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Resumo

Angiotensina Il (100 nM) levou a um aumento da frequéncia de disparo dos
potenciais de acdo dos neurdnios do ganglio nodoso de ratos adultos. Esse efeito foi
mediado pelo receptor do tipo AT1 uma vez que o0 mesmo foi bloqueado usando-se um
antagonista especifico dos receptores do tipo AT1. Estudou-se a acdo desse peptideo nas
correntes de potéssio e de célcio. A angiotensina Il inibiu somente a corrente de potassio
do tipo 1A (=50 %). Também observamos uma inibi¢do de cerca de 50 % da corrente
total de célcio ativada por alta voltagem. Essa inibicdo, aparentemente, ndo envolve a
ativacdo dos receptores AT1. A angiotensina Il altera a dependéncia de voltagem para a
ativacdo das correntes de calcio ativadas por alta voltagem (~6 mV no sentido
hiperpolarizante). A angiotensina Il provavelmente ndo inibiu um Unico tipo de canal
para calcio, observamos uma inibicdo de 30% das correntes do tipo L e de 20% das
correntes do tipo N e/ou do tipo P/Q.

A angiotensina Il foi capaz de gerar aumentos transientes na concentracdo de
calcio no citoplasma desses neurdnios. Esse aumento de calcio foi uma consequéncia da
ativacdo dos receptores do tipo AT1. O transiente de calcio gerado pela angiotensina Il
depende da presenca do célcio no meio externo. Ndo observamos os mesmos efeitos da
angiotensina Il em neurénios do ganglio nodoso provenientes de animais hipertensos
(SHR). Nesses animais, angiotensina Il ndo foi capaz de alterar a excitabilidade e nao

produziu variac@es na concentracdo de célcio.



Abstract

Angiotensin Il at 100 nM increased the spike frequency generation in the adult rat
nodose neurons. Since AT1 receptor antagonist prevented this effect we could suggest
that the AT1 receptor is responsible for the increase in excitability. We investigated if
this peptide was able to modulate isolated potassium and calcium currents. Angiotensin |1
inhibited only the IA type potassium current (~50 %). The peptide also inhibited the
high-voltage activated calcium current by 50%. This inhibition was not mediated by AT1
receptor activation. Angiotensin Il was able to change the high-voltage calcium current
voltage dependence for activation. It caused a shift towards the hyperpolarized membrane
potentials by about 6 mV. Angiotensin Il probably did not inhibit one specific type of
voltage-dependent calcium channel. The L-type calcium current was inhibited by 30%
and the N and/or P/Q type had an inhibition of 20%. Angiotensin Il generated calcium
transients in these neurons. The activation of AT1 receptor was responsible for the
observed changes in the intracellular calcium levels. Surprisingly, the calcium transient
evoked by the application of angiotensin Il depends on the presence of calcium in the
extracellular millieu. None of these described effects caused by angiotensin 11 were

reproduced in spontaneously hypertensive rats (SHR).
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1-INTRODUCAO

Os neurdnios do ganglio nodoso exercem a importante funcdo de transmitir ao
sistema nervoso central (SNC) informagfes sensoriais provenientes do sistema
respiratdrio, digestorio e cardiovascular. A terminacdo nervosa sensorial se localiza
embebida nos 6rgaos desses sistemas e quando mudancas nesse ambiente ocorrem, tais
como: aumento na temperatura corpdrea, estimulos mecanicos, liberacdo de substancias
inflamatorias e/ou algésicas, como consequéncia, hd uma mudanca na excitabilidade dos
neurdnios do ganglio nodoso. A mudanga na excitabilidade é descodificada nos terminais
centrais como uma modificacdo na liberacdo de neurotransmissores no trato do ndcleo
solitario, regido onde acontece a primeira sinapse proveniente dos neurdnios do ganglio
nodoso.

O presente trabalho teve como principal objetivo investigar a modulacdo da
excitabilidade dos neurdnios nodosos pela angiotensina Il. A angiotensina Il € um
peptideo sintetizado pelo sistema renina-angiotensina e apresenta uma potente acao
vasoconstritora, bem como, aumento na reabsorcao de sddio, o que leva a um incremento
da pressdo arterial. NOs verificamos que a angiotensina Il € capaz de aumentar a
excitabilidade dos neurénios nodosos através de uma mudanca no acomodamento dos
potenciais de acdo. Sendo assim, nos investigamos o efeito da angiotensina Il sobre as
correntes idnicas dependentes de voltagem. Verificou-se entdo que a angiotensina Il
reduz a corrente total de calcio ativada por alta voltagem, diminui de maneira seletiva
uma corrente de potassio dependente de voltagem (provavelmente do tipo 1A) e altera os

niveis de calcio intracelulares. Verificamos também a presenca de ARN mensageiro,



tanto para receptores de angiotensina do tipo AT1 quanto do tipo AT2 no géanglio nodoso
de ratos adultos.

Na introducgéo desse trabalho foi feita uma revisdo abrangente do sistema renina-
angiotensina acompanhada de uma revisdo mais especifica sobre a fisiologia dos
neurénios do ganglio nodoso. Discutiremos também as possiveis fun¢bes da angiotensina
Il tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso periférico. Nosso intuito
foi, portanto, de primeiro revisitar alguns conceitos basicos a respeito do sistema renina-
angiotensina e solidificar o que se sabe da fisiologia dos neurénios nodosos para portanto
estabelecer uma justificativa para o estudo da interagdo entre angiotensina Il e o0s

neurdnios do ganglio nodoso.

1.1- ANGIOTENSINAS

A angiotensina Il foi isolada e estudada separadamente por um grupo norte
americano e um grupo argentino no periodo entre 1940 e 1957 (de Gasparo et al., 2000).
O grupo dos EUA chamou o octapeptideo de “Angiotonina” e o grupo argentino de
“Hipertensina”. Para unificar a nomenclatura, 0s pesquisadores Braun-Menezes
(Argentina) e Page (EUA) concordaram em adotar um nome hibrido para designar o
peptideo. Assim surgiu 0 nome angiotensina.

Subsequentemente, 0s componentes da cascata metabdlica responsaveis pela
sintese e degradacdo das angiotensinas foram descobertos. Resumidamente, a cascata é
constituida por uma proteina precursora, o angiotensinogénio, que é clivada pela enzima

renina, formando Angiotensina I. A angiotensina | é clivada pela Enzima Conversora de



Angiotensina do tipo | (ECA-1) para a formacdo de angiotensina Il. Angiotensina Il por
sua vez pode sofrer a acdo da enzima ECA-2 para a formagdo de angiotensina-(1-7), que
apresenta acOes fisioldgicas, na maioria das vezes, antagonicas as acdes da angiotensina
I1. Outros peptideos podem ser formados pela acdo de enzimas ndo especificas. Essas

enzimas também tém importante fun¢do na degradacao dos peptideos ativos (Figura 1).

Angiotensino génio
1 l
- Angiotensina (1-9)

- Angiotensina I -
2 9
: [ca] » | B

{des-Aspl)Angiotensina I Angiotensina IT » Angiotensin (1-7)

3 | D-Amp |
\ 4 5

Angiotensina Il —— Angiotensina IV — Angiotensina (3-7)
8 12

Figura 1- Sistema Renina-Angiotensina com as suas etapas principais.

1: Angiotensinogénio é clivado pela renina gerando o decapeptideo angiotensina I. Este é
0 passo limitante na formacédo da angiotensina II.

2: Angiotensina | € clivada pela enzima Enzima Conversora de Angiotensina do tipo 1
(ECA-1) para a formacéo de angiotensina II.

3: Angiotensina Il é clivada pela Enzima Conversora de Angiotensina do tipo 2 (ECA-2)
para a formacédo de angiotensina-(1-7).

4: Angiotensina Il é clivada pela aminopeptidase A formando angiotensina IlI.
5:Angiotensina Il é convertida em angiotensina IV através da acdo da enzima
aminopeptidase D.



6: Angiotensina | é convertida em (des-Asp')-angiotensina | pela enzima aminopeptidase
A

7: (des-Asp') Angiotensina | é metabolizada pela ECA-1 em angiotensina I1I.

8: Angiotensina Il é convertida em angiotensina IV através da acdo da aminopeptidase A
9: Angiotensina | é convertida em angiotensina (1-9) pela enzima ECA-2

10: Angiotensina (1-9) é convertida em angiotensina-(1-7) através da enzima ECA-1
11:Angiotensina-(1-7) é convertida em angiotensina (3-7) pela enzima aminopeptidase ou
aminopeptidase D

12: Angiotensina IV € convertida em angiotensina (3-7) pela enzima carboxipeptidase

Polipeptideo Sequéncia de amino-4cidos

Angiotensinogénio | Asp-Arg-Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu-Val-Tyr-Ser-R
ANG | Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-Leu

ANG I Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

ANG Il Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

ANG IV Val-Tyr-1le-His-Pro-Phe

ANG-(1-7) Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro

Tabela 1- Estrutura primaria dos polipeptideos angiotensinérgicos.

Classicamente, entende-se 0 sistema renina-angiotensina como sendo um sistema
enddcrino convencional onde o figado produz o angiotensinogénio, que é liberado na
circulacdo onde sera hidrolisado pela enzima renina que foi produzida nos rins e que
também ¢ liberada na circulacdo sanguinea, formando-se angiotensina 1. Quando
angiotensina | encontra ECA nos epitélios ou ECA circulante esse peptideo é clivado e
angiotensina Il é produzida. Contudo essa visdo é uma simplificacdo do que realmente
ocorre. Além desse sistema geral de producdo de angiotensina I, certos 6rgdos possuem
varias partes da maquinaria necessaria para producao local de angiotensina Il.

E importante diferenciar um sistema extrinsico para a producdo local de
angiotensina Il de um sistema intrinsico para a producdo de angiotensina Il. No primeiro,

0 extrinsico, foi proposto que a renina de origem renal e circulante é captada pelas células



da parede arterial e, pelas células do miocéardio, bem como por outros tecidos, e a
conversdo do angiotensinogénio hepatico em angiotensina | seguida da conversdo de
angiotensina | em angiotensina Il ocorre primariamente na superficie da parede vascular e
ndo na circulagdo propriamente dita (Danser, 2003;Danser et al., 1994). Dentro dessa
visdo, a captacdo local de renina, tanto no tecido vascular quanto no miocardio, € um
passo importante na producdo local de angiotensina Il. Porém outros pesquisadores ndo
encontraram evidéncias para a ligacido local de renina nos tecidos (Hu 1993). E
importante enfatizar, no entanto, que a maior parte da angiotensina Il presente no
miocéardio € sintetizada localmente (van Kats et al., 2000) porém, os niveis de ARN
mensageiro para a renina sdo praticamente indetectaveis. Em preparacdes de coragédo
isolado s6 ha producdo de angiotensina Il se esse 6rgao for perfundido com uma solucéo
que contenha renina (de Lannoy et al., 1997) .

No sistema intrinsico para a producdo de angiotensina Il foi proposto que
angiotensina Il pode ser totalmente produzida localmente nos tecidos independente da via
hepato-renal. As posibilidades dessa via ter uma importancia grande no miocardio e nos
vasos é pequena visto que a producao de renina nesses locais € indetectavel, apesar de em
varias culturas celulares provenientes desses tecidos as células serem capazes de produzir
renina, angiotensinogénio, ECA-1 e/ou angiotensina I, 1l e 1l (Phillips et al.,
1993;Saavedra, 1992b;Dzau, 1993b;Baker et al., 1992). Porém em outros 0rgdos,
principalmente no cérebro, essa é uma possibilidade real jA& que a renina pode ser
detectada em neur6nios quando técnicas mais sensiveis sdo usadas. Recentemente,
usando-se um modelo animal onde a regido promotora do gene para renina estava

associada a “green fluorescent protein” (eGFP), o sinal de fluorescéncia foi detectado em



neurbnios nas regides do cérebro importantes para o controle das funcdes
cardiovasculares (Lavoie et al., 2004). Essa producdo ndo contribui significativavente
para 0s niveis séricos das angiotensinas mas alguns estudos mostram que é de extrema
importancia para a fisiologia de alguns 6rgdos (Saavedra, 1999a). Essa hipGtese de
producdo local de angiotensinas, embora ainda controversa, tem gerado um grande

interesse por parte dos pesquisadores.

1.1.1- Sistema Renina-Angiotensina.

O sistema renina angiotensina e de extrema importancia na regulagdo da pressédo
arterial tanto a curto quanto a longo prazo. Fatores que levam a diminuigdo da pressao
arterial estimulam a liberagdo de renina, levando a producdo de angiotensina Il. A
angiotensina Il age através de diversos mecanismos, porém de maneira coordenada, para
controlar a pressdo arterial. A curto prazo o aumento da resisténcia vascular é a resposta
fisiologica responsavel pelo aumento da pressdo arterial. A longo prazo as acbes da
angiotensina Il, principalmente no sistema renal, sdo de importancia vital para a
manutencdo da pressao arterial.

Renina

O passo determinante na formacdo de angiotensina Il € a clivagem do
angiotensinogénio em angiotensina I. A enzima responsavel por essa clivagem, como ja
foi dito aneriormente, € a renina. A renina € uma protease aspartica que ataca um ndmero
restrito de substratos, tendo como principal alvo o angiotensinogénio. Nessa proteina, a
renina hidrolisa a ligacdo peptidica entre os animo &cidos 10 e 11 (leucina e valina) na

porcdo N-terminal, gerando assim angiotensina I (Tabela 1).



A renina é sintetizada como uma pré-enzima inativa composta de 406 residuos de
amino &cidos. Ela sofre processamento pds-traducional onde 43 residuos de amino acidos
séo retirados da extremidade amino/carboxi terminal formando assim a enzima ativa.
Renina e pro-renina sdo sintetizadas e armazenadas nas células do complexo
juxtaglomerular. A meia vida da renina circulante é de cerca de 15 minutos.

Como a quantidade de renina circulante influencia de forma decisiva na taxa de
producdo de angiotensina Il, a liberacdo de renina precisa ser bem controlada. Trés vias
controlam diretamente essa liberagdo, sendo que duas delas agem diretamente sobre os
rins; a via da méacula densa e a via do baroreceptor renal. A terceira via de controle
localiza-se no sistema nervoso central e é dependente da ativacdo dos receptores -
adrenérgicos.

Via da Macula Densa

A macula densa é uma coluna epitelial que esta localizada adjacente as células do
complexo juxtaglomerular, entre as arteriolas aferentes e eferentes do glomérulo. Quando
ocorrem mudangas na reabsorcdo de Na*, ha liberagio de moléculas sinalizadoras, o que
por sua vez leva a modulacdo da secrecdo de renina (ver Figura 2). O aumento na
reabsorcdo de sddio pelas células da macula densa leva a liberacéo de adenosina que ativa
os receptores do tipo Al presentes nas células juxtaglomerulares. A ativacdo desses
receptores leva a inibicdo da secrecdo de renina (Itoh & Carretero, 1985;Weihprecht et
al., 1994). Quando a absorc¢do de sodio esta diminuida ha ativacdo da via de sintese de
prostaglandinas o que por sua vez se ligam aos seus receptores presentes nas células
juxtaglomerulares levando ao aumento na liberacdo de renina (Gerber et al.,

1982;Greenberg et al., 1993). Um conjunto de evidéncias apontam para uma participacao



importante da cicloxigenase induzida (COX-2) e da éxido nitrico sintase neuronal
(ONSn) na formacdo das prostaglandinas. Em primeiro lugar, a COX-2 esta presente
somente nas células da macula densa e sua sintese é aumentada durante uma dieta restrita
de sodio (Harris et al., 1994). Os inibidores seletivos da COX-2 bloqueiam o0 aumento da
liberacdo de renina causado pelas células da méacula densa (Traynor et al., 1999). A
ONSn se comporta como a COX-2, é expressa nas células da macula densa e sua sintese
é aumentada com uma dieta pobre em sodio (Beierwaltes, 1997). O mecanismo provavel
pelo qual o aumento de sddio leva ao aumento da biossintese de prostaglandinas é:
aumento da ONSn o que leva a sintese de peroxinitrito que por sua vez ativa a COX-2
que aumenta a producdo de prostaglandinas. As prostaglandinas se ligam aos seus
receptores nas células juxtaglomerulares e, em resposta, ha um aumento da liberacdo de

renina .



Célula da Macula Denza Célula Juxtaglomerular
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Figura 2- Controle da liberacdo de renina nas células juxtaglomerulares. Acido
Araquidénico (AA), Prostaglandinas (PGs), Adenosina (ADO), Adenilil-Ciclase (AC).

Via do Baroreceptor Renal

Aumento ou diminuicdo da pressdo sanguinea nas veias pré-glomerulares inibem
ou estimulam, respectivamente, a liberacdo de renina. A diminui¢cdo na tensdo nas
paredes das arteriolas é o sinal preponderante para o aumento na liberacdo de renina. Ha
algumas evidéncias na literatura de que o aumento da pressdo nessas arteriolas leva a
diminuicdo da sintese de prostaglandinas pelas células da macula densa (Data et al.,
1978;Linas, 1984). Porém uma ativacdo direta de canais idnicos ativados por estiramento

pode ter uma participacdo importante na via do baroreceptor renal (Carey et al., 1997).
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Via do Receptor B-Adrenérgico

Essa via € mediada pela liberagcdo de norepinefrina pelos nervos simpaticos pés-
ganglionares, que por sua vez ativa receptores 1 nas células juxtaglomerulares liberando
assim renina.

A modulagio da liberagao de renina sofre uma regulagdo através de “feed-back”
causado pela propria sintese de angiotensina Il. As células juxtaglomerulares apresentam
receptores para angiotensina Il (tipo AT1) que, quando ativados, inibem a liberacdo de
renina. Esse “feedback” negativo ¢ chamado de “short loop negative feedback”. Outra
forma de modulagdo da liberagdo de renina ¢ o “long loop negative feedback™, onde se
observa que angiotensina Il causa aumento da pressdo arterial, esse aumento leva a
inibicdo da liberacdo de renina através de: (1) ativacdo dos baroreceptores renais
reduzindo o tonus simpatico, (2) aumento da tensdo nas arteriolas pré-ganglionares e, (3)
reducio da reabsorcdo de Na* o que aumenta a concentragio de Na* na macula densa e
portanto, ativa a liberacéo de prostaglandinas que inibem a liberacédo de renina.

Além dessas vias classicas de liberacdo da renina, um grande ndmero de
evidéncias experimentais tem reforcado a hipdtese de producdo extra-renal da renina,
principalmente no sistema nervoso central, como ja foi discutido anteriormente.

Angiotensinogénio

O angiotensinogénio, substrato principal da renina, € uma glicoproteina de
estrutura globular contendo cerca de 13 a 14 % de carboidratos em sua constituicao
qguimica. Sua massa molecular varia entre 55 e 60 kDa. Também é encontrado na
circulacdo o angiotensinogénio de alta massa molecular (350 a 500 kDa) na forma de

complexos com outras proteinas plasmaticas. Em humanos, o angiotensinogénio é
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sintetizado como uma pré-proteina com um peptideo sinal de 24 ou 33 amino &cidos
(Kageyama et al., 1984). A sua sintese ocorre primariamente no figado e sua liberagéo se
d& de forma constitutiva. ARN mensageiro para o angiotensinogénio foi também
encontrado no tecido adiposo, no cérebro e nos rins (Navar & Nishiyama,
2004;Fruhbeck, 2004;Baltatu et al., 2004). A sua sintese pode ser estimulada por
inflamacdo, insulina, estrégeno, glucocorticdides, horménios da tiredide e angiotensina Il
(Ben Ari & Garrison, 1988).

O nivel circulante de angiotensinogénio fica préximo aos valores de K, da renina
portanto pequenas alteracdes nos niveis circulantes de angiotensinogénio podem levar a
mudancas drasticas na concentracdo de angiotensina Il e, consequentemente, na pressao
arterial. Estudos com animais modificados geneticamente onde o gene que codifica para
0 angiotensinogénio foi removido ou o numero de copias € menor, notou-se que ha uma
correlacdo direta entre a pressdo arterial e a quantidade de angiotensinogénio (Kim et al.,
1995). A presenca de mutacdes no gene que codifica para o angiotensinogénio esta
associada com o aumento plasmatico dessa proteina, bem como o aparecimento de
hipertenséo essencial (Jeunemaitre et al., 1992;Kunz et al., 1997;Staessen et al., 1999).

Enzimas Conversoras de Angiotensina (ECA-1 e ECA-2)

A ECA-1, é uma glicoproteina transmembrana, com a extremidade NH,-terminal
voltada para fora da célula e a COOH-terminal na regido intracelular. A porcédo
extracelular apresenta dois dominios cataliticos com uma regido para ligacdo de zZn?*
(Soubrier et al., 1988). A ECA-1 circulante representa uma fracdo da ECA-1 que foi
clivada por secretases na regido préxima a regido transmembrana (Beldent et al., 1995).

A ECA-1 é uma enzima com baixa especificidade que quebra dipeptideos apresentando
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sequéncias diversas. Os substratos preferidos pela enzima tem um gupo carboxilico livre
na regido carboxi-terminal e o residuo de prolina ndo pode ser o penaltimo amino &cido.
Angiotensina Il ndo se enquadra nesse perfil e portanto a ECA € incapaz de degradar
angiotensina Il. Contudo a ECA degrada bradicinina e kalidina, peptideos com acdo
vasodilatadora. Inibidores da ECA estdo sendo usados vastamente no tratamento da
hipertensdo e recentemente essas drogas foram introduzidas também no tratamento de
patologias cardiacas (Boehm & Nabel, 2002).

Em 2000 dois trabalhos, Donoghue e col. (Donoghue et al., 2000)e Tipnis e col.
(Tipnis et al., 2000), introduziram um novo nivel de complexidade ao SRA com a
descrigédo da primeira enzima homdloga a ECA. O primeiro grupo a chamou de ECA-2 e
0 segundo de ECA-h. Embora a sequéncia de amino-acidos no dominio catalitico tenha
42% de homologia, ECA-1 e ECA-2 apresentam especificidade para substratos
diferentes. Enquanto ECA-1 leva a producédo do peptideo vasoconstritor angiotensina Il, a
ECA-2 esta envolvida na producdo de um peptideo vasodilatador, angiotensina-(1-7)
(Figura 1) , portanto apesar da similaridade molecular dessas enzimas o resultado
fisiologico de suas acdes é oposto.

Em um conjunto de experimentos elegantes, Crackower e colaboradores
(Crackower et al., 2002), estudaram a funcéo fisiologica da ECA-2 usando dois modelos
animais, um onde o gene responsavel pela ECA-2 foi removido e outro onde, tanto o
gene da ECA-1 quanto da ECA-2 foram removidos. Em primeiro lugar eles mostraram
gue o gene da ECA-2 localiza-se no cromossoma X tanto em humanos quanto em ratos.
Nos animais que ndo expressavam a ECA-2 foi observado que o controle da pressao

arterial ndo era influenciado, porém as demais funcgdes cardiacas estavam modificadas e
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0s genes induzidos por hipoxia estavam com a sua expressdo aumentada de forma
significativa. A concentracdo de angiotensina Il estava aumentada nesses animais
apontando para um contrabalanco da ECA-1 pela ECA-2 como pode ser visto no
diagrama da Figura 1. Como ambas enzimas agem no mesmo substrato primario, pode
haver uma competicdo nesse passo, além disso a ECA-2 também degrada angiotensina Il
formada pela ECA-1. Para determinar se o fenétipo cardiaco observado era consequéncia
direta do aumento de angiotensina Il foi usado entdo um modelo animal onde ambas
enzimas, ECA-1 e ECAZ2, seriam removidas e consequentemente ndo haveria
angiotensina Il circulante. Nesses animais o fenotipo cardiaco foi abolido e ndo foi
observada alteracdo significativa na pressdo arterial (Tabela 2). Essas evidéncias ndo so
apontam para uma fung&o direta da angiotensina Il na fisiologia cardiovascular como

também reforcam a importancia de um balango entre as atividades das enzimas ECA-1 e

ECA-2.

ECA-1 7 ECA-2 " ECA-1/ECA-2 "

Reducdo na pressao arterial | Pressdo arterial normal Reducéo na pressao arterial

Fisiologia cardiaca normal | Fisiologia cardiaca | Fisiologia cardiaca normal
modificada

Alteracdo na morfologia | Desenvolvimento e | Néo testado

renal arquitetura normal

Concentracdo  da  urina | Ndo testada Né&o testada

modificada

Reducdo na fertilidade | Fertilidade masculina | N&o testado

masculina normal

Tabela 2- Efeitos da remocdo dos genes para ECA-1; ECA-2; e ECA-1 e ECA-2
simultaneamente em camundongos. (Danilczyk et al., 2003)

Acoes Fisidlogicas da Angiotensina 11

Além das acOes periféricas da angiotensina Il que estdo de certa maneira muito

bem estudadas existe também um corpo de efeitos importantes no sistema nervoso
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central. Os estudos dos efeitos da angiotensina Il no cérebro tém sido concentrados

principalmente nos centros (ndcleos) importantes para o controle da pressdo arterial.

Aumenio da
Resistencia
Periférica

ANGIOTENSIN II

¥

Modificacao
da Funcao
Renal

Modificacao

da Estrutura

mecanismo l mecanismo l mecanismo -lp
1- Yasoconsiriccao direta 1- Aumento da reahsorcao de Na* 1- Efeitos nao-hemodinamicos
pelo tubulo proximal a- aumenioe da expressao de pro-

2- Aumento da neuroiransmissao
noradrenergica periferica
a- Aumento da liberacao de NA
b- diminuicao da recaptacao de NA
c- aumento da resposta vascular

3- Aumento da discarga simpatica

4 aumento da liheracao de
catecolamina pela medula adrenal

2- Aumenio da secressao de
aldosterona pelo cortex adrenal
(aumenio da reabsorcao de Nate
aumento da secressan de K no
nefron distal

3- Mudanca da hemodinamica renal
a- vasoconsiriceao renal
h- aumento da transmissao
noradrenergica no rim
¢- aumento do tonos simpatico

ONCOZETES

h- aumenio da producao de fatores
de crescimento

¢- aumentio da dsiniese de proteinas
da maitrix extracelular

2- Efeiios hemodinamicos

a- aumento do “aftedoad™
(cardiaco)

h- aumento da tenssao vascular

.

Hipertrofia e remodelamenid
Resposta Pressora Rapida Resposta Pressora Lenta cardiaco e vascular

Figura 3- Ac¢des da angiotensina Il que levam ao aumento da pressao arterial.

Variacdes pequenas na concentracdo circulante de angiotensina Il causam um
aumento abrupto da pressdo arterial. Quando uma dose Unica de angiotensina Il é
administrada intravenosamente a pressao arterial aumenta numa questdo de segundos,
chegando ao platd maximo e retorna aos niveis normais em minutos. Esse aumento

rapido da pressdo arterial € dado basicamente devido ao aumento da resisténcia vascular
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periférica e esse efeito € de extrema importancia em eventos de queda da pressdo aguda,
como por exemplo numa hemorragia. Embora angiotensina 11 cause um aumento da forga
de contracdo cardiaca diretamente através da facilitacdo da abertura de canais para célcio
operados por voltagem e, indiretamente, através do aumento da frequéncia cardiaca (via
aumento do ténus simpatico). Em resposta ao aumento rapido da pressao arterial ocorre
uma ativacdo dos baroreceptores o que, por sua vez, diminui o tdnus simpatico e isso leva
ao aumento do ténus vagal. Portanto angiotensina Il pode causar aumento, diminui¢do ou
ndo causar mudancas na contracdo cardiaca, frequéncia cardiaca, e no débito cardiaco.
Este modo de acdo complexo parece depender do estado fisiologico.

A angiotensina Il também causa uma resposta pressora lenta o que ajuda a
estabilizar a pressdo arterial a longo prazo. A perfusdo continua de doses supra-pressoras
de angiotensina Il gradualmente aumenta a pressao arterial. No entanto, esse efeito requer
dias para ser observado (Brown et al., 1981). Provavelmente esse efeito é devido a uma
diminuicdo da funcdo da excrecdo renal o que leva a um deslocamento da curva da
pressdo natriurética renal para a direita.

A angiotensina Il também causa estimulacdo da liberacdo de endotelina | e da
producdo de anions superdxidos (Rajagopalan et al., 1997;Laursen et al., 1997) o que
pode contribuir para o efeito pressor lento. Além da modulacdo da pressdo arterial,
angiotensina Il participa das varias etapas do remodelamento do sistema cardiovascular.
E importante notar que ha uma hipertrofia vascular e cardiaca em resposta a angiotensina
Il e essa acdo tem sido vastamente estudada (Zhu et al., 2003;Wagenaar et al., 2002). A
Figura 3 mostra as trés principais vias pelas quais angiotensina Il causa mudancas na

pressdo arterial.
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1.1.2- Os Receptores de Angiotensina Il

Trés grupos trabalhando de forma  independente  comprovaram
farmacologicamente a existéncia de dois subtipos de receptores para angiotensina 11, AT1
e AT2 (Whitebread et al., 1989;Chiu et al., 1989;Speth & Kim, 1990). Subsequentemente
esses receptores foram nomeados pela “High Blood Pressure Research Council” e
“International Union on Pharmacology Commmittee on Receptor Nomenclature and
Drug Classification” ¢ passaram a se chamar AT1 e AT2. Ambos fazem parte da familia
de receptores de sete regides transmembrana acoplados a proteinas G. Algumas
evidéncias apontam para um terceiro receptor de angiotensina Il. Estudos em uma
linhagem celular de neuroblastoma mostraram que a ligacdo de angiotensina Il ndo era
inibida nem por antagonistas de AT1, nem por antogonistas de AT2 (Chaki & Inagami,
1992). Esse receptor vem sendo chamado de sitio ndo-AT1/ndo-AT2.

Foi evidenciado que o0s receptores AT1 eram responsaveis por mediar
basicamente todos os efeitos estimulatorios conhecidos da angiotensina Il como: 1)
aumento da pressdo arterial, 2) retencdo de sddio, 3) aumento da secrecdo de
vasopressina e aldosterona e 4) estimulacdo do crescimento e proliferacdo celular
(Gallinat et al., 2000a). Ja os receptores AT2 tiveram uma historia diferente, a principio
0s pesquisadores nao conseguiam atribuir funcdes fisioldgicas para esse receptor portanto
surgiu a teoria que os receptores AT2 tinham uma fungdo de “clearance” (Dudley et al.,
1991). Contudo, recentemente esse subtipo de receptor tem sido o alvo de diversos
estudos com o intuito de desvendar a sua real funcdo fisioldgica. Para tal a sua via de
transducdo de sinal foi identificada bem como a sua estrutura molecular. Os receptores

AT2 mediam uma acdo anti-proliferativa e apoptdtica da angiotensina Il. Uma hipdtese
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que vem ganhando adeptos € a de que os receptores AT2, quando ativados, gerariam uma
acdo oposta aquela dos receptores AT1 principalmente ao que diz respeito ao crescimento
célular, aumento da pressdo arterial e injestdo de liquidos, portanto os receptores AT2
podem ter uma importancia fundamental em contrabalangar as acdes da angiotensina 11
dependentes da ativacdo dos receptores AT1 (Gallinat et al., 2000b).

Receptores do Subtipo AT1

Os receptores AT1 contém cerca de 359 residuos de amino-acidos tanto a forma
que é expressa em humanos quanto em roedores. Em humanos ele estd localizado no
cromossoma 3. Existem descritas duas isoformas para os receptores AT1 em roedores,
AT1-A e AT1-B, que estdo localizados respectivamente nos cromossomas 17 e 2 em
ratos e nos cromossomas 13 e 2 em camundongos. As isoformas A e B apresentam 95%
de identidade (De Gasparo et al., 2000).

O receptor AT1-A ¢é codificado por um gene de aproximadamente 84 kb
apresentando em sa estrutura 3 introns e 4 exons, o terceiro exon (2 kb) contém os 1077
pares de bases responsaveis pela codificacdo da cadeia polipeptidica que forma o receptor
maduro (Langford et al., 1992;Murasawa et al., 1993;Takeuchi et al., 1993). O gene para
0 receptor AT1-B apresenta um tamanho de aproximadamente 15 kb, e contém 2 introns
e 3 exons (Burson et al., 1994). Os receptores AT1-A sdo expressos no coragdo, aorta,
pulmdo, figado, testiculo, cérebro, pituitaria, rim e adrenal, enquanto que 0s receptores
AT1-B tém a sua expressdo limitada a pituitaria e adrenal (De Gasparo et al., 2000).
Outra caracteristica importante é a capacidade de horménios modularem a expressao
desses receptores, tais como glucocorticoides, mineralocorticoides, estrogenos e insulina

(De Gasparo et al., 2000).
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De um modo geral os receptores AT1 estdo primariamente, mas nao
exclusivamente, acoplados a proteina G insensivel a toxina pertussis ativando a via de
sinalizacdo da fosfolipase C levando ao aumento de célcio intracelular. Outros efetores
podem ser ativados tais como fosfolipase D, fosfolipase A2, adenilil-ciclase e canais
idnicos, tais como canais para calcio ativados por voltagem dos tipos L e T (Macrez et
al., 1997b). Além de ativar uma grande variedade de vias de sinalizacdo a ligacdo de
angiotensina 11 ao receptor AT1 induz uma desenssibilizacao e internalizacdo do receptor,
como acontece com varios outros receptores que estdo acoplados a proteinas G.

A interacdo do residuo de tirosina na posicdo 4 da angiotensina Il com o residuo
de asparagina 111 do receptor AT1, e da interacdo da fenilalanina 8 da angiotensina Il
com a histidina 256 do receptor AT1 permite a mudanca de conformagdo do AT1 da
forma inativa para uma forma ativa(Noda et al., 1996;Noda et al., 1995).

Os receptores AT1, como muitos RAPG que mobilizam célcio, sinalizam através
do acoplamento com a proteina Gy11 que ativa a fosfolipase C-p (FLP C-B) levando a
hidrolise de fosfoinositideos que produzem o inositol-1,4,5-trisfosfato (IP3) e o
diacilglicerol (DAG). O IP3 se difunde rapidamente pelo citosol e ativa os canais para
calcio presentes na membrana do reticulo endoplasmatico. O DAG por sua vez age
ativando a proteina kinase C.

Em cultura de células de muasculo liso provenientes de ratos ha ativagdo
predominante da FLP C-y ao invés da FLP C-f quando angiotensina II é usada para
estimular os receptores AT1. Essa resposta é dependente da fosforilacdo do residuo de

tirosina da FLP C- y que € distinto do processo usual de ativa¢do da FLP C- 3 por RAPG.
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Em midcitos da veia porta de ratos a presenca de angiotensina Il leva a ativacdo de canais
para célcio ativados por voltagem do tipo L via o acoplamento dos receptores AT1 com
um tipo de proteina G denominado de G113 insensivel a pertussis toxina (Macrez et al.,
1997a). Porém na glandula pituitéria, rins, figado, e na zona glomerulosa da adrenal os
receptores AT1 estdo acoplados a proteina Gi, que € sensivel a pertussis toxina (De
Gasparo et al., 2000).

Além das acOes rapidas da angiotensina Il induzidas através da ativacdo da
fosfolipase C levando a um aumento de calcio intracelular; angiotensina Il também pode
levar a ativacdo da cascata de sinalizagdo comumente associada aos receptores para
fatores de crescimento. Essas acfes incluem a ativacdo da fosfolipase C-y e
subsequentemente a mobilizacdo de outras proteinas e enzimas efetoras tais como: pp®*®

¢ ppt?, pptFAK JAK2, STAT, paxilin, TYK2 e MAPK (Marrero et al., 1996).

Receptores do Subtipo AT2

Os receptores AT2 apresentam cerca de 34% de similaridade em relacdo aos
receptores AT1. O receptor AT2 possui aproximadamente 363 residuos de amino-acidos
e seu gene esta localizado no cromossoma X tanto em humanos quanto em roedores (De
Gasparo et al., 2000). Como ja foi mencionado a clonagem do receptor AT2 foi uma
tarefa ardua, j4 que a estratégia usada a principio foi o “screening” de bibliotecas de
ADNCc usando-se sondas baseadas no receptor AT1. Como a homologia entre os dois
receptores é pequena nao foi possivel identificar de forma clara os receptores AT2 com
esse método. Usando bibliotecas de expressdo, Kambayashi e Nakajima em 1993

clonaram, independentemente, 0 ADNCc que codificava para o recepor AT2. Logo depois
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0 gene para este receptor foi identificado (Ichiki et al., 1994a;Koike et al., 1994a) e
verificou-se que ele é constituido de trés exons.Toda a regido codificadora esta contida no
terceiro exon. A expressdo do receptor AT2 encontra-se em altos niveis na fase
embrionéria, declinando abuptamente depois do nascimento na maioria dos tecidos com
excec¢do: do Utero, da adrenal, do coracdo e de algumas areas do cérebro, principalmente
na amidala e locus coeruleus. A expressao dos receptores AT2 pode ser modulada por
diferentes fatores de crescimento e insulina.

As funcdes fisiologicas do AT2 ainda ndo sdo bem entendidas portanto essa é
uma area de intensa investigacdo. Em estudos onde animais geneticamente modificados
que expressam pouco, ou que nao expressam ou que ainda “‘super’-expressam 0s
receptores do tipo AT2 foram de grande importancia para se tentar entender o papel dos
AT2. Quando os receptores AT2 tinham uma expressao muito acima do considerado
normal, ndo foi observado mudancas morfoldgicas ou funcionais no miocardio, porém
quando angiotensina Il era infundida a presséo arterial caia, exercendo paradoxalmente
um efeito cronotropico (Masaki et al., 1998). Em animais onde a expressdo dos
receptores AT2 era completamente inibida, observou-se que a pressdo arterial estava
elevada e houve um aumento da sensibilidade vascular a angiotensina Il (Ichiki et al.,
1994b;Koike et al., 1994b;Hein et al., 1995b). Esse fendtipo sugere uma funcéo protetora
do receptor AT2 e/ou um contrabalanco para as acdes da angiotensina Il no receptor
AT1. Um fato interessante observado nesses animais foi a “super”-expressao considerada
de natureza compensatoria dos receptores AT1 que em parte poderia explicar os efeitos

observados. Outra caracteristica que chamou a atencdo dos pesquisadores foi a
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diminuicdo no comportamento exploratério quando esses animais eram introduzidos em
um novo ambiente.

As células que expressao exclusivamente os receptores AT2 para angiotensina Il
ndo tém a capacidade de mobilizar calcio dos estoques intracelulares e nem de aumentar
AMPc, portanto & improvavel que esses receptores estejam acoplados & proteina Gq
acoplada a FLP C-B ou a G;j levando a ativacdo ou a inibicdo da adenilil-ciclase (De
Gasparo et al., 2000). A literatura sugere que 0s receptores AT2 estdo acoplados a
proteina G; sensivel a toxina pertussis, porém alguns estudos mostram que o receptor
AT2 pode ativar vias de transducéo de sinal independente de proteina G, como é o caso
da estimulacdo de fosfatases (Gallinat et al.,, 2000b). Em cardiomidcitos de ratos
neonatos, em epitelio do tabulo proximal de coelho, e em cultura primaria de neurénios a
acdo da angiotensina Il via receptor AT2 leva a um aumento da atividade da fosfolipase
A2 (FLP-A2) o que leva a um aumento na producdo do &cido araquiddnico. Tal efeito foi
abolido pela toxina pertussis. A ativacdo dos receptores do tipo AT2 causam estimulacéo
das fosfatases o que em algums tipos celulares é dependente de proteinas G (De Gasparo

et al., 2000).

1.2- NEUONIOS DO GANGLIO NODOSO

1.2.1- Caracteristicas Gerais dos Neuronios Sensoriais

Os neurbnios aferentes primarios transferem informacdes dos receptores

sensoriais periféricos para o sistema nervoso central (SNC). Essa comunicacdo depende

de trés processos fisioldgicos: i) a transducdo de estimulos fisico-quimicos, percebidos
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pelos receptores especializados localizados nos terminais sensoriais, ii) a condugéo do
potencial de acdo pelos axonios; iii) uma segunda transdugdo do processo no terminal
sinaptico no SNC, onde a invasao dos potenciais de acdo nas células pré-sinapticas sao
convertidos em quantidades diferenciadas de neurotransmissores liberados na fenda

sinaptica (Figura 4 mostra a organizacao geral dos neurdnios do ganglio nodoso)

Organizacdo Geral dos Neurdnios do Ganglio Nodoso

Sistema Nervoso
Central

Viceras

Estimulos:
Térmico -
Quimico EEEE)

I
f I :
! I
I
I
I N .
Membrana 1 Segmento : curiansmsoTes
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Figura 4- Organizacéo geral dos neurdnios do ganglio nodoso

A funcdo sensorial depende do controle da excitabilidade nos receptores do
terminal sensorial e na regido pré-sinaptica onde o “ganho” do processo de transdugdo vai
ser determinado através das propriedades elétricas dos neurdnios.

Em vertebrados o SNC reside em um compartimento isolado onde o ambiente é

altamente regulado. Para obter informacdes a respeito das condi¢es fisioldgicas do corpo
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fora desse compartimento (SNC) ou ainda do ambiente externo, o SNC depende dos
neurdnios sensoriais para comunicar as informagdes provindas da periferia. Apesar dos
neurbnios sensoriais apresentarem uma grande variedade no que diz respeito as suas
especializacbes eles compartilham a propriedade de codificar um estimulo sensorial
apropriado numa mensagem neural que pode ser comunicada ao SNC. A transformacao
de um estimulo sensorial em um sinal elétrico é uma processo conhecido como
transducdo sensorial. Nos neurdnios do ganglio nodoso a transducdo ocorre em um sitio
altamente especializado dentro do terminal periférico e distante do SNC. O axbnio que
conecta o terminal sensorial a0 SNC ndo é um bom condutor elétrico, portanto o neurénio
sensorial ndo pode utilizar as propriedades de conducdo passivas ou sinais elétricos
analogos como base de sua mensagem neuronal. Porém o sistema nervoso desenvolveu
um aparato funcional onde um sinal elétrico de natureza graduada pode ser transformado
em um impulso elétrico do tipo tudo-ou-nada, o potencial de agédo, onde a frequéncia de
geracdo € uma funcdo da forca da resposta sindptica. Esses impulsos sdo propagados
ativamente pelo axonio até o SNC onde o terminal pré-sinaptico pode processar o
impulso aferente num segundo sinal que também pode ser graduado. Esse sinal graduado
¢ comunicado a neurdnios secundarios atraves da liberacdo de neurotransmissores na
fenda sinaptica.

A transducdo sensorial € dependente das propriedades que governam 0S processos
gue conectam o estimulo a excitabilidade dos neurdnios sensoriais. Essa conecgao pode
servir como base para uma classificacdo dos neurbnios sensoriais em: primarios,
secundarios e terciarios. Os neurdnios que sdo excitados diretamente por um estimulo

especifico sdo considerados primarios, como exemplo temos o0s neurbnios
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mecanoceptivos, termoceptivos e quimioceptivos do ganglio nodoso (também
classificados como viscerosensoriais) e neur6nios da raiz dorsal (0s somatosensoriais).
Os neurdnios secundarios sdo ativados indiretamente por células que contém os
receptores primarios, os quais respondem ao estimulo. A estimulacdo dos neurbnios da
via auditiva pelas células especializadas da cdclea constitui-se em um bom exemplo. Essa
conecgdo pode envolver uma célula receptora intermediaria, como € o caso da retina de
vertebrados, onde a célula receptora primaria (bastonetes e cones) estimulam células
intermediarias (células améacrinas e horizontais) que por sua vez estimulam os neurénios
sensoriais relacionados a visdo. Estes neurdnios, podem ser classificados como neurénios
sensoriais terciarios. Como ja mencionado, os neurdnios do ganglio nodoso comportam-
se tipicamente como neurbnios sensoriais primarios, contudo os neurénios nodosos
também podem ser estimulados pela liberacdo de substancias por outras células, tais
como células do sistema imune que quando ativadas (moore ) liberam substancias
quimicas que podem estimular os neurénios do ganglio nodoso. Portanto, dependendo do
estimulo, os neurdnios nodosos podem se comportar como um neurbnio sensorial
primario ou secundario.

O modo de transducdo de um sinal em um neurénio sensorial primario da-se

tipicamente quando o estimulo age diretamente na membrana da célula receptiva, que

possui um aparato adequado para responder de maneira especifica ao estimulo, como
resultado ha uma mudanca no potencial da membrana. Essa mudanca é chamada de

potencial gerador e é o resultado de uma corrente idnica transmembrana (chamada de

corrente geradora) produzida pelo estimulo gue induziu a ativacdo da condutancia iénica

na membrana receptiva. O potencial gerador é de natureza graduada, a resposta € nao
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propagavel e cuja magnitude é uma funcdo simples da intensidade do estimulo. A
membrana receptiva € eletricamente ndo excitavel portanto incapaz de gerar um potencial
de acdo. Dessa maneira 0 potencial gerador tem que ser conduzido passivamente para o
segmento inicial, a regido de transicdo entre o corpo celular e o axbnio. Esta regido
quando despolarizada o suficiente pode gerar um potencial de acao.

O segundo passo na transducdo € codificar o potencial gerador numa mensagem
neural. A funcdo da membrana receptiva € identificar o estimulo sensorial primério, como
a funcdo da codificacdo ¢ transformar esse estimulo numa “linguagem” que o SNC
reconheca. Apdés o estimulo alguns neurdnios sensoriais simplesmente aumentam a
frequéncia da atividade elétrica espontdnea, enquanto outros disparam um Unico
potencial de acdo (neurdnios fasicos) ou uma sequéncia de potenciais de agdo (neurénios
tonicos). O que determina as caracteristicas dessa linguagem, em grande parte, é o estado
de excitabilidade do segmento iniciador, a regido que conecta o0 axnio e a membrana
receptiva. A chance de um estimulo gerar um ou varios potenciais de acdo pode ser

influenciada por diversos fatores.

1.2.2- Excitabilidade dos Neur6nios do Ganglio Nodoso

Os sinais elétricos do sistema nervoso resultam da abertura de diversos canais
ibnicos. O fluxo ibnico constitui a corrente elétrica que produz uma mudanca na
diferenca de potencial da membrana. As propriedades passivas dessa atividade elétrica
podem ser caracterizadas completamente em termos da 1% lei de Ohm, que estabelece

uma relacdo simples entre corrente (I) , voltagem (V) e resisténcia (R).
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J& as propriedades elétricas ativas estdo relacionadas com 0s mesmos termos mas
com um adicional de complexibilidade que envolve a dependéncia de voltagem e de
tempo para as mudancas na conduténcia da membrana. Essa dependéncia de tempo e de
voltagem é criada pelas caracteristicas das propriedades estruturais dos canais i6nicos,
que sdo os principais contribuidores para a grande variedade na atividade fisioldgica
observada em neurdnios.

O estado de excitabilidade ¢ indicado pela habilidade de uma corrente de natureza
despolarizante em deflagrar um potencial de acdo, através de uma despolarizacdo acima
do limiar de excitabilidade (“threshold”), onde a permeabilidade da membrana passa a ser
dominada por uma condutancia regenerativa ao sodio. O limiar de excitabilidade é o
valor do potencial de membrana no qual a corrente de entrada de sodio se iguala a
corrente de saida de potéssio, e assim qualquer despolarizacdo acima desse nivel levara a
uma mudanca ndo linear na condutancia ao sodio que resulta numa rapida despolarizacao
da membrana. A quantidade de corrente necessaria para se chegar ao limiar de
excitabilidade € designada como reobase (Lancaster et al., 2001b).

O aumento na condutancia ao sodio produzido pela despolarizacdo da membrana
resulta do aumento da probabilidade de abertura dos canais para sodio. Este parametro
apresenta dependéncia tanto de voltagem quanto de tempo. A probabilidade de abertura
pode ser influenciada por pelo menos dois mecanismos. O primeiro deles, é a
dependéncia de voltagem para abertura dos canais para sodio, que é uma propriedade ndo
linear no que diz respeito a despolarizacdo da membrana. Essa dependéncia de voltagem
para a ativacdo dos canais para sodio € contrabalancada pelo segundo mecanismo que € a

inativacdo dos canais para sodio que também é dependente de voltagem e tempo. A
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inativagdo mantém os canais abertos porém em um estado ndo condutor. Se a
despolarizacdo é réapida o suficiente, a velocidade do processo de ativacdo ultrapassa
facilmente a do processo de inativacao, resultando assim numa abertura rapida de varios
canais para sodio. Porém, se a velocidade de despolarizacdo for relativamente lenta a
inativacdo pode superar a ativacdo e a possibilidade de uma condutancia ao sédio alta e
regenerativa encontra-se reduzida. Portanto, o limiar de excitabilidade é determinado pelo
balancgo entre a corrente de entrada de sddio e da corrente de saida de potassio. Podemos
concluir que o limiar de excitabilidade ndo é um potencial fixo mas sim modulado por
diversos fatores tais como a velocidade de despolarizacdo da membrana.

O principal critério para a geracdo de um potencial de acdo € que a corrente

geradora tem que produzir um potencial gerador que seja maior que a diferenca entre o

potencial de repouso e o limiar de excitabilidade. Baseado nesse critério varios fatores
que controlam o limiar de excitabilidade podem ser preditos. Em primeiro lugar, ja que a
magnitude da despolarizacao suficiente para gerar um potencial de acdo é dependente da
diferenca entre o limiar de excitabilidade e o potencial de repouso, a excitabilidade é
dependente do potencial de repouso da membrana antes da chegada do potencial gerador.
De uma outra maneira a ativacdo de condutancias que produzam uma hiperpolarizacdo do
potencial de membrana, também podem exercer um papel controlador eficiente do limiar
de excitabilidade. Em segundo lugar, a magnitude da despolarizacdo produzida pela
corrente geradora é uma funcdo linear da resisténcia da membrana. Quanto menor a
resisténcia da membrana (ou seja, uma alta condutancia da membrana) maior é a corrente

requerida para despolarizar a membrana até o limiar de excitabilidade. Embora o segundo
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fator possa alterar a excitabilidade, a condutdncia da membrana é controlada pela
abertura e fechamento dos diversos canais ionicos.

A abertura e o fechamento dos canais para potassio sdo especialmente importantes
porque quando abertos eles hiperpolarizam o potencial de membrana o que em associa¢édo
com 0 aumento na conduténcia da membrana, diminui a excitabilidade. Se os canais para
potassio estdo abertos de maneira tbénica, o seu fechamento pode aumentar a
excitabilidade por produzir uma despolarizagdo da membrana associada com uma
diminuicdo na condutancia. Os neurdnios tém uma grande diversidade de canais para
potassio operados por voltagem e por ligantes envolvidos com a modulacdo da
excitabilidade. Esses canais sdo alvos frequentes de substancias que modificam o seu
comportamento cinético levando como consequéncia a variagcbes na excitabilidade
neuronal. Alguns canais para potassio podem permanecer abertos independente do
potencial de membrana. Estes canais sdo chamados de “canais de vazamento” e
participam do controle do potencial de repouso e da condutancia da membrana, além de
contribuirem para a excitabilidade ja que eles influenciam a geracdo dos potenciais de
acdo. Outros canais para potassio sdo ativados pelos potenciais de acédo e contribuem para
o controle da excitabilidade pos-potencial. A ativacdo desses canais para potassio produz
uma diminuicdo na excitabilidade da membrana dependente de tempo. Esse periodo de
dimunicdo da excitabilidade € denominado de periodo refratario. Esse periodo limita a
frequéncia com que os potenciais de acdo serdo gerados. Como a codificacdo das
informac@es sensoriais depende da transducdo em frequéncia de potenciais de acdo, esse
controle da condutancia ao potassio é de vital importancia para as funcGes sensoriais

(Schild et al., 1994b).
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Caracteristicas Estruturais dos Neurénios do Ganglio Nodoso

O ganglio nodoso contém, exclusivamente, o corpo celular das fibras aferentes
que comtribuem para a inervacdo vagal das visceras. Os registros eletrofisioldgicos
mostraram que cerca de 90% desses neurdnios sdo responsaveis pelas fibras do tipo C, e
0 restante 10% originam as fibras do tipo A (Stansfeld & Wallis, 1985h). Essas
diferencas serdo discutidas posteriormente.

O ganglio nodoso, o ganglio petrosal e o ganglio geniculado, todos contendo o
corpo celular dos neurdnios viscerais aferentes, sdo derivados do ectoderma. Essa origem
embrionaria contrasta com os neurdnios do ganglio jungular, e do ganglio glosofaringeal
gue tem a sua origem na crista neural e que contém fibras aferentes somaticas (Weston,
1970).

O corpo celular dos neurdnios nodosos medem entre 30-60 um em diametro e tém
uma forma esferdide. A superficie dessas células € irregular contendo invaginacgdes o que
aumenta a area de superficie. O corpo celular é coberto por células satélites achatadas
cuja funcdo inclui prover fatores tréficos e metabolitos, regulacdo da diferenciacdo e
regulacdo da difusdo. O corpo celular é unipolar, contendo um Gnico processo, também
chamado de processo tronco, proveniente do soma. O processo tronco pode ter tamanhos
variados, de 50 a 200 um, até chegar a um ponto onde ele é dividido em um ramo
periférico e um ramo central. O tronco pode ser bastante convoluto, nesses casos podem
ser chamados de glomérulos. O significado fisiologico dos glomérulos ainda ndo é
conhecido. O soma e o tronco ndo recebem “input” sindpticos mas sua excitabilidade ¢é
regulada. Os neurdnios cujo axdnio é provenientes de um determinado 6rgéo, quando

excitado, fazem com que o corpo celular libere um mediador, cuja natureza ainda nédo é
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conhecida, que causa despolarizagcdo nos corpos neuronais vizinhos, mesmo 0s que nao
sdo relacionados com o 6rgao onde o potencial de acdo foi gerado. Esse fenémeno é
conhecido como despolarizagédo cruzada (Oh & Weinreich, 2002).

O ramo central projeta para o nucleo do trato solitario (NTS), que se localiza no
tronco cerebral. A marcacdo unilateral dos neurénios do ganglio nodoso leva a marcagédo
da comissura do trato do nucleo solitario, algumas marcacfes na divissdo lateral e a
marcacdo da area postrema. As terminac@es centrais dos neurdnios aferentes que contém
os baroreceptores adrticos estdo localizados principalmente na parte lateral do nlcleo do
trato solitario (Donoghue et al., 1982a) e as terminacGes centrais dos neurdnios nodosos
que inervam o pulméo estdo localizados na divisdo medial do ndcleo do trato solitario
(Donoghue et al., 1982b). Os neur6nios do NTS integram esse sinal periférico e entéo
projetam ou localmente para os nucleos dentro da medula ( como o nucleo dorsal motor
do vago, DMV, nucleo ambiguo ou formagéo reticular) ou manda processos ascendentes
para o hipotalamo, amigdala, terminal estriado, e cortex insular (Ter Horst et al., 1989).

O neurotransmissor predominantemente usado na termimacdo central é o
glutamato, porém alguns neurbnios sdo peptidérgicos usando a substancia P como
neurotransmissor.

Os terminais pré-sinapticos no nucleo do trato solitario proveniente dos neurénios
do ganglio nodoso sdo ricos em receptores para angiotensina Il e quando uma seccdo é
efetuada no vago o sinal observado, usando-se imunohistoquimica, desaparece
(Donoghue et al.,1982a), reforcando a idéia de que esses receptores sdo sintetizados no

corpo celular e transportados para o terminal central.
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Os processos periféricos sdo distribuidos entre as regides cardiovasculares,
pulmonares, adrtica e gastrointestinal e os teminais sensoriais sdo classificados de acordo
com o estimulo ao qual responde, incluindo mecanoceptores, quimioceptores e
termoceptores. Os receptores também podem ser multimodais, como no caso dos
nociceptores. Parece haver uma organizagdo visceral no ganglio nodoso. Usando-se
técnicas histoldgicas e eletrofisiologicas concluiu-se que 0s neurdnios que inervam a
laringe e o coracdo estdo localizados perto do polo superior, 0s neurdnios que inervam o
pulméo estdo localizados no meio e na parte inferior da borda inferior, os neurdnios que
inervam o estdmago estdo localizados no centro do ganglio e os neurénios que inervam a
traquéia e o esdfago estdo localizados em uma zona difusa que se estende de perto do
polo superior até o centro do ganglio (Mei, 1970c;Mei, 1970b;Mei, 1970a).

Propriedades Elétricas dos Neuronios do Ganglio Nodoso

Estudos eletrofisiologicos, tanto em ganglio nodoso intacto quanto em neurénios
nodosos dissociados mostraram que as propriedades ativas e passivas desses neurdnios
ndo sdo uniforme (Leal-Cardoso et al., 1993;Undem & Weinreich, 1993). Umas das
propriedades que tem uma distribuicdo diferencial é a velocidade de condugdo no axénio.
Essa velocidade depende primeiramente da mielinizacdo do axénio, ja que essa cobertura
serve como um excelente isolanteelétrico, o potencial de acao salta de um nd de Ranvier
para o outro, fazendo com que esse potencial percorra 0 axénio de uma maneira bem
mais rapida. Com base nesse parametro, dois grupos de neur6nios nodosos podem ser
distinguidos. A maioria dos neurdnios, cerca de 90%, tem uma velocidade de conducao
entre 0,8 a 1,2 m/s por serem desprovidos de mielina e sdo as chamadas fibras C. O

restante dos neurbnios tem uma velocidade de conducdo entre 3 e 30 m/s e sdo

31



32

mielinizados e constituem a populagédo de fibras A (Stansfeld & Wallis, 1985a). As
celulas que geram fibras do tipo A e C podem ser identificados por apresentarem
diferentes potenciais de acdo e propriedades de disparos. Os neurbnios do tipo A
apresentam potenciais de acdo curtos. Em 0 mV a duracdo do potencial de acdo é menos
que 1 ms, e tendem a ser do tipo ténico, ou seja, disparam mais do que um potencial de
acdo em resposta a uma despolarizacdo. J& os neurbnios do tipo C apresentam um platd
na fase de repolarizacdo dos potenciais de acdo dos neurdnios, o que leva a um potencial
com uma duragdo maior, cerca 2 ms em 0 mV. Esses neurdnios tém uma tendéncia a
disparar um ou dois potenciais de acdo em resposta a um longo pulso de despolarizacao.
Essas caracteristicas distintas é devido principalmente ao nivel de expresséo diferenciada
de canais i0nicos nesses dois tipos de neurénios, principalmente as forcas relativas das
correntes responsaveis pela repolarizacao (la, Ip, Ik, lkc) € da ativacdo das correntes de
sodio (Schild et al., 1994a).

Um potencial de acdo, como ja mencionado antes, é gerado pelo aumento da
condutancia ao sédio. Posteriormente ha um aumento da condutancia ao potassio o que
leva, juntamente com a inativacdo dos canais para sodio, a repolarizacdo dos neurdnios.
Em alguns neurénios do tipo C, além dos canais para sodio e potassio, ha participacédo de
correntes de célcio no potencial de acdo, o que contribui para a formacdo do platé
observado na fase de repolarizacdo (Schild et al., 1994c). A seguir iremos discutir alguns
aspectos importantes das correntes de sodio, potassio e calcio dos neurdnios nodosos.

Correntes de Sédio Operadas por Voltagem

Essas correntes sdo de extrema importancia para a geracdo dos potenciais de acao

e também na determinacdo do estado de excitabilidade celular, ja que uma célula que
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apresenta uma alta densidade de canais para sodio responde a um pulso despolarizante
longo (~300-500 ms) com multiplos potenciais de acdo (Bielefeldt, 2000).

A corrente de sédio em neurbnios nodosos pode ser modulada tanto por
neurotransmissores, como € o caso do 6xido nitrico (Bielefeldt et al., 1999), quanto por
substancias exdgenas como é o caso de antidepressivos triciclicos (Bielefeldt et al.,
2002b) e toxinas (Campos et al., 2004).

Quatro isoformas da familia de canais para sddio operados por voltagem ja foram
encontradas no sistema nervoso periférico (Nay1.6, Nayl.7, Nayl.8 e Nayl1.9). Os
neurdnios nodosos apresentam dois tipos de corrente de sédio, que podem ser
distinguidas com base na sua sensibilidade a tetrodotoxina, uma corrente sensivel a
tetrodotoxina (s-TTX), que corresponde ao Nayl.7 e uma corrente resistente a
tetrodotoxina (r-TTX), que corresponde ao Nay1.8 (Ikeda & Schofield, 1987b;Campos et
al., 2004;Kerr et al., 2004). Embora a maioria dos neurénios nodosos apresentem
correntes de sodio do tipo s-TTX e r-TTX, em subpopulacoes de neurbénios ha
predominancia de um dos tipos de corrente.

Essas duas correntes difererem ndo apenas na sensibilidade a TTX, mas também
no que diz respeito ao potencial em que a corrente € ativada, a velocidade da recuperacao
da inativacdo, a cinética de inativacdo e a seletividade a outros ions (Ikeda & Schofield,
1987a;Campos et al., 2004;Kerr et al., 2004). A corrente do tipo r-TTX quando
comparada com a do tipo s-TTX, apresenta um recuperacdo da inativacdo mais rapida ,
uma ativacdo em potenciais mais positivos, uma cinética de inativacdo mais lenta, essas
caracteristicas contribuem para uma diversidade nos parametros elétricos principalmente

0s que contribuem de forma direta para frequéncia de disparos dos potenciais de acéo.
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A expressdo dos canais para sédio é modificada durante um processo de injdria.
Durante uma Ulcera géstrica induzida experimentalmente, o0s neurénios nodosos
responsaveis pela inervacdo da parede gastrica (identificados através de marcagdo com
corante fluorescente) apresentam um aumento da corrente total de s6dio, e um aumento
da contribuicdo da corrente r-TTX (Bielefeldt et al., 2002a). Uma vagotomia bilateral
leva a uma diminuigéo acentuada da excitabilidade dos neurdnios nodosos, essa resposta
é bastante diferente da resposta dos neurénios do ganglio da raiz dorsal, que apresentam
um aumento da sua excitabilidade em resposta a injdria. Apds a vagotomia ndo se
observa mudanga na corrente total de sodio nos neurénios nodosos, porém ha uma
mudanca na contribuicdo relativa de r-TTX e s-TTX, onde a percentagem da r-TTX
aumenta e a corrente s-TTX é quase abolida (Lancaster & Weinreich, 2001). Com base
nesses resultados pode se pensar na corrente s-TTX como uma grande responsavel para a
excitabilidade dos neurbénios nodosos, ja que na sua auséncia, p.ex. depois de uma
vagotomia, o limiar de excitabilidade esta bastante aumentado, havendo a necessidade de
usar-se trés vezes o valor do limiar de excitabilidade para se disparar os potenciais de
acdo (Lancaster et al., 2001c).

Corrente de Calcio Operadas por Voltagem

Os canais i6nicos operados por voltagem que sdo permeaveis ao calcio (Cay) séo
multi-complexos de natureza proteica formados normalmente por 5 subunidades distintas.
Ha evidéncias para a presenca de todos as isoformas dessa familia no sistema nervoso
periférico, onde diferentes membros funcionam no mesmo tipo celular. Antagonistas

seletivos desses canais permitiram a sua classificacdo em cinco tipos funcionais distintos
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que primeiramente podem ser agrupados como: ativados por alta voltagem (HVA, >-40
mV) e ativados por baixa voltagem (LVA, >-70 mV) (Catterall et al., 2003).

A importancia das correntes de calcio para a fisiologia dos neurénios nodosos é
indiscutivel. Indiretamente o célcio afeta a excitabilidade principalmente dos neur6nios
do tipo C, ja que nessa populacdo o célcio ativa uma corrente de potassio que leva a
hiperpolarizacdo dos neur6nios, o afastando do seu limiar de excitabilidade e dificultando
os disparos de potenciais de acdo. Esse fendmeno é relacionado com a entrada de célcio
na célula via canais para célcio do tipo N, levando a liberacdo de célcio do reticulo
endoplasmatico (“CICR”) e ativando lentamente uma condutincia para potdssio, que
produz uma hiperpolarizagdo que se desenvolve de maneira lenta (chamada de “slow
after potential”) (Cordoba-Rodriguez et al., 1999;Lancaster et al., 2001a).

Correntes de Potassio Operadas por Voltagem

A superfamilia dos Ky é responsavel pelo mais diverso e também a mais estudada
classe de canais ibnicos. Ha evidéncias de muitas isoformas no SNC mas as isoformas
presentes no sistema nervoso periféerico sao mais restritas.

A caracterizacdo farmacoldgica da corrente total em subtipos especificos é
limitada pela baixa seletividade dos antagonistas disponiveis que, em geral, bloqueiam
mais de um tipo de canal para potassio. Os antagonistas com maior especifidade séo
aqueles derivados ou purificados de toxinas como as da familia das dendrodotoxinas com
alta seletividade para Kyl1.1, Ky1.2 e Ky1.6 com Clsp entre 1 e 10 nM. Nos neurdnios
nodosos a dendrototoxina inibe cerca de 20 % da corrente total de potassio, essa corrente
sensivel & dendrotoxina (Iptx), se comporta como um retificador retardado, ou seja ndo

apresenta inativacdo e a sua ativacdo se da aproximadamente a —40 mV. A corrente
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restante apresenta um componente sensivel & 4-aminopiridina (4-AP), um antagonista que
bloqueia uma corrente presumidamente composta por diversos membros da familia dos
Ky, incluindo Kyl, Ky2, Ky3 e/ou Ky4. A corrente sensivel a 4-AP apresenta rapida
ativacdo em potenciais mais negativos (< -50 mV) e uma inativacdo que seque um
decaimento multiexponencial. Esse decaimento multiexponencial nos permite dividir a
corrente sensivel a 4-AP em dois componentes: uma corrente transiente (la) e uma
corrente retardada (Ip) (McFarlane & Cooper, 1991).

Na presenca de 4-AP e de dendrotoxina ainda se observa uma corrente de potassio
que é bloqueada pelo antagonista ndo seletivo de correntes de potéssio, o tetraetilamonio
(TEA). Essa corrente apresenta caracteristicas tipicas dos retificadores retardados, ativa
em potenciais mais positivos que —30 mV e praticamente ndo apresenta inativacéo.
Mesmo na presenca desses antagonistas (4-AP, dendrotoxina e TEA) os neurdnios do
ganglio nodoso ainda tém uma corrente restante. Essa corrente € a corrente de potassio
ativada por calcio. Essas correntes séo moduladas tanto pelo célcio quanto pela voltagem.
Elas incluem um canal com alta condutancia (> 200 pS) presumidamente 0 Kycl; um
intermediario (entre 10 e 60 pS) o Kyc3, ambos sdo bloqueados por concentragcdes na
faixa de nanomolar de caribdotoxina; e um de pequena condutancia, Kyce2, que €
blogueado por concentracbes da ordem de nanomolar de apamina(Faber & Sah,

2003;Cordoba-Rodriguez et al., 1999;Hay, 1998;Lancaster et al., 2001a).

1.3- ANGIOTENSINAS E O SITEMA NERVOSO
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Os receptores de angiotensina Il foram localizados no sistema nervoso usando-se
tanto técnicas de hibridizacdo in-situ, que localiza um ARN mensageiro especifico,
quanto técnicas de autoradiografia, que utiliza o ligante radioativo e identifica o local
onde os receptores estdo presentes (Mendelsohn et al., 1984). As areas onde foram
detectadas a presenca de receptores para a angiotensina Il coincidem com as areas onde
se detecta imunoreatividade para angiotensina I1.

No cérebro a identificacdo dos receptores para angiotensina Il se deu a principio
injetando-se angiotensina Il marcada tanto com radioatividade quanto com fluorescéncia
na periferia. Foram localizados sitios de ligacdo nos 6rgédos circunventriculares onde a
barreira hemato-encefalica é deficiente. Posteriormente foi descoberto que a ligacdo de
angiotensina Il no sistema nervoso central ndo se restringe apenas a regido dos 6rgédos
circunventriculares (Saavedra, 1999b). Esses estudos neuroanatbmicos mostraram que a
angiotensina Il parece funcionar tanto como um horménio circulante, que se beneficia de
uma “janela” na barreira hemato-encefalica no cérebro para ter acesso a certos locais,
guanto um peptideo produzido localmente com acfes centrais em areas inacessiveis aos
peptideos circulantes, sendo necessario, portanto, uma producédo local de angiotensina Il.
O ARN mensageiro para renina, angiotensinogénio, e ECA-1 sdo encontrados no cérebro
(Dzau, 1993a;Saavedra, 1992a). Uma fato interessante acontece no sistema nervoso
central, a imunoreatividade para a angiotensina Il parece ser restrita aos neurdnios (Lind
et al., 1985) e ARN mensageiro para o angiotensinogénio é encontrado exclusivamente
em astrdcitos (Stornetta et al., 1988), isso sugere que o angiotensinogénio precisa ser
secretado no espaco extracelular e posteriormente captado pelos neurdnios. O baixo nivel

de renina no cérebro fez com que a identificacdo da sua localizacdo fosse bastante dificil
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e, ainda ndo € claro se o angiotensinogénio é captado intacto ou se metabolizado. Esses
achados, no entanto, ndo invalidam a possibilidade de outras enzimas estarem envolvidas
na geracdo da angiotensina Il no cérebro. Outras enzimas sdo capazes de produzir
angiotensina Il com a formagdo de outros intermediarios. A distribuicdo de estruturas no
cerebro que possuem receptores para angiotensina Il é razoavelmente conservada entre as
espécies de mamiferos que foram examinadas usando-se autoradiografia e homogenato
das regibes do cérebro, entres as espécies examinadas se encontram camundongo, rato,
cobaia, cdo, humano e macaco (Wright et al., 2002). O receptor do subtipo AT1 tem sido
localizado com alta densidade na pituitaria anterior, area postrema, geniculo lateral,
regido do terceiro ventriculo ventral anterior, Orgdo subfornical, os nucleos
paraventriculares, supraoptico, e ventral medial hipotalamico, especialmente a regido
medial e pré-optica, nucleo do trato solitario, nucleo dorsal motor do vago e o nucleo
olivar inferior da medula. Alta densidade para os AT2 é encontrada na amigdala,
geniculo medial, nucleo hipoglossal, nucleo inferior da oliva, habénula lateral, putamén
caudal, globo palido, locus coeruleus, talamo, coliculo inferior, area tegmental ventral.
Muitos dos nucleos que expressam AT2 tém funcdo sensorial como o ndcleo talamico, o
nicleo médio geniculado e o coliculo superior. Pouco se sabe a respeito da funcéo
fisiologica da ativacdo do receptor AT2 no cérebro. Os camundongos geneticamente
modificados que ndo apresentam esse receptor tém um comportamento exploratorio e
movimentos atenuados além de ter uma resposta presora aumentada para angiotensina 11
(Hein et al., 1995a).

A funcéo classica da ativacdo dos receptores AT1 inclui a modulacdo da ingestao

de 4gua e sal, modulacdo da pressdo arterial, modulacdo das fungdes autémicas, controle
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central de hormdnios, incluindo a resposta ao estresse. O estudo do mecanismo pelo qual
a angiotensina Il via ativacdo dos receptores do tipo AT1 produz os efeitos fisioldgicos
citados acima ainda ndo estdo de todo compreendidos, porém algumas indicacGes de

possiveis mecanismos tém sido descritos.

O estudo dos efeitos da ativacdo dos receptores AT1 sobre canais idnicos tem sido
0 motivo de estudos em varias células. Em culturas priméarias de neurdnios dissociados
provenientes de diversas regides, como ganglio cervical superior, ganglio nodoso, orgédo
subfornical, nucleo paraventricular, rea postrema, e co-cultura de hipotadlamo e medula,
a ativacdo do ATL1 leva a inibicdo de canais para potassio ativados por voltagem
(Ferguson & Li, 1996;Hay & Lindsley, 1995;Li & Ferguson, 1996;Li & Guyenet,
1996;Shapiro et al., 1994;Sumners et al., 1996) o que leva a um aumento na
excitabilidade desses neurdnios. A inibicdo de canais para potassio leva ao aumento da
excitabilidade o que corrobora a acdo excitatéria ou facilitatoria da neurotransmissao
angiotensinérgica no sistema nervoso central. A angiotensina Il tambem pode modular os
canais para célcio operados por voltagem em neur6nios do ganglio nodoso de animais
neonatos e do ganglio cervical superior (Shapiro et al., 1994;(Bacal & Kunze, 1994).

O que o nosso trabalho procurou explorar foi a participacdo da angiotensina Il na
transducdo e/ou na modulacdo dos estimulos viscerais, ndo somente dos estimulos
provenientes do sistema cardiovascular mas de uma maneira geral das visceras inervadas
pelos neurdnios nodosos. Com base no fato de os receptores para angiotensina 11 estarem
presentes nesses neurdnios € de se esperar que esse peptideo pudesse apresentar algum

efeito na fisiologia do neur6nio nodoso.
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Uma mudanga na excitabilidade dos neurdnios nodosos pela angiotensina Il seria
a forma mais Obvia de comunicar ao sistema nervoso central, e mais precisamente ao
NTS, de que o ambiente na periferia encontra-se modificado, o que de fato acontece. A
tarefa mais ardua é saber, precisamente, como esse aumento na frequéncia de disparos

acontece, mais especificamente quais os canais idnicos estdo envolvidos nesse fenémeno.
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2- OBJETIVOS

2.1- OBJETIVO GERAL
Estudar a modulagdo da excitabilidade dos neurdnios do ganglio nodoso pela

angiotensina I1.

2.2-OBJETIVOS EXPECIFICOS

e Avaliar a acdo da angiotensina Il sobre a excitabilidade dos neurdnios do ganglio
nodoso, enfatizando parametros que influenciam diretamente os potenciais de
acao.

e Verificar quais os tipos de receptores para angiotensina Il estdo envolvidos na
mudanca da excitabilidade.

e Identificar a presenca de ARN mensageiro para os receptores de angiotensina I1.

e Estudar o efeito da angiotensina Il sobre as correntes de calcio.

e Estudar o efeito da angiotensina Il sobre as variacdes da concentracdo de célcio
intracelular.

e Estudar o efeito da angiotensina Il sobre as correntes de potassio.

e Verificar se no modelo de hipertensdo onde os ratos sdo espontaneamente
hipertensos (SHR), a resposta a angiotensina Il no que diz respeito a
excitabilidade € similar aos animais normotensos (WKY).

e Verificar no modelo de hipertensdo onde os ratos sdo espontaneamente
hipertensos (SHR) a resposta a angiotensina Il sobre as variagdes de calcio

intracelular.
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3- METODOS
3.1- DISSECCAO DO GANGLIO NODOSO

O animal a ser usado era sacrificado de acordo com as normas do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA) e era
submetido a disec¢do. A regido do pescogo era cortada. Com a ajuda de um separador a
traquéia era rebatida para que o nervo vago fosse melhor visualizado. Usando-se uma
tesoura de dissec¢do o tecido conjuntivo era rebatido e se seguia 0 vago até se chegar ao
ganglio nodoso. Quando o ganglio nodoso era visualizado, um corte na porcao distal do
ganglio era feito, seguido de outro corte na por¢cdo proximal, para que o ganglio,
juntamente com um pedaco do nervo vago fosse retirado. Durante esse procedimento a
regido inteira era banhada com uma solucdo gelada de Locke contendo em mM: NacCl
136, KCI 5,6, MgCl, 1,2, CaCl, 2,2, NaHCO; 14,3, NaH,PO, 1,2, e glicose 10. O pH
desta solucdo era ajustado para 7,4. Em seguida o tecido retirado era transferido para uma
placa de Petri coberta com Sylgard® para que todo o conjuntivo fosse retirado. Esta etapa
era realizada com o uso de um estereoscopio o que possibilitava a distincdo entre

conjuntivo e ganglio.

3.2- CULTURA DOS NEURONIOS DO GANGLIO NODOSO

Quando o ganglio e totalmente destituido do tecido conjuntivo ele é transferido
para uma solucdo que nao contém célcio nem magnésio, a solucdo salina balanceada de
Hanks (SSBH) que continha em mM: NaCl 137,93, KCI 5,3, NaHCO3 4, KH,PO, 0,44,
Na,HPO, 0,3 e glicose 10. O pH foi ajustado para 7,4 com NaOH (1M). SSBH contendo

0,002g/ml de dispase (Sigma, St Louis, MO, EUA) e 0,002g/ml de colagenase 1A
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(Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemanha ou Sigma Co., St. Louis, MO, EUA). O
ganglio era incubado a uma temperatura de 37°C por 15 minutos. A seguir uma
dissociacdo mecanica era feita com o uso de trés pipetas Pasteur com orificios
decrescentes em didmetro. A solugdo enzimatica era trocada pelo meio de cultura
contendo DMEM (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA ou Cultilab, Campinas, Brasil) e 10%
de soro fetal bovino (Gibco BRL ou Cultilab, Campinas, Brasil) ou pelo meio L15 (Gibco
BRL) contendo 10% de soro fetal bovino (JRH Biosciences), através de centrifugagdo (3
vezes usando-se 700g por 45 segundos). A seguir 0s neurdnios eram plaqueados (150ul
por placa) em uma laminula coberta por poli-L-lisina (Sigma Co., St. Louis, MO, EUA)
na concentracdo de 0,1 mg/ml e incubados a 37°C. Quando usamos 0 meio DMEM o0s
neurdnios eram incubados numa atmosfera de 5% CO, e 95% O, e quando 0 meio L15
era usado isso ndo era necessario (Jafri et al., 1997).

Os neur6nios eram usados para 0s experimentos de eletrofisiologia ou para

medidas de fluorescéncia a partir de 2 horas em cultura até um maximo de 56 horas.

3.3- RT-PCR

Isolamento do ARN

Utilizou-se material autoclavado e novo nos procedimentos empregados para
extracdo e purificacdo de ARN. Todo o material utilizado no manuseio com ARN foi
estocado em local préprio e separado do restante. Luvas foram utilizadas durante todo o

processo de manipulacdo do ARN.
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Depois de dissecar o ganglio nodoso de pelo menos dois animais, o0 ARN era
isolado usando-se o reagente RNAzol (Gibco-life Technologies) e seguindo-se o
protocolo indicado pela companhia.

Medida da Concentracdo do ARN

A quantificacdlo do ARN purificado foi realizada através da leitura no
espectrofotobmetro a 260nm. O fator de conversdo utilizado para leitura nesse
comprimento de onda foi 10D corresponde a 40ug/ml. A razéo entre a leitura Azso/Azso
foi estimada para verificar a pureza da preparagdo de ARN e a amostra foi considerada
enriquecida de ARN quando o valor era proximo de 1,8.

Reacdo de Transcricdo Reversa

A sintese da primeira fita de cDNA a partir do ARN total proveniente do ganglio
nodoso foi feita utilizando-se iniciadores randémicos que continham nove bases. A
reagdo consistia em: 1ug de ARN total, 250 uM de ANTP, 50 mM de tris-HCI (pH=8,3),
75 mM de KCI, 3 mM de MgCl,, 10 mM de DTT, 10 U de ARNsin (Gibco Life-
technologies) e 50 pM de iniciadores randdémicos contendo 9 bases (Gibco Life-
technologies). A reacdo foi incubada a 95°C por 5 min e a 4°C por 5 min. Em seguida
200U de MulLV, a enzima transcriptase reversa de “monoley murine leukemia virus”
(Gibco Life-technologies) e incubada a 37°C por 1 h seguida de inativacdo da enzima
pelo calor.

Elaboracao dos Iniciadores

A partir das sequéncias completas de cDNA dos receptores de angiotensina Il de

rato depositadas no banco de dados do “National Institute of Health” (NIH), com os

seguintes numeros de identificacdo: AT2 UO1908 (Mukoyama et al., 1993) e AT1
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M87003 (Kakar et al., 1992) usou-se um programa disponivel no préprio sitio do NIH
para obtermos os melhores pares de iniciadores. Para confirmarmos se realmente o0s
iniciadores indicados eram os melhores nos utilizamos um segundo programa, OLIGO
6.0, onde monitoramos: possiveis formagdes de estrutura secundaria no préprio iniciador
(“hairpins”, “loops”), complementariedade errada com cDNA alvo, a temperatura de
alinhamento dos dois iniciadores com o cDNA alvo e a complementariedade entre os dois
iniciadores.

Como controle usamos um par de iniciadores que amplifica o cDNA da B-actina,

ja que essa proteina tem uma expressdo estavel e abundante nos neurdnios do ganglio

nodoso.
Iniciadores 5’ Iniciadores 3’
ATl 5’CCCTGGCAAGCATCTTATGTA 3> | 5> TCTAAACACACTACGGAGCT 3’
AT2 5 TGTTTTATGGCTTTCTGGGG 3° 5 TGACCTCCCATCTCCTTTTG 3’
B-actina | 5> GTTCCGATGCCCCGAGGCT 3’ 5 GCATTTGCGGTGCACGATGGA 3’

Tabela 3- Sequéncias dos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR

Reacdo de PCR

A reacdo de foi feita usando-se: 10 pM de cDNA, 250 mM de deoxinucleotideos
trifosfato (ANTP), 10 mM de Tris-HCI (pH=8,3) 50 mM de KCl,, 1,5 mM de MgCl,, 5
mM de cada iniciador e 200 U de Taqgpolimerase, a enzima responsavel em amplificar o
DNA (Gibco Life-Technologies), em um volume final de 50 ul. Depois de incubar a
reacdo a 95°C por 5 min, os ciclos foram submetidas a 30 ciclos de amplificacdo que
consistia em:

1) 94°C por 30 segundos (etapa de desnaturagdo)

2) 56°C por 1min (etapa de anelamento dos iniciadores)

3) 72°C por 1 min (etapa de extensdo dos iniciadores)
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Repetir o ciclo 30 vezes.
4) 72°C por 7 min (etpa que garante a extensdo final de todos as moléculas
amplificadas)

Usamos 56°C para os iniciadores de AT1 e B-actina e 54°C para o iniciador de AT2.

Separacdo e Visualizacdo das Bandas

Os produtos da reagdo de PCR foram separados e visualizados usando-se um gel
de agarose submetido a uma corrida eletroforética. Utilizamos agarose diluida a 1% em
TAE. As amostras foram aplicadas no gel junto com o tampéo de amostra (0,25% azul de
bromofenol, 0,25% xileno cianol e 15% de ficoll) e submetido a 6 V/cm de gel por
aproximadamente 1 hora. Apos esse tempo o gel era corado em solucdo de brometo de
etidio 0,5 pg/ml por 15 a 30 min e posteriormente visualizado em luz ultravioleta. O
produto de PCR do AT1 deve ter 599 pares de bases e o produto do AT2 deve ter 519

pares de bases.

3.4- ELETROFISIOLOGIA

Os experimentos foram realizados no modo de “whole-cell voltage-clamp” ou de
“whole-cell current-clamp” utilizando a técnica de patch-clamp (Hamill et al.,
1981)(Hamill et al, 1981). As células foram transferidas para a platina de um microscopio
invertido modelo Nikon TM2 (Japdo). O conjunto experimental esta assentado sobre uma
mesa anti-vibratéria e contém um micromanipulador mecanico (Narishige, Japdo) para a
movimentacdo do eletrodo wusado para 0 registro experimental e um outro

micromanipulador mecanico para a movimentacdo da pipeta usada para a perfusdo das
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solugdes usadas. As micropipetas utilizadas sdo confeccionadas a partir de vidro neutro,
usando-se um estirador vertical de dois estagios (Narishige, PP 83, Japdo) ou um
estirador horizontal modelo P97 (Sutter Instruments, EUA). As micropipetas
apresentavam uma resisténcia ndo compensada entre 1 ¢ 4 MQ e as células tiveram uma
capacitancia de 53,7 £ 2,7 pF e resisténcia em série de 5,1 = 0, 3 MQ (n=82), a
resisténcia em série foi compensada de 60%, a frequéncia de amostragem foi de 10 KHz,
usou-se um filtro passa baixa de 5 KHz, o intervalo de aquisi¢do foi de 0,1 Hz e usou-se

um protocolo P/4 para subtracao do “leakage” quando necessario.

3.4.1- “Current Clamp”

Nos experimentos de “current clamp” a corrente que passa pela célula ¢
controlada e as diferencas de potencial sdo observadas, portanto nesses experimentos
estudamos os potenciais de acdo e também as modificacbes nesses potenciais, que
refletem mudancas na excitabilidade das células. A solugéo externa era composta de (em
mM): NaCl 136, KCI 5,6, MgCl, 1,2, CaCl, 2,2, NaHCO; 14,3, NaH,PO, 1,2, e glicose
10, pH=7,4) e a solucdo interna era composta de (em mM): KCI 135, NaCl 10, MgCl, 2,
CaCl, 1, HEPES 10, EGTA 11, ATP-Mg 2, GTP-Li 0,1. O pH foi ajustado para 7,3 com
KOH (1 M). Utilizando o programa de aquisicdo de dados, o Axoclamp 9, nés
calculamos o potencial de juncédo para as solu¢6es usados e o valor foi igual a 8 mV.

Nesses experimentos um selo da ordem de gigaohms é formado e em seguida a
membrana € rompida. Imediatamente mede-se o potencial de repouso das células. O
primeiro protocolo usado consiste em pulsos de corrente despolarizante com aumentos de

50 ou 100 pA por 20 ms para que se calcule o limiar de excitabilidade, ou seja, a que
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potencial a célula comeca a disparar potenciais de acdo (também chamado de
“threshold”) e para determinar a quantidade de corrente necesséria para despolarizar a
célula o suficiente para disparar potenciais de acdo (essa medida serd utilizada para se
calcular a reobase , que sera igual a esse valor de corrente dividido pela capacitancia da
célula).

Depois de determinar o limiar de excitabilidade das células um outro protocolo de
estimulacdo foi usado, onde a quantidade de corrente suficiente para se chegar ao limiar
de excitabilidade (1X o “Threshold”) ¢ injetada na célula por 500 ms. Em seguida,
repete-se esse protocolo s6 que com duas vezes a quantidade corrente usada
anteriormente, e subsequentemente trés vezes.

Usa-se agora um protocolo que consiste em simplesmente monitorar o potencial
de repouso da célula por um periodo de 2 minutos. Cerca de 15 segundos depois de
comegarmos a gravar, angiotensina 11 (100 nM) é aplicada. Em sequida se repete todos os
protocolos usados anteriormente: determinar o limiar de excitabilidade, 1X o “threshold”,

2X “threshold”, 3X “threshold” para verificarmos o efeito da angiotensina II.

3.4.2- “Voltage Clamp”

Nos experimentos de voltage clamp a diferenca de potencial era mantida e as
correntes idnicas que passam pela célula eram estudadas. Esse modo do patch-clamp foi
usado para se estudar as diferentes correntes idnicas de uma forma individualizada, para
tal usou-se uma solucdo que pudesse isolar a corrente ibnica a ser estudada. Teve-se 0
cuidado de tracar-se protocolos de voltagem que fossem adequados para cada corrente

estudada.
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Corrente Total de Célcio

A solucdo externa é composta de (em mM): TEA-CI 35, cloreto de colina 100,
CsClI 10, MgCl; 0,8, HEPES 10, CaCl, 2 e glicose 10, pH=7,4 ajustado com HCI. A
solucdo interna é composta de (em mM): TEA-CI 20, CsCl 100, MgCl, 2, HEPES 10,
EGTA 11, CaCl, 1, ATP-Mg 4 e GTP-Li4 0,1, pH= 7,2 ajustado com CsOH.

O protocolo de voltagem para visualizar as correntes de célcio foi o sequinte: a
partir do potencial de repouso de -80mV aplicava-se um pré-pulso para —40 mV por 100
ms e em seguida um pulso teste para 0 mV também por 100ms. Para se estudar a
dependéncia de voltagem da corrente total de calcio usou-se o seguinte protocolo: a partir
de —80 mV um pré-pulso de —40 mV por 100 ms foi aplicado e pulsos subsequentes de
voltagem variando de —60 a +60 mV foram aplicados, variando de 10 em 10 mV
(Mudado, 2004). O pico da corrente (Ics) era medido durante a aplicacdo de cada
potencial (V) a partir de —40 mV. Os valores obtidos foram entdo divididos pela
capacitancia de cada neur6nio e foi usada para determinar a relacdo da densidade de
corrente (A/F) versus voltagem (mV). A equacdo 1 foi usada para se fazer o ajuste dos
pontos experimentais:

(1) 1y=Gmax * (Vm —Vren){1+exp[(V12 -Vm)/K]}

Onde | é a amplitude da corrente, Gmax € a condutancia maxima ao calcio, Vi, € 0
potencial de membrana, Vi, € 0 potencial aparente de reversdo da corrente e Vi, € 0
potencial em que se obtém 50% da condutancia maxima e k é a inclinacdo. Todos 0s

parametros, a excecdo do Vn, que corresponde ao potencial aplicado, sdo obtidos através
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da regressdao ndo-linear (equacdo 1) usada para ajustar os dados experimentais, esse ajuste
foi feito individualmente para cada célula.

Para estudarmos a dependéncia de voltagem para a ativacdo da corrente nos
transformamos os valores de corrente, obtidos experimentalmente, em valores de
condutancia. A condutédncia em um determinado potencial é igual a corrente obtida
dividida pela diferenca entre o potencial aplicado e o potencial de reversdo (obtido da
equacdo 1). O valor obtido era entéo dividido pela condutancia maxima obtida através do
ajuste da relagdo corrente-voltagem. O gréfico da condutancia era normalizado em funcéo

da voltagem e foi ajustado com a seguinte equagéo:

(2 99ma=l{1+exp[(Viz —Vm)/kgl}

Onde Vi, é o potencial aplicado, V1, € o potencial no qual 50% dos canais estao
ativados Kg ¢é a constante de Bolztmann que reflete a dependéncia de voltagem para a
ativacdo da corrente.

Usou-se também um protocolo de voltagem onde o préprio potencial de acdo do
neurdnio nodoso, gravado anteriormente durante um experimento de “current clamp”
usando-se um protocolo que continha a quantidade de corrente correspondente a 1X
“threshold” por 500 ms, era usado como o comando de voltagem. A grande vantagem de
se utilizar o préprio potencial de acdo como comando de voltagem é que nessa situacdo a
corrente obtida corresponde literalmente a corrente de calcio acionada durante um

potencial de acdo tipico, refletindo o que acontece fisiologicamente.
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Corrente de Potassio

Para medir-se as correntes de potassio a solugdo externa era composta de (em
mM): cloreto de colina 150, CoCl, 1, MgCl, 3,4, HEPES 10, e dextrose 10, pH=7,4
ajustado com HCI. A solucéo interna é composta de (em mM): KCI 140, CaCl, 1, HEPES
10, EGTA 11, ATP-Mg 2 e GTP-Li 2, pH= 7,2 ajustado com KOH.

O protocolo de voltagem para visualizar a corrente total de potéssio foi o
sequinte: a partir do potencial de repouso de —80 mV aplicava-se um pré-pulso para —110
mV por 1s e em seguida um pulso teste para 0 mV por 500 ms. Para se estudar a
dependéncia de voltagem da corrente de potassio usou-se o seguinte protocolo: a partir de
—80 mV um pré-pulso para —110 mV por 500 ms foi aplicado e pulsos subsequentes de
voltagem de —80 a +30 mV foram aplicados, variando-se de 10 em 10 mV (Gold, 1997).

Para se bloquear a corrente de potassio do tipo retificadora retardada usou-se um
blogueador especifico para essa corrente, TEA, na seguinte solucdo externa: cloreto de
colina 60, TEA 90, CoCl; 1, MgCl, 3,4, HEPES 10, e dextrose 10, pH=7,4 ajustado com
HCI e solucéo interna (em mM): KCI 140, CaCl, 1, HEPES 10, EGTA 11, ATP-Mg 2 e

GTP-Li 2, pH=7,2 ajustado com KOH.

3.5- IMAGEM DE CALCIO

Para se estudar o aumento intracelular de calcio usou-se indicadores fluorescente
de célcio do tipo ratiométrico, FURA 2. As células eram incubadas com 1 uM do
indicador FURA-2-AM, um éster, por 40 a 60 min a temperatura ambiente. O indicador
tem a capacidade de permear a membrana plasmatica e quando dentro da célula o

grupamento éster é clivado, o que permite a retencdo intracelular. Depois da incubacdo a
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laminula era colocada na cdmara de registro e superfundida continuamente com Locke ou
com Locke contendo angiotensina 1l ou angiotensina 11 e antagonistas de AT1 e de AT2.
A medida da fluorescéncia de FURA-2 era feita com um espectofotdmetro de excitacdo
dual (340/380) acoplado ao microscopio através de uma cabo de fibra Optica operando
em modo microfluorimétrico. Cada célula em estudo era excitada alternadamente por
uma luz de 340 nm e 380 nm e a fluorescéncia emitida era, depois de passar por um
dicromo, adquirida por um tubo fotomultiplicador que tinha o seu sinal digitalizado. A
aquisicdo e analise eram feitas usando-se o software Felix (Photon Technology
Incorporation, USA) e a razdo entre os valores obtidos pelas duas excitacfes
correspondera a variacdo de calcio livre no citoplasma celular (Figura 5). Todos os
componentes do set-up para medicdo de calcio foram fabricados pela Photon Technology
Incorporation, que inclui a fonte de luz, o cortador Optico, 0 monocromo, o cabo 6ptico, o

dicromo e o fotomultiplicador.
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Figura 5- Set-Up usado nas medicdes de microfluorimétria.

3.6- ANALISE ESTATISTICA

Os nossos resultados sdo expressos em media + S.E.M. A significancia estatistica
foi acessada usando-se test T pariado no nivel de P<0.05 de significancia. A construcéo
das figuras, o ajuste matematico e as andlises estatisticas foram feitos usando-se o

programs SigmaPlot (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).
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4-RESULTADOS

4.1- EFEITO DA ANGIOTENSINA Il NAS PROPRIEDADES ATIVAS E

PASSIVAS DOS NEURONIOS DO GANGLIO NODOSO.

Estudamos o efeito da angiotensina Il nos pardmetros passivos e ativos dos
potenciais de acdo dos neurdnios do ganglio nodoso usado-se a técnica de “patch clamp”
no modo de “current clamp”.

A Tabela 4 mostra que angiotensina Il ndo tem efeito sobre os parametros

passivos dos neurénios do ganglio nodoso.

Potencial de Resisténcia de
Repouso (mV) “Input” (QM)
Controle
(n=65) -51+0,8 320+ 21
ANG |1 (100 nM) 5042 320 + 21
(n=65) B B

Tabela 4- Propriedades passivas dos neurdnio do ganglio nodoso.

Investigamos o efeito da angiotensina Il nas propriedades ativas dos neurdnios do
ganglio nodoso. A figura 6 mostra um potencial tipico de um neurdnio do ganglio nodoso
e mostra os parametros estudados. O painel A mostra o pico do potencial de acéo, a

duracdo do potencial de acdo em 0 mV e o pico da hiperpolarizacdo pds potencial. O
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painel B mostra o “threshold”, que ¢ o limiar de excitabilidade do neurénio, em qual
potencial o neurdnio é capaz de disparar um potencial de agdo. O painel C mostra a
“rheobase” que indica quanto de corrente € necessario para que o potencial de agdo seja
disparado.

A tabela 5 mostra o efeito da angiotensina Il (100 nM) nas propriedades ativas
dos neur6nios do ganglio nodoso. O Unico parametro que apresentou mudanca com a
aplicacdo da angiotensina II foi a “rheobase”, que passou de 219 + 40 para 147 + 31
(N=19) na presengca de angiotensina Il. Esse resultado mostra que 0s neurbnios
necessitam de menos corrente para que os potenciais de acdo sejam gerados na presenca

de angiotensina Il.
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Propriedades Ativas dos Neurdnios do Ganglio Nodoso
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Figura 6- Parametros do potencial de acdo dos neurdnios do ganglio nodoso.
O painel A mostra a hiperpolarizacdo pés potencial de acdo, duracdo do potencial de acéao
em 0 mV e pico do potencial de acdo sdo mostrado em potencial de acdo dos neurbénios
nodosos. O Painel B mostra o Theshold, o potencial no qual o neurdnio é capaz de
diasparar potenciais de acao. O painel B mostra a “rheobase” que indica a quantidade de
corrente capaz de despolarizar o neurénio para que o potencial de acdo seja gerado.

ZHalpée(;’polarlla-és Duracdo do | Limiar de
“Overshoot” cao Potencial de | Excitabilidade | “Rheobase”
Potencial de ~
~ Acdo (Threshold)
Acao
468+24mV |-655+23mV(1+01ms |
Controle | (N=25) (N=25) (N=25) 40+ 16mv. 1219 + 40

(N=19) pA* (N=19)

ANG Il|41+x2mV

(100 nM) | (N=25) 61+23mV [12+02ms [-43+18mV [147 =+ 31

(N=25) (N=25) (N=19) pA* (N=19)

* p<0,05

Tabela 5- Propriedades ativas dos neurdnios do ganglio nodoso.
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4.2- ACAO DA ANGIOTENSINA 11 (100nM) NA FREQUENCIA DE DISPAROS

DE POTENCIAIS DE ACAO DOS NEURONIOS DO GANGLIO NODOSO

Para estudarmos a acdo da angiotensina Il na frequéncia de disparo de potenciais
de agéo dos neurdnios do ganglio nodoso foi usada a técnica de “patch clamp” no modo
de “current clamp”, onde uma quantidade de corrente suficiente para atingir o limiar de
excitabilidade (1X “threshold) ou duas vezes este valor (2X “threshold”) foi injetada na
célula por 500 ms. A angiotensina Il (100 nM) é perfundida por 2 min e em seguida
procede-se com a sequéncia de estimulagéo descrita.

Angiotensina Il tem a capacidade de aumentar a frequéncia de disparos de
potenciais de acdo em neurdnios tonicos e fasicos do ganglio nodoso. Esse fendmeno s6
foi observado quando se usou uma temperatura de ~32°C. O namero de potenciais de
acdo dos neurdnios toénicos sofreu um aumento de 711,0 + 262,8 % (N=9) e, em
neurdnios do tipo fasico o aumento foi de 1885 + 586,1 % (N=13) quando se usou uma
vez o “threshold”. Quando se usou duas vezes o “threshold” o aumento foi de 204 + 57,6
% (N=7) em neurdnios do tipo tonico e de 397 + 144 % (N=5) em neur6nios do tipo

fasico (ver Tabela 4).
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Toinco 8,0 + 2,2 (=16 H2) 29,0 £ 5,3 (f=58 Hz)
(N=9)
Fasico 140 (=2 Hz) 19,0 £ 5,9 (f=38 Hz)

(N=13)

Tonico

(N=7) 28,0 10,3 (f=56 Hz) 43,0 + 8,6 (f=86 Hz)

Fasico 9,0 + 3,0 (f=18 Hz) 21,0 + 5,5 (f=42 Hz)
(N=5)

Tabela 6- Numero de disparos de potenciais de acdo em neurdnios tdnicos e fasicos
do ganglio nodoso.

A figura 7 mostra registros de potenciais de acdo obtidos em resposta a uma
despolarizacdo correspondendo a uma vez a intensidade limiar e a duas vezes este valor.
Quando perfundiu-se ANG Il (~2 min) os neurdnios fasicos tendem a assumir um
comportamento ténico. A figura 8 mostra 0 mesmo tipo de experimento mas com uma
diferenca importante, os neurbnios sdo do tipo ténico. Observe que a resposta a
estimulacdo produz uma série de potenciais de acdo durante o pulso de corrente aplicado.
A perfusdo de ANG Il por ~2 min na concentra¢do de 100 nM induziu a um aumento
significativo na frequéncia de disparos (vide Tabela 5). O potencial de repouso foi
monitorado durante todo o experimento e ndo houve uma despolarizacdo significativa do

potencial de repouso em conseqiiéncia da presenca do peptideo ANG I1.
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Efeito da Angiotensina Il (100 nM) na Frequéncia de
Disparos de Potenciais de Acao dos Neurénios Fasicos

A

|
-

1X Threshold 2X Threshold

40 mv

Control
Control

ANG Il {100 nM)

ANG Il {100 nM)

Figura 7- Potenciais de acdo em um neurénio do ganglio nodoso do tipo fasico. A
técnica de “patch-clamp” foi usada na sua configura¢do de “whole-cell current-clamp”
onde os potenciais de acdo foram evocados com uma injecéo de corrente despolarizante
de 300 pA (1X threshold) por 500 ms e de 600 pA (2X threshold) também por 500 ms. O
painel A representa a condigcdo controle usando-se 1X o threshold. O painel B mostra o
controle quando 2X o threshold é usado. O painel C representa a condi¢do experimental
onde a angiotensina Il (ANG Il) na concentracdo de 100 nM estd presente em 1X
threshold. O painel D mostra angiotensina Il quando 2X threshold é usado. Estes
experimentos foram realizados a uma temperatura de ~32°C.
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Efeito da Angiotensina II (100 nM) Sobre a Frequéncia de
Disparos de Potenciais de A¢iio em Neurdnios Tonicos
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Figura 8- Potenciais de acdo em neuronios do tipo tonico. A técnica de “patch-clamp”
foi usada na sua configuragdo de “whole-cell current-clamp” onde os potenciais de agdo
foram evocados com uma injecdo de corrente despolarizante de 300 pA (1X threshold)
por 500 ms e de 600 pA (2X threshold) também por 500 ms. O painel A representa a
condicao controle usando-se 1X o threshold. O painel B mostra o controle quando 2X o
threshold é usado. O painel C representa a condi¢do experimental onde a angiotensina 11
(ANG I1) na concentracdo de 100 nM esta presente em 1X threshold. O painel D mostra
angiotensina Il quando 2X threshold é usado. Estes experimentos foram realizados a uma
temperatura de ~32°C.

Para determinarmos qual o receptor de angiotensina Il estaria envolvido no
aumento da excitabilidade usamos antagonistas especificos para cada receptor. E
importante ressaltar que o antagonista do receptor AT2 (PD123,319) teve uma acéo
agonista o que dificultou a interpretacdo dos nossos resultados e portanto nao incluimos

os dados referentes ao blogqueio do receptor AT2. O antagonista do receptor AT1 (600

nM) blogueou o aumento da excitabilidade causado pela angiotensina Il nos neurdnios
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nodosos como mostra a figura 9. Quando o antagonista era retirado e apenas angiotensina
Il era usada, a célula passa a responder ao peptideo com aumento na freqiiéncia de
disparos de potenciais de acdo (Figura 3, painel D). Em 10 células testadas observamos a
inibicdo do efeito da angiotensina Il em 8 células sendo que em 1 célula a angiotensina Il
ndo foi capaz de aumentar a excitabilidade mesmo na auséncia do antagonista.

Aumento de Disparos de Potenciais de Acao pela Angiotensina Il

Depende dos Receptores ATR1

-60 mV
Controle Antagonista ATR1 Antagonista ATR1 ANG Il (100 nM)

(600 nM) (600nM) +

ANG Il (100 nM)
L
100 ms

Figura 9- Bloqueio dos receptores AT1 pelo CV-113344 previne o efeito da ANG 11
sobre a excitabilidade. O potencial de acdo no neurdnio do ganglio nodoso do tipo
fasico foi evocado com uma injecdo de corrente despolarizante de 300 pA por 500 ms. O
antagonista CV-113344 (600 nM) impediu o efeito da angiotensina Il (100 nM).
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4.3- EFEITO DA ANGIOTENSINA Il SOBRE AS CORRENTES DE POTASSIO

Para tentarmos explicar o efeito da angiotensina Il sobre a freqiiéncia de disparos
dos potenciais de agdo dos neurbnios do ganglio nodoso, estudamos o efeito da
angiotensina Il sobre as correntes de potéssio dos neurdnios nodosos. Para tal, usamos a
técnica de “patch-clamp” no modo de “voltage-clamp” na configuragdo de “whole-cell”.
Para isolarmos as correntes de potéssio substituimos o s6dio do meio extracelular pelo
fon colina e usamos cobalto (1 mM), um antagonista ndao especifico de canais para calcio,
para bloquear as correntes de calcio.

Os neurdnios do ganglio nodoso eram despolarizados a uma freqiiéncia de 0,066
Hz, a partir de um potencial de repouso de —-110 mV (500 ms), com o objetivo de
disponibilizar a maioria dos canais para potassio. Os pulsos variavam de —80 até 60 mV
com uma duracdo de 500 ms e intervalos de 5 mV. O painel A da figura 11 mostra a
densidade de corrente total de potassio em funcdo do potencial de membrana na presenca
e na auséncia de angiotensina Il (100 nM). Angiotensina Il ndo modificou a corrente total
de potassio (N= 7, p>0,05). Para isolarmos a corrente de potassio do tipo retificadora
retardada analisamos os valores de corrente no final do pulso despolarizante (450 ms
depois de iniciarmos a despolarizacdo para que a correntes I e Ip ja estivessem entrado
no estado inativado e, assim, ndo contribuissem para essa série de medidas). A
angiotensina Il ndo modificou a corrente do tipo retificadora retardada como é mostrado
na figura 10 no painel B (N=7, p>0,05). A corrente do tipo IA foi estudada usando-se
uma alta concentracdo de TEA (100 mM) para inibir a corrente do tipo retificadora

retardada. O painel C da figura 11 mostra que a angiotensian Il inibe a corrente do tipo
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IA em neurdnios do ganglio nodoso (N=6, p<0,05). Essa inibicdo foi de 51 + 8,2 % no
potencial de —30 mV como mostra o grafico de barras no painel D da figura 11. A figura
12 estd mostrando os registros de corrente de potassio do tipo 1A junto com a retificadora
retardada (painel A) e ap6s a perfusdo com ANG Il (100 nM, painel B). No painel C da
figura 11 estd o registro obtido pela subtracdo digital dos tragados mostrados

anteriormente caracterizando a corrente sensivel a angiotensina I1.

Efeito da Angiotensina Il nas Correntes de Potéssio

dos Neurdnios do Ganglio Nodoso
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Figura 10- RelacGes densidade de corrente vs potencial de membrana. O painel A
mostra a relacdo entre densidade da corrente total de potéssio e voltagem na presenca
(circulos abertos) e na auséncia de angiotensina Il (circulos preenchidos) (N=7). O
potencial de holding foi de —-80 mV. Um pré-pulso para —110 mV foi aplicado por 500 ms
para remover a inativacdo da corrente IA. Os pulsos aplicados variaram de —80 a 60 mV
em intervalos de 5 mV. O painel B mostra os valores da densidade de corrente para a
corrente retificadora retardada medida depois de 450 ms do pulso despolarizante em
funcdo da voltagem (N=7). O significado dos simbolos ¢ mesmo que o do painel A. O
painel C mostra a relagdo entre a densidade de corrente de potassio do tipo IA e
voltagem, na auséncia (circulos fechados) e na presenca (circulos abertos) de
angiotensina Il (100 nM). Essa corrente era medida logo ap6s os primeiros 10 ms do
pulso despolarizante (N=7). O painel D mostra a inibi¢do induzida pela ANG Il sobre a
corrente de potassio do tipo IA que foi de 51 + 8,2 % (N=6, p<0,05) no potencial de
membrana de -30 mV.

Efeito da ANG Il na Corrente
de Potassio do Tipo IA em -30 mV

A B

500 p A

o 200 ms

Controle ANG Il (100 nM)

C

Corrente Sensivel a ANGII

Figura 11- Registros da corrente de potassio do tipo 1A em neurdnios do ganglio
nodoso. O painel A mostra um tracado de corrente tipico evocado por um pulso de
voltagem a partir de um potencial de —-80 mV para —30 mV na presenca de TEA (100
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mM) na solucdo extracelular. Aplicou-se um pré-pulso para —110 mV com uma duragdo
de 500 ms. O painel B mostra um registro apos a aplicacdo de angiotensina Il (100 nM).
O painel C mostra um registro resultante da subtracdo digital entre os registros controle e
na presenca de ANG I1.

Para sabermos se a inibi¢do da corrente de potassio do tipo 1A, em neur6nios do
ganglio nodoso, é o Unico fator responsavel pelo aumento do nimero de disparos de
potenciais de acdo, usamos a 4-aminopiridina (4AP, 3 mM) um bloqueador especifico
para essa corrente. Nos experimentos de “current-Clamp” injetamos corrente
despolarizante de intensidade suficiente para atingirmos uma ou duas vezes o limiar de
excitabilidade. Subseqgiientemente, a angiotensina Il foi aplicada na presenca da 4-AP
para testarmos se mesmo na auséncia da contribuicdo da corrente de potassio do tipo 1A a
angiotensina Il causaria um aumento na excitabilidade neuronal. A figura 12 mostra um
exemplo tipico onde a presenca de 4-AP ndo foi suficiente para impedir o efeito da
angiotensina Il, apesar de se observar uma diminuicdo na porcentagem do aumento da
frequiéncia de potenciais de acdo, a perfusdo de angiotensina Il na presenca de 4-AP €
capaz de aumentar a freqiiéncia de disparos de potenciais de acdo em relacédo a situacao
na presenca de 4-AP. Esse comportamento foi observado tanto em neurénios fasicos
guanto em neur6nios ténicos. Em 9 células testadas 7 tiveram um aumento de frequéncia
de disparos quando angiotensina Il foi aplicada na presenca de 4-AP e duas ndo. Portanto
a inibicdo da corrente de potassio do tipo IA pela angiotensina Il contribui para o

aumento da excitabilidade desses neurdnios porém ndo € suficiente visto que na presenca

de 4-AP, a angiotensina Il aumentou o nimero de disparos de potenciais de acéo.
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Efeito da ANG Il (100 nM) na Frequéncia de
Disparos de Potenciais de A¢ao na Presenca de 4 AP (3 mi)

4-AP 4-AP (3 mM) +
Controle (3mM) ANG 11 (100 nM)
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Figura 12- Efeito da angiotensina Il (100 nM) na frequéncia de disparos dos
neurdnios nodosos na presenca de 4-AP (3 mM). O painel A mostra o controle com 1
X threshold. O painel B mostra um potencial de acdo evocado por 1 X threshold na
presenca de 4-AP. O painel C mostra um potencial de acdo evocado por 1 X threshold na
presenca de 4-AP e angiotensina Il. O painel D mostra o controle com 2 X threshold. O
painel E mostra um potencial de a¢do evocado por 2 X threshold na presenca de 4-AP. O
painel E mostra um potencial de acdo evocado por 2 X threshold na presenca de 4-AP e
angiotensina Il. Potenciais de acdo evocados com a injecdo de 250 pA na primeira linha e
500 pA na segunda linha.

4.4- ANGIOTENSINA 11 INIBE AS CORRENTES DE CALCIO ATIVADAS POR

ALTAVOLTAGEM
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Foi estudado o efeito da angiotensina 11 (100 nM) sobre as correntes de célcio nos
neurénios do ganglio nodoso. Para tal usamos um protocolo, j& descrito na metodologia,
capaz de isolar as correntes de célcio ativadas por baixa e alta voltagem. As correntes de
potassio foram bloqueadas com o TEA e, para evitar a interferéncia das correntes de
sodio esse ion foi substituido por colina. Os neurbnios do ganglio nodoso eram
repetitivamente despolarizados, a uma frequéncia de 0,1 Hz, a partir de um potencial de
repouso de —-80 mV para —40 mV por 100 ms, para inativar as correntes de calcio do tipo
T e subsequentemente despolarizar para 0 mV por 100 ms. A despolarizagdo final produz
uma corrente de entrada que foi completamente bloqueada por cadmio (100 uM), um
bloqueador ndo especifico de canais para célcio. A aplicacao de angiotensina Il (100 nM)
leva a uma inibicdo de 50% da corrente total de calcio. A figura 13 no painel A esta
representado o curso temporal da inibicdo pela angiotensina Il da corrente de calcio
obtida em resposta a um pulso constante de despolarizacdo (0 mV). O painel B mostra os
registros representativos para as correntes de calcio adquiridas nos pontos indicados. O
altimo registro mostrado no painel B foi obtido através de uma subtracdo digital dos
registros controle (i) e na presenca de ANG Il (ii). O tracado (iii) representa o

componente sensivel a angiotensina I1.
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Angiotensina Il Inibe as Correntes de Célcio em

Neurdnios do Ganglio Nodoso
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Figura 13- Angiotensina Il inibe as correntes de calcio nos neurdnios do ganglio
nodoso. O painel A mostra o curso temporal da inibicdo da corrente de calcio induzida
pela ANG Il. Cada ponto representa o valor do pico da corrente medida a cada 10 s. Os
simbolos vazios indicam os valores do controle e os preenchidos na presenca de ANG II.
Painel B mostra os registros representativos das correntes nessa célula tomados em
pontos temporais distintos e progressivos (i e ii).

A dependéncia de voltagem dos canais para calcio na auséncia e na presenca de
ANG Il foi estudada a partir da determinacéo da relacdo entre a densidade de corrente e 0
potencial de membrana (IxV). As correntes foram ativadas aplicando-se pulsos
despolarizantes a partir de —-80 mV, primeiro para —40 mV por 100 ms e depois para
potenciais entre —40 mV e 60 mV em intervalos de 10 mV. No painel A (Figura 14) estdo

os valores médios de densidade de corrente na auséncia (circulos abertos, N=10) e depois

da aplicacdo de angiotensina Il (circulos fechados, N=10). O valor de potencial onde a
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corrente atinge seu valor maximo, na presenca de ANG II, foi deslocado de 6 mV para a
direcdo hiperpolarizante (p<0,005, n=10). Em 0 mV a densidade da corrente de célcio foi
de —60,9 + 8,7 pA/pF no controle e de —31,9 = 5,7 pA/pF na presenga de angiotensina Il
representando um bloqueio de 45,4 +5,9 % (Figura 14, painel C). O painel B (Figura 7)
representa a dependéncia de voltagem dos canais para célcio que foram sensiveis a ANG
I1. Para melhor quantificar o efeito da angiotensina Il na ativacdo da corrente de célcio,
foi calculada a condutancia da membrana para cada valor de potencial (ver Métodos) e
normalizada em relagdo a condutancia maxima (Figura 14C). O ajuste foi feito usando-se
a funcdo de Boltzmann (como descrito em Métodos). A figura 14C mostra os pontos
experimentais calculados e a curva resultante do ajuste. A analise das curvas mostrou que
0 ponto meédio (Vso) e a inclinacdo da curva sdo —12,5+ 1,5 mV e 3,2 £ 0,5 mV para o
controle e -18,4 £ 2,8 mV e 3,1 £ 0,5 mV para angiotensina Il, respectivamente. Esses
resultados indicam que a angiotensina Il inibe as correntes de calcio e, aparentemente,

muda a sua dependéncia de voltagem para a ativacéo.
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Angiotensina Il Modifica Ativagdo da Corrente de Célcio

em Neurodnios do Ganglio Nodoso
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Figura 14- Caracterizacdo do efeito da ANG Il sobre as correntes de calcio nos
neurdnios do ganglio nodoso. Painel A, relacdo densidade de corrente vs voltagem na
auséncia e na presenca de angiotensina 11 (100 nM, N=10). Painel B, relacdo densidade
de corrente e voltagem da corrente sensivel a angiotensina Il obtida através da diferenca
entre 0s pontos controle e na presenca de ANG Il. A curva foi obtida usando a equacao
de Boltzmann como descrito em Métodos. Painel C, porcentagem de inibicdo da corrente
macroscopica total de calcio em 0 mV. Painel D, condutancia normalizada. O ajuste
seguiu a distribuicdo de Boltzmann com os parametros descritos no texto.
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Para se provar que a inibicdo da corrente total de célcio pela angiotensina Il era
dependente da ativacdo dos receptores para angiotensina Il nos neurdnios do ganglio
nodoso usamos, inicialmente, um antagonista ndo seletivo de receptores para
angiotensina Il. Saralasina (500 nM) foi perfundida antes da aplicacdo de angiotensina II.
Como é visto na figura 15A, a saralasina abole o componente persistente da inibicdo pela
angiotensina Il e revela um componente transitério dessa inibigdo que ndo era visivel
quando angiotensina Il era aplicada sozinha (N=4). Esse resultado sugere um componente
inibitorio independente dos receptores para angiotensina 11 do tipo AT1 ou AT2. Na parte
B da figura 15 estdo exemplos de registros das correntes de calcio na presenca de
saralasina (Bi), saralasina e ANG Il apos 10 s (Bii) e saralasina e ANG Il apds 100 s
(Biii). O painel C sumariza os resultados obtidos quando as correntes de calcio foram
adquiridas depois da aplicacdo da angiotensina Il na presenca mantida da saralasina. A
barra preta representa a inibicdo das correntes de calcio ap6s 10 s de aplicacdo de
angiotensina Il e a barra cinza representa a inibicdo apés 100 s de aplicacdo de
angiotensina 1. E importante ressaltar que na concentracao de 500 nM a saralasina néo

mostrou efeito significativo sobre a corrente total de célcio.
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Efeito da Saralasina na Inibicédo da

Corrente de Calcio via Angiotensina Il
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Figura 15- Efeito da saralasina sobre a inibi¢do das correntes de calcio induzida por
ANG 1. Painel A, amplitude da corrente de célcio em funcdo do tempo mostrando que:
(i) saralasina (500 nM) ndo induziu mudancas; (i) o blogueio pela angiotensina Il na
presenca de saralasina e (iii) depois de aproximadamente 80 s na presenca continua de
saralasina e angiotensina Il. A amplitude da corrente volta para valores proximos do
controle. Painel B, registros das correntes de calcio obtidas em resposta a pulsos de
voltagem de —-80 mV para 0 mV antes (i) e depois da aplicacdo de angiotensina Il (ii e iii)
na presenca de saralasina. Painel C, porcentagem de inibicdo das correntes de calcio
obtida nos neurdnios logo apods a aplicacdo (barra preta, N=4) ou depois de ~ 110 s da
aplicacdo de angiotensina Il (barra cinza, N= 4). Observar que a saralasina estava
presente durante o todo o experimento. Os asteriscos denotam diferenca significativa
(p<0,05).
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O painel A da figura 16 mostra o efeito do losartan, um antagonista especifico de

receptores para angiotensina Il do tipo AT1, sobre o bloqueio parcial induzido pela

angiotensina Il. Depois de um pré-tratamento com 500 nM de losartan o efeito inibitdrio

exercido pela angiotensina Il na corrente de célcio ndo foi abolido. A diminuicdo dos

valores da corrente atingiu cerca de 48,6 £ 5,1 %, como pode ser visto na figura 16A e

16B (p<0,05, N=7). E importante notar que o curso temporal do efeito da angiotensina I

na presenca de losartan na corrente de calcio é muito similar aquele para a angiotensina 11

(ver Figura 13). Esses resultados indicam que a inibicdo da corrente de célcio pela ANG

I1 em neur6nios do ganglio nodoso ndo se da através do receptor AT1.
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Figura 16- Losartan ndo abole o efeito da ANG Il. Painel A, amplitude da corrente
(em 0 mV) em fungdo do tempo indicando que o losartan (500 nM) ndo modificou a
inibicdo da corrente de célcio pela angiotensina Il. Painel B, a barra preta representa a
condicdo controle (somente losartan) e a barra cinza representa a porcentagem de inibigé&o
da corrente pela angiotensina Il na presenca do losartan. Os asteriscos denotam diferenca
significativa (p< 0,05, N=7).

Como a dependéncia de voltagem da corrente sensivel a ANG |l assemelhava-se
muito a corrente do tipo L, nds resolvemos investigar a possibilidade da ANG Il estar
inibindo exclusivamente o componente devido a ativacdo dos canais do tipo L. Para isso
nds bloqueamos esses canais com nifedipina (10 pM), um bloqueador para canais para
calcio do tipo L, e posteriormente perfundimos angiotensina Il. Foi utilizado um
potencial de acdo, como mostrado na figura 17D, previamente gravado no modo “current-
clamp” como comando de voltagem, dessa maneira a corrente de calcio estudada
corresponderia a entrada de calcio ativada por um potencial de acdo. A nifedipina inibiu
38,0 + 3,8% (N=4, p<0,05) da corrente total de célcio ativada pelo potencial de acéo;
angiotensina Il juntamente com nifedipina inibiu 67,0 + 5,5% da corrente total. Como
angiotensina 11, quando aplicada na auséncia de qualquer inibidor (figura 14, painel C)
inibe ~40% da corrente total e na presenca de nifedipina inibiu cerca de 30 % da corrente
de calcio resistente a nifedipina. Os resultados nos permitem concluir que a maior parte
da inibicdo da corrente de calcio pela angiotensina ndo se da nos canais do tipo L. A parte
A da figura 17 mostra um registro de corrente tipica de célcio ativada pelo potencial de
acdo, em seguida é mostrada a inibicdo da corrente do tipo L pela nifedipina (B). Na

presenca de nifedipina a angiotensina Il é perfundida e uma inibicdo subseqliente é

observada (painel C). A porcentagem de inibi¢do é mostrada no painel D.
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Efeito da Nifedipina (10 pM) na Inibicio da

Corrente de Calcio via Angiotensina 11
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Figura 17- Efeito da Nifedipina (10 pM) na Inibi¢do da Corrente de Calcio via ANG
I1. Os paineis A, B e C mostram os registros de correntes de célcio obtidos em resposta a
pulsos de voltagem na forma de potenciais de acdo obtidos previamente (ver painel D).
Painel B, inibi¢do da corrente de calcio pela nifedipina (10 uM). Painel C, inibi¢do da
corrente de calcio pela nifedipina e angiotensina Il. O grafico do painel D mostra a
inibicdo das correntes de calcio por nifedipina (38% =+ 3,8, N=4, barra preta) e nifedipina
juntamente com angiotensina Il (67,7% + 5,5, N=4, barra cinza, p<0,05).
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4.5- Presenca de ARN Mensageiro Para os Receptores AT1 e AT2 no Ganglio

Nodoso.

Para investigar a presenga de ARN mensageiro para 0s receptores para
angiotensina Il nos neurdénios do ganglio nodoso de ratos adultos, utilizou-se a técnica de
RT-PCR, ja descrita em Métodos. A figura 18 mostra um gel representativo dos
experimentos onde foi verificado a presenca de transcritos tanto para os receptores de

angiotensina Il AT1 quanto AT2.

RT-PCR dos Neuronios do Ganglio Nodoso

Para Detectar Transcritos de ATR1 e ATR2

M AT1 AT2

Figura 18- Presenca de ARN mensageiro de AT1 e AT2 no ganglio nodoso.
Canaleta 2 mostra o produto de PCR para os “primers” de AT1 com 599 pares de base,
canaleta 3 produto de PCR para os “primers” de AT2 com 519 pares de bases. Na
canaleta 1 o padrdo de peso molecular de 1 Kb (Gibco).
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4.6- ANGIOTENSINA Il CAUSA UM AUMENTO TRANSIENTE DE CALCIO

NO CITOPLASMA DOS NEURONIOS DO GANGLIO NODOSO.

A principal via de sinalizacdo da angiotensina Il é pela producdo do inositol-
1,4,5-trisfosfato, o que leva a uma liberacéo de célcio do reticulo endoplasmatico. Como
0 célcio intracelular participa de uma série de processos bioquimicos, inclusive a
modulacgdo de canais ibnicos, foi importante saber se a aplicagdo de angiotensina Il nos
neurénios do ganglio nodoso era capaz de levar a um aumento do calcio no citoplasma
celular. Para tal usou-se técnicas de microfluorimetria, onde 0s neurbnios eram
“carregados” com uma sonda de célcio “ratiométrica”, a Fura-2. Essa molécula emite
fluorescéncia na faixa de 560 nm. Quando o Fura-2 ndo esta ligada ao calcio ¢ excitada a
380 nm, quando ligada é excitada a 340 nm. A figura 19 mostra uma célula em contraste
de fase no painel A. O painel B mostra a fluorescéncia basal da fura 2 e o painel C mostra
a fluorescéncia durante a perfusdo de angiotensina Il (100 nM). Em 12 células testadas

todas responderam com um transiente de célcio a aplicacdo de angiotensina Il a 30°C.
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Figura 19- ANG Il aumenta a concentracdo de calcio intracelular. Painel A,
micrografia de contraste de fase dos neurénios do ganglio nodoso em cultura primaria
“carregados” com Fura-2. Painel B, fluorescéncia das células no repouso. Painel C,
aumento da fluorescéncia durante a perfusdo com angiotensina 11 (100 nM).

Para sabermos qual o receptor de angiotensina Il seria o responsavel pelo
transiente de célcio observado, nds usamos antagonistas especificos para 0s receptores
para angiotensina Il como mostra a figura 20. Verificou-se que na presenca do
antagonista do AT1, o transiente de célcio ¢é abolido (Painel B, N=8) . Quando usamos o
antagonista para o0s receptores AT2 ndo observamos alteracGes significativas na

concentracdo de célcio intracelular (Painel C, N=7). Portanto, podemos sugerir que 0

transiente de célcio evocado pela angiotensina 11 é devido a ativacédo do receptor AT1.
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ANG IT Evoca Transiente de Calcio
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Figura 20- ANG Il evoca transientes de calcio. Medidas das variacGes na concentracao
de célcio citossolica em resposta a estimulagdo com ANG II. Painel A, aumento tipico da
concentracdo de célcio citossélica em um neurdnio do ganglio nodoso em resposta a
aplicacdo de angiotensina Il (100 nM). Painel B, blogueio do transiente evocado pela
angiotensina Il pelo antagonista dos receptores do tipo AT1 (N=8). Painel C, transiente
de célcio evocado pela angiotensina Il na presenca do antagonista dos receptores AT2
(N=7).

Para investigarmos a participacdo do célcio extracelular no transiente evocado
pela estimulacdo com angiotensina 1l em neurénios do ganglio nodoso, usamos uma
solucdo externa livre de calcio (zero nominal). Quando angiotensina Il era aplicada na

auséncia de calcio extracelular o transiente de calcio ndo mais se desenvolvia (N= 4)

como pode ser verificado pela inspecdo da figura 21. Pode-se concluir com base nestas
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observacgdes que o transiente de calcio provocado pela angiotensina Il em neurénios do

ganglio nodoso depende da presenca do calcio no meio extracelular.

O Transiente Evocado Pela ANG I
Depende da Presenca de Calcio Externo
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Figura 21. O transiente de céalcio evocado pela ANG Il dependente da presenca de
célcio no meio extracelular.
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4.6- Efeito da Angiotensina Il em Modelos Animais Que Desenvolvem Hipertensao

de Maneira Espontanea.

Como os neurdnios do ganglio nodoso parecem ter um papel importante no
controle da atividade de diversos 6rgaos vitais e, como temos demonstrado até agora a
ANG Il exerce uma funcdo regulatéria muito significativa nesses neurénios, ficamos
bastante interessados em investigar qual seria o efeito da ANG Il nos neurdnios do
nodoso isolados de animais que estivessem experimentando niveis altos de angiotensina
Il circulante. A literatura tras uma quantidade enorme de dados sobre um modelo de
hipertensdo onde os animais sdo hipertensos desde o nascimento. Esse modelo é
conhecido como SHR do inglés “Spontaneous Hypertensive Rats” e possuem o seu
“background” genético que sao os WKY (“Wistar Kyoto” , ratos normotensos).

Decidimos estudar o efeito da angiotensina Il na excitabilidade dos neurdnios do
ganglio nodoso provenientes de animais hipertensos. Os animais WKY responderam com
aumento da excitabilidade a aplicacdo de angiotensina Il, da mesma maneira que 0S
animais usados anteriormente, “wistar”, como mostra a figura 22 (N=9). Os animais SHR
ndo responderam a aplicacdo da angiotensina Il com aumento da frequencia de disparos

de potenciais de a¢do (N=12), como mostra a figura 23.
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Efeito da ANG Il nhos Neurdnios do
Ganglio Nodoso de Animais WKY
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Figura 22- Efeito da ANG Il nos neurénios do ganglio nodoso de animais WKY.
onde os potenciais de acdo foram evocados com uma injecdo de corrente despolarizante
de 300 pA (1X threshold) por 500 ms e de 600 pA (2X threshold) também por 500 ms. O
painel A representa a condigcdo controle usando-se 1X o threshold. O painel B mostra o
controle quando 2X o threshold é usado. O painel C representa a condicdo experimental
onde a angiotensina Il (ANG 1I) na concentracdo de 100 nM esta presente em 1X
threshold. O painel D mostra angiotensina Il quando 2X threshold é usado. Estes
experimentos foram realizados a uma temperatura de ~32°C.
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Efeito da ANG Il nos Neurdnios do
Ganglio Nodoso de Animais SHR
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Figura 23- Efeito da angiotensina Il nos neuronios do ganglio nodoso de animais
SHR. Os potenciais de agdo foram evocados com uma injecdo de corrente despolarizante
de 100 pA (1X threshold) por 500 ms e de 200 pA (2X threshold) também por 500 ms. O
painel A representa a condigdo controle usando-se 1X o threshold. O painel B mostra o
controle quando 2X o threshold é usado. O painel C representa a condicdo experimental
onde a angiotensina Il (ANG Il) na concentracdo de 100 nM estd presente em 1X
threshold. O painel D mostra angiotensina Il quando 2X threshold é usado. Estes
experimentos foram realizados a uma temperatura de ~32°C.
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Decidimos tambem estudar o efeito da angiotensina Il sobre os niveis de célcio

intracelular nos neurdnios isolados do ganglio nodoso dos animais com fendtipo normal

(WKY) e hipertenso (SHR). Os neur6nios do ganglio nodoso provenientes dos animais

controle (ratos WKY) desenvolveram um transiente de calcio quando a angiotensina Il

(100 nM) era aplicada (Figura 15, gréafico da esquerda, N=6). Contudo as celulas dos

animais SHR ndo foram capazes de evocar um transiente de célcio em resposta a

angiotensina Il (Figura 15, gréfico da direita, N=10). Estes resultados sugerem que nos

animais SHR, pelo menos no géanglio nodoso, a densidade de expressdo dos receptores

AT1 esté reduzida apesar de ndo termos evidéncias diretas para reforcar esta assertiva.

Neurédnio do Ganglio Nodoso

0,95 =
0,90 =
0,85 =

0,80 =

AF (380/340 nm)

0,75 =

0,70 =

0,65 =

de Animais "KWY"

0,9 =
0,8
0,7 =

0,6 =

AF (380/340 nm)

ANG I
(100 M) 0.5 =

Neurénio do Ganglio Nodoso
de Animais "SHR"

ANG Il Kcl
(100 nM) (50 mM)
- -

50 100 150 200 250 300 350

0,4 =

ms

100 200 300 400 500 600

Figura 24- Medidas dos transientes de calcio evocado pela ANG Il em neurdnios de
animais WKY e SHR. O gréfico da esquerda mostra que a angiotensina Il (100 nM)
evoca um transiente de calcio em um neurénio do ganglio nodoso de ratos WKY (N=6).
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O gréfico da direita mostra que angiotensina Il (100 nM) foi incapaz de evocar um
transiente de célcio em animais SHR (N=10), contudo quando uma alta concentracdo de
potassio € usada um transiente nitido de calcio foi observado.

5- DISCUSSAO

A angiotensina Il aumentou a frequéncia de disparos de potenciais de a¢do em
neurbnios do ganglio nodoso. Esse efeito ja havia sido descrito utilizando-se animais
anestesiados e um microeletrodo de tungsténio para captar os potenciais de acdo no
espaco extracelular (Thompson et al., 2000b), com uma concentracdo que difere da usada
no nosso trabalho (100 nM vs 10 uM). Nossos dados sugerem que o aumento na descarga
de potenciais de acdo é dependente da ativacdo dos receptores AT1, uma vez que o CV
113344 considerado um antagonista para os receptores AT1, previne o aumento da
excitabilidade na presenca da ANG Il (ver Figura 9). Esse aumento de frequiéncia de
disparo foi observado tanto em neurdnios do tipo ténico quanto em neurdnios do tipo
fasico, portanto o alvo da ativacdo dos receptores AT1 deve ser um canal expresso de
maneira similar em ambos fenotipos neuronais.

A angiotensina Il ndo modificou de modo significativo os parametros elétricos
passivos desses neurdnios (resisténcia de entrada e potencial de repouso, Tabela 3) nem
dos parametros ativos estudados (ver Tabela 4). Observamos, no entanto, uma
modificacdo significativa da reobase. Como a reobase influencia diretamente o valor do
limiar de excitabilidade seria esperado que, uma mudanca em um desses parametros

causasse uma mudanca no outro também.
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NOs procuramos investigar as bases idnicas desse aumento de freqiiéncia de
descarga. Como no modelo matematico desenvolvido por Schild et al (1994), baseado
nos potenciais de acdo dos neurdnios nodosos, foi visto que as correntes de potassio
sensiveis a 4-AP, a la e a Ip, sdo responsaveis pela hiperpolarizagdo dos potenciais de
acdo nesses neurdnios, logo a inibicdo dessas correntes de potassio levaria a um aumento
da freqliéncia de disparos (Schild et al; 1994). Com base nesse modelo a nossa primeira
hip6tese foi que o aumento da frequéncia de disparos causada pela angiotensina Il era
consequéncia de uma inibicdo nas correntes de potassio, principalmente as sensiveis a 4-
AP. Nossa hipotese tinha respaldo na literatura, ja que a angiotensina Il tem a capacidade
de inibir diversos tipos de correntes de potassio (Wang et al., 1997).

Para testarmos a nossa hipotese isolamos as correntes de potassio desses
neurdnios e verificamos se a presenca de angiotensina Il causaria uma modulacdo nessas
correntes. O peptideo ndo apresentou efeito significativo na corrente total de potéssio,
nem na corrente do tipo retificadora retardada (Figura 10A e 10B). Quando testamos a
acdo da angiotensina Il sobre a corrente do tipo 1A verificamos que angiotensina Il foi
capaz de inibir essa corrente de potassio. Essa corrente apresenta uma inativacao rapida e
é ativada em potenciais entre —50 e —40.

Esse efeito sobre a corrente de potéssio do tipo IA poderia ser o responsavel
exclusivo do aumento da frequéncia de disparos dos neurdnios nodosos. Para
confirmarmos essa possibilidade usamos uma estratégia de oclusdo em experimentos de
current clamp, onde mediamos os potenciais de acdo. Primeiramente a corrente do tipo
IA era blogueada com 4-AP e em seguida perfundiamos angiotensina Il na presenca da 4-

AP. Como os canais do tipo IA estavam ocluidos pela presenca da 4-AP, se a
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angiotensina Il tivesse efeito exclusivo nos canais para potassio do tipo IA, a perfusdo da
angiotensina Il ndo seria capaz de modificar a frequéncia de disparos de potenciais de
acdo. O que observamos foi que a angiotensina Il foi capaz de aumentar o nimero de
potenciais de acdo disparados mesmo na presenca da 4-AP. O aumento da frequéncia de
disparos causado pela angiotensina Il na presenca da 4-AP foi menor que o aumento
causado na auséncia do bloqueador o que sugere uma participacdo importante do
bloqueio da corrente de potassio pela angiotensina Il para que haja um aumento da
freqiiéncia de disparos de potenciais de acdo. Contudo esse ndo é 0 mecanismo exclusivo
desse aumento na excitabilidade. Uma outra curiosidade foi o aumento da duragédo do
potencial de acdo causado pela 4-AP, o que nédo foi observado quando a angiotensina 11
era usada. Esse dado vai de encontro ao que nds haviamos postulado. Se a angiotensina 11
agisse de uma maneira apenas similar a 4-AP nds esperariamos 0S mesmos tipos de
alteracdes no potencial de acdo dos neurdnios nodosos, o que ndao observamos. Para
continuarmos buscando as bases idnicas para essa mudanca nos decidimos estudar a
corrente de calcio isoladamente e investigarmos se angiotensina Il estava modulando essa
corrente.

Os canais para calcio ativados por voltagem tém um papel importante no controle
da excitabilidade dos neurdnios do ganglio nodoso. Por exemplo, ja foi mostrado que a
hiperpolarizacdo pés-potencial lenta (“Slow Afterpotential Hyperpolarization™”), uma
hiperpolarizacdo que se desenvolve depois de aproximadamente 1 minuto apds a
deflagracdo dos potenciais de acao, € um fenémeno dependente da entrada de calcio pelos
canais para cdlcio ativados por voltagem, mais especificamente os canais do tipo N

(Cérdoba) e esse fendmeno modula de forma decisiva a excitabilidade ja que leva a uma

87



88

hiperpolarizacdo. Além disso, esses neurdnios tém uma alta densidade de canais para
potassio operados por voltagem e por calcio. Essa corrente de potéssio tem uma grande
participacdo no controle da excitabilidade dos neurdnios do ganglio nodoso (Hay 1994
Faber, 2003) e a sua ativacdo depende também da quantidade de calcio presente no
citoplasma celular. Essas evidéncias mostram que modificacdes na corrente de calcio
ativada por voltagem podem ter conseqiiéncias eletrofisioldgicas, dentre elas o aumento
da freqliéncia de disparos de potenciais de acdo. Nés investigamos a a¢do da angiotensina
Il nas correntes de célcio ativadas por alta voltagem nos neurénios do ganglio nodoso e
verificamos que o peptideo tinha a capacidade de inibir a corrente de calcio nesses
neurénios.

Ja havia sido mostrado que angiotensina Il modulava a corrente de célcio em
neurdnios do ganglio nodoso (Bacal et al;1994). Nesse trabalho foram usados neurénios
nodosos provenientes de animais neonatos e que, dependendo da ninhada, apresentavam
um aumento ou uma diminuicédo da corrente de calcio. NoOs utilizamos neurénios nodosos
provenientes de animais adultos e em todos 0s nossos experimentos nunca se observou
aumento da corrente de célcio e sim uma diminuicdo em conseqliéncia da aplicacdo da
angiotensina Il. Essa discrepancia pode ser devido a idade dos animais usados nos dois
estudos. Outra diferenca marcante foi o receptor utilizado para mediar os efeitos. Bacal e
Kunze (1994) mostraram que a modulacdo da corrente de célcio era via receptor AT1 e
nos observamos que esse receptor ndo estava envolvido na inibicdo da corrente de célcio
dos neurbnios nodosos de ratos adultos (Dzau, 1993a;Moreira et al., 2005;Saavedra,

1992a).
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No estudo entre a relacdo densidade de corrente vs voltagem foi observada que a
angiotensina Il estava inibindo a corrente de calcio em potenciais acima de —20 mV.
Porém em potenciais menores que —20 mV a corrente de calcio aumentava em resposta a
perfusdo de angiotensina Il. Essa observacao foi confirmada com a construgdo do grafico
para a ativacdo da condutancia (Figura 14D). A inclinacdo da curva ndo muda com a
aplicagéo de angiotensina Il, mas o potencial em que a metades dos canais estéo ativados
muda de 6 mV na direcdo hiperpolarizante. A corrente de calcio do tipo T era inativada
por um pré-pulso para —40 mV por 100 ms e 0 nosso estudo foi feito exclusivamente nas
correntes de calcio ativadas em altos potenciais. As correntes de calcio mais abundantes
em neurdnios do ganglio nodoso séo L e N, porém os canais do tipo P/Q tambem estdo
presentes (Cordoba-Rodrigues et al., 1999). NGs sugerimos que essa mudanca na ativacao
causada pela angiotensina Il € devido a um bloqueio seletivo de um tipo de canal para
calcio operado por voltagem, muito provavelmente o canal do tipo N, visto que a sua
ativacdo esta em torno de —20 mV e a ativagdo dos canais do tipo L € na vizinhanca de —
30 mV, deixando a corrente total livre do componente com a ativacdo mais positiva,
levando a uma mudanca no V. Se angiotensina Il ndo estivesse bloqueando
seletivamente 0s canais idnicos para calcio uma mudanca na ativacdo nao seria possivel a
ndo ser que essa facilitacdo da corrente de calcio em potenciais mais negativos fosse
conseqliéncia de um fendmeno divorciado da inibicdo da corrente. Uma possibilidade é
gue a angiotensina Il possa estar levando a producdo de espécies reativas do oxigénio.
Essa hipotese foi levantada porque em neurbénios do NTS angiotensina Il leva a um
aumento de espécies reativas de oxigénio o que causa uma facilitacdo na corrente de

calcio carreada pelos canais do tipo P/Q (Wang et al., 2004;Li et al., 1998). Contudo
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outros estudos mostraram que a oxidacdo dos canais para célcio do tipo L levava a uma
reducdo na corrente (Chiamvimonvat et al., 1995). O estado de oxidagdo dos canais pode
levar a diferentes modificacbes fisioldgicas, dependendo de qual canal estd sendo
investigado. Essa € uma questdo interessante especialmente quando se sabe que 0s
neurdnios nodosos séo capazes de produzir NO e que NO tem um papel importante na
frequéncia de disparos de potenciais de acdo (Cohen et al., 1994). A mudanca na ativacéo
das correntes de calcio pode ser conseqliéncia de um Unico fenbmeno ou de dois
fendmenos distintos. Se a angiotensina Il bloqueia exclusivamente um tipo de canal para
calcio com uma ativacdo em potenciais mais positivos quando essa corrente € subtraida
da corrente total hd& uma mudanca na ativacdo. A outra possibilidade é que a angiotensina
Il esteja facilitando a abertura de canais de calcio em potenciais mais negativos, por uma
via de sinalizacdo celular especifica como pode ser o caso da producdo de NO, e através
de uma outra via inibindo essa corrente em potenciais mais positivos. Com o intuito de
esclarecer o primeiro ponto (inibi¢ao exclusiva de um tipo de canal), usamos ferramentas
farmacoldgicas para bloguear um tipo de corrente de calcio e testar a angiotensina Il na
corrente total restante. NOs usamos o potencial de acdo do neurdnio nodoso como o
comando de voltagem e a corrente de calcio foi isolada. Na presenca de nifedipina (10
KUM), um bloqueador especifico de canais para célcio do tipo L, angiotensina Il foi capaz
de bloquear 30 % da corrente restante. Angiotensina Il blogueia cerca de 50% dos canais
de calcio ativados por alta voltagem, desses 50%, 30% pode ser atribuido ao bloqueio dos
canais do tipo L e os restantes 20% pode ser do tipo N (mais provavel por ser um dos
canais de calcio mais abundantes nessas células) ou P/Q. Podemos concluir que a

angiotensina Il ndo é um bloqueador para um canal especifico, portanto o mecanismo
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responsavel pela mudanca na ativagdo da corrente de célcio causada pela angiotensina 11
ainda ndo foi desvendado.

Para sabermos qual o receptor de angiotensina Il responsavel pela inibicdo da
corrente de calcio nos neurdnios do ganglio nodoso utilizamos antagonistas desses
receptores. O primeiro a ser utilizado foi um antagonista ndo especifico que bloqueia
tanto receptores do tipo AT1 quanto AT2, que é conhecido como saralasina (500 nM). Na
presenca de saralasina observamos um fendmeno interessante quando aplicamos
angiotensina Il: a corrente de célcio foi rapidamente bloqueada (10 segundos apds a
aplicacdo da angiotensina Il), porém esse blogueio decaia para niveis iguais ao controle
depois de 100 segundos. Quando angiotensina Il atinge a preparacao 0s seus receptores
estdo bloqueados pela saralasina, portanto o peptideo pode ser metabolizado em outra
substancia ativa do sistema renina-angiotensina como, por exemplo, angiotensina-(1-7)
que poderia agir em seu proprio receptor. Outra possibilidade é que a prépria
angiotensina Il esteja agindo em um outro receptor quando o AT1 e o AT2 néo estdo
disponiveis. Investigamos a possibilidade da angiotensina-(1-7) ter efeito nos neurénios
do génglio nodoso ja que angiotensina-(1-7) pode ser formada através da metabolizacao
da angiotensina Il pela ECA-2. NOs verificamos que a angiotensina-(1-7) tinha efeito na
corrente de célcio dos neurdnios nodosos, contudo para obtermos inibicdo da corrente de
calcio pela angiotensina-(1-7) tivemos que usar uma concentracdo muito alta (10 uM) do
peptideo, portanto seria dificil atingir essa concentracdo partindo de 100 nM de
angiotensina Il (dados ndo mostrados). Como essa inibicdo na presenca de saralasina
desaparece em 100 s, o receptor deve sofrer uma dessensibilizacdo no mesmo espaco de

tempo.
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Quando usamos o antagonista de receptores de AT1, losartan (500 nM) o efeito da
angiotensina 11 nas correntes de calcio ndo foi abolido e a corrente de célcio foi inibida de
48%. Esses resultados indicam que o receptor AT1 ndo esta envolvido no efeito inibitério
induzido pela angiotensina Il em neurdnios do ganglio nodoso. Provavelmente o receptor
envolvido na inibicdo da corrente de célcio é o AT2, porém nao foi possivel fazermos
uma confirmacdo direta porque o antagonista desse receptor, o PD 123,319, inibiu a
corrente de célcio.

Como nos tinhamos evidéncias fisiologicas e farmacoldgicas da presenca dos
receptores de angiotensina Il nos neurénios nodosos quando em cultura, noés decidimos
investigar a presenca do transcrito desses receptores no ganglio utilizando a técnica de
RT-PCR. Ambos os transcritos, de AT1 e de ATZ2, foram encontrados no ganglio nodoso,
possibilitando a presenca desses receptores nos neurdnios do ganglio nodoso. A
angiotensina Il leva a um aumento da pressdo arterial, pode ser que quando a
concentracdo desse peptideo estiver aumentada na circulacdo, possa atingir os neurénios
do ganglio nodoso e deflagrar um aumento da frequéncia de disparos de potenciais de
acdo. Essa mudanca na excitabilidade seria a forma pela qual os neurénios nodosos
comuniquem ao NTS a mudanca na periferia. Uma outra possibilidade plausivel para a
presenca dos transcritos no corpo celular dos neurénios nodosos é uma funcéo fisiologica
desses receptores nos terminais pré-sinapticos localizados no NTS. Quando uma dupla
ligacdo foi feita no vago na parte distal em relacdo ao corpo celular, se verificou que o
sinal dos receptores para angiotensina Il era abolido do NTS, indicando que os receptores
presentes no NTS sdo sintetizados no corpo celular dos neurdnios do ganglio nodoso e se

encontram nos seus terminais pré-sinapticos. Portanto o fato de encontrarmos ARN
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mensageiro para os receptores no ganglio nodoso e de observarmos respostas fisiologicas
a angiotensina Il quando essas células se encontram em cultura ndo necessariamente
implica na presenca desses receptores no ganglio nodoso no animal vivo. Um indicador
forte para um papel fisiolégico dos receptores de angiotensina Il nos neurénios do
ganglio nodoso é que, quando esse peptideo é testado em animais anestesiados houve um
aumento no nimero de potenciais de acdo (Thompson et al., 2000a).

Apesar da angiotensina Il estimular multiplas vias de transducdo de sinal
dependendo do tipo celular, predominantemente a via da fosfolipase C B é recrutada
levando a liberacdo de célcio do reticulo citoplasmatico via formacdo de IP3. Quando
estudamos a possibilidade do aumento de célcio nos neurdnios do ganglio nodoso através
de técnicas microfluorimétricas, nds observamos que nessas células a angiotensina Il pela
ativacdo dos receptores AT1 causa um aumento na concentracdo de célcio citossolico
(Figuras 19 e 20). O transiente de célcio deflagrado pela angiotensina Il é dependente do
calcio extracelular (Figura 21). Quando o aumento de calcio se da exclusivamente pela
ativacdo de uma via de sinalizacdo que ativa os receptores do reticulo endoplasmatico, a
concentracdo extracelular ndo modifica essa transiente. Como nos neurénios do ganglio
nodoso o desenvolvimento do transiente de calcio depende do célcio extracelular ndo
podemos afirmar que esse efeito € uma conseqiiéncia direta da ativacdo de uma via de
sinalizacdo, como a da fosfolipase C. Como ja discutido anteriormente, ndés observamos
nos experimentos onde a corrente de célcio foi isolada que a angiotensina Il desloca a
ativacdo da corrente de calcio para potenciais mais proximos do potencial de repouso. O
gue pode estar acontecendo, € que, na presenca da angiotensina Il os canais para calcio

dos neurdnios do ganglio nodoso estdo conduzindo proximo ao potencial de repouso.
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Esse possivel influxo de célcio é um passo necessério para o desenvolvimento do
transiente de calcio. Um experimento para provar essa hipdtese é usar um bloqueador de
canais para célcio inespecifico na presenca de concentracdo normal de calcio no meio
extracelular, tal como cobalto ou cadmio, e aplicar a angiotensina Il. Caso o influxo de
calcio pelos canais operados por voltagem seja essencial, o transiente seria abolido na
presenca dos bloqueadores desses canais. O Unico problema com esse modelo é que o
transiente de célcio ativado pela angiotensina Il depende da ativacdo do receptor AT1 e a
modulacdo das correntes de calcio ndo depende da ativacdo dos receptores AT1.

O aumento da excitabilidade depende da ativacdo dos receptores AT1, portanto é
dificil estabelecer uma relacdo entre o aumento da excitabilidade e a inibicdo das
correntes de calcio, ja que essa inibi¢ao é independente do receptor AT1.

Os receptores para a angiotensina Il ja foram identificados nos neurdnios do
ganglio nodoso em suas terminacGes pré-sinapticas, localizadas no ndcleo do trato
solitario. Apesar desse conjunto de evidéncias, a presenca dos transcritos dos receptores

AT1 e AT2 nos neurdnios do ganglio nodoso ainda ndo havia sido investigada.
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Efeito da ANG II (100 nM)
nos Neurdnios Nodosos
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Figura 25- Sumario das acdes da ANG Il nos neurdnios do ganglio nodoso.

NOs também investigamos a acdo da angiotensina Il em animais que
desenvolveram hipertensdo. O sistema renina-angiotensina tem um papel vital na
manutencdo da pressdo arterial, tanto a curto quanto a longo prazo (ver Introducéo),
portanto nds tivemos a curiosidade de investigar se, nos neurdnios do ganglio nodoso de
animais hipertensos a angiotensina Il era capaz de deflagrar os mesmos fen6menos que
em animais normotensos. A angiotensina Il ndo foi capaz de aumentar a excitabilidade
dos néuronios do ganglio nodoso dos animais SHR, apesar de ser capaz de aumentar a

excitabilidade dos neurdnios provenientes dos animais WKY que sdo pertencentes ao
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mesmo “pool” genético porém sem apresentarem hipertensdo. Quando os experimentos
para a investigacdo dos transientes de calcio deflagrados pela angiotensina Il foram feitos
com os animais SHR foi visto que os animais hipertensos ndo foram capazes de responder
a aplicacdo de angiotensina Il, ou seja, ndo detectamos nenhuma variacdo significativa
nos niveis de célcio citossdlico. Os animais WKY responderam de maneira similar aos
ratos Wistar. O que pode estar acontecendo é que em animais hipertensos hd um nivel
alto de angiotensina II circulante e uma “adaptacdo” dos neur6nios, como por exemplo
uma internalizacdo dos receptores do tipo AT1, o que impossibilitaria a transducdo da
resposta a angiotensina Il. Vai ser necessario a realizacdo de outros experimentos para
investigarmos o mecanismo pelo(s) qual(is) a resposta a angiotensina Il é¢ abolida em

animais SHR.

6- PERSPECTIVAS FUTURAS

Um trabalho de doutorado ndo é o fim de uma etapa e sim a abertura de
possibilidades. A interacdo entre angiotensina Il e neurbénios do ganglio nodoso me
proporcionou inumeras surpresas, algumas delas desagradaveis, como foi o caso do efeito
agonista do bloqueador de AT2, tanto nos estudos de “current clamp” quando na inibi¢ao
das correntes de célcio. Porém as surpresas prazerosas em muito sobre passam 0s
infortdnios. Eu posso citar o estudo do efeito, ou melhor, falta de efeito, da angiotensina
Il nos animais SHR, outro exemplo é a dependéncia do calcio extracelular no

desenvolvimento do transiente de calcio gerado pelo peptideo.
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E inquestionavel o meu interesse em continuar trabalhando com o sistema nervoso
periférico e sua modulagdo pelos peptideos do sistema renina angiotensina. O sistema
nervoso periférico muitas vezes esta colocado em uma posicdo desprestigiada quando
comparado com o sistema nervoso central. E importante lembrar que olhar, ouvir, sentir o
quente e o frio, apreciar um bom vinho depende dos neurdnios do sistema nervoso
periférico logo a sua importancia deva ser revista. Angiotensina Il altera a fisiologia de
um tipo especial de neurdnios periféricos, os neurdnios aferentes vicerais. As duas
importantes perguntas que surgem com essa descoberta sdo: “COMO?” e “POR
QUE?”. Eu decidir durante o meu doutoramento tentar responder COMO e para tal
focalizei nas bases iOnicas dessas mudancas. Usar técnicas eletrofisiologicas me
proporcionou a chance de em primeiro lugar monitorar, em tempo real, mudancas nos
potenciais de acdo das células, em segundo lugar isolar e investigar separadamente
algumas correntes idnicas que participam da geracdo dos potenciais de acdo e 0 mais
importante satisfacdo instantanea com um experimento produtivo.

O caminho natural para as pessoas que optaram pela carreira cientifica € um bom
treinamento de pos-doutorado, portanto eu espero que esse seja 0 meu caminho. Se eu
tiver a oportunidade de escolher um projeto a ser desenvolvido durante essa fase da
minha carreira sem divida alguma eu optaria pela investigacdo aprofundada dos efeitos
da angiotensina Il em animais hipertensos por achar que entender a falta de acdo desses
peptideos nos animais hipertensos é importante e que pode nos levar a um melhor

entendimento da patofisiologia de uma doenca importante, a hipertenséo.
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