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RESUMO:

O Nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) constitui um dos grupos de
neurbnios premotores simpaticos reguladores do tdénus simpatico vasomotor.
Inibicdo destes neurbnios com microinjecdes do agonista de receptor GABAA,
muscimol, reduz a pressao arterial (PA) e a atividade simpatica. Este efeito € mais
pronunciado em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), sugerindo que uma
hiperatividade dos neur6nios do PVN pode ser responsavel pelos altos niveis de
PA e atividade simpatica observados nestes animais. A Ang-(1-7) esta presente
em diversas areas do sistema nervoso central (SNC), incluindo PVN. Aplicagdo
deste peptideo por microiontoforese aumenta a taxa de disparo neuronal no PVN.

Este estudo teve por principal objetivo avaliar o possivel envolvimento da
Ang-(1-7), atuando sobre os neur6nios do PVN, na manutengcdo do tonus
simpatico e da PA em condig¢es fisiologicas normais e alteradas caracterizadas
por elevados niveis de PA e atividade simpatica. Adicionalmente, no sentido de
confirmar a importédncia das angiotensinas cerebrais na modulagdo do tbénica
simpatica gerada pelo PVN, utilizamos o modelo TGR(ASrAOGEN) (TGR), que
apresenta baixos niveis de angiotensinogénio (AOGEN) cerebral.

Sob o efeito de anestesia (uretana, 1.2-1.4 g/kg de peso corporal i.p.), ratos
Wistar machos (300-350g) foram preparados para o registro de PA, frequéncia
cardiaca (FC), atividade simpatica do nervo renal (RSNA) e submetidos a uma
craniotomia para permitir a introducao de agulhas de microinjecao no PVN.

Microinjecbes bilaterais de Ang-(1-7) e de Ang Il no PVN, promoveram
elevagao acentuada de RSNA e em magnitude similar [Ang-(1-7): +2418%, Ang II:
+2212% vs salina: +3+3%; P<0.05]. O bloqueio endégeno da Ang-(1-7), utilizando
0 antagonista seletivo desta Ang, A-779, em duas doses (0,17nmol e 1Tnmol) induziu
queda de RSNA comparavel aquela induzida pelo potente agonista de receptor
GABAja, muscimol (dose baixa: -26+6%, dose alta: -21£5%, Mus: -24+4% vs
salina: -2+3%). O bloqueio dos receptores ATy da Ang I, utilizando o antagonista
seletivo, Losartan, reduziu os niveis de PA sem alterar a atividade simpatica.

Curiosamente, o bloqueio dos receptores AT,, promoveu reducao de RSNA (-
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2215%), que embora na mesma magnitude induzida pelo A-779 apresentou um
padrao de resposta diferente.

A exposicao a ciclos de eucapnia e hipdxia intermitente (E-HI) por 14 dias
promoveu aumento de PA em ratos Sprague-Dawley (SD) cronicamente
infundidos com salina no PVN (E-HI salina: +12+2 mmHg vs sham salina: -2+1
mmHg; P<0.01), comparado a animais sham (expostos ao ar ambiente). A
inibicdo do PVN através da infusdo crénica de muscimol preveniu a elevacao de
PA (E-IH Mus: -9£4 mmHg), reduzindo também os niveis de FC (E-IH Mus: -32+12
bpm vs E-IH salina: 5£9 bpm; P<0.05). O bloqueio crénico dos receptores da Ang-
(1-7) (Mas) e da Ang Il (AT e AT,) preveniu o aumento de PA induzido por E-HI
(E-IH A-779: -5£1 mmHg, E-IH Los: -9+4 mmHg, E-IH ZD7155: -11+4 mmHg e E-
IH PD123319: -4+3 mmHg vs E-IH salina: 12+2 mmHg; P<0.05). Em animais
sham, houve reducado de PA somente nos grupos tratados com antagonistas de
receptor AT¢ (sham Los: -9+2 mmHg, sham ZD7155: -6+1 mmHg vs sham salina: -
2+1 mmHg; P<0.05).

A hiperosmolaridade plasmatica, induzida através da infusdo periférica de
salina hiperténica (SHT, 2,5M) durante 30 minutos em animais anestesiados,
promoveu aumento dos niveis de PA e reducdo de RSNA. O bloqueio da Ang-(1-
7) endodgena, apds este estimulo, resultou em queda acentuada de PA (SHT A-
779: -40+9 mmHg vs SHT salina: -7£3 mmHg; P<0.01) e RSNA (SHT A-779: -
3716% vs SHT salina: -2+3 %; P<0.01). O bloqueio da Ang Il através dos
receptores ATq, também promoveu redugcdo destas variaveis, porém em menor
magnitude (SHT Los: -16£7 mmHg; P<0.01 e SHT Los: -12+5 %; P<0.05). Vale
ressaltar que os efeitos do Losartan e do A-779 nesta condicdo foram mais
pronunciados do que em animais normais.

A inibicao neuronal do PVN em TGR(ASrAOGEN), através da microinjecao
bilateral de muscimol, resultou em queda atenuada de PA (TGR: -17£5 mmHg vs
SD: -32+3 mmHg), FC (TGR: -23%6 bpm vs SD: -77+£9 bpm) e RSNA (TGR: -
3+10% vs SD: -2948%) comparado a animais SD submetidos ao mesmo
protocolo. Estes resultados sugerem que o ténus simpatico gerado pelo PVN seja

suprimido neste modelo TGR.
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Em conjunto, nossos resultados demonstram que a Ang-(1-7) participa da
manutencao tdnica simpatica e de PA exercida pelo PVN através de um efeito
possivelmente excitatério. Adicionalmente, este efeito parece ser mais
pronunciado durante E-HI simulando a apnéia do sono e na hiperosmolaridade
plasmatica, sugerindo que o aumento de PA observado nestas condicdes é, pelo
menos parcialmente dependente da acao da Ang-(1-7) e também da Ang Il sobre
os neurbnios do PVN. Finalmente, a importancia das angiotensinas cerebrais,
particularmente da Ang-(1-7) na modulagao simpatica foi confirmada uma vez que
o ténus simpatico vasomotor gerado pelo PVN parece estar suprimido no modelo
TGR(ASrAOGEN).
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ABSTRACT:

The hypothalamic paraventricular nucleus (PVN) is a premotor neuron cell
group regulating the sympathetic vasomotor tone. Inhibition of PVN neurons with
microinjection of the GABAa agonist, muscimol, reduces blood pressure (BP) and
sympathetic activity. This effect is enhanced in spontaneously hypertensive rats
(SHR), suggesting that hyperactivity of PVN neurons might be involved in the
maintenance of the hypertensive state in these animals. Immunohistochemistry
for Ang-(1-7) has been identified in several areas of the central nervous system
(CNS), including PVN. Application of this peptide by microiontophoresis
increases the neuronal firing rate in the PVN.

The main aim of this study was to evaluate the contribution of Ang-(1-7),
acting on PVN neurons, in the maintenance of sympathetic tone and BP under
normal conditions or during altered states, characterized by heightened BP and
sympathetic activity.  Additionally, to confirm the importance of brain Ang
modulating the sympathetic outflow generated by PVN neurons, we used the
TGR(ASrAOGEN) (TGR) model, which expresses low levels of brain
angiotensinogen (AOGEN). Under anesthesia (urethane, 1.2-1.4 g/kg of body
weight i.p.), male Wistar rats (300-350g) were prepared for BP, heart rate (HR),
renal sympathetic nerve activity (RSNA) recordings and craniotomy was
performed to allow for microinjections into the PVN.

Bilateral microinjections of Ang-(1-7) and Ang Il into the PVN evoked a
substantial increase in RSNA and in a similar magnitude [Ang-(1-7): +24+8%,
Ang II: +22+2% vs saline: +3+3%; P<0.05]. The blockade of endogenous Ang-
(1-7) using its selective antagonist, A-779, in two doses (0.1 nmol and 1 nmol)
induced a fall in RSNA comparable to that evoked by muscimol, a potent GABAA
receptor agonist (low dose: -2616%, high dose: -21+5%, Mus: -24+4% vs saline:
-2+3%). Blockade of ATy receptors for Ang Il, using its selective antagonist,
Losartan, reduced BP levels without changing sympathetic activity. Curiously,
the blockade of AT, receptors induced a reduction in RSNA (-22+5%), in the

same magnitude, although to a different baseline response.
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Eucapnia and intermittent hypoxia (E-IH) cycling exposures for 14 days
induced an increase in BP in Sprague-Dawley (SD) rats chronically infused with
saline into the PVN (E-IH saline: +12+2 mmHg vs sham saline: -2+1 mmHg;
P<0.01) compared to sham rats (room air exposure). Inhibition of PVN through
chronic infusion of muscimol prevented the rise in BP (E-IH Mus: -9+4 mmHg),
and reduced HR (E-IH Mus: -32+12 bpm vs E-IH saline: 59 bpm; P<0.05). The
chronic blockade of Ang-(1-7) (Mas) and Ang Il (AT; and AT,) receptors
prevented the increase in BP induced by E-IH exposure (E-IH A-779: -5x1
mmHg, E-IH Los: -9+4 mmHg, E-IH ZD7155: -11+4 mmHg e E-IH PD123319: -
413 mmHg vs E-IH saline: 12+2 mmHg; P<0.05). In sham animals, BP was
reduced only in the group treated with AT receptor antagonists (sham Los: -9+2
mmHg, sham ZD7155: -6£1 mmHg vs sham saline: -2+1 mmHg; P<0.05).

Plasma hyperosmolarity, induced through peripheral infusion of hypertonic
saline (HTS, 2.5M) during 30 minutes in anaesthetized rats evoked an increase
in BP and a reduction in RSNA levels. The blockade of endogenous Ang-(1-7),
after this stimulus, induced a pronounced fall in BP (HTS A-779: -40+9 mmHg vs
HTS saline: -743 mmHg; P<0.01) and RSNA (HTS A-779: -3716% vs HTS
saline: -21£3 %; P<0.01). Ang Il blockade through AT, receptors also induced a
fall in these variables, although in a smaller magnitude (HTS Los: -16+7 mmHg;
P<0.01 and HTS Los: -1215 %; P<0.05). It is important to note that the effects of
both A-779 and Losartan in this condition were greater than in normal animals.

Neuronal inhibition of PVN in TGR(ASrAOGEN), through muscimol
microinjections, evoked an attenuated fall in BP (TGR: -1725 mmHg vs SD: -
32+3 mmHg), HR (TGR: -23t6 bpm vs SD: -77+9 bpm) and RSNA (TGR: -
31£10% vs SD: -2918%) compared to SD animals submitted to the same protocol.
These results suggest that the sympathetic tone generated by PVN is
suppressed in this TGR model.

Together, our results demonstrate that Ang-(1-7) contributes to the
maintenance of sympathetic tone and BP exerted by PVN, through an excitatory
effect. Additionally, this effect is more pronounced during E-IH exposure

simulating sleep apnea and hyperosmolar conditions, suggesting that the rise in
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BP observed in these conditions is, at least partially, dependent upon the actions
of Ang-(1-7) on PVN neurons. Finally, the importance of brain Ang, particularly
Ang-(1-7), in sympathetic regulation was confirmed in that sympathetic
vasomotor tone appears to be reduced in the TGR(ASrAOGEN) model.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1  GRUPAMENTOS DE NEURONIOS PREMOTORES SIMPATICOS
ENVOLVIDOS NO CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL:

O Sistema Nervoso Simpatico (SNS) desempenha um papel fundamental
na manutencdo da homeostase do organismo sob condicdes normais ou sob
condicdes de estresse agudo ou crdnico (Kenney e cols., 2003).

O ténus simpatico, particularmente para o sistema cardiovascular, é gerado
por descargas simpaticas originadas em areas especificas do tronco encefalico e
diencéfalo. Alguns dos grupamentos neuronais localizados nestas regides do
Sistema Nervoso Central (SNC), denominados neur6nios premotores simpaticos,
enviam projecdes diretas para os neurbénios preganglionares simpaticos da coluna
intermediolateral da medula (IML). A coluna IML constitui uma das 4 regides
dentro da coluna toracica e lombar superior que contém os corpos celulares dos
neurdnios pré-ganglionares simpaticos, mediadores do ténus simpatico para o
organismo (Dampney, 1994; Kenney e cols., 2003; Dampney e cols., 2003).

Historicamente o estudo de Amendt e cols. (1979) foi o pioneiro em
demonstrar a existéncia de grupamentos neuronais que regulam o fluxo simpatico
para a coluna IML e dai para os principais ganglios simpaticos e medula adrenal
em ratos. Estudos posteriores, utilizando a técnica de tragador transneuronal
retrogrado (Jansen e cols., 1995), possibilitaram a identificacdo de pelo menos 5
grupos de neurbnios premotores simpaticos conforme pode ser observado na
Figura 01. Estes grupos sdao o Bulbo Rostroventrolateral (BRVL), Bulbo
Rostroventromedial (BRVM), Nicleo Caudal da Rafe, Area A5 (A5) e Nucleo
Paraventricular do Hipotalamo (PVN) (Dampney, 1994).

Entre estes, o PVN desempenha um importante papel na manutencao do
tébnus simpatico direcionado para o sistema cardiovascular, e por ser foco deste

estudo, sera descrito a seguir.
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Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Nucleo Caudal da Rafe

Neuroénios Preganglionares Simpaticos

Figura 01. Esquema ilustrativo dos 5 principais grupos de neurénios premotores
simpaticos do SNC e suas projecbes para o0s neurdnios preganglionares
simpaticos da coluna IML. Adaptado de Dampney, Physiological Review vol. 74,
n°2, April, 1994.
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1.2 O NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO E A MANUTENCAO
DO TONUS SIMPATICO E DA PRESSAO ARTERIAL:

O PVN localiza-se bilateralmente ao 3° ventriculo, e pode ser dividido em
duas regides principais: magnocelular e parvicelular (Figura 02). Os neurbnios
magnocelulares localizam-se nas porgdes laterais do PVN e sdo especializados na
sintese de vasopressina (AVP). Este horménio é transportado através de
projecdes axonais até a hipéfise posterior, onde € liberado na circulacdo (Blair e
cols., 1996; Badoer, 2001). Dessa forma, o PVN participa do controle hidro-
eletrolitico dos fluidos corporais (Chen e Toney, 2001; Ambuhl e cols., 1994). Os
neurdnios parvicelulares localizam-se medialmente e constituem uma populacéo
heterogénea de neurbnios, contendo mdultiplos neurotransmissores destinados a
realizacao de diversas funcdes. Parte desses neurdnios, especificamente aqueles
localizados nas por¢des dorsal e ventral da regido parvicelular, projetam-se para
outras regides do SNC envolvidas no controle das fungdes autondmicas, como o
BRVL, e a coluna IML (Blair e cols., 1996; Badoer, 2001).

Regiao
Parvicelular

Regiao
Magnocelular

Figura 02. Desenho ilustrando a divisdo do PVN em 2 regides distintas: regido
magnocelular e parvicelular. Adaptado de Blair e cols., Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology 23: 161-165, 1996.
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Os neurbnios do PVN que enviam projecdes para os neurbnios do BRVL
tém sido alvo de muitos estudos, devido a importancia deste nucleo na regulacao
simpatica para o sistema cardiovascular (Dampney, 1994). O BRVL é uma éarea
critica para a manutencao do tonus simpatico e dos niveis basais de pressao
arterial (PA) (Dampney, 1994). Estudos com tragador neuronal anterégrado
mostraram que as células do BRVL enviam proje¢cbes para nucleos pré-motores
simpaticos especificos, e para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos em todos
0s niveis da coluna IML, podendo assim, exercer um potente e difundido controle
do fluxo simpético (Dampney e cols., 1987; Ross e cols., 1984). Badoer (2001)
demonstrou que a maioria dos neur6nios de um lado do PVN projeta-se para o
BRVL ipsilateral, sendo a maior concentracao de neur6nios relacionados a esta
projecao, encontrados na porc¢ao rostro-dorsal do PVN. Badoer (2001) observou
ainda, que a distribuicdo dos neurbnios do PVN que enviam projecdes para a
coluna IML foi bastante similar, possibilitando afirmar pela primeira vez que
existem neurénios do PVN que enviam projecdes tanto para o BRVL quanto para
0S neurdnios preganglionares simpaticos da coluna IML, inclusive aqueles que se
projetam para coracdo, medula adrenal e rins (Sawchenko & Swanson 1982,
Strack e cols., 1989, Schramm e cols., 1993). Dessa forma, os neur6nios do PVN
podem influenciar o tébnus simpatico através de suas conexdes diretas com a
coluna IML, indiretamente, através de suas conexées com o BRVL, que
subsequentemente também inerva a coluna IML, e das duas formas
simultaneamente (Badoer, 2001; Blair e cols.,1996; Swanson & McKellar, 1979;
Swanson & Sawchenko, 1980; Taylor & Weaver, 1992).

Quanto as aferéncias, sabe-se que o0s neurbnios do PVN recebem
projecbes de varias areas bulbares envolvidas na regulacdo do sistema
cardiovascular. O Nucleo do Trato Solitario (NTS), uma area envolvida com a
regulacao reflexa da PA, envia projecdes primariamente para os neurdnios da
regido parvicelular, enquanto que o BRVL, envia proje¢cdes tanto para os
neurdnios da regido parvicelular quanto da magnocelular (Cunningham &
Sawchenko, 1988; Cunningham e cols., 1990; Swanson & Swachenko, 1983).

Estas conexdes neuroanatébmicas permitem que informacdes determinantes para
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o sistema cardiovascular oriundas, do NTS e BRVL, areas criticas envolvidas na
regulacao reflexa da PA, sejam provavelmente moduladas pelos neurbnios do
PVN (Blair e cols., 1996; Dampney, 1994). O PVN recebe ainda, aferéncias de
outras areas hipotalamicas importantes na regulacado cardiovascular, como o
Hipotalamo Dorsomedial (DMH), um nucleo envolvido na resposta cardiovascular
ao estresse (DiMicco e cols., 2002).

Além das inter-relagdes dos neurbnios paraventriculares com outras areas
do SNC envolvidas na regulagdo autondémica, o PVN tém sido implicado em
funcdes diversas como controle da osmolaridade, termogénese e secrecdo de
horménios (Martin & Haywood, 1992). Dessa forma o PVN pode ser reconhecido
como um local de integracdo de respostas autonémicas, neuroenddécrinas, e
comportamentais (Swanson & Sawchenko, 1980; Blair e cols., 1996), exibindo um
grande numero de neurotransmissores inibitérios e excitatorios para a realizacao
destas fungdes (Swanson & Sawchenko, 1983). Numerosos estudos tém sido
realizados com o objetivo de avaliar os efeitos de diferentes neurotransmissores
na regido do PVN sobre os niveis de atividade eferente simpatica e controle
cardiovascular (Kenney e cols., 2003).

A maioria dos neurotransmissores centrais € encontrada no PVN. Entre
estes, y-acido aminobutirico (GABA) (Zhang & Patel, 1998; Zhang e cols., 2002;
Allen, 2002) e Oxido Nitrico (NO) atuam como mediadores inibitérios no PVN para
influenciar respostas cardiovasculares, enquanto que glutamato (GLU) (Bains &
Ferguson, 1997 a, b) e angiotensinas (Ang) (Li & Ferguson, 1996; Pfister e cols.,
1997) exercem efeitos excitatérios sobre reflexos cardiovasculares (Miyawaki e
cols., 1996) e atividade simpatica.

Os mecanismos GABAérgicos no PVN sao de grande importancia para o
controle do fluxo simpatico de forma que qualquer alteracao destes, pode resultar
em alteracdes dos niveis de atividade simpatica. O bloqueio GABAérgico no PVN
promove elevagado acentuada de descargas simpaticas, indicando que existe uma
potente inibicdo ténica simpatica, mediada por GABA nesta regido (Li & Patel,
2003). Isto foi evidenciado através de estudos em que a desinibicdo do PVN

através de microinjecoes do antagonista de receptor GABAA, bicuculina, promoveu
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uma elevacao acentuada de descarga simpatica e dos niveis de PA e FC (Martin e
cols., 1991; Kannan e cols., 1988; Chen & Toney, 2003). Por outro lado, a inibicao
do PVN com agonista de receptor GABAA, muscimol, reduziu os niveis de
atividade simpatica e de PA em animais normotensos anestesiados (Allen, 2002).
Allen (2002) demonstrou inclusive, que subregides do PVN apresentam um efeito
mais pronunciado de reducdo destas variaveis quando inibidas por agonista de
receptor GABAa (Allen, 2002), como observado na Figura 03. Quanto mais
préximas ou dentro do PVN forem as microinjecbes mais acentuado € o efeito de
inibicdo simpatica e cardiovascular demonstrando que este efeito deve-se a
interacao do muscimol com os receptores GABAA no PVN, e nao devido a um
efeito inespecifico (Allen, 2002).
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Figura 03. Exemplo ilustrativo das respostas de pressao arterial média (PAM),
frequéncia cardiaca (FC) e atividade simpatica evocadas pela microinjecao
unilateral de GABA em 5 locais sequenciados através de toda a extensédo dorso-
ventral do PVN (1,7mm caudal a superficie posterior do bregma e 0,5mm lateral a
linha média). Os centros de cada microinjecdo sdo apresentados no mapa
esquematico. GABA, &cido y-aminobutirico; PDParv, Por¢do dorsal da regido
parvicelular; PLMag, Porcao lateral da regido magnocelular; 3V, 3" ventriculo.
Adaptado de Allen e cols., Hypertension 39: 275-280, 2002.
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O Oxido Nitrico (NO), um neurotransmissor atipico no SNC (Schuman &
Madison, 1994), é sintetizado pela NO sintase (NOs) em sua forma neural (nNOS).
Por ser uma substancia gasosa, o NO difunde-se facilmente através das
membranas celulares para realizagao de seus efeitos biolégicos (Li & Patel, 2003).

O nNOS distribui-se em altas concentracées em areas distintas do cérebro,
incluindo regides que regulam o sistema cardiovascular. No Hipotalamo, neurénios
positivos para a nNOS sao encontrados primariamente no PVN e Nucleo Supra
Optico (NSO) (Bredt e cols., 1990; Vincent & Kimura, 1992; Miyagawa e cols.,
1994; Sanchez e cols., 1994). A administracdo do doador de NO, Nitroprussiato
de Sodio (NPS), no PVN de ratos promove respostas depressoras (Horn e cols.,
1994), sugerindo o envolvimento do NO na regulagao cardiovascular exercida por
este nucleo (Li & Patel, 2003; Stern e cols., 2003). Adicionalmente, foi observado
uma reducao na atividade simpatica do nervo renal (RSNA) em resposta a
administracao de doador de NO no PVN (Zhang e cols., 1997; Li & Patel, 2001).

O Glutamato é conhecidamente um neurotransmissor excitatério no SNC e
no PVN (Bains & Ferguson, 1997a). Martin & Haywood (1992) observaram que
microinjegdes de glutamato no PVN de ratos acordados, promoveram aumentos
de PA e FC. Adicionalmente, foram observados aumentos de Norepinefrina (NE)
e Epinefrina (EPI) circulantes, sugerindo que a elevacao de PA e FC seja devido a
uma maior descarga simpatica (Katafuchi e cols., 1988) com consequente
elevagao da secrecao de catecolaminas pela medula adrenal (Matsui, 1984).

A Angiotensina Il (Ang II) tem sido descrita como um neurotransmissor
excitatorio no SNC (Ferguson e cols., 2001; Oldfield e cols., 2001). A identificacdo
dos componentes mediadores centrais da resposta hipertensiva a Ang Il foi
fundamental para a demonstracdo do papel da Ang Il tanto circulante, quanto
produzida centralmente, na regulagao da funcao cardiovascular (Ferguson e cols.,
2001). A aplicagao de Ang Il por microiontoforese no PVN promove aumento da
taxa de disparo neuronal, evidenciando o papel excitatério exercido sobre estas
células (Ambuhl e cols.,1992; Ambuhl e cols, 1994; Harding & Felix, 1987). Como
as angiotensinas e seus receptores sao foco deste estudo, serdo abordados em

detalhes no topico a seguir.
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1.3 O SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA:

O Sistema Renina Angiotensina (SRA) desempenha um papel fundamental
na regulacdo da homeostase cardiovascular, exercendo importante influéncia
sobre a regulacdo da PA, especialmente a longo prazo (Stoll & Unger, 2001;
Santos e cols., 2000a).

A viséo classica do SRA consiste em uma cascata de reagdes que tém
inicio quando o angiotensinogénio (AOGEN), secretado pelo figado, é liberado na
circulagdo sanguinea. A partir dai, esta substancia € catalisada pela renina,
secretada pelos rins, originando o decapeptideo, Angiotensina | (Ang 1). A Ang | é
clivada pela Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), presente no endotélio
vascular, principalmente em vasos pulmonares, formando o octapeptideo Ang Il.
A Ang Il foi por muito tempo considerada como o Unico produto biologicamente
ativo deste sistema (Peach, 1977; Atlas, 1998; Santos & Sampaio, 2002).

Recentemente este conceito foi ampliado em dois importantes aspectos.
Inicialmente, foram descritas acbes bioldgicas para varios outros peptideos
formados a partir da Ang |, caracterizando o SRA como um sistema com a
formacao de multiplos mediadores. Entre os peptideos angiotensinérgicos com
acao bioldgica incluidos neste sistema, além da Ang Il, podem ser citados a
Angiotensina (2-8) (Ang lll), Angiotensina (3-8) (Ang IV), Angiotensina (3-7) e a
Angiotensina (1-7) [Ang-(1-7)] (Ardaillou, 1997).
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Angiotensinogénio
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Figura 04. llustracdo simplificada das vias proteoliticas de formacdo dos
peptideos angiotensinérgicos biologicamente ativos do SRA, assim como os
receptores pelos quais atuam e 0s seus principais antagonistas. SRA, sistema
renina angiotensina; ECA, enzima conversora de angiotensina; Amp,
aminopeptidase; Amp A, aminopeptidase A; Cbp, carboxipeptidase; D-Amp,
dipeptidil-aminopeptidase I-lll; EPN, endopeptidase neutra 24.11; PCP, prolil-
carboxipeptidase. Adaptado de Santos e cols., Regul Peptides 91: 45-62, 2000.

A Angiotensina Il (Ang Il) é ainda o principal produto efetor deste sistema.
Entre os efeitos bioldégicos mais relevantes da Ang Il pode-se citar potente acao
vasoconstritora, retencao renal de sédio e agua, efeito dipsogénico e potenciacao
dos efeitos do SNS (Santos e cols., 2000a; Zhu e cols., 1999; Allen e cols., 1998).

As acbes da Ang Il sdo mediadas por receptores especificos localizados na
superficie das membranas celulares. Pelo menos dois receptores com alta
afinidade para a Ang Il ou seus fragmentos sao identificados, AT+ (subdivididos em
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AT1a e AT1B em roedores) e ATz, com 34% de homologia entre si (Stoll & Unger,
2001). Estes receptores tém igual afinidade pela Ang Il ou pelos antagonistas
peptidicos [Sar', Thr®] Ang Il (sarthran) ou [Sar!, Ala®] Ang Il (saralasina).
Recentemente, Timmermans e cols. (1993) descreveram alguns antagonistas nao
peptidicos da Ang Il, sendo divididos farmacologicamente em duas classes de
acordo com o tipo de receptor pelo qual apresentam maior afinidade: Losartan
(antagonista para receptor AT1) e PD123319 (antagonista para receptor AT2)
(Allen e cols., 1998; Timmermans e cols., 1993).

Entre os peptideos formados pela cascata do SRA, com acdo biolégica
incluidos recentemente, encontra-se a Ang lll. Este peptideo apresenta afinidade
para os receptores ATy e AT, semelhante a Ang Il. No PVN, a aplicacao de Ang
[l mostrou-se mais potente que a Ang Il em aumentar a taxa de disparo neuronal
(Harding & Felix, 1987; Ambuhl e cols., 1992).

Ang 1V, tem suas agdes mediadas pelo receptor especifico AT4, (Allen e
cols., 1998). No SNC, este peptideo esta envolvido com a facilitagdo do processo
de memoria de retengdo e dilatacdo de vasos sanguineos cerebrais (Brasko e
cols., 1988; Moeller e cols., 1996; Naveri e cols., 1994; Wright e cols., 1995).

Um ultimo peptideo do SRA a ser considerado e que tem recebido atencao
especial tornando-se foco de estudos por diversos grupos de pesquisa, € a Ang-
(1-7). Uma das razbes para este interesse deve-se a possibilidade de sua
formacgao ocorrer diretamente da Ang | pela agdo da Prolil-endopeptidase (PEP) e
da Endopeptidase Neutra (EPN), consistindo em uma via enzimatica independente
da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) (Santos e cols., 2000b; Ferrario &
lyer, 1998). Além desta via, a Ang-(1-7) pode ser originada a partir da Ang-(1-9),
agora por vias dependentes da acdao da ECA, e também a partir da Ang Il pela
acao da ECA2, uma enzima recentemente identificada que apresenta 70% de
homologia com a ECA, e nao é bloqueada por inibidores da ECA (Donoghue e
cols., 2000; Tipnis e cols., 2000; Burrell e cols., 2004; Crackower, 2002; Santos e
cols., 2000b; Ferrario & lyer, 1998).
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Uma vez formada, a Ang-(1-7) pode ser hidrolisada por aminopeptidases
originando as Ang-(2-7) e Ang-(3-7) (Chappell e cols., 1990; Welches e cols.,
1991; Neves e cols., 1995). Pode ainda ser hidrolisada pela ECA formando a Ang-
(1-5) (Chappell e cols., 1998; Deddish e cols., 1998), que constitui uma importante
forma de inativacdo da Ang-(1-7) circulante e possivelmente, também tecidual
(Santos e cols., 2000b).

Outros fatores que tém despertado a atengcédo de grupos de pesquisadores
para a o papel da Ang-(1-7) sdo a sua alta seletividade e o fato de exercer varias
acOes cardiovasculares (Santos e cols., 2000b). Estudos tém demonstrado que a
Ang-(1-7) pode realizar a¢des similares, distintas e até mesmo opostas as acoes
da Ang Il (Santos e cols., 2000b).

Estudos realizados em ratos, mostraram que o tratamento crénico com
inibidores da ECA (iECA) resultou em aumentos dos niveis circulantes da Ang-(1-
7) (lyer e cols., 1998 a,b). lyer e cols., (1998) observaram que a inibicdo da
sintese de Ang-(1-7), em ratos hipertensos, reverteu os efeitos anti-hipertensivos
promovidos pelo tratamento com iIECA somente ou em combinagdo com Losartan
(lyer e cols., 1998 a,b). Estes dados sugerem que a Ang-(1-7) contribui para os
efeitos anti-hipertensivos induzidos por antagonista de receptor AT+ e iECA.

Em ratos submetidos a sobrecarga de agua, a administracao periférica de
Ang-(1-7) produziu um potente efeito antidiurético que nao foi bloqueado pela
administracdo do antagonista de vasopressina (AVP) (Baracho e cols., 1998).
Adicionalmente, Botelho e cols. (1994) observaram que situacdes de desbalanco
osmético, causados por privacdo de agua, ou sobrecarga de sal, sdo potentes
estimulos para o aumento da Ang-(1-7) plasmatica.

Santos & Baracho (1992), avaliaram o papel da Ang-(1-7) na manutencao
do balanco hidro-eletrolitico através de seu efeito antidiurético, realizando injecdes
intraperitoniais deste peptideo, de Ang Il e de AVP, em ratos normotensos. A
administracdo de Ang-(1-7) apresentou um efeito mais potente que a Ang Il em
reduzir a diurese destes animais. Quando comparada com a AVP, ndo foram
observadas diferencas significativas e, ao serem administradas simultaneamente,

0s niveis de diurese chegaram a zero (Santos & Baracho, 1992). Adicionalmente,
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Moriguchi e cols. (1994), avaliando a atuacao da Ang-(1-7) no controle da sintese
de AVP pelo PVN em ratos hipertensos, observaram que a infusédo
intracerebroventricular (ICV) de Ang-(1-7) através de microdialise mostrou ser tao
potente quanto a Ang Il em estimular a sintese de AVP, reforcando o papel da
Ang-(1-7) no controle hidro-eletrolitico realizado pelo PVN (Moriguchi e cols.,
1994).

As acdes da Ang-(1-7) puderam ser melhor avaliadas apés a caracterizagao
do [7-D-ALA]-Angiotensina-(1-7) (A-779), como um antagonista seletivo para este
peptideo (Santos e cols., 1994). Santos e cols. (1994) observaram que a
administracao do A-779 promoveu inibicdo do efeito antidiurético evocado pela
Ang-(1-7), sem alterar a resposta induzida pela AVP (Santos e cols., 1994). No
SNC, o efeito vasodepressor gerado pela micronjegdo de Ang-(1-7) no NTS foi
reduzido pela microinjecdo do A-779, que em contrapartida, nao alterou a resposta
obtida pela microinjecdo de Ang Il (Santos e cols., 1994). Adicionalmente, foi
observado que a resposta pressora induzida pela administracdo de Ang-(1-7), mas
nao pela Ang Il, no BRVL de ratos, foi também bloqueada pelo A-779 (Santos e
cols., 1994). Estes dados provém evidéncias consistentes de que as agdes da
Ang-(1-7) podem ser bloqueadas pelo seu antagonista seletivo A-779 e, sugerem
que ambos tenham suas acdes mediadas por um receptor especifico.

O Mas protooncogene, inicialmente detectado in vivo por suas propriedades
oncogénicas, codifica uma proteina com sete dominios transmembrana
hidrofébicos, e era, até recentemente, considerado um receptor 6rfao acoplado a
proteina G. Através de estudos de binding utilizando camundongos, Santos e cols
(2003) demonstraram que a Ang-(1-7) liga-se a proteina G do receptor Mas,
possibilitando assim, suas acdes (Santos e cols., 2003).

Outro aspecto importante para a ampliacao do conhecimento do SRA foi a
identificacdo de seus componentes em varios tecidos. Apartir dai, o SRA deixou
de ser considerado apenas como um sistema hormonal circulante, mas também
um sistema tecidual, desempenhando agdes autdcrinas e paracrinas em diferentes
tecidos, em muitos casos complementando as acdes sistémicas (Santos e cols.,

2000a; Allen e cols., 1998). Atualmente o SRA € descrito em varios tecidos, a
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citar vasos, rins, glandulas adrenais, 6rgaos reprodutores, coragdo e cérebro
(Ganong, 1994). A caracterizacdo de um SRA cerebral é de especial interesse,
uma vez que os produtos formados neste sistema podem atuar como moduladores

no controle simpatico em nivel central, para o sistema cardiovascular.

1.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA CEREBRAL, ANGIOTENSINAS E
NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO:

As primeiras evidéncias quanto as relacées do SRA classico com o SNC
foram suscitadas pelos estudos de Bickerton e Buckley (1961), através da
demonstracdo de que a Ang Il, além de atuar sobre estruturas cardiovasculares
periféricas, podia interagir com o sistema nervoso autbnomo, particularmente nas
terminagcdées nervosas poés-ganglionares, nos ganglios simpaticos e dentro do
SNC, promovendo aumentos dos niveis presséricos (Bickerton & Buckley, 1961).

Adicionalmente, Epstein e cols. (1970) demonstraram que a administragdo
da Ang Il no SNC induzia a sede. Pesquisas subseqlentes realizaram a
clonagem do cDNA para renina e angiotensinogénio permitindo a identificagéo de
seus RNA mensageiros (MRNA) no cérebro, sugerindo entdo, a existéncia do SRA
cerebral (Ferrario e cols., 1991; Moffet e cols., 1987; Printz, 1988).

Atualmente, a maioria dos precursores e enzimas necessarios para a
formagédo e metabolismo das angiotensinas, € identificada no cérebro (Ferguson &
Washburn, 1998). Apesar de o SRA cerebral parecer atuar de maneira
independente da regulacdo do SRA periférico, angiotensinas circulantes podem
influenciar o SRA central através da interacdo com receptores localizados nos
Orgdos Circunventriculares (OCV). As estruturas que constituem os OCV, sdo
altamente vascularizadas, localizam-se nas proximidades dos ventriculos
cerebrais e possuem reducao da barreira hemato-encefélica permitindo o contato
com hormdnios da circulacdo (Wright & Harding, 1994). O angiotensinogénio
(AOGEN) participa da composicao do fluido espinhal (CSF), sendo uma das
proteinas mais abundantes, cerca de 3% das proteinas totais (Wright & Harding,
1992; McKinley e cols., 2003). Evidéncias tém indicado que o AOGEN cerebral
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seja de origem nao neuronal, sendo sintetizado em células gliais e astrocitos
(Stornetta, 1988; Milsted e cols., 1990; Sernia, 1995; Monti e cols., 2001).
Entretanto, estudos de imunohistoquimica realizados em ratos e camundongos
transgénicos mostraram haver expressdo de AOGEN também em neurbnios,
embora em menor magnitude (Wright & Harding, 1992; McKinley e cols., 2003).

No SNC, a renina encontra-se em baixas concentracdes e sua relagdo com
o AOGEN sintetizado centralmente ainda ndo esta completamente caracterizada.
Em estudos realizados com linhagens de camundongos transgénicos nos quais
parte do gene que codifica a renina humana foi incorporada em um cromossomo
artificial, péde-se observar que a expressao da renina ocorreu principalmente em
cérebro e rins (McKinley e cols., 2003). No cérebro, a renina é expressa em
talamo e hipotdlamo, entre outras regides (Wright & Harding, 1994). A ECA,
responsavel pela conversao de Ang | em Ang Il, é encontrada extensivamente no
SNC, apresentando concentragdes bastante elevadas nos OCV, ganglios basais,
hipéfise posterior, CSF, tadlamo e hipotalamo, inclusive no PVN (Wright & Harding,
1994; Ferguson e cols., 2001).

A Ang I, principal produto do SRA, é encontrada em diversas areas do
SNC, envolvidas na regulagdo autondémica (Ferguson e cols., 2001). Estudos de
imunohistoquimica demonstram haver extensa distribuicao de fibras e terminacoes
nervosas contendo Ang Il em varias regides do cérebro. As maiores
concentracoes de Ang Il sdo identificadas no sistema limbico, bulbo, medula
espinhal e hipotalamo, particularmente no Nucleo Supradptico (NSO) e PVN
(Wright & Harding, 1994; Ferguson e cols., 2001). No PVN, a Ang Il atua como
um neurotransmissor, causando excitabilidade destes neurdnios (Ferguson e cols.,
2001). A administragdo de Ang Il no PVN produz efeitos semelhantes aos
induzidos pela estimulagao quimica ou elétrica (Ferguson e cols., 2001; Ambuhl e
cols., 1994), evidenciando um provavel papel excitatorio para este peptideo sobre
0s neurénios desta regiao (Ambuhl e cols.,1992). Estes efeitos podem ser abolidos
pela administracdo de antagonistas de receptor AT, (Ferguson e cols., 2001).

Os receptores para Ang Il tém sido identificados em diversas areas do SNC

e da medula espinhal, importantes na regulagao cardiovascular e da homeostase
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dos fluidos corporais (McKinley e cols., 2003). Estudos utilizando angiotensinas
marcadas com is6topo radioativo demonstraram haver uma distribuicdo
heterogénea dos receptores ATy e AT, nas diferentes areas cerebrais (Leung e
cols., 1991). Apesar de a maioria das areas do SNC expressarem apenas um dos
receptores, alguns nucleos cerebrais expressam os dois subtipos. O PVN é um
destes nucleos, apresentando um predominio do subtipo ATi. Este receptor é
encontrado em maior densidade nos neurdnios da regido parvicelular e em menor
quantidade na regiao magnocelular (McKinley e cols., 2003; Allen e cols., 1998).
E importante ressaltar que na medula espinhal os receptores AT; sdo encontrados
na coluna IML e corno dorsal (McKinley e cols., 2003).

A ativagcao de receptores ATy no PVN parece estar relacionada com varias
funcbes como secrecao de horménio liberador de corticotropina, e controle de
acoes autonémicas como aumento dos niveis de PA e atividade simpatica para os
rins (Coote, 1995). O papel funcional destes receptores na regulagdo do sistema
cardiovascular pode ser evidenciado através do estudo de Zhu e cols. (2002),
demonstrando que microinjecbes de Ang Il no PVN de ratos produziram um
aumento da atividade simpatica do nervo renal (RSNA) e dos niveis de PA, sendo
este efeito bloqueado pela administracdo do Losartan. A microinjecao isolada de
Losartan no PVN reduziu os niveis basais de PA, mas nao alterou a RSNA,
demonstrando que os receptores AT{ mediam os efeitos excitatérios da Ang Il
neste nucleo, mas ndo exercem atuacao relevante na manutengdo dos niveis
simpaticos basais (Zhu e cols., 2002; Egli e cols., 2002).

Em condi¢cbes normais, os receptores AT, localizados nos neurbnios do
PVN, ndo parecem ser influenciados diretamente pela Ang Il circulante, uma vez
que esta ndo atravessa a barreira hemato-encefalica. Entretanto, podem receber
Ang Il liberada sinapticamente de aferéncias oriundas de outras &reas do SNC
como organulum vasculosum da lamina terminalis (OVLT), NTS, eminéncia
mediana, Orgdo Subfornical (OSF), BRVL e medula espinhal (Li & Ferguson,
1993; Lind e cols., 1985; Ferguson e cols., 2001).

Os receptores AT, sdo encontrados em relativamente poucas regides do

SNC de ratos adultos, ndo apresentando funcdes tdo bem estabelecidas como os
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receptores AT, (McKinley e cols., 2003). Existem muitas evidéncias da expressao
do receptor AT, em fetos de ratos, macacos e humanos (Grady e cols., 1991;
Viswanathan e cols., 1991; Tsutsumi & Saavedra, 1991), sugerindo que este
receptor desempenha importante funcdo nos primeiros estadgios do
desenvolvimento, ou que seja o precursor dos receptores ATy (Timmermans e
cols., 1993). Especificamente no PVN, estudos tém demonstrado que a acao
excitatéria da Ang Il pode ser bloqueada pelo antagonista de receptor ATz,
PD123319 (Prado e cols., 1996; Camargo e cols., 2002; Saad & Camargo, 2003).

A identificacdo da Ang-(1-7) como um peptideo biologicamente ativo do
SRA e a caracterizacao deste sistema em nivel cerebral, levaram a especulacoes
quanto a possibilidade de a Ang-(1-7) ser encontrada no SNC. Estudos
demonstrando a distribuicdo neuroanatoémica da Ang-(1-7) no cérebro de ratos
constataram que imunorreatividade para este peptideo esta restrita a neurénios do
diencéfalo (Block e cols., 1989). Além disso, foi encontrada imunorreatividade
para Ang Il e AVP em areas semelhantes aquelas identificadas para Ang-(1-7)
como, OSF, Nucleo Supra-quiasmatico e PVN (Block e cols., 1989). No PVN, a
Ang-(1-7) encontra-se em concentracdes equivalentes as Ang | e Ang Il, sendo
identificada nas regides magnocelular e parvicelular (Block e cols., 1989; Krob e
cols., 1998). Krob e cols., observaram que em ratos hipertensos [(mRen-2d)27],
Ang-(1-7) e AVP apresentam-se co-localizadas nas regibes descritas acima,
sendo co-liberadas e possivelmente exercendo a¢gées combinadas em dérgaos alvo
comuns (Krob e cols., 1998). Estes dados sugerem que a Ang-(1-7) participe da
via secretora hipotalamo-neuro-hipéfise (Block e cols., 1989; Krob e cols., 1998).
Historicamente, o primeiro estudo demonstrando a agao bioldgica da Ang-(1-7)
mostrou que este peptideo é tdo potente quanto a Ang Il em estimular a liberacao
de AVP em explantes hipotalamo-hipofisarios, sendo isto consistente com o seu
papel como um neuromodulador (Schiavone e cols., 1988).

Estudos demonstraram que a microinjegcdo de Ang-(1-7) no BRVL de ratos
anestesiados produz aumento de PA (Fontes e cols, 1994; Silva e cols., 1993),
enquanto que a microinjecao do A-779 reduz a PA e FC (Fontes e cols, 1994).

Estudos subsequentes realizados em ratos acordados mostraram que a

16



Introducéo

microinjegao tanto de Ang-(1-7) quanto de Ang Il no BRVL promove aumento de
PA sem alteracdes de FC (Fontes e cols., 1997). Visando avaliar os receptores
angiotensinérgicos mediadores das respostas da Ang-(1-7) no BRVL, Fontes e
cols., (1994) observaram que a microinjecao de A-779 bloqueou completamente
os efeitos produzidos pela Ang-(1-7) nesta regido. A microinjecdo de antagonistas
de receptores ATi1, (Losartan) ou AT, (CGP42112A), ndo apresentou qualquer
influéncia sobre os efeitos da Ang-(1-7), reforcando as evidéncias quanto a
existéncia de um receptor distinto para a Ang-(1-7) (Fontes e cols., 1994).

Especificamente no PVN, Ambuhl e cols. (1994), demonstraram que
aplicagdes por microiontoforese de Ang-(1-7) resultaram em um aumento da taxa
de disparo ou excitabilidade dos neurbnios desta regido, sendo este efeito
seletivamente bloqueado pelo A-779 (Ambuhl e cols, 1994). Em conjunto, estes
estudos sugerem que a Ang-(1-7) exerce agoes excitatérias em nucleos do SNC
envolvidos no controle tonico e reflexo da PA, incluindo o PVN, e que suas agbes
sejam mediadas por um receptor especifico.

O receptor Mas, expresso em diversas areas do SNC como regides
limbicas, estruturas talamicas e corticais, amigdala (Halbach e cols., 2000) foi
apenas recentemente identificado espeficicamente no PVN (Becker e cols. 2007).
Adicionalmente, a identificagdo do Mas areas como BRVL e NTS, reforgam as
evidéncias sobre a participacdo da Ang-(1-7) em modular a PA e a atividade
simpatica para o sistema cardiovascular.

Dessa forma, o primeiro objetivo do nosso estudo foi investigar um possivel
papel endbégeno da Ang-(1-7) sobre parametros cardiovasculares e de atividade
simpatica exercidos pelo PVN.
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1.5 CONSIDERACOES SOBRE A MODULAGAO SIMPATICA E DE PRESSAO
ARTERIAL EXERCIDAS PELO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO
HIPOTALAMO DURANTE CONDICOES FISIOLOGICAS ALTERADAS:

1.5.1 HIPERTENSAO INDUZIDA POR HIPOXIA E HIPERCAPNIA
INTERMITENTE:

A apnéia do sono é caracterizada por episodios repetidos de cessacao do
fluxo respiratério durante o periodo do sono levando a diminuicao da saturacao de
oxigénio (Wolk e cols., 2003). Estima-se que 24% e 9% dos homens e mulheres
em idade média tenham apnéia do sono (Young e cols., 1993). Adicionalmente, a
apnéia do sono esté relacionada a altos niveis de morbidade e mortalidade (Nieto
e cols., 2000), por estar geralmente associada a doencas cardiovasculares,
especialmente a hipertensao arterial (Peppard e cols, 2000; Fletcher e cols, 1985).

Um dos possiveis mecanismos implicados na indugdo da hipertenséo
arterial deve-se a persistente elevagdo de atividade simpatica (Hedner e cols.,
1988). Durante os periodos de apnéia, ocorre uma reducao da pressao parcial de
Oxigénio (PO2) acompanhada ou nao por aumento da pressao parcial de diéxido
de carbono (PCO,) no sangue arterial (Fletcher, 2001; Prabhakar e cols., 2005).
Nesse sentido, modelos de hipéxia intermitente (HI) em ratos, tém sido
desenvolvidos para simular os efeitos da apnéia do sono (Fletcher e cols., 1992;
Kanagy e cols., 2001, Allahdadi e cols., 2005). A hip6xia e a hipercapnia séao
poderosos estimulos para o0s quimiorreceptores, que através de projecoes
enviadas para areas especificas do SNC, induzem aumento das descargas
simpaticas (Prabhakar e cols., 2005). O PVN participa das vias neuroanatdémicas
envolvidas na modulagéao de respostas cardiovasculares e de atividade simpatica
a ativacao dos quimiorreflexos por hipdxia e hipercapnia (Kubo e cols., 1997;
Olivan e cols., 2001; Berquin e cols., 2000). A hiperatividade simpatica estimula o
SRA, causando aumento da secregd@o de renina e dos niveis circulantes de Ang Il
(DiBona, 2001). A Ang Il induz vasoconstricao periférica, aumento da resisténcia

vascular renal e da secrecéo de catecolaminas que levam, finalmente, a elevacéo
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dos niveis de PA (Kara e cols., 2003; Fletcher e cols., 1999). Embora estes
efeitos ocorram agudamente (Cuttler e cols., 2004), a frequéncia do estimulo pode
prejudicar a sensibilidade barorreflexa (Narkiewicz e cols., 1998) e a persisténcia
destas respostas finalmente induzem a instalagcao da hipertensao arterial sistémica
(Fletcher e cols., 1999, Fletcher e cols., 2001).

Varias formas de bloqueio simpatico reduzem os efeitos agudos ou crdnicos
da HI, a citar a denervagao dos corpusculos carotideos (Fletcher e cols., 2001),
simpatectomia renal (Fletcher e cols., 1999), desnervagdo adrenal (Fletcher e
cols., 1999), ablacao de nervo simpatico (Fletcher e cols., 1999) e administracao
de antagonistas de receptor AT; (Fletcher e cols., 2002). Adicionalmente, a
importancia da regulagdo autondémica central em mediar a hipertensao induzida
por apnéia do sono pbde ser evidenciada através do estudo de Lahana e cols.
(2005), onde a inducao de apnéias respiratdrias em pacientes com morte cerebral
resultou em vasodilatacao periférica (Lahana e cols., 2005).

Os neurbnios pds-ganglionares simpaticos, mediadores do tdnus simpatico
para todo o organismo, sdo modulados por descargas simpaticas geradas por
grupamentos de neurbnios premotores simpaticos, incluindo especificamente o
PVN (Allen, 2002; Tagawa & Dampney, 1999; Dampney, 1994). Estudos tém
descrito a participacdo do PVN em estados patolégicos que apresentam elevacao
da atividade simpética e inducao de hipertensdo como insuficiéncia cardiaca (IC)
(Zucker e cols, 2004), infarto (Zhang & Patel, 1998; Zhu e cols., 2002),
sensibilidade Dahl (Weiss e cols., 2007) e SHR (Allen, 2002). Dessa forma,
alteracbes dos mecanismos moduladores das descargas simpaticas geradas no
PVN, podem ser responsaveis por induzir simpatoexcitacdo. Em estudo recente,
Weiss e cols. mostraram que a expressdao de nNOS estd reduzida no PVN,
enquanto a de receptores AT estda aumentada nos OCV de ratos expostos a Hl
(Weiss e cols., 2007).

A Ang Il tém sido descrita com um componente mediador da hipertenséo
induzida por apnéia do sono (Fletcher e cols., 1999). Durante a HI, os niveis
plasmaticos de Ang Il encontram-se elevados, podendo produzir efeitos periféricos

e centrais (Flecther e cols., 1999). A Ang-(1-7) assim como a Ang Il, exerce um
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efeito excitatério sobre os neurénios do PVN. Dessa forma, o segundo objetivo do
nosso estudo consistiu em avaliar se a Ang-(1-7) e Ang Il participam da
modulacado simpatica e de PA exercida pelos neurénios do PVN durante a

hipertensao induzida por modelo de hipercapnia e HI simulando a apnéia do sono.

1.5.2 HIPEROSMOLARIDADE PLASMATICA:

Um dos principais fatores pré-disponentes ao desenvolvimento da
hipertensédo é o aumento da concentracao de sodio no plasma, determinando uma
condicao de hiperosmolaridade plasmatica. O aumento do sédio plasmatico ativa
osmorreceptores localizados nos OCV promovendo respostas de nucleos centrais
especializados na regulacdo osmoética (Toney e cols., 2003; McKinley e cols.,
1999). O PVN participa do eixo hipotalamo-hipofisario, constituindo um local de
integracao de respostas enddcrinas ou neurohumorais e, consequentemente, um
importante regulador da osmolaridade (Blair e cols., 1996, Badoer 2001, Block e
cols., 1989). Os neurdnios magnocelulares sintetizam a AVP enviando-a até a
hipéfise posterior através de projecdes neuronais, para ser armazenada e liberada
na circulagéo (Blair e cols., 1996; Badoer, 2001). Adicionalmente, o PVN recebe
projecdes do OVLT e do OSF, areas que contém os corpos celulares dos
osmorreceptores (Larsen & Mikkelsen, 1995). O OVLT e o OSF constituem os
OCV e estao localizados numa regiao que apresenta redugao da barreira hemato-
encefalica (Wright & Harding, 1994). Dessa forma, os osmorreceptores estdo em
contato praticamente direto com o plasma circulante, sendo sensiveis a alteracdes
deste, especialmente a hiperosmolaridade (McKinley e cols, 1999). A principal
fonte de estimulacdo simpatica mediando respostas osmoticas parece ser de
projecées glutamatérgicas e angiotensinérgicas originadas no OVLT e OSF
(Renaud, 1994; Bains & Ferguson, 1997a). Estas projecOes, criticas para a
producdo de AVP, ocorrem devido ao aumento da Ang Il plasmatica (lovino &
Steardo 1984, Ferguson & Renaud 1986) e envolvem a ativagdo dos receptores
AT no PVN (Bains e cols., 1992).
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O PVN participa também do controle autonémico simpatico (Blair e cols.,
1996; Badoer, 2001), como descrito anteriormente. Os neurdnios parvicelulares,
através de projecdes enviadas tanto para outros grupos de neurdnios premotores
simpaticos, assim como diretamente para a coluna intermediolateral, modulam o
tbnus simpatico em condi¢gdes basais e durante alteracbes de osmolaridade
plasmética (Badoer e cols., 2003; Sawchenko & Swanson, 1982; Strack e cols.,
1989; Schramm e cols., 1993). A resposta de tonus simpatico gerada pelo PVN
pode influenciar as fungdes de outro importante regulador da osmolaridade
plasmatica, os rins (Sawchenko & Swanson, 1982; Strack e cols., 1989; Schramm
e cols., 1993). A inervacao simpatica renal afeta diretamente tubulos, vasos
renais e as células justaglomerulares, podendo influenciar a fungdo de cada uma
destas unidades efetoras (DiBona, 2000a). Por exemplo, um aumento de RSNA
provoca reducdo da excrecdo urindria de agua e sodio, por aumentar sua
reabsorcao tubular nos néfrons, reduz o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtragao
glomerular por induzir vasoconstricdo renal e aumenta a atividade do SRA, por
estimular a secrecéo de renina pelas células justaglomerulares (DiBona, 2000a).

Nesse sentido, o PVN é uma regido integrativa, capaz de influenciar cada
um dos trés principais sistemas envolvidos na regulacao da pressao arterial do
controle renal dos fluidos corporais e do balanco hidro-eletrolitico: o sistema
nervoso simpatico, o sistema renina angiotensina e o sistema vasopressinérgico
(Blair e cols., 1996; Toney e cols., 2003).

As Ang podem influenciar nucleos centrais de maneira direta e indireta.
Diretamente através de sua producdo enddgena no tecido cerebral, uma vez que
todos os constituintes do SRA estéao presentes no cérebro (Ferguson & Washburn,
1998; Wright & Harding, 1994; Ferguson e cols., 2001; McKinley e cols., 2003) e,
indiretamente, através dos OCV que tém contato com as Ang circulantes e ao
mesmo tempo enviam eferéncias para areas como o PVN (DiBona, 2000;
Ferguson & Bains 1997). A maioria das ac¢Oes angiotensinérgicas descritas no
PVN sao mediadas pela Ang Il, agindo através dos receptores AT (Unger e cols.,
1988; Chen & Toney, 2001). A Ang-(1-7) exerce um papel excitatério sobre os
neurénios do PVN (Ambuhl e cols., 1992; Ambuhl e cols., 1994) e participa do eixo
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hipotalamo-hipofisario por estimular a secregédo de AVP (Schiavone e cols., 1988;
Block e cols., 1988). Botelho e cols (1994) demonstraram que durante situacdes
de desbalango osmético tanto a privacao de agua quanto a sobrecarga de sal, sao
potentes estimulos para o aumento da Ang-(1-7) plasmatica.

Nesse sentido, o terceiro objetivo do nosso estudo consistiu em avaliar o
possivel envolvimento da Ang-(1-7) agindo sobre os neurbénios do PVN, na

modulagao simpatica e de PA durante a hiperosmolaridade plasmatica.

1.6 CONSIDERACOES SOBRE O MODELO TGR(ASrAOGEN):

A identificagcdo do Angiotensinogénio (AOGEN), unico precurssor do SRA,
no cérebro foi determinante para a caracterizacdo do SRA cerebral (Ganten e
cols., 1971; Campbell e cols., 1984; Sernia & Mowchanuk, 1983; Ohkubo e cols.,
1986). O AOGEN é encontrado em diversas regides cerebrais apresentando-se
em elevados niveis particularmente no hipotalamo (Sernia, 1995; Sernia e cols.,
1997; Bader e cols., 2001) uma area conhecidamente importante na regulacao
cardiovascular e sitio de agdo das angiotensinas (Bader e cols., 2001).

O avanco da tecnologia de manipulacdo genética permitiu o
desenvolvimento de um animal transgénico com alteracbes do SRA somente no
tecido cerebral (Bader & Ganten, 1996; Baltatu & Bader, 2003; Schinke e cols.,
1999). O modelo, denominado TGR(ASrAOGEN), expressa um RNA antisense
para o AOGEN (Schinke e cols., 1999), suprimindo sua producao pelos astrécitos,
principal fonte de AOGEN cerebral (Stornetta, 1988; Sernia, 1995; Yang e
cols.,1999). O TGR(ASrAOGEN) apresenta reducdao de aproximadamente 90%
nos niveis de AOGEN cerebral, particularmente no hipotalamo, enquanto que os
niveis plasmaticos permanecem inalterados (Schinke e cols., 1999). Como
consequéncia, estes animais apresentam valores de PA e FC reduzidos, e
diabetes insipidus-sindrome com baixos niveis plasmaticos de AVP (Schinke e
cols., 1999). Adicionalmente, apresentam diminuicdo da atividade da renina

plasmatica (ARP) e menor reatividade cardiovascular ao estresse, sugerindo a
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importancia do SRA cerebral na mediacdo dos mecanismos de reacao ao
estresse, modulados pelo sistema nervoso simpatico (Baltatu e cols., 2004).

O PVN constitiu um dos nudcleos premotores simpéaticos moduladores do
tbnus simpatico para o sistema cardiovascular, assim como dos niveis de PA
(Dampney, 1994; Allen, 2002; Zhang & Patel, 1998; Li & Patel, 2003; Bains &
Ferguson, 1997a). Ang-(1-7) e Ang Il exercem efeitos excitatérios sobre os
neurdnios do PVN (Ambuhl e cols., 1992; Ambuhl e cols., 1994). Nesse sentido, 0
ultimo objetivo do nosso estudo visou avaliar o tbnus simpatico para o sistema
cardiovascular nos TGR(ASrAOGEN) e, adicionalmente, verificar se a redugédo dos
niveis de Ang cerebrais implica em uma reducdo das descargas simpaticas
geradas pelos neurénios do PVN.

Em suma, como descrito anteriormente, embora existam evidéncias quanto
a presenca da Ang-(1-7) no PVN e ao efeito de excitatério neuronal induzido nesta
regido, os efeitos funcionais da microinjecéo, e do bloqueio enddgeno da Ang-(1-
7) sobre a atividade simpatica e parametros cardiovasculares neste nucleo, ndo
sdo descritos na literatura. Dessa forma, nosso trabalho visou avaliar a
participacdo da Ang-(1-7) enddégena agindo sobre os neurdnios do PVN, para a
manutencdo da PA e da atividade simpatica em condigcbes normais e durante
condigdes fisiologicas alteradas, simulando a apnéia do sono e hiperosmolaridade
plasmatica. Adicionalmente, a participacdo do SRA cerebral e especificamente
das angiotensinas atuando sobre os neurdnios do PVN na modulagdo tbnica
simpatica para o sistema cardiovascular, foi avaliada através da utilizacdo de um
modelo de rato transgénico TGR(ASrAOGEN).
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2. OBJETIVO:

2.1 OBJETIVO GERAL.:

Este estudo teve como objetivo avaliar o possivel envolvimento da Ang-(1-
7) agindo sobre os neurénios do PVN para a manutencao do ténus simpatico e da

pressao arterial (PA).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Caracterizar os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecao de
Ang-(1-7) no PVN sobre a PA, FC e atividade simpatica; comparar aos
efeitos da Ang II;

2. Avaliar uma possivel contribuicdo da Ang-(1-7) enddgena ao nivel do PVN,
na manutencdo do tbénus simpatico e da PA; comparar aos efeitos do
bloqueio enddgeno da Ang Il e a ativacao dos receptores GABAA.

3. Avaliar a participacdo da Ang-(1-7) endégena em mediar a hipertenséao
induzida por hipercapnia e hipdxia intermitentes; comparar ao bloqueio da
Ang Il endégena;

4. Avaliar a participagdo da Ang-(1-7) enddégena na modulagdo do tdnus
simpatico e da PA durante alteragdes de osmolaridade plasmatica;
comparar ao bloqueio da Ang Il enddgena;

5. Avaliar os efeitos de PA, FC e atividade simpatica renal induzidos pela
ativacao dos receptores GABAx no PVN de TGR(ASrAOGEN).
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1 ANIMAIS:

Para a realizagdo deste projeto foram utilizados ratos Wistar machos,
pesando entre 2509 a 350g, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG).

Foram utilizados também ratos transgénicos TGR(ASrAOGEN) e Sprague-
Dawley (SD) Hanover, de 4 meses de idade, fornecidos pelo Biotério de
Transgénicos do Laboratério de Hipertensao do Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Para o estudo da hipertenséo induzida por eucapnia e hipoxia intermitente,
realizado na Universidade do Novo México, foram utilizados ratos SD machos,
pesando entre 250g a 3509 fornecidos por Harlan Sprague-Dawley, Indianapolis,
IN, EUA.

3.2 ANESTESIA:

Durante todos os procedimentos cirlrgicos e experimentais em que foi
avaliada a atividade simpatica do nervo renal (RSNA), os animais foram mantidos
sob anestesia, utilizando-se uretana (SIGMA) na dose de 1.2 a 1.4 g / kg de peso
corpéreo administrada intra-peritonialmente (i.p.). Quantidades adicionais foram
administradas intra-venosamente (i.v.; 0.1 g/Kg), quando necessario. A eficacia
da anestesia foi verificada pela auséncia de reflexo de retirada, apds estimulo
nociceptivo plantar.

Para a implantacdo de probe de telemetria, assim como de cénulas de
microinjecao utilizadas durante o estudo da hipertensao induzida por hipercapnia e
hipdxia intermitente, os animais foram anestesiados com isofluorano, USP
(Phoenix Pharmaceutical, INC).
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3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS:
3.3.1 ANIMAIS ANESTESIADOS:
3.3.1.1 CANULAGAO DE ARTERIA E VEIA FEMORAIS:

Catéteres de polietileno flexiveis com didmetro de PE 50 foram introduzidos
nas veia e artéria femorais. O catéter inserido na veia femoral foi preenchido com
salina 0.9% e utilizado posteriormente para a infusdo de drogas, durante os
procedimentos experimentais. O catéter inserido na artéria femoral foi preenchido
com salina heparinizada (0,1ml de 25.000 U.l. de heparina + 0,4ml de salina estéril
0,9%) sendo utilizado posteriormente para o registro de parametros
cardiovasculares a citar pressao arterial pulsatil (PAP), freqiiéncia cardiaca (FC) e

pressao arterial média (PAM).
3.3.1.2 TRAQUEOSTOMIA:

Um catéter JELCO' Plus (n° 14G 7068 Johnson & Johnson MEDICAL, 4cm)
foi introduzido e fixado na traguéia do animal, visando a manutencdo da

perviedade das vias aéreas, durante os procedimentos experimentais.

3.3.1.3 CRANIOTOMIA PARA INTRODUCAO DE AGULHAS DE
MICROINJECAO NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO:

Sob efeito de anestesia os animais foram posicionados em decubito ventral
em aparelho estereotaxico (Stoelting IL, USA), com os dentes fixos a —3.3 mm da
linha interaural. O cranio foi exposto na linha média para visualizacdo do Bregma,
e na regiao do PVN, localizada a 1.8 mm posterior e 0.5 mm latero-lateral ao
Bregma, foi realizada pequena craniotomia. A craniotomia permitiu a introdugéo
de agulhas no cérebro dos ratos (profundidade de 8.0 mm ventral ao Bregma),
possibilitando a microinjecao de diferentes drogas bilateralmente no PVN. As
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coordenadas estereotaxicas adotadas seguiram a padronizacdo do atlas de
Paxinos e Watson (1986).

Para a realizacdo de microinje¢cdes no PVN, foram utilizadas agulhas
odontologicas (GENGIVAL 30G curta — Becton Dickinson Ind). Estas agulhas
foram fixadas a torre do estereotaxico por um suporte contendo uma canula guia,
impedindo sua movimentacdo. Posteriormente, foram conectadas a um polietileno
com diametro de PE 10 preenchido com a droga a ser microinjetada. Para a
microinjecado das drogas foram utilizadas seringas Hamilton (5 uL - Reno, Nevada,
USA), devidamente posicionadas em um suporte especificamente projetado para
permitir a administracdo exata do volume determinado. O volume injetado foi

sempre de 100nl e o tempo entre as microinjecdes foi de 2 minutos.
3.3.1.4 EXPOSICAO DO NERVO SIMPATICO RENAL:

A éarea delimitada entre as ultimas costelas e a pata traseira esquerda do
rato foi exposta com a retirada da pele que a recobre. A musculatura desta regiao
foi divulsionada até a localizagdo do rim esquerdo. As extremidades desta
abertura foram fixadas a um campo cirurgico, permitindo a visualizacao da aorta,
artéria e veia renais e rim esquerdo do animal. Com a utilizacdo de uma lupa
(Microscopio cirargico Opto sm 2002), o nervo renal foi localizado, isolado e
posicionado sobre um par de eletrodos de prata fixos a um micromanipulador,
para identificacao e registro da atividade simpatica. Esta preparacdo permaneceu
imersa em 6leo mineral (Nujol) a + 37°C durante todo o experimento. A colocagao
do 6leo mineral teve como objetivos evitar o ressecamento do nervo, proporcionar
melhor contato do nervo com o eletrodo e isolar eletricamente o registro da
atividade simpatica de ruidos externos (Zhang e cols. 2001), possibilitando melhor
conducao e registro do sinal da atividade simpatica deste nervo. A preparacao
permaneceu em observagdo por cerca de 20 minutos, para estabilizacdo da

atividade simpatica do nervo renal, antes do inicio do experimento.
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3.3.2 ANIMAIS NAO ANESTESIADOS:
3.3.2.1 IMPLANTE DE PROBE DE TELEMETRIA:

Probes de telemetria (DSI modelo PA-C40, Arden Hills, MN) foram
implantados na aorta abdominal, através da artéria femoral. A por¢cédo sensora foi
fixada a parede abdominal interna da cavidade peritoneal, segundo especificacao
do produtor (DSI Systems). Os animais foram deixados em recuperacao por um

periodo de 5 dias até o inicio dos procedimentos experimentais.

3.3.2.2 CRANIOTOMIA PARA IMPLANTE DE AGULHAS DE MICROINJECAO
NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO:

Os animais foram posicionados em decubito ventral em aparelho
estereotaxico (Stoelting IL, USA) sob efeito de anestesia, em procedimento similar
ao descrito anteriormente. Adicionalmente, as agulhas foram fixadas e protegidas
com material acrilico (Fastcure, KERR e Coralite, Bosworth Company). As canulas
injetoras foram conectadas a uma mini-bomba osmética (Alzet modelo 2002),
fixada subcutaneamente na regiao dorso-medial entre as escapulas, possibilitando
a infusdo crénica de drogas no PVN. O volume injetado foi bombeado numa taxa

de aproximadamente 0.475uL/h, sendo administrado bilateralmente.

3.4 REGISTRO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES E DE ATIVIDADE
SIMPATICA:

3.4.1 ANIMAIS ANESTESIADOS:

3.4.1.1 REGISTRO DE PARAMETROS CARDIOVASCULARES:
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Para obtencdo do registro dos parametros cardiovasculares, a canula
inserida na artéria femoral dos ratos foi conectada a um transdutor, que ligado a
um sistema de aquisicdo de dados Power Lab 4/20 (ADInstruments) possibilitou o
registro da PAP. As oscilagbes de pressao captadas foram amplificadas e
convertidas em sinais enviados a uma placa de aquisicdo de dados, através de
uma placa de conversdo analégico/digital. O software de leitura Chart 4 for
Windows realizou uma coleta continua da PAP, calculando a partir desta, os
valores de FC e PAM.

3.4.1.2 REGISTRO DE ATIVIDADE SIMPATICA:

O sinal de atividade simpéatica do nervo renal (RSNA) captado pelo eletrodo
foi filtrado (100-1000 Hz), amplificado, e enviado simultaneamente a um
osciloscopio (Tektronix 564B) e a um amplificador de som, possibilitando a
visualizacao e identificacado da freqiéncia de descarga caracteristica de atividade
simpatica. As oscilacbes de descargas simpaticas coletadas passaram por uma
placa de conversao analdgico / digital, e os sinais foram enviados a uma placa de
aquisicdo de dados. O registro da RSNA realizou-se com a utilizagdo do
programa Chart 4 for windows (Power Lab). O sinal captado foi apresentado como
sinal bruto, expresso em unidades arbitrarias, e simultaneamente convertido em
RSNA integrada, expressa em Volts / segundo, permitindo a quantificacdo das
variacoes. As atividades simpaticas bruta e integrada, juntamente com as demais
variaveis cardiovasculares, foram registradas e apresentadas simultaneamente em
diferentes canais do monitor a cada experimento. Ao término dos experimentos o0s
animais foram sacrificados por uma overdose de anestésico administrado i.v.. O

ruido residual foi também registrado.
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3.4.2 ANIMAIS NAO ANESTESIADOS:

O probe de telemetria (C-40, DSI systems), inserido na Aorta abdominal
através da artéria femoral possibilitou o registro da PAP calculando a partir desta,
os valores de FC e PAM. As oscilagcdes de pressao captadas foram amplificadas
e, convertidas através de uma placa de conversdo analdgico/digital em sinais
enviados a uma placa de aquisicdo de dados. O sistema de aquisicdo de dados
da DSI systems realizou uma coleta continua da PAP, calculando a partir desta, os
valores de FC e PAM.

3.4.3 CONSIDERAGCOES SOBRE A ATIVIDADE SIMPATICA EFERENTE
DESTINADA AOS RINS:

Os rins sdo 6rgaos primariamente responsaveis pela manutengdo do
volume e da composigao do fluido extracelular, mantendo estreita correlagdo com
a funcdo circulatéria. Adicionalmente, através do SRA, os rins participam da
regulagdo da PA arterial sistémica, constituindo importante aliado do sistema
cardiovascular na manutencédo da homeostase.

Grupos de neurbnios premotores simpaticos do SNC, conforme citados
anteriormente, enviam projecées diretas para os neurdnios preganglionares
simpaticos localizados na coluna IML. Destes, partem proje¢cdes para o0s
neurbnios pds-ganglionares simpaticos que vao inervar érgaos especificos
diretamente, como intestino, figado, coracdo e rins. Dessa forma, o nivel de
RSNA pode ser utilizado com um indicador do ténus simpatico.

A inervacao simpatica para os rins atua como importante regulador da
funcdo renal. Esta inervacdo distribui-se para diferentes estruturas intra-renais
como arteriolas, tubulos e células justaglomerulares. Dessa forma, sao
responsaveis por promover alteracées na hemodindmica renal, reabsorgéo tubular
e niveis de secrecdo de renina, que provém importante contribuicdo para a

adaptagéo renal em diferentes condi¢des fisiologicas (DiBona, 2000a).
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3.5 DROGAS:

Para comparacao do efeito da simples administracdo do volume na regiao
do PVN foi microinjetada solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril, em volume
semelhante as demais drogas. Para comparagdo da magnitude do efeito das
drogas, assim como para os experimentos realizados nos TGR(ASrAOGEN) e seu
controle (SD), foi microinjetado o agonista de receptor GABAa, muscimol. O
muscimol foi administrado sempre na concentracdo de 1nmol / 100nl, nos animais
anestesiados, por ser considerada uma dose efetiva em reduzir a PA e a atividade
simpatica,quando injetado no PVN (Allen, 2002; Zhang e cols., 2002). Nos animais
nao anestesiados, a concentracdo foi reduzida para 20pmol / 100nl, permitindo a
comparacgao dos efeitos do muscimol com as demais drogas utilizadas.

Todas as drogas foram preparadas em solugcao salina (NaCl 0,9%) estéril,
acondicionadas e posteriormente congeladas em aliquotas de 10uL, ndo sendo
reutilizadas apds o seu descongelamento. As drogas administradas através de
mini-bombas osméticas foram preparadas imediatamente antes de serem
acondicionadas no compartimento da mini-bomba osmética.

Os peptideos angiotensinérgicos administrados foram:

Angiotensina-(1-7):

- PM= 898,1;

- 25pmol / 100nl e 1nmol / 100nl;
- BACHEM.

Angiotensina Il:

- PM=1046,2;

- 25pmol / 100nl;

- BACHEM.

Os antagonistas angiotensinérgicos utilizados foram:
A-779 [antagonista seletivo da Ang-(1-7)]:
- PM=873,1;

- 0,1nmol / 100nl e 1Tnmol / 100nl;
- BACHEM.
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Losartan (antagonista de receptor angiotensinérgico subtipo AT1):
- PM= 461,1;

- 1nmol / 100nl;

- Departamento de Quimica — ICEX — UFMG.

CV11974 (antagonista especifico do receptor angiotensinérgico subtipo AT1):
- PM= 440;
- 1nmol / 100nl;

- Takeda Chemical Industries.

ZD7155 (antagonista especifico do receptor angiotensinérgico subtipo AT):
- PM= 475;
-0.1nmol / 100nl;

- Tocris bioscience.

PD123319 (antagonista de receptor angiotensinérgico subtipo AT»):
- PM=736,7;
- 1nmol / 100nl;

- Cedido gentilmente pelo Dr. Navar (Toulane University — New Orleans, U.S.A.).

3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS:

3.6.1 CARACTERIZACAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E DE
ATIVIDADE SIMPATICA INDUZIDOS PELA ACAO DE ANGIOTENSINAS
SOBRE NEURONIOS DO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO,
EM CONDICOES NORMAIS:

3.6.1.1 AVALIAGCAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E DE ATIVIDADE

SIMPATICA INDUZIDOS PELA MICROINJECAO DE ANGIOTENSINAS NO
NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO:
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Esta etapa de experimentos visou caracterizar os efeitos cardiovasculares e
de atividade simpatica produzidos pela microinjecao de angiotensinas no PVN em
ratos anestesiados. Para isso, Ang-(1-7) (25pmol/100nl), Ang II (25pmol/100nl) ou

veiculo salina 0.9% (100nl) foram microinjectados bilateralmente neste ndcleo.

Efeitos das Microinjecoes Ruido
Controle de angiotensinas no PVN residual
I 15 min I 30 min I 10 min I 1 min I
Microinjecoes Sacrificio

bilaterais no PVN

Figura 05. llustragcdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento
experimental utilizado para avaliagao dos efeitos da microinje¢cado de angiotensinas
no PVN.

3.6.1.2 AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E DE ATIVIDADE
SIMPATICA INDUZIDOS PELO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS
ENDOGENAS NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO:

Esta etapa de experimentos teve por objetivo bloquear a acédo das
angiotensinas enddgenas, revelando uma possivel atuagao destas sobre 0s niveis
basais de PA e de atividade simpatica modulados pelos neur6nios do PVN.
Inicialmente, o antagonista seletivo da Ang-(1-7), A-779, foi microinjetado
bilateralmente no PVN nas concentracdes de 0,1nmol / 100nl e 1nmol / 100nl. Os
efeitos do bloqueio da Ang-(1-7) no PVN foram comparados aos efeitos induzidos
pela microinjegéo de veiculo no mesmo volume e do agonista de receptor GABA,
muscimol (1nmol / 100nl). Os antagonistas dos receptores da Ang |l subtipos ATy,
Losartan e CV11974, e AT, PD123319, foram também microinjetados

bilateralmente no PVN, na concentragao equimolar de 1nmol / 100nl.
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Efeitos das microinjecoes de Ruido
Controle antagonistas angiotensinérgicos residual I
I 15 min I 30 min I 10 min I 1 min I
Microinjec6es Sacrificio

bilaterais no PVN

Figura 06. llustracdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento
experimental utilizado para avaliacao dos efeitos do bloqueio das angiotensinas
enddgenas no PVN.

3.6.2 AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E DE ATIVIDADE
SIMPATICA INDUZIDOS PELO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS
ENDOGENAS NO PVN, EM CONDICOES FISIOLOGICAS ALTERADAS:

3.6.2.1 AVALIACAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES INDUZIDOS PELA
ACAO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NO PVN, DURANTE A
HIPERTENSAO INDUZIDA POR HIPOXIA E HIPERCAPNIA INTERMITENTE:

Para a avaliar a participacdo das angiotensinas endégenas no PVN, na
modulagdo da hipertensdo induzida pela apnéia do sono, os animais foram
submetidos a um modelo de hipéxia e hipercapnia intermitentes (HI/HC) em ratos,
desenvolvido na Universidade do Novo México, EUA. O protocolo consistiu em
simular as alteracbes dos gases sanguineos experimentadas por pacientes
durante as pausas respiratorias. Os ratos foram colocados em caixas fechadas
com aberturas somente para permitir as mudancas de fluxo de ar no interior
destas e para colocacao de garrafa de a4gua. O ar dentro das caixas foi controlado
e predeterminado para infundir ar ambiente ou uma mistura de CO; e N a cada 90
segundos. Cada ciclo completo teve duracdo de 3 minutos, sendo repetido
durante 7 horas / dia no periodo de repouso dos animais. Como consequéncia, a
concentracao dos gases no interior das caixas variou de: 21%-5% para o O; e de

0%-5% para o CO,, impondo a exposicao a HI/HC (Figura 07).
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Figura 07. Esquema representando mudancas nas concentracoes de O, e CO»
inalados durante os ciclos de hipdxia e hipercapnia intermitentes. Cada ciclo
completo teve duracado de 3 minutos, sendo repetido por 7 horas / dia, durante o
periodo de repouso dos ratos, simulando a apnéia do sono.

Simultaneamente a realizagdo do protocolo de HI/HC, os animais
receberam infusdo de antagonistas angiotensinérgicos diretamente no PVN como
descrito anteriormente. As drogas infundidas foram A-779 (2nmol/h), Losartan
(2nmol/h), ZD7155 (0.2nmol/h) e PD123319 (2nmol/h). Adicionalmente, muscimol
(20pmol/h) e salina (=475nl/h) foram infundidos como controle adicionais. Todas
as drogas foram administradas tanto em animais submetidos a HI/HC quando nos
animais que receberam somente alteragcdes de fluxo de ar ambiente (sham).
Dessa forma, foi possivel a caracterizagcdo dos efeitos do bloqueio crénico das
angiotensinas enddégenas no PVN em condigbes normais, ou na hipertensédo
induzida por HI/HC. Os valores de PAM e FC foram registrados por telemetria.

Para a andlise da atividade da renina plasmatica (ARP), um grupo separado
de animais foi submetido a exposicao HI/HC por 15 dias. Ao término deste
periodo os animais foram sacrificados com uma overdose de anestésico (sodium
pentobarbital, 50mg/Kg) para a coleta de sangue. O sangue foi entdo centrifugado
a 3.500 rpm por 10 minutos a 4°C. O plasma sobrenadante foi congelado e
utilizado posteriormente para medir a ARP (Gamma Coat Plasma Renin Activity).

Em outro grupo de animais, foi coletado sangue arterial (0.3ml), através de

canula inserida na artéria femoral, antes do inicio da ciclagem dos gases e durante
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a exposicao a HI/HC, espeficicamente nos picos de hipdxia / hipercapnia e de
normoéxia. As amostras de sangue foram utilizadas para medir as alteracées nas

pressoes parciais de O, e CO, (PO, e PCO.,) induzidas pela HI/HC.

Recuperagio Efeitos da HI/HC e infusao crénica
de drogas no PVN
‘ 3 dias 2 dias 15 dias
Implante do Implante da  Inicio da H/HC e Sacrificio
probe de minibomba  infusao cronica no PVN
telemetria osmética

Figura 08. llustragcdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento
experimental utilizado para avaliacao dos efeitos do bloqueio das angiotensinas
enddgenas no PVN durante a exposi¢ao a ciclos de HI/HC.

3.6.2.2 AVALIAGAO DOS EFEITOS CARDIOVASCULARES E DE ATIVIDADE
SIMPATICA INDUZIDOS PELO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS
ENDOGENAS NO PVN, DURANTE ALTERACOES DE OSMOLARIDADE:

Esta etapa de experimentos visou caracterizar a participacdo das
angiotensinas enddgenas agindo sobre os neurdnios do PVN, na modulagdo do
tbnus simpatico e de variaveis cardiovasculares, durante hiperosmolaridade
plasmatica. A indugédo da hiperosmolaridade plasmatica foi realizada através da
infusdo de salina hiperténica (SHT, 1M e 2.5M) i.v. durante os procedimentos
experimentais. Apds o periodo inicial de coleta dos valores basais, os animais
foram infundidos com SHT (10ul/100g peso corporal por minuto) durante 30
minutos, sendo entdo, realizadas microinjecoes bilaterais no PVN. As drogas
utilizadas foram A-779 (1nmol/100nl) e Losartan (1nmol/100nl). Os efeitos sobre a
MAP, FC e RSNA foram avaliados durante 30 minutos. Em um grupo separado de
animais, foi realizada a infusdo de salina isoténica (SIT, 0.15M) para possibilitar a

comparagao do efeito da simples administracao de volume. Uma amostra de
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sangue venoso (0.1ml) foi coletada imediatamente antes e apés a infusdo de SIT
ou SHT, e uma vez mais ao término do experimento. O sangue foi colocado em
tubos heparinizados e centrifugado a 3.500 rpm (Centrifuge 5417R Eppendorf) por
10 minutos a 4°C. O plasma sobrenadante foi separado, congelado a -20°C e
utilizado posteriormente para a determinacdo da osmolaridade plasmatica

(Osmometer Precision Systems).

Efeitos da infusédo de Efeitos das Ruido
Controle salina hipertonica microinjecdes no PVN I residual
I 15 min I 30 min I 30 min I 10 min I 1 min I
Infusao de salina Microinjecao Sacrificio
hipertonica bilateral no PVN

Figura 09. llustracdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento
experimental utilizado para avaliacao dos efeitos do bloqueio das angiotensinas
endogenas no PVN durante alteragdes de osmolaridade plasmatica.

3.6.3 AVALIACAO DOS EFEITOS DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA
CEREBRAL NA MANUTENCAO DA ATIVIDADE SIMPATICA E DA PRESSAO
ARTERIAL EM RATOS TRANSGENICOS (ASRAOGEN) (TGR).

3.6.3.1 AVALIACAO DOS EFEITOS INDUZIDOS PELA INIBICAO DOS
NEURONIOS DO PVN EM TGR E RATOS SD:

Esta etapa de experimentos foi realizada no sentido de avaliar a
importancia do SRA cerebral e especificamente a das angiotensinas atuando
sobre os neurdnios do PVN para a manutencao do ténus simpatico destinado ao
sistema cardiovascular. Para isso foi utilizado um modelo de rato transgénico
TGR(ASrAOGEN) (TGR) que apresenta baixos niveis de angiotensinogénio
(AOGEN) cerebral (Schinke e cols., 1999).
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A participacao das angiotensinas agindo sobre os neurénios do PVN para a
manutencao do ténus simpatico e da PA foi avaliada ao se comparar os efeitos da
inibicdo destes neurdnios em ratos TGR e SD. Para isso foram realizadas
microinjegdes de muscimol no PVN de ratos TGR e SD. Salina 0.9% foi injetada
em um grupo separado de ratos SD, como um controle adicional, para

demonstracdo dos efeitos da administracao de volume no PVN.

Efeitos do Efeitos do Ruido
Controle Muscimol Muscimol I residual
I 15 min I 15 min I 30 min I 10 min I 1 min I
Microinjecao Microinjecoes Sacrificio
unilateral no bilaterais no
PVN PVN

Figura 10. llustracdo temporal e de eventos realizados durante o procedimento
experimental utilizado para a avaliacao dos efeitos da microinjecdo do agonista de
receptor GABAA no PVN de TGR(ASrAOGEN).

3.7 ANALISE HISTOLOGICA:

Ao término dos procedimentos experimentais, microinjecdes de corante
Alcian Blue (100nl) foram realizadas nas mesmas coordenadas utilizadas para as
microinjegdes das diferentes drogas utilizadas. Os cérebros foram removidos e
colocados em uma solucao de Formolaldeido a 10%, seguido de Sucrose 4%.
Apds 3 dias os cérebros foram seccionados em um micrétomo, em fatias de
aproximadamente 50 um de espessura. Os cortes foram colocados em laminas
de histologia previamente gelatinizadas para serem, entdo, corados através da
técnica de vermelho neutro. Os sitios de injecdo marcados pelo corante foram
utilizados para confirmacdo do local da microinjecao com o auxilio de um

microscopio, através da comparacao com o atlas de Paxinos e Watson (1986).
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3.8 ANALISE DOS DADOS:

3.8.1 ANIMAIS ANESTESIADOS:

3.8.1.1 ANALISE DE PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA
CARDIACA:

Os valores basais de PAM e FC foram considerados como as meédias
destes, coletadas pelo periodo de 1 minuto dentro dos 5 minutos que antecederam
a infusdao da salina hipertbnica, assim como as microinjegcdbes no PVN.
Similarmente, foram calculadas as médias dessas variaveis aos 5, 10, 15, 20,25 e
30 minutos apds estes procedimentos.

3.8.1.2 ANALISE DE ATIVIDADE SIMPATICA DO NERVO RENAL BASAL:

A andlise da RSNA basal foi realizada utilizando-se o programa Spike
Histogram (versao Chart 5 for windons). O valor do ruido foi considerado como a
média de numero de spikes a cada segundo da RSNA bruta, apds o sacrificio dos
animais. Em seguida, o valor do ruido foi subtraido dos valores basais e apds a
microinjecdao de muscimol no PVN, obtendo-se o numero de spikes por segundo
nos periodos respectivos. Os valores basais e ap6s as microinjecées foram
considerados sempre por um periodo fixo para a comparacdao entre 0s grupos
(Morgan e cols., 1995a).

3.8.1.3 ANALISE DE ATIVIDADE SIMPATICA DO NERVO RENAL:

Para a analise da RSNA, foram consideradas as variagdes do registro da
RSNA integrada. De forma semelhante a coleta de PAM e FC, o valor basal, foi
coletado por 1 minuto dentro dos 5 minutos antecedentes a infusdo de salina

hipertdnica, assim como as microinjecées no PVN. Os valores seguintes foram
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avaliados aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos apds estes procedimentos. Os
valores encontrados foram calculados pela média de 5 picos consecutivos, nos
tempos considerados. A média do ruido foi subtraida de todos os pontos
analisados e o resultado desta, considerado como o valor absoluto. As variacdes

dos valores de RSNA foram expressas como variacao percentual do valor basal.

3.8.2 ANIMAIS NAO ANESTESIADOS:

Os valores PAM e FC foram considerados como as médias destes,
coletadas no periodo de 1 dia durante todo o periodo em que os animais foram
submetidos a HI/HC ou sham com simultanea infusao de drogas no PVN.

3.9 ANALISE ESTATISTICA:

Para a andlise estatistica foram utilizados testes two-way ANOVA seguido
pelo teste de correcdo de Bonferroni, one-way ANOVA com post-test Newman
Keuls e teste t de Student, empregados de acordo com o protocolo realizado.
Todos os valores foram expressos como médias + Erro Padrdao da Média (EPM).

P < 0.05 foi considerado estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS:

4.1 CARACTERIZACAO DOS EFEITOS DE ANGIOTENSINAS AGINDO SOBRE
OS NEURONIOS DO PVN NA MODULACAO DO TONUS SIMPATICO E DA
PRESSAO ARTERIAL.

4.1.1 EFEITOS DA MICROINJEGAO DE ANGIOTENSINAS NO PVN SOBRE O
TONUS SIMPATICO E A PRESSAO ARTERIAL.

A realizacdo de microinjecoes bilaterais de Ang-(1-7) e de Ang Il, no PVN
de ratos anestesiados, ndo promoveu alteragdes significativas de pressao arterial
média (PAM) e de frequéncia cardiaca (FC). Em relacao a atividade simpatica do
nervo renal (RSNA), a administracdo de Ang-(1-7) promoveu uma elevagéao
significativa desta variavel, atingindo seus valores maximos aos 10 minutos
(+24+8 % vs +313 % salina) e retornando, ja aos 15 minutos, aos niveis basais. A
microinje¢ao de Ang Il também promoveu um aumento de RSNA, em magnitude
similar a elevacao induzida pela Ang-(1-7), e que atingiu seus valores maximos
aproximadamente aos 10 minutos (+22+2 %). Vale destacar que o aumento de
RSNA produzido pela Ang Il, foi mais prolongado, sendo mantido durante todo o
periodo experimental avaliado (Figura 11). Os valores de PAM e FC destes

grupos estdo apresentados na Tabela 02 do Anexo.
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Figura 11. Alteragcbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
bilaterais de veiculo (100nl), Ang-(1-7) (25pmol) e Ang Il (25pmol) no PVN.
Valores referentes as médias coletadas a cada 5 minutos ap6s as microinjecoes,
comparadas aos valores basais. Dados expressos em valores absolutos (A e B) e
valores percentuais (C). * P< 0.05 para Ang-(1-7) vs salina; # P<0.05 e ## P< 0.01
para Ang Il vs salina (Two-way ANOVA com post-test Bonferroni).
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4.1.2 EFEITOS DO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NO PVN
SOBRE O TONUS SIMPATICO E PRESSAO ARTERIAL.

A Figura 12 ilustra os efeitos do bloqueio da Ang-(1-7) endégena no PVN,
através da microinjegao bilateral do antagonista seletivo da Ang-(1-7), A-779 na
concentracao de 0,1nmol / 100nl, comparado a microinjecao de salina (100nl).
Pode-se observar que a administracdo do A-779 nao produziu alteragbes nos
valores basais de PA e de FC. Entretanto, os niveis basais de RSNA foram
acentuadamente reduzidos. Este efeito foi evidente ja aos 5 minutos apo6s a
microinjecao, com reducdao maxima, de aproximadamente 25%, aos 10 minutos,

seguidos de uma tendéncia a recuperacao dos valores basais.
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Figura 12. Registro ilustrando as respostas de PA, FC e RSNA produzidas pela
microinjecao bilateral de A-779 (0,1nmol) no PVN. As setas indicam o momento da
microinjecao.
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As microinjecdes bilaterais de A-779 na concentracao de 0,1nmol no PVN
nao produziram alteracées de PAM e FC quando comparadas ao grupo controle.
Entretanto, ao se avaliar a resposta da RSNA, pbéde-se observar uma reducao
acentuada e significativa em relagdo aos niveis basais desta variavel. A queda de
atividade simpatica ocorreu imediatamente apds a microinjecdo do A-779 e
alcancou reducdo maxima aos 25 minutos (-26+6 % vs -2+3 % salina).

A Figura 13 mostra que a magnitude da reducdo de RSNA produzida pela
microinjecdo do A-779 foi comparavel aquela induzida pela microinjecdo de
muscimol (-24+4 %), também significativa quando comparado ao grupo controle.

Paralelamente a queda de RSNA, a microinjecdao de muscimol no PVN,
produziu reducao significativa de PAM (reducao maxima aos 25 minutos: -20+6
mmHg vs -4+2 mmHg salina) e FC (aos 10 minutos: -17+12 bpm vs 3+3 bpm
salina) em relagcao ao grupo controle (Figura 13). Os valores de PAM e FC destes

grupos estao apresentados na Tabela 03 do Anexo.
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Figura 13. Alteracbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
bilaterais de salina (100nl), A-779 (0,1nmol) e muscimol (1nmol) no PVN. Valores
referentes as médias coletadas a cada 5 minutos apdés as microinjecoes,
comparadas aos valores basais. Dados expressos em valores absolutos (A e B) e
valores percentuais (C). * P< 0.05 e ** P< 0.01 para A-779 vs salina; # P< 0.05 e
## P< 0.01 para muscimol vs salina (Two-way ANOVA com post-test Bonferroni).

46



Resultados

A Figura 14 mostra as alteracbes de PAM, FC e RSNA produzidas pela
microinjecao bilateral dos diferentes antagonistas angiotensinérgicos no PVN de
ratos anestesiados.

Para avaliar a efetividade do bloqueio da Ang-(1-7) endégena no PVN,
foram realizadas microinjecbes do A-779 na concentragdo mais elevada de
1nmol/100nl. Adicionalmente, para avaliar a contribuicdo da Ang Il no PVN, para a
manutencao da atividade simpatica e da PA, foram microinjetados os antagonistas
de receptor subtipo AT, Losartan e CV11974, e 0 antagonista de receptor subtipo
AT,, PD123319. A concentragdo utilizada para todos os antagonistas foi
1nmol/100nl, e os efeitos sobre a PA, FC e RSNA produzidos pela microinjecao
destes foram comparados com a microinjecao de veiculo salina (100nl).

A microinjegdo do A-779, desta vez, promoveu redugdo discreta, mas
significante dos niveis basais de PAM (-2+1 mmHg vs salina: 2+1 mmHg; P<0.05),
nao sendo acompanhada por alteragées de FC. Adicionalmente, o A-779 (1nmol)
induziu uma reducgéo gradativa e significante de RSNA (redugdo média maxima: -
21t4 % vs salina: -2+3 %; P<0.01), de maneira similar a redugao induzida pela
microinjecdo em concentragdo mais baixa (0,1nmol)

O bloqueio dos receptores ATy, através da microinjecao de Losartan, como
esperado, induziu uma reducao significante de PAM (-13x2 mmHg vs salina: -4+1
mmHg; P<0.05) sem alteracées de FC e RSNA. Por outro lado, a microinjecao de
CV11974 resultou em um aumento significante de RSNA (2115 % vs salina: 412
%; P<0.05), observado somente aos 5 minutos apds a administracéo desta droga,
nao sendo acompanhado por quaisquer alteracées de PAM ou FC.

O bloqueio dos receptores AT,, através da microinjecdo de PD123319
reduziu significativamente os niveis basais de RSNA (-18+3 % vs salina: -2+3 %;
P<0.05), sem alterar os valores basais de PAM e FC. A magnitude de redugéo de
RSNA produzida pela microinjecdo do PD123319, péde ser comparada a reducao
induzida pelo A-779 (reducdo maxima: -21+4 %), sendo diferenciada apenas por
atingir significancia somente aos 25 minutos ap6s sua administragéo. Os valores

de PAM e FC destes grupos sao apresentados na Tabela 04 do Anexo.
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Figura 14. Alteracbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
bilaterais de salina (100nl), A-779 (1nmol), Losartan (1nmol), CV11974 (1nmol) e
PD123319 (1nmol) no PVN. Valores referentes as médias coletadas aos 5, 15 e
25 minutos ap6s as microinjecbes, comparadas aos valores basais. Dados
expressos em valores absolutos (A e B) e percentuais (C). * P< 0.05 e ** P< 0.01
comparado com salina (Two-way ANOVA com post-test de Bonferroni).
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4.2 ENVOLVIMENTO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NOS NEURONIOS
DO PVN PARA A MANUTENCAO DO TONUS SIMPATICO E DA PRESSAO
ARTERIAL EM CONDICOES FISIOLOGICAS ALTERADAS:

Diferentes condicbes fisioldégicas ou patofisioldégicas, podem alterar a
participacdo tanto dos peptideos quanto dos receptores angiotensinérgicos na
modulacéo ténica simpética e de PA exercida pelo PVN. No intuito de avaliar a
participacdo das angiotensinas atuando sobre os neurdnios do PVN em condicdes
fisioldgicas alteradas nés realizamos 2 metodologias, simulando situacdes
comumente observadas em humanos: hipertensdo arterial sistémica induzida por

hipdxia e hipercapnia intermitentes (HI/HC) ou por hiperosmolaridade plasmatica.

4.2.1 EFEITOS DO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NO PVN
SOBRE O TONUS SIMPATICO E PRESSAO ARTERIAL, DURANTE A
HIPERTENSAO INDUZIDA POR HIPOXIA E HIPERCAPNIA INTERMITENTES.

4.2.1.1 MEDIDA DA PO E DA PCO, ARTERIAL:

Em um grupo separado de animais (n=5) foi coletado sangue arterial no
momento de maxima reducao de O, e aumento de CO, ofertado durante o periodo
de exposicdao a HI/HC. A PO, foi significativamente reduzida (Hipoxia: 36+4
mmHg vs normoxia: 633 mmHg; P<0.05) enquanto que a PCO, apresentou um
aumento discreto, mas significativo somente quando comparado aos valores de
normoéxia enquanto os animais estavam expostos a HI/HC (hipercapnia: 32+1
mmHg vs normoxia: 26:1 mmHg; P<0.05; Figura 15). Porque os animais néo se
tornaram hipercéapnicos em relagcdo a seu padrao normal (antes da exposicao),
mas apenas mantiveram os valores de CO,, denominamos a exposicao como
resultando em eucapnia e hipdxia intermitente (E-HI). Dessa forma os efeitos

obtidos por esta exposigad serdo descritos como em decorréncia de E-HI.
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Figura 15. Dados agrupados apresentando os efeitos da exposicao HI/HC (n=5)
sobre 0s gases sanguineos arteriais (A) PO; e (B) PCO.. * P<0.05 para periodo de
hipéxia e hipercapnia comparado ao periodo de normoxia anterior a exposi¢ao
HI/HC e 1 P<0.05 para o periodo de hipdxia e hipercapnia comparado ao periodo
de normoxia durante a exposicdo a HI/HC (One-way ANOVA com post-test de
Newman-Keuls).

4.2.1.2 MEDIDA DA ATIVIDADE DA RENINA PLASMATICA:

A Figura 16 mostra os niveis de atividade da renina plasmatica (ARP). Esta
medida foi realizada no sentido de demonstrar a ativagdo do SRA induzida pela
exposicao a E-HI simulando a apnéia do sono. A ARP foi significativamente
aumentada nos animais expostos aos ciclos E-HI (n=5) comparado aos animais
sham (n=6) apdés 14 dias de tratamento (E-HI: 20+2 ng/ml/h vs sham: 110
ng/ml/h).
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Figura 16. Dados agrupados apresentando a ARP em ratos submetidos a
exposicdo Sham ou E-HI apds 14 dias de tratamento. *P<0.05 para E-HI vs sham
(Teste tde Student).

4.2.1.3 EXPOSICAO A E-HI E INFUSAO CRONICA DE DROGAS NO PVN:

A Figura 17 mostra que a exposi¢ao a ciclos de E-HI em animais recebendo
infusdo crénica de veiculo salina (n=5) no PVN, induziu um aumento gradual e
significante da PAM (E-HI salina: +12+2 mmHg vs Sham salina: -2+1 mmHg;
P<0.01), quando comparado a animais sham também infundidos com salina (n=4).
Este aumento de PAM néo foi acompanhado por alteragdes de FC (Figura 17). A
infusdo crénica de muscimol (n=5) no PVN de animais expostos a E-HI bloqueou
completamente o aumento de PAM observado nos animais controle (infundidos
com salina) submetidos ao mesmo protocolo (E-HI MUS: -9+4 mmHg vs E-HI
salina: 122 mmHg; P<0.01), sendo acompanhado, desta vez por uma reducao
significante de FC (E-HI MUS: -32+12 bpm vs E-HI salina: 59 bpm; P<0.05). A
reducdo de FC nos animais infundidos com muscimol foi também significante em
relagdo aos animais Sham infundidos com salina (E-HI MUS: -43+14 bpm vs
Sham salina: 2+3 bpm; P<0.05). Os valores de PAM e FC de todos os grupos
submetidos a E-HI estdo apresentados na Tabela 05 do Anexo.
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Figura 17. Alteracoes de PAM (A) e FC (B) durante exposicao a ciclos de E-HI ou
sham, e simultanea infusdo crénica de veiculo salina (=400nL/h) ou muscimol
(20pmol/h) no PVN. Valores referentes as médias coletadas diariamente (24h)
comparadas aos valores basais. Dados expressos em valores absolutos. t
P<0.05 e 11 P<0.01 para E-HI salina vs Sham salina; * P<0.05 e ** P<0.01 para E-
HI Mus vs E-HI salina; # P<0.05 para E-HI Mus vs Sham salina (Two-way ANOVA
com post-test de Bonferroni)
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A Figura 18 apresenta as alteracées de PAM e FC em animais expostos a
ciclos de E-HI ou sham, recebendo infusdo crbnica de A-779 no PVN. A
administracdo de A-779 em animais E-IH (n=6) bloqueou completamente o
aumento de PA induzido pela exposicao a E-HI no grupo controle infundido com
salina no PVN (E-HI A-779: -4+1 % vs E-HI salina: 11£2 %; P<0.05, dia 14). Os
animais tratados com A-779 submetidos a exposicdo sham (n=6) né&o
apresentaram alteragbes significantes de PAM em relagdo ao grupo E-HI A-779,
sendo diferentes somente comparado ao grupo E-HI salina (Sham A-779: -5+2 %;

P<0.01, dia 14). Nao houveram diferencas em relacdo a FC entre os grupos.
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Figura 18. Alteracdes de PAM (A) e FC (B) durante exposicao a ciclos de E-HI ou
sham e simultédnea infusédo crénica de veiculo salina (=400nl/h) ou A-779 (2nmol/h)
no PVN. Valores referentes as médias coletadas diariamente (24h) comparadas
aos valores basais. Dados expressos em valores percentuais. T+ P<0.05 e tt
P<0.01 para Sham A-779 vs E-HI salina; * P<0.05 e ** P<0.01 para E-HI A-779 vs
E-HI salina (Two-way ANOVA com post-test Bonferroni).
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Na Figura 19 podemos observar os efeitos do bloqueio crénico dos
receptores ATy no PVN, através da infusdo de Losartan ou ZD7155, durante a
exposicao a E-HI ou sham. Em animais E-HI, tanto a infusdo de Losartan (n=5)
quanto de ZD7155 (n=6) preveniu e praticamente reverteu 0 aumento de PA
observado no grupo infundido com salina (E-HI Los: -8+3 %, E-HI ZD7155: -10+3
% vs E-HI salina: 11£2 %; P<0.01, dia 14). Estas alteragcdes de PAM foram em
magnitude similar aquelas observadas nos animais sham infundidos com Losartan
(n=4) e ZD7155 (n=5) (Sham Los: -8+2 % e Sham ZD7155: -6+1 %). Em relagéo
a FC nao houveram diferencas estatisticas entre os grupos, exceto discreto
aumento no grupo E-HI ZD7155 comparado ao seu controle (sham) (E-HI Los: 7+3
% vs Sham Los: -4+2 %, P<0.05).
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Figura 19. Alteracdes de PAM (A, C) e FC (B, D) durante exposicao a ciclos de E-
HI ou sham e simultédnea infusdo crénica de veiculo salina (=400nl/h), Losartan
(2nmol/h) ou ZD7155 (0,2nmol/h) no PVN. Valores referentes as médias
coletadas diariamente (24h) comparadas aos valores basais. Dados expressos
em valores percentuais. T P<0.05 e 11 P<0.01 para Sham vs E-HI salina; * P<0.05
e ** P<0.01 para E-HI Losartan ou ZD7155 vs E-HI salina (Two-Way ANOVA com
post-test de Bonferroni).
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A Figura 20 apresenta os efeitos sobre a PAM e FC induzidos pela
exposicao a E-HI ou sham e blogueio simultaneo dos receptores AT, no PVN. A
infusdo de PD123319 em ratos submetidos a E-HI preveniu completamente o
aumento de PA produzido por E-HI no grupo recebendo infusdo de salina no PVN
(E-HI PD123319: -34£3 % vs E-HI salina: 112 %, P<0.01). As alteracdes de PA
observadas nos animais sham recebendo infusdo de PD123319 foram em
magnitude similar aquelas obtidas no grupo E-HI submetido ao mesmo tratamento
(Sham PD12319: -4+1 %).
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Figura 20. Alteracoes de PAM (A) e FC (B) durante exposicao a ciclos de E-HI ou
sham e simultdnea infusdo crénica de veiculo salina (=400nl/h) ou PD123319
(2nmol/h) no PVN. Valores referentes as médias coletadas diariamente (24h)
comparadas aos valores basais. Dados expressos em valores percentuais. T
P<0.05 e 11 P<0.01 para Sham PD123319 vs E-HI salina; * P<0.05 e ** P<0.01
para E-HI PD123319 vs E-HI salina ( Two-way ANOVA com post-test Bonferroni).
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Para facilitar a comparagao entre os grupos submetidos a exposicado Sham
com o bloqueio crénico dos receptores angiotensinérgicos no PVN, apresentamos
os valores de PAM e FC para todos os grupos sham somente no dia 14 de
tratamento.

A Figura 21 mostra as alteragbes de PAM e FC em animais Sham a E-Hl
recebendo infusdo crénica de veiculo salina (n=4), A-779 (n=6), Losartan (n=4),
ZD7155 (n=5) e PD123319 (n=6) no PVN. O bloqueio da Ang Il através dos
receptores ATy induziu uma reduc¢do nos niveis basais de PAM no dia 14 de
tratamento, tanto para Losartan quanto para ZD7155, comparado aos animais
infundidos com salina no PVN (Sham Los: -9+2 mmHg, Sham ZD7155: -6+1
mmHg vs Sham salina: -2+1 mmHg; P<0.05), sem alteracées de FC. O bloqueio
da Ang Il através dos receptores AT, induziu uma reducdo discreta, mas
significante de FC (Sham PD123319: -21£7 bpm vs Sham salina: -1+1 bpm;

P<0.05) no dia 14 de tratamento, sem alteracdes de PAM.

59



Resultados

=10+

Alteracoes de PAM (mmHg)

-154

(=]
]

4
(=]
1

Alteracoes de FC (bpm)
8 8
*

N
()
L

= Sham Salina (n=4) Il Sham A-779 (n=6) = Sham Losartan (n=4)

BE=3 Sham ZD7155 (n=5) £ Sham PD123319 (n=6)

Figura 21. Alteracbes de PAM (A) e FC (B) durante exposicdo a ciclos sham
(normoxia) e simultanea infusdo crénica de A-779 (2nmol/h), Losartan (2nmol/h),
ZD7155 (0.2nmol/h), PD123319 (2nmol/h) e veiculo salina (=400nL/h) no PVN.
Valores referentes as médias coletadas durante 24hs do dia 14, comparadas aos
valores basais. Dados expressos em valores absolutos. * P<0.05 comparado a

Sham salina (Teste t de Student).
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Para facilitar a comparacao entre os grupos submetidos a exposicao E-HI
com o bloqueio crénico dos receptores angiotensinérgicos no PVN, apresentamos
os valores de PAM e FC para todos os grupos E-HI somente no dia 14.

A Figura 22 apresenta alteragbes de PAM e FC em animais submetidos a
exposicdo E-HI e simultdnea infusdo crbnica de salina (n=5), A-779 (n=6),
Losartan (n=5), ZD7155 (n=6) e PD123319 (n=5) no PVN. Como descrito
anteriormente, a exposi¢do a ciclos E-HI, neste estudo, induziu um aumento
gradual de PAM que atingiu seus valores mais elevados no dia 14, ndo sendo
acompanhado por alteracbées de FC. A infusédo crbénica de todos os antagonistas
angiotensinérgicos utilizados, blogueou completamente o aumento de PAM
observado no grupo controle (salina), ao término de 14 dias de tratamento (E-HI A-
779: -5x1 mmHg, E-HI Los: -944 mmHg, E-HI ZD7155: -11+4 mmHg e E-HI
PD123319: -4+3 mmHg vs E-HI salina: 12+2 mmHg; P<0.05). Embora nenhum
dos grupos de animais tenha apresentado alteragbes nos niveis basais de FC
comparado ao grupo controle, a infusdo de ZD7155 induziu um aumento de FC
significante quando comparado ao tratamento com o0s outros antagonistas
administrados (E-HI ZD7155: 219 bpm vs E-HI A-779: -14+6 bpm, E-HI Los: -
1248 bpm, E-HI PD123319: -18+4 bpm; P<0.05).
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4.2.2 EFEITOS DO BLOQUEIO ENDOGENO DAS ANGIOTENSINAS NO PVN
SOBRE A MANUTENCAO DO TONUS SIMPATICO E DA PRESSAO ARTERIAL
DURANTE HIPEROSMOLARIDADE PLASMATICA:

Inicialmente 3 grupos de animais foram infundidos com 3 diferentes
concentracoes de solucdo salina (0.15M, 1M e 2.5M) (Figuras 23 e 24). A
osmolaridade plasmatica foi medida em todos os grupos experimentais para
confirmacdo de que a metodologia utilizada estava sendo efetiva em induzir
alteragdes nos niveis plasmaticos de NaCl. A Figura 23 apresenta os valores de
osmolaridade plasmatica antes e ap6s a infusdo de salina hiperténica (SHT) ou
isotonica (SIT) e apds o término dos 30 minutos seguintes a realizacdo das
microinjegdes no PVN. A infusdo de SIT, como esperado, ndo alterou os niveis
plasméticos de NaCl. A infusdo de SHT induziu um aumento significante e
proporcional na osmolaridade plasmatica (1M SHT: 411+16 mOsm / Kg, 2.5M
SHT: 554+23 mOsm / Kg vs controle 0.15M SIT: 324+9 mOsm / Kg; P<0.01).
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Figura 23. Dados agrupados apresentando as alteragbes de osmolaridade
plasmatica induzidas pela infusdo de SIT (0.15M) e SHT (1M e 2.5M) em ratos
submetidos a microinjecdo de A-779 no PVN. *P<0.01 para pés-infusdo de SHT
vs pos-infusdo de SIT e T P<0.01 para pos-infusao vs basal de ambos os grupos
(One-way ANOVA com post-test de Newman-Keuls).
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Na Figura 24, podemos observar que a infusdo de SIT ndo induziu
quaisquer alteracoes de PAM, FC e atividade simpatica renal. A infusdo de SHT
nas duas concentragdes administradas induziu um aumento nos niveis basais de
PAM (SHT 1M: 12+4 mmHg, SHT 2.5M: 1624 mmHg vs SIT 0.15M: -7+3 mmHg;
P<0.05) ndo sendo acompanhado por alteragcées de FC. Em relacdo a RSNA, nao
houveram alteragcdes nos niveis basais desta variavel nos grupos infundidos com
SIT e SHT 1M. O grupo infundido com SHT 2.5M apresentou uma redugao
significativa de RSNA comparada aos demais grupos (SHT 2.5M: -18+3 % vs SHT
1M: 1£7 % e SIT 0.15M: 13+11 %).

Ao se avaliar os efeitos induzidos pela microinjecdo do A-779 (1nmol),
pbde-se observar que o grupo de animais infundidos com SIT, apresentou uma
reducdo de PAM comparada aos valores anteriores as microinje¢ées no PVN.
Efeito diferente foi observado no grupo infundido com SHT 1M, quando a
microinjecao de A-779 no PVN néo resultou em quaisquer alteragées nos niveis
basais de PAM (SHT 1M: 744 mmHg vs SIT 0.15M: -23+7 mmHg; P<0.01). Os
animais infundidos com SHT 2.5M apresentaram uma redug¢ao acentuada de PAM
(SHT 2.5M: -40+9 mmHg vs SHT 1M: -2+44 mmHg e SIT 0.15M: -10+8 mmHg;
P<0.01). Nao houveram diferencas significativas de FC entre os grupos.

Ao se avaliar os efeitos da microinjecdo de A-779 sobre a RSNA, pode-se
observar que nos animais SHT 2.5M apresentaram uma reducéo acentuada desta
variavel (SHT 2.5M: -3746 % vs SIT 0.15M: 14+15 %; P<0.01). Embora a
microinjegao de A-779 nos animais infundidos com SHT 1M tenha induzido uma
resposta similar de atividade simpatica em relagédo ao grupo controle (SIT), esta
foi significativamente diferente do grupo SHT 2.5M (SHT 1M: 12£13 % vs SHT
2.5M: -3716 %; P<0.01).

Os valores basais de PAM e FC de todos os grupos de animais submetidos
a infusao de salina hiperténica (2.5M e 1M) ou isoténica (0.15M) sdo apresentados
na Tabela 06 do Anexo.
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Figura 24. Alteracoes de PAM, FC e RSNA em resposta a infusao de SIT (0.15M)
e SHT (1M e 2.5M) seguidas por microinje¢des bilaterais de A-779 (1nmol/100nl)
no PVN. Valores referentes as médias coletadas a cada 5 minutos apds o inicio
da infusdo de SHT até o término do experimento, comparadas aos valores basais.
Dados expressos em valores absolutos (A e B) e valores percentuais (C). * P<0.05
e ** P<0.01 para SHT 2.5M vs SIT 0.15M; 1 P<0.05 e 11 P<0.01 para SHT 1M vs
SHT 2.5M; t P<0.05 e tt P<0.01 para SHT 1M vs SIT 0.15M (Two-way ANOVA
com post-test de Bonferroni).
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Os efeitos do bloqueio endégeno da Ang-(1-7) no PVN foram comparados
aos efeitos induzidos pelo blogueio dos receptores ATq da Ang Il, apés a infusao
de SHT 2.5M. Esta concentracdo foi escolhida por ter causado efeitos mais
pronunciados na primeira fase de experimentos. Salina estéril (NaCl 0.9%) foi
microinjetada no PVN de um grupo separado de animais, utilizado como controle.
A osmolaridade plasmatica dos animais foi aumentada apds a infusédo de SHT,

nao havendo diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 25).
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Figura 25. Dados agrupados mostrando alteragcdes de osmolaridade plasmatica
induzidas pela infusdo de SHT (2.5M) em ratos submetidos a microinjecao de A-
779 (1nmol/100nl), Losartan (1nmol/100nl) e veiculo (100nl) no PVN. * P<0.05
para Poés-infusédo vs basal (One-way ANOVA com post-test de Newma-Keuls).

A Figura 26 mostra que a infusdo de SHT induziu um aumento de PAM
acompanhado de reducdo de RSNA em todos os grupos avaliados. A
microinjegao de A-779, como descrita acima, induziu uma redugédo acentuada de
PAM (SHT A-779: -40+9 mmHg vs SHT veiculo: -7£3 mmHg; P<0.01) e de RSNA
(SHT A-779: -26+6 % vs SHT veiculo -2+3 %; P<0.05). Embora a microinjecao de
Losartan ndo tenha causado efeitos diferentes do grupo controle, estes foram
significativamente diferentes do grupo microinjetado com A-779 (SHT Los: -16+7
mmHg vs SHT A-779: -40+£9 mmHg; P<0.01), FC (SHT Los: 18+7 bpm vs SHT A-
779: -23+£15 bpm; P<0.05) e RSNA (SHT Los: -12+5 % vs SHT A-779: -2616 %).
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Figura 26. Alteracoes de PAM, FC e RSNA em resposta a infusdo de SHT (2.5M
NaCl) e a microinjecdes bilaterais de A-779 (1nmol/100nl), Losartan (1nmol/100nl)
e veiculo (100nl) no PVN. Valores referentes as médias coletadas a cada 5
minutos apds o inicio da infusdo de salina até o término do experimento,
comparadas aos valores basais. Dados expressos em valores absolutos (A e B) e
valores percentuais (C). * P< 0.05 e ** P< 0.01 para SHT 2.5M A-779 vs SHT 2.5M
veiculo; T P< 0.05 e 11 P<0.01 para SHT 2.5M Losartan vs SHT 2.5M A-779 (Two-
way ANOVA com post-test Bonferroni).
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4.3 CARACTERIZACAO DOS EFEITOS DO SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA
CEREBRAL NA MANUTENCAO DO TONUS SIMPATICO E DA PRESSAO
ARTERIAL EM RATOS TRANSGENICOS ASRAOGEN.

No sentido de confirmar a participagdo do SRA cerebral e especificamente
das angiotensinas agindo sobre os neurdnios do PVN para a modulagéo do ténus
simpatico e da PA, utilizamos o modelo TGR(ASrAOGEN) (TGR) que apresenta
baixos niveis de angiotensinogénio (Aogen) cerebral (Schinke e cols., 1999). Foi
realizada a inibicdo neuronal no PVN, através de microinjecées unilaterais e
bilaterais de muscimol. A Tabela 01 apresenta os valores basais de PAM e FC dos
animais submetidos a este protocolo. Os valores de PAM dos TGR (n=6) foram

significativamente menores em relacao aos ratos SD (n=5 para muscimol e salina).

Tabela 01. Valores basais de pressao arterial média (PAM) e frequéncia

cardiaca (FC) antes das microinjecées de muscimol no PVN.

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
SD Salina (100 nl) 5 11342 312+9
SD Mus (1 nmol / 100 nl) 5 101 £ 3 299 +3
TGR Mus (1 nmol / 100 nl) 6 89 +4* 290 + 20

Valores expressos como média + EPM. * P<0.01 para TGR vs SD (Teste tde Student).

A Figura 27 ilustra os efeitos sobre a RSNA basal induzidos pela
microinje¢gdo de salina ou muscimol no PVN de ratos SD e TGR. Como
observado, a microinjecado de muscimol reduziu os valores de RSNA em ratos SD
comparado ao grupo controle microinjetado com salina. O mesmo procedimento
realizado nos TGR nao reduziu a RSNA basal. Nos dados agrupados, (Figura 28),
pode-se observar que a redugdo de RSNA ocorrida somente nos animais SD
muscimol foi significativamente diferente dos demais grupos (SD Mus: 4815 vs
TGR Mus: 6413 e SD Salina: 6017, em spikes / segundo, P<0.05).
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Figura 27. Registro de atividade simpatica do nervo renal (RSNA, V) ilustrando o
basal e a redugdo média maxima apos microinje¢cdes de salina (A; 100nl) ou
muscimol (B, C; 1nmol/100nl) no PVN de ratos SD (A,B) e TGR (C).

— Basal
Apos microinjegoes no PVN

RSNA (spikes/s)

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\x

SD Salina SD Mus TGR Mus

Figura 28. Atividade simpatica do nervo renal basal e redugdo média méaxima
apds microinjegdes de salina (100nl) ou muscimol (1nmol/100nl) no PVN de ratos
SD (n=5 para salina e muscimol) e TGR (muscimol, n=6). * P<0.05 para SD apés
microinjecdo de muscimol vs basal (Teste tde Student).
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A Figura 29 ilustra o efeito da microinjecédo unilateral e bilateral de muscimol
(1nmol / 100nl) no PVN de ratos SD (A) e TGR (B). Conforme pbde ser observado
neste experimento, a microinje¢cao de muscimol nos ratos SD induziu uma reducgéo
acentuada de PA, FC e RSNA, evidenciada desde a microinjecao unilateral e
intensificada apds as injecdes bilaterais no PVN. Ao se realizar o mesmo
procedimento nos TGR, pode-se observar que microinjegdes de muscimol no PVN

praticamente ndo induzem quaisquer alteracoes de PA, FC ou RSNA.

(mmHg)

SD Presssao 188
Arterial “
rteria 50

Frequéncia 400
Cardiaca 300] B SV

(bpm) 200
100
RSNA|
(% do basal) 20 ]
0

2 min

TGR  Pressao 150
(mmHg) 50
0
Frequéncia 400
Cardiaca 300 ]w . ottt

(bpm) 200
100
RSNAI
(% do basal) 20
0
2 min
Mus Mus
Unilateral Bilateral

Figura 29. Registro ilustrando as respostas de PA, FC e RSNA produzidas pela
microinjecao unilateral e bilateral de muscimol (1nmol/100nl) no PVN de ratos SD
e TGR. As setas indicam o momento das microinjecdes.
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Como esperado, a microinjecao bilateral de muscimol no PVN de ratos SD
induziu uma reducgao acentuada de PAM (SD Mus: -32+3 mmHg vs SD salina: 12
mmHg; P<0.01), FC (SD Mus: -77+£9 bpm vs SD salina: -8+2 bpm; P<0.01) e
RSNA (SD Mus: -2948 % vs SD salina: -8+4 %; P<0.05) quando comparado aos
efeitos de microinjecdes de veiculo no PVN de um grupo separado de ratos SD.
Interessantemente, ao se comparar os efeitos induzidos pelo muscimol no PVN de
ratos SD, com a realizagdo do mesmo procedimento em animais TGR, pdde-se
observar uma reducdo atenuada de PAM (-17+5 mmHg) e FC (-23+6 bpm) sem
alteracdes nos niveis basais de RSNA (-3£10 %) (Figuras 29 e 30).
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Figura 30. Alteracbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
unilaterais (0 min) e bilaterais (15 min) de muscimol (1nmol/100nl) ou salina no
PVN de ratos SD e TGR. Valores referentes as médias coletadas a cada 5
minutos apd6s as microinjegcdes, comparadas aos valores basais. Dados
expressos em valores absolutos (A e B) e valores percentuais (C). * P< 0.05 e **
P< 0.01 para SD Mus vs SD salina; T+ P< 0.05 para TGR Mus vs SD Mus (Two-
way ANOVA com post-test Bonferroni).
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4.4 ANALISE HISTOLOGICA:

A analise histolégica demonstrou que os efeitos sobre os niveis de atividade
simpatica e de PA, em resposta as microinjecdes e infusdes das drogas utilizadas
nos diferentes grupos experimentais, foram evidentes para os experimentos em
que os sitios de microinjecdo marcados pelo corante Alcian blue encontravam-se
no PVN ou imediatamente nas bordas deste nucleo. A extensdao do PVN
considerada para a confirmacao histoldgica foi de -1,40 a -2,12 posterior ao
Bregma, de acordo com o Atlas de Paxinos e Watson (1986). N&o foi possivel
distinguir a localizagao precisa na regidao magnocelular ou parvicelular dos grupos
de neurbnios atingidos pelas microinjegdes.

A Figura 31 exemplifica a distribuicdo dos sitios de microinjecdo marcados
pela injecdo do corante dos grupos TGR e SD em que foram administrados
muscimol e salina de acordo com os parametros considerados (A).
Adicionalmente, cortes histolégicos de exemplos do sitio atingidos pelas
microinjegbes confirmados de acordo com o diagrama de Paxinos & Watson

(1986) sao apresentados (B).
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Figura 31. A) Diagrama esquematico frontal retirado do Atlas de Paxinos e
Watson (1986) mostrando a localizagcao do PVN. B) Fotografia de cortes frontais
do encéfalo de ratos onde podem ser observadas as lesdes causadas pelas
microinjegdes bilaterais no PVN.
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As alteracdes produzidas sobre os niveis basais de PAM, FC e atividade
simpatica nos diferentes protocolos utilizados sédo resultado de uma interacao das
angiotensinas ou de seus antagonistas com 0s seus receptores localizados no
PVN. Isto pode ser evidenciado pelo fato de que as microinje¢cdes do A-779 em
regides adjacentes ao PVN, ndo produziram as mesmas respostas.

A Figura 32 ilustra a diferenga de resposta obtida apds a microinjecao do A-
779 (0,1nmol/100nl) em regides préximas ao PVN, especificamente na regido
intermediaria entre este nucleo e o Hipotalamo dorsomedial (DMH), delimitada

entre -2,56 a -3,14 posterior ao Bregma.

Bregma -2,56 Bregma -2,80 Bregma -3,14

@ A-779 (0,1nmol)

Figura 32. Representacao esquematica dos sitios marcados pela microinjecao de
corante Alcian Blue dos grupos em que foi administrado A-779 (0,1nmol) atingindo
a regiao intermediaria entre PVN e o DMH, na extensao de -2,56 a -3,14.

As microinje¢cdes do A-779 (0,1nmol) na regido intermediaria posterior ao
PVN, ndo promoveram alteracdes de PAM e de FC estatisticamente significantes
em relacdo ao grupo controle, efeito semelhante aquele obtido pela microinjecao
da dose equimolar do A-779 dentro do PVN. Entretanto, em relagdo a atividade
simpatica, pode-se observar que a microinjecdao do A-779 (0,1nmol) fora do PVN
promoveu um aumento desta varidvel estatisticamente diferente quando
comparado ao grupo controle e ao grupo em que as microinjecbes do A-779

atingiram o PVN (Figura 33).
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Figura 33. Alteragcbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
bilaterais de salina (100nl), A-779 (0,1nmol) no PVN e na regido intermediaria
posterior a este nucleo. Valores referentes as médias coletadas a cada 5 minutos
apdés as microinjecées, comparadas aos valores basais. Dados expressos em
valores absolutos (A e B) e valores percentuais (C). * P< 0.05 e ** P< 0.01 para A-
779 (0,7nmol) no PVN vs salina; # P< 0.05 para A-779 (0,1nmol) na regido
intermediaria posterior ao PVN vs salina (Two-way ANOVA com post-test
Bonferroni).

Do ponto de vista funcional, a discriminagdo entre a area delimitada pelo
PVN e regides adjacentes a este nucleo, é importante, pois evidencia a atuacao
deste ndcleo na manutencdo da atividade simpatica e consequente influéncia

sobre o sistema cardiovascular. As microinjecées das angiotensinas e
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antagonistas angiotensinérgicos foram realizadas nos sitios do PVN onde a
microinjegao do muscimol mostrou-se efetiva em reduzir os niveis basais de PAM
e RSNA. Isto pode ser observado na Figura 34, onde a microinjecdo do muscimol

na regiao intermediaria posterior ao PVN ndao promoveu reducao destas variaveis.
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Figura 34. Alteragcbes de PAM, FC e RSNA em resposta as microinjecoes
bilaterais de salina (100nl), muscimol (1nmol) no PVN e na regido intermediaria
posterior a este nucleo. Valores referentes as médias coletadas a cada 5 minutos
apos as microinjecdes, comparadas aos valores basais. Dados expressos em
valores absolutos (A e B) e valores percentuais (C). * P< 0.05 e ** P< 0.01 para
muscimol (1nmol) no PVN vs salina; # P< 0.05 para muscimol (1nmol) na regido
intermediaria posterior ao PVN vs salina.
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5. DISCUSSAO:

Os principais achados deste estudo foram: 1) A Ang-(1-7) enddgena no
PVN, participa da modulacdo tonica simpatica mediada por este nucleo,
exercendo um efeito excitatorio sobre a atividade simpética renal; 2) 0 aumento de
PA induzido por eucapnia e hipoxia intermitente (E-HI), é dependente do fluxo
simpatico gerado pelo PVN e especificamente da acado das Ang-(1-7) e Ang Il
sobre o0s neurbnios deste nudcleo; 3) durante a hiperosmolaridde plasmatica
induzida por infusdo de solucdo salina hiperténica (SHT), a acdo da Ang-(1-7)
endégena no PVN parece estar acentuada, 4) as angiotensinas enddgenas no
PVN participam na manutencao ténica simpética renal e cardiovascular visto que o
défict de AOGEN central altera o nivel de atividade simpética gerada pelo PVN.
Em conjunto, estes resultados sugerem que as Ang-(1-7) e Ang Il enddgenas,
agindo em receptores especificos ao nivel do PVN, contribuem de forma relevante
para a manutencéo do ténus simpatico e da PA em condigdes fisioldgicas normais
e alteradas, corroborando a significancia funcional da producéo das Ang cerebrais
na regulacdo central do tdnus simpatico para o sistema cardiovascular. As
principais observagdes feitas durante este estudo serdo apresentadas e discutidas

em sequéncia.

5.1 PARTICIPACAO DAS ANG-(1-7) E ANG Il NA MANUTENGCAO DO TONUS
SIMPATICO E DA PRESSAO ARTERIAL EXERCIDAS PELO PVN.

A microinjecdo de Ang-(1-7) em animais normotensos anestesiados induziu
um importante aumento dos niveis basais de RSNA, sem alteracées de PAM e
FC. Este resultado confirma e estende estudos anteriores, onde foi demonstrado
que a aplicagdo de Ang-(1-7) por microiontoforese no PVN, promove um aumento
da excitabilidade neuronal nesta regidao (Ambuhl e cols., 1994). Ambuhl e cols.

(1994) sugeriram, que a Ang-(1-7) poderia modular a atividade dos neurdnios do
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PVN, causando um efeito final excitatério. Embora as observacdes de Ambuhl e
cols. (1994) tenham sido bastante convincentes quanto ao papel excitatério da
Ang-(1-7) no PVN, ndo haviam dados referentes as implicacbes desta
excitabilidade neuronal sobre o ténus simpatico e parametros cardiovasculares,
uma vez que o registro dos neurdnios de forma isolada, ndo os classificou quanto
a suas acgdes excitatorias ou inibitorias, além de variaveis cardiovasculares nao
terem sido avaliadas (Ambuhl e cols., 1994). Nossos resultados revelaram um
papel funcional para a Ang-(1-7) no PVN, permitindo sugerir, em conjunto com 0s
dados de Ambuhl e cols., (1994), que pelo menos parte do efeito final da Ang-(1-7)
sobre as células deste nucleo seja predominantemente excitatério sobre a
manutencao do tdnus simpatico renal.

A microinje¢cdo de Ang Il induziu um aumento da RSNA, também sem
alteracoes de PA e FC. Embora o aumento de RSNA induzido pela Ang Il tenha
sido em magnitude similar ao aumento evocado pela Ang-(1-7), este pareceu ser
mais efetivo, sendo mantido durante todo o periodo experimental. A Ang Il tem
sido identificada em regides que participam do controle simpatico e de PA como
bulbo, hipotalamo e medula espinhal (Bains e cols., 1992; Wright & Harding, 1992;
McKinley e cols., 2003; Dampney, 1994). E sabido que a Ang Il promove efeito
excitatério sobre o0s neurdnios destas regides, com importantes implicacboes
cardiovasculares (Zhu e cols., 2002; Wright & Harding, 1992; McKinley e cols.,
2003). Especificamente no PVN, a Ang Il causa aumento da excitabilidade
neuronal (Ambuhl e cols., 1994; Felix e cols., 1991). Zhu e cols. realizaram
microinjecdes deste peptideo no PVN em doses crescentes, e observaram que em
todas as concentracgdes utilizadas (0,03, 0,3 e 3nmol), a Ang Il promoveu elevacao
dos niveis basais de atividade simpatica, com alteracdes variaveis de PA e FC
(Zhu e cols., 2002). Os aumentos de RSNA, entretanto, sé foram estatisticamente
significantes em relacdo ao grupo controle nas doses mais elevadas (Zhu e cols.,
2002). Nesse sentido, nosso estudo corrobora os dados da literatura
demonstrando o papel excitatério da Ang Il no PVN sobre a atividade simpética.

Embora ndo tenhamos avaliado o efeito da Ang-(1-7) na presenca de

diferentes antagonistas angiotensinérgicos, existem evidéncias de que este efeito
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seja mediado por um receptor seletivo. Ambuhl e cols., (1994) mostraram que o
aumento de excitabilidade neuronal induzido pela Ang Il no PVN nao foi
influenciado pela aplicagédo de A-779. Ao contrario, o aumento de excitabilidade
produzido pela aplicagcdo da Ang-(1-7) foi completamente bloqueado pelo seu
antagonista seletivo A-779, sugerindo que a Ang-(1-7), no PVN, tenha suas agdes
mediadas por um receptor especifico (Ambuhl e cols., 1994).

Em nosso estudo, a microinjegdo prévia do antagonista seletivo da Ang-(1-
7), A-779, na concentracdo mais baixa (0,1nmol), bloqueou completamente o
aumento de RSNA induzido pela Ang-(1-7). Adicionalmente, experimentos em
que microinjecdes de A-779 (0,1nmol) atingiram a regido intermediaria posterior,
entre o PVN e o DMH, promoveram uma resposta completamente diferente,
induzindo um aumento de RSNA.

Estudos anteriores também sugerem que as agbes da Ang-(1-7) no SNC,
em outros nuacleos envolvidos com o controle ténico e reflexo da atividade
simpdtica e PA, sejam mediadas por um receptor especifico (Silva e cols., 1993,
Fontes e cols., 1994, Chaves e cols., 2000). Fontes e cols. (1994) mostraram que
o efeito pressor induzido pela microinjecao de Ang-(1-7) no BRVL foi bloqueado
pelo A-779, mas nao pelos antagonistas de receptores ATy, DuP 753 (Losartan)
ou AT,, CGP42112A, sugerindo a participacdo de receptores especificos na
mediacao das acdes da Ang-(1-7) no BRVL (Fontes e cols., 1994).

O receptor Mas, descrito por Santos e cols. (2003) como um receptor
funcional para a Ang-(1-7), € expresso em diversas regides do SNC envolvidas
com o controle cardiovascular como BRVL e NTS (Santos e cols., 2003, Halbach e
cols., 2000, Becker e cols., 2007). Em estudo recente, Becker e cols. observaram
abundante marcacado immunocitoquimica para o receptor Mas tanto nas regides
magno quanto parvicelular do PVN (Becker e cols., 2007). Estes dados em
conjunto, reforcam as evidéncias quanto a participagdo da Ang-(1-7) na
modulagdo cardiovascular e de tdnus simpético exercida por nucleos centrais,
através de um receptor especifico.

Resumindo nossas observacoes, estes resultados sugerem que tanto a Ang

Il quanto a Ang-(1-7) exercem influéncia excitatéria sobre os neurénios do PVN,
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resultando em aumento dos niveis basais de atividade simpatica e agindo através
de receptores especificos. Estudos de imunocitoquimica descrevem a presenca
de Ang-(1-7) (Block e cols., 1988), assim como de Ang Il (Egli e cols., 2000)
endégenas no PVN. Para avaliar a participagcdo destas angiotensinas na
manutencao ténica simpética exercida pelo PVN, realizamos o bloqueio bilateral
dos receptores Mas, AT e AT».

A participagdo da Ang-(1-7) endogena foi avaliada através da microinjecao
do seu antagonista, A-779. Na dose mais baixa de 0,1 nmol, o A-779 reduziu a
atividade simpatica renal de maneira importante, sem alterar PAM e FC. Ao
compararmos este resultado com o efeito induzido pela inibicdo neuronal do PVN,
pudemos observar que a microinjecdo de muscimol promoveu uma reducao de
RSNA em magnitude similar, ao efeito do A-779, sugerindo que a Ang-(1-7)
enddgena esteja modulando o ténus simpatico para o leito renal, em importancia
comparada a inibicdo causada pela ativagdo dos receptores GABAa

O blogueio da Ang-(1-7) utilizando uma dose mais elevada de A-779
(1nmol), induziu uma diminuigdo dos niveis basais de PA, mas ndo acentuou a
reducdo de RSNA observada anteriormente (com 0.1nmol). Este resultado
levanta a questdo sobre como poderia haver uma diminuicado de RSNA com a
dose de 0.1 nmol de magnitude similar a dose de 1 nmol, sem redug¢ao simultanea
de PA. Nesse sentido, seria possivel especular que o papel endégeno da Ang-(1-
7) no PVN poderia ser em primeiro plano excitatério sobre a populagdo de
neurdnios envolvidos na manutencao da atividade eferente simpatica renal.

Estudos tém demonstrado que o tipo de descarga simpatica emitido pelo
sistema nervoso pode ser alterado por diferentes estimulos, embora a resposta
final em muitos casos, seja avaliada simplesmente como aumento ou reducéo das
descargas nervosas (Gebber, 1980; Nilsson e cols, 1985; Pernow e cols., 1989;
Gebber, 1990; Kenney e cols., 1998; DiBona & Sawin, 1999). Kenney e cols.
(2001) observaram que a desinibicdo dos neurénios do PVN com microinjegdes de
bicuculina altera o perfil da descarga simpatica eferente, transformando-a de um
molde com disparos sincronizados a PA e cardiaco-relacionados, para disparos de

alta amplitude e baixa freqiiéncia, ndo cardiaco-relacionados (Kenney e cols.,
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2001). Em nosso estudo a RSNA néao foi analisada de maneira qualitativa, nao
sendo possivel avaliar o resultado funcional real das alteragdes das descargas
eferentes simpaticas moduladas pelo PVN apés o bloqueio da Ang-(1-7). Dessa
forma, a reducdo de RSNA observada pela microinjecdo do A-779 nas duas
concentragcoes, embora paregca semelhante, poderia conter uma mensagem
diferenciada, que explicaria o fato de a reducdo de RSNA evocada pela
concentragcao maior, ser acompanhada também por alteracées de PA e FC.

Adicionalmente, a inervacdo pds-ganglionar simpatica para os rins é
responsavel por inervar a vasculatura renal, todos os segmentos do nefron e as
células justaglomerulares. Esta inervacao, no entanto, ndo acontece de maneira
homogénea. Barajas e cols. (1992) observaram que as fibras nervosas simpaticas
renais podem ter contato com um unico efetor renal (Barajas e cols., 1992). A
estimulagdo simpética para os rins causa vasoconstricao renal com reducédo do
fluxo sanguineo, aumento da resisténcia vascular, aumento na reabsorc¢ao tubular
de sodio, reducao da excregao urinaria de sédio e da taxa de secrecao de renina.
Entretanto, estas respostas sdo geradas de maneira diferenciada, dependendo da
intensidade da estimulagédo nervosa (DiBona, 2000; DiBona, 2001).

Estudos indicam que aumentos ou redugcbes na RSNA integrada sao
dependentes de alteracbes paralelas de aumento e diminuicdo do numero de
fioras nervosas ativas recrutadas para alvos efetores renais individuais, assim
como da intensidade destas descargas (DiBona e cols., 1997; DiBona & Jones,
1998; Grisk & DiBona, 1998; DiBona & Sawin, 1999). DiBona & Sawin
exemplificaram este fato ao demonstrar que, embora a estimulagdo de receptores
somaticos ou térmicos, através de pincamento da pele ou aquecimento térmico,
respectivamente, tenham promovido aumentos similares de RSNA integrada,
induziram efeitos hemodinamicos diferentes, de forma que o aumento da
resisténcia vascular renal foi maior em resposta a estimulacéao térmica do que a
somatica. Os autores sugeriram ainda, que o aumento de RSNA evocado pela
estimulagdo térmica, provavelmente continha, na sua codificacdo, informacdes
relacionadas a ativacdo de uma Unica populacao de fibras nervosas simpaticas

renais, promovendo respostas de descargas na frequéncia de estimulacao
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caracteristica da vasculatura renal resultando, conseqlientemente, em uma
vasoconstricado mais efetiva do que aquela evocada pelo estimulo somatico.
DiBona & Sawin concluiram que diferentes estimulos podem ativar diferentes
grupamentos neuronais centrais responsaveis pela regulacdo de grupos
especificos de fibras nervosas renais, induzindo efeitos hemodinamicos diversos
(DiBona & Sawin, 1999).

Nao é improvavel que em outras circunstancias, como pela administracao
de drogas em areas do SNC, a citar o PVN, um efeito semelhante possa
acontecer. Assim, é possivel especular que as diferentes concentracées de A-779
utiizadas em nosso estudo poderiam produzir respostas diferenciadas de
descargas simpaticas, que ao serem executadas pelas estruturas renais efetoras,
promovem alteragbes, por exemplo de fluxo renal, mais ou menos intensas,
apresentando ou nao repercussdes sobre variaveis cardiovasculares como PA e
FC. No entanto, outros estudos serdo necessarios no sentido de elucidar o
resultado funcional real de reducao de RSNA apds o bloqueio enddégeno da Ang-
(1-7) no PVN.

Um outro aspecto a ser considerado quanto ao controle eferente simpatico
exercido pelo PVN consiste na modulacdo entre as descargas simpaticas
destinadas a diferentes 6rgaos alvo. Os circuitos centrais séo capazes de produzir
respostas de descargas simpaticas eferentes heterogéneas, ou seja, descargas
simpéticas de intensidade nado uniforme para os diferentes érgdos inervados.
Diversos estudos tém demonstrado que a ativacdo quimica do PVN produz
alteragdes nos niveis de atividade nervosa para diferentes alvos (Kenney e cols.,
2003). Katafuchi e cols. (1988) demonstraram que em ratos anestesiados e sino-
aortico denervados, a microinjecao de glutamato no PVN produz aumento de
descarga simpatica para a glandula adrenal, mas nao altera a RSNA (Katafuchi e
cols., 1988). Adicionalmente, a microinjecao de acido D,L-Homocisteic no PVN de
coelhos anestesiados promoveu redugdo das descargas simpaticas destinadas
para os rins, e aumento daquelas destinadas para glandulas adrenais e
esplanicas, tendo sido observados ainda, tanto aumento quanto diminuicdo das

descargas simpaticas direcionadas para o coracao (Deering & Coote, 2000; Lu e
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cols., 1991). Esta resposta de simpato-inibicdo para os rins e de simpato-
excitacao para o coracao pode ser observada também em situacdes de expansao
de volume agudo (Deering & Coote, 2000). Em nosso estudo foi avaliada somente
a atividade simpdtica diretamente relacionada a inervagao renal. Por este motivo
nao podemos excluir a possibilidade de haver uma modulagdo diferente nas
descargas simpaticas destinadas, por exemplo, para o coragdo, nas diferentes
concentracoes de A-779 administradas.

O préximo passo do nosso estudo, visou comparar os efeitos do bloqueio
enddgeno da Ang-(1-7) com o bloqueio da Ang Il no PVN, através da microinjegéao
de antagonistas dos receptores AT; e AT,, Losartan e CV11974, e PD123319,
respectivamente, na dose equimolar de 1nmol. A microinjecdo do Losartan no
PVN reduziu os valores basais de PA, sem alteragdes significantes de FC e RSNA
em relacao ao grupo controle. A microinjecdo de CV11974 nao alterou os niveis
basais de PAM e FC, mas induziu um rapido e significante aumento de atividade
simpdtica. Os efeitos do bloqueio dos receptores ATy no PVN ja haviam sido
descritos em estudos anteriores. Zhu e cols. (2002) observaram que a
administracdo de Losartan no PVN é capaz de bloquear completamente o efeito
excitatorio evocado pela Ang Il neste ndcleo. Ao se avaliar os efeitos da
microinje¢do isolada de Losartan no PVN, p6de ser observado discreta, mas
significante reducado de PA, sem alteracdo dos niveis basais de RSNA (Zhu e
cols., 2002). Chen & Toney (2003) obtiveram resultados semelhantes uma vez
que a microinjecdo dos antagonistas ATi, Losartan e L158809 no PVN, nédo
promoveu alteragdes significantes de FC e RSNA (Chen & Toney, 2003). Com
base nestes dados, podemos concluir que a Ang Il participa da modulagéao da PA,
mas apesar de exercer excitacao sobre os neurdnios do PVN, esta estimulacao
nao parece contribuir, através da ativacao dos receptores AT4, para a modulagao
das descargas simpaticas renais originadas neste nucleo, em condi¢des basais.

Embora os receptores ATy ndo paregcam participar da modulagcédo ténica
simpatica exercida pelos neurbnios do PVN, a atuacdo da Ang Il poderia se dar
através da ativacao dos receptores AT.. Por esse motivo realizamos o bloqueio

bilateral dos receptores AT, no PVN. A microinjecao do PD123319 nao resultou
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em alteragbes significantes de PAM ou FC, mas promoveu uma redugao
importante dos niveis basais de RSNA. Poucos trabalhos relatam agdes
mediadas pelos receptores AT, no SNC. Alguns estudos tém demonstrado a
participacao destes receptores no efeito dipsogénico e de ingestao de sbédio em
resposta a administracdo de Ang Il no PVN e na area Septal Média (ASM). O
blogueio dos receptores AT, promove reducao da resposta de ingestdo de agua e
sédio promovida pela Ang Il (Prado e cols., 1996; Saad & Camargo, 2003). Em
relacdo a participacdo destes receptores na regulacdo simpética exercida pelo
PVN, Chen & Toney (2003) observaram que microinjecoes de PD123319 nao
promoveram alteracbes nos niveis basais de PAM, FC e RSNA ao serem
administradas isoladamente, e nem apéds a realizacdo de bloqueio dos receptores
GABAérgicos no PVN (Chen & Toney, 2003), sugerindo que estes receptores nao
participem da manutencao tdnica simpatica gerada pelos neurénios do PVN.

O efeito de reducdo de RSNA em resposta a microinjegcdo de PD123319
observado em nosso estudo foi diferente daquele observado por Chen & Toney
(2003). O procedimento experimental realizado durante nosso projeto foi bem
similar aos procedimentos realizados por Chen & Toney (2003), nao havendo
diferencas metodoldgicas, exceto por discreta variacdo nas coordenadas utilizadas
para a realizagao das microinjecdes e pela dose do antagonista utilizada.

As coordenadas usadas para as microinje¢des em nosso estudo, foram
1,8mm posterior ao bregma, 0,4-0,5mm de lateralidade a linha média e 8,0mm de
introducao ventral da agulha em relacado a superficie dorsal do bregma, em ratos
de até 350g. Chen & Toney (2003) consideraram 1,6-2,0mm posterior ao bregma,
0,5-0,7mm de lateralidade a linha média e 7,0-7,5mm de introdugéo ventral da
agulha em relacao a dura-mater, em ratos de 350 — 450g. Embora esta variacao
seja muito pequena pode promover magnitudes de respostas de descargas
simpaticas diferentes. Isto pdde ser demonstrado pelo estudo de Allen (2002),
onde a realizagdo de microinjegdes sequenciadas de agonista GABAa, muscimol,
nos sentidos antero-posterior, dorso-ventral e lateral ao PVN resultaram em
diferencas relacionadas tanto a magnitude quanto ao periodo gasto para se

alcancar o efeito maximo da resposta. De modo geral, as injecoes realizadas de
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1,3-2,0mm posterior ao bregma, com até 0,5mm de lateralidade e 7,7-8,4mm
ventral a superficie dorsal do bregma produziram os efeitos mais pronunciados de
reducao de PAM, FC e RSNA. Injecbes mais laterais que 0,5mm produziram
pouco ou nenhum efeito sobre as variaveis avaliadas (Allen, 2002). A localizagao
precisa dos receptores AT, certamente ndo € a mesma dos receptores GABA,
mas nao é improvavel que um resultado semelhante a este observado por Allen
com o muscimol, em decorréncia de pequenas diferengas nas regides atingidas
pela microinjecao do PD123319 possa acontecer.

Outra diferenca entre os estudos, foi a dose de PD123319 utilizada.
Nossos animais foram microinjetados com uma dose 10 vezes menor (1nmol) do
que aquela utilizada por Chen & Toney (2003), ndo sendo improvavel que um
efeito inespecifico, causado pela alta dose do antagonista, possa ter escondido
uma contribuicao dos receptores AT, na manuteng¢ao do ténus simpatico exercida
pelos neurénios do PVN.

Outro aspecto a ser considerado € que a similaridade entre o efeito induzido
pelo bloqueio dos receptores Mas e AT,, uma vez que ambos reduziram a RSNA
sem causar alteracbes de PAM e FC, traz a possibilidade de haver uma
interferéncia entre 0 PD123319 e os receptores da Ang-(1-7). Pinheiro e cols.,
(2004) observaram que o efeito antidiurético do AVE 0991, um agonista do
receptor Mas, em rins de camundongos, foi totalmente bloqueado pelo PD123319
(Pinheiro e cols., 2004). Especificamente no hipotalamo, Gironacci e cols., (2000)
demonstraram que o PD123319, assim como o A-779, bloqueou o efeito de
liberacdo de norepinefrina induzido pela Ang-(1-7) nesta regido (Gironacci e cols.,
2000). Estes estudos sugerem que um mecanismo de oligomerizacao ou cross-
talk, caracteristico dos receptores acoplados a proteina G, poderia estar
acontecendo (Breitwieser, 2004). Entretanto, se um efeito de cross-talk estivesse
acontecendo em nosso estudo, este também poderia ter ocorrido no estudo de
Chen & Toney (2003). Adicionalmente, apesar de os efeitos induzidos pelo A-779
e pelo PD123319 tenham sido de reducdo de RSNA, o padrdo de resposta foi
diferente, sugerindo que ndao houve uma interacao entre receptores, mas sim uma

resposta especifica causada pela ativacao de diferentes receptores.
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Finalmente, embora os resultados obtidos pelo bloqueio dos receptores AT,
em nosso estudo sejam ainda iniciais, constituem um dos primeiros dados a
indicar um papel funcional destes receptores ao nivel do SNC, na modulagao
simpatica para o sistema cardiovascular. Baseado nestas observag¢des, podemos
sugerir que nao s6 a Ang-(1-7), mas também a Ang I, participe da manutencao
tonica simpatica exercida pelo PVN, tendo esta ultima, seus efeitos, mediados
pelos receptores AT,. No entanto outros estudos serdo necessarios no sentido de
avaliar o papel dos receptores AT, no PVN.

Uma importante observacdo em nosso estudo foi a de que o bloqueio da
Ang-(1-7) endbégena e também dos receptores AT,, promoveu uma reducao
relevante dos niveis de atividade simpatica. A magnitude desta reducao foi
comparada com a resposta de RSNA produzida pela microinjecdo de agonista
GABAA, muscimol. GABA é um neurotransmissor inibitério presente no SNC,
apresentando-se em elevadas concentracbes em nucleos envolvidos no controle
de fungbes autondémicas (Brown e cols., 1981). Por esse motivo, tem sido
implicado em diversas ag¢es relacionadas ao controle do sistema cardiovascular e
manutencdo ténica simpatica. No PVN, as terminagcbes nervosas GABAérgicas
constituem aproximadamente 50% de todas as sinapses desta regiao (Decavel e
cols, 1990). Dessa forma, os receptores GABAa constituem importantes
mediadores na regulagdo dos niveis de atividade simpatica para o organismo,
exercida pelos neurdnios do PVN (Martin e cols. 1991; Zhang & Patel, 1998;
Zhang e cols., 2002; Allen, 2002). A administracdo de agonista de receptor
GABAa, muscimol, no PVN ja foi descrita em estudos anteriores, sendo
responsavel por promover redugdo significativa de PA, FC e de atividade
simpatica (Zhang & Patel, 1998; Zhang e cols., 2002; Allen, 2002). Por outro lado,
a administracdo de antagonista de receptor GABA,, bicuculina, induz a elevagao
dos niveis pressoricos, aumento de FC e de atividade simpatica (Martin &
Haywood, 1992; Novellis e cols., 1995; Tagawa & Dampney, 1999; DiBona &
Jones, 2001; Zhang e cols., 2002; Chen & Toney, 2003). Estas evidéncias

sugerem uma participacao ténica inibitéria dos receptores GABAérgicos
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localizados no PVN para a manutengao dos niveis de descarga simpatica e de PA
para o organismo (Zhang e cols., 2002; Chen & Toney, 2003).

Os resultados obtidos pela microinjecado de muscimol (1nmol) no PVN, em
nosso estudo, mostraram haver uma redugao significante dos niveis basais de
PAM e de FC quando comparados ao grupo controle. Em relacdo a atividade
simpética péde-se observar uma redugédo acentuada, de magnitude similar aquela
reducdo evocada pelo A-779. Estes resultados confirmam estudos anteriores
indicando a participacdo do sistema GABAérgico para a modulacdo simpatica e
provém evidéncias de que a Ang-(1-7), atuando através de receptores especificos
ao nivel do PVN, possa contrabalancear os efeitos inibitérios GABAérgicos,
participando da manutencao ténica simpatica para o organismo.

O receptor GABAA € uma proteina complexa com mdltiplos sitios de ligagao
acoplados a um canal de cloreto (CI') (Ferguson & Bains, 1997). A ativagdo do
receptor GABAa pelo GABA ou por seu agonista, muscimol, resulta em aumento
da condutancia ao ClI" através dos canais deste receptor (Eldefrawi & Eldefrawi,
1987; Hasser e cols., 1997). O influxo de CI" para a célula provoca uma
hiperpolarizagdo da membrana celular, com consequente inibicdo neuronal (Li &
Patel, 2003; Chen & Toney, 2003). Por outro lado, o bloqueio do receptor GABAa
reduz a condutancia da membrana celular ao CI, deixando de induzir a
hiperpolarizagdo. Na auséncia de um fator excitatorio, ndo seria esperado que o
blogueio dos receptores GABAa pudesse promover despolarizagdes neuronais.
Entretanto, conforme foi descrito anteriormente, o bloqueio dos receptores
GABAérgicos ao nivel do PVN produz imediata elevacao dos niveis pressoricos,
de FC e de atividade simpatica, indicando que na auséncia da inibicao exercida
pela ativacdo destes receptores, exista uma fonte de excitacdo capaz de
desencadear potenciais de agcdo com consequente aumento das descargas
neuronais pelo predominio da excitacdo neuronal. Nesse sentido, diversos
neurotransmissores excitatérios presentes no PVN poderiam servir como fonte
geradora de excitacdo neuronal, mas a despeito destes e baseado nos resultados
observados em nosso estudo, sugerimos a Ang-(1-7), além da Ang Il, como um

possivel gerador desta excitabilidade.
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Uma vez que Ang-(1-7) e Ang |l estdo presentes no PVN, e agem como
fatores excitatorios sobre o tonus simpatico e PA, surge uma questao sobre qual
seria a origem da Ang-(1-7) presente no PVN. Uma possivel explicacdo para a
origem deste peptideo no PVN seria através de sua producgao local, uma vez que
todos os constituintes do SRA sao identificados no SNC, especialmente no
hipotalamo (Wright e Harding, 1992; McKinley e cols, 2003; Ferguson e cols,
2001). E sabido que nesta regido, a Ang-(1-7) encontra-se em concentracdes
comparaveis as da Ang | e Ang Il (Chappell e cols., 1989). O AOGEN é uma das
proteinas mais abundantes no fluido cérebro-espinhal (CSF), constituindo cerca de
3% das proteinas totais (Wright & Harding, 1992; McKinley e cols., 2003). A
renina encontra-se em baixas concentracdes comparada ao AOGEN sendo
expressa no talamo e hipotadlamo, entre outras regides (Wright & Harding, 1994).
A ECA2, que constitui uma das principais vias de formacdo da Ang-(1-7), é
expressa em varias regioes cerebrais, incluindo OSF, que mantém estreita relagao
com o PVN (Doobay e cols., 2007). Adicionalmente, a Ang-(1-7) pode ser formada
pela acdo de enzimas como a prolil-endopeptidase, presente especificamente no
PVN (Welches e cols., 1991). Embora hajam evidéncias sobre a formagéao local
de Ang (McKinley e cols., 2003), o0 modo como o SRA cerebral local atua e as
quantidades produzidas dos peptideos, ndo estdo completamente esclarecidos.

Outra forma pela qual a Ang-(1-7) estaria presente no PVN, seria através de
um sistema neural formado por vias angiotensinérgicas onde este peptideo seria
liberado sinapticamente nesta regido (McKinley e cols., 2003). Imunorreatividade
para os receptores ATy tem sido identificada em neurdnios do PVN estimulados
por terminacdes nervosas originadas no BRVL, eminéncia mediana, NTS, Bulbo
dorsoventromedial, indicando que a Ang Il esteja sendo liberada por estas
terminacoes (Oldfield e cols., 2001). Adicionalmente, Tagawa & Dampney (1999)
observaram que os aumentos de PA, FC e RSNA induzidos por estimulacao dos
neurénios do PVN através de microinje¢cdes de bicuculina nesta regido, foram
significativamente reduzidos ap6s o bloqueio dos receptores ATi; no BRVL
ipsilateral, indicando que exista uma via angiotensinérgica do PVN para o BRVL

(Tagawa & Dampney, 1999). Embora ndo existam estudos demonstrando uma

89



Discussao

resposta semelhante de liberagao sinaptica da Ang-(1-7) no PVN, esta hipbtese
nao pode ser descartada, uma vez que este peptideo atua sobre os neurdnios das
regides citadas nestes estudos que, subseqientemente, enviam projecdes para 0s
neurdnios do PVN (Block e cols., 1989, Krob e cols., 1998).

Uma outra possibilidade para o acesso da Ang-(1-7) ao PVN seria através
da circulagdo sanguinea. E sabido que as Ang nédo atravessam a barreira hemato-
encefalica. Entretanto, é possivel que Ang plasmaticas possam interagir com seus
receptores localizados nos Orgdos circunventriculares (OCV) incluindo Orgéo
Subfornical (OSF), Orgdo Vasculoso da Lamina Terminal (OVLT) e Area Postrema
(AP), além da hipéfise anterior e posterior e eminéncia mediana (Wright & Harding,
1992). Estas regides mantém estreita relacdo com o PVN pela proximidade
topografica e por enviarem eferéncias para este nucleo, sendo possivel que os
niveis plasmaticos da Ang-(1-7) exergam uma influéncia indireta sobre os
neurénios do PVN (McKinley e cols., 2003; Wright & Harding, 1992; Block e cols.,
1989; Ushigome e cols., 2002; Bains e cols, 1992; Bains & Ferguson, 1995; Chen
& Toney, 2001). Nesse sentido, Botelho e cols. (1994) demonstraram que durante
condi¢des fisiologicas alteradas como hiperosmolaridade, desidratagdo ou
hemorragia, onde sabidamente os niveis de atividade simpatica apresentam-se
elevados (Li & Patel, 2003; Chen & Toney, 2001), ocorre paralelamente um
aumento da Ang-(1-7) plasmatica (Botelho e cols., 1994). E possivel especular
que o aumento de atividade simpatica gerado pelo PVN nestas condi¢cées possa
ser consequéncia, pelo menos parcial, de um aumento de excitabilidade neuronal
evocado indiretamente pelos elevados niveis da Ang-(1-7) plasmatica.

Em conjunto, os resultados deste estudo e de estudos anteriores sugerem
que a Ang-(1-7) participa como um agente excitatério no PVN capaz de influenciar
tonicamente os niveis de atividade neuronal neste nucleo, com implicacdes para o
sistema cardiovascular. Adicionalmente a Ang |l também pode participar da
regulacdo de PA e da modulagéo tonica simpatica exercida pelos neurénios do

PVN, atuando através dos receptores ATy e AT, respectivamente.
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5.2 PARTICIPACAO DAS ANG-(1-7) E ANG Il NA MANUTENCAO DO TONUS
SIMPATICO E DA PRESSAO ARTERIAL EXERCIDAS PELO PVN DURANTE A
HIPERTENSAO INDUZIDA POR EUCAPNIA E HIPOXIA INTERMITENTE:

Para a simular a apnéia do sono, submetemos os animais a ciclos
alternados de hipéxia e hipercapnia ou ar ambiente, durante 7 horas do periodo do
sono. Para isso, a concentracéo de O, ofertada foi reduzida (21% - 5%) enquanto
que a de CO, foi aumentada (0% - 5%). A coleta de sangue arterial realizada
antes do inicio da ciclagem e durante os picos de hipdxia/hipercapnia e ar
ambiente, mostrou haver uma reducdo na pressao parcial de O, (PO.) sem
alteracées nos niveis de CO,. O estimulo causado pela hipéxia produz uma
resposta de hiperventilacdo reduzindo os niveis de CO,. Dessa forma, mesmo
sendo oferecido um aumento na concentragcdo de CO, inspirado, este pareceu
atuar como um suporte para a impedir uma queda da PCO,, sem realmente
resultar em hipercapnia. Assim, o protocolo utilizado simulou as alteragbes dos
gases arteriais observados na apnéia do sono caracterizando uma condicdo de
eucapnia e hipoxia intermitente (E-HI).

Embora estudos tenham mostrado que a hipdxia seja o principal estimulo
para ativagdao dos quimiorreceptores (Morgan e cols., 1995; Xie e cols., 2001), a
combinagao de hipéxia com hipercapnia ou eucapnia causa uma estimulagao mais
efetiva do sistema nervoso simpético (SNS; Morgan e cols., 1995; Cuttler e cols.,
2004). Cuttler e cols. (2004) demonstraram nao haver diferenca no nivel de
ativacado simpética induzido por hipdxia associada a hipercapnia ou eucapnia. No
entanto, ambas as combinagdes induziram aumentos mais pronunciados de
descarga simpatica do que a hipbxia associada a hipocapnia (Cuttler e cols.,
2004). Dessa forma, a condicao de E-HI, também constitui uma ferramenta eficaz
para se avaliar os efeitos da apnéia do sono.

Como observado em nossos resultados, apds 14 dias de exposigcao a E-IH,
os animais infundidos com salina no PVN apresentaram um aumento de PA sem
alteracdes de FC, comparados aos animais sham. O tratamento crénico com o

agonista de receptor GABAa, muscimol, reduziu a PA e a FC para abaixo dos
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valores basais tanto nos animais sham, quanto naqueles submetidos a E-HI.
Estes dados sugerem que o aumento de PA induzido pela E-HI é, pelo menos
parcialmente, dependente do fluxo simpatico gerado pelos neurdnios do PVN.
Além disso, os neurbénios do PVN, mantidos sob constante inibicdo GABAérgica
(Decavel & Van den Pol, 1990; Allen, 2002), continuam a ser inibidos mesmo
durante a exposicdo a E-HI, sugerindo que um aumento dos mecanismos
excitatorios, e ndo uma deficiéncia dos mecanismos GABAérgicos, contribui para
a elevacéao de PA associado a esta condicao.

Varios estudos tém avaliado os mecanismos moduladores das descargas
simpaticas geradas pelo PVN, durante condicdes fisiolégicas ou fisiopatologicas
que induzem simpato-excitacdo ou hipertensdo (Zucker e cols., 2004; Zhang e
cols., 2002; Allen, 2002; Weiss e cols., 2007). Durante estas condi¢des, foram
observados tanto redugado na expressao da nNOS (Zhang e cols., 1997; Zhang e
cols., 2001) e dos receptores GABAA (Zhang e cols., 2002) em neurbnios
simpatoinibitorios, quanto aumento na expressao dos receptores ATy (Zucker e
cols., 2002; Zucker e cols., 2004). Recentemente, foi demonstrado que a
exposicado a HI parece estar associada a redugao na expressao de nNOS no PVN
e a um aumento na expressao de receptores AT nos érgaos circunventriculares
(CVO) (Weiss e cols., 2007). Vale lembrar que os OCV enviam projecoes para 0s
neurdnios do PVN, e estao localizados em uma regido que apresenta reducao da
barreira hemato-encefalica (Wright & Harding, 1994). A estimulacdo do SRA,
devido a hiperatividade simpatica induzida pela HI, promove aumento dos niveis
circulantes de Ang Il (DiBona, 2001; Fletcher e cols., 1999; Fletcher e cols., 2002).

Ciclos de HI sao poderosos estimulos para os quimiorreceptores, que
através de projecdes enviadas para areas especificas do SNC como BRVL e NTS,
induzem aumento das descargas simpaticas (Prabhakar e cols., 2005). O PVN
participa das vias neuroanatbmicas envolvidas na modulacdo de respostas
cardiovasculares de atividade simpética a estimulacdo do quimiorreflexo (Kubo e
cols., 1997; Olivan e cols., 2001; Berquin e cols., 2000). O PVN pode modular as
descargas simpaticas através de projecées para outros grupos de neurbnios

premotores simpaticos, como o BRVL, e através de projecdes diretas para os
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neurénios pré-ganglionares simpaticos da coluna IML, inclusive aqueles que se
projetam para coracdo, adrenais e rins (Badoer, 2001; Sawchenko & Swanson,
1982; Strack e cols., 1989; Schramm e cols., 1993). Dessa forma, um aumento
das descargas simpaticas geradas pelo PVN altera o ritmo cardiaco (Narkiewicz e
cols., 1998a; Narkiewicz e cols., 1998b), eleva as catecolaminas circulantes
(Fletcher e cols., 1999; Zoccal e cols., 2007) e aumenta a secrecao de renina
(Fletcher e cols., 1999; Fletcher e cols., 2002). Todos estes fatores contribuem
para o desenvolvimento de hipertensdo em pacientes com apnéia do sono.

O bloqueio crénico da Ang-(1-7), através da infusdo de A-779 no PVN de
ratos submetidos a E-HI, preveniu o aumento de PA observado nos animais
infundidos com salina e submetidos ao mesmo protocolo. O bloqueio crénico da
Ang I, através dos receptores AT,, no PVN também preveniu o aumento de PA
induzido pela E-HI, sem alterar os niveis basais desta variavel. Vale notar que O
tratamento crénico com A-779 ou PD123319 néo resultou em quaisquer alteracdes
de PA nos animais sham.

O bloqueio crénico dos receptores AT no PVN, utilizando Losartan e
ZD7155, impediu e reverteu a elevacado de PA induzida por E-HI. Diferentemente
dos demais antagonistas utilizados, Losartan e ZD7155 também promoveram
reducao da PA nos animais sham ao término de 14 dias de tratamento.

Como vimos em nossos resultados preliminares, as Ang-(1-7) e Ang I,
participam da modulagédo do fluxo simpatico renal e da PA de gerados pelo PVN
em condi¢cdes normais (Zhu e cols., 2002). O bloqueio agudo dos receptores da
Ang-(1-7) e AT, em animais normotensos anestesiados, reduziu dramaticamente
a RSNA, mas nao alterou a PA. Na condicao de E-HI, a PA nao foi alterada nos
animais sham infundidos com A-779 ou PD123319 por 14 dias, mas ambos o0s
antagonistas bloquearam o aumento de PA nos animais E-HI, sugerindo que os
efeitos agudos e crbnicos da ativacdo dos receptores Mas e AT, podem ser
diferentes. Adicionalmente, observamos que somente o bloqueio dos receptores
ATy reduziu a PA em animais sham, corroborando dados anteriores por
demonstrar que estes receptores, no PVN, contribuem para a modulagdo da PA

em condi¢cdes normais, exercendo uma regulacao tonica (Zhu e cols., 2002).
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Porque todos os antagonistas utilizados preveniram completamente o
aumento de PA, seria possivel que estivesse ocorrendo um efeito inespecifico
destes antagonistas. Entretanto, é importante ressaltar que a infusdo de veiculo
salina ndo impediu o aumento de PA, eliminando a possibilidade de um efeito
inespecifico causado pela infusdo de volume ou lesdo do PVN em mediar esta
inibicdo. Além disso, os efeitos dos antagonistas angiotensinérgicos ndo foram
idénticos, sugerindo que mecanismos diferentes podem estar envolvidos
modulando os efeitos de cada um dos subtipos de receptores.

A ativagao dos receptores da Ang-(1-7), aumenta a taxa de disparo dos
neurénios do PVN. Como descrito anteriormente, os efeitos da Ang-(1-7) parecem
ser mediados por receptores especificos nesta regido. Marcagao abundante para
o receptor Mas foi encontrada nas por¢gdes magno e parvicelular do PVN (Becker
e cols., 2007), dando suporte a hipétese de que receptores da Ang-(1-7) poderiam
regular espeficicamente o tdnus simpatico originado no PVN.

Os receptores ATy e AT, tém 34% de homologia entre si e apresentam alta
afinidade pela Ang Il (Stoll & Unger, 2001). Embora a maioria das regides
cerebrais expressem apenas um dos subtipos, algumas areas, incluindo o PVN,
expressam os dois subtipos (McKinley e cols., 2003). O PVN apresenta um
predominio dos receptores AT com altas densidades especialmente na regido
parvicelular, principal envolvida na regulagdo simpatica e cardiovascular (Badoer,
2001; Allen e cols., 1998; McKinley e cols., 2003; Blair e cols., 1996). A maioria
das agdes cardiovasculares da Ang Il, nesta regido, parecem ser mediadas pelos
receptores ATi. Entretanto, como observado anteriormente, os receptores AT, no
PVN também sdao mediadores de uma porgao significantes dos efeitos da Ang IlI.
Além disso, o antagonista de receptor AT,, PD123319, apresentou um efeito sobre
a FC oposto aquele induzido pelos antagonistas de receptor AT; nos ratos
expostos a E-HI, sugerindo que subtipos seletivos de antagonistas exercem
efeitos especificos para prevenir o aumento de PA. Dessa forma, os efeitos
sobre a PA produzidos pelos diferentes antagonistas, embora paregcam similares,
provavelmente ocorreram através do bloqueio de receptores distintos, que

contribuem separadamente para a regulagao da PA.
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Finalmente, apenas o bloqueio dos receptores AT reduziu a PA nos
animais sham e reduziu para abaixo dos valores basais nos animais E-HI. Juntas,
estas observacdes sugerem que sob condigdes normais, somente os receptores
AT; mediam um papel ténico excitatério da Ang Il sobre os neurénios do PVN,
para a modulacdo da PA. Entretanto, durante a exposicdo a E-HI, tanto os
receptores da Ang-(1-7) quanto da Ang Il no PVN, parecem participar na geragao
do aumento de PA. Embora ndo tenhamos realizado uma medida direta de
atividade simpatica para confirmar que ocorreram alteragdes de descargas
simpaticas, o efeito diferenciado dos antagonistas combinado as observacdes
anteriores (Zhu e cols., 2002), sugerem que o0s todos os tipos de receptores
angiotensinérgicos avaliados regulam a PA nesta condigdo, mas através de
mecanismos diferentes.

Estes resultados corroboram os dados existentes sobre a importancia do
SNC, SRA e especificamente sobre o envolvimento das angiotensinas atuando
nos neurdnios premotores simpaticos do PVN para a modulacdo do aumento de
PA induzido por um modelo de E-HI simulando apnéia do sono em ratos. Embora
outros mecanismos sejam provavelmente ativados, para participar da resposta
sistémica pressora, uma ativagdo dos receptores angiotensinérgicos no PVN é

necessaria para o aumento de PA neste modelo de apnéia do sono em ratos.

5.3 PARTICIPACAO DAS ANG-(1-7) E ANG Il NA MANUTENGCAO DO TONUS
SIMPATICO E DA PRESSAO ARTERIAL EXERCIDAS PELO PVN DURANTE
HIPEROSMOLARIDADE PLASMATICA:

Nesta parte do nosso estudo, avaliamos a participacdo da Ang-(1-7)
enddégena no PVN sobre a manutencdo do ténus simpatico e da PA, apds a
inducao de hiperosmolaridade plasmatica. A infusdo de salina hipertonica (SHT,
1M ou 2,5M) por 30 minutos promoveu um aumento de PA, enquanto que a

infusdo de salina isotdnica (SIT) ndo alterou os niveis basais desta variavel. Este
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aumento de PA foi acompanhado por alteracbes variaveis de RSNA, nos grupos
SHT 1M e SIT, e por redugao de RSNA no grupo SHT 2,5M.

Weiss e cols (1996) observaram respostas similares apés a infusdo de SHT
2,5M, sugerindo que a reducao de RSNA, atua como uma resposta compensatoria
a elevacao de PA (Weiss e cols., 1996). Nesse sentido, a redugao da estimulagao
simpéatica renal favorece a eliminagdo de sédio, diminui a liberacdo de renina, os
niveis circulantes de Ang Il e seus efeitos vasoconstritores (DiBona, 2000).
Entretanto, outros estudos tém relatado que a hiperosmolaridade plasmatica esta
geralmente associada a elevagdo de atividade simpatica (Garcia-Estan e cols.,
1989; Scrogin e cols., 1999).

Aumentos nos niveis de sodio plasmatico ativam os osmorreceptores,
desencadeando respostas de nucleos centrais especializados na regulacao
osmotica (Toney e cols., 2003; McKinley e cols., 1999). O PVN constitui uma
destas regides, por participar do eixo-hipotalamo-hipofisario, integrando respostas
enddcrinas ou neuro-humorais (Blair e cols., 1996, Badoer, 2001; Block e cols.,
1989). Os neurbnios magnocelulares sintetizam vasopressina (AVP) enviando-a
até a hipdfise posterior através de projecdes neuronais, para ser armazenada e
finalmente liberada na circulacdo (Blair e cols., 1996; Badoer, 2001).
Adicionalmente, o PVN recebe projecées dos OVLT e OSF, que constituem os
OCV e contém os corpos celulares dos osmorreceptores (Larsen & Mikkelsen,
1995; Wright & Harding, 1994). Estes osmorreceptores, localizados numa regiao
que apresenta reducdo da barreira hemato-encefalica, estdo em contato
praticamente direto com o plasma circulante, sendo sensiveis a variacdes de
osmolaridade (McKinley e cols., 1999). Estudos tém descrito que aumentos de
osmolaridade induzem expressao de c-Fos em neurdnios do OVLT e do OSF que
se projetam para o PVN (Larsen & Mikkelson, 1995). Adicionalmente, marcacao
de Fos € observada especificamente no PVN, nas regides magno e parvicelular,
indicando acentuada ativagcao neuronal nesta condicdo (Oldfield e cols., 1994;
Stocker e cols., 2004 a,b).

Além de atuar na regulacado hidro-eletrolitica, o PVN participa do controle

autondémico simpatico (Blair e cols., 1996; Badoer, 2001), como discutido
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previamente. Os neurdnios parvicelulares modulam o tdénus simpatico em
condicdes basais e durante alteracbes de osmolaridade plasmatica (Badoer e
cols., 2001; Sawchenko & Swanson, 1982; Strack e cols., 1989; Schramm e cols.,
1993). A principal fonte de estimulagcao simpatica mediando respostas osmoticas
parece ser de projecdes glutamatérgicas e angiotensinérgicas originadas nos
OVLT e OSF (Renaud, 1994; Bains & Ferguson, 1997a). Estas projecdes sao
criticas para a producédo de AVP e ocorrem devido ao aumento da Ang Il
plasmatica (lovino & Steardo, 1984; Ferguson & Renaud, 1986) envolvendo a
ativacao dos receptores AT{ no PVN (Bains e cols., 1992).

Adicionalmente, as respostas simpaticas geradas no PVN podem influenciar
a funcdo renal, outro importante regulador da osmolaridade plasmatica
(Sawchenko & Swanson 1982; Strack e cols., 1989; Schramm e cols., 1993). A
inervagao simpatica destinada aos rins afeta diretamente tubulos, vasos renais e
células justaglomerulares, podendo influenciar as agdes de cada uma destas
unidades efetoras (DiBona, 2000). Aumentos de RSNA, podem promover redugéo
da excrecdo urinaria de agua e sédio, por aumentar sua reabsorcao tubular nos
néfrons, reducdo do fluxo sanguineo renal e da taxa de filtragdo glomerular por
induzir a constricdo da vasculatura renal, e aumento da atividade do SRA, por
estimular a secrecao de renina pelas células justaglomerulares (DiBona, 2000).

Dessa forma, o PVN constitui um sitio integrativo capaz de influenciar cada
um dos trés principais sistemas envolvidos na regulacdo da PA, do controle renal
dos fluidos corporais e do balanco hidro-eletrolitico: o sistema nervoso simpatico
(SNS), o sistema renina angiotensina (SRA) e o sistema vasopressinérgico (Blair e
cols., 1996; Toney e cols., 2003).

A microinjecao de A-779, ap6s a infusdao de SHT, induziu uma queda
acentuada de PA nos animais SHT 2,5M, comparada aos grupos SHT 1M e SIT.
Esta queda de PA foi acompanhada por uma reducdo acentuada de RSNA,
mesmo apos a diminuicdo ocorrida durante a infusdo de SHT 2,5M. Vale
ressaltar, que a queda de PA reduziu os niveis desta variavel para abaixo dos

valores basais, anteriores ao inicio do estimulo osmaético.
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O blogueio da Ang Il enddégena no PVN, através da microinjecao de
Losartan, ap6s os animais terem sido infundidos com SHT 2,5M, promoveu
apenas alteracoes variaveis de PA, FC e RSNA, ndo sendo significantes em
relagdo ao grupo controle, microinjetado com veiculo no PVN. Em conjunto, estes
dados sugerem que embora a Ang-(1-7) endégena no PVN, ndo parega manter os
niveis basais de PA, em condicbes normais, exerce importante influéncia no
aumento de PA induzido por infusdo de SHT. Ja a Ang |l parece participar da
manutencdo da PA em condicbées normais, mas durante a hiperosmolaridade
plasmatica induzida por sobrecarga de sal, parece ter seu efeito atenuado.

Durante condicdes que promovem aumento de osmlaridade plasmatica,
ocorre um aumento das Ang-(1-7) e Ang |l plasmaticas. A Ang-(1-7), assim como
a Ang ll, atua como potente antidiurético (Santos & Baracho, 1992) e participa no
controle da sintese de AVP pelo PVN (Moriguchi e cols., 1994). Adicionalmente,
os dois peptideos promovem um efeito tbnico simpato-excitatério para o leito
renal, ao agir sobre os neurdnios do PVN. Um aumento da estimulacdo destes
neurbnios acarreta aumento da RSNA, sugerindo que estas Ang podem exercer
suas agdes antidiuréticas perifericamente e centralmente. Entretanto o fato de o
efeito do A-779 ter sido exacerbado em relacao ao efeito do losartan, levanta a
questao sobre se ha um aumento dos dois peptideos considerados, por que o
efeito da Ang-(1-7) é tdo acentuado em relacao ao da Ang Il

Botelho e cols. (1994) relataram que aumentos de osmolaridade através de
hemorragia ou privagao de agua sao potente estimulos para aumento da atividade
da renina plasmatica, Ang |, Ang Il e Ang-(1-7), provavelmente por uma maior
ativacdo do SRA (Botelho e cols., 1994). Entretanto, infusdo de solugao
hipertonica, induz um aumento cerca de 4 vezes maior de Ang-(1-7) com pequena
ou nenhuma alteracao nos niveis de Ang Il (Botelho e cols., 1994). Dessa forma,
é possivel que a Ang-(1-7), em concentracbes bem mais elevadas promova uma
maior estimulacao sobre os neurénios do PVN.

Outra possivel explicagdo seria de que o efeito da Ang-(1-7) sobre os
neurénios do PVN esteja sendo de alguma forma exacerbado. Lima e cols. (1999)

mostraram que durante a hemorragia, o efeito pressor da Ang-(1-7) sobre os
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neurdnios do BRVL foi aumentado, em contraste com o efeito da Ang Il que
permaneceu o0 mesmo (Lima e cols., 1999). Nao é improvavel que uma resposta
semelhante pudesse estar ocorrendo em nosso estudo, pela infusdo de SHT.

As elevadas concentragdes plasmaticas de Ang-(1-7) e de Ang Il podem
promover um efeito antidiurético perifericamente e centralmente. A estimulacao
da RSNA causada pela excitagdo dos neurdnios do PVN promove vasoconstricao
renal aumentando a reabsorgédo de agua, mas também reabsorve o sodio (DiBona,
2002), caracterizando um efeito controverso destes peptideos. Estudos tém
demonstrado que dependendo do tipo de estimulo utilizado para induzir a
hiperosmolaridade ocorre uma ativacao diferenciada dos neurbnios do PVN
(Weiss e cols., 1996; Kantzides & Badoer, 2003; Botelho e cols., 1994; Stocker e
cols., 2004). Enquanto a infusdo intravenosa de salina hiperosmotica causa
reducao da RSNA e aumento de atividade simpatica lumbar (Weiss e cols., 1996),
injecbes intracaro6tidas de SHT, manitol, sucrose ou privacdo de agua induzem
aumentos de RSNA (Chen & Toney, 2001; Stocker e cols., 2004).

Varios fatores que influenciam a atividade neuronal no PVN atuam em
conjunto para determinar a extensdo da participacdo deste nucleo no controle
simpatico cardiovascular durante hiperosmolaridade (Stocker e cols., 2004). Em
nosso estudo e em estudos anteriores, a infusdo de SHT induziu aumento de PA e
inibicdo simpatica renal, possivelmente para promover maior excregao renal de
sédio (Weiss e cols., 1996; Kantzides & Badoer, 2003). Estes dados parecem
estar em conflito com outros estudos que mostram que a estimulagcdo osmotica
por privagdo de agua ou infusdo de SHT central induzem efeitos opostos de RSNA
(Chen & Toney, 2001; Stocker e cols., 2004). Os mecanismos de controle central
sao capazes de gerar respostas simpaticas variadas, e até mesmo opostas,
dependendo da magnitude ou duragao do estimulo (Toney e cols., 2003).

Baseado nestas observagdes, Toney e cols. (2003) proposeram um modelo
de resposta a aumentos de osmolaridade plasmatica. Neste, quando o efeito
simpato-inibitério inicial, no intuito de promover natriurese € adequado, as
alteracboes de osmolaridade sdo minimizadas e o SNC é protegido deste disturbio

(Toney e cols., 2003). Entretanto, quando a osmolaridade aumenta para niveis
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criticos, ou permanece durante longos periodos, regides osmossenssiveis do SNC
sdo recrutadas para produzir simpato-excitacdo (Toney e cols., 2003). Neste
sentido, 0 aumento de atividade simpatica, direcionada para rins e outros 6rgaos
(Weiss e cols., 1996; Scrogin e cols., 1999), produz um elevacédo da atividade
simpatica geral, aumentando a pressao de perfusdo. Consequentemente, a taxa
de filtracdo glomerular aumenta, com rapida reducéo das concentragbes de sddio
em virtude da elevada reabsorcdo de agua induzida pela AVP (Toney e cols.,
2003). Assim, aumentos de osmolaridade ndo compensados por inibigdo renal
contariam com um aumento de fatores antidiuréticos como AVP, Ang-(1-7) e Ang Il
e posteriormente, pela agao central destes em estimular o tdnus simpatico.

Estes dados corroboram estudos anteriores quanto a participacao da Ang-
(1-7), agindo sobre os neurénios do PVN, para a manutengdo da PA e RSNA
durante a condicdo de hiperosmolaridade plasmatica induzida pela infusdo de
solucdo hipertdnica. Além disso, a Ang-(1-7), nesta condicdo, passa a modular
também a PA. A Ang |l parece exercer efeitos de menor magnitude, de acordo
com o protocolo utilizado. Conforme descrito, estes peptideos exercem um
importante papel no restabelecimento do balanc¢o hidro-eletrolitico perifericamente

e centralmente.
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5.4 PARTICIPACAO DO SRA CEREBRAL ESPECIFICAMENTE NO PVN PARA
A MANUTENGCAO DA PRESSAO ARTERIAL E ATIVIDADE SIMPATICA
RENAL.:

Os valores basais de PA dos TGR(ASrAOGEN) foram significativamente
mais baixos quando comparados aos animais controle (SD), confirmando as
observagdes de Schinke e cols. (1999) e sugerindo que os TGR, apresentam uma
reducao de tdnus simpatico para o sistema cardiovascular.

Ao realizarmos a inibicdo neuronal no PVN, através da microinjecdo de
muscimol nos TGR, observamos uma reducdo atenuada de PA, FC e RSNA
comparado aos animais SD. Vale ressaltar que a magnitude da resposta de
reducao destas variaveis no grupo SD foi similar aquela observada em nossos
ratos Wistar e em estudo prévio (Allen, 2002). Adicionalmente, Allen (2002)
demonstrou que a redugédo de atividade simpatica induzida pelo muscimol em
ratos SHR, foi mais acentuada que nos animais controle, sugerindo que um
aumento da atividade simpato-excitatéria dos neurénios do PVN pode estar
envolvido nos elevados niveis de PA e atividade simpatica observados nesta
condicao (Allen, 2002). Em conjunto, estes dados sugerem que uma supressao
das descargas simpaticas geradas pelo PVN, devido a reducao das Ang cerebrais,
pode estar envolvida na reducao do ténus simpatico em TGR.

O PVN constitui um dos grupos de neurdnios premotores simpaticos
moduladores do ténus simpético para o sistema cardiovascular (Dampney, 1994).
Baseado em nossas observacdes anteriores, vimos que as Ang-(1-7) e Ang Il
desempenham importante participagdo de modulacédo simpatica e de PA gerada
por este nucleo. Os TGR apresentam uma reducdo de aproximadamente 90%
dos niveis de AOGEN cerebral, enquanto que 0s niveis plasmaticos permanecem
inalterados (Schinke e cols., 1999). Vale ressaltar que esta redugdo é
particularmente acentuada no hipotalamo (Schinke e cols.,, 1999) que em
condicdes normais apresenta as concentracbes mais elevadas (Sernia e cols.,

1997). Dessa forma, uma diminuicado da atividade excitatéria exercida pelas Ang
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sobre os neurbnios do PVN, poderia resultar em reducdo das descargas
simpaticas e da PA moduladas por estes neurénios.

Varias evidéncias sugerem que os TGR apresentam uma reducado da
atividade angiotensinérgica central. Schinke e cols., (1999) observaram que a
resposta de sede, induzida pela injecao intracerebroventricular de renina esta
acentuadamente reduzida (Schinke e cols., 1999) neste modelo. Além disso, 0s
TGR apresentam uma sindrome como diabetes insipidus, com baixa concentragéo
de AVP plasmatica (Schinke e cols., 1999). A Ang-(1-7) é tdo potente quanto a
Ang Il, em estimular a sintese de AVP (Moriguchi e cols., 1994) e uma reducao
destes peptideos poderia ser responsavel pelos baixos niveis de AVP plasmatica.
Adicionalmente, microinjecées de Ang Il no BRVL de TGR evoca um aumento
significativamente maior de PA em relagdo aos animais SD, sugerindo que haja
maior disponibilidade dos receptores de Ang Il, em virtude de uma baixa formagéao
deste peptideo (Baltatu e cols., 2001a). Estas observacdes em conjunto reforgam
as evidéncias de que a reducao simpatica observada nos TGR seja consequéncia
de uma diminuigdo da atividade excitatoria das Ang cerebrais e especificamente
destas agindo sobre os neurénios do PVN.

Entretanto, ao medirmos a RSNA basal observamos néo haver diferenca
entre os TGR e os ratos SD. O método empregado para a comparacao dos
registros de RSNA entre os grupos tem sido utilizada tanto em animais (Morgan e
cols., 1995; Lundin e cols., 1984; Judi e cols., 1979) quanto em humanos (Smith e
cols., 2004; Fraga e cols., 2007; Ferguson e cols., 1990). Embora os valores de
RSNA basais tenham sido semelhantes entre os grupos, a inibicdo do PVN induziu
uma reducdo no numero de spikes somente nos animais SD. A mesma
metodologia realizada em um grupo separado de animais induzidos a insuficiéncia
cardiaca (IC), mostrou que a atividade simpatica basal foi maior nestes animais
(sham 733 vs IC 88+2 spikes/s, dados nao apresentados). Este dado esta de
acordo com estudos prévios, mostrando que aumento de atividade simpatica é
uma caracteristica de IC (Ferguson e cols., 1990; Cohn e cols., 1984) e evidencia
que o método utilizado é valido para este tipo de analise.

Entretanto, este resultado traz a questao que se fluxo simpéatico mediado

pelo PVN esta suprimido, como a RSNA basal pode ser semelhante? Baseado
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em nossos dados nao é possivel discriminar 0s mecanismos responsaveis por
este paradoxo. Entretanto, é possivel especular que outros grupos de neurdnios
premotores simpaticos possam manter o fluxo simpatico renal, estabilizando a
RSNA para niveis basais normais, mesmo na auséncia do fluxo simpatico gerado
pelo PVN nos TGR. Um possivel candidato seria o BRVL, por ser uma regiao
chave na manutencdo da PA e tdnus simpatico em animais anestesiados
(Dampney e cols., 2002 a,b) e acordados (Menezes & Fontes, 2007). Os
neurbénios do BRVL possuem atividade neuronal desencadeada por potenciais de
acao regulares como sugerido inicialmente por Sun e cols. (Sun e cols., 1988a;
Sun e cols., 1988b). Estas descargas neuronais sao resultado de uma atividade
marca-passo intrinseca e de uma rede de conexdes oscilatérias (Piguet &
Schlichter, 1998; Guynet, 1990, Dampney, 1994; Guyenet e cols., 1989). Vale
ressaltar que embora estes neur6nios tenham sua atividade sendo modulada,
constantemente, ndo deixam de ter atividade intrinseca. Esta atividade marca-
passo € mantida mesmo na presenga de antagonista de receptor glutamatérgico
(Sun e cols., 1988a), de solucéo livre de calcio (Lewis & Coote, 1993; Kangrga &
Loewy, 1995) e somente reduzida por continua hiperpolarizacdo com aplicacao de
tetrodotoxina (Guyenet e cols., 1989). Outros neurotransmissores, além das Ang
podem gerar excitabilidade neuronal no BRVL, incluindo catecolaminas (Piguet &
Schlichter, 1998). Piguet & Schlichter (1998) sugerem que uma liberagao
endégena de catecolaminas pode ser responsavel por gerar a frequéncia de
disparos dos neurdnios do BRVL (Piguet & Schlichter, 1998).

O PVN contém neurdnios premotores que influenciam o atividade simpatica
via projecoes diretas para os neurbnios preganglionares simpaticos ou via sinapse
com o BRVL (Dampney, 1994; Badoer, 2001; Chen & Toney, 2003).
Interessantemente, a resposta de inibicdo do PVN esta atenuada apds o bloqueio
de receptores de aminoacidos excitatérios e inibitérios no BRVL, indicando que
uma conexdo através de nucleos medulares estd envolvida neste fenémeno
(Allen, 2002). Existem também evidéncias mostrando que pelo menos parte das
aferéncias sinapticas excitatoérias dos neurdnios pressores do BRVL oriundas do

PVN, sdo mediadas pelos receptores AT (Tagawa & Dampney, 1999) e uma
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deficiéncia desta via poderia fazer com que os neurdnios do RVLM assumissem o
controle em gerar descargas simpaticas para o sistema cardiovascular.
Certamente, futuros experimentos serdo necessarios para avaliar o envolvimento
de outras populacdes de neurdnios premotores na manutencao do fluxo simpatico
nesta linhagem de ratos transgénicos.

Outra possibilidade € que estes animais tenham uma reatividade simpatica
reduzida. A administracdo de pequenas doses pressoras de Ang Il faz com que
estes animais desenvolvam uma hipertensdo também atenuada (Baltatu e cols.,
2000). Adicionalmente, ao serem submetidos ao estresse de contencdo, os TGR
apresentam um aumento de PA em menor magnitude do que os animais controle
(Baltatu e cols., 2004). A atividade da renina plasmatica (ARP), um indicador de
reacdo ao estresse, € modulada por mecanismos que exigem a ativacdo do
sistema nervoso simpético. Os TGR apresentaram somente 50% dos valores
apresentados pelos animais SD apés inducao de estresse (Baltatu e cols., 2004).

Estes dados em conjunto sugerem que os TGR apresentam menor
reatividade ao estresse, uma resposta dependente de ativacao simpatica. Dessa
forma, podemos especular que embora a RSNA basal seja similar entre os
animais SD e TGR, a reatividade a alteracées dos niveis de atividade simpatica
esta reduzida. Embora os neurénios do BRVL ou de outra regido, consigam
manter niveis simpaticos basais normais, provavelmente, j4 estejam no seu limiar
de geracgao de descargas simpaticas. E nao havendo outras regidées como o PVN
para proporcionar oscilacées simpaticas de maior variabilidade, a reatividade
simpatica fica reduzida.

Em conclusdo, os resultados de nosso estudo nos TGR baixos niveis de
AOGEN cerebral indicam que a contribuicao do PVN para a atividade simpatica
renal estd reduzida neste modelo. Possivelmente, esta reducdo seja devido a
diminuicdo de estimulos excitatérios resultado de uma provavel reducado da
producéo local das Ang-(1-7) e Ang Il nesta linhagem de ratos. Finalmente,
nossos achados reforcam a necessidade de melhor investigacdo sobre a
contribuigdo das angiotensinas no PVN durante condigdes fisioldgicas alteradas,

como hipertensao e IC cronica.
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5.5 CONCLUSAO:

Os resultados observados neste estudo, mostram pela primeira vez um
papel funcional para a Ang-(1-7) endbégena na modulagdo tbnica simpatica e
cardiovascular exercida pelos neuronios do PVN. Além disso, confirmam e
extendem estudos anteriores por mostrar que a Ang Il também participa da
modulacdo de PA e do tbnus simpatico, através dos receptores ATi e ATy,
respectivamente no PVN. Nossos dados nos TGR(ASrAOGEN) corroboram com
0 conhecimento sobre a significancia funcional da producdo de Ang cerebrais na
regulacao central do tdnus simpatico para o sistema cardiovascular.

A Figura 35 sumariza as principais observacoes feitas neste estudo.
Baseado em nossos resultados e em conjunto com estudos prévios, podemos
sugerir que o AOGEN, produzido principalmente pelos astrocitos (Stornetta e cols.,
1988) viabilizaria a producéo das Ang-(1-7) e Ang Il cerebrais (Figura 35.A). Estas
Ang, atuando através de receptores especificos (Mas, ATy e AT,) localizados nos
neurdnios do PVN, promovem aumento da excitabilidade neuronal (Figura 35.B;
Ambuhl e cols., 1994). As projecdes enviadas pelo PVN ao BRVL e diretamente
para a coluna IML, promovem estimulacdo simpatica, contribuindo para a
manutengao tonica simpatica destinada ao sistema cardiovascular (Figura 35.C).
Durante condigdes fisiologicas alteradas, a participagdo das Ang, particularmente
da Ang-(1-7) parece ser também alterada, caracterizando-se por um aumento da
estimulacédo sobre os neurdnios do PVN, que contribui para a elevacao dos niveis
de PA ou hiperatividade simpatica relacionados a estas condi¢gbes (Figura 35.D).

Finalmente, nossos resultados demonstram estar fundamentados
cientificamente, uma vez que confirmam dados descritos anteriormente, e
contribuem para o avango do conhecimento atual sobre o papel funcional exercido
pelas angiotensinas em nivel central, atuando especificamente sobre os neurénios

do PVN, para a manutencao da atividade simpatica e da PA.
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Figura 35. Esquema representando as principais observagbes deste estudo
mostrando que a Ang-(1-7) e a Ang Il, atuando sobre os neurénios do PVN,
participam da modulacao tdnica simpatica e de PA durante condigdes fisioldgicas
normais e alteradas (Ver texto). PVN, nucleo paraventricular do hipotdlamo; BRVL,
bulbo rostroventrolateral; SRA, sistema renina angiotensina; AOGEN,
angiotensinogénio; E-HI, eucapnia e hipdxia intermitente; AT e AT, subtipos de
receptor para a Angiotensina Il; Mas, receptor especifico para a Ang-(1-7).
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8. ANEXOS:

8.1 TABELAS DE VALORES BASAIS:

8.1.1 EFEITOS DA MICROINJECAO DE ANGIOTENSINAS NO PVN SOBRE O
TONUS SIMPATICO E A PRESSAO ARTERIAL.

A Tabela 02 apresenta a média dos valores basais de Pressao Arterial
Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) coletados aproximadamente 5
minutos antes da microinjecdo de veiculo salina (100nl), Ang-(1-7) (25pmol /
100nl) e Ang Il (25pmol / 100nl) no PVN. Os valores basais de PAM e FC dos
grupos que receberam as microinjecbes de angiotensinas nao foram

estatisticamente diferentes do grupo controle.

TABELA 02. Valores basais de Pressao Arterial Média (PAM) e Freqiiéncia

Cardiaca (FC) antes da microinje¢c&o de veiculo e Angiotensinas no PVN.

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
Salina (100 nl) 5 91 +6 347 £ 12
Ang-(1-7) (25 pmol) 6 80+4 35010
Ang Il (25 pmol) 4 97 +5 369 *+ 11

Valores expressos como média + EPM.
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8.1.2 EFEITOS DO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NO
PVN SOBRE O TONUS SIMPATICO E A PRESSAO ARTERIAL.

A Tabela 03 apresenta as médias dos valores basais de PAM e FC
coletados entre os 5 minutos anteriores a microinjegéo de veiculo salina, A-779
(0,17nmol/100nl) e do agonista de receptor GABAA, muscimol (1nmol/100nl) no
PVN. Nao houve diferenca nas médias dos valores basais entre os diferentes

grupos experimentais avaliados.

TABELA 03 Valores basais de Pressao Arterial Média (PAM) e Freqléncia
Cardiaca (FC) antes da microinjecdo de veiculo salina, A-779 e muscimol.

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
Salina (100 nl) 5 91+6 347 £12
A -779 (0,1 nmol) 5 96 +4 357 +9
Muscimol (1 nmol) 5 907 356 £17

Valores expressos como média + EPM.
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A Tabela 04 mostra as médias dos valores basais de PAM e FC coletados
aproximadamente aos 5 minutos antes da microinjecdo de salina, A-779,
Losartan, CV11974 e PD123319 no PVN. O grupo em que foi administrado o
CV11974 apresentou valores basais de FC estatisticamente significantes
quando comparados aos valores daqueles que receberam as microinjecoes de
A-779 e Losartan. Nao foram observadas diferengcas nas médias dos valores

basais de PAM e FC entre os demais grupos.

TABELA 04 Valores basais de Pressao Arterial Média (PAM) e Freqléncia
Cardiaca (FC) antes da microinjecao de veiculo salina e dos antagonistas
angiotensinérgicos A-779, Losartan, CV11974 e PD123319 no PVN.

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
Salina (100 nl) 5 91+6 347 +12
A -779 (1 nmol) 6 87 t4 323+ 14
Losartan (1 nmol) 6 867 335+ 11
CV11974 (1 nmol) 6 805 363 +4**
PD123319 (1 nmol) 6 89 +2 349 +7

Valores expressos como média + EPM. * P <0.05 comparado a média dos
valores basais de A-779; # P <0.05 comparado a média dos valores basais
de Losartan. (Teste t student ndo pareado).
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8.1.3 EFEITOS DO BLOQUEIO DAS ANGIOTENSINAS ENDOGENAS NO
PVN SOBRE O TONUS SIMPATICO E PRESSAO ARTERIAL, DURANTE A
HIPERTENSAO INDUZIDA POR EUCAPNIA E HIPOXIA INTERMITENTE.

Esta fase de experimentos teve por objetivo avaliar a participagdo das
angiotensinas endogenas no PVN mediando a hipertens&o induzida por hipdxia
e hipercapnia simulando a apnéia do sono. A Tabela 05 apresenta os valores

basais de PAM e FC dos animais submetidos a este protocolo.

Tabela 05. Valores basais de press&o arterial média (PAM e frequéncia cardiaca
(FC) dos antes da exposicdo a E-HI ou sham.

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
Sham Salina (100nL) 4 111 +4 400 £ 11
E-HI Salina (100nL) 5 1134 415+ 4
Sham A-779 (2nmol/h) 6 116 £ 1 408 + 10
E-HI A-779 (2nmol/h) 6 1182 419 +12
Sham Losartan (2nmol/h) 4 113 +4 431 +16
E-HI Losartan (2nmol/h) 5 115+ 3 437 £ 8
Sham ZD7155 (0.2nmol/h) 5 112+ 4 427 +7
E-HI ZD7155 (0.2nmol/h) 6 114 +£3 423 +3
Sham PD123319 (2nmol/h) 6 106 + 4 428 + 6
E-HI PD123319 (2nmol/h) 5 1134 428 +9
Sham Muscimol (20 pmol/h) 6 114+ 2 407 £9
E-HI Muscimol (20 pmol/h) 5 1133 4337

Valores expressos como média + EPM.
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8.1.4 EFEITOS DO BLOQUEIO ENDOGENO DAS ANGIOTENSINAS NO PVN
SOBRE A MANUTENGCAO DO TONUS SIMPATICO E DA PRESSAO
ARTERIAL DURANTE HIPEROSMOLARIDADE PLASMATICA:

A Tabela 06 apresenta os valores basais de PAM e FC antes a apés a
infusdo de salina hipertonica (2.5M e 1M) ou isoténica (0.15M) para todos os

grupos de animais submetidos a este protocolo.

Tabela 06. Valores basais de presséao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) antes da infusdo de salina hiperténica (1M ou 2.5) ou isotbnica
(0.15M).

Grupo PAM FC
Experimental n (mmHg) (bpm)
SIT 0.15M A-779 (1nmol) 4 84 +5 376 + 23
SHT 1M A-779 (1 nmol) 5 98+5 364 £ 7
SHT 2.5M A-779 (1 nmol) 6 89+6 358 +8
SHT 2.5M Salina (100 nl) 5 88+8 357 +£18
SHT 2.5M Losartan (1nmol) 6 85+7 342 £ 13

Valores expressos como média + EPM.
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