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Resumo

Os peptideos do sistema renina-angiotensina (SRA) agem como importantes
neuromoduladores sobre a regulagdo da pressdo arterial no bulbo ventrolateral (VLM). A
hipertensdo renovascular (2R1C) ¢ caracterizada por apresentar altos niveis da
Angiotensina (Ang) II um importante componente do SRA. Assim, o objetivo geral do
presente estudo foi avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinje¢do de Ang
IT e Ang-(1-7) e seus respectivos antagonistas na VLM caudal (CVLM) e rostral (RVLM)
de ratos com hipertensdo renovascular (2R1C) e normotensos (SHAM).

Ratos machos Fisher (150 a 200g) foram anestesiados com uma mistura de
quetamina (50 mg/ kg. ip) e xilazina (5 mg/ kg, ip) para cirurgia 2R1C ou ficticia (SHAM).
Ap6s 30 dias, os animais 2R1C e SHAM foram anestesiados com uretana (1,2 g/ kg, ip),
posicionados em aparelho estereotdxico para exposi¢ao de bulbo e instrumentados para
registro da pressao arterial média (PAM) e freqiiéncia cardiaca (FC). A sensibilidade da
bradicardia reflexa foi avaliada através de doses crescentes de fenilefrina (i.v). Ao final dos
experimentos os animais foram sacrificados, os rins foram pesados (peso corrigido pela
massa corpérea do animal) e o cérebro submetido a anélise histologica.

Os ratos 2R1C apresentaram maior porcentagem de reducdo do rim esquerdo
(clipado) em relag@o ao rim direito (33 = 2 %, n=36) e aumento da PAM (143 + 3 mmHg,
n=38) em relacdo aos ratos SHAM (0,3 £ 0,6 %, n=33 e 103 + 2 mmHg, n=33,
respectivamente).

A microinjecdo de Ang Il e Ang-(1-7) na CVLM produziu respostas depressoras
similares nos animais 2R1C (-10 £ 1 mmHg, n=5 e -14 + 2 mmHg, n=8, respectivamente) e
em animais SHAM (-11 + 1 mmHg, n= 6 e -14 + 2 mmHg, n= 8, respectivamente).
Entretanto, a microinje¢cdo na RVLM produziu respostas de maior magnitude nos animais
hipertensos 2R1C tanto para Ang II (21 £ 2 mmHg, n=10 em comparacdo a 11 £ 1 mmHg,
n=7; grupo SHAM) como para Ang-(1-7) (21 = 2 mmHg, n=7 em comparacdo a 12 + 1
mmHg, n=4; grupo SHAM).

A microinje¢do do antagonista de receptor AT1, losartan, na CVLM ndo produziu

alteracdes na PAM tanto nos animais 2R1C como nos animais SHAM. Na RVLM, no
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entanto, o losartan produziu efeito pressor tanto nos animais 2R1C (14 £ 3 mmHg, n=14)
como nos animais SHAM (14 £ 5 mmHg, n=7). O antagonista de receptor MAS, o A-779,
na CVLM produziu efeito hipotensor em animais hipertensos 2R1C (-12 + 3 mmHg, n=6),
enquanto em animais SHAM (-5 = 2 mmHg, n=8) o efeito hipotensor do A-779 na CVLM
foi semelhante ao efeito da salina. Diferentemente, na RVLM, o efeito pressor observado
ap6s o A-779 foi semelhante ao da salina tanto nos animais 2R1C como nos ratos SHAM.
Estes antagonistas (losartan e A-779) aboliram o efeito depressor (CVLM) e pressor
(RVLM) de seus respectivos agonistas, Ang Il e Ang-(1-7), por até 30 minutos. Nao foram
observadas alteragdes significativas na FC apds a microinjecdo tanto dos peptideos como
de seus antagonistas na CVLM ou na RVLM.

A bradicardia reflexa nos animais com hipertensao 2R1C foi menor (p< 0,05) (0,19
+ 0,05 ms/ mmHg, n=15) em relacdo aos animais normotensos SHAM (0,42 + 0,01 ms/
mmHg, n=15). A microinjecdo do A-779 na CVLM melhorou a bradicardia reflexa em
ratos 2R1C (0,44 + 0,04 ms/mmHg, n=7). Entretanto o A-779 na CVLM nao alterou a
bradicardia reflexa em animais SHAM (0,35 + 0,04 ms/ mmHg n=7). J4 o bloqueio de
receptores AT1 de Ang Il na CVLM ndo alterou a modulacdo do controle baroreflexo tanto
em animais hipertensos 2R1C como em ratos SHAM.

Assim, os resultados apresentados nesse estudo sugerem alteragdes na expressao de
receptores para Ang-(1-7) na CVLM no estabelecimento da hipertensdo, podendo
contribuir para a baixa sensibilidade do controle do barorreflexo em ratos com hipertensao
renovascular. Além disso, os resultados mostraram ainda, que ndo ocorrem alteragdes na
responsividade para as angiotensinas na CVLM em ratos 2R1C, diferentemente no entanto
na RVLM, ocorre uma maior responsividade para ANG II e Ang-(1-7) em ratos com

hipertensao renovascular 2R1C.
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Abstract

The peptides of the rennin-angiotensin (RAS) act as important neuromodulators on
the regulation of blood pressure in ventrolateral medulla (VLM). High levels of
angiotensin II, an important component of rennin-angiotensin system, is present in
renovascular hypertension. Thus, in the present study, we evaluated the cardiovascular
effects produced by angiotensin II and angiotensin-(1-7) and your antagonist
microinjections at the caudal (CVLM) and rostral (RVLM) ventrolateral medulla in
renovascular hypertensive rats (2R1C) and normotensive (SHAM).

Male Fisher rats (weighting 150 to 200) were anesthetized by a mixture of ketamine
(50 mg/kg. ip) and xylazine (5 mg/kg, ip) for the 2R1C or SHAM surgery. 30 days afther
the surgeries, the 2K1C and SHAM animals were anesthetized with urethane (1.2 g/ kg,
i.p.), placed onto stereotaxic apparatus, the dorsal surface of the brainstem was
instrumented for men arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) measurements. The
baroreflex bradicardia sensitivity evaluated by bolus injections of phenylephrine before
and 5-10 minutes after CVLM microinjection of losartan or A779. At the end of the
experiments the animals were sacrificed and the brain and kidneys were collected. The
kidneys weightened (dry organ weight/ body weight) and the brain was sent for histological
analisys.

The percentage of mass reduction in the clipped kidney increased (33 = 2 %, n=36)
compared to SHAM groups (0,3 £ 0,6 %, n=33) and the basal MAP level of 2K1C group
was signicantly higher PAM (143 + 3mmHg, n=38) compared to SHAM group (103 £ 2
mmHg, n=33).

The Ang-(1-7) and Ang II microinjections into the CVLM produced similar
depressor effect in 2K1C (-14 + 2 mmHg, n=7 and -10 + 0,9 mmHg, n=8, respectively) and
SHAM (-14 £ 2 mmHg, n=8 and -11 £ 1 mmHg, n= 6, respectively). However, Ang-(1-7)
and Ang II RVLM microinjection in 2R1C induce higher pressor effect (21 + 2 mmHg, n=7
and 21 + 2 mmHg, n=10, respectively) compared to the effect in SHAM (12 = 1 mmHg,

n=4 and 11 £ 1 mmHg, n=7, respectively).



The microinjection of A-779 at the CVLM produced a depressor effect in 2K1C (-
12 + 3 mmHg, n=6) but not in SHAM rats (-5 + 2 mmHg, n=8). In contrast, microinjection
of the AT1 receptor antagonist, losartan, into the CVLM did not change MAP in 2K1C or
in SHAM rats. However in RVLM, A-779 MAP effect was not different from saline in
2Kl1lc or SHAM rats. But, losartan produced a pressor effect in 2K1C (14 £ 3 mmHg,
n=14) and in SHAM rats (14 £ 5 mmHg, n=14). The microinjection of losartan or A-779
abolished the depressor (CVLM) or pressor (RVLM) effects induced by microinjections of
Ang II or Ang-(1-7), respectively.

The reflex bradicardia was significantly reduced in 2K1C rats (0,19 = 0,05 ms/
mmHg, n=15) in comparison to the SHAM animals (0,42 + 0,01 ms/ mmHg, n=15). The
CVLM microinjection of A779 improved the sensitivity of reflex bradicardia in 2K1C
(0,44 £ 0,04ms/ mmHg). On the other hand, losartan into the CVLM didn’t have effect on
reflex bradicardia either in 2K1C or in SHAM rats.

These results of the present study suggest changes in the receptor expression of
Ang-(1-7) at the CVLM in the establishment of the hypertension, wich may contribute to
the low sensitivity of the baroreflex control of heart rate in renovascular hypertensive rats.
In addition, these results showed no changes in the responsiveness to angiotensin into
CVLM in 2KI1C. Howerver into RVLM Ang II and Ang-(1-7) microinjections showed the

greater responsiveness in 2K1C rats.
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1.Introducao

A regulagdo da pressao arterial (PA) € uma das fungdes fisiol6gicas mais complexas
que depende de acdes integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino. A
manutengdo dos niveis pressoricos dentro de uma faixa de normalidade depende de
variagdes do débito cardiaco (DC) ou da resisténcia periférica vascular (RPV) ou de ambos.
Um grande nimero de estudos tem demonstrado o papel critico do sistema nervoso no
desenvolvimento e manutencdo de diferentes modelos de hipertensdo.  Em particular
aumento na atividade do nervo simpdatico parece contribuir para a patogénese da
hipertensao (TAKEDA e BUNAG, 1980; ARRIBAS e cols., 1996; CABASSI e cols., 2002;
LEENEN e cols., 2002).

Diferentes mecanismos de controles estdo envolvidos ndo s6 na manutencao da PA
como na variagdo, momento a momento, da PA. Estes mecanismos regulam o calibre e a
reatividadde vascular, a distribui¢@o de fluido, dentro e fora, dos vasos e o DC (IRIGOYEN
e cols., 2001). A regulacdo efetiva da PA € o resultado da atividade de sistemas de
retroalimentagdo que operam em curto € em longo prazo. O principal mecanismo de
controle em curto prazo € desempenhado pelos reflexos que sdo originados nos
pressorreceptores arteriais € nos receptores de estiramento da regido cardiopulmonar
(CAMPAGNOLE-SANTOS e cols., 2001) e em longo prazo, pelo sistema renina
angiotensina (SRA).

O SRA ¢ o maior regulador da PA agindo perifericamente e centralmente. As
angiotensinas comegam a ser formadas pela hidrélise do angiotensinogénio pela renina para
formar o decapeptideo, angiotensina (Ang) I (Figura 1). A remoc¢ao de dois aminodcidos
da extremidade carboxi-terminal pela enzima conversora de angiotensina (ECA) resulta na
formacdo do principal efetor do SRA, a Ang II. No coracdo de humanos, a maior parte da
Ang I € convertida a Ang II por uma via alternativa, denominada quimases (URATA e
cols., 1990; ROKS, 1999). A contribui¢cdo da ECA e das quimases para a formacdo da
Ang II varia significativamente nas diferentes espécies e tecidos, dentro de uma mesma

espécie (WU e cols., 2005).



Recentemente um novo componente biologicamente ativo do SRA foi descoberto
(Figura 1). A quebra da Ang II através da remocao da fenilalanina da porcdo carboxi-
terminal da Ang II resulta na formacdo da Ang-(1-7). Esta conversdo é eficientemente
catalisada pela recém descoberta ECA2, um andlogo da ECA (HARMER, 2002; VICKERS
e cols., 2002) bem como pela prolil-endopeptidade e carboxipeptidases. Acredita-se que a
ECAZ2 exerca um papel importante na formagdo de Ang-(1-7) tecidual, como indicado pelo
concomitante aumento da expressao da ECA2 e do conteido de Ang-(1-7) nos tdbulos
proximais renais de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (CAREY e SIRAGY, 2003).
Além dessa via, a Ang-(1-7) pode ser formada diretamente da Ang I, uma conversdo
mediada por vdrias enzimas como a proliendopetidase nas células vasculares (SANTOS e
cols., 1992), endopeptidase neutral (YAMAMOTO e cols., 1994) na circulagdo e no rim
(SHALTOUT e cols., 2006) e oligopeptidaeses (CHAPPEL e cols., 1994) nas células do
musculo liso vascular. A Ang-(1-7) por sua vez pode ser degradada em Ang-(1-5) por

acdo da ECA (FERRARIO, 1998).
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Figura 1: Visao corrente do SRA. ACE: enzima conversora de angiotensina; Ang:
Angiotensina;  PEP:  prolil-endopeptidase, = PCP:  prolil-carboxipeptidase; ~ NEP:
endopeptidase neutra; AMP: aminopeptidases; IRAP: aminopeptidase regulada por
insulina; RPR: receptor prorenina-renina; AT1 e AT2: receptores para Ang II; MAS:
receptor para Ang-(1-7). (SANTOS e FERREIRA, 2007).

A Ang II atua principalmente através de dois subtipos de receptores, o AT1 e o AT2
(GASPARO e cols., 2000; KASCHINA e UNGER, 2003). O receptor AT1 media os
efeitos fisioldgicos cldssicos bem como os efeitos patoldgicos da Ang II, incluindo a
regulacdo da PA e o balanc¢o hidroeletrolitico, comportamentos associados a sede e ingestao

de sddio, proliferacdo celular e angiogénese. Duas classes de subtipos do receptor AT1
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foram identificadas em ratos e camundongos, os receptores ATIA e ATB (SASAMURA e
cols., 1992).

Os efeitos induzidos pela interagdo da Ang II ao receptor AT2 sdo menos claros.
Acredita-se que esse receptor esteja relacionado a regulacdo da PA, natriurese, temperatura
corporal, reproducdo, desenvolvimento embriondrio, diferenciagdo celular, reparo de
tecidos e morte celular programada (FELIX e cols.,1991; SCHIAVONE e cols.,1991;
AMBUHL e cols.,, 1992; WRIGHT e cols., 1994; SAAD e CAMARGO, 2003;
STECKELING e cols., 2005). A ligacdo da Ang II a esses receptores produz efeitos que
tém sido caracterizados como contrareguladores dos efeitos mediados pelo AT1, tanto em
curto como em longo prazo (MASAKI e cols., 1998; HORIUCHI e cols., 1999; LEVY,
2005), tendo um papel protetor contra a hipertensdo. Além disso, os receptores AT2
apresentam niveis aumentados em processos patofisioldgicos tais como o infarto do
miocdardio e a hipertensdo. O bloqueio agudo dos receptores AT2 aumenta os niveis de PA
na hipertensdao 2R1C em camundongos “knockout” para receptores AT1, sugerindo que sob
algumas condi¢des, os receptores AT2 participam da regulagdo aguda da PAM
(CERVENKA e cols., 2002). O heptapeptideo Ang III tem afinidade pelos subtipos de
receptores AT1 e AT2 similar a Ang II. Por causa de sua meia-vida curta, tem sido dificil
demonstrar suas funcdes (HARDING e FELIX,1987). Na literatura, além do AT1 e AT2,
existe a descricdo de outros subtipos de receptores para Ang como o AT4 presente em
células endoteliais e musculo liso vascular, receptor para Ang IV (HARDING e cols.,1992)
e acredita-se que a Ang-(3-7) também possa interagir com este receptor (WRIGHT e
cols.,1995).

A Ang (1-7) foi considerada o componente do RAS com maior efeito pleitrépico
(SANTOS e cols., 2000; HOCHT e cols., 2006). Muitos estudos mostraram que a Ang-(1-
7) possui efeitos, na maioria das vezes, opostos aos produzidos pela Ang II (FERRARIO e
cols., 1997; SANTOS e cols., 2000 e 2005). Nos vasos, além de potenciar a agdo
vasodilatadora da bradicinina (BK) (PAULA e cols.,1995; LIMA e cols.,1997;
BROSNIHAN e cols., 1996; ALMEIDA e cols 2000; FERNANDES e cols., 2001) inibe o
crescimento de células musculares lisas (FREEMAN e cols.,1996; TALLANT., 1999;
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STRAW e cols.,1999; MACHADO e cols., 2000). Estudos (CHAPPELL e cols.,1998;
ALMEIDA e cols., 2000; SANTOS e cols., 2000; FARIA-SILVA e cols., 2005) tém
mostrado que estes efeitos anti-hipertensivos estdo associados a liberacao de 6xido nitrico
(NO).

Nos rins, a Ang-(1-7) pode influenciar o balan¢o de sédio e dgua através de seus
efeitos diuréticos e natriuréticos bem como influenciar a atividade do SRA local (SIMOES
& SILVA e cols, 1997; FERRARIO & IYER, 1998; PAULA e cols.,, 1999;
KUCHARWICZ e cols., 2002). No coracdo, a Ang-(1-7) possui efeito cardioprotetor,
previnindo a reducdo da funcdo cardiaca e reducdo da pressdo ventricular diastdlica final
pos-infarto do miocdrdio (FERREIRA e cols 2001; LOOT e cols 2002, FERREIRA e
SANTOS, 2005). Recentemente, foi demonstrada (GROBE e cols, 2007) sua agdo anti-
trombdtica, além da observacao de que ventriculos com insuficiéncia cardiaca apresentam
niveis aumentados de Ang-(1-7), reforcando a acdo cardioprotetora deste peptideo
(ZISMAN e cols., 2003).

A Ang (1-7) atua via seu receptor especifico, MAS (SANTOS e cols., 2003),
entretanto existem evidéncias para uma interacdo funcional do receptor MAS com os
receptores AT1 e AT2 no coragdo e rim de camundongos (PINHEIRO e cols., 2004;
KOSTENIS e cols., 2005; CASTRO e cols., 2005). Varios estudos t€ém mostrado que a
oposicdo da Ang-(1-7) aos efeitos da Ang II estd aumentada em modelos animais com
hipertensio (FERRARIO, 1998; CHAPPELL e cols., 1998; HOCHT e cols., 2006).
BENTER e cols. (1995) mostraram através da infusao de Ang-(1-7) na jugular de animais
SHR e WKY que esse heptapeptideo causou uma sustentada e significativa redu¢do na
concentracdo de vasopressina plasmatica acompanhada por diurese e natriurese em animais
SHR mas ndo em WKY, demonstrando que a Ang-(1-7) é capaz de atenuar a
vasoconstricio da Ang II em ratos SHR, mas ndio em ratos normotensos. HOCHT e cols.
(2006) também mostraram que a administragdo de Ang-(1-7) juntamente com a Ang II no
hipotdlamo bloqueia a resposta pressora da Ang II de ratos SHR, mas ndo em ratos WKY.

O antagonista seletivo para a Ang-(1-7) foi caracterizado como um heptapeptideo

analogo D-Ala’-Ang-(1-7), (A-779). Este composto ndo apresentou atividade agonista
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intrinseca em vdrias preparacdes bioldgicas testadas (SANTOS e cols.,1994). O efeito
antidiurético da Ang-(1-7) em ratos com sobrecarga hidrica e os efeitos cardiovasculares
produzidos por administracdo central de Ang-(1-7) s@o bloqueados pelo A-779 (SANTOS e
cols.,1994; FONTES e cols., 1994; FERNANDES e cols., 2001; MAIA e cols., 2004;
SAMPAIO e cols., 2006).

A interrelacdo entre os peptideos do SRA e o SNC foi demonstrada pela primeira
vez por estudos de BICKERTON e BUCKLEY (1961). A confirmag¢do da existéncia do
SRA cerebral se deu com o avango dos métodos moleculares para deteccio do mRNA.
Altos niveis de angiotensinogénio e de seu mRNA foram encontrados em areas importantes
do cérebro envolvida na regulacdo cardiovascular central como hipotilamo e tronco
cerebral (LENKEI e cols., 1997, BADER e cols.,, 2001). Ha varias evidéncias
(ANDREATTA e cols., 1988; ALLEN e cols., 1988; DAMPNEY, 1994; AVERILL, 2000;
SANTOS e cols., 2000; MURATAMI, 1991 e 1993; SESOKO, 1995; ALZAMORA e
cols., 2002 e 2006) mostrando que os peptideos do RAS exercam um papel modulatério
sobre mecanismos neurais de controle da PA como na resposta do reflexo pressoreceptor.

Os pressorreceptores arteriais sdo os mais importantes mecanismos de controle
reflexo da PA, momento a momento. S3o mecanorreceptores constituidos por terminacdes
nervosas livres que se situam na adventicia de grandes vasos (aorta e cardtida) e que sdo
estimulados por deformagdes das paredes desses vasos, normalmente provocadas pela onda
de pressao na parede vascular. (KRIEGER, 1964; KRIEGER e cols., 1999; MICHELINI,
2000).

As fibras pressorreceptoras carotideas e adrticas, sensiveis a distensdo vascular,
formam o nervo do seio carotideo e o nervo depressor adrtico, que se unem
respectivamente ao glossofaringeo e ao vago, e se projetam ao bulbo (SCHER e cols.,
1977). Dessa forma, as alteragdes na atividade desses receptores decorrentes de variagdes
da PA convergem para o nucleo do trato solitdrio (nTS), onde € realizada a primeira sinapse
no SNC. A informagdo periférica € processada no nTS e sinais eferentes sdao gerados no

circuito neuronal intrinseco do nTS e transmitidos via conexdes com as areas de controle
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autondmico bulbar para determinar o grau de atividade do sistema nevoso autonomo (SNA)
(FELDMAN e ELLEMBERGER, 1988; FELDMAN e MOISES,1988).

O bulbo ventrolateral (VLM) € uma area importante para a regulagdo das fungdes
cardiovasculares e respiratorias. A VLM rostral (RVLM) exerce vasopressdao através de
neurdnios adrenérgicos bulboespinhais do grupo de células adrenérgicas C1, presentes
nessa regidao (KALIA e cols., 1985). A VLM caudal (CVLM) exerce vasodepressao e
contém um grupo de células noradrenérgicas Al (DAY e cols., 1983; KALIA e cols., 1985;
MURUGAIAN e cols., 1989). Enquanto a RVLM € um centro simpatoexcitatério, a
CVLM € um centro simpatoinibitério por conter projecdes neuronais inibitérias
ascendentes para a RVLM. Este circuito neuronal inclui ainda uma projecdo neuronal
excitatoria do nTS para a CVLM e uma conex@o neuronal reciproca entre a CVLM e
ndcleo ambiguo (NA) (MACHADO e BRODY, 1992; MCKITRICK e CALARESU,
1997). O NA por sua vez contém neurdnios pré-ganglionares parassimpéticos que projetam
para o coragcdo (AGARWAL e CALARESU, 1991). Os peptideos angiotensinérgicos
modulam os neurdnios da VLM, incluindo as partes rostral e caudal. A Ang Il e Ang-(1-7)
microinjetada na RVLM e CVLM agem como agentes excitatérios tanto em animais
anestesiados (AVERILL e cols., 1994; MURATAMI, 1993; SESOKO, 1995;
ALZAMORA e cols., 2002 e 2006) como em animais ndo anestesiados (FONTES e cols.,
1997; BECKER e cols., 2005).

A alta densidade de receptores para Ang II foi demonstra no VLM (CVLM e
RVLM) em diversas espécies, incluindo humanos (MENDELSON e cols., 1988; ALLEN e
cols., 1988; DAMPNEY e cols., 1994; DAMPNEY e cols., 2002). A microinje¢do da Ang
II na RVLM leva a aumento da PA (ANDREATTA e cols., 1988; ALLEN e cols., 1988;
SASAKI e DAMPNEY, 1990; SILVA e cols., 1993; FONTES e cols., 1994; AVERILL e
cols., 1994), acompanhado por aumento na atividade simpdtica renal que € mediada pelos
receptores AT1 (HIROOKA e cols., 1997; AVERILL e cols, 1994).

A microinje¢do da Ang-(1-7) na RVLM produz efeitos cardiovasculares em
diferentes espécies. Diversas evidéncias sugerem que o MAS € o mediador do efeito da

Ang-(1-7) na VLM (AVERILL e cols., 1999; WRIGHT E HARDING, 1995; SANTOS e
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cols., 2003; SANTOS e cols., 1994; FONTES e cols., 1997). Um estudo recente usando
imunofluorecencia no SNC de ratos mostrou que o receptor MAS estd presente em areas
relacionadas ao controle cardiovascular no cérebro, incluindo a CVLM e RVLM (BECKER
e cols, 2007).

Semelhante a RVLM, diversos estudos mostraram que os peptideos
angiotensinogénicos enddgenos ativam os neurdnios depressores da CVLM (POTTS e
cols., 2000; POTTS e cols., 2002). A microinjecio da Ang-(1-7) na CVLM produz
resposta depressora que € inibida pelo A-779 (SILVA e cols., 1993; FONTES e cols.,1997;
ALZAMORA e cols., 2002; POTTS e cols., 2002; WANG e cols., 2005).

O efeito depressor da Ang Il na CVLM j4 estd bem estabelecido. Alguns trabalhos
na literatura (MURATANI, 1991 e 1993) mostraram que a magnitude da queda de pressdo
produzida pela microinje¢do da Ang Il na CVLM é maior em ratos SHR que em animais
normotensos. No entanto, estudos do nosso laboratério mostraram que o efeito depressor
da Ang IT em ratos 2R1C na CVLM € semelhante aos animais normotensos (RODRIGUES
e cols., 2007). Em adi¢ao, FERREIRA e colaboradores (2008) mostraram em ratos SHR
que o efeito depressor da Ang Il na CVLM € semelhante em ratos normotensos.

ALZAMORA e colaboradores (2002) mostraram em ratos normotensos que a Ang
II e a Ang-(1-7) na CVLM produziu quedas similares da PA, determinadas por diminui¢ao
da RPV através de mecanismos diferentes. Enquanto o efeito da Ang II depende
principalmente da diminui¢do do tdnus simpatico, o efeito da Ang-(1-7) envolve a ativagdo
de uma via nitroxidérgica.

O losartan, antagonista ndao peptidico de receptor ATl para Ang II, tem sido
amplamente usado no tratamento da hipertensao (BECHIR e cols., 2005). O losartan é
capaz de diminuir a PA em SHR, mas ndo age em animais normotensos € em ratos
hipertensos modelo acetato deoxicorticosterona (DOCA) independente de renina (WONG e
cols., 1990). O tratamento terap€utico com losartan em pacientes com hipertensdao
essencial melhorou significativamente a sensibilidade barorreflexa (CHERN., 2006). Em
pacientes hipertensos, o tratamento com losartan durante 12 semanas reduziu a atividade

simpdtica muscular e melhorou a sensibilidade baroreceptora. Os niveis de Ang II
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plasmaticos aumentam com o losartan, refletindo o bloqueio do receptor (BECHIR e cols.,
2005). Além disso, o aumento de Ang II provocado pelo losartan pode sofrer acdo da
ECA2 e ser convertida em seu contraregulador Ang-(1-7) (HARMER e cols., 2002;
VICKERS e cols. 2002).

BERGAMASCHI e cols. (2002) mostraram em ratos Wistar que na hipertensao
induzida pelo tratamento cronico de L-NAME, o losartan microinjetado bilateralmente na
RVLM ndo causou nenhuma alteracio na PA. Em experimentos realizados com ratos
transgénicos (MREN2)27, que apresentam uma acentuada atividade do SRA central, a
microinjecdo de antagonista ATI1 especifico, CV11974, resultou em diminuicdo
significativa na PA (FONTES e cols., 2000).

Entretanto em ratos acordados, a microinje¢cdo de antagonistas de receptor ATI
como o losartan, na RVLM, resultou em aumento da PA (FONTES e cols., 1997). Esse
efeito pressor ndo parece ser inespecifico, uma vez que, € abolido nos animais transgénicos
(L-680), que possuem baixa concentragdo de angiotensinogénico no cérebro (BALTATU e
cols., 2001). Estudo realizado por FONTES e DAMPNEY (2001) mostrou que a
microinje¢cdo do antagonista L-158,809, em condi¢des de hipdxia, onde a atividade dos
neurdnios da RVLM estd aumentada, resultou em aumento da PA e atividade simpatica.

LIMA e colaboradores (1999) utilizando ratos wistar anestesiados submetidos a
hemorragia demonstraram que a microinje¢cdo do antagonista de receptor AT1, losartan, e
do antagonista inespecifico, sarthran, na RVLM reduzem a queda na PA provocada pela
hemorragia. HU e cols., (2002) utilizando técnica de imunofluorescéncia combinada com
microscopia confocal, mostraram a presenca de receptores ATl em neurdnios
glutamatérgicos e gabaérgicos na RVLM de ratos wistar. Além disso, esses autores
mostraram que a imunoreatividade para receptores AT1 é maior na RVLM de SHR. Esses
resultados sugerem a possibilidade da Ang II estimular, na RVLM, a atividade tanto de
neurdnios excitatorios, como inibitérios. Em conjunto esses dados sugerem que o papel
modulatério da Ang II na RVLM sobre a atividade simpética periférica possa ser resultado
do balanco entre a estimulagdo excitatéria (neurOnios glutamatérgico) e inibitdria

(neurdnios GABAérgicos) provocada por esse peptideo.
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Diversos estudos tém demonstrado que na hipertensdo ocorre a reducdo da
sensibilidade barorreflexa (MOREIRA e cols., 1988; MATSUMURA e cols., 1989;
KUMAGAI e cols.,, 1990; BRITTO e cols., 1997 e KRIEGER e cols.,, 1999).
Adicionalmente sugere-se que a sensibilidade barorreflexa seja um fator progndstico
adverso em pacientes com doencas cardiacas tais como infarto do miocéardio, faléncia
cardiaca congestiva e em populacdes em geral (CHERN, 2006).

Ja estd bem estabelecido que a Ang II perifericamente ou centralmente modula essa
sensibilidade barorreflexa (FERRARIO e cols., 1986; REID,1984). A Ang II exerce uma
influéncia inibitéria sobre o controle reflexo da FC tanto apds administracdo periférica
como apoés administragdo em alguns centros cerebrais em animais normotensos e
hipertensos (FERRRARIO e cols., 1986; CULMAN e cols 1995; AVERILL e DIZ, 2000;
MCKINLEY e cols. 2001; DAMPNEY e cols.2002). Este efeito parece ser acompanhado
de diminui¢cdo do tOnus parassimpdtico para o coracdo e excitacdo do tonus vascular
simpatico (LUMBERS e cols.,1979).

BERECEK e cols.(1983) mostraram que a infusao central (ICV) ou periférica de
inibidor da ECA em SHR e WKY produziu facilitacdo do reflexo pressorreceptor,
sugerindo que a Ang II enddgena diminua a sensibilidade do barorreflexo e
consequentemente participe da fisiopatologia desse modelo de hipertensao. Outro estudo
mostrou que a inje¢do de Ang Il no nTS atenuou a sensibilidade do reflexo pressorreceptor
em ratos SHR ¢ WKY (CASTO e PHILLIPS,1986). CAMPAGNOLE e colaboradores
(1988) mostraram que a inibi¢do da Ang II endégena ao nivel no nTS, através da
microinjecdo do antagonista de Ang II, SarlThr8-Ang II, melhorou a sensibilidade do
controle reflexo da FC em ratos normotensos. MICHELINI (1990) mostrou em ratos
acordados que a microinjecdo de Ang II no nTS atenuou o barorreflexo enquanto a
microinje¢do de seu antagonista losartan melhora o controle barorreflexo da FC.

Diferentemente da Ang II, a Ang-(1-7) ndo interfere na modulacdo do barorreflexo
quando injetada perifericamente (CAMPAGNOLE-SANTOS e cols., 1992). BERECEK e
cols. (1991) mostraram que a infus@o ICV do antagonista seletivo da Ang-(1-7), A-779, ndo

alterou significativamente o controle barorreflexo da FC em SHR. CAMPAGNOLE-
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SANTOS e cols. (1992) mostraram que a infusdo da Ang-(1-7) ICV produziu significativa
facilitacdo do controle barorreflexo em animais normotensos. Esse mesmo efeito sobre o
barorreflexo foi mostrado com microinje¢cdes de Ang-(1-7) no nTS em animais
normotensos e SHR (CHAVES e cols., 2000).

Estudos de nosso laboratério (ALZAMORA e cols., 2006) também mostraram que
os peptideos angiotensinérgicos atuam de forma diferente na CVLM. Enquanto a
microinje¢cdo de Ang II facilita a bradicardia reflexa, a microinjecdo de Ang-(1-7) na
CVLM diminui a bradicardia reflexa em ratos normotensos (Wistar).

O envolvimento desses peptideos do SRA no desenvolvimento da hipertensao
arterial foi demonstrado em diversos estudos (WEYHENMEYER e PHILLIPS, 1982;
GANTEN e cols., 1983; HERMANN e cols., 1984; PHILLIPS e KIMURA, 1988;
SHIBATA e cols., 1993; TAMURA e cols., 1996). Com o objetivo de evidenciar a
importancia do SRA na patogenia da hipertensdo, varios modelos animais t€m sido
utilizados. A hipertensdo arterial pode ser produzida experimentalmente através da
estenose da artéria renal, perinefrite, compressao renal ou coarctagdo da aorta nos animais
com um ou dois rins. Nesses modelos de hipertensdo, o aumento inicial da PA ocorre
devido a elevacdo dos niveis plasmdticos de renina e Ang II (BRODY e cols., 1991).
GOLDBLATT (1934) demonstrou a participagdo do rim como agente primirio no
aparecimento da hipertensdo.  Dois tipos de hipertensdo arterial foram descritas,
inicialmente, pelo pesquisador. Em seus modelos animais ele desenvolveu a hipertensao
renovascular, um rim, um clip (1R1C) e dois rins, um clip (2R1C). Nesses dois modelos o
SRA € o responsavel pelo desenvolvimento inicial da hipertensdo. = No modelo de
hipetensdo 2R1C, faz-se a constricdo da artéria renal enquanto o rim contra lateral €
mantido intacto. Esse modelo € caracterizado por uma reducao no fluxo do rim que esta
com sua artéria clipada. Essa redu¢do do fluxo renal é que ativa o SRA

Os niveis de Ang II nesse modelo estdo aumentados na circulagdo na fase aguda
apos a cirurgia. Na fase cronica (~28 dias apds a cirurgia de colocagdo do clipe) os niveis

de Ang II plasmaticos estdo normais, mas altos niveis de Ang II no cérebro sdo detectados
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(GALLI e cols,2001; DUKA e cols, 2002; LAZARTIGUES e cols., 2004) sugerindo um
importante papel do SRA cerebral na manutencao da hipertensdo nesse modelo.

Diante do exposto e considerando que ndo existem dados na literatura que mostrem
a atuagdo dos peptideos angiotensinérgicos endégenos na VLM sobre a PAM e sobre o
controle barorreflexo em animais hipertensos com altos niveis de Ang II, o presente estudo
pretende avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinje¢do de angiotensinas

e antagonistas angiotensinérgicos na CVLM e RVLM em animais hipertensos 2R1C.
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2. Objetivos
2.1- Objetivo Geral

Avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecdo de Ang II, Ang-(1-
7) e dos seus respectivos antagonistas especificos, Losartan e A-779, no bulbo ventrolateral
de ratos com hipertensdo renovascular - 2R1C.

2.2- Objetivos Especificos

1. Avaliar os efeitos da microinjecdo de Angiotensina II, Angiotensina-(1-7), Losartan e A-

779 na CVLM e RVLM sobre a PAM e FC em animais 2R1C e SHAM.
2. Avaliar o bloqueio de receptores AT1 pelo losartan e de receptores MAS pelo A-779
sobre o efeito da Angiotensina II e Angiotensina-(1-7) microinjetados na CVLM e RVLM

sobre a PAM e FC em animais 2R1C e SHAM.

3. Avaliar o efeito da microinjecio do Losartan e do A-779 na CVLM sobre a

sensibilidade da bradicardia reflexa em animais 2R1C e SHAM.
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3. Materiais e Métodos

3.1- Animais:

Foram utilizados ratos Fischer, pesando entre 150 e 200g, fornecidos pelo
Laboratério de Nutricdo Experimental da Escola de Nutricdo da Universidade Federal de
Ouro Preto-MG. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica Experimental da Universidade Federal de Ouro Preto-MG.

3.2- Producao da hipertensao arterial renino-dependente (2R1C)

Na producio da hipertensdo arterial utilizando o método de GOLDBLATT (1934) 2
rins 1 clip, (2R1C), os animais foram submetidos a jejum de 24 horas, com livre acesso a
dgua. No dia da cirurgia, sob anestesia de quetamina (50 mg/kg) e xilasina (5 mg/ kg), os
animais foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica, e submetidos a
tricotomia e assepsia da regido abdominal com dlcool iodado 2%. A seguir, foi realizada
uma laparotomia mediana para isolamento e visualizagdo da artéria renal esquerda. Um
clip de prata (contendo 5% de liga de cobre e 6timo grau de dureza) com 8 mm de
comprimento € 2 mm de largura, em forma de U, cuja abertura havia sido previamente
fixada através do uso de um calibrador, foi colocado em torno da artéria renal. O grau de
constricao do clip escolhido foi de 0,20 mm (grau de constri¢do em que observamos indice
de PA > 150 mmHg apd6s 30 dias da cirurgia).

Outros animais foram submetidos a cirurgia ficticia (SHAM), que consistiu na
realizacdo de todos os procedimentos acima, exceto a colocagdo do clip de prata na artéria
renal. Estes animais foram utilizados como controle (animais normotensos). Em todos os
animais o abdomen foi suturado com pontos continuos, envolvendo a camada muscular e
pontos separados na pele. Ao final dos procedimentos cirdrgicos, uma dose Unica de
antibiético (0,01ml/ 100g de peso corporal - Pentabidtico veterinario/ Fort DODGE) foi

administrada em todos os animais.
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3.3- Drogas e Preparo de solucoes

Angiotensina II: (PM: 1046,2) fornecido pela Bachem (Torance, CA).
Angiotensina -(1-7): (PM: 898,1) fornecido pela Bachem (Torance, CA).
A-779: (PM: 873,1) fornecido pela Bachem (Torance, CA).
Losartan: (PM: 461,1) cedido pela COINFAR.
Veiculo: solucio fisiologica 0,9%.
Agente hipertensor agonista adrenérgico: cloridrato de L-Fenilefrina fornecido pela
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA
Anestésico: - uretana fornecido pela Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA
- xilazina adquirido da Syntec do Brasil Ltda

- quetamina adquirido da Syntec do Brasil Ltda

3.3.1- Preparo dos peptideos e antagonistas

Todos os peptideos e antagonistas foram dissolvidos em solug¢do salina estéril na
concentracdo de 2 mg/ ml e imediatamente aliquotados (10 pl) em tubos de eppendorf e
mantidos a -20°C (soluc¢do estoque). No dia do experimento, as solu¢des foram preparadas
a partir da solucdo estoque através de diluicdo em solugdo salina estéril. Cada aliquota fora
utilizada uma unica vez. A dose dos peptideos, Ang II (40 pmol) e Ang-(1-7) (40 pmol), e
antagonistas, Losartan (86 pmol) e A-779 (50 pmol), utilizados nesse estudo foi escolhida
com base em estudos anteriores (SILVA e cols., 1993; FONTES e cols., 1994; SANTOS e
cols.,1994; ALZAMORA e cols.2002 e 2006.)

3.3.2- Preparo da Fenilefrina

Foram preparadas solucdes em sete concentragdes (0,5 pg/ ml; 1,0 ug/ ml; 2,5 ug/

ml; 5,0 ug/ ml; 10 pug/ ml, 20 pug/ ml e 50 wg/ ml) utilizando cloridrato de L-Fenilefrina.
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Estas solucdes foram aliquotadas em tubos de polietileno Eppendorf e permaneceram

congeladas até o momento do uso.

3.4- Confeccio e implantacdo das Canulas Vasculares

Na confeccao das canulas foram utilizados tubos de polietileno PE-10 de 4 cm para
canula arterial e de 2 cm para a canula de veia, soldados por aquecimento a tubos de
polietileno PE-50 de 15 cm. Antes da canulagdo, o interior das canulas foi preenchido com
solucdo fisiolégica heparinizada (NaCl 0,9%) e a extremidade PE-50 de cada canula foi
obstruida com pino de metal.

Os animais, em jejum de 8 a 12 horas, foram colocados em decubito dorsal em uma
prancha cirtrgica realizando-se uma pequena incisao na face ventral da pata traseira direita,
separando a musculatura para localizacdo do feixe vdsculo-nervoso femural. A artéria e
veia femorais foram dissecadas e expostas. A extremidade PE-10 das canulas foram
introduzidas na aorta abdominal, via artéria femural, para registro dos parametros
cardiovasculares e na veia cava inferior, através da veia femural, para administracdo de
drogas. Para este procedimento e para os demais apresentados a seguir, os animais foram

anestesiados com uretana (1,2 g/ Kg) por via intraperitoneal.
3.5- Traqueostomia

Os animais foram colocados em uma mesa cirirgica em decubito dorsal e
submetidos a uma incisdo mediana na regido cervical anterior. A musculatura foi

divulsionada e a traquéia exposta. Em seguida uma canula de polietileno (PE 90) foi

introduzida na traquéia com a finalidade de manter as vias aéreas patentes
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3.6- Procedimento para Exposicao do Bulbo

Os animais foram colocados em decubito ventral em um aparelho estereotaxico
(David Kopf modelo DKI 900). A inclinagao da cabec¢a foi mantida em uma angulacdo de
aproximadamente 30°, com a pec¢a bucal mantida a -11mm abaixo da linha interaural. Uma
incisdo mediana foi feita na regido cervical posterior, separando-se a musculatura. A
seguir, procedia-se uma craniotomia occipital, seccionava-se a membrana atlanto-occipital

e as meninges (dura-mater e aracnéidea), expondo-se a superficie dorsal do tronco cerebral.

3.7- Registro da Pressao Arterial:

A pressao arterial foi monitorada por um transdutor de pressao modelo Gould
conectado a um amplificador (PM-1000, CWE). O sinal de pressdo arterial pulsatil (PAP)
foi derivado para um cardiotacometro (PM-1000, CWE) para se obter a frequéncia cardiaca
(FC). A PAP e FC foram continuamente amostradas por um sistema de conversiao
analégico/ digital de 12 bits (POWERLAB 4/ 20) a uma frequéncia de 800 Hz e
armazenados em disco rigido (PC).  Posteriormente, o sinal foi processado por um
software (Powerlab 4/ 20) para se obter a pressdo arterial média (PAM), as caracteristicas
temporais e as alteragdes maximas dos parametros desejados. Simultaneamente, a PAM e
FC eram calculadas a partir de pulsos de PA. Essas varidveis foram apresentadas
simultaneamente em canais diferentes do monitor e armazenadas em disco rigido do
computador. Antes da conexdo ao transdutor da canula ao transdutor, o animal foi
heparinizado (heparina sédica 25.000 Ul/ SmL) a fim de se evitar a formagdo de codgulo

durante o registro da PA.
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3.8- Procedimento de Microinjecao no Bulbo Ventrolateral

Microinjecdes foram feitas através de uma micropipeta de vidro de trés pontas,
devidamente fixada ao micromanipulador do extereotixico. As microinje¢des foram
realizadas pela pressdo de ar exercida por uma seringa de plastico conectada a extremidade
distal da micropipeta. Para controlar os efeitos de volume e/ ou pressdo exercida pela
microinje¢do de peptideos, o volume de veiculo (100 nL, NaCl 0,9%) foi também injetado.
Os peptideos foram microinjetados em um volume de 100 nl realizadas na darea
ventrolateral do bulbo caudal (CVLM) e rostral (RVLM) tendo o ébex como ponto de

referéncia antero-posterior e lateral de acordo com as seguintes coordenadas:

CVLM - 0,7 mm rostal e 1,8 mm lateral ao 6bex. A profundidade foi determinada

no momento em que a agulha tocou a superficie ventral ao bulbo.

RVLM - 2,1 mm rostal e 1,8 mm lateral ao 6bex. A profundidade foi determinada
no momento em que a agulha tocou a superficie ventral ao bulbo.

A introducdo da micropipeta na RVLM ou CVLM causava, respectivamente,
aumento ou diminui¢do transiente da PAM e FC, o que servia como forma adicional de
confirmar o correto posicionamento da micropipeta. Alguns animais que nio apresentaram

esses efeitos foram descartados.

3.9- Teste da Sensibilidade do Controle Reflexo da FC

A sensibilidade do reflexo pressorreceptor foi avaliada relacionando-se as alteragdes
reflexas de FC induzidas por alteragdes transitérias da PAM. Para produzir alteragdes da
PAM, os animais foram submetidos a injecdo (em bolus) endovenosa (0,1 ml) de doses
crescentes de fenilefrina que variaram de 0,5 a 50,0 ug de maneira a se obter respostas
pressoras crescentes. Um intervalo minimo de um minuto foi mantido entre as injecoes,

para permitir que a PAM e FC retornassem aos valores basais.
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A alteragdo méixima de FC verificada durante os primeiros cinco segundos da
resposta pressora correspondente era convertida a intervalo de pulso (IP) pela férmula IP =
60000/FC (mseg). A sensibilidade do reflexo pressorreceptor foi expressa pela razao entre
a alteracdo da FC em intervalo de pulso (mseg) e a alteracio da PAM (mmHg) que
denominamos “indice de sensibilidade do reflexo pressorreceptor”. O melhor ajuste da
regressao linear foi extraido da média + EPM para alteracdes de PAM e FC para cada dose
de fenilefrina para cada animal. A curva de regressao linear foi usada como um indice de
sensibilidade barorreflexa. A bradicardia reflexa foi avaliada antes e apds, entre 5 e 15

minutos, da microinjecdo de losartan ou A-779 na CVLM.
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3.10- Protocolo Experimental

Protocolo I: Estudo da microinjecio de Ang II e Ang-(1-7) e seus respectivos

antagonistas no VLM sobre a PAM e FC.

Ap6s o inicio do registro da PAM e FC, por cerca de dez minutos (estabilizacdo),
descia-se a micropipeta de vidro nas dreas CVLM ou RVLM. Esperava-se dez minutos e
microinjetava-se a Ang Il ou Ang-(1-7), apés mais dez minutos microinjetava-se os
antagonistas especificos, losartan ou A-779. A microinje¢ao do antagonista foi considerado
0 ponto zero, a partir desse ponto, o tempo foi cronometrado. Apods cinco, quinze e trinta
minutos microinjetava-se Ang II ou Ang-(1-7), nestes respectivos tempos. Nos
experimentos com os antagonistas (A-779 e losartan), ap6és dez minutos da tltima

microinje¢do do peptideo foi microinjetado a salina.

Foram utilizados ratos diferentes para estudos na CVLM ou RVLM, bem como para

estudo com Ang Il e Ang-(1-7) com seus antagonistas especifico em ratos 2R1C e SHAM.

Micropipeta Losartan ou
na CVLM ou Angllou  A-779 ou Ang 1l ou Angllou  Angllou
RVLM  Ang-(1-7) Salina Ang-(1-7) Ang-(1-7)  Ang-(1-7)
I I I [
Tempo zero 5 min 15 min 30 min
] ] ] ]

Figura 2: Protocolo experimental para a avaliacdo dos efeitos cardiovasculares produzidos
pela microinje¢do de Ang Il ou Ang-(1-7) e seus respectivos antagonistas losartan e A-779

na CVLM ou RVLM sobre a PAM e FC em ratos 2R1C e SHAM.
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Protocolo II : Estudo da microinjecao dos antagonistas angiotensinérgicos na CVLM

sobre a sensibilidade da bradicardia reflexa

Para estabilizacado da PAM e da FC aguardava-se cerca de dez minutos para a
descida da micropipeta de vidro na CVLM. Apds dez minutos, microinjetava-se a Ang Il
ou Ang-(1-7). Em seguida, o teste do baroreflexo foi feito através das injegdes (i.v) de
doses crescentes de fenilefrina. Apds 5 minutos, procedia-se a microinjecdo do losartan ou
A-779 e fazia-se o teste do baroreflexo novamente entre 5 e 15 minutos apds a
microinje¢do desses antagonistas. Na intencdo de verificarmos se os antagonistas estavam
efetivos apds o término do segundo teste do barorreflexo (15 minutos) microinjetava-se
Ang II ou Ang-(1-7). Apds dez minutos da tultima microinje¢cdo do peptideo foi
microinjetado a Salina. Nestes experimentos foram utilizados grupos de animais diferentes
para o estudo do efeito da microinje¢ao de losartan e da microinje¢ao de A-779 na CVLM

sobre a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos 2R1C e SHAM.

Micropipeta

VLM Ang Il ou Ang Il ou Ang Il ou
na ou
RVLM Ang-(1-7) Losartan ou A-779 ~ Ang-(1-7) Ang-(1-7) Salina
! I I I
Testedo ~ Tempo Zero 5 min Testedo 15 min 25 min
Baroreflexo | | Baroreflexo 1 |

Figura 3: Protocolo experimental para a avaliacdo da sensibilidade da bradicardia reflexa

apds microinjecdo do losartan ou A-779 na CVLM em animais 2R1C ou SHAM.
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3.11- Histologia

Ao fim de cada experimento, o animal foi sacrificado pela inje¢ao (i.v.) de uma
grande dose de uretana e o cérebro foi removido. Apds a fixacdo em formol 10%, cortes
seccionais congelados do cérebro de 40 um foram feitos e corados com vermelho neutro
1%. O sitio de injecdo na CVLM e RVLM foi identificado através do diagrama do cérebro

de ratos do atlas de Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 1986).

3.12- Analise Estatistica

Todos os resultados foram expressos com médias + EPM. Comparagdes entre antes
e depois das injecoes no mesmo animal foram feitas pelo teste “t” de Student para
observacoes pareadas. Para observacdes entre animais diferentes foi utilizado o teste “t” de
Student ndo pareado. Comparacdes entre diferentes grupos foram avaliadas por one-way
ANOVA seguido de teste de Newman-Keuls ou Dunnett quando apropriado. Estas andlises
foram realizadas no software Graphpad Prism (versdo 4.00). Foram consideradas

diferencgas significativas para p < 0.05.
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4. Resultados

4.1- Avaliacao dos efeitos cardiovasculares de animais submetidos a microinjecao de

angiotensinas e antagonistas angiotensinérgicos na CVLM

4.1.1- Avaliacio do peso seco dos rins de ratos 2R1C e ratos SHAM

Na hipertensdao 2R1C, a avaliacdo do peso dos rins € um dos parametros utilizados
para confirmar a eficiéncia da metodologia empregada. Através dos pesos pode-se
confirmar a estenose da artéria renal que diminui o fluxo sanguineo para o rim clipado e a
hiperfuncdo compensatdria do rim contralateral (rim ndo-clipado).

A figura 4 mostra que o peso seco do rim esquerdo (rim clipado) dos ratos 2R1C foi
menor (p< 0,0001) (0,068 + 0,003 g, n=19) comparado ao rim esquerdo dos ratos
normotensos (0,086 + 0,001 g, n=22). Em relacdo aos rins direito, o rim do animal clipado
foi significativamente maior (p< 0,0001) (0,104 £ 0,002 g, n=19) comparado ao rim direito
dos ratos normotensos (0,086 + 0,002 g, n=22 )

0.125

0.100

Peso seco do rim/
peso do rato
o o
o o
(6] ~
o (&) ]

0.025 Il Rim esquerdo

C_1Rim direito

0.000

SHAM 2R1C

Figura 4: Comparagao entre o peso dos rins direito e esquerdo de animais com hipertesao
2R1C (n=19) e SHAM (n=22). * p<0,05 comparado com o rim esquerdo dos animais
normotensos. **p<0,05 comparado com o rim direito dos animais normotensos (teste “t”

de Student para observagdes nao pareadas).
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Com o objetivo de verificarmos o grau de constricdo da artéria renal nos ratos
clipados (2R1C), avaliamos o percentual de reducdo do rim esquerdo (clipado) em relagcdo
ao rim direito (ndo clipado). Como mostra a figura 5 e a tabela 1, os ratos 2R1C
apresentaram o percentual de reduc@o do rim esquerdo (clipado) em relagdo ao rim direito
maior (p< 0,0001) em comparacdo a relacdo do percentual de reducao dos rins dos animais

SHAM.
50
40

30

rim direito

20

10

% de Reducao rim esquerdo/

0

SHAM

Figura 5: Avaliacdo da porcentagem (%) de redug¢do do peso seco do rim esquerdo
(clipado) [(g/100g de peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100 -100)] de ratos
SHAM (n=22) e 2R1C (n=19). *p<0,05 comparado com os animais SHAM (teste “t” de

Student para observagdes nao pareadas).

Tabela 1: Valores da porcentagem (%) de reducdo do peso seco do rim esquerdo (clipado)

[(g/100g de peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100-100)]

% de Reducao n
SHAM 0,37 £ 0,78 22
2R1C 30,71 £ 3,54%* 19

Valores expressos em média + erro padrao da média. * p<0,05 comparado com os animais

normotensos (teste “t” de Student para observagdes ndo pareadas).
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4.1.2- Avaliacio da PAM e FC em ratos 2R1C e em ratos SHAM

Os niveis basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,

bpm) de animais hipertensos 2R1C e normotensos SHAM estdo representados na figura 6 e

7. Na figura 6, observa-se tragados tipicos de pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), FC e

PAM de ratos 2R1C e SHAM. Como mostrado na figura 7, os ratos 2R1C apresentaram

aumento (p<0,0001) no valor basal de PAM (148 + 4 mmHg, n=19) em relacdo ao grupo

normotenso (106 + 2 mmHg, n=22). Nao foram observadas alteragdes significativas

(p=0,3633) da FC no grupo hipertenso (379 +

normotenso (367 £ 10 bpm, n=22).

A) 2R1C
=
PAP -
(mmHg) |:
100 -
g *
ﬂ o -
FC |. N
(bpm) |5 oy
200 -
B |
B .
i
i A
(mmHg) |E
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9 bpm, n=19) em relacdo ao grupo

=il

B) SHAM
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Figura 6: Registro da pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), freqiiéncia cardiaca (FC,

bpm) e da pressdo arterial média (PAM, mmHg) tipico de um rato 2R1C (A) e um rato

SHAM (B).
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4.2- Efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecao de Ang I na CVLM de
ratos 2R1C e SHAM

4.2.1-Efeito da microinjecao de Ang II e losartan na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 8 (painel A) e a tabela 2 mostram o efeito hipotensor produzido pela
microinje¢dao de Ang II (40 pmol), losartan (86 pmol) e salina (100 nl) na CVLM. O efeito
hipotensor produzido pela microinje¢cdo de Ang Il na CVLM nos animais 2R1C foi (-10 £
0,9 mmHg, n=5) maior (p<0,05) em comparagdo ao efeito produzido pela microinjecdo da
salina (-3 = 1 mmHg, n=5). Da mesma forma, nos animais SHAM a microinjecdo de Ang
IT na CVLM produziu efeito depressor (-11 + 1,3 mmHg, n=6) maior (p<0,05) em
comparacdo ao efeito produzido pela microinje¢do da salina (-2 £ 0,5 mmHg, n=6). Nao
foram observadas diferencas significativas (p>0,05) do efeito hipotensor produzido pela
Ang II na CVLM dos ratos 2R1C e ratos SHAM.

A microinjecao do antagonista de receptor AT1, losartan, na CVLM produziu uma
hipotensdo similar (p>0,05) a produzida pela microinje¢cdo de salina tanto nos ratos
hipertensos (-4,5 = 0,5 mmHg, n=5) como nos normotensos (-2,5 = 1,6 mmHg, n=6). Nao
foram observadas alteracOes significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecdo da Ang II,
do losartan e da salina na CVLM em ambos os grupos de ratos 2R1C e SHAM (Figura 8,
painel B e tabela 2).
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Tabela 2: Valores basais de pressdo arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca
(FC, bpm) e alteragdes de FC produzidas pela microinjecao de Ang II (40 pmol), losartan
(86 pmol) e salina (100 nl) na CVLM em animais 2R1C e SHAM

Valores Basais AFC, bpm
PAM, mmHg FC, bpm apods microinjecao
2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang I1 113 £12 107 £+4 357 +£19 31216 -39+14 -38+26
Losartan 84 + 8 98 £5 395+ 19* 303 +13 -1,3+£0,7 -33+1,8
Salina 72 + T* 101 + 6 362 + 10 283 + 14 -1,6+04 -3,77+£2,6
n 5 6 5 6 5 6

Valores expressos em média + erro padrdo da média. *p<0,05 em relacdo ao respectivo grupo

SHAM (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 8: Efeito da microinjecdo de Ang II (40 pmol), losartan (86 pmol) e salina (100 nl) na
CVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em ratos 2R1C (n=5) e SHAM

(n=6). *p<0,05 comparado com a microinjecao de salina. (ANOVA seguido de Dunnett).
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4.2.2- Efeito de microinjecoes sucessivas de Ang Il na CVLM sobre a PAM e FC

Com a inten¢do de verificarmos se poderia ocorrer alteragdes no efeito da Ang II
microinjetada sucessivas vezes na CVLM sobre a PAM e FC, foi avaliado o efeito da
microinjecdo da Ang II antes e ap6s a microinjecdo de salina (Figura 9, painel A e B). O efeito
da microinjecdo sucessiva de Ang I na CVLM apés 5, 15 e 30 minutos da microinjecio de salina
na CVLM foi semelhante (p>0,05) tanto nos animais 2R1C como nos SHAM. A figura 9 (painel
A) mostra o efeito hipotensor produzido pela microinje¢ao sucessiva de Ang Il na CVLM antes e
apo6s a microinjecao de salina na CVLM. A Ang II produziu quedas similares da PAM antes (-
10 £ 1,7 mmHg) e cinco (-10 * 2,8 mmHg), quinze (-11 * 2,4 mmHg) e trinta (-7 + 0,7 mmHg)
minutos apds a microinjecao de salina CVLM (-3 = 1,4 mmHg) nos animais SHAM (n=4). Nao
foram observadas altera¢des significativas (p>0,05) na FC apds a microinje¢ao da Ang II e da
salina na CVLM (Figura 9, painel B).

Da mesma forma como observada nos animais SHAM, nos animais com hipertensao
2RIC, a Ang II produziu quedas similares da PAM antes (-9 = 0,9 mmHg) e cinco (-10 + 2
mmHg), quinze (-11 £ 3 mmHg) e trinta (-9 £ 1,9 mmHg) minutos apds a microinje¢do de salina
(-4 £ 0,9 mmHg) na CVLM dos ratos 2R1C (n=4) (Figura 9, painel A). Nao foram observadas
alteracoes significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecdo da Ang Il e da salina na CVLM

(Figura 9, painel B).
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Figura 9: Efeito da microinjecao sucessiva de Ang II (40 pmol) na CVLM sobre a PAM (mmHg,
painel A) e FC (bpm, painel B) antes e apds tempos variados (5, 15 e 30 minutos) da
microinjecdo de salina na CVLM em ratos 2R1C (n=4) e SHAM (n=4). *p<0,05 comparado com

a microinjecdo de Ang II microinjetada antes da salina. (One Way ANOVA seguido de teste

Dunnett).
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4.2.3- Estudo do bloqueio dos receptores AT1 na CVLM pelo losartan sobre microinjecoes
sucessivas de Ang II na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 10 (painel A) mostra que o efeito hipotensor produzido pela microinjecao de Ang
II na CVLM foi bloqueado pela microinjecdo do losartan por até 30 minutos. A tabela 3 mostra
os valores basais da PAM e FC dos grupos de ratos. O efeito da microinjecdo de Ang II na
CVLM apés 5, 15 e 30 minutos da microinje¢do de losartan na CVLM foi menor (p<0,05) tanto
nos animais 2R1C como nos SHAM. A Ang II produziu quedas da PAM antes (-11 £ 1,3
mmHg) significativamente maior (p<0,05) que em cinco (-3,2 £ 1 mmHg), quinze (-2 £+ 0,7
mmHg) e trinta (-3,5 = 0,5 mmHg) minutos apds a microinje¢do de losartan na CVLM nos
animais SHAM (n=4-6). Nao foram observadas altera¢des significativas (p>0,05) na FC apds a
microinje¢do sucessiva de Ang Il e do losartan na CVLM (Figura 10, painel B).

Da mesma forma como observado nos animais SHAM, nos animais com hipertensao
2R1C, a Ang II produziu queda de PAM (-10 + 0,9 mmHg) maior (p<0,05) que em cinco (-2,8 +
1,3 mmHg), quinze (-2,1 + 0,6 mmHg) e trinta (-1,8 £ 1,1 mmHg) minutos apds a microinjecao
de losartan na CVLM nos ratos 2R1C (n=5) (Figura 10, painel A). Nao foram observadas
alteracoes significativas (p>0,05) na FC ap6s as microinje¢do sucessivas de Ang II na CVLM

(Figura 10, painel B).
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Tabela 3: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg), freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) e alteracdes de PAM e FC produzidas pela microinjecio do losartan (86 pmol) sobre

microinje¢des sucessivas de Angiotensina II (40 pmol) na CVLM em ratos 2R1C e SHAM.

Valores Basais A FC,bpm
apods microinjecao
PAM, mmHg FC, bpm

2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang I1 111 £13 108 £3 358 £ 19* 301 £ 12 39+14 -38+£26
AnglIl 5’ 86+ 11 99 +4 376 £ 19 375+ 19 -08+1,3 -04+09
Angll 15° 92 £8 96 +6 377 £ 12* 304 £ 14 -1,3+04 -0,1£13
AnglI 30’ 84 +8 94 +6 347 £ 16 305+13 -0,7+0,7 -2,3+£20

n 12 10 5 6 5 6

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado ao valor basal da Ang

IT nos respectivos grupos SHAM. (Teste “t” de Student para observagdes ndo pareadas).
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Figura 10: Efeito do bloqueio dos receptores ATl na CVLM pelo losartan (86 pmol) sobre
microinje¢des sucessivas de Ang II (40 pmol) na CVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC
(bpm, painel B) em animais com hipertensao 2R1C (n=5) e SHAM (n=4-6). *p<0,05 comparado
com a microinjecdo de Ang II antes do losartan. (One Way ANOVA seguido de teste Dunnett).

54



4.2.4- Efeito da microinjecao do losartan na CVLM sobre a bradicardia reflexa

A bradicardia reflexa nos animais com hipertensao 2R1C (n=5) foi (p< 0,05) menor (0,15
+ 0,02 ms/mmHg) em relacdo aos animais normotensos SHAM (n=5) (0,43 £ 0,03 ms/mmHg)
(Figura 11 e tabela 4). No sentido de avaliarmos se essa diminui¢do da bradicardia reflexa nos
animais hipertensos 2R1C poderia ser decorrente de alteracdes nos receptores AT1 na CVLM
nessa patologia, investigamos se o losartan, antagonista de receptor ATI1, modificaria a
sensibilidade da bradicardia reflexa nos ratos 2R1C. A tabela 4 e a figura 11 mostram que a
microinjecdo do losartan na CVLM ndo produziu alteracdes significativas (p>0,05) na
bradicardia reflexa (0,15 + 0,02 ms/mmHg) em relacdo a bradicardia antes da microinjecdo na
CVLM deste antagonista (0,18 + 0,04 ms/mmHg) nos ratos hipertensos 2R1C (n=7-8).
Semelhante aos animais 2R1C, nos ratos normotensos SHAM (n=8) a microinje¢do do losartan
nao produziu alteragdes significativas (p>0,05) na bradicardia reflexa (0,52 + 0,06 ms/mmHg) em
relacdo a bradicardia avaliada antes da microinjecdo do losartan (0,43 + 0,03 ms/mmHg). Os
valores do indice de sensibilidade da bradicardia reflexa e o indice de correlagdo linear r2 estdao

apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo da bradicardia pelo A [P/ A PAM (ms/mmHg) antes e apds a microinjecao
do losartan em ratos SHAM e em ratos 2R1C.

Indice de Correlaciio Valores Basais

da regressao Linear (rz)

Losartan Antes do losartan Apos losartan

Antes Apos PAM FC PAM FC
SHAM

0,9837 0,9593 91+ 6 314 £ 18 89+ 6 302+ 18
(n=3)
2R1C
(1=7-8) 0,9272 0,8781 112+ 9 337 £21 97+ 8 357 £ 14%*
n=7-

Valores expressos em média = erro padrio da média. *p<0,05 comparado com animais

normotensos (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas).
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Figura 11: Alteracdes reflexas na FC (expressas em IP, ms) em resposta a variagdes na PAM
(mmHg) produzidas por doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 5 pg, iv) antes e apds a
microinjecdo do losartan em ratos 2R1C (n=7-8) e SHAM (n=8). Painel A: as linhas representam
a reta de melhor ajuste obtida por regressdo linear. Painel B: slope da sensibilidade da
bradicardia reflexa A IP/ A PAM (ms/ mmHg) antes e apds a microinje¢ao do losartan. *p<0,05

comparado com animais normotensos. (One Way ANOVA seguido de Newman-Keuls).

56



4.3- Efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecao de Ang-(1-7) na CVLM de ratos
2R1C e SHAM

4.3.1-Efeito da microinjecao de Ang-(1-7) e A-779 na CVLM sobre a PAM e FC

A figura 12 (painel A) mostra o efeito hipotensor produzido pela microinjecdo de Ang-(1-
7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e salina (100 nl) na CVLM. O efeito hipotensor produzido pela
microinje¢do de Ang-(1-7) na CVLM (-13,9 + 1,9 mmHg; n=7) foi maior (p<0,05) que o efeito
produzido pela microinje¢do da salina (100 nl) (-2,7 £ 0,6 mmHg, n=5) nos animais 2R1C. Nos
animais SHAM o efeito hipotensor produzido pela microinje¢do de Ang-(1-7) na CVLM (-13,5 +
2,2 mmHg, n=8) foi maior (p<0,05) que o efeito produzido pela microinjecdo da salina (100 nl)
(-1,9 £ 0,6 mmHg, n=5).

Nos animais com hipertensdao 2R1C, o efeito hipotensor produzido pela microinje¢do do
A-779 (-12,1 + 3,5 mmHg, n=6) na CVLM foi estatisticamente maior (p<0,05) que o efeito
produzido pela microinje¢do da salina (-2,7 £ 0,6 mmHg, n=5). Entretanto a microinjecao do A-
779 (50 pmol) na CVLM produziu uma hipotensao (-5,0 = 2,0 mmHg, n=8) similar (p>0,05) a
induzida pela microinjecdo de salina (-1,9 + 0,6 mmHg, n=5) nos ratos SHAM.  Nao foram
observadas alteracOes significativas (p>0,05) na FC ap6s a microinjecdo da Ang-(1-7), do A-779
e da salina na CVLM em ambos os grupos de ratos 2R1C (n=5-7) e SHAM (n=5-8) (Figura 12,
painel B e tabela 5).
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Tabela 5: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) e alteragdes de FC produzidas pela microinjecao de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol)
e salina (100nl) na CVLM em ratos 2R1C e SHAM

Valores Basais AFC,bpm
PAM, mmHg FC, bpm apos microinjecao
2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang-(1-7)
122 + 8* 105+3 320+ 11 318 £13 -6,8+1,9 -53+£22
(n=7-8)
Losartan
107 £ 11 92 +5 313 £ 17 300 £ 12 3,619  -3,6+3,0
(n=6-8)
Salina
(1=5) 104 £11 94 + 8 305+ 15 310 £ 11 -1,0£2,1 2,1+1,6
n=

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado ao valor basal do

respectivo grupo SHAM (teste “t” de Student para observagdes nao pareadas).
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Figura 12: Efeito da Microinjecdo de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e Salina (100 nl) na
CVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em ratos 2R1C (n=5-7) e SHAM
(n=5-8). *p<0,05 comparado com a microinje¢cao de salina (One Way ANOV A seguido Dunnett).
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4.3.2- Estudo do efeito do A-779 na CVLM sobre microinjecoes sucessivas de Ang-(1-7) na
CVLM sobre a PAM e FC

Na figura 13 observa-se que o efeito hipotensor produzido pela microinje¢do de Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM foi bloqueado pela microinjecdao do A-779 (50 pmol) por até 30 minutos. O
efeito da microinjecdao de Ang-(1-7) na CVLM apés 5, 15 e 30 minutos apds a microinjecao de
A-779 na CVLM foi menor tanto nos animais 2R1C como nos SHAM (Figura 13, painel A). A
Ang-(1-7) produziu queda da PAM (-13,5 £ 2,2 mmHg, n=8) maior (p<0,05) que em cinco (-3,9
+ 1,6 mmHg, n=8), quinze (-2,4 + 0,8 mmHg, n=8) e trinta (-6,6 + 2,0 mmHg, n=8) minutos apds
a microinje¢do de A-779 CVLM nos animais SHAM (n=8). Nao foram observadas alteracOes
significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecao do peptideo e da salina na CVLM (Figura 9,
painel B e tabela 6).

Da mesma forma como observada nos animais SHAM, nos animais com hipertensao
2R1C, a Ang-(1-7) produziu queda de PAM (-13,9 £ 1,9 mmHg, n=8) maior (p<0,05) que em
cinco (-2,9 + 1,5 mmHg, n=8), quinze (-2,8 + 0,7 mmHg, n=7) e trinta (-4,7 £ 2,5 mmHg, n=6)
minutos apds a microinje¢cdo de A-779 na CVLM nos ratos 2R1C (n=8) (Figura 9, painel A).
Nao foram observadas alteracdes significativas (p>0,05) na FC apds a microinjecdo do peptideo

ou da salina na CVLM (Figura 13, painel B e tabela 6).
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Tabela 6: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg), freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) e alteracdes de PAM e FC produzidas pela microinjecdo do A-779 (50 pmol) sobre
microinje¢des sucessivas de Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM em ratos 2R1C e SHAM.

Valores Basais AFC, bpm
apods microinjecao
PAM, mmHg FC, bpm
2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM

Ang —(1-7) 122+ 8% 105+ 3 320 =11 317 = 13 -6,8+1,9 -53+272
Ang-(1-7)5> 103+ 13 97+ 6 314 + 18 308 + 22 -43+38 -09+09
Ang-(1-7)15> 99«13 91+ 6 317+ 16 301 + 14 -3,1£20 -35+1,6
Ang-(1-7)30° 96+ 17 90+ 9 291 + 17 317+ 13 -71,3+£2,7 -10,1+£5,7

n 6-7 8 6-7 8 6-7 8

Valores expressos em média + erro padrao da média.. *p<0,05 comparado ao valor basal dos

respectivos grupos SHAM (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 13: Efeito do efeito do A-779 (50 pmol) na CVLM sobre microinje¢des sucessivas de
Ang-(1-7) (40 pmol) na CVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em
animais com 2R1C (n= 6-7) ¢ SHAM (n= 8). *p<0,05 comparado com a microinjecao da Ang-

(1-7) antes do A-779 (One Way ANOVA seguido pelo Dunet).
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4.3.3- Efeito da microinjecao do A-779 na CVLM sobre a bradicardia reflexa

Da mesma forma observada nos estudos com Ang II e Losartan, a bradicardia reflexa nos
animais com hipertensdao 2R1C (0,24 = 0,03 ms/ mmHg) foi menor (p< 0,05) em relagdo aos
animais SHAM (0,40 + 0,02 ms/ mmHg) (Figura 14, painel A e B). No sentido de avaliarmos se
essa diminuicdo da bradicardia reflexa nos animais hipertensos 2R1C poderia ser decorrente de
alteracdes nos receptores MAS para Ang-(1-7) na CVLM, investigamos se o antagonista
especifico de receptor MAS, A-779, modificaria a sensibilidade da bradicardia reflexa nos ratos
2R1C. A tabela 7 e a figura 14 mostram que a microinjecdo do A-779 (40 pmol) ndo produziu
alteracoes significativas na bradicardia reflexa (0,35 + 0,04 ms/ mmHg) em relacdo a bradicardia
antes da microinje¢do do A-779 (0,40 = 0,02 ms/ mmHg) nos animais normotensos SHAM. Ja
nos animais com hipertensao 2R1C a microinje¢do do A-779 produziu uma melhora (p<0,05) da
sensibilidade da bradicardia reflexa (0,44 + 0,04 ms/ mmHg) em relacdo a bradicardia antes da

microinje¢do do A-779 (0,24 + 0,03 ms/ mmHg).

Tabela 7: Avaliacdo da bradicardia pelo A IP/ A PAM (ms/ mmHg) antes e apds a microinjecao
do A-779 (50 pmol) em ratos 2R1C e SHAM

Indice de Correlacao
) Valores Basais
da regressao Linear (r")

A-779 Antes do A-779 Apos A-779

Antes Apos PAM FC PAM FC
SHAM

0,9888 0,9636 91+ 3 312+11 93+6 310+19
(n=7)
2R1C
(a=T) 0,9564 0,9674 111 +£8 308+15 100£13 308+22
n=

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado com animais SHAM.

Teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 14: Alteracdes reflexas na FC (expressas em IP, ms) em resposta a variagdes na PAM
(mmHg) produzidas por doses crescentes de fenilefrina (0,25 a 5 pg, iv) antes e apds a
microinjecdo do losartan em ratos 2R1C (n=7) e SHAM (n=7). Painel A: as linhas representam
a reta de melhor ajuste obtida por regressdo linear. Painel B: slope da sensibilidade da
bradicardia reflexa A IP/ A PAM (ms/ mmHg) antes e apds a microinje¢ao do losartan. *p<0,05
comparado com animais SHAM. *p<0,05 comparado com a bradicardia antes do A-779. (One
Way ANOVA seguido de Newman-Keuls ou teste “t” de Student para observacdes pareadas e

ndo pareadas).
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4.4-Analise histologica

A figura 15 apresenta esquemas de cortes frontais do atlas de Paxinos e Watson (1986)
ilustrando a localizagdo das microinjecoes na CVLM determinada pela lesdo provocada pela
micropipeta de vidro. A andlise dos cortes histoldgicos dos animais desse estudo mostra que as
microinjecOes das angiotensinas e dos antagonistas angiotensinérgicos estavam localizadas na

porc¢ao ventral do nicleo reticular lateral.

Figura 15: Esquemas de cortes frontais do bulbo extraidos do atlas de Paxinos e Watson, 1986.
A érea marcada a direita mostra uma composicao da localizacdo das microinjecdes na CVLM.
SOL: nucleo do trato solitirio, AMB: nidcleo ambiguo, AP: drea postrema XII: nudcleo olivar

superior, LR: nucleo reticular lateral, IO: nucleo olivar superior, PY: trato piramidal.
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4.5 - Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares de animais submetidos a microinjecao de

angiotensinas e antagonistas angiotensinérgicos na RVLM

4.5.1- Avaliacio do peso seco dos rins de ratos 2R1C e ratos SHAM

Com o mesmo intuito dos estudos na CVLM com ratos hipertensos 2R1C em que foi
avaliado o peso dos rins como um parametro para confirmar a eficiéncia para o desenvolvimento
da hipertensdo renovascular, os dados abaixo confirmam a estenose da artéria renal clipada nos
estudos na RVLM.

A figura 16 mostra que o peso seco do rim esquerdo (rim clipado) dos ratos 2R1C foi
(0,067 £ 0,004 g, n=19) menor (p< 0,0001) comparado ao rim esquerdo dos ratos normotensos
(0,079 £ 0,002 g, n=11). Em relagao aos rins direito, o rim do animal clipado foi (0,102 + 0,003

g, n=19) maior (p< 0,0001) comparado ao rim direito dos ratos normotensos (0,079 + 0,003 g,
n=11).
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Il Rim esquerdo
0.075}f x 1 Rim direito

Peso seco do rim/
peso do rato

SHAM 2R1C

Figura 16: Comparagdo entre o peso dos rins direito e esquerdo clipado de animais com
hipertesdo 2R1C (n=17) e SHAM (n=11). * p<0,05 comparado com o rim esquerdo dos animais
normotensos. **p<0,05 comparado com o rim direito dos animais normotensos (teste “t” de

Student para observacdes ndo pareadas).
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Da mesma forma nos estudos da CVLM, também avaliamos o percentual de redugdo do
rim esquerdo (clipado) em relagdo ao rim direito (ndo clipado). Como mostra a figura 17 e a
tabela 8, os ratos 2R1C apresentaram o percentual de reduc¢do do rim esquerdo (clipado) em
relac@o ao rim direito maior (p< 0,0001) em comparacdo a relagdo do percentual de reducao dos

rins dos animais SHAM.
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Figura 17: Avaliacdo da portcentagem (%) de reduc@o do peso seco do rim esquerdo (clipado)
[(g/100g de peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100 -100)] de ratos 2R1C (n=19) e
SHAM (n=11). *p<0,05 comparado com os animais SHAM (teste “t” de Student para

observacdes nao pareadas).

Tabela 8: Valores da porcentagem (%) de reducdo do peso seco do rim esquerdo (clipado)

[(g/100g de peso corporal) (rim esquerdo/ rim direito x 100-100)]

% de Reducao n
SHAM 0,29 £ 0,63 11
2R1C 35,16 £3,2 * 19

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado com os animais

normotensos (teste “t” de Student para observacdes ndo pareadas).
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4.5.2- Avaliacao da PAM e FC em ratos 2R1C e SHAM

Os niveis basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC, bpm)
de animais hipertensos 2R1C e normotensos SHAM estdo representados na figura 18 e 19. Na
figura 18, observa-se tracados tipicos de pressdo arterial pulsétil (PAP, mmHg), FC e PAM de
ratos 2R1C e SHAM. Como mostrado na figura 19, os ratos 2R1C apresentaram aumento
(p<0,0001) no valor basal de PAM (138 + 4 mmHg, n=19) em relac@o aos ratos SHAM (96 + 3
mmHg, n=11). Nao foram observadas alteracdes (p> 0,05) da FC no gupo de hipertensos (394 +

11 bpm, n=19) em rela¢do ao grupo normotenso (366 + 10 bpm, n=11).

A) B)
2R1C SHAM
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Figura 18: Registro da pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), freqiiéncia cardiaca (FC, bpm) e
da pressao arterial média (PAM, mmHg), tipico de um rato 2R1C (A) e um rato SHAM (B).
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4.6- Efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecio de Ang II na RVLM de ratos
2R1C e SHAM

4.6.1- Efeito da microinjecao de Ang II e losartan na RVLM sobre a PAM e FC

A figura 20 (painel A) e a tabela 9 mostram o efeito pressor produzido pela microinje¢ao
de Ang II (40 pmol), losartan (86 pmol) e salina (100 nl) na RVLM. O efeito pressor produzido
pela microinjecdo de Ang II na RVLM foi maior (p<0,05) que o efeito produzido pela
microinje¢do da salina (100 nl) nos animais 2R1C (22,4 £ 2,6 mmHg em comparagdo a 5,1 = 0,8
mmHg, grupo salina; n=14) e nos animais SHAM (11,4 + 1,2 mmHg em comparacio a 3,4 + 0,9
mmHg, grupo salina; n=7). O efeito pressor produzido pela microinjecdo de Ang I, na RVLM,
foi maior (p<0,05) nos animais 2R1C (22,4 + 2,6 mmHg, n=14) comparado aos animais SHAM
(11,4 £ 1,2 mmHg, n=7). A microinje¢do do antagonista de receptor AT1, losartan, na RVLM
produziu um efeito pressor maior (p<0,05) que o produzido pela microinje¢do de salina tanto nos
ratos 2R1C (14 + 3,4 mmHg em comparacao a 5,1 + 0,8 mmHg, grupo salina; n=14) como nos
SHAM (13,4 + 4,7 mmHg em comparagdo a 3,4 + 0,9 mmHg, grupo salina; n=7). Nao foram
observadas alteracdes (p>0,05) na FC apds a microinjecao da Ang II, do losartan e da salina na

RVLM em ambos os grupos de ratos 2R1C e SHAM (Figura 20, painel B e a tabela 9).

Tabela 9: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqii€éncia cardiaca (FC,
bpm) e alteracdes de FC produzidas pela microinje¢ao de Ang II (40 pmol), losartan (86 pmol) e
salina (100nl) na RVLM em ratos 2R1C e SHAM

Valores Basais AFC, bpm
PAM, mmHg FC, bpm apds microinjecao
2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang II 115 7% 84 +7 370 + 14 347 £22 2,124 -33+42
Losartan 88 + O* 60 +4 351+19 348 £25 -0,7+0,9 0,03+1,8
Salina 89+9 61 +8 352 +18 348 £27 -0,5+0,8 -0,4+0,6
n 14 7 14 7 14 7

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado aos respectivos grupos

SHAM (teste “t” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 20: Efeito da microinjecdo de Ang II (40 pmol), losartan (86 pmol) e salina (100 nl) na
RVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em ratos 2R1C (n=10) e SHAM
(n=7). *p<0,05 comparado com a microinjecdo de salina. “p<0,05 comparado comos respectivos

grupos SHAM. (ANOVA seguido de Dunnett e teste “t” de Student para observagdes nao

pareadas).
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4.6.2- Estudo do bloqueio dos receptores AT1 na RVLM pelo losartan sobre microinjecoes
sucessivas de Ang II na RVLM sobre a PAM e FC

Na figura 21 observa-se que o efeito pressor produzido pela microinjecdo de Ang II na
RVLM foi bloqueado pela microinje¢do de losartan na RVLM por até 30 minutos. Nos animais
com hipertensdo 2R1C, a Ang II produziu aumentos de PAM (22,4 + 2,6 mmHg, n=14) maior
(p<0,05) que em cinco (5,5 £ 0,9 mmHg, n=14), quinze (4,6 £ 0,9 mmHg, n=14) e trinta (8,8 +
2,1 mmHg, n=14) minutos apds a microinjecao de losartan (14 + 3,4 mmHg ) na RVLM nos ratos
2R1C (n=12), (Figura 21, painel A). Nao foram observadas altera¢des significativas na FC apds
a microinje¢do do peptideo, do antagonista e da salina na RVLM (Figura 21, painel B).

Da mesma forma como observada nos animais 2R1C, nos animais SHAM a Ang II
produziu efeito pressor (11 + 1,3 mmHg, n=6) maior (p<0,05) que em cinco (2,2 £ 0,9 mmHg,
n=6), quinze (3,7 £ 1,7 mmHg, n=6) e trinta (4,4 £ 1,5 mmHg, n=6) minutos apds a microinjecao
de losartan (11,4 + 5,0 mmHg, n= 6) na RVLM nos animais SHAM. Nao foram observadas
alteracoes (p<0,05) na FC apds a microinje¢do do peptideo, do antagonista e da salina na RVLM

(Figura 21, painel B e tabela 10).
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Tabela 10: Valores basais de pressdo arterial média (PAM, mmHg) e freqii€ncia cardiaca (FC,
bpm) e alteracdes de PAM e FC produzidas pela microinjecio do losartan (86 pmol) sobre

microinje¢des sucessivas de Ang II (40 pmol) na RVLM em ratos 2R1C e SHAM

Valores Basais Valores Basais Apoés microinjecio
PAM, mmHg FC, bpm AFC, bpm

2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang II 115 + 7% 82 +8 370+ 14 340 + 25 2,1+24 -42+49
AngI1 5° 85 + 9% 53+7 350+ 19 327 £32 -02+0,8 0,1+0,6
AnglI 15° 80 + 7* 45+£5 358 £ 18 325 +£27 -02+0,6 -02+04
AnglI 30’ 67 + 8% 38+4 343 £ 18 282 £24 06+08 34+22

n 14 6 14 6 14 6

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado aos respectivos grupos

SHAM (teste “t” de Student para observagdes nio pareadas).

73



A) PAM

30 4
(=]
T 20
E
=
& 10-
<

N 1
SHAM 2R1C

Il Ang Il antes Ang Il 15 min apoés losartan

Ang Il 5 min apds losartan 7 Ang Il 30 min ap6s losartan

B) FC
15-
E 5- [
8 -
$) = =
e
q -5-
-15- SHAM 2R1C

Figura 21: Efeito do bloqueio dos receptores ATl na CVLM pelo losartan (86 pmol) sobre
microinje¢des sucessivas de Ang II (40 pmol) na RVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC
(bpm, painel B) em animais com hipertensao 2R1C (n=14) e animais normotensos (n=6).

*p<0,05 comparado com a microinje¢do de Ang II antes do losartan. *p<0,05 comparado com

animais SHAM (One Way ANOVA seguido de teste Dunnett).
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4.7- Efeitos cardiovasculares produzidos pela microinjecio de Ang-(1-7) na RVLM de
ratos 2R1C e SHAM

4.7.1- Efeito da microinjecao de Ang-(1-7) e A-779 na RVLM sobre a PAM e FC

A figura 23 (painel A) e a tabela 11 mostram o efeito pressor produzido pela microinje¢ao
de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e salina (100 nl) na RVLM. O efeito pressor
produzido pela microinjecdo de Ang-(1-7) na RVLM foi maior (p<0,05) que o efeito produzido
pela microinjecdo da salina nos animais 2R1C (21,2 + 2,1 mmHg em comparagdo a 3,8 + 0,8
mmHg, grupo de salina; n=5) e nos animais SHAM (12,4 + 1,5 mmHg em comparacdo a 4,4 +
1,4 mmHg, grupo de salina; n=4). A microinjecdo do antagonista, A-779, na RVLM produziu
um efeito similar (p>0,05) ao produzido pela microinje¢do de salina tanto nos ratos hipertensos
(4,9 £ 1,6 mmHg em comparacao a 3,8 + 0,8 mmHg, grupo de salina; n=5) como nos SHAM
(6,2 + 1,4 mmHg em comparagdo a 4,4 + 1,4 mmHg, grupo de salina; n=4). O efeito pressor
produzido pela microinjecdao de Ang-(1-7) na RVLM, foi maior (p<0,05) nos animais 2R1C (21,2
+ 2,1 mmHg, n=5) em rela¢do aos animais SHAM (12,4 £ 1,5 mmHg). Nao foram observadas
alteracoes (p>0,05) na FC apds a microinje¢dao da Ang-(1-7), do A-779 e da salina na RVLM em
ambos os grupos de ratos 2R1C (n=5) e SHAM (n=4) (Figura 23, painel B e tabela 11).

Tabela 11: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) e alteracdes de FC produzidas pela microinjecao de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol)
e salina (100 nl) na RVLM em animais hipertensdo 2R1C e SHAM

Valores Basais Valores Basais Apoés microinjecio
PAM, mmHg FC, bpm AFC, bpm
2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang-(1-7) 113+13 78+£5 374 +£32 354 £ 16 0,6+59 -3,1+£37
A-779 78 £ 16 617 336 +23 340 £ 12 2,0+£2,0 2,8+23
Salina 83 +17 62+7 340 + 26 340 +9 22+1,0 3,1+22
n 5 4 5 4 5 4

Valores expressos em média = erro padrio da média. *p<0,05 comparado ao valor basal do

respectivo grupo SHAM (teste “t”” de Student para observacdes nao pareadas).
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Figura 22: Efeito da Microinjecdo de Ang-(1-7) (40 pmol), A-779 (50 pmol) e Salina (100 nl) na
RVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em ratos 2R1C (n=5) e SHAM

(n=4). *p<0,05 comparado com a microinje¢do de salina. *p<0,05 comparado com animais

SHAM (One Way ANOVA seguido de teste Newman-Keuls).
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4.7.2- Estudo do efeito do A-779 na RVLM sobre microinjecoes sucessivas de Ang-(1-7) na
RVLM sobre a PAM e FC

Na figura 23, observa-se que o efeito pressor produzido pela microinje¢cao de Ang-(1-7)
(40 pmol) na RVLM foi bloqueado pela microinje¢do do A-779 (50 pmol) por até 30 minutos
tanto nos ratos 2R1C como nos ratos SHAM. A microinjecdo de Ang-(1-7) produziu efeito
pressor maior (p<0,05) (21,2 = 2,1 mmHg) que em cinco (3,9 £ 0,9 mmHg), quinze (3,2 £ 1,3
mmHg) e trinta (4,2 = 1,9 mmHg) minutos apds a microinjecdo de A-779 na RVLM nos ratos
2RI1C (n=5) (Figura 23, painel A e tabela 12 ). Nao foram observadas alteragdes significativas na
FC apds a microinjecdo do peptideo, do antagonista e da salina na RVLM (Figura 23, painel B e
tabela 12).

Da mesma forma como observada nos animais 2R1C, nos animais SHAM, a microinje¢ao
de Ang-(1-7) na RVLM produziu efeito pressor maior (p<0,05) (12,4 + 1,5 mmHg) que cinco
(3,7 £ 1,3 mmHg), quinze (4,1 = 1,3 mmHg) e trinta (5,2 + 1,8 mmHg) minutos apds a
microinje¢do de A-779 na RVLM nos animais SHAM (n=4) (Figura 23, painel A e tabela 12 ).
Nao foram observadas alteragdes significativas na FC apds a microinjecio do peptideo, do

antagonista e da salina na RVLM (Figura 23, painel B e tabela 12).
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Tabela 12: Valores basais de pressdo arterial média (PAM, mmHg) e freqii€ncia cardiaca (FC,
bpm) e altera¢des de FC produzidas pela microinjecdo do A-779 (50 pmol) sobre microinjecdes

sucessivas de Ang-(1-7) na RVLM em ratos 2R1C e SHAM

Valores Basais Valores Basais Apés microinjecao
PAM,mmHg FC,bpm AFC,bpm

2R1C SHAM 2R1C SHAM 2R1C SHAM
Ang —(1-7) 113 £13 78 +£5 374 £ 32 354+ 16 0,6+59 -3,1+37
Ang -(1-7) & 76 + 14 69 + 10 347 £ 20 346 £ 13 20+£1,0 0,6 +1,7
Ang-(1-7) 15° 51+12 577 377 £ 18 337+ 10 1,2+1,5 22+14
Ang-(1-7) 30 408 455 345 £27 310+ 11 0,1 £0,9 33+£23

n 5 4 5 4 5 4

Valores expressos em média + erro padrao da média. *p<0,05 comparado aos respectivos grupos

SHAM (teste “t” de Student para observagdes nio pareadas).
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Figura 23: Efeito do A-779 (50 pmol) na RVLM sobre microinjecdes sucessivas de Ang-(1-7)
(40 pmol) na CVLM sobre a PAM (mmHg, painel A) e FC (bpm, painel B) em animais com
hipertensdo 2R1C (n=7) e animais normotensos SHAM (n=5). *p<0,05 comparado com a

microinjecdo da Ang-(1-7) antes do A-779. *p<0,05 comparado com animais SHAM (One Way
ANOVA seguido de teste Newman-Keuls).
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4.8-Analise histolégica

A figura 24 apresenta esquemas de cortes frontais do atlas de Paxinos e Watson (1986)
ilustrando a localizacdo das microinje¢des na RVLM determinadas pela lesdo provocada pela
micropipeta de vidro. A andlise dos cortes histoldgicos dos animais desse estudo mostra que as
microinjecOes das angiotensinas e dos antagonistas angiotensinérgicos estavam localizadas na

porc¢ao ventral do nicleo paragigantocelular lateral.
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Figura 24: Painel A: Esquemas de cortes frontais do bulbo extraidos do atlas de Paxinos
e Watson,1986. A drea marcada a direita mostra uma composicdo da localizacdo das
microinje¢des na RVLM. SOL: nicleo do trato solitdrio, AMB: niicleo ambiguo, RVL: VLM

rostral, LPGI: nicleo paragigantocelular lateral, IO: nicleo olivar superior, PY: trato piramidal.
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5. Discussao

Os resultados do presente estudo mostram, em sintese, o envolvimento dos receptores
para Ang-(1-7) na CVLM, através de seu antagonista especifico, A-779, na modulacdo da
sensibilidade da bradicardia reflexa na hipertensdao renovascular (2R1C). Ang-(1-7) e Ang II
microinjetada na CVLM induziram efeitos hipotensores similares tanto em ratos normotensos
(SHAM) como em ratos 2R1C. Esses efeitos hipotensores foram bloqueados por antagonistas
especificos de Ang-(1-7) e Ang II tanto em animais SHAM como em 2R1C. Interessantemente,
em ratos 2R1C a microinje¢do do antagonista de Ang-(1-7), o A-779, produziu queda da PA,
enquanto o antagonista de receptor AT1 de Ang II, losartan, ndo apresentou efeito depressor
significativo. Além disso, o A-779, mas ndo o losartan, na CVLM induziu uma melhora na
bradicardia reflexa em ratos 2R1C. Nesse estudo mostramos também que a Ang-(1-7) e Ang II
microinjetada na RVLM induziram um efeito pressor maior em ratos 2R1C em relacdo aos ratos
normotensos (SHAM). Esses efeitos hipertensores foram bloqueados por antagonistas
especificos de Ang-(1-7) e Ang II tanto em animais SHAM como em 2R1C.

As implicagdes fisiologicas destes resultados serdo abordadas apds algumas consideragdes
sobre a metodologia empregada. A utilizacdo do anestésico deve ser considerada na
interpretacdo de nossos resultados, pois as respostas cardiovasculares provocadas por
angiotensinas centralmente ou a reatividade das diferentes vias eferentes podem ser modificadas
por anestésicos. A uretana, o anestésico utilizado neste estudo, foi escolhido por sua agdao
anestésica de longa durac@o e por possuir propriedades relaxantes da musculatura esquelética
(STROBEL ¢ WOLLMAN, 1969; SEVERS e cols., 1981). Além disso, a uretana produz uma
condi¢do de anestesia cirdrgica que € caracterizada por uma pequena diminui¢do da atividade do
sistema nervoso autdbnomo, o que torna este anestésico um dos mais apropriados para o estudo do
controle da funcdo cardiovascular (MAGGI e MELI, 1986). Apesar disso, ratos anestesiados
com uretana apresentam uma diminuicdo do ganho da sensibilidade do controle reflexo da FC
(SHIMOKAWA e cols., 1998). Por outro lado, os estudos de microinjecdes no SNC em animais
ndo anestesiados envolve a implantacdo cronica de canulas metédlicas (FONTES e cols.,1997;
MICHELLINI e BONAGAMBA,1990) que determinam uma lesdo mecanica mais extensa no
tecido a ser estudado. As micropipetas de vidro usadas nesse experimento possuem um diametro

que variavam entre 100 a 150 pwm produzindo um dano minimo as dreas circunvizinhas a
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microinjecdo. Além disso, o estresse emocional imposto ao animal € minimizado e isto diminui a
influéncia de estimulos eferentes, entre outros, de estruturas diencefélicas, que interferem nos
circuitos bulbares envolvidos no controle barorreflexo (FONTES e cols., 2001; DAMPNEY e
cols., 2002). A utilizacdo da anestesia permitiu também o posicionamento dos animais em
estereotdxico (cabeca em angulo fixo), minimizando a interferéncia de ajustes desencadeados por
aferéncias labirinticas (YATES e cols., 1993) pela movimentagdo da cabega no espaco (reflexo
de endireitamento) através do reflexo vestibulo-simpatico (KERMAN e cols., 2000).

Os ratos hipertensos 2R1C apresentaram, como esperado, aumento significativo da PAM e
ndo apresentaram alteracOes significativas em relacdo a FC. Nossos resultados mostrando
aumento significativo da PAM basal, apds 4 semanas da cirurgia 2R1C, estdo de acordo com
dados da literatura (DEFORREST e cols., 1982; BRITTO e cols., 1997, CERVENKA e cols.,
2002; LAZARTIGUES e cols., 2004). Estes estudos da literatura mostraram que apds a cirurgia
2R1C, o desenvolvimento da hipertensdo renovascular € caracterizada por estimulagdo do SRA.
Durante a fase inicial dessa hipertensdo a atividade da renina plasmdtica e as concentragdes
circulantes de Ang II estdo elevadas ( PLOTH,1983; MITCHELL e cols., 1995; CERVENKA e
cols., 2002; LAZARTIGUES e cols., 2004). No entanto, as concentracdes plasméticas da renina
e os niveis de Ang II se normalizam na fase cronica da hipertensdo 2R1C, apesar da manutencao
dos niveis elevados de PA. O SRA esta ativado em vérios tecidos sendo responsdvel pelo
aumento da PA nesta fase da hipertensio (OKAMURA e cols., 1986; NISHIMURA e cols.,
1992; CERVENKA e cols. 2002; LAZARTIGUES e cols., 2004). LAZARTIGUES e cols.
(2004) mostraram que 28 dias apds a cirurgia 2R1C em camundongos, os niveis plasmaticos
estdo normalizados, mas ocorre um aumento do nivel de Ang II no bulbo e hipotalamo.

Além do aumento da PA, a eficdcia do nosso modelo de hipertensao renovascular 2R1C
pdde também ser comprovada pelo menor peso do rim esquerdo (clipado) em relagdo ao rim
contra-lateral (nao clipado). Esta reducao do peso do rim clipado foi devido a estenose da artéria
renal (rim esquerdo) e consequentemente, diminui¢do do fluxo sanguineo. Por outro lado, o rim
contra-lateral (direito, ndo-clipado) apresentou peso seco maior em relacao ao rim direito do rato
normotenso (SHAM), sugerindo uma hiperfuncdo compensatéria. O percentual de reducdo do
peso seco relativo do rim esquerdo em relagdo ao direito nos animais com hipertensao 2R1C esta
de acordo com dados anteriores de nosso laboratério (RODRIGUES e cols., 2007). Nossos

resultados estdo de acordo também com estudos de LUPO e colaboradores (1972) que mostraram
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que reducdes unilaterais no fluxo sanguineo renal superiores a 50% podem levar a estados
hipertensivos mais prolongados. Uma intensa constricdo da artéria renal pode levar a um
comprometimento funcional do rim, descaracterizando o modelo 2R1C. Os animais do nosso
estudo que apresentaram pontos visiveis de isquemia, sugerindo comprometimento estrutural do
orgdo foram descartados.

Existem considerdveis evidéncias de que o SRA cerebral estd ativado em diversas formas
genéticas e experimentais da hipertensao (MCDONALD e cols., 1980; NISHIMURA e cols.,
1992; GYURKO e cols., 1993; KAGYAYAMA e cols., 2001; LAZARTIGUES e cols., 2004).
Os peptideos do SRA atuam sobre dreas centrais reguladoras da PAM como a CVLM. Apesar
da importancia da CVLM no controle cardiovascular, a participacdo desse centro bulbar na
génese e manutencao da hipertensido ndo estd completamente estabelecido (SVEED e cols., 2000;
SMITH e BARRON 1990, MURATANI e cols., 1993, PINHO e cols., 2006). Estudos anteriores
mostraram o efeito hipotensor das microinje¢des de Ang Il e Ang-(1-7) na CVLM (BLESSING e
cols., 1982, SASAKI 1990, POTTS e cols., 2002, ALZAMORA e cols, 2002 ¢ 2006). Existem
dados controversos na literatura sobre a magnitude do efeito hipotensor induzido pelas
microinje¢des de peptideos angiotensinérgicos na CVLM em animais hipertensos.  Alguns
estudos (MURATANI e cols., 1991 e 1993) mostraram que a microinje¢do de Ang Il na CVLM
produziu resposta depressora que foi significativamente maior em ratos SHR que em ratos WKY.
Entretanto, recentemente, estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram que a microinjecao de
Ang Il na CVLM produz um efeito hipotensor similar em animais normotensos € animais
hipertensos 2R1C (RODRIGUES e cols., 2007) bem como em animais SHR (FERREIRA e cols.,
2008). De forma semelhante, o presente estudo mostrou que as microinjecdes de Ang Il e Ang-
(1-7) na CVLM produziram um efeito hipotensor similar tanto em animais normotensos como em
animais hipertensos 2R1C.

No presente estudo, mostramos que a microinje¢do do antagonista de receptor ATI,
losartan, e o antagonista de Ang-(1-7), A-779, significativamente atenuou o efeito da Ang Il e da
Ang-(1-7), respectivamente, na CVLM por até 30 minutos em animais 2R1C e SHAM.
Semelhante aos nossos resultados em que o efeito da microinje¢do de Ang Il na CVLM
permanece semelhante apés 30 minutos da microinjecdo da salina, CASTRO e cols. (2006)
mostrou que a microinjecdo de Ang-(1-7) na CVLM permanece semelhante apds 30 minutos da

microinjecdo da salina. Estes dados mostram a efetividade dos antagonistas (losartan e A-779)
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em bloquear seus respectivos receptores (AT1 e MAS). Avaliando o efeito destes antagonistas
microinjetados na CVLM sobre a PAM basal, mostramos que o antagonista de receptor ATI,
losartan, na CVLM nao alterou a PAM nos animais 2R1C e SHAM. Entretanto, a microinjecao
do A-779 na CVLM produziu um efeito depressor significativo em animais hipertensos 2R1C.
Nos animais SHAM nenhuma alteracdo significativa da PAM foi observada apds o A-779.
Esses dados sugerem uma alteracdo seletiva do SRA com um possivel aumento nos niveis de
Ang-(1-7) ou de seu receptor MAS na CVLM de ratos com hipertensao renovascular.

Em estudos recentes de nosso laboratério (RODRIGUES e cols., 2007) mostramos que o
antagonista de receptor AT2 da Ang II, PD 1233319, microinjetado na CVLM produziu um
efeito depressor significativo em ratos hipertensos 2R1C. Esta similaridade dos efeitos
hipotensores induzidos por antagonistas de receptor AT2 e MAS em ratos hipertensos 2R1C
sugerem uma provavel interagdo entre estes receptores na CVLM. Virios estudos tém mostrado
que em algumas circunstincias o efeito da Ang-(1-7) pode ser bloqueado pelo antagonista
especifico AT2, PD1233319, no hipotdlamo (GIRONACCI e cols., 2000; DIZ e cols.,1998) ou
no nucleo paraventricular (SANTOS e cols., 1994; GIRONACCI e cols., 2000) e perifericamente
(SOARES e cols., 2004; SANTOS e FERREIRA, 2007; PINHEIRO e cols., 2007; WALTERS e
cols., 2005). Existem evidéncias para uma interacdo periférica do receptor MAS de Ang-(1-7)
com receptores ATl e AT2 no coracdo (KOSTENIS, 2005; KEIDAR, 2007) e no rim de
camundongos (CASTRO e cols., 2005, PINHEIRO e cols., 2004 e KEIDAR e cols., 2007).

Estudos recentes indicam que o SRA apresenta um complexo mecanismo de contra-
regulacdo envolvendo receptores AT2 e Ang-(1-7) (CASTRO e cols., 2005, PINHEIRO e cols.,
2004 e KEIDAR e cols., 2007; GIRONACCI e cols., 2000 E 2007). Este mecanismo permite
que as acdes da Ang II via receptor AT1 sejam moduladas pela atuacdo da Ang II via receptor
AT2 ou pela Ang-(1-7) (GALLINAT e cols. 2000; HIYOSHI e cols., 2005). Além disso, os
peptideos angiotensinérgicos, como a Ang-(1-7), podem se ligar a multiplas isoformas de
receptores para produzir seus efeitos, resultando em varias possibilidades de mediacao (SANTOS
e cols., 2000). Dessa forma, o balanco obtido através destas interagdes € que parece determinar a
funcdo hemodinamica regional ou sistémica em condig¢des fisiolgicas ou no desenvolvimento da
hipertensao.

Estudos de GIRONACCI e colaboradores (2000 e 2007) em ratos normotensos € ratos

SHR mostraram que a Ang-(1-7) no hipotdlamo reduz a liberacdo de norepinefrina (NE) através
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da estimulagdo de receptor AT2. Além disso, estes estudos mostraram que o efeito inibitério da
Ang-(1-7) sobre a liberacio de NE foi bloqueado pelo L-NAME (inibidor da NOS) e pelo
antagonista de receptor de BK, icatibante. Em conjunto, estes autores sugerem que a Ang-(1-7)
via receptor AT2 inibe a liberacdo de NE do hipotdlamo através de um mecanismo envolvendo
BK/NO.

Aumentos cronicos da Ang II perifericamente e centralmente produz significativo
aumento nos receptores AT1, desempenhando um importante papel no controle cardiovascular
(NICKENING 2000). LAZARTIGUES e colaboradores (2004) mostraram que os niveis de Ang
IT aumentam progressivamente no cérebro em camundongos 2R1C. Estes autores mostraram em
camundongos transgénicos 2R1C com superexpressdao dos receptores AT1a em neurdnios (NSE-
ATla) que ocorre um severo aumento na PA imediatamente (~ 3 dias) apds a implanta¢do do
clipe. Entretanto, uma semana apds a clipagem da artéria renal no camundongo NSE-ATla, a
hipertensdo diminuiu e estabilizou em niveis menores comparados aos camundongos nao
transgénicos 2R1C, sugerindo que o aumento central de receptores ATla induz a ativacdo de
mecanismos contraregulatores envolvidos no controle da hipertensdo (LAZARTIGUES e col.,
2004). Além disso, estes autores mostraram que o NO estd envolvido no controle da hipertensao
via superexpressdao de receptores ATla. HIYOSHI e cols. (2005) mostraram também em
camundongos que a administracdo de losartan inibiu o aumento de RNAm para receptores AT2
na aorta através da ativacdo de receptores AT1. Este estudo mostrou que o aumento da densidade
de receptores AT2 na aorta de 2R1C envolveu a fosforilacdo da eNOS via ativagcao de receptores
B2. SHAPORAL e colaboradores. (1991), mostraram que o nitroprussiato de sédio, um doador
de NO, na CVLM produziu efeito hipertensor, enquanto o L-NAME, inibidor da NOS, na CVLM
diminuiu a PA.  Corroborando com estes dados, LAGE e cols. (1999) mostraram que a
microinje¢do do precursor de NO, L-Arg, na CVLM produziu aumento na PAM, enquanto o
efeito depressor foi observado apds a microinjecio de L-NAME. WANG e cols. (1997)
mostraram através da técnica de imunohistoquimica que ratos submetidos a cirurgia 2R1C por 4 e
7 semanas apresentaram o nimero de nNOS positivo significativamente aumentado em neurdnios
da CVLM. Outras evidéncias (CERVENKA e cols. 2002; LAZARTIGUES e cols. 2004)
confirmam um aumento central dos niveis de NO em animais com hipertensao 2R1C.

Baseando-nos nestes achados, nés acreditamos que possa ocorrer um aumento dos niveis

dos componentes do SRA cerebral em ratos hipertensos (CERVENKA e cols. 2002;
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LAZARTIGUES e cols. 2004), preferencialmente sobre os niveis de receptor MAS de Ang-(1-7)
e do subtipo de receptor de Ang II, AT2 (LENKEI e cols. 1997). Além disso, sugerimos uma
interacdo entre os receptores MAS e AT2 que provavelmente ative mecanismos envolvendo a
BK/ NO na CVLM (GIRONACCI e cols., 2000 e 2007). O NO na CVLM produziria um efeito
hipertensor (SHAPORAL e cols., 1991; LAGE e cols., 1999; WANG e cols.1997). Esta hipétese
explica os dados do presente estudo em ratos hipertensos 2R1C em que o antagonista de receptor
de Ang-(1-7) MAS e de nosso estudo anterior, em que o antagonista de receptor AT2, PD
123319, induziram efeitos hipotensores significativos quando microinjetados na CVLM.

Evidéncias mostram que moduladores centrais, dependendo de seus niveis de
concentracdes, podem atuar sobre neurdnios excitatorios ou inibitérios (FONTES e cols.,1997,
BALTATU e cols., 2001, HU e cols., 2002). Assim na hipertensao renovascular 2R1C poderia
ocorrer um aumento de expressao de receptores MAS/ AT?2 tanto em neurdnios excitatorios como
em inibitdrios, sendo que o balanco entre a ligacdo do A-779 aos receptores MAS predominaria
sobre neurdnios inibitérios. Estes neurdnios inibitdrios, diminuiriam a liberacdo de NO e
consequentemente produziria queda de PAM. Por outro lado, esta hipdtese sugere que a Ang-(1-
7) end6gena, em ratos 2R1C, agiria aumentando a liberagdo de NO e portanto, atribuindo a
CVLM uma importante participagdo na manuten¢do dos niveis elevados de PAM na hipertensao
renal. Ja a Ang-(1-7) microinjetada na CVLM agiria preferencialmente sobre neuronios
inibitérios, resultando em queda da PAM. A adi¢do exdgena de peptideos como a Ang-(1-7),
apresenta limitacdes. Ndo somente pela concentragdo do peptideo exdgeno nao reproduzir a
concentracdo enddgena, como também, por este peptideo agir principalmente com func¢do
autocrina e/ou paracrina € ndao como hormonio endécrino (CARRETERO, 1993, TSUDA e cols.,
2005). Estudos futuros serdo necessarios para avaliar a expressdao do receptor MAS e os
mecanismos envolvendo NO no efeito da Ang-(1-7) na CVLM de animais hipertensos 2R1C.

Em nosso estudo a bradicardia reflexa dos animais 2R1C foi significativamente menor em
comparacdo aos ratos SHAM, de acordo com estudos prévios da literatura (MOREIRA e
cols.,1988; MATSUMURA e cols., 1989; KUMAGAI e cols.,1990; BRITO e cols.,1997;
KRIEGER e cols.,1999; RODRIGUES e cols., 2007). A reducdo do reflexo barorreceptor em
hipertensos estd associada ao aumento da atividade simpdtica (TAKEDA e BUNAG, 1980;
ARRIBAS e cols., 1996; CABASSI e cols., 2002; LEENEN e cols., 2002). O aumento dos

componentes do SRA circulantes pode ativar o SNC através de dreas desprovidas de barreira
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hemato-encefdlica. Vdrias areas “fora da barreira hemato-encefdlica” participam da modulagdao
do barorreflexo, como a &drea postrema que possui conexdes com outras dreas bulbares
relacionadas com a regulacdo cardiovascular (BARNES e cols., 1994). Portanto, nossos
resultados sugerem que o aumento das angiotensinas circulantes que podem atingir areas
cerebrais ou o proprio aumento do SRA tecidual central que ocorre na hipertensdo renovascular
2R1C (CERVENKA e cols. 2002; LAZARTIGUES e cols. 2004) exerca influéncia sobre a
modulacdo central do barorreflexo no sentido de diminuir a sensibilidade barorreflexa neste
modelo de hipertensao.

Estd bem estabelecido que a Ang Il e a Ang-(1-7) agem como contrareguladores sobre o
controle barorreflexo em ratos normotensos (FERRARIO e cols., 1997; POLSON e cols., 2007) e
ratos hipertensos (BRITTO e cols.,1997; CHAVES e cols., 2000; HERINGER-WALTER e cols.,
2001). Enquanto a Ang II reduz a sensibilidade barorreflexa (POLSON e cols.,2007, OLIVEIRA
e cols., 1996), a Ang-(1-7) induz facilitacdo do baroreflexo perifericamente (BENTER e cols.,
1995, SANTOS e cols., 2000) ou microinjetado centralmente, ICV (BRITTO e cols., 1997;
OLIVEIRA e cols., 1996, CAMPAGNOLE e cols., 1992, SANTOS e cols., 2000) e no NTS
(CHAVES e cols., 2000; WANG e cols., 2005). O bloqueio dos receptores AT1 utilizando
infusdes ICV do losartan facilita o controle barorreflexo em ratos SHR e normotensos, enquanto
a infusdo ICV do antagonista da Ang-(1-7) diminui a sensibilidade baroreflexa de ratos
normotensos, mas nao altera de forma significativa a funcao barorreflexa em SHR (OLIVEIRA e
cols., 1996). No nTS, o bloqueio dos receptores AT1 facilita o controle barorreflexo e a ativacao
dos receptores AT1 pela Ang II exégena, diminui ambos os componentes vagais e simpaticos do
controle barorreflexo, indicando que a Ang II diminui o ganho reflexo nessa drea (CASTRO &
PHILLIPS,1995; CAMPAGNOLE-SANTOS e cols.,1988; KASPAROW e cols.,1998;
MATSUMURA e cols.,1998; BOSCAN e cols.,2001). A¢des da Ang-(1-7) no nTS parecem
contribuir para a modulacdo barorreflexa exercendo um papel tonico facilitatério sobre o
componente bradicdrdico (CHAVES e col., 2000) como ja citado.

Diversas formas de hipertensdo, dentre as quais a hipertensao renovascular estd incluida,
estdo relacionadas com um desequilibrio pressor e depressor no bulbo. Parte deste desequilibrio
aparece como sendo uma inabilidade dos neurdnios da CVLM em contrabalancear o aparente
aumento da atividade pressora intrinseca dos neur6nios da RVLM em animais hipertensos

(CARVALHO e cols., 2003 e PINHO e cols. 2006). ALZAMORA e cols., (2006) mostraram em

87



ratos wistar que a microinjecdo de Ang II na CVLM facilitou a bradicardia reflexa e atenuou a
taquicardia reflexa e que, a microinjecdo de Ang-(1-7) na CVLM apresentou efeitos opostos, ou
seja, diminuiu a bradicardia reflexa e facilitou a taquicardia reflexa. Concordando com esse
estudo, nosso presente dado mostrou que o antagonista de receptor MAS de ang-(1-7), A-779,
melhorou a sensibilidade da bradicardia reflexa em ratos 2R1C e ndo alterou a bradicardia reflexa
em ratos normotensos (SHAM). Por outro lado, o losartan ndo afetou a bradicardia reflexa nos
ratos 2R1C e SHAM. Concordando com nossos dados, SESOKO e colaboradores (1995)
mostraram em ratos normotensos que o antagonista da Ang II, (Sar 1, Th 8)-Ang II, na CVLM
ndo alterou a bradicardia reflexa.

O mecanismo pelo qual a Ang II e a Ang-(1-7) endégenas na CVLM modulam a func¢io
barorreflexa e estimulam neurdnios depressores na CVLM nio foi investigado em nosso estudo.
No entanto, € possivel que estes peptideos atuem em grupos neuronais diferentes na CVLM para
modular o barorreflexo e o tonus simpatico ou ainda, esses peptideos podem atuar tanto em
elementos pré-sindpticos como poés-sindpticos na CVLM. Modelos de vias bulbares mediando o
reflexo barorreceptor descrevem vias independentes entre o SNS e o SNP. Como aqui ja
mencionado, o nTS € reconhecido como sendo o local da primeira sinapse da aferéncia central do
barorreflexo e controla a atividade do SNS através de reciprocas conexdes com a RVLM e
CVLM. Como também ja citado, a RVLM € o local onde se encontram os neurdnios
simpatoexcitatorios, os quais controlam a atividade neuronal pré-ganglionares simpdtica da
coluna intermediolateral da medula. A atividade da RVLM pode ser controlada, principalmente,
diretamente pelo nTS ou via indireta, através da CVLM, que parece ser a via do barorreflexo.
Estudos como o de AGARWAL e CALARESU (1991) mostraram que o nTS também controla o
SNP através de uma projecdo para o NA, onde se localizam os neuronios pré-ganglionares
parassimpdticos que inervam o coragdo. MCKITRICK e CALARESU (1997) investigaram a
possivel inibicdo de neurdnios da RVLM pelo NA através de uma via indireta pela CVLM, ou
seja, uma possivel interacdo entre NA e a CVLM. Neste estudo, em ratos anestesiados com
uretana, a atividade de neur6nios da CVLM era registrada durante estimulagdes com glutamato
em sitios cardioinibitérios no NA. Os resultados demostraram a existéncia de uma via reciproca
entre NA e a CVLM e mostrou a evidéncia funcional para as interacdes bulbares implicadas no

controle do SNP e SNS na CVLM.
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Ja estd bem estabelecido que as alteragdes barorreflexas de FC, especialmente a
bradicardia reflexa provocada por estimulo pressor resulta principalmente de aumento da
atividade vagal com participagao menor do tdnus simpético para o coracdo (KIRCHHEIM, 1986).
Recentemente mostramos em experimentos realizados em animais anestesiados que a
microinjecdo de Ang II e Ang-(1-7) na CVLM sobre a sensibilidade do controle reflexo da FC é
mediado por alteracdes do tonus parassimpatico (ALZAMORA e cols., 2006). Considerando
esses resultados e os de MCKITRICK e CALARESU (1997) descritos acima, é possivel que a
Ang II e a Ang-(1-7) na CVLM modulem o controle barorreflexo, atuando na via neuronal entre
CVLM e o NA.

Considerando que nossos dados mostraram que o bloqueio da Ang-(1-7) pelo A-779 na
CVLM, melhora a bradicardia reflexa em ratos com hipertensdo renovascular sugerindo que a
Ang-(1-7) end6gena estaria atenuando a bradicardia reflexa nesses animais. Ainda tendo em
vista que este antagonista ndo alterou a bradicardia reflexa em ratos normotenos (SHAM),
sugerimos que ocorra um aumento dos receptores MAS em ratos 2R1IC. Uma possivel
explicacdo para essa atenuagao da bradicardia induzida pela Ang-(1-7) endégena em ratos 2R1C
poderia ser a existéncia de um grupo de neurdnios barosensiveis que se projetariam diretamente
ou através de interneurdnios inibitdrios para o NA. Desta forma, receptores seletivos de Ang-(1-
7) (MAS) poderiam estar localizados em elementos pré ou pds-sindpticos na CVLM com
projecdes inibitdrias para o NA. O efeito desencadeado pela Ang-(1-7) endégena em neuronios
da CVLM exerceria um efeito inibitdrio sobre o NA, assim, diminuiria a atividade parassimpdtica
e consequentemente atenuaria a bradicardia reflexa. Nesse sentido, a microinjecdo do
antagonista, A-779, na CVLM de ratos 2R1C, neste presente estudo, impediria atuacdo de Ang-
(1-7) enddgena resultando em aumento da bradicardia reflexa. Os dados do presente estudo em
conjunto sugerem que em animais normotensos, os niveis endégenos da Ang Il e Ang-(1-7) na
CVLM ndo participam tonicamente no controle barorreflexo da PA, uma vez que o A-779 nao
alterou a bradicardia reflexa em ratos SHAM. Em adicdo, nos 2R1C existe um desequilibrio do
RAS, nessa situacdo patolégica em que os niveis enddgenos de Ang-(1-7) ou receptores MAS
poderiam influenciar a fun¢ao cardiaca preferencialmente através do eixo ECA2-Ang-(1-7)-MAS
em vez da ECA-Angll-AT1. Porém, estudos adicionais se tornam necessarios para esclarecer os

resultados aqui apresentados.
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Depois dos estudos pioneiros de ANDREATTA e cols.(1988) e ALLEN e cols. (1988),
evidéncias experimentais de diferentes grupos de pesquisa t€m contribuido para estabelecer a
RVLM como um importante sitio no SNC para a¢des do SRA (MURATANI e cols.,1991;
DAMPNEY e cols.,1996; ITO e SVED,1996; SAIGUSA e cols., 1996; FONTES e cols., 1997;
HEAD,1996; HIRROKA e cols., 1997). Varias evidéncias (CHAN e cols.,1994 ¢ 1995; LIMA e
cols., 1999; SEYEDABADI e cols., 2001) mostraram uma hiperatividade dos neuronios da
RVLM em diferentes modelos de hipertensdo.  Estudos mostraram que a Ang II e Ang-(1-7)
induziram efeito pressor similar quando microinjetadas na RVLM em animais hipertensos
(MURATANI e cols., 1991 e 1993; TSUCHIHASCHI e cols., 1999; ZHU e cols.,1998).
Contrariamente, os resultados deste trabalho mostraram que o efeito da Ang Il e da Ang-(1-7) é
de maior magnitude nos animais hipertensos 2R1C em comparagdo ao efeito hipertensor desses
peptideos nos ratos normotensos (SHAM). Concordando com nossos dados, estudos mostraram
que a microinje¢cdo de Ang Il produz um maior efeito pressor na RVLM de SHR do que nos
WKY (CHAN e cols., 1994 ¢ 1995; SEYEDABADI e cols., 2001). Adicionalmente, resultados
similares aos nossos, em relacao a Ang-(1-7) foram obtidos por LIMA e cols. (1999) utilizando o
modelo de estresse hemorrdgico, onde se observou que a magnitude do efeito pressor produzido
pela microinjecdo de Ang-(1-7) na RVLM foi significativamente aumentada. Assim nossos
dados do presente estudo sugerem que na hipertensdo 2R1C exista maior reatividade dos
neuronios da RVLM as angiotensinas, o que poderia explicar o fato da administragdo exdgena de
Ang II e Ang-(1-7) desencadear uma resposta significativamente maior do que a observada em
condi¢des de normotensdo (SHAM). Este resultado sugere que estas angiotensinas parecem
contribuir para a reatividade dos neurdnios da RVLM em situacdes onde o ocorre o aumento da
atividade simpatica, evidenciando a importante funcdo destes peptideos neste sitio do SNC, na
regulagdo seletiva de respostas desencadeadas por alteracdes na homeostase.

Nos ultimos anos, estudos realizados com antagonistas angiotensinérgicos seletivos
indicam que a influéncia do SRA na VLM é muito mais complexa do que se suspeitava
anteriormente (MURATANI e cols., 1993; FONTES e cols., 1997; HIROOKA e cols., 1997,
FONTES e cols., 2000). Dados anteriores mostraram que no bulbo ventrolateral, o efeito da
Ang-(1-7) nao € modificado pelo antagonista de receptor AT1, losartan, ou pelo antagonista de
receptor AT2, PD123177, mas abolido pelo antagonista seletivo da Ang-(1-7), o A-779
(SANTOS e cols., 1994; FONTES e cols., 1994; FONTES e cols., 1997). No presente estudo, a

90



microinjecdo do antagonista seletivo para Ang-(1-7), A-779, na RVLM nio produziu alteracoes
nos valores basais de PA e FC e bloqueou o efeito hipertensor da microinjecao de Ang-(1-7) por
até 30 minutos em ratos 2R1C e SHAM. Concordando com nossos resultados BECKER e cols.
(2005) mostraram que a microinje¢do do A-779 nao alterou a PA basal em ratos normotensos.
Contrariamente, FONTES e colaboradores (1994) mostraram que a microinje¢do A-779, em ratos
normotensos anestesiados e acordados, produziu queda significativa da PA e da FC, similar ao
observado na microinje¢do do antagonista ndo-seletivo [Sar' Thr®] Ang II. Em ratos transgénicos
hipertensos, TGR(mREN2)27, caracterizados por altos niveis de renina e angiotensina no cérebro
e tecidos periféricos (MULLINS e cols.,1990), a microinjecdo de A-779 na RVLM também
produziu queda da PAM (FONTES e cols,1997). Os resultados diferenciais obtidos com o A-
779, em nosso estudo, podem ser de origem metodolégica. FONTES e colaboradores (1994)
utilizaram para as microinjecdes deste antagonista o volume de 200 nl, enquanto em nosso estudo
utilizamos o volume de 100 nl. Sendo assim, um grupamento menor ou diferente de neurdnios
pode ter sido atingido com o presente volume utilizado.

Nesse estudo as agdes pressoras da Ang Il na RVLM foram bloqueadas pela microinje¢ao
prévia de losartan na RVLM por até 30 minutos, de acordo com estudos anteriores (FONTES e
cols., 1994; BALTATU e cols.,2001; AVERILL e cols. 2000; ALLEN e cols.2000; FONTES e
cols., 2000). Neste presente estudo, a microinje¢do do antagonista AT1 losartan na RVLM,
produziu um aumento da PA tanto nos animais normotensos como nos hipertensos.
Contrariamente aos nossos resultados, FONTES e cols. (2000) mostraram que a microinje¢ao do
antagonista de receptor AT1, CV-11974, na RVLM em estudos utilizando ratos transgénicos que
super-expressam renina (TGRmREN?2), causou queda da PAM. No entanto estes mesmos
autores (FONTES e cols., 1997) mostraram em ratos acordados wistar que a microinje¢do do
losartan na RVLM produz aumento dose-dependente na PA. Esse efeito foi inicialmente
interpretado como um parcial efeito agonista desse antagonista ou sugestivo de uma auséncia do
papel tonico para a Ang II no controle do tonus simpédtico na RVLM (FONTES et al, 2000;
BALTATU et al, 2001). Entretanto esses estudos em animais que apresentavam diferentes niveis
de atividade do SRA mostraram que a Ang II pode induzir efeito inibitério, dependendo do nivel
endégeno de angiotensinas presentes, pelo menos na RVLM. HU e colaboradores (2002)
monstraram a existéncia de receptores AT1 em neurdnios GABAérgicos na RVLM e sugerem

que a intensidade do efeito pressor induzido pela Ang II depende do balango entre a ativacao de

91



neurdnios glutamatérgicos excitatorios e neurdnios GABAérgicos inibitrios. Assim, alteracoes
entre neurdnios glutamatérgicos e neurdnios GABAérgicos poderiam explicar o efeito
hipertensor do losartan na RVLM mostrado no presente estudo.

Nossos dados em conjunto confirmam e estendem observacdes anteriores, sugerindo um
importante papel para as angiotensinas nos neuronios da CVLM e RVLM, na regulacdo da PA.
O presente estudo contribui para o entendimento do papel fisiolégico dos peptideos
angiotensinérgicos endégenos na CVLM e RVLM, mostrando uma importante contribui¢ao dos
receptores angiotensinérgicos na reatividade cardiovascular de ratos hipertensos 2RI1C.
Adicionalmente, fortalece o conceito de que os receptores angiotensinérgicos podem contribuir
de maneira diferencial na regulacdo dos neurdnios do bulbo ventrolateral dependendo da

condicdo fisiolégica imposta.
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6.Conclusoes

Em sintese, os resultados do presente estudo mostram:

e Os ratos hipertensos 2R1C apresentaram aumento significativo da PAM e ndo
apresentaram alteracdes significativas em relacdo a FC.

® O peso seco relativo do rim esquerdo (clipado) dos ratos 2R1C foi menor que o peso seco
relativo do rim direito (ndo clipado). O rim direito, contralateral, dos ratos 2R1C foi
maior comparado ao rim direito de ratos SHAM, sugerindo uma hiperfun¢do
compensatdria.

® A microinjecdo de Ang Il e Ang-(1-7) na CVLM produziu respostas depressoras similares
nos animais 2R1C e em animais SHAM. A microinjecao do antagonista de receptor AT1
losartan na CVLM ndo produziu alteracdes na PAM tanto nos animais 2R1C como nos
animais SHAM. O antagonista de receptor MAS, o A-779, na CVLM produziu efeito
hipotensor em animais hipertensos 2R1C, enquanto em animais SHAM este efeito
hipotensor do A-779 na CVLM foi semelhante ao efeito da salina.

¢ A microinjecdo na CVLM do antagonista de receptor AT1, losartan, e do antagonista de
receptor MAS, A-779, atenuou o efeito da Ang Il e da Ang-(1-7), respectivamente, por
até 30 minutos em animais 2R1C e SHAM.

¢ A bradicardia reflexa dos animais 2R1C foi menor em comparagdo aos ratos SHAM.

¢ A microinjecdo de Ang Il e Ang-(1-7) na RVLM produziu respostas pressoras de maior
magnitude nos animais hipertensos 2R1C em relacdo ao grupo SHAM, sugerindo uma
maior reatividade dos neur6nios da RVLM as angiotensinas em animais 2R1C. A
microinjecdo do antagonista de receptor AT1 losartan na RVLM produziu efeito pressor
na PAM tanto nos animais 2R1C como nos animais SHAM. O antagonista de receptor
MAS, o A-779, na RVLM ndo produzi alteracdes na PAM e FC em relacdo ao efeito da
salina na RVLM.

¢ Da mesma forma que observado na CVLM, a microinje¢do na RVLM do antagonista de
receptor AT1, losartan, e do antagonista de receptor MAS, A-779, atenuou o efeito da

Ang II e da Ang-(1-7), respectivamente, por até 30 minutos em animais 2R1C e SHAM.
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¢ A microinjecdo do A-779 na CVLM melhorou a bradicardia reflexa em ratos 2R1C,
entretanto, em animais SHAM, o A-779 na CVLM nio alterou a bradicardia reflexa. De
forma diferente, o bloqueio de receptores AT1 de Ang II na CVLM ndo alterou a

sensibilidade barorreflexa tanto em animais hipertensos 2R1C como em ratos SHAM.

Os resultados do presente estudo mostram, em sintese, o envolvimento da Ang-(1-7) na
CVLM, através de seu antagonista especifico, A-779, no desenvolvimento da hipertensao
renovascular 2R1C e fortalece o conceito de que os receptores angiotensinérgicos podem
contribuir de maneira diferencial na regulacio dos neurénios do bulbo ventrolateral

dependendo da condicao fisiol6gica imposta.
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