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| —-RESUMO



A aivacdo do quimiorreflexo promove, dentre outras respostas, aumento da
atividade eferente simpatica que se traduz em aumento da pressdo arterial. Varios estudos
na literatura mostram que diversas areas do sistema nervoso central, como o nucleo do
trato solitdrio (NTS) e o bulbo rostral-ventrolateral (RVLM) estdo envolvidas na
neurotransmissdo  efou neuromodulagdo da resposta Simpato-excitatoria  do
guimiorreflexo. Estudos de nosso laboratorio tém demonstrado que a resposta pressora a
ativacdo do quimiorreflexo foi ser blogueada pelo antagonismo de receptores do
neurotransmissor L-Glutamato no NTS ou no RVLM. Diversos estudos tém demonstrado
gue a angiotensina participa da neurotransmissao excitatoria dos nucleos que fazem parte
das vias neurais do quimiorreflexo. No presente estudo avaliamos a participagdo de
mecanismos angiotensinérgicos na neuromodulacdo do componente simpato-excitatorio
do quimiorreflexo no NTS e no RVLM, utilizando diferentes abordagens metodoldgicas:
1) Estudos de microinjecdes do Sartran (antagonista dos receptores de angiotensina) no
RVLM de animais acordados, onde observamos que o bloqueio bilateral dos receptores
de angiotensinado RVLM atenuou a resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo em
animais acordados, mostrando uma participacdo destes receptores na neuromodulacdo da
via simpato-excitatéria do quimiorreflexo no RVLM. Observamos também que o
bloqueio bilateral dos receptores de angiotensina do RVLM n&o promoveu queda da
pressdo arterial basal em animais acordados; Este conjunto de resultados nos permite
concluir que a angiotensina e seus receptores participam da neuromodulacdo da resposta
simpato-excitatéria do quimiorreflexo no RVLM; 2) estudos eletrofisiologicos em
neurbnios do NTS dissociados mecanicamente, onde documentamos que a aplicacéo

exogena de angiotensinall promove aumento, reducdo ou auséncia de ateracdo tanto na



amplitude quanto na frequéncia das correntes excitatOrias e inibitorias pds-sinapticas
esponténeas; e 3) experimentos eletrofisiolégicos em neurbnios do NTS contidos em
fatias horizontais do tronco cerebral, os quais sugerem que a aplicacd exogena de
angiotensina |l promove trés padrdes de respostas eletrofisioldgicas para os eventos
excitatorios espontaneos e para eventos excitatérios evocados pela estimulacdo elétrica
do Trato Solitario: excitacdo, inibicdo ou auséncia de dteracdo. Os resultados dos
experimentos de eletrofisiologia documentarem a presenca e diferentes padrbes de
respostas a ativacdo dos receptores de angiotensinano NTS, nos permitindo sugerir que a
angiotensina pode promover uma grande diversidade de efeitos nos neurénios do NTS. 4)
Experimentos em animais acordados sugerem que os receptores de angiotensinado NTS
nao participam da resposta simpatoexcitatoria do quimiorreflexo em ratos acordados, pois
0 blogueio dos receptores de angiotensina nesse nucleo ndo alterou a resposta pressora do

guimiorreflexo.
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Chemoreflex activation in awake rats produces an increase in the sympathetic
efferent activity that in turn causes arise in arterial pressure. Several studies showed that
RVLM and NTS are involved in the neurotransmission or neuromodulation of the
sympatoexcitatory response to chemoreflex activation. Studies from our laboratory
showed that the pressor response to chemoreflex activation was not blocked by
glutamatergic antagonism in the NTS or RVLM. Moreover, several studies suggest that
angiotensin play arole on the excitatory neurotransmission in severa nuclei involved in
the chemoreflex pathways. In the present study we evaluated the involvement of
angiotensnergic modulatory mechanisms in the NTS and RVLM on the
sympatoexcitatory component to chemoreflex activation, using different experimental
approaches. 1) Bilateral micronjection of sarthran into the RVLM of awake animals
attenuates the pressor response to chemoreflex activation, showing that the angiotensin
receptors of the RVLM are involved on the neuromodulation of the sympatoexcitatory
component to chemoreflex activation; 2) Patch-clamp experiments performed in
mechanically dissociated comissura NTS neurons have shown that Angiotensin 1l
aplication produces increase, decrease or no change in the amplitude or frequency on the
spontaneous EPSC or ISPC; 3) Patch-clamp experiments performed in horizontal slices
from the comissural NTS have shown that angiotensin Il application to comissural NTS
neurons produces increase, decrease, or no change in the frequency of spontaneuos EPCS
and on the amplitude of evoked EPSC to the solitary tract stimulation. 4) Our data
suggest dso that the angiotensin receptors of the NTS are not involved in the

neuromodulation of the sympathoexcitatory response of the chemoreflex, since the
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bilatera blockade of these receptors with Sarthran did not change the pressor response to
chemoreflex activation.

Our data allow us to suggest that angiotensin receptors located in the RVLM are
involved in the neuromodulation of the sympathoexcitatory component to chemoreflex
activation, whereas the role of these receptors located into the NTS seems not to be
important to chemoreflex pathways, even thought the patch-clamp results have shown
severa kind of neuronal responses secondary to angiotensin Il aplication to comissural

NTS neurons.
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A regulacdo do sistema cardiovascular nos mamiferos envolve diversos
mecanismos fisiologicos, os quais aumentam a oferta de sangue para os tecidos em
atividade e realizam a redistribuicdo do sangue frente a situagbes que podem variar do
repouso até casos extremos, como o exercicio fisico intenso. Esta regulacéo tem como
objetivo preservar um fluxo sangliineo adequado para todos os tecidos, particularmente
para o cérebro e para o coracdo. Os gustes circulatorios sdo feitos aterando-se o débito
cardiaco, o didmetro dos vasos de resisténcia (arteriolas) ou dterando a quantidade de
sangue armazenada nos vasos de capacitancia (veias). Esta regulagdo pode ser feita por
meio de horménios langados na corrente sangliinea, como a vasopressina e a
angiotensina, ou mecanismos neurais. Os mecanismos neurais de controle do sistema
cardiovascular caracterizam-se por promoverem gjustes rgpidos e envolvem a
participacdo de sensores periféricos, os quais transmitem as informacdes para regides
especificas do sistema nervoso central, onde ocorre neurotransmissdo e/ou integracéo
destas informagdes, ocorrendo assim, ateracbes nas atividades eferentes simpética e
parassimpética. Dentre 0s mecanismos neurails mais importantes para o controle da
funcdo cardiovascular destacam-se o barorreflexo, o reflexo cardio-pulmonar e o
guimiorreflexo.

O quimiorreflexo consiste em um importante mecanismo neural envolvido no
controle cardiovascular e respiratorio. Os quimiorreceptores periféricos, localizados nos
corpos carotideos, sdo estruturas especializadas em detectar dteragbes nas pressdes
parciais de oxigénio e gas carbonico bem como variagcdes no pH (Biscoe e cols., 1967;
1969; Biscoe e Duchen, 1990). Os quimiorreceptores constituem-se de dois tipos

celulares distintos: as células quimiossensiveis propriamente ditas (célulasdo tipo |) e as
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células de sustentacdo (células do tipo Il). As células quimiossensiveis, quando
estimuladas, deflagram potenciais de acéo que se propagam pelo nervo do seio carotideo
em direcdo ao sistema nervoso centra (Gonzales e cols., 1995). Estas aferéncias redizam
a suaprimeira singpse no nucleo do trato solitario [(NTS) (Mifflin, 1992, Ciriello e cols.,,
1994)].

A ativacdo do quimiorreflexo por injecdo intravenosa de cianeto de potéssio
(KCN), ocorre essencialmente por estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos
(Franchini e Krieger, 1993; Habara e cols, 1995). As respostas cardiovasculares
induzidas pela administracdo de KCN resultam da ativagdo da via simpato-excitatoria,
resultando em uma resposta pressora, a qual € bloqueada por administracdo intravenosa
de prazosin (antagonista a-1 adrenérgico), bem como ativacdo da via parassimpato-
excitatoria, que por sua vez resulta em bradicardia, a qual é bloqueada com a
administracdo de metil-atropina, um antagonista de receptor colinégico (Franchini e
Krieger, 1993; Haibara; 1996).

A via parassimpato-excitatoria do quimiorreflexo, provavelmente, faz-se presente
por uma projecd do NTS para o nucleo ambiguo (NA) e neurbnios deste enviam
projecdes para 0 coragdo, que SA0 as responsaveis pela bradicardia caracteristica da
ativacdo do quimiorreflexo (Habara e cols, 1995); Enquanto que a via simpato-
excitatoria do quimiorreflexo depende da ativagdo de projecdes excitatérias diretas e/ou
indiretas do NTS para a regido rostro-ventrolateral do bulbo (RVLM). Nesta regido do
bulbo localizam-se 0s neurdnios pré-motores simpéticos, 0s quais emitem projecdes
excitatorias para 0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos localizados na coluna

intermédio-latera damedulaespina (CIL) (Guyenet, 1990).
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A ativacdo do quimiorreflexo em animais ndo-anestesiados, aém das respostas
cardiovasculares de aumento da pressdo arterid e bradicardia, apresenta também uma
resposta ventilatéria de taquipnéia e um importante componente comportamental de
exploracdo do ambiente (Haibara e cols, 1995). No que tange as respostas
cardiovasculares, Haibara e cols. (1995), redizaram estudos que evidenciaram o0s
mecanismos envolvidos nas respostas cardiovasculares do quimiorreflexo: 1) a
bradicardia do quimiorreflexo foi bloqueada com a administracéo intravenosa de metil-
atropina, mostrando que esta resposta é essencia mente mediada pelo parassimpatico; 2) a
resposta pressora do quimiorreflexo foi praticamente blogueada pela administracéo de
prazosin, evidenciando que esta resposta é essencialmente simpatica. Neste mesmo
estudo, observaram ainda que a bradicardia ndo era secundéria a elevagdo da presséo
arterial (PA), pois esta ndo sofreu dteracdo gpos o bloqueio da resposta pressora com
prazosin. Estudos de Haibara e cols. (1995) mostraram, ainda, que a microinjecéo de AP-
5 (antagonista de receptores de NMDA) no NTS de ratos acordados reduziu, de forma
concentracdo-dependente, a bradicardia em resposta a ativagdo do quimiorreflexo,
indicando que o0 componente parassimpato-excitatorio do quimiorreflexo é mediado por
receptores NMDA no NTS. Entretanto, ndo ocorreram ateracdes na resposta pressora do
guimiorreflexo com a microinjecdo de AP-5 no NTS, sugerindo que o componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo seria mediado por outros subtipos de receptores
gue ndo os NMDA. Em estudos subseqiientes, Haibara e cols. (1999) mostraram que a
microinjecdo de DNQX (antagonista de receptores nd-NMDA) no NTS de ratos
acordados promoveu uma significativa reducdo na magnitude da resposta pressora do

guimiorreflexo, a despeito de um aumento na linha de base da pressdo arterial. Uma
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possibilidade, sugerida pelos autores, para a reducdo da resposta pressora do
guimiorreflexo nestes experimentos, foi 0 aumento na linha de base da PA apés a
microinjecd do DNQX, visto que esta resposta foi apenas atenuada e ndo abolida pela
microinjecdo de DNQX. Portanto, 0 componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo
ndo seria mediado por receptores ndo-NMDA. Neste mesmo estudo, Halbara e cols.
(1999) realizaram a microinjecdo de &cido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de
receptores de aminoacido excitatorio) ou de MCPG (antagonista de receptores
metabotrépicos) no NTS de ratos acordados e mostraram que a resposta pressora do
guimiorreflexo ndo foi bloqueada, sugerindo que os receptores de aminoécido excitatorio
(AAE) ndo estariam efetivamente envolvidos na neurotransmissdo do componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo no NTS.

Em estudos subseqientes de nosso laboradrio, consideramos que a
neurotransmissdo do componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo seria mediada
por outros tipos de neurotransmissores que ndo o L-glutamato. Neste sentido, Zhang e
cols. (2000) estudaram a participacéo de receptores NK; de substéncia P no componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo e mostraram que a microinjecdo de WIN
(antagonista de receptores NK-1 de substéncia P) no NTS n&o alterou a resposta pressora
do quimiorreflexo. Estudos de de Paula e Machado (2001) avaliaram o envolvimento dos
receptores purinérgicos A; de adenosina no componente simpato-excitatério do
guimiorreflexo, e mostraram que a microinjecdo de seu antagonista (DPCPX) no NTS de
ratos acordados também n&o bloqueou a resposta pressora do quimiorreflexo. Estudos de
Pimentel e cols. (2003), mostraram que a microinjecdo de glicina no NTS ndo causa

alteracd no componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo, assim como estudos de
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Cdlerae cols. (1999) mostraram que a microinjecdo de agonistas GABA A (muscimol) ou
GABAg (baclofen) também ndo promoveram dteracOes significativas no componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo. Além disso, Calera e cols. (1997) avdiaram a
participagcdo dos receptores serotoninérgicos 5HT3 nas respostas cardiovasculares do
guimiorreflexo, por meio da microinjecéo de 2-metil-serotonina (agonista 5SHT3) no NTS
de ratos acordados e mostraram que este procedimento causou significativa reducdo na
bradicardia do quimiorreflexo, mas também n&o aterou o componente simpato-
excitatorio do quimiorreflexo.

Diversos estudos tém mostrado que a angiotensina Il participa na regulacéo
central da funcdo cardiovascular em diversas regides do sistema nervoso central (Casto e
Phillips, 1984; Diz e cols, 1984; Rettig e cols., 1986; Phillips, 1987; Michelini e
Bonagamba, 1990, Sangaleti e cols., 2004) e seus receptores tém sido identificados em
diversas regides do SNC (Mendelsohn e cols., 1984 e 1988). Healy e cols. (1989)
mostraram que o NTS contém ata densidade de receptores AT, de angiotensina Il tanto
pré-singpticamente, nas aferéncias vagais e do nervo do seio carotideo, quanto em
interneurdnios. Do ponto de vista funcional, estudos de Paton e Kasparov (1999 e 2000)
mostraram que a microinjecdo de baixas concentragBes de angiotenisna Il no NTS de
ratos potencializada neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS. Além disso, em
estudos subsequentes (Kasparov e Paton, 1999) evidenciaram que a angiotensina poderia
potencializar as transmissdes sindpticas excitatorias em subpopul agdes neuronais do NTS
gue fazem parte das vias neurais do quimiorreflexo, mostrando assim uma participacéo
neuromodul atoria da angiotensina nas sinapses das vias neurais do quimiorreflexo. Sob o

ponto de vista eletrofisioldgico, embora existam poucos estudos relacionados aos efeitos
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celulares da angitoensina Il nas areas envolvidas com a neurotransmissdo do componente
simpato-excitatorio do quimuirroeflexo, podemos destacar a0 menos dois importantes
estudos neste campo: estudos de Barnes e cols. (2003) mostraram que a aplicagéo de
angiotensina Il em fatias horizontais do NTS, promove despolarizacdo da membrana,
reducdo da resisténcia da membrana neuronal, potenciacdo da amplitude dos potenciais
excitatorios pos-sinapticos (PEPS) evocados em resposta a ativagdo do TS, reducdo da
laténcia dos PEPS, aém de promover salvas de potenciais de acdo de alta frequéncia.
Destaforma, caso a angiotensina Il seja liberada nas singpses pertencentes as vias neuras
da via simpato-excitatoria do quimiorreflexo, poderiamos sugerir a participacdo da
mesma na neurotransmissdo neste nivel de integracdo das informacbes aferentes dos
guimiorreceptores periféricos. Estudos de Kasparov e Paton (1999) realizaram estudos
em fatias coronais do tronco cerebral onde evidenciaram que a aplicacdo de angiotensina
Il promove potenciagdo das vias neurais relacionadas aos reflexos cardiovasculares,
observaram ainda que a angiotensina Il promove, em neurénios do NTS, diversos efeitos
celulares relacionados a excitabilidade destas células. Este efeito também foi observado
no estudo de Barnes e cols. (2003).

No que diz respeito ao controle cardiovascular, a angiotensina desempenha uma
importante funcdo na regulagéo fisiologica do ténus vascular e da pressdo arterial, bem
como em condic¢des patoldgicas como a hipertensio arterial. No entanto, os mecanismos
centrais pelos quais a angiotensina exerce suas agdes pressoras ainda ndo foram bem
esclarecidos (Kooner e cols., 1997). A existéncia de um sistema renina-angiotensina
(SRA) cerebral ja é bem conhecido e todos os componentes deste sistema séo

encontrados no cérebro (Unger e cols., 1988; Phillips e Summers, 1998). Existem ainda
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evidéncias de que o SRA cerebra contribui para o desenvolvimento da hipertensdo
(Phillips e Summers, 1998). Estudos anteriores tém mostrado que as resposta pressora a
administracdo intravenosa de angiotensina € significativamente atenuadas apds o
bloqueio ganglionar com hexametonio (Fuji e Vanter, 1985), sugerindo a angiotensina |l
possui acdes centramente mediadas e que 0 sistema nervoso simpético contribui para a
acdo pressora da angiotensina Il. No que concerne as acfes centrais da angiotensina Il,
Gutkind e cols. (1988) evidenciaram gque a densidade de receptores AT1 no NTS de
animais espontaneamente hipertensos € maior do que a densidade destes receptores em
animais normotensos e, a este respeito, um grande nimero de trabahos tem relatado que
0 desenvolvimento de hipertensdo em modelos animais geneticamente modificados, esta
relacionado ap aumento da concentragcdo de angiotensina cerebra (Phillips e cols., 1977;
Campbell e cols., 1995; Moroshita e cols., 1995; Teruya e cols., 1995). Weiss e cols.
(2001) mostraram que a administracdo intravenosa de antagonista de receptores AT, de
angiotensna Il (telmisartan) promove reducdo significativa da resposta pressora a
microinjecdo de angiotenisna Il intracérebro-ventricular em ratos acordados e a andlise
do fluido cérebro-espinhal evidenciou que o antagonista AT atravessa a barreira hemato-
encefdlica. Este resultado € confirmado por estudos de autorradiografia in vitro, que
mostram que o losartan, administrado por via intravenosa, atravessa a barreira hemato-
encefélica e atua nos receptores AT, no sistema nervoso centra (SNC) (Song e cols,,
1991; Zhuo e cols., 1994).

Uma outra regido bulbar que tem despertado interesse no estudo da resposta
simpato-excitatoria do quimiorreflexo € o bulbo ventrolateral rostra (RVLM), ja que

existem evidéncias que sugerem uma projecdo diretado NTS parao RVLM (Ross e cols,,
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1984; Urbanski e Sgpru, 1988; Aicher e cols., 1996; Guyenet e Koshiya, 1992). Estudos
de Sasaki e Sampney (1990) e Ito e Sved (1996 e 2000) mostraram que a microinjegdo
bilatera de sarile ou sartran (antagonistas ndo seletivos de receptores de angiotensina) no
RVLM de ratos anestesiados, promoveu significativa reducdo da atividade eferente
simpatica para niveis semelhantes aquel es observados apos a inibicdo do sistema nervoso
simpatico com ainjecdo intravenosa do bloqueador ganglionar clorisondamina, sugerindo
gue a angiotensina exerceria uma excitacdo tonica sobre os neurénios do RVLM e,
consequentemente, uma importante funcdo na manutencdo da atividade eferente
simpatica. Estudos de Lima e cols. (1996) evidenciaram que a resposta pressora
promovida pela microinjecdo de angiotensina | no RVLM de ratos anestesados foi
significativamente reduzida pela microinjecdo de A-779 [(antagonista seletivo de
receptores de angiotensina (1-7)]. Estudos de Fontes e cols. (1997) mostraram que a
microinjecdo de angiotensina no RVLM de ratos acordados promoveu resposta pressora
gue foi bloqueada pela microinjecdo prévia de sartran ou A-779 e, também, que a
microinjecdo destes antagonistas causou reducdo da pressdo arterial média basa,
mostrando assim que a angiotensina pode influenciar a atividade dos neurdnios
vasomotores do RVLM. Hirooka e cols. (1997) estudaram a participacdo dos subtipos de
receptores de angiotensina nas respostas cardiovasculares promovidas pela microinjecéo
de angiotensina Il e Ill no RVLM de coelhos anestesiados e mostraram que a resposta
pressora promovida pela microinjecdo de angiotensina Il é mediada via receptores AT;.
Tagawa e cols. (1999) mostraram ainda que a reducdo da pressdo arterial média gpos o
bloqueio dos receptores de angiotensina do RVLM com sarile, ocorre por meio de um

mecani smo que € independente de sistemas gabaérgicos e glutamatérgicos.
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Uma possibilidade interessante para a neurotransmissdo do componente simpato-
excitatorio do quimiorreflexo que avaliamos neste estudo foi a participacdo da
angiotensina e seus receptores, pois a ativacéo do quimiorreflexo, com KCN, em ratos
acordados promove, além das resposta pressora e bradicardica, um importante
componente comportamental (Franchini e Krieger, 1993), que parece ser consequénciada
estimulacdo de areas hipotaldmicas relacionadas com as respostas de defesa (Marshall,
1994). Considerando-se que a estimulacéo quimicaou elétrica destas areas hipotalamicas,
relacionadas com as reacdes de defesa, aumenta a atividade simpatica (Hilton, 1966;
Silva-Carvaho e cols., 1993; 1995) pode-se sugerir que a resposta pressora a ativacao do
guimiorreflexo dependeria, a0 menos em parte, de estimulacdo de areas hipotaldmicas.
Além disso, 0 nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN), que faz parte do sistema
parvocelular, implicado em uma variedade de fungdes fisioldgicas, recebe projecdes
diretas do NTS (Kannah e cols.,1989; Dampney, 1994). Existem consideraveis evidéncias
de que o PVN é um sitio de integracdo entre as informagfes autonémicas, enddcrinas e
cardiovasculares (Martin e cols, 1991; Martin e Haywood 1992 e 1993). Estudos
neuroanatdémicos e eletrofisioldgicos tém indicado que o PVN conecta-se reciprocamente
com &eas do sistema nervoso central envolvidas no controle das fungdes
cardiovasculares (Swanson e Sawchenko,1983; Kannah e cols., 1989; Luitten e cols,,
1985; Martin e cols, 1991). Estudos de nosso laboratorio (Olivan e cols., 2001)
demonstraram que o PVN exerce uma fungdo importante nas respostas cardiovasculares
do quimiorreflexo, visto que a lesdo eletrolitica bilateral deste nicleo quase aboliu a
resposta pressora do quimiorreflexo em ratos acordados. Anteriormente, estudos de

Ciriello e Cardesu (1980) demonstraram que a lesdo bilateral do PVN reduz os niveis
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basais de pressdo arterial média em ratos espontaneamente hipertensos SHR. Estudos de
Silva-Carvaho e cols. (1995) e Rocha e cols. (2003) sugeriram que o hipotédlamo poderia
exercer uma agdo facilitatéria sobre as vias neurais do quimiorreflexo, devido a ativacéo
de receptores de angiotensina nos neurdnios quimiossensiveis do NTS. O PVN pode,
ainda, alterar a atividade simpatica eferente através de uma projecéo diretaparao RVLM.
Estudos neuroanatémicos (L uiten e cols., 1984; Dampney, 1994; Shafton e cols., 1998)
demonstram a existéncia de uma via que se projeta do PVN parao RVLM e, dém disso,
estudos funcionais (Y ang e Coote, 1998) demonstram que a estimulagcdo do PVN alteraa
atividade dos neurénios vasomotores reticulo-espinhais do RVLM, aumentando a
atividade eferente simpatica.

Os neurbnios do RVLM projetam-se densamente para oS neurdnios pre-
ganglionares simpéticos da CIL (Dampney, 1994) e, portanto, as projegdes PVN-RVLM
podem contribuir para a modulagdo da atividade eferente simpética, fato que pode ser
ainda mais relevante a0 processamento do componente simpato-excitatorio do
guimiorreflexo. No que concerne a participacdo da angiotensina Il nestas vias neurais
oriundas do PVN que podem alterar a atividade eferente simpatica, Tagawa e Dampney
(1999) demonstraram que estas importantes projeces do PVN para 0 RVLM sdo,
provavelmente, angiotensinérgicas, dado que a resposta pressora promovida pela
microinjecdo de bicuculinano PVN pode ser bloqueada pela micronjecéo de antagonista
AT; no RVLM ipsilateral. Ainda, projegdes angiotensinérgicas oriundas de nucleos
hipotalamicos seriam importantes para a neuromodulacdo das respostas cardiovascul ares
do quimiorreflexo no NTS, dado que a ativacdo destes receptores do NTS parece exercer

um efeito excitatorio sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo (Rocha e
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cols., 2003). Estas evidéncias, em conjunto com experimentos do nosso laboratorio
(Olivan e cols., 2001) mostrando o envolvimento do PVN nas respostas cardiovascul ares
do quimiorreflexo, levaram-nos a sugerir a possivel participacdo de um componente
angiotensinérgico na resposta pressora do quimiorreflexo. Embora existam evidéncias de
gue a angiotensina € um neuromodulador das respostas cardiovasculares no NTS e
RVLM, existem também muitas evidéncias que apontam para a co-locdizacdo de
neurotransmissores nos neurénios cardiovasculares do SNC (Dampney, 1994). Desta
forma, neste estudo, realizamos experimentos para investigar a importancia dos
receptores de angiotensinall do RVLM e do NTS para 0 componente simpato-excitatorio

do quimiorreflexo.
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IV -OBJETIVOS
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Estudar as respostas cardiovasculares promovidas pela microinjecdo de

angiotensina Il no NTSeno RVLM de ratos ndo-anestesiados.

Avaliar a possivel participacdo dos receptores de angiotensina |1 do NTS e do
RVLM sobre o componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo em ratos ndo-

anestesiados.

Avaliar, utilizando-se de registros eletrofisiol6gicos de neurénios isolados e em
fatias horizontais do tronco cerebral, os efeitos da angiotensina Il sobre as
neurotransmissfes glutamatérgicas e GABAérgicas em neurdnios do NTS

comissural.
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V —MATERIAL E METODOS
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A — Estudos em animais acordados:

1-Animais:

Neste trabalho utilizamos ratos Wistar com peso padronizado entre 290 e 310
gramas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP de
Ribeirdo Preto e mantidos em caixas individuais, em ambiente climatizado com
temperatura média de 22°C, ciclo de claro e escuro de 12 horas, aimentados com racéo
peletizada e agua ad libitum. Todos os procedimentos cirdrgicos e experimentais forma
aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP

durante areunido ordinariade 23 de Maio de 2003.

2 - Canulacdo de artéria e veia femoral:

No dia anterior aos experimentos, realizamos as canulagbes de uma artéria e de
uma veia femora. As cénulas utilizadas foram confeccionadas com tubos de polietileno
PE-10 (Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) com comprimento de 4 a5 cm, soldado com
outro tubo de polietileno PE-50, com comprimento médio de 19 cm. Previamente a
canulacdo, as canulas de polietileno foram preenchidas com solucéo fisiolégica e em
seguida tiveram uma das suas extremidades livres obstruidas com um pino metélico.
Apés ser redizada anestesia com tribromoetanol [1mg/100g de peso, via i.p., (Aldrich

Chemical Co. Inc., Milwaukee, EUA)], uma das canulas foi dirigida para a aorta
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abdominal, tendo-se como acesso a artéria femoral, ao passo que a extremidade da outra
canula foi acomodada no interior da veia femoral. Uma vez implantadas, as canulas
foram posicionadas no subcutaneo do animal e exteriorizadas na regido interescapular e,
entdo, fixadas por meio de fios de sutura. A canula posicionada na artéria foi utilizada
para registro da pressdo arterial pulsail e da frequéncia cardiaca, com derivagdes
eletronicas para registro da pressdo arterial média. A cénula venosa, por sua vez, foi

utilizada paraa administracdo sistémicade drogas.

3- Estimulacéo dos quimiorreceptores periféricos.

No dia seguinte a0 da canulagdo da artéria e da veia femora, realizamos o
protocolo de estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos, usando uma solucdo de
cianeto de potassio (KCN) a concentracdo unica de 40 pg/0,1 mL/rato, a qua foi
administrada através da canula previamente implantada na veia femoral acoplada a uma
canula extensora constituida de um tubo de polietileno PE-50 com volume interno de
aproximadamente 0,2 mL. O uso desta canula visou conferir ao animal 0 minimo estresse
possivel, pois nos possibilitou administrar drogas sem que fosse necessario um contato
demasiadamente intimo com o mesmo. A eficiéncia da canula venosa foi testada com a
injecdo de fenilefrina, um vasocontrictor.

O KCN é umadroga capaz de estimular o quimiorreflexo eisto se dadevido asua
interferéncia na utilizacdo de oxigénio pelos tecidos, pois inibe a acdo da enzima
citocromo-oxidase da cadeia respiratoria citocromatica. Desta feita, produz-se um déficit

energético celular associado a indisponibilidade de oxigénio, promovendo hipoxia
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citotdxica, levando portanto, a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos (Biscoe e cols,,
1969).
4-Implante de canulas guia dirigidas para os nucleo do trato solitario e para o bulbo

rostro-ventro-lateral:

Com o auxilio de um aparelho estereotaxico (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA),
foram implantadas cénulas-guia em direcdo a0 NTS e a0 RVLM, por meio das quas
microinjecBes foram realizadas. As canulas de aco inoxidavel, que confeccionamos a
partir de agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm), possuem o comprimento de 15 mm, as
guais foram fixadas no suporte da torre do estereotaxico. Apés ser anestesiado com
tribromoetanol, o animal teve a regido superior da cabega tricotomizada sendo ent&o
acomodado no aparelho estereotaxico e, por meio de duas barras auriculares, a cabeca do
animal foi fixada. Em seguida, realizamos um botdo anestésico na regido superior da
cabeca (regido do escapo) utilizando-se de lidocaina com vasoconstritor, afim de
minimizar o sangramento no local da incisdo. Realizamos, entdo, assepsia criteriosa da
pele utilizando-se de solugdo de alcool iodado e, logo gpos, foi realizada uma inciséo
abrangendo-se a pele e tecido celular subcuténeo, expondo a regido superior do cranio
exatamente subjacente a incisdo, a qua foi tratada com solugdo fisiologica e agua
oxigenada, afim de redizar completa limpeza da area. A torre do estereotaxico foi
posicionada em angulacdo zero e a cabega do animal g ustada até que os pontos Bregma e
L ambda estivessem locadizados no mesmo plano horizontal. Em seguida, realizamos as
leituras dos parametros antero-posterior (AP), laterd (L) e dorso-ventral (DV), tomando-

se como referéncia o bregma ou o lambda, dependendo do nucleo. Com auxilio das
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informacdes de um atlas estereotdxico (Paxinos e Watson, 1986), determinamos 0s
pontos de introducdo de canulas guia e nestes foram realizadas trepanacOes na calota
craniana utilizando-se de broca odontoldgica esférica acoplada a um motor de baixa
rotacdo. Através dos orificios produzidos pelas trepanacdes, introduzimos as canulas
guia, atentando-se para que a extremidade inferior da canula estivesse locdizada 1 mm
acima do limite dorsal da &rea a ser estudada. A localizacdo da extremidade das canulas
foi obtida a partir de pardmetros previamente estabelecidos em nosso |aboratério para o
RVLM (-3,2 AP; £1,8 L; -6,5 DV mm em relacdo ao |ambda) e parao NTS (-14,5 AP, +
05L;-7,9 DV mm em relacdo ao bregma). Na seqiiéncia, a canulafoi fixada utilizando-
se de resina acrilica (metecrilato) que, por sua vez, foi fixada no cranio por dois
diminutos parafusos de aco inoxidavel. Em seguida a completa fixag&o das canulas guia,
retiramos a torre do estereotaxico. Atentando-se para evitar a obstrucdo das canulas guia,
introduzimos um mandril de aco inoxidavel (do mesmo comprimento da canula-guia) no
interior de cada canula, sendo entdo, o animal retirado do estereotéxico e acomodado
novamente em caixas individuas. Como medida profiléica, administramos apds a
cirurgia, 0,2 mL de Pentabidtico veterindrio [160.000 U.l. /rato, via IM, (Fort-Dodge,

Campinas, SP, Brasil)].

5- MicroinjecBes de drogasno NTS e no RVLM:

As drogas foram diluidas em fluido cerebro-espina artificid (aCSF) e
microinjetadas no NTS e no RVLM, utilizando-se de uma seringa Hamilton de 1 pL

conectada a uma canula injetora (33 Gauge, Smal Parts, Miami Lakes, FL, EUA) por
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meio de um tubo de polietileno PE-10. A canula injetora utilizada foi de 1.5 a 1.7 mm
mais longa que a canula guiano caso do RVLM e de 1,0 a1,5 mm maior que a canula-
guia no caso do NTS, com o intuito de que as microinjegdes fossem redizadas
exatamente no sitio pretendido. O volume microinjetado foi sempre de 50 nL e o pH da

solucgdo foi gjustado com bicarbonato de sbdio para valores proximos do fisiologico (7,4).

6- Registro da pressdo arterial e freqliéncia cardiaca:

Os registros de pressdo arterid e frequéncia cardiaca foram realizados em animais
nao-anestesiados no dia seguinte a0 das canulagbes da artéria e da veia femoral.
Realizamos este registros por meio de uma canula arteria conectada a um transdutor de
pressdo (Statham P23DB), acoplado a um poligrafo de 8 canais Narcotrace (Narco Bio-
systems INC, Austin, Tx, USA), possibilitando desta forma, o registro da presséo arterial
meédia (PAM), da presséo arteria pulsatil (PAP) e da fregliéncia cardiaca (FC), sendo que
esta Ultima foi obtida por meio de um biotacdmetro (Narco Bio-Systems Inc, Austin, TX,

EUA) acionado a partir de pulsos de pressdo arterial .

7- Drogas e solucdes utilizadas:

» aCSF (Veiculo)

» Tiopental sodico (Anestésico — Abott, EUA).
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» Tribromoetanol (Anestésico - Aldrich Chemica Co. Inc., Milwaukee, EUA)

» Fenilefrina (Agonistaa; adrenérgico-Sigma. St. Louis. Mo, EUA).

» Cianeto de Potassio (KCN-Merck, Darmstadt, Alemanha)

o [Sar’-Thr®JAng Il (Sartran-Antagonistas ndo-especificos dos receptores de
angiotensinall - Sigma. St. Louis. Mo, EUA).

» angiotensnall (Sigma St. Louis. Mo, EUA).

8 - Histologia:

Ao término dos protocolos experimentais foram reaizadas microinjegdes do
corante Azul de Evans (em concentragcdo de 2%) nos mesmos sitios de microinjecéo de
Angiotensina Il ou de seus antagonistas, tendo por finaidade determinar os sitios de
microinjecd no NTS e no RVLM. Posteriormente, os animais foram anestesiados com
Tiopental sddico e entdo submetidos a uma toracotomia a fim de expor o coragdo do
animal. Através de puncdo cardiaca, o anima foi perfundido com solucdo salina (em
concentracdo de 0,9 %) seguida de solugdo de formalina 10% (tamponada). Com o intuito
de otimizar a perfusdo cerebral, procedemos o bloqueio da aorta descendente com auxilio
de uma pinca hemostética, bem como seccéo da veia cava cranial. Em seguida a um
tempo de perfusdo satisfatorio, realizamos a retirada do cérebro do animal, o qual foi
fixado em solucéo de formol 10 % por um periodo de 48 horas. A seguir a regi&o foi
incluida em um bloco de parafina e, com auxilio de um micrétomo, seccionado
transversamente em fatias de 15um de espessura. Os cortes histologicos receberam

coloracd pelo método de Nissl (cresil-violeta) com posterior visualizagdo em
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microscopio optico. Através da coloracéo histoldgica e da microscopia Optica avaliamos
se o0 sitio de microinjecdo pretendido foi realmente atingido. Com efeito, apenas os
animais que apresentaram cortes histol6gicos, onde a microscopia Optica assegurou que o

nucleo pretendido foi atingido, foram considerados na andlise de resultados.

B — Estudos em fatias horizontais do tronco cerebral e neuronios isolados:

1 —Fatias horizontais do bulbo dorso medial contendo o NTS comissural:

Para estes experimentos, as fatias horizontais do bulbo dorsomedia foram
realizadas para identificacéo eletrofisiolgica dos neurénios de segunda-ordem do NTS,
conforme descrito por Doyle e cols. (2004). Os animais foram anestesiados com um
coquetel anestésico contendo Ketamina (55,5 mg / mL), Xilazina (5,5 mg / mL) e
Acepromazina (1,1 mg / mL). Apéds atingido o planos anestésico (auséncia total de
resposta aos estimulos nociceptivos), os animais foram decapitados, aproximadamente
ao nivel daterceira ou quarta vértebra cervical, com o auxilio de uma tesoura cirdrgica.
Em seguida procedemos uma craniotomia na linha média da estrutura dorsal da caixa
craniana utilizando-se de uma pequena tesoura cirdrgica oftdlmica. O cérebro e o tronco
encefédlico foram rapidamente removidos e transferidos para um recipiente contendo
solucdo de fluido aCSF, cuja composicdo (em mM) foi de: 125 NaCl ; 3 KCI ; 1,2
MgSOs, 2 CaCly; 25NaHCOs;; 1,2KHPO4; e 10 glicose. Esta solugdo tem a

osmolaridade situada entre 305 a 310 mOsnVL e pH préximo de 7,4 quando equilibrada
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com mistura carbogénica (95% O, - 5% CO,) por, pelo menos, 3 a5 minutos. O tempo
desta operacdo ndo excedeu 2 minutos. O tronco encefélico, juntamente com o cérebro e
0 cerebelo, permaneceu submerso no ACSF a 0°C durante 5 minutos. A seguir, 0
cérebro e o cerebelo foram cuidadosamente removidos com o auxilio de umaléminade
aco inoxidavel. O tronco encefdlico, com o Obex locdizado centramente, foi
gentilmente dissecado utilizando-se de duas pingcas oftadlmicas, atentando-se para a
remocdo completa das meninges e vasos sanguineos. Em seguida a base rostra do
tronco encefalico foi fixado (com éster de cianoacrilato) em um suporte metalico para
amostras, sendo que a superficie ventra do tronco cerebral permaneceu em contato com
0 suporte. Este, por sua vez, foi fixado na plataforma acessoria do vibratomo e o
conjunto mergulhado em ACSF resfriado a 0°C contido em camara deste aparelho. O
vibratomo proporcionou a obtenc&o de fatias do tronco encefélico de 140 a 160 um de
espessura (para fatias que foram utilizadas para a dispersdo mecéanica) ou de 250 pm
(para fatias que foram utilizadas em experimentos de registro em fatias horizontias do
tronco cerebral). Apés a seccdo, cada fatia foi imediatamente transferida (com a gjuda
de uma pipeta Pasteur plastica de diametro apropriado) para uma camara contendo
ACSF a 32°C e continuamente aerado com mistura carbogénica. A cdmara de incubacéo
foi constituida de um béquer de 600 ml, como descrito por Sekmann & Stuart (1995).
As fatias assim obtidas foram mantidas na camara de incubacdo durante um periodo de
60 a 120 minutos, apods os quais foram submetidos a dispersdo mecanica e, em seguida,

foram realizados os registros el etrofisiol égicos.
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2 — Dissociacdo mecanica:

As fatias horizontais no tronco cerebral, contendo a por¢do comissural do NTS
destinadas a dispersdo mecanica, foram transferidas para uma placa de petri plastica de
35 mm de didmetro (Falcon 1008; Bencton Dickson, Franklin Lajes, NJ) preenchida
com “solucdo padréo” cuja a composi¢do € dada a seguir (em mM): 150 NaCl; 5 KCI; 1
MgCly; 2 CaCly; 10 HEPES; e 10 glicose (pH foi gustado para 7,4 com Tris-OH). O
aparato de dispersdo constituiu-se de uma micropipeta de vidro, estirada com efeito a
produzir extremidades muito finas, sendo entdo, submetidas a0 polimento igneo. O
tamanho final da extremidade da micropipeta de vidro situou-se entre 100 — 120 pm
(diametro externo). Esta pipeta foi adaptada, através de um micromanupulador, a um
motor vibratorio, o qual fornecia frequéncia vibratoria a micropipeta de 30 — 60 Hz, com
excurcoes de 100 — 300 um. O micromanipulador permitiu que a micropipeta pudesse
ser movida lentamente no intuito de dispersar a pequena area desgjada. O NTS
comissura pode ser identificado com auxilio de um lupa estereoscOpica e, assim, a
extremidade oscilante da micropipeta foi posicionada na superficie dorsal no NTS
comissura nafatia horizontal do tronco cerebral. Apds a remocéo da fatia horizonta do
tronco cerebral, a placa de petri contendo 0s neurdnios dispersos permaneceu em
repouso por 20 minutos para que 0s neurdnios, suspensos na solucdo, decantassem e
aderissem a0 fundo plastico da placa de petri, fornecendo assim, estrutura estavel

necessaria aos registros eletrofisiol6gicos.
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3 - Eletrofisiologia:

Para os registros eletrofisiologicos, modalidade voltage-clamp em neurbnios
dispersos, os mesmos foram visualizados através de um microscopio dotado de um
sistema Optico de contraste de fase (TE2000S; Nikon, Tokio, Jgp&o). Os registros de
voltage-clamp foram realizados utilizando-se de um amplificador Axoclamp 2A e do
programa pClamp 8 (Axon instruments/ Foster City, CA, EUA). Vale sdientar que os
registros eletrofisiol6gicos foram obtidos utilizando-se da técnica de Nystatin perforated
patch, como descrito por Horn and Marty (1988). O microeetrodo foi preenchido com
solugdo interna, contendo (em mM): 50 KCl; 100 gluconato de potassio; e 10 HEPES; e
0 pH da solucéo foi gustado em 7,2 com TrissOH. A concentragéo final de nistatina na
solucdo interna foi de 450 mg / mL. Os neurdnios dispersos da maneira acima descrita
possuem botdes pré-singpticos intactos, como indicado pela presenca dos corrente
excitatorias e inibitorias pés-sinapticas (CEPS e CIPS, respectivamente - como descrito
em Jin e cols., 2004). Os neurénios foram clampeados em uma voltagem situada entre -
55 e— 60 mV, as amostras de correntes foram coletadas cada a 20 pisec e registradas em
um computador de aquisi¢cdo de dados. Os dados foram analisados “off-line” utilizando
do programas pClamp 8 e MiniAnalysis (Synaptosoft, Decatur, GA, EUA).

Para 0s experimentos que envolviam o registro de neurdnios contidos em fatias do
tronco cerebral, as fatias horizontais foram realizadas de forma a permitir a identificacéo
eletrofisiologica dos neurénios de segunda-ordem (Doyle e cols., 2004). Os neurdnios

foram visuaizados no NTS comissura utilizando-se um sistema de aquisi¢do de imagens
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de répida atualizacdo de imagens digitais em conjunto com iluminac&o infra-vermelha e
oOptica de contraste de interferéncia diferencia (lentes de imersdo com aumento de 40
vezes) acoplados ao microscépio Axioskop FS2 (Zeiss, Thornwood, NJ). A aquisicéo de
imagens foi redlizada através de uma camera sensivel a iluminagdo infra-vermelha
(Axiocam, Zeiss, Thornwood, NJ). Os registros eletrofisiologicos foram realizados em
modalidade voltage-clamp e configuracdo whole-cell (Axoclamp 2A, Axon Instruments,
Foster City, CA). As micropipetas de registro (2.5 -3.5 MQ) foram preenchidas com
solugdo interna, que continha ( em mM): 10 NaCl, 40 KCI, 90 K gluconate, 11 EGTA, 1
CaCl2, 2 MgCl2, 10 HEPES, 2 Na2ATP, and 0.2 Na2GTP, pH 7.3 (295 mOsm) e as
células foram clampeadas em — 60 mV. A solucéo de perfusdo foi composta (em mM) de:
125 NaCl ; 3 KCl ; 1,2 MgSOy; 2 CaCl,; 25NaHCOg3; 1,2KH,PO;4; e 10 glicose, sendo
esta solucdo mantida a 32°C e em velocidade de perfusdo de 4 mL por minuto. Os dados
foram filtrados a 3 kHz e amostrados a 50-100 kHz utilizando-se do programa pClamp 8
(Axon Instruments). Um eletrodo bipolar concéntrico (200 um de didmetro; Frederick
Haer, Bowdoinham, ME) foi posicionado no trato solitério (TS) no intuito de fornecer
estimulos elétricos aos axbnios aferentes. Ainda, este eletrodo foi posicionado em
distancia compreendida entre 1 e 3 mm do neurbnio a ser registrado e, com isso,
minimizando a possibilidade de estimulagdo direta foca de axdnios ndo contidos no TS
(Doyle e cols. 2004), ou de corpos celulares locais (Titz e Keller, 1997). Os neurdnios de
segunda-ordem podem ser identificados segundo o padrdo de “Jitter” (< 150 s)
conforme descrito por Doyle e Andresen (2001) e Doyle e cols. (2004). O “jitter” é
considerado como o desvio padréo da laténcia entre o estimulo do trato solitério e o inicio

da corrente excitatéria pos-sindptica evocada. Para a andlise do Jitter, um trem de 5
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estimulos do TS a cada 6 segundos foram gerados com auxilio de um estimulador
programavel isolado (Master-8, AMPI, Jerusalém, Israel), sendo que o intervao entre os
estimulos de um mesmo trem foi de 100 ms. As laténcias singpticas foram mensuradas

entre o artefato de estimulo do ST e o inicio da corrente evocada.

4 - Andlise estatistica dos resultados:

Os resultados foram expressos como média + erro padréo da média. Os dados
obtidos foram submetidos ao teste-t de Student ou ANOVA “one-way”’ para medidas
repetidas. Para os experimentos eletrofisiologicos relacionados aos eventos espontaneos
excitatorios e inibitorios em neurdnios isolados e em fatias do tronco cerebral utilizamos

o teste Kolmogorov-Smirnov. O nivel de significanciafoi fixado em 0,05.
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VI - PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS



A — Experimentos em animais acordados:

1- Curva concentracdo-resposta a microinjecdo de diferentes concentracbes de

angiotensina ll no NTS ou no RVLM de ratos acordados:

Quatro dias gpods o implante das canulas-guia em direcdo a0 NTS e a0 RVLM,
realizamos microinjegdes de concentragcdes crescentes de angiotensina 1l nas diferentes
areas a serem estudadas com a finalidade de obter uma curva concentrag&o-resposta.
Inicid mente, realizamos a identificacdo funciond do sitio pretendido com |-glutamato,
feito isso, gpds o retorno das variaveis cardiovasculares ao niveis basais, reaizamos as
microinjecBes de concentracdes crescentes de angiotensina Il no NTS ou no RVLM de
ratos acordados. Ao fina dos experimentos, realizamos controle de volume com a
microinjecdo do veiculo (aCSF) no mesmo volume utilizado para as microinjegdes de
angiotensina Il no NTS ou no RVLM. Cada animal recebeu gpenas 3 concentractes de
angiotensna Il, a fim de reduzir os danos teciduais promovidos por multiplas

microinjecoes.
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2 — Avaliacdo da ocorréncia de taquifilaxia na resposta pressora a microinjecdo de

angiotensina Il no RLVM de ratos acordados:

Quatro ou cinco dias depois do implante de canulas-guia em direcdo ao bulbo
rostral ventro-lateral e no dia seguinte a cateterizaco da artéria femoral para registro da
fregiiéncia cardiaca, realizamos a microinjecéo de angiotensina Il no RVLM de ratos
acordados. Este protocolo foi elaborado com a findidade avaliar se a resposta pressora
produzida pela microinjecéo de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados esta sujeita
ao fendbmeno de taquifilaxia, pois caso isso ocorresse, 0s estudos subseqiientes poderiam
se tornar inviavels. Para isso, realizamos microinjecdes deste peptideo no RVLM em
intervalos de tempo decrescentes, isto € 1 hora, 30 minutos, 15 minutos, 10 minutos e 5
minutos de intervado em relacdo a concentracdo precedente. A concentracdo de

angiotensina Il utilizada paratal foi 10 mM.

3 — Padronizacdo da concentracdo do antagonista de angiotensina (Sartran) no
bloqueio das respostas cardiovasculares & microinjecdo de angiotensina Il no NTS ou

no RVLM:

Neste protocolo, gpds a ambientacdo do animal a sala de registro e estabilizacéo
dos registros cardiovasculares, realizamos a identificacdo funcional do sitio de
microinjecdo pretendido (NTS ou RVLM) através da microinjecdo da concentracdo de
angiotensna Il padronizada anteriormente (curva concentragcdo-resposta). Com este

procedimento obtivemos as respostas-controle. Apos o retorno da presséo arterial e da
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fregiiéncia cardiaca aos seus valores basais, realizamos a microinjecéo do antagonista de
receptores de angiotensina, Sartran, e entdo realizamos a microinjecéo de angiotensina |l
(na concentracdo estabelecida no protocolo anterior) 5, 10, 15 e 60 minutos apos o

bloqueio dos receptores de angiotensinall no NTSou ho RVLM.

4— Efeito do bloqueio dos receptores de angiotensinérgicos no NTS e no RVLM sobre

asrespostas cardiovasculares do quimiorreflexo:

Apbs a ambientacdo do animal a sada de registro, realizamos a ativacéo do
guimiorreflexo com KCN na concentragdo unica de 40ug/ 0,1mL, por via intravenosa e
obtivemos respostas controle. As ativagdes controle do quimiorreflexo foram reaizadas
até gue tivéssemos duas respostas subsequentes semelhantes e a Ultima resposta foi
tomada como dado para a analise estatistica. Apos um periodo de tempo néo inferior a 15
minutos, realizamos a identificaggo funciona do sitio pretendido com microinjecdes de
angiotensina Il nas concentracdes estabel ecidas no protocolo 1 para os diferentes sitios
pretendidos. ApOs a estabilizacdo dos registros, administramos 0 antagonista de
receptores angiotensinérgicos Sartran e redizamos novamente ativagdes do
guimiorreflexo aos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos gpos a microinjecdo de Sartran. As
respostas obtidas foram comparadas com as respostas controle por meio de testes

estatisticos descritos nos métodos.



B — Experimento em neurdnios do NTS comissural isolados mecanicamente:

6 - Avaliacdo do efeito farmacoldgico da angiotensina sobre a neurotransmissdo
glutamatérgica e GABAérgica em sinapses dos neurodnios disper sados mecanicamente

do NTS comissural:

Neste protocolo experimental, avaliamos o efeito da agplicacdo exdgena de
angiotensna Il (1 e 3 uM) na frequéncia da liberacdo de GABA e glutamato pelos
terminais pré-singpticos em neurdnios do NTS comissural. Avaliamos ainda a amplitude
das correntes excitatorias (eCEPS) e inibitérias (eCIPS) pds-sinapticas esponténeas
promovidas pela acdo dos neurotransmissores Glutamato e GABA, respectivamente, na
membrana pos-singptica. Vale ressaltar que a aplicacdo exdgena de angiotensina Il foi
realizada nas proximidades da célula registrada através do sistema de tubo em Y, como
descrito por Murase e cols. (1979) que, por sua vez, possibilita a troca da solucéo de

perfusdo que circundaa célulaem cerca de 20 mseg.



C — Experimentos em neurnios em fatias horizontais do NTS:

7 - Avaliacdo do efeito farmacoldgico da angiotensina 11 sobre neurotransmissdo
glutamatérgica em sinapses dos neurdnios contidos em fatias horizontais do NTS

comissural:

Realizamos o registro eletrofisioldgico de neurbnios do NTS comissural contidos
em fatias horizontais do NTS comissurd e, nestes, avaliamos o efeito da aplicacéo
exogena de angiotensina Il (1 uM) na frequéncia da liberacéo esponténea de Glutamato
pelos terminais pré-sinapticos que fazem singpses em neurdnios do NTS comissural.
Avaiamos ainda a amplitude das correntes excitatorias espontaneas (eCEPS) promovidas

pelaacdo do neurotransmissor Glutamato na membrana pos-sindptica.

8 - Avaliacédo do efeito farmacoldgico da angiotensina || sobre as correntes excitatorias
pos-sindpticas evocadas pela estimulacdo elétrica do trato solitario em neurdnios

contidos em fatias horizontaisdo NTS comissural:

Ainda em experimentos que envolviam o registro eletrofisiolégico de neurdnios
contidos em fatias horizontais do NTS comissural, realizamos a estimulacéo elétrica do
TS através de um eletrodo bipolar concéntrico. Este estimulo contituiu-se de um trem de
5 estimulos elétricos ao trato solitario a cada 6 segundos, sendo que o intervalo entre os

estimulos de um mesmo trem foi de 100 ms. Com efeito as estimulagdes elétricas do TS,
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observamos correntes pds-sindpticas evocadas nos neurdnios do NTS comissural. Este
procedimento foi realizado antes e depois da perfusdo da fatiado NTS com angiotensina

1 (1 uM).
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VIl —RESULTADOS
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A — Experimentos em animais acordados:

1 - Curva concentracdo-resposta a microinjecdo de diferentes concentracbes de

Angiotensina Il no RVLM de ratos acordados:

Este protocolo foi realizado a fim de se estabelecer a concentragéo efetiva de
angiotesina Il que causa 50% do efeito maximo em termos de magnitude de resposta
pressora. Com isso, as concentragOes utilizadas foram de 0,5; 2; 6; 8; 10; 50 e 100 mM.
Cada anima recebeu agpenas trés microinjecOes de diferentes concentragbes de
angiotensina Il e estas foram realizadas em seqUiéncia aleatoria. A figura 1 apresenta os
tracados obtidos em um rato representativo do grupo, mostrando as ateragbes
cardiovascul ares, concentracdo-dependentes & microinjecéo de angiotensina ll no RVLM.
As respostas pressoras seguiram um padrédo concentracdo-dependente: + 6+1; + 6x1;
+20£2 + 20£2; +30+5; +36+3 e +32+3 mmHg nas concentragdes de 0,5, 2, 6, 8, 10, 50 e
100 mM respectivamente, como apresentado na figura 2, sendo que a concentragéo que
causa 50% do efeito maximo foi ade 8 mM. E importante ressaltar que a microinjecéo de
50 nL do veiculo (aCSF) no RVLM promoveu resposta pressora insignificante (+2+1
mmHg). O nimero de animais que recebeu cada uma das concentragdess variou de 3 a 9.
A figura 3 expressa a duracéo da resposta pressora a microinjecéo de angiotensina Il no
RVLM de ratos acordados (100+20; 150+68; 425+58; 392+75; 436+22; 510+52 e
850+161 segundos para as concentracbes de 0,5; 2; 6; 8; 10; 50 e 100 mM
respectivamente). Os dados referentes ap presente experimento encontam-se nas tabelas 1

e 2do apéndice.
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Figura 1. Tragados de um anima representativo do grupo, mostrando as ateracOes

cardiovasculares, na frequéncia cardiaca (FC), pressdo arterial pulsétil (PAP) e pressdo

arterial média (PAM), concentracdo-dependentes em resposta a microinjecdo de

angiotensinall (A 1) no RVLM.
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Figura 2 Alteracbes concentragcdo-dependentes na presséo arterial média (PAM) em
resposta a microinjecéo de diferentes concentragBes de angiotensina Il (0,5; 2; 6; 8; 10;
50 e 100 mM) no RVLM de ratos acordados. Entre parénteses estédo apresentados os

numeros de animais que receberam cada uma das concentragoes.
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Figura 3: AlteragcOes concentracdo-dependentes na duracdo (At) da reposta pressora a

microinjecdo de diferentes concentragdes de angiotensina Il (0,5; 2; 6; 8; 10; 50 e 100

mM) no RVLM de ratos acordados. Entre parénteses estdo gpresentados os numeros de

animais que receberam cada uma das concentracoes.
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2 — Avaliacdo da ocorréncia de taquifilaxia na resposta pressora a microinjecdo de

angiotensina Il no RLVM de ratos acordados:

Para avaliarmos se sucessivas microinjecdes de angiotensina ll no RVLM de ratos
acordados promoveria ou ndo taquifilaxia, realizamos microinjecdes deste peptideo em
interval os decrescentes de tempo. Com isso, estabelecemos os tempos de 60, 30, 15, 10 e
5 minutos. A figura 4 ilustra um tracado de um animal representativo deste grupo, onde
podemos evidenciar a auséncia de taquifilaxia. Como podemos observar na figura 5, as
microinjecBes sucessivas de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados, em interval os
decrescentes, nd promoveu reducdo da magnitude das respostas pressoras a
microinjecdo deste peptideo, visto que as respostas nos tempos de 60, 30, 15 e 10 (+30+3;
+27+3; +25+2 e+26+2 mmHg, respectivamente) ndo foram significativamente diferentes
daresposta pressora controle (+24+2 mmHg). Apos o intervalo de 5 minutos, observamos
uma reducdo significativa da magnitude da resposta pressora (+17+2 mmHgQ) a
microinjecdo de angiotensina ll. Esta reducéo ocorreu porque o nivel da presséo arterial
ainda encontrava-se elevado devido a microinjecdo precedente.

Ao avaliar o tempo de duracdo destas respostas pressoras, observamos um padréo
semelhante aos resultados referentes a magnitude da resposta pressora, pois as
microinjeces a intervalos de tempo de 60, 30, 15 e 5 minutos (540+109, 432+60,
441+64 e 290145 segundos, respectivamente) ndo ateraram significativamente o tempo
de duracéo da resposta pressora em relagdo a resposta controle (45671 segundos), como
mostrado nafigura6. Neste protocolo utilizamos um total de 35 animais, dos quais 8

foram considerados positivos na andlise histoldgica. Para que o animal fosse considerado
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positivo e, portanto, incluido no grupo, este deveria apresentar 0 trgeto das
microinjetoras com o centro da microinjecdo no RVLM, tendo-se como referenciais, o
aspecto cauda do nucleo facial e o centro da microinjecdo estar situado ventralmente ao
nucleo ambiguo. Os resultados referentes ao presente experimento encontram-se na

tabela 3 do apéndice.
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Figura 4. Tragados de um anima representativo do grupo, mostrando as ateracOes
cardiovasculares na frequéncia cardiaca (FC), presséo arterial pulsatil (PAP) e na pressdo
arterial média (PAM) bem como a auséncia de taguifilaxia em resposta a microinjecdes

de angiotensinall (All -10 mM) no RVLM.
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Figura 5: Alteracd0 na pressdo arteriad (A PAM) em resposta a microinjecdes
consecutivas de angiotensina |l (10 mM) aintervalos de tempo decrescentes em relacéo a

microinjecdo precedente. (*) Diferente em relagdo ao controle (p<0,05).
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Figura 6: Duracdo (AT) das respostas pressoras as microinjecdes consecutivas de

angiotensinall (10 mM) ainterval os decrescentes (n=8).
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3 — Padronizacéo da concentracdo efetiva do antagonista ndo-seletivo de angiotensina
(Sartran) no bloqueio das respostas cardiovasculares & microinjecdo de angiotensina

Il no RVLM de ratos acordados:

Observamos que a microinjecdo de angiotensina ll no RVLM de ratos acordados,
produziu uma resposta pressora (+19+2 mmHg) que ndo foi atenuada pela microinjecdo
da solucéo 20 mM de Sartran (+11+1 mmHg), bem como n& houve ateracéo
significativa 1 ou 2 horas apos a microinjecdo do antagonista (+17+2 e +15+2 mmHg,
respectivamente), como expresso na figura 8. Apesar da atenuag&o da resposta a anélise
estatistica ndo evidenciou diferenca significativa. A durag&o da resposta pressora também
ndo foi significativamente reduzida pela prévia microinjecdo do Sartran, (195+29;
304+53; 380+46 segundos, respectivamente) em relacdo a resposta controle (36954
segundos). Os valores relativos a andlise da duracdo da resposta pressora estéo
apresentados nafigura9.

Como ndo conseguimos blogueio significativo da resposta pressora a
microinjecdo de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados com a microinjecéo de 20
mM do antagonista, decidimos readizar protocolo semelhante, porém microinjetando 50
nL de uma solucdo de 40 mM do antagonista. Com efeito, observamos que a
microinjecdo desta concentragdo do Sartran promoveu reducdo da magnitude da resposta
pressora a microinjecéo de angiotensina Il aos 5 minutos, 1 e 2 horas apds a microinjecdo
do Sartran 40 mM (+6x1 ; +5+1 e +6+1 mmHg respectivamente) em relacdo a resposta
controle (+19+2 mmHg) (Figura 10). Efeito semelhante foi observado na duracéo desta

resposta pressora (Figura 11), onde a microinjecéo do sartran reduziu significativamente
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a duracdo da resposta pressora a microinjecdo de angiotensina Il aos 5 minutos, 1 e 2
horas apds a microinjegao do Sartran 40 mM (140+48; 10835 e 168+51 segundos) em
relacdo a resposta controle (328+35 segundos). Como o bloqueio foi efetivo, a
concentracd de 40 mM passou a ser testada contra o quimiorreflexo. A figura 7
representa tragados de um anima representativo do grupo, mostrando as ateragdes na
pressdo arterial antes e gpos amicroinjecdo do Sartran na concentracéo de 40 mM.
Observamos, entretanto, que microinjecOes de angiotensina Il redizadas
involuntariamente no aspecto cauda do nucleo facial (n=5), o qua se situa se situa nos
limites rostras do RVLM também promoveu resposta pressora semelhante aquela
observada quando da microinjecéo de angiotensina Il no RVLM, onde a magnitude da
resposta pressora foi de 16 + 4 mmHg (Figura 12) e a sua duragéo de 296 +92 segundos
(Figura 13). Vae ressaltar que estas respostas ndo foram diferentes dagquelas produzida
pela microinjecdo de angiotensina Il no RVLM. Contudo, isso ainda ndo exclui a
possibilidade de que o volume microinjetado no nacleo facia tenha se difundido para o
RVLM ou que nesta regido encontrem-se neurdnios relacionados a atividade eferente
simpatica. Ainda, esta resposta parece ser especifica da ativacdo de receptores de
angiotensina, uma vez que a mesma foi atenuada pela prévia microinjecdo do Sartran,
cuja magnitude da resposta passou a ser de 5 + 2 mmHg e a sua duragdo de 10 + 2
segundos (n=5). Estes animais com microinjecdes de angiotensina Il e Sartran no nicleo
facial foran obtidos quando do desenvolvimento deste protocolo experimental
(Estabelecimento da concentragdo efetiva do antagonista de angiotensing), logo a andlise
das respostas cardiovasculares a microinjecdo de angiotensina Il antes e apds o Sartran

foram procedidas da mesma forma que realizamos nagueles com microinjecdes da
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angiotensna e seu antagonista no RVLM. Na figura 14, apresentamos uma
fotomicrografia do RVLM de um animal representativo do grupo, mostrando o sitio
unilateral de microinjecéo de angiotensinall e Sartran (40 mM). Na figura 15, mostramos
fotomicrografia naqual observamos o sitio de microinjecéo unilateral de angiotensinall e
Sartran (40 mM) no Nucleo Facia de uma animal representativo do grupo. Os dados
referentes aos presentes experimentos encontam-se gpresentados nas tabelas 4 e 5 do

apéndice.
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Figura 7: Tragados de um anima representativo do grupo, mostrando as respostas
cardiovasculares, na frequéncia cardiaca (FC), na presséo arteria pulsatil (PAP) e na
pressdo arterial média (PAM), as microinjecoes de angiotensina Il no RVLM, antese 5

min, 1 horae 2 horas ap6s a microinjecdo de Sartran (40 mM).
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Figura 8: Resposta (A PAM) pressora & microinjecdo de angiotensina Il no RVLM de
ratos acordados, antes (CONT) e 5 min, 1h e 2 horas ap6s a microinjecéo de Sartran (20

mM) no RVLM, (n=11).
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Figura 9: Duracdo das repostas pressoras as microinjecoes de angiotensina |l no RVLM
de ratos acordados, antes (CONT) e 5 min, 1 h e 2 horas ap6s a microinjecéo de Sartran

(20 mM) no RVLM, (n=11).
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Figura 10: Repostas pressoras as microinjecdes de angiotensina Il no RVLM de ratos
acordados, antes (CONT) e 5 min, 1 h e 2 horas apds a microinjecéo de Sartran (40 mM),

(n=7) no RVLM. (*) Diferente do controle (p<0,05).
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Figura 11: Duracéo das repostas pressoras as microinjecdes de angiotensinall no RVLM
de ratos acordados, antes (CONT) e 5 min, 1 h e 2 horas ap6s a microinjecéo de Sartran

(40 mM) no RVLM, (n=7).(*) Diferente do controle (p<0,05).
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Figura 12: Repostas pressoras as microinjecdes de angiotensina Il nos aspectos mais

caudais do nucleo facial de ratos acordados, antes (CONT) e 5 min, 1 h e 2 horas gpés a

microinjecdo de Sartran (40 mM) no nucleo facid, (n= 7).
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Figura 13: Duracdo das repostas pressoras as microinjecdes de angiotensina Il nos
aspectos mais caudais do nucleo facia de ratos acordados, antes (CONT) e5min, 1 he2
horas ap0s a microinjecdo de Sartran (40 mM) no nucleo facial (n= 7).(*) Diferente do

controle (p<0,05).
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Figura 14: Fotomicrografia de uma seccéo transversal tronco cerebra de um rato,

mostrando o trgjeto e o sitio de microinjecdo unilateral no RVLM (aumento de 30 x).



67

Figura 15: Fotomicrografia de uma seccéo transversal tronco cerebra de um rato,

mostrando o trajeto e o sitio unilateral de microinjecdo no nucleo facia (NF) realizada

involuntariamente (aumento de 50 x).
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4 — Efeito do Sartran, antagonista dos receptores de angiotensina, ho RVLM
bilateralmente sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo no rato

acordado:

A figura 16 ilustra um tragcado representativo de um animal do grupo, mostrando
as ateraghes na pressdo arterial média, pressdo arteria pulsitil e frequiéncia cardiaca em
resposta a ativagdo do quimiorreflexo, antes e gpds a microinjecéo bilateral do Sartran no
RVLM de ratos acordados. Na figura 17, observamos que a resposta pressora do
guimiorreflexo foi significativamente alterada aos 5 minutos gpos a microinjecdo bilateral
de Sartran (+22 +5 mmHg), entretanto esta resposta ndo foi aterada aos 10, 15, 30 ou 60
minutos (28 +5; 32+5; 30 £ 6 e 37+6 mmHg respectivamente) gpds a microinjecdo
bilatera do Sartran no RVLM, em relacéo a resposta controle (36 = 5 mmHg). O tempo
de duracéo da resposta pressora do quimiorreflexo ndo foi dterada aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos gpos a microinjecdo bilateral do Sartran no RVLM (10+2; 10+£3; 9+1; 1246 e
14+6 segundos, respectivamente) em comparacdo a0 tempo de duragcdo da resposta
pressora controle (15+4 segundos), como representado na figura 18. Na figura 19
apresentamos graficamente os niveis de pressdo arterial basal antes e apds a microinjecéo
bilatera de Sartran no RVLM (100 +2 vs 106 + 9 mmHg, n=8). A figura 20 mostra a
fotomicrografia do tronco cerebra de um animal do grupo, ilustrando os sitios de
microinjecdo bilateral do Sartran no RVLM. Vale, ainda ressatar que a micronjecdo
bilatera do veiculo (aCSF) n& promoveu qualquer alteracdo na resposta pressora do
guimiorreflexo aos 5, 10, 15, 30 e 60 (39+2; 37+2; 40+3; 30+3 e 36+1 mmHg,

respectivamente) minutos em relacdo a resposta pressora controle (363 mmHg) . Os



69

dados referentes aps presentes experimentos estdo gpresentados nas tabelas 6 e 7 do

apéndice.
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Figural6: Tracados de um animal representativo do grupo, mostrando as alteracfes na
fregiiéncia cardiaca (FC), presséo arterid pulsétil (PAP) e presséo arterial média (PAM)
em resposta a ativagdo do quimiorreflexo antes (KCN CONT) e aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos gpos a microinjecéo bilatera do Sartran (SAR — 40 mM) no RVLM de ratos

acordados (n=8).
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Figura 17: Resposta pressora (APAM) a ativagdo do quimiorreflexo antes (Controle) e

aos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos apos a microinjecdo bilateral do Sartran no RVLM de ratos

acordados (40 mM, n=8; p < 0,05).



72

20 _

Controle 5 10 15 30 60

Figura 18: Duracdo da resposta pressora (At) & ativacdo do quimiorreflexo antes
(Controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 minutos gpds a microinjecdo de Sartran bilateralmente no

RVLM de ratos acordados (40 mM, n=8).
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Figura 19: Valores basais da pressio arteria média (PAM) antes (CONT) e apds (POS
SARTRAN) a microinjecéo bilateral de Sartran no RVLM de ratos acordados (40 mM,

n=8).
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Figura 20: Fotomicrografia do tronco cerebral de um animal representativo do grupo,

mostrando os sitios de microinjecdo bilateral no RVLM (aumento = 40 x)
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Figura 21: Fotomicrografia de uma seccdo transversal tronco cerebra de um rato,
mostrando 0s trgjetos e os sitios bilaterais de microinjecdo no RVLM, mas que entretanto
forma considerados negativos pela grande érea de lesdo e pela quantidade de sangue nos

trg etos e sitios de microinjegdo (aumento de 30 x).
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5 - Curva concentracdo-resposta a microinjecdo de diferentes concentragdes de

angiotensina Il no NTS de ratos acordados:

A figura 22 apresenta os tragados obtidos em um rato representativo do grupo,
mostrando as ateracfes cardiovasculares, concentracdo-dependentes a microinjecéo de
angiotensina Il no RVLM. As respostas pressoras seguiram um padrdo concentracéo-
dependente: +3+12; + 4+4; +3+2 + 7+4; +23+6; +31+5 e +30+7 mmHg nas
concentragdes de 0,005; 0,05; 05; 2, 10, 50 e 100 mM respectivamente, como
apresentado nafigura 23, sendo gque a concentracdo que causa 50% do efeito maximo foi
ade 10 mM. Vale ressaltar que a microinjecdo de 50 nL do veiculo (aCSF) no NT S n&o
promoveu resposta pressora (0+0 mmHg). O nimero de animais que recebeu cada uma
das concentragOes variou de 5 a 9. A figura 24 expressa a duracdo da resposta pressora a
microinjecdo de angiotensina Il no NTS de ratos acordados (57+40; 40+40; 60+37;
277+112; 296+49; 796+148 e 715+218 segundos para as concentragdes de 0,005; 0,05;
0,5; 2,0; 10; 50 e 100 mM respectivamente). A figura 25 € uma fotomicrografia do tronco
cerebral de um animal representativo do grupo, mostrando o sitio de microinjecéo da
angiotensina Il em animais acordados.

Observamos ainda, que a microinjecdo involuntaria de angiotenisna Il em sitios
adjacentes a0 NTS, foi capaz de promover resposta pressora semelhante aquela obtida
guando da microinjecdo do peptideo foi feita no NTS. Entretanto, apds a andlise
histologica criteriosa, verificamos que as microinjecdes realizadas em sitios adjacentes a0
NTS foram feitas em regifes muito proximas deste nicleo. Desta forma, ndo podemos

assegurar se a resposta pressora a microinjecéo de angiotensina Il forado NTS é ou n&o
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devida a difusdo da solucdo microinjetada até o NTS, cuja ativacdo pela angiotensina Il
poderia ser responsavel pela resposta pressora observada. Outra possibilidade seria a
difusdo da angiotensina Il microinjetada para o fluido cérebro-espina atingindo outros
nucleos envolvidos com a via simpato-excitatoria do quimiorreflexo. Na figura 26,
mostramos uma curva concentragcdo-resposta da resposta pressora a microinjecéo de
angiotensina Il em sitios adjacentes a0 NTS, em semelhanca agquela representada na
figura 23. Apresentamos ainda, na figura 27, a curva concentracdo-resposta relacionada
ao tempo de duragcdo da resposta pressora a microinjecdo de angiotensina Il em sitios
adjacentes a0 NTS e, na figura 28, ilustramos uma tipica histologia do tronco cerebra de
um anima cujo centro da microinjecdo esta fora do NTS mas que a microinjecéo de
angiotensina Il promoveu resposta pressora semelhante aquela observada quando da
microinjecdo deste peptideo no NTS. Os dados referentes ao presente experimento

encontram-se nas tabelas 8 e 9 do apéndice.



78

500
FC 300 WVM TN T e A A AN A A e A
(bpm)

100-

200

0_
200

PAM 100— R MWW~rW—M M ey y—

o b =

ANG Il ANGIl ANGII aCSF
10 mM 0,5mM 100 mM 50 nL

Figura 22: Tragados de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteraces
concentracdo-dependentes na pressdo arterial em resposta a microinjecdo de angiotensina
[1 (0,5; 10 e 100 mM) no NTS e a auséncia de alteracbes em resposta a micronjecéo de

aCSF.
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Figura 23: Alteragbes concentracdo-dependentes na reposta pressora (APAM) a
microinjecdo de diferentes concentragdes de angiotensina ll (0,005; 0,05; 0,5; 2,0; 10; 50
e 100 mM) no NTS de ratos acordados. Entre parénteses estéo gpresentados os numeros

de animais que receberam cada uma das concentragdes. 1E-3 corresponde a1 x 10°°.
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Figura 24: Alteragbes concentrac@o-dependentes na duracdo da reposta pressora (At) a

microinjecdo de diferentes concentragdes de Angiotensinall (0,005; 0,05; 0,5; 2; 10; 50 e

100 mM) no NT S de ratos acordados. Entre parénteses estdo apresentados os nimeros de

animais que receberam cada uma das concentragdes. 1E-3 corresponde a1 x 10>,
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Figura 25: Fotomicrografia de uma seccdo transversal do tronco cerebra de um animal,

representativo do grupo. A setaindicao sitio de microinjecdo no NTS (Aumento de 40x).
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Figura 26: Curva concentracdo-resposta da alteracdo da presséo arterial (A PAM) em
resposta a microinjecdo de angiotensina Il fora do NTS. Entre parénteses estdo
apresentados 0s numeros de animais gque receberam cada uma das concentragdes. . 1E-3
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Figura 27: Curva concentragcdo-resposta da duracdo da resposta pressora (At) a

microinjecdo de angiotensina Il fora do NTS. Entre parénteses estdo apresentados o0s

numeros de animais que receberam cada uma das concentragdes. 1E-3 corresponde a 1 x

103,



Figura 28: Fotomicrografia do tronco cerebral de um animal do grupo, mostrando o sitio
de microinjecdo forado NTS. A setaindica o centro da microinjecdo localizado latera ao

NTS (aumento de 40x).
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6 — Padronizacéo da concentracdo efetiva do Sartran, antagonista dos receptores de
angiotensina, no bloqueio das respostas cardiovasculares a microinjecdo de

angiotensina Il no NTS de ratos acordados:

A figura 29 representa tragados de um anima representativo do grupo, mostrando
as ateracOes na pressdo arterial antes e gp0s a microinjecdo do Sartran na concentracdo
de 40 mM. Observamos que a microinjecdo de angiotensina Il no NTS de ratos
acordados, produziu uma resposta pressora (+18 + 3 mmHg, n=5) que ndo foi atenuada
pela microinjecdo de Sartran aos 5, 10, 15, 30 ou 60 minutos (+20 + 4; +18 £ 3; +20 * 4;
+23 + 4; +21 + 4 mmHg, respectivamente), como expresso na figura 30. A duragcdo da
resposta pressora também néo foi significativamente reduzida pela prévia microinjegdo
do Sartran, umavez que a microinjecdo deste antagonista ndo alterou o tempo de duracéo
da resposta pressora a microinjecdo de angiotensina Il aos 5, 10, 15, 30 ou 60 apos a
microinjecdo do antagonista (320 + 46; 344 + 20,14; 428 + 90,24; 384 + 62,73 e 356 +
41,18 segundos, respectivamente) em relacdo a resposta controle (360 + 57 segundos).
Os vaores relativos a andlise da duracdo da resposta pressora estdo apresentados na
figura 31.

Como ndo conseguimos blogueio significativo da resposta pressora a
microinjecdo de angiotensina Il no NTS de ratos acordados com a microinjecéo de 20
mM do antagonista, decidimos readizar protocolo semelhante, porém microinjetando 50
nL de uma solucdo de 40 mM do antagonista. Com efeito, observamos que a
microinjecdo desta concentragdo do Sartran promoveu reducdo da magnitude da resposta

pressora a microinjecdo de angiotensina Il aos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, apds a
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microinjecao do Sartran na concentracéo de40 mM (+18 £ 4; +22 +5; +18+ 4; +22+ 4 e
+23 £ 4 mmHg, respectivamente, n=10) em relagcdo a resposta controle (+33 £ 4 mmHgQ)
(Figura 32). Efeito semelhante foi observado na duragéo desta resposta pressora (Figura
33), onde a microinjecdo do sartran reduziu significativamente a duragdo da resposta
pressora a microinjecdo de angiotensina Il em todos os tempos avaliados (101 + 28. 156
+ 58; 251 + 94; 126 + 48 e 145 * 49 segundos, respectivamente, n=10) em relagdo a
resposta controle (340 + 76 segundos). Como o blogueio foi efetivo, a concentracéo de 40
mM passou a ser testada contra o quimiorreflexo. Vae ainda ressaltar que a microinjecéo
do veiculo (aCSF) ndo atenuou a resposta pressora a microinjecéo de Angiotensina no
NTS de animais acordados (+26 £ 2 vs. +27 £ 2; +30£ 2; +30+ 3; +27+ 3e+32+t 4
mmHg, n=5). Os dados referentes a0 presente experimento encontram-se nas tabelas 10,

11 e 12 do gpéndice.
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Figura 29: Tragados de um animal representativo do grupo, mostrando as respostas
cardiovasculares na frequéncia cardiaca (FC), presséo arterial pulsatil (PAP) e na pressdo
arterial média em resposta as microinjegdes de angiotensina ll no NTS, antes e aos 5, 10,

15, 30 e 60 min gpds amicroinjecdo de Sartran (40 mM).
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Figura 30: Resposta (A PAM) pressora & microinjecdo de angiotensina Il no NTS de
ratos acordados, antes (controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 min apds a microinjecéo de Sartran

(20 mM) no NTS, (n=5).
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Figura 31: Duracdo das repostas pressoras as microinjegdes de angiotensina Il no NTS
de ratos acordados, antes (controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 min apds a microinjecdo de

Sartran (20 mM) no NTS, (n=5).
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Figura 32: Repostas pressoras as microinjegdes de angiotensina Il no NTS de ratos
acordados, antes (controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 minutos apds a microinjecéo de Sartran

(40 mM), (n=10) no NTS. (*) Diferente do controle (p<0,05).
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Figura 33: Duracéo das repostas pressoras as microinjecdes de angiotensinall no RVLM

de ratos acordados, antes (controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 minutos gpds a microinjecéo de

Sartran (40 mM) no NTS, (n= 7).(*) Diferente do controle (p<0,05).
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7 — Efeito do Sartran, antagonista dos receptores de angiotensina, no NTS
bilateralmente sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo no rato

acordado:

A figura 34 ilustra tragados representativos de um animal do grupo, mostrando as
alteragdes na pressdo arterial média, pressdo arterial pulsatil e freqiéncia cardiaca em
resposta a ativagdo do quimiorreflexo, antes e gpds a microinjecéo bilateral do Sartran no
NTS de ratos acordados. Na figura 35, observamos que a resposta pressora do
guimiorreflexo ndo foi significativamente aterada aos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos apés a
microinjecdo bilateral de Sartran (+24 16, +20+7, +21+6, +25+5 e +26+5 mmHg), no
NTS de ratos acordados, em relacdo a resposta controle (+31+5 mmHg). O tempo de
duracdo da resposta pressora do quimiorreflexo ndo foi aterada aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos gpos a microinjecdo bilateral do Sartran no NTS (10+2; 8+2; 7+2; 13+2 e 13+3
segundos, respectivamente) em comparacéo ao tempo de duracdo da resposta pressora
controle (132 segundos), como representado na figura 36. Na figura 37 apresentamos
graficamente os nivels de pressdo arterial basa antes e gpos a microinjecdo bilateral de
Sartran no NTS (103+1 vs 123+6 mmHg, n=7). A figura 38 mostra a fotomicrografia do
tronco cerebral de um animal do grupo, ilustrando os sitios de microinjecdo bilateral do
Sartran no NTS. Vale, ainda ressaltar que a micronjecéo bilateral do veiculo (aCSF) ndo
promoveu qualquer ateracdo na resposta pressora do quimiorreflexo aos 5, 10, 15, 30 e
60 (35+3; 32+3; 38+2; 30+2 e 37+3 mmHg, respectivamente) minutos em relacéo a
resposta pressora controle (35t2 mmHg) . Os dados referentes aos presentes

experimentos estdo gpresentados natabela13 do apéndice.
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Figura 34: Tragados de um animal representativo do grupo, mostrando as alteragdes na
fregiiéncia cardiaca (FC), presséo arterid pulsétil (PAP) e presséo arterial média (PAM)
em resposta a ativagdo do quimiorreflexo antes (KCN CONT) e aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos gpds a microinjecdo bilateral do Sartran ( 40 mM) no NTS de ratos acordados

(n=7).
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Figura 35: Resposta pressora (APAM) a ativagdo do quimiorreflexo antes (Controle) e

aos 5, 10, 15, 30 e 60 minutos apds a microinjecdo bilateral do Sartran no NTS de ratos

acordados (40 mM, n=7).
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Figura 36: Duracdo da resposta pressora (At) a ativagdo do quimiorreflexo antes

(Controle) e 5, 10, 15, 30 e 60 minutos gpds a microinjecdo de Sartran bilateralmente no
NTS de ratos acordados (40 mM, n=7).
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Figura 37: Valores basais da presséo arterial média (PAM) antes (Controle) e apés (Pés-

Sartran) amicroinjecdo bilateral de Sartran no NTS de ratos acordados (40 mM, n=7).
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Figura 38: Fotomicrografia do tronco cerebral de um animal representativo do grupo,

mostrando os sitios de microinjecéo bilateral no NTS (aumento = 40 x)
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B — Experimentos em neuronios isolados:

1 - Avaliacdo do efeito farmacoldgico da angiotensina sobre neurotransmissao
glutamatérgica e GABAérgica em sinapses dos neurodnios disper sados mecanicamente
do NTS comissural:

Neste protocolo, observamos as dteracbes na frequéncia e na amplitude das
correntes excitatorias pos-sindpticas (CEPs) e das correntes inibitorias pds-sinapticas
(CIPs) espontaneas promovidas pela aplicacdo de angiotensina |l exdgena. Vae lembrar
gue os eventos espontaneos incluem a liberagdo de vesiculas sinapticas de maneira
guantal, bem como vesiculas singpticas que sdo liberadas pela despolarizacdo esponténea
do terminal pré-sinagptico. Assim, no decorrer deste protocolo experimental, observamos
trés padrbes de dteracdo distintos nos CEPs e nos CIPS espontaneos, quando da
administracdo do referido peptideo: aumento, reducéo e auséncia de dteracdo, tanto na
frequéncia quanto na amplitude destes eventos esponténeos. Com efeito, nesta secéo,
inicia mente tratamos da morfologia e das caracteristicas dos neurdnios observados gpos
0 procedimento de dispersdo mecanica dos neurdnios do NTS comissural. Em seguida,
abordaremos a diferenciacdo dos CEPs e dos CIPs quanto a cinética e a farmacologia
destes eventos. Finalmente, trataremos dos resultados referentes a aplicacdo de
angiotensina Il exdgena nos diferentes grupos encontrados, no intuito de realizar uma

andlise mais acurada
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a) Morfologia dos neurdnios do NTS comissural :

A dispersdo mecanica dos neurénios do NTS fornece neurdnios aparentemente
saudaveis e que possuem seus botBes sinapticos intactos, estes por sua vez, sdo
necessarios para a observacdo dos eventos pés-sindpticos espontaneos. Na figura 39
mostramos 15 exemplos de neurbnios observados apos a dispersdo mecanica daregido do
NTS comissural. Notamos nesta figura que estes neurbnios possuem diversos padrfes
morfol6gicos, bem como é variado o numero de processos dendriticos que 0s mesmos
possuem. Podemos ainda, observar que estes neurdnios posseum diametro celular
variado, como demonstrado na figura 40. Neste gréfico de distribuicdo amostrd,

observamos que a média do didmetro celular foi de 16,6+ 3,67 um. A maior célula

registradateve o didmetro celular de 24 um e amenor de 12 pm.
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Figura 39: Figura ilustrando a pluraidade de tipos celulares observados quando da
dispersdo mecéanica dos neurénios do NTS comissural. Notar a diversidade quanto ao
didmetro celular, forma e quantidade de processos dendriticos.
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Figura 40 : Frequéncia amostral do diamtro celular dos neurdnios registrados do NTS
comissura. Dados expressos como média+ DPM.
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b) Identificacdo dos CEPs e dos CIPs:

Durante o registro dos neurénios do NTS comissural dispersados mecanicamente,
observamos dois eventos distintos a saber: as correntes excitatorias pos-sinapticas
esponténeas (CEPs) e as correntes inibitdrias pos-sinapticas esponténeas (CIPs). Estes
eventos sdo diversos sob o ponto de vista de suas cinéticas, bem como da sua natureza
sindptica e, portanto, de sua farmacologia. Os CEPs sdo correntes catidnicas provocadas
pela liberagdo do neurotransmissor excitatorio glutamato pelo termina pré-singptico e
pela acdo deste neurotransmissor em receptores ionotropicos na membrana pos-sinagptica.
Por sua vez, os CIPs, sdo correntes iOnicas de cloreto promovidas pela liberacdo de
GABA pelo termina pré-singptico e pela acdo deste neurotransmissor inibitorio em
receptores GABA, na membrana da célula pos-singptica. Além disso, como citado
anteriormente e exemplificado na figura 41, observamos que estes eventos possuem
cinéticas diferentes. Os CEPs possuem valores de tempo de pico e o tempo de
decaimento menores que os vaores dos mesmo parametros para os CIPs, entretanto, a
sua amplitude é varias vezes menor que a amplitude dos CIPs. O conhecimento destas
diferencas € de grande utilidade e nos permite diferenciar um CEPs de um CIPs durante
os registros eletrofisiolégicos. Pode-se ainda, redizar a diferenciacdo farmacoldgica
destes eventos espontaneos. A figura 42, mostra o registro de um neurénio do NTS
comissura, dispersado mecanicamente, onde observamos a ocorrénciade CEPs e de CIPs
concomitantemente durante o periodo controle. Apds a aplicacdo de bicuculina ao
perfusato, observamos que os CIPs esponténeos sdo bloqueados pela bicuculina, sendo
portanto este eventos dependentes da ativacdo de receptores GABAA pOs-singpticos.

Apés alavagem do antagonista com a solucéo padrdo observamos que o registro volta a
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apresentar os CIPs espontaneos. A adicdo de NBQX e AP-5 ao perfusato bloqueia a
ocorréncia espontanea dos CEPs. Assim, mostramos que estes eventos séo dependentes
da ativagdo de receptores inotropicos de glutamato na membrana pos-singpticas. A
reversibilidade do bloqueio é demostrada pela lavagem dos antagonistas e recuperacéo

dos CEPs.
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Figura 41. Diferencas entre as caracteristicas cinéticas (tempo de pico, tempo de
decamento e amplitude média) dos eventos singpticos espontaneos (CEPs e CIPs)
observados ao registro de neurénios do NT'S mecanicamente dissociados.
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Figura 42: Tracados obtidos de um neurdnio do NTS comissural, dispersado
mecanicamente, ilustrando a identificacdo farmacologica dos CEPs e dos CIPs, no
periodo controle, apds bicuculina, NBQX bem como apds a recuperacdo dos eventos
singpticos espontaneos.
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c) Efeito da Aplicacdo de angiotensina Il exdgena sobre a frequéncia dos CEPs e dos
ClIPs:

Nesta andlise observamos trés padrfes de ateracdo quando da aplicacéo de
angiotensina Il exégena (1 puM) sobre a frequéncia dos CEPs e dos CIPs. aumento,
reducdo e auséncia de alteracdo na frequéncia destes eventos esponténeos. Na figura 43,
painel A, observamos que entre as 13 células em que observamos CEPs, 5 (38,5%)
apresentaram aumento, 5 (38,5%) apresentaram reducéo e 3 (23,1%) ndo apresentaram
gualquer alteracdo significativa na frequéncia dos CEPs ap0s a aplicacdo de angiotensina
I1. No painel B, mostramos que dentre as 22 células que apresentaram a ocorréncia
esponténea de CIPs quando do registro eletrofisiologico, 6 (27,3%) apresentaram
aumento, 13 (59,1%) reducéo e 3 (13,6%) ndo apresentaram qualquer ateracdo na
frequéncia dos CIPs quando da aplicacéo de angiotensina Il exégena.

Na figura 44 mostramos registros eletrofisiologicos, no periodo controle, apos a
administracdo de angiotensina Il (1 pM) e apds a reperfusdo do sistema com solucéo
padréo (recuperacéo), bem como mostramos o histograma de frequéncia, representativos
de neurdnios que apresentaram aumento na frequéncia dos CEPs ap0s a administragdo de
angiotensna Il (1 uM, n=5). Na figura 45 mostramos as ateracOes na frequéncia média
dos CEPs (dados normalizados em relagcdo ao controle e apresentados como % do
controle) quando da aplicacdo de angiotensina Il (1 e 3 uM) bem como a recuperacéo
apos alavagem do peptideo do sistema. Nesta figura observamos que a administragéo de
angiotensina Il na concentracdo de 1 puM, aumentou significativamente a frequéncia
meédia dos CEPs espontaneos, entretanto, ndo observamos um padrédo concentracéo-

dependente quando da aplicacdo de angiotensina Il na concentragdo de 3 puM. Apés a
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reperfusdo do sisterma com solucéo padrdo, observamos que a frequéncia média dos CEPs
retornaavalores préximos aos observados durante o periodo controle.

A figura 46 mostra registros eletrofisiolégicos e histograma de frequéncia no
periodo controle, apos a aplicacdo de angiotensinall (1 uM) e apds o retorno da perfuséo
do sistema com solugdo padréo, no grupo que apresentou aumento na frequéncia dos
CIPs em resposta a administracéo de angiotensina Il (1 uM, n=6). Na figura 47,
observamos as alteracdes na frequéncia média dos CIPs ap0s a aplicacdo de angiotensina
1 (1 e 3 uM), bem como apods a recuperacdo pela perfusdo do sistema com solucéo
padréo. Observamos nesta figura que a administracdo de angiotensina Il (1 uM) promove
aumento significativo da frequénciados CIPs, entretanto, a administracdo de angiotensina
[l (3 uM), embora tenha mostrado uma elevacdo mais acentuada, seu efeito ndo foi
significativo. ApGs o periodo de recuperacdo, observamos que a frequéncia media dos
CIPs retorna a valores semelhantes ao controle. Os dados expressos neste grafico foram
normalizados e expressos como porcentagem do controle.

Na figura 48 observamos os dados referentes a0 grupo de neurbnios que
apresentaram reducdo na frequéncia dos CEPs frente a aplicac@o de angiotensina Il (1
MM, n = 5) exdgena. Assim, nesta figura mostramos os tragados eletrofisiolégicos e o
histograma de frequéncia de um neurénio representativo do grupo, no qual observamos a
reducdo de da ocorréncia espontanea dos CEPs apés a administracdo de angiotensinall (1
MM) em relacdo ao periodo controle, bem como notamos a reversibilidade da reducéo da
frequéncia apos a lavagem deste peptideo do sistema (recuperacdo). Na figura 49,
observamos a reducéo na frequéncia média dos CEPs em neurénios do NTS comissurd,

dispersados mecanicamente, frente a aplicacdo de angiotensinall (1 e 3uM), bem como a
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frequéncia apos a reperfusdo do sistema com solucdo padréo. Nesta figura, mostramos
gue a aplicacdo de angiotensina (1 ou 3 M) ndo promove ateracbes significativas na
frequéncia média dos CEPs. Os dados foram normalizados em relacd ao controle e
expressos como porcentagem do controle.

A exemplo da figura anterior, na figura 50, podemos observar o0s registros
eletrofisioldgicos e o histograma de frequéncia dos neurdnios que apresentaram reducéo
na frequéncia dos CIPs apés a administracéo de angiotensina Il (1 uM — n = 13),
mostrando os periodos controle, gpos a aplicacdo de angiotensina Il e apds a recuperacéo.
Na figura 51 observamos que a aplicacdo de angiotensina Il (1 e 3 uM) promoveu
reducdo significativa na frequéncia média dos CIPs espontaneos, entretanto esta reducdo
ndo se deu de modo concentracdo-dependente. M ostramos ainda, que apés a lavagem do
sistema com solucdo padréo os valores de frequéncia média dos CIPs encontram-se
proximos aos vaores basais. Os dados referentes a este grafico foram normalizados em
relacdo ao controle e apresentados como porcentagem do controle.

O grupo de neurbnios que ndo apresentou qualquer alteralcdo na frequéncia dos
eventos espontaneos registrados sdo apresentadas a seguir. Na figura 52 observamos
registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia de um neurénio do NTS,
representativo do grupo que em gue a frequéncia dos CEPs ndo foi aterada pela
administracdo de angiotensina Il (1 uM, n = 3). Nesta figura podemos observar a
frequéncia dos CEPs no periodo controle, apds a aplicacdo de angiotensina ll (1 uM) e
apos a reperfusdo do sistema com solulgcao padréo. Na figura 53 mostramos os dados

referentes a0 grupo de neurbnios que ndo apresentou qualquer ateracdo tanto na
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frequéncia média dos CEPs quando da aplicacdo de angiotensinall (1 e 3 uM) exdgena,
bem como o periodo de recuperacéo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.

A figura 54 mostra os registros eletrofisiol6gicos e histograma de frequéncia de
um neurdnio representativo do grupo que ndo dterou a frequéncia dos CIPs frente a
aplicacdo de angiotensina Il (1 uM, n = 3). Na figura 55 mostramos os dados referentes
ao grupo de neurdnios do NTS dispersados mecanicamente que ndo agpresentaram
gualquer alteracdo significativa apos a administracdo de angiotensinall (1 e 3 uM), bem
como a frequéncia média apos a recuperacdo pela lavagem do sistema com solucéo
padréo. Os dados referentes aos presentes experimentos encontram-se nas tabelas 14 e 15

do apéndice.
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Figura 43: Gréaficos amostrais, ilustrando as proporcdes de células que gpresentaram
aumento, reducdo ou auséncia de dteracdo na frequéncia dos CEPs (painel A) e na
frequéncia dos CIPs (painel B) apos a administracdo exdgena de angiotensina Il (1 pum)
em neurdnios do NTS comissural mecanicamente dissociados.
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Figura 44: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissural que gpresentou aumento na frequéncia dos CEPs

guando da aplicacéo exégenade angiotensinall .
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Figura 45: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurénios do NTS comissural, mostrando as dteragdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos a reperfusdo do sistema com solucéo padréo (* = diferente do controle,
p <0,05).
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Figura 46: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurénios do NTS comissural que apresentou aumento na frequéncia dos CIPs

guando da aplicacéo exégenade angiotensinall .
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Figura 47: Gréfico de frequéncia média de correntes inibitorias pos-singpticas (CIPs) em
neurbnios do NTS comissural, mostrando as alteracdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos a reperfusdo do sistema com solucéo padréo (* = diferente do controle,
p <0,05).
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Figura 48: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurénios do NTS comissural que apresentou reducéo na frequéncia dos CEPs

guando da aplicacéo exdgenade angiotensinall .
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Figura 49: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurénios do NTS comissural, mostrando as dteragdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.
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Figura 50: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissura que apresentou reducéo na frequéncia dos CIPs

guando da aplicacéo exdgenade angiotensinall .
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Figura 51: Gréfico de frequéncia média de correntes inibitorias pos-singpticas (CIPs) em
neurbnios do NTS comissural, mostrando as alteracdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos a reperfusdo do sistema com solucéo padréo (* = diferente do controle,
p <0,05).
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Figura 52: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurénios do NTS comissural que ndo apresentou alteracdo na frequéncia dos

CEPs quando da aplicacdo exdgena de angiotensinalll .
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Figura 53: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurénios do NTS comissural, mostrando as dteragdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.
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Figura 54: Registros eletrofisiologicos e histograma de frequéncia representativos do
grupo de neurénios do NTS comissural que ndo apresentou alteracdo na frequéncia dos
CIPs quando da aplicacdo exdgena de angiotensinall.
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Figura 55: Gréfico de frequéncia média de correntes inibitorias pos-singpticas (CIPs) em
neurbnios do NTS comissural, mostrando as alteracdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.
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c) Efeito da Aplicacdo de angiotensina 1l exdgena sobre a Amplitude dos CEPs e dos
ClIPs:

Nesta secdo, trataremos dos trés padrbes de ateracdo na amplitude dos CEPs e
dos CIPs espontaneos quando da aplicagdo de angiotensina |l exdgena (1 uM): aumento,
reducdo e auséncia de alteracdo na amplitude destes eventos espontaneos. No painel A da
figura 56, observamos que entre as 13 células em que observamos CEPs, 5 (38,5%)
apresentaram aumento, 3 (23,1%) reducéo e 5 (38,5%) ndo apresentaram alteracoes
significativas na amplitude dos CEPs apds a aplicacéo de angiotensina Il. No painel B,
mostramos que dentre as 20 células que apresentaram a ocorréncia espontanea de CIPs e
gue foram submetidas a analise de amplitude média, quando do registro eletrofisiol dgico,
8 (40%) apresentaram aumento, 6 (30%) reducdo e 6 (30%) ndo apresentaram qualquer
alteracdo naamplitude dos CIPs apds aadministracdo de angiotensinall.

Na figura 57 mostramos registros eletrofisiologicos, no periodo controle, apos a
administracdo de angiotensina Il (1 M) e apés a reperfusdo do sistema com solucéo
padréo (recuperacdo), bem como mostramos o histograma de amplitude, representativos
de neurdnios que apresentaram aumento na amplitude dos CEPs ap6s a administracéo de
angiotensina Il (1 uM). Na figura 58, mostramos as alteracdes na amplitude média dos
CEPs (dados normalizados em relacdo ao controle e apresentados como porcentagem do
controle) quando da aplicacdo de angiotensina Il (1 e 3 uM) bem como a recuperacéo
apos a lavagem do peptideo do sistema. Nesta figura observamos que a administragéo de
angiotensina Il na concentracdo de 1 e 3 uM, aumentou significativamente a amplitude
meédia dos CEPs espontaneos, entretanto, ndo observamos um padrédo concentracéo-

dependente. Ainda nesta figura, mostramos que, neste grupo, a reperfusdo do sistema
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com solucdo padrdo ndo trouxe os vaores de amplitude média para valores compativeis
com os valores basais.

A figura 59 mostra registros eletrofisiolégicos e histograma de amplitude no
periodo controle, apos a aplicacdo de angiotensinall (1 uM) e apds o retorno da perfuséo
do sistema com solucéo padréo, no grupo gque apresentou aumento na amplitude dos CIPs
em resposta a administracdo de angiotensina Il. Na figura 60, observamos as ateracoes
na amplitude média dos CIPs ap0s a aplicacdo de angiotensinall (1 e 3 uM), bem como
apos a recuperacdo pela perfusdo do sistema com solugdo padréo. Observamos nesta
figura que a administracéo de angiotensina Il (1 uM) promove aumento significativo da
amplitude dos CIPs, entretanto, embora a administracdo de angiotensina Il (3 uM) tenha
promovido uma elevagdo mais acentuada, seu efeito ndo foi significativo. Apos o periodo
de recuperacdo, observamos que a amplitude média dos CIPs retorna a valores
semelhantes ao controle. Os dados expressos neste grafico foram normalizados e
expressos como porcentagem do controle.

Na figura 61 observamos os dados referentes a0 grupo de neurbnios que
apresentaram reducdo na amplitude dos CEPs frente a aplicacd de angiotensina Il
exogena. Assim, nesta figura mostramos os tragados € etrofisiologicos e o histograma de
amplitude de um neurénio representativo do grupo, onde observamos a reducéo de
amplitude dos CEPs esponténeos gp0s a administragdo de angiotensina Il (1 pM) em
relacdo a0 periodo controle, bem como notamos a reversibilidade da reducéo da
amplitude ap6s a lavagem deste peptideo do sistema (recuperacéo). Na figura 62,
observamos um gréfico de amplitude média que ilustra a reducdo na amplitude média dos

CEPs em neurdnios do NTS comissural, dispersados mecanicamente, frente a aplicacéo
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de angiotensina Il (1 uM), bem como o valor médio de amplitude gpos a reperfusdo do
sistema com soluc&o padréo. Nesta figura, mostramos que a aplicacdo de angiotensina (1
HMM) ndo promove alteracdes significativas na amplitude média dos CEPs, embora uma
tendéncia sgja clara. Os dados deste gréfico foram normalizados em relagdo ao controle e
expressos como porcentagem do controle.

Na figura 63, podemos observar os registros eletrofisiologicos e 0 histograma de
amplitude, representativos do grupo de neurdnios do NTS comissural que gpresentaram
reducdo na amplitude dos CIPs ap6s a administracdo de angiotensina Il (1 uM),
mostrando os periodos controle, gpos a aplicacdo de angiotensina Il e apds a recuperacéo.
Na figura 64 mostramos um grafico de amplitude média, onde observamos que a
aplicacdo de angiotensina Il (1 e 3 uM) ndo promoveu reducdo significativa na amplitude
meédia dos CIPs espontaneos. Os dados referentes a este grafico foram normalizados em
relacdo ao controle e apresentados como porcentagem do controle.

O grupo de neurdnios que ndo apresentou qualquer alteracdo na amplitude dos
eventos espontaneos registrados sdo apresentadas a seguir. Na figura 65 observamos
registros eletrofisiolégicos e histograma de amplitude de um neurénio do NTS,
representativo do grupo, em que a amplitude dos CEPs ndo foi dterada pela
administracdo de angiotensinall (1 uM). Nesta figura podemos observar a amplitude dos
CEPs no periodo controle, gpos a aplicacdo de angiotensinall (1 uM) e apds a reperfusdo
do sistema com solucao padréo. Na figura 66 observamos um gréfico de amplitude média
no qua mostramos os dados referentes a0 grupo de neurbnios que ndo apresentou

gualquer ateracdo tanto na amplitude média dos CEPs quando da aplicacdo de
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angiotensna Il (1 e 3 pM) exdgena, bem como o periodo de recuperacdo apos a
reperfusdo do sistemacom solugdo padréo.

A figura 67 mostra os registros eletrofisiologicos e o histograma de amplitude de
um neurbnio representativo do grupo de neurénios do NTS comissural, dispersados
mecani camente, que ndo apresentaram alteracdo na amplitude dos CIPs apos a aplicacéo
de angiotensinall (1 uM, n = 3). Nafigura 68 mostramos os dados referentes ao grupo de
neurdnios do NTS comissural, dispersados mecanicamente, que ndo apresentou qualquer
alteracdo significativana amplitude média dos CIPs apés a administracdo de angiotensina
I1 (1 e3 M), bem como a frequéncia média apds a recuperacdo pelalavagem do sistema
com solucdo padréo. Os dados referentes ao presente experimento encontram-se nas

tabelas 16 e 17 do apéndice.
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Figura 56: Graficos amostrais, ilustrando as proporcdes de células que apresentaram
aumento, reducdo ou auséncia de alteracdo na amplitude dos CEPs (painel A) e amplitude
dos CIPs (painel B) gpds a administracdo exdgena de angiotensina Il (1 pm) em
neuronios do NTS comissural mecanicamente dissociados.
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Figura 57: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurénios do NTS comissural que apresentou aumento na amplitude dos CEPs
guando da aplicacdo exdgenade angiotensinall.
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Figura 58: Grafico de amplitude média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurénios do NTS comissural, mostrando as dteragdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos a reperfusdo do sistema com solucéo padréo (* = diferente do controle,
p <0,05).
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Figura 59: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissural que apresentou aumento na amplitude dos CIPs
guando da aplicacdo exdgenade angiotensinall.
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Figura 60: Gréafico de amplitude média de correntes inibitorias pds-singpticas (CIPs) em
neurbnios do NTS comissural, mostrando as alteracdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos a reperfusdo do sistema com solucéo padréo (* = diferente do controle,
p <0,05).
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Figura 61: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissural que apresentou reducdo na amplitude dos CEPs
guando da aplicacdo exdgenade angiotensinall.
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Figura 62: Grafico de amplitude média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurénios do NTS comissural, mostrando as dteragdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A 1l) exdgena na concentracd de 1 puM, bem como o periodo de
recuperacdo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.
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Figura 63: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurbnios do NTS comissura que apresentou reducdo na amplitude dos CIPs
guando da aplicacdo exdgenade angiotensinall.
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Figura 64: Gréafico de amplitude média de correntes inibitorias pos-singpticas (CIPs) em
neurbnios do NTS comissural, mostrando as alteracdes quando da administracéo de
angiotensina Il (A Il) exdgena nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de
recuperacdo apos areperfusdo do sistema com solugdo padréo.
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Figura 65: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissural que ndo apresentou ateracdo na amplitude dos
CEPs quando da aplicacdo exdgenade angiotensina ll
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Figura 66: Grafico de amplitude média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurdnios do NTS comissura, quando da administracdo de angiotensina Il (A 1)
exogena nas concentractes de 1 e 3 UM, bem como o periodo de recuperacdo gpos a
reperfusdo do sistemacom solugdo padréo.
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Figura 67: Registros eletrofisiologicos e histograma de amplitude representativos do
grupo de neurdnios do NTS comissural que ndo apresentou ateracdo na amplitude dos
CIPs quando da aplicacdo exdgena de angiotensinall.
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Figura 68: Grafico de amplitude média de correntes inibitorias pds-singpticas (CIPs) em
neurdnios do NTS comissural, quando da administragdo de angiotensina Il (A 11) exégena
nas concentractes de 1 e 3 uM, bem como o periodo de recuperacéo gpos a reperfusio
do sistema com solugdo padréo.
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C — Experimentos em fatias horizontaisdo NTS

1) Avaliacdo do efeito farmacol6gico da angiotensina sobre neurotransmissdo
glutamatérgica em sinapses dos neurdnios contidos em fatias horizontais do NTS
comissural:

Em sequéncia aos registros eletrofisiologicos em neurénios dispersados
mecanicamente, procedemos ao registro de neurénios do NTS comissural em fatias
horizontais do tronco cerebral. Assim, em um primeiro momento, avaliamos o efeito da
aplicacdo de angiotensina Il (1uM) sobre a frequéncia e a amplitude das correntes
excitatorias pos-singpticas esponténeas observadas em neurbnios do NTS comissural, na
presenca de TTX e Gabazina (antagonista de receptores GABAd) . Como resultado
observamos trés padrbes de resposta a gplicacdo de angiotensina Il: no total de 20
neurdnios registrados, 9 neurdnios (45%) apresentaram aumento na frequéncia das CEPs
esponténeas (1,62+0,75) em relacdo ao controle; 9 neurbnios apresentaram reducdo na
frequéncia das CEPs espontaneas (45% - 0,62+0,19) e 2 neurdnios remanescentes (10%)
ndo apresentaram qualquer ateracdo significativa na frequéncia esponténea das CEPs
(1,12+0,59 - figura 69). A figura 70 mostra os dados referentes ao grupo de neurdnios do
NTS comissural que apresentaram aumento da frequéncia das CEPs esponténeas em
fatias horizontai s do tronco cerebral apos a aplicacdo de angiotensinall (1 uM).

Na figura 71, observamos os dados referentes a0 grupo de neurénios do NTS
comissural, presentes em fatias horizontais do tronco cerebral, que apresentaram reducéo
na frequéncia da ocorréncia de CEPs espontaneos apos a aplicacéo de angiotensina ll (1

MM). A figura 72 ilustra os dados referentes aos neurénios do NTS comissura que ndo
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apresentaram qualquer ateracdo na frequéncia dos CEPs espontaneos gpos a aplicacdo de
angiotensna Il (1 pM). Os dados referentes a0 presente experimento encontam-se

relacionados nas tabelas 18 e 19 do apéndice.
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Figura 69: Grafico mostrando a proporcdo de células que apresentaram aumento,
reducdo e que ndo apresentaram ateracdes na frequéncia média dos CEPs espontaneos na
presencade Gabazinae TTX.
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Figura 70: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurdnios do NTS comissural contidos em fatias horizontais do tronco cerebral,
mostrando as ateragbes quando da administracéo de angiotensina Il (A 11) exdgena na
concentracdo de 1 uM, bem como o periodo de recuperacdo gpos areperfusdo do sistema
com solucdo padréo (* = diferente do controle, p< 0,05. n=9). Dados expressos como
meédia+ DPM.
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Figura 71: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurdnios do NTS comissural contidos em fatias horizontais do tronco cerebral,
mostrando as ateragdes quando da administracdo de angiotensina Il (All) exdgena na
concentracdo de 1 uM, bem como o periodo de recuperacdo gpos areperfusdo do sistema
com solucdo padréo (* = diferente do controle, p< 0,01. n=9). Dados expressos como
meédia+ DPM.
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Figura 72: Gréafico de frequéncia média de correntes excitatorias pos-sinapticas (CEPS)
em neurdnios do NTS comissural contidos em fatias horizontais do tronco cerebral,
mostrando as ateragdes quando da administracdo de angiotensina Il (All) exdgena na
concentracdo de 1 uM, bem como o periodo de recuperacdo gpos areperfusdo do sistema
com solucdo padréo (n=2). Dados expressos como média+ DPM.
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2) Avaliacdo do efeito farmacol6gico da angiotensina sobre as correntes excitatorias
pos-sindpticas evocadas pela estimulacdo elétrica do trato solitario em neurdnios
contidos em fatias horizontais do NTS comissural:

Nesta fase, relizamos experimentos envolvendo a estimulagcdo elétrica do TS
através de um eletrodo bipolar concéntrico e o registro das CEPs evocadas em neurdnios
de fatias horizontais do NTS comissural, antes e gpos a administracéo de angiotensina |l
(1 uM). Este estimulo contitui-se de um trem de 5 estimulos elétricos ao trato solitério a
cada 6 segundos, sendo que intervalo entre os estimulos de um mesmo trem foi de 20 ms.
As fatias horizontais do tronco cerebra foram preparadas segundo a técnica descrita por
Doyle e cols. (2004). Esta preparacdo possibilita que o eletrodo estimulador sgja
posicionado em regid do trato solitario distante da regido do NTS a ser registrada,
diminuindo assm a possibilidade de registro de correntes causadas por estimulagéo de
campo, além de optimizar aidentificacdo de neurdnios de segunda-ordem do NTS (figura
73, painel A). No painel B da figura 73, mostramos um tragado eletrofisiologico de um
neurbnio do NTS, apresentando as correntes excitatorias pos-sinapticas evocadas pela
estimulacdo do trato solitario. Na figura 73, painel C, apresentamos as correntes
excitatorias pos-singpticas evocadas pela estimulagcdo elétrica do trato solitario,
registradas em neurbnios de ordem superior (terceira ordem e superiores). Ainda,
visualizamos os neurdnios contidos na fatia através do uso de tecnologia de contraste de
interferéncia diferencial associada a0 uso de iluminagdo infravermelha. Com isso
pudemos observar com certo detalhamento os neurdnios que foram registrados (figura

74).
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Dos 7 neurdnios registrados observamos que 2 destes (28,56%) apresentaram
aumento na amplitude dos CEPs, outros 2 neurénios (28,56%) apresentaram reducdo na
amplitude dos CEPs e outros 3 neurdnios remanescentes deste grupo experimental
(42,86%) ndo apresentaram qualquer ateracdo na amplitude dos CEPs evocados pela
estimulacdo do trato solitario (figura 75). A figura 76 resume os dados referentes ao
grupo de células que apresentou aumento na amplitude dos CEPs evocados pela
estimulacéo elétrica do trato solitario frente a aplicacdo de angiontensina Il (1 M) ao
perfusato. Ainda, nafigura 77, mostramos os dados referentes ao grupo de neurénios que
apresentou reducdo na amplitude dos CEPs evocados gpés a aplicacdo de angiotensinalll.
Na figura 78 observamos os dados referentes ao grupo de neurbnios que ndo apresentou
gualquer alteracdo na amplitude dos CEPs evocados pela estimulagdo elétrica do trato
solitario gpos a aplicacdo de angiotensina Il (1uM) ao perfusato. Os dados referentes ao

presente experimento encontram-se na tabela 20 do apéndice.
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Figura 73: A:Fotomicrografia do tronco cerebra em corte horizontal, mostrando o NTS,
trato solitario (ST), eletrodo estimulador (SE) e eletrodo de registro (aumento de 150
vezes). B: Correntes excitatrias pos-singpticas evocadas pela estimulacdo elétrica do
trato solitario registradas em neurdnios de segunda ordem do NTS. C: Correntes
excitatorias pos-sinapticas evocadas pela estimulagdo eétrica do trato solitario
registradas em neurénios de ordem superior (terceira ordem e ordens maiores).



149

Figura 74: Fotomicrografia de neurénios do NTS, mostrando neurdnios viaveis do NTS
e eletrodo de registro, visualizados através de tecnologia de contraste de interferéncia
diferencia e iluminac&o infra-vermelha (aumento de 450 vezes).
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Figura 75: Grafico amostra da proporcdo de células do NTS que apresentaram
aumento, reducéo e auséncia de ateragdes na amplitude média dos CEPs evocados pela
estimulacéo el étrica do trato solitério frente a aplicacéo de angiotensinall (1 uM).
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Figura 76: Grafico refente aob grupo de neurénios do NTS comissural que apresentou
aumento na amplitude dos CEPs evocados (CEPSE) pela estimulacéo elétrica do trato
solitéario apds a aplicacdo de angiotensinall ao perfusato (n=2).
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Figura 77: Grafico refente aob grupo de neurénios do NTS comissural que apresentou
reducdo na amplitude dos CEPs evocados (CEPSE pela estimulacdo elétrica do trato
solitéario apds a aplicacdo de angiotensinall ao perfusato (n=2).
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Figura 78: Gréafico refente ap grupo de neuréniosdo NTS comissura que ndo apresentou
alteracdo na amplitude dos CEPs (CEPSE) evocados pela estimulagdo elétrica do trato
solitéario apds a aplicacdo de angiotensinall ao perfusato (n=3).
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O presente estudo compreendeu experimentos relativos as agfes da angiotensina
Il no RVLM e no NTS para a neurotransmissdo-neuromodulagdo da resposta simpato-
excitatoria do quimiorreflexo em ratos acordados. Observamos, como principais
resultados, que o bloqueio bilateral dos receptores de angiotensinado RVLM, em animais
acordados, ndo promoveu queda na pressdo arterial basal. A resposta pressora do
guimiorreflexo foi significativamente reduzida pelo blogqueio bilateral dos receptores de
angiotensna do RVLM em animais acordados. O bloqueio dos receptores de
angiotensna do NTS de animais acordados néo alterou a resposta pressora a ativacéo do
guimiorreflexo. A ativagdo de receptores de angiotensna em neurbnios do NTS
comissura promove diversos padrdes de resposta nos CIPs e nos CEPs espontaneos e
evocados. Os resultados deste estudo seréo discutidos de acordo com cada uma das etgpas

realizadas.

a) Bulbo Rostroventro-lateral:

A fase inicia deste estudo teve como objetivo avaiar os aspectos farmacol6gicos
da microinjecdo de angiotensina Il no RVLM. No que diz respeito as informagdes
presentes na literatura relacionadas a participacdo dos receptores de angiotensina Il do
RVLM na modulacéo dos reflexos cardiovasulares, podemos observar que as técnicas de
microinjeces no parénquima do sistema nervoso central (SNC) utilizadas neste estudo
tém sido vastamente utilizadas no intuito de limitar a acdo de uma determinada droga a
uma pequena regido do SNC, entretanto, na maioria dos casos, em animais anestesiados.
O RVLM congtitui uma das mais importantes regides na qual os peptideos de

angiotensina produzem efeitos cardiovasculares (Tagawa e cols., 2000; Head, 1996), pois
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este nacleo é a maior fonte de atividade eferente simpatica bulboespina para os
neurdnios pré-ganglionares simpéticos da medula espinal (Dampney, 1994) e possui ata
densidade de receptores de angiotensina Il em diversas espécies, como no rato, no coelho,
no cd e no gato (Mendelsohn e cols., 1988, Speth e cols., 1995). A existéncia de
imunorreatividade para receptores de angiotensina Il no bulbo ventrolatera e nos
processos neurais do RVLM proximos a superficie ventral do bulbo (Benaroch e cols.,
1986) sugerem gque a angiotensina ll possater acesso imediato a0 RVLM tanto através de
Singpses angiotensinérgicas como através do fluido cérebro-espina (Bunnemann e cols.,,
1992). Estudos de Andreatta e cols. (1988) forneceram as primeiras evidéncias de uma
acdo tbnica da angiotensina Il no RVLM do gato anestesiado, visto que a microinjecéo
de Sarile promoveu queda da pressdo arteria. Sasaki e Dampney (1990) e Sasaki e cols.
(1993) demongtraram que os sitios do RVLM que sdo responsaveis pelos maiores
aumentos da pressdo arteria frente a micronjegdes de I-glutamato sdo aqueles nos quais
s80 encontradas as maiores densidades de receptores de angiotensina Il e, além disso,
forneceram a primeira evidéncia para a acéo ténica da angiotensina Il no RVLM do
coelho sino-aorticamente desnervado, mostrando que a micronjecéo bilateral de Sartran
promoveu reducdo na pressdo arterial média e na atividade simpatica do nervo renal
(RSNA). Estudos na literatura sugerem gque a microinjecéo de angiotensina |l no RVLM
promove respostas semel hantes aquel as observadas quando da micronjegdo de glutamato,
isto €, aumento na pressdo arterial e na atividade simpatica do nervo rena (Saigusa e
Head, 1993). A similiaridade entre estas duas respostas sugere que a angiotensina Il atue
diretamente sobre os neurénios responsaveis pela atividade simpética vasomotora. De

fato, estudos eletrofisiolégicos tém mostrado que a angiotensina Il parece ativar
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diretamente neurdnios bulboespinais vasomotores da regido C1 através da ativagdo pos-
sindptica dos receptores AT1, resultando em fechamento de canais de K' e
despolarizacdo da membrana (Li e Guyenet, 1996). Existe muito interesse acerca da
possibilidade da angiotensina Il participar da manutencdo da atividade eferente simpética
através de sua liberacdo enddgena de forma tonica, ja que Ito e Sved (2000) mostraram
gue a microinjecdo bilateral de Sartan no RVLM no rato anestesiado reduz
substancialmente a pressdo arteria basal.

Com isso, 0 nosso primeiro protocolo experimental visou a obtencdo de uma
curva concentrac@o-resposta a microinjecdo de angiotensina Il no RVLM de ratos
acordados, com a finalidade de se estabelecer uma concentragdo intermedidria para a
angiotensina I1. Observamos que a microinjecdo de angiotensina Il no RVLM de ratos
acordados, promoveu respostas pressoras que seguiram um padrdo concentracgo-
dependente. Estes resultados estéo de acordo com curvas concentragcdo-respostas para a
angiotensina I1 no RVLM disponiveis na literatura, pois mostram que sd0 necessarias
concentragdes muito baixas de angiotensina Il para promover respostas pressoras (Head e
cols., 1990).

Avdiamos também a ocorréncia ou ndo de taquifilaxia em resposta a
microinjecd de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados. A taguifilaxia € um
fenbmeno anda nd muito bem €ucidado, porém seria semelhante a uma
dessensibilizacdo de receptores, onde microinjegdes consecutivas do mesmo peptideo
causariam reducdo progressiva das respostas. Assim, observamos que microinjecdes
consecutivas de uma mesma concentracdo de angiotensina Il no RVLM de ratos

acordados, em intervaos de tempo decrescentes, nd promoveu qualquer reducdo na
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magnitude desta resposta pressora, nem no tempo de duracdo desta resposta, mostrando
gue os receptores de angiotensina no RVLM de ratos acordados ndo estdo sujeitos ao
fenbmeno de taguifilaxia, diferindo portanto dos animais anestesiados, uma vez que este
fenbmeno parece ocorrer em animais anestesi ados, como referido por 1to e Sved (1996) e
Tagawa e Dampney (1999).

Uma vez determinada a dose intermediaria da angiotensinalll, realizamos o estudo
da concentracdo do antagonista ndo-especifico dos receptores de angiotensina (Sartran),
gue seria efetiva no blogueio da resposta pressora produzida pela microinjecéo de
angiotensna Il (8 mM), no RVLM de ratos acordados. Iniciamente, usamos a
concentracdo de 20 mM de Sartran paratestar contra a dose intermediéria de angiotensina
Il e esta concentracdo do antagonista ndo bloqueou as respostas pressoras a microinjecéo
de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados. Vae destacar que esta concentracéo foi
eficiente em bloguear a resposta pressora a microinjecdo de angiotensinall no RVLM em
ratos anestesiados (Ito e Sved, 2000). Esta diferenca entre os animais anestesiados e
acordados corrobora com as evidéncias de que em experimentos realizados em ratos
anestesiados ou acordados possam apresentar resultados distintos.

Devido a0 fato de que a concentracdo de 20 mM do Sartran ndo blogueou a
resposta pressora a microinjecdo de angiotensina Il no RVLM de ratos acordados,
decidimos avaliar se concentracdes maiores de Sartran seriam efetivas no blogueio desta
resposta pressora. Com isso, utilizamos a concentragéo de 40 mM e esta concentracdo do
antagonista reduziu significativamente a resposta pressora a microinjecdo da angiotensina
[1, tanto na magnitude quanto na duracdo. Tendo estabelecido a concentragcdo do Sartran

gue blogueia a resposta pressora a microinjecdo da angiotensina Il no RVLM de ratos



159

acordados, o préximo passo foi o teste da ativagdo do quimiorreflexo pela injegcdo
intravenosa de KCN contra esta concentracdo. Estas microinjegdes foram feitas
bilateramente com a finaidade de bloguear os receptores de angiotensina do RVLM
assegurando assim, que as possiveis singpses angiotensinérgicas da via simpato-
excitatoria do quimiorreflexo no RVLM estariam blogueadas. Observamos neste
experimento a reducdo significativa na resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo aos
cinco minutos gpos a microinjecdo bilateral de Sartran. Com isso, podemos sugerir que 0s
receptores de angiotensina localizados no RVLM de ratos participam do processamento
do componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo no RVLM. Estes resultados abrem
novas possibilidades para o entendimentos da neurotransmissdo e neuromodulagéo do
componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo pois, é provavel gque a angiotensina
necessaria para ativar estes receptores provavelmente seja origindria das projecdes
angiotensinérgicas oriundas de outras regides do sistema nervoso central como o PVN,
por exemplo, como demonstrado por Tagawa e Dampney (1999). O conhecimento das
condi¢des nas quais a angiotensina seria liberada em maior ou menor quantidade nestas
singpses pode fornecer evidéncias importantes para o0 entendimento acerca da
neurotransmissdo e da neuromodulagdo dos reflexos cardiovasculares no SNC, podendo
surtir impacto sobre o entendimento de mecanismos fisiologicos e fisiopatoldgicos
associados aos reflexos cardiovascul ares, como por exemplo em certos estados que levam
a hipertensdo arterial.

Vde ressaltar que nos Nossos experimentos ndo observamos qualquer reducéo na
pressdo arteria basal apds a microinjecdo bilateral do Sartan. Estes dados contrastam

com os resultados obtidos por Ito e Sved (2000), os quais mostraram gue a microinjecéo
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bilatera de antagonistas de receptores de angiotensina no RVLM promove queda da
pressdo arterial para niveis observados em animais com transeccdo de medula espinal. No
entanto, o estudo readizado por Ito e Sved (2000) foi realizado em animais anestesiados,
sendo possivel que os resultados obtidos por estes pesquisadores sejam pelo menos em
parte devidos ao fato do anestésico poder estar influenciando a atividade simpatica. Além
disso, sistemas hormonais como 0 sistema renina-angiotensina podem estar ativados
durante experimentos realizados em animais anestesiados gp0s intervencgdes cirlrgicas
razoavelmente extensas (Chernow e cols., 1987). Outrossim, estudos recentes sugerem
gue o efeito depressor observado quando da microinjecdo de sarile ou sartran
(antagonistas ndo-seletivos de receptores de angiotensina) bilateralmente no RVLM
depende de um mecanismo ndo relacionado com o blogueio dos receptores de
angiotensina propriamente ditos, mas provavelmente da inibicdo de efeitos excitatorios
ténicos ou ativacdo de efeitos inibitorios ténicos de um componente enddgeno ainda ndo
identificado, ou ainda este antagonistas podem estar atuando em receptores ainda néo-
identificados dos neurénios do RVLM, produzindo assim um efeito inibitorio sobre estes
neurdnios (Potts e cols., 2000). N&o podemos ainda descartar que a angiotensina |l esteja
sendo degradada em outros peptideos e através destes exercendo sua acdo em seus
respectivos receptores (Sasaki e cols.,1993; Mendelsohn e cols., 1984 e 1988; Silva e

cols., 1993; Fontes e cols., 1994; Fontes e cols., 1997 e 2000).

b) Nucleo do Trato Solitario:
A segunda etgpa descrita neste estudo visou avaliar os aspectos farmacol 6gicos da

microinjecdo de angiotensina Il no NTS. Com isso, 0 primeiro protocolo experimental
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visou a obtencdo de uma curva concentracdo-resposta a microinjecdo de angiotensina |
no NTS de ratos acordados, com a findidade de se estabelecer uma concentragdo
intermedidria da angiotensina Il. Para tanto realizamos microinjecbes de diferentes
concentracdes de angiotensina Il no NTS de ratos acordados. Observamos que a
microinjecdo de angiotensina Il no NTS de ratos acordados, promoveu respostas
pressoras que seguiram um padrdo concentracdo-dependente. Assim estabelecemos a
concentracdo intermedidria de 10 mM.

No quarto protocolo experimenta tivemos como objetivo avaiar a participacéo
dos receptores da angiotensina Il em outras areas do tronco cerebra para a resposta
pressora do quimiorreflexo. Decidimos realizar este protocolo experimental devido ao
fato que as microinjegdes de angiotensina Il forado NTS, inclusive dorsais, promoveram
respostas cardiovasculares similares aquelas promovidas pela microinjecdo da
angiotensina Il no NTS. Entretanto, ndo poderiamos afirmar se esta resposta pressora
observada era devida a0 espadhamento da angiotensina Il microinjetada em sitios
adjacentes a0 NTS até as diferentes sub-regides do NTS, e que poderiam ser responsaveis
pela resposta pressora observada. Este resultado estaria de acordo com estudos de
Bunnemann e cols. (1992) que sugeriu que a angiotensina (ou seus fragmentos) seriam
liberados em terminacOes sinapticas para ativar receptores pos-singpticos (“wiring
transmission”) ou se difundiriam pelo fluido extracelular ativando receptores distantes do
loca de liberacdo (“volume transmission”). Portanto, a microinjecdo de angiotensinafora
do NTS poderia ativar os receptores de angiotensina localizados neste nucleo, através de
difusdo pelo fluido extra-celular. Estudos anteriores (Iriki e cols., 1997, Iriki e Kozawa,

1983) sugerem que a administracdo de angiotensina Il no 4V produz resposta eferente
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simpatica semelhante aquela observada quando da ativacdo do quimiorreflexo por meio
da hipoxia, sugerindo assim, que estes receptores localizados no tronco cerebral seriam
ativados durante a ativacéo do quimiorreflexo.

Em fase subsequente, com a finalidade de estabelecer a concentracdo do Sartran
gue bloqueia a concentracdo intermediéria da angiotensina Il no NTS, verificamos que, a
semelhanca do observado nos experimentos relacionados ao RVLM, que a solucdo de
Sartran de 20 mM néo foi eficiente em bloquear a resposta pressora promovida a
microinjecdo de angiotensina Il no NTS. Portanto, decidimos utilizar para o referido
experimento, a concentracdo de 40 mM de Sartran. Como resultado, observamos que a
resposta pressora a micronjecdo de angiotensina Il no NTS de ratos acordados foi
significativamente reduzida. Tendo estabelecido esta concetracdo do antagonista que
atenua as respostas a concentracdo intermediéria da angiotensina Il, procedemos ent&o
aos experimentos relacionados a ativacdo do quimiorreflexo antes e depois da
microinjecdo de Sartran na concentracdo de 40 mM no NTS de ratos acordados, onde n&o
observamos ateracdo significativa na resposta pressora do quimiorreflexo. Como houve
aumento da pressao arteria basal apds a microinjecdo bilateral de sartran, sugerimos que
0s receptores de angiotensina do NTS sgjam ativados tonicamente em animais normais.

Observamos ainda neste estudo, que a microinjecdo bilateral de Sartran no NTS
de animais acordados promove aumento da pressdo arterial basal. Isso poderia ser
explicado pela acdo antagonista parcial do Sartran, uma vez que Michelini e Bonagamba
(1990) mostraram que a microinjecéo de angiotensina ll no NTS promove reducéo davia

simpato-inibitdria do barorreflexo. Vale ainda ressdtar que este estudo de Michelini e
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Bonagamba (1990) foi realizado em condic¢fes experimentais muito semelhantes aquelas

gue usamos neste estudo.

¢) Neuroniosisolados do NTS comissural:

Estudos eletrofisiologicos mostram que a angiotensina potencia a transmisséo
singptica em neurdnios que fazem parte das vias neurais do quimiorreflexo (Kasparov e
Paton, 1999) e que a aplicacdo de angiotensinall, em fatias horizontais do tronco cerebral
promove despolarizacdo da membrana, reducdo da resisténcia da membrana neuronal
(aumento da condutancia i6nica), potenciagdo da amplitude dos potenciais excitatorios
pos-sinapticos (PEPS) evocados em resposta & ativagdo do Trato Solitario (TS), reducéo
da laténcia dos PEPs, aém de promover salvas de potenciais de acdo de alta freqiiéncia
(Barnes e cols, 2003). Desta forma, estes trabahos em conjunto sugerem a
neuromodulacdo exercida pela angiotensina Il e seus receptores sobre neurotransmisséo
das informacdes aferentes quimiorreceptoras no NTS.

O objetivo da etgpa seguinte de nosso estudo foi andlisar as possivel influénciada
angiotensina Il sobre a neurotransmissdo glutamatérgica nas singpses dos neurénios do
NTS comissura que, possivelmente, fazem parte das vias neurais do quimiorreflexo.
Com relacéo aos efeitos da angiotensina |l sobre os eventos espontaneos observados em
nosso estudo, diversos estudos disponiveis na literatura suportam nossos achados,
entretanto estes estudos, em sua maioria, foram reaizados em outras regides do sistema
nervoso centra. Li e Pan (2005) mostraram que a aplicacé de angiotensina reduz a
frequéncia dos potenciais pos-sinapticos inibitorios evocados e dos minis em neurénios

do ndcleo paraventricular do hipotdlamo, assim, evidenciando a existéncia de receptores
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de angiotensina pré-sinpticos que, quando ativados, promovem reducdo na frequénciada
liberac&o vesiculas contendo GABA por atuacéo direta em canais ibnicos ou atraves da
ativacdo de vias de segundo mensageiro. De forma semelhante, Latchford e Fergusson
(2004) mostraram que a administracdo de angiotensina Il promove aumento da
frequéncia de liberagdo de glutamato em neurdnios magnocelulares do nicleo
paraventricular do hipotédlamo. Estas observacfes mostram que 0s nossos achados, que
sugerem alteracdo na frequéncia dos eventos esponténeos e, portanto, existéncia de
receptores pré-singpticos de angiotensina Il que, quando ativados, promovem alteracdo na
frequéncia dos eventos espontaneos, estdo de acordo com a observacdo de outros
pesquisadores, mesmo que em outras areas do sistema nervoso central. Ainda, em nossos
estudos, observamos um menor grupo de células que ndo apresentaram alteracdo na
frequéncia dos CEPs ou dos CIPs. Isto, provavelmente, ocorreu porque estes neurdnios
nao possuem receptores Angiotensinérgicos pré-singpticos. Vale lembrar que, a disperséo
mecanica ndo seleciona qualquer variedade neuronal, apenas possibilita que realizemos
registros isolados de um neurdnio de uma determinada area anatdbmica. Assim, € possivel
gue tenhamos registrado células de populacdes neuronais heterogéneas e pertencentes a
circuitos neuraisdistintos do NTS.

Com relacdo as alteragdes observadas na amplitude, aparentemente ndo existem
dados compativeis na literatura, pois trata-se da primeira vez que € observado alteragdes
na amplitude dos eventos espontaneos com a gplicacéo de angiotensina Il. Alguns efeitos
da angiotensina Il na membrana pos-sindptica estdo bem caracterizados por alguns
estudos da literatura. Pan e cols. (2001) demostraram que a angiotensina Il promove o

fechamento de canais retificadores para potassio, aumentando assim o potencial de
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membrana e a excitabilidade celular em neurdnios hipotaldmicos e do tronco cerebral,
este fato também foi observado por Oz e Renaud (2002) em neurdnios do corno ventral
da medula espina. Moreira e cols. (2005) mostraram que a ativacdo de receptores
angiotensinérgicos pos-singpticos esta associado a inibicdo de correntes de calcio em
neurdnios do ganglio nodoso. Portanto, estes estudos tém sugerido uma acdo direta ou
indireta da angiotensina Il sobre a atividade de canais ibnicos voltagem-dependentes.
Nossas observaches sugerem, pela primeira vez, a acdo da angiotensina em canais que
ndo sdo dependentes de voltagem, ou seja, a modulacdo angiotensinérgica em canais
ativados por ligantes: receptores GABA (no caso dos CIPs) e ionotrépicos de glutamato
(NMDA e/ou ndo-NMDA no caso dos CEPs). Vae ressdtar que observamos tanto
aumento como reducdo na amplitude dos CEPs e dos CIPs. Estes efeitos opostos
provavel mente se devem a diferente proporcéo de expressdo entre os receptores AT1 e
AT2 na célula pos-singptica, bem como da afinidade relativa da angiotensina Il por estes
receptores nas concentragcbes usadas nestes estudo. N&o observamos um padréo
concentracdo-dependente nas ateragbes na frequéncia e na amplitude dos CEPs e dos
CIPs com as concentracdes de angiotensina |l testadas. A este respeito, estudos de Paton
e Kasparov (1999 e 2000), mostraram que concentracOes baixas de angiotensina Il
micoinjetadas no NTS possuem efeitos opostos quando comparados aos efeitos
promovidos pela microinjecdo de altas concentracfes de angiotensinall no NTS. Ainda,
um terceiro grupo de neurénios do NTS comissura, a exemplo do observado na
frequéncia, ndo apresentou qualquer alteracdo na amplitude dos eventos espontaneos
registrados. Muito provavelmente, estes neurbnios ndo continham receptores pos-

singpticos paraangiotensinall.
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d) Neurdniosdo NTS comissural em fatias horizontais do tronco cerebral:

Neste estudo observamos ainda, que em neurdnios presentes em fatias do tronco
cerebral, a aplicacdo de angiotensina Il (1 uM) promoveu amumento, reducdo ou
auséncia de dteracdo na frequéncia média dos mini-potenciais (na presencade TTX e
Gabazina) registrados nestes neurbnios. Estes dados estdo de acordo com os dados
observados em neurdnios dissociados mecanicamente. Entretanto nesta preparacdo ndo
observamos dteracdes na amplitude dos minis, dados estes que contrastam com o que
fora observado em neurdnios isolados mecanicamente. Estes dados podem refutar aqueles
observados anteriormente em neurbnios isolados, entretanto, estudos acerca da
condutancia idnica da membrana pos-sinaptica antes e apds a aplicacdo de angiotensina ll
ainda sd0 necessarios para elucidar esta diferenca encontrada entre as duas técnicas
eletrofisioldgicas utilizadas.

Acerca das correntes excitatorias pds-sinapticas evocadas por estimulacdo do trato
solitrio em neurénios do NTS comissural, observamos um padrdo semelhante ao
observado em neurdnios dissociados e em fatias horizontais do tronco cerebral, ou sgja, a
angiotensina Il (1 M) pode aumentar, reduzir ou ndo alterar a liberacdo de glutamato
nos terminais sinapticos em neurdnios do NTS. Estes resultados estdo em concordancia
com os dados de Barnes e cols. (2003) e de Paton e Kasparov (1999 e 2000), mostrando
gue a angiotensina (1 puM) pode aumentar a excitabilidade dos neurdnios do NTS,
facilitar a liberacBo sindptica de glutamato e, desta forma, facilitar os reflexos

cardiovascul ares.
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Nos resultados referentes aos neurdnios isolados e contidos em slice, encontramos
resultados diversos em relacdo a acdo da angiotensina Il sobre as correntes pos-
singpticas, tanto excitatorias quanto inibitorias. A importéancia funciona deste achado ndo
pode ser sugerida neste estudo, entretanto, devido ao fato de que a microinjecdo de
angiotensina Il no NTS promove alteracdes de pressdo arterial e frequéncia cardiaca sem
aterar a frequéncia respiratéria (Fow e cols., 1994), n6s poderiamos especular que 0s
receptores de angiotensina Il estéo relacionados exclusivamente as vias cardiovascul ares.
Ainda, estudos neuroanatdbmicos sugerem que a via simpato-excitatoria do quimiorreflexo
depende de projecdes diretas do NTS para 0 RVLM (Dampney, 1994; Aicher e cols,,
1996). Com isso, se considerarmos a hipotese de que esses neurénios do NTS comissural
fazem parte das vias neurais do quimiorreflexo, podemos sugerir que aqueles neurbnios
gue apresentaram aumento da frequéncia de CEPs fazem parte das projegdes diretas do
NTS para 0 RVLM. Os neurdnios que apresentaram diminuicdo dos CEPs,bem como
aqueles que apresentaram aumento da frequéncia de CIPs, podem fazer parte das vias
neurais de outro reflexo, como da via simpato-inibitéria do barorreflexo e podem
participar da inibicdo do barorreflexo gpés a microinjecdo de atas concentracfes de
angiotensina Il no NTS (Paton e Kasparov, 1999 e 2000) ou ainda podem se tratar de
interneurdnios pertencentes as diferentes vias dos reflexos cardiovasculares. Coerente
com esta linha de raciocinio, os neurénios que ndo apresentaram alteracfes na frequéncia
dos CEPs ndo pertecem as vias neurais de reflexos cardiovasculares. Esta sugetdo
encontra suporte nos dois mais importantes estudos presentes na literatura envolvendo
estudos el etroofisioldgicos do NTS e ativagdo de receptores de angiotensina ll. Barnes e

cols (2003) encontraram diversos paddes de respostas el etrofisioldgicas frente a aplicacéo
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de angiotensina |1 em neurdnios do NTS, onde observaram um grupo de neurdnios do
NTS que sd0 responsivos a angiotensina Il e outro grupo constituidos de neurénios néo
responsivos. Os resultados observados no presente estudo e no estudo de Barnes e cols.
(2003) ainda estéo de acordo com os resultados obtidos por Kasparov e Paton (1999),
onde estes autores observaram que neurbnios do NTS que apresentam atividade
esponténea de despolarizacdo responderam a ativagdo do trato solitdrio com CEPs
evocados e estes eventos foram potenciados pela aplicacéo exdgenade angiotensina ll, ao
passo que, em neurdnios silentes, a angiotensina Il reduziu ou nd promoveu qualquer
ateracdo nos CEPs evocados pela estimulagdo do trato solitério. Assim, investigagdes
adicionais acerca dos mecanismos celulares, vias autonémicas e da funcéo dos diferentes
grupos neuronais do NTS comissurad sdo claramente necessarias para determinar a
importancia da localizagdo pré- ou pds-sindptica dos receptores de angiotensina Il nas

vias neurais do quimiorreflexo.

e) Consideracdes finais:

Recentemente, muitos progressos foram atingidos no que concerne a importancia
das diferentes angiotensinas e dos seus respectivos receptores no tronco cerebral para a
regulacdo da homoestasia cardiovascular. Um crescente niUmero de estudos tém relatado
os efeitos da ativacdo de receptores de angiotensinas no NTS, RVLM, CLM e outras
areas do sistema nervoso central, e estes efeitos parecem estar estreitamente relacionados
com o0 estado fisiolégico do anima experimental e com a atividade da informagdo
aferente especifica (Head, 1994 e 1995; Floras e cols., 1988; Buckley e cols., 1963;

Wright e cols., 1985; Barron e cols., 1989; Bruner e Fink, 1986; Iriki e cols., 1977; Iriki e
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Kozawa 1983; Chan e cols., 1991; Mosqueda-Garcia e cols.1990; Fontes e cols., 2000;
Mayorov e cols., 2001; Kasparov e cols., 1998) . Isto parece ser especia mente importante
para a habilidade adaptativa do SNC em alterar a atividade autonémica eferente frente as
diversas situacbes fisiologicas. Na maioria dos estudos presentes na literatura,
experimentos reaizados em animais acordados mostram pouca ou henhuma participacéo
ténica dos receptores de angiotensina Il do RVLM na manutencdo da atividade eferente
simpatica basal, ou segja, ndo parece haver uma ativagdo tonica destes receptores. Estas
observacOes estdo de acordo com os resultados deste estudo, uma vez que o bloqueio
bilatera de Sartran no RVLM de ratos acordados ndo promoveu queda da presséo arterial
basa. O efeito tbnico da ativacdo dos receptores de angiotensina no RVLM parece ser
mais evidente em experimentos realizados com animais anestesiados, ja que as condicdes
fisiologicas parecem estar adteradas devido a0 anestésico e aos procedimentos cirdrgicos
realizados previamente aos experimentos. Entretanto, como observado neste estudo, os
receptores de angiotensinado RVLM parecem participar da neuromodulagdo da resposta
pressora do quimiorreflexo em ratos acordados, uma vez que o bloqueio bilatera dos
receptores de angiotensina do RVLM promoveu reducdo significativa da resposta
pressora do quimiorreflexo. Podemos assim, sugerir que as vias angiotensinérgicas
sugeridas por Tagawa e Dampney (1999) oriundas do PVN que se projetam para o
RVLM participam da resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo. Essa hipotese
encontra suporte em estudos anteriores do nosso laboratério que apontam para a
participagcdo do PVN nas respostas cardiovasculares do quimiorreflexo (Olivan e cols.,
2001). Além disso, muitas evidéncias suportam a hipotese de que em situagdes onde

exise um aumento das aferéncias simpato-excitatorias e uma reducdo das aferéncias
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simpato-inibitdrias para 0 RVLM, como o estresse agudo, hipertensdo ou insuficiéncia
cardiaca, a importancia do sistema simpatoexcitatorio angiotensinérgico do tronco
cerebral parece se tornar mais evidente (Head, 1994 e 1995; Floras e cols., 1988; Head e
cols., 1988; Bendle e cols., 1997; Barron e cols., 1989; Bruner e Fink, 1986; Haack e
Mohring., 1978; Dorward e Rudd, 1991; Saigusa e Head, 1993; Bartholomeusz e
Widdop, 1995; Liu e cals,, 1999; Chan e cols., 1991; Mosqueda-Garcia e cols., 1990;
Muratani e cols., 1991) .

No que concerne ao NTS, aimportancia dos receptores de angiotensina ll para os
reflexos cardiovasculares tém sido extensivamente estudada no que diz respeito a
integracéo das informacdes barorreceptoras, entretanto, poucos estudos relatam a possivel
importancia dos receptores da angiotensina do NTS para 0os mecanismos de integracéo
das informagbes aferentes quimiorreceptoras. No tocante a estes mecanismos, como
observado neste estudo ndo parece ocorrer a participacdo dos receptores de angiotensina
do NT S na neuromodul agéo das respostas cardiovasculares do quimiorreflexo.

Em conclusdo, de acordo com os resultados presentes neste estudo, observamos
gue os receptores de angiotensina Il do RVLM participam da resposta simpato-excitatoria
do quimiorreflexo, pois o bloqueio destes receptores atenuou, de forma signifucativa, a
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo. Observamos também que o blogueio
bilateral dos receptores de angiotensinall do RVLM néo promoveu qualquer ateracdo na
linha de base da pressdo arterial, mostrando que estes receptores provavelmente ndo séo
ativados tonicamente em situacdes fisiologicas normais. Esta diferenca de resultados
pode estar relacionada a0 uso de animais anestesiados ou acordados. Os resultados

referentes aps experimentos em animais acordados, nos quais avaliamos a participacéo
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dos receptores de angiotensina Il do NTS nas respostas cardiovasculares do
guimiorreflexo, nos permitem sugerir que estes receptores neste nicleo ndo estéo
relacionados na resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo, ainda que os estudos
eletrofisiologicos do presente estudo demonstrem a existéncia de diferentes tipos de
neurbnios do NTS comissural apresentam os mais diversos padrbes de respostas a
angiotensina. De fato, como sugerido por Barnes e cols. (2003), aimportancia e a fungéo
fisiologica destes diferentes tipos celulares no NTS, bem como a importancia da
locdizacBo pré- ou pés-singptica destes receptores para os diferentes reflexos

cardiovascul ares permanece para ser elucidada.
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