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1. RESUMO

O bulbo rostroventrolateral (RVL) ¢ uma estrutura importante para o controle
cardiovascular. Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), hd evidéncias de que a
transmissao glutamatérgica descendente do RVL aos neuronios pré-ganglionares simpaticos €
maior quando comparada com os ratos Wistar Kyoto (WKY). A adrenomedulina (ADM) ¢
um peptideo de 52 aminoécidos que tem como fungdes: vasodilatagdo, broncodilatacdo e
neurotransmissao no sistema nervoso central (SNC). Dados da literatura t€ém demonstrado que
a ADM quando microinjetada no RVL de ratos normotensos anestesiados ou normotensos nao
anestesiados promove aumento da pressdo arterial. Ademais, também ja foi demonstrado que
a microinje¢do bilateral no RVL do antagonista de ADM (adrenomedulina 22-52) em SHR
anestesiados foi capaz de reduzir significantemente a pressdo arterial, enquanto que ndo foi
observado alteracdes da pressdo arterial em ratos normotensos. Uma vez que foi descrito que
em SHR hd um maior mimero de receptores de ADM no RVL quando comparado com ratos
normotensos, esses dados obtidos sdo convergentes com a idéia de que maior nimero de
receptores de ADM no RVL de SHR possam ser um dos fatores responsaveis pela hipertensao
nestes animais. Entretanto, até o momento, ndo sabemos os efeitos da ADM no RVL de SHR
nao anestesiados, uma vez que a anestesia pode interferir com a resposta cardiovascular.
Estudos anteriores demonstraram que o efeito pressor da ADM no RVL sdo dependentes de
receptores glutamatérgicos, sugerindo uma interacdo entre a ADM e o glutamato (GLU).
Assim, seria interessante estudar a interagdo entre ADM e a neurotransmissao glutamatérgica
no RVL. Por isso, o presente estudo teve como objetivo estudar os efeitos da microinjecdo de
ADM no RVL e seu efeito sobre a resposta pressora do GLU em ratos normotensos ¢ SHR

conscientes. Os efeitos da ADM na resposta do quimiorreflexo também foi estudada.



Para realizar este trabalho, foram utilizados ratos normotensos € SHR com canulas de
aco inoxidavel implantadas no RVL. A pressdo arterial pulsatil (PAP), a pressdo arterial
meédia (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram analisadas nos animais, que receberam
salina (NaCl 0,15 M/100 nL), GLU (1 nmol), ADM (0,1 nmol) e mais duas doses de GLU, 5
minutos € 20 minutos apds a microinjecdo de ADM. Nos animais normotensos, a ADM
causou um aumento significativo da PAM (15 = 4 mmHg vs. salina: -1 £ 1 mmHg e 20 + 8
mmHg vs. salina: -2,0 = 1 mmHg; p < 0,05) e a mesma ndo alterou a resposta pressora do
GLU (GLU 5 minutos apos ADM: 36 + 6 mmHg vs. GLU antes ADM: 35 + 6 mmHg e GLU
20 minutos apé6s ADM: 24 + 8§ mmHg vs. GLU antes ADM: 24 + 5 mmHg). Em SHR, a
ADM causou um discreto aumento significativo da PAM (10 £ 1 mmHg vs. controle: -1 + 0,2
mmHg; p < 0,05) e a mesma nao alterou a resposta pressora do GLU (GLU 20 minutos apds
ADM: 29 + 2 mmHg vs. GLU 5 minutos ap6s ADM: 25 + 3 mmHg vs. GLU antes ADM: 38
+ 3 mmHg). Nao houve alteracdo da resposta pressora do quimiorreflexo apdés a ADM no
RVL de ratos normotensos ou SHR.

Nossos resultados sugerem que em ratos normotensos e hipertensos acordados a
ADM microinjetada no RVL também produz aumento da PAM, como observado em ratos
anestesiados. Diferente da nossa hipotese, ADM nao altera a resposta pressora do GLU,
sugerindo que em ratos normotensos € hipertensos ndo anestesiados a interagao entre ADM e
GLU no RVL pode ndo ocorrer. Ainda ndo temos dados suficientes para concluir a auséncia

de efeitos da ADM sobre a resposta simpatoexcitatoria do quimiorreflexo.
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4. INTRODUCAO

A pressao arterial alta, hipertensdo, atinge 1/3 da populagdo dos paises ocidentais. A
hipertensdo triplica o risco de doencas coronarianas, aumenta o risco de infarto e de
insuficiéncia cardiaca congestiva (eg, www.heartstats.org). Existem duas linhas cientificas
diferentes que discutem os possiveis mecanismos para o desenvolvimento € manutencao da
hipertensdao. Primeiramente, ha a cldssica linha “Guytoniana”, a qual sustenta que alteracdes
na funcdo do rim aciona o gatilho para a hipertensao. A segunda linha sustenta que o conceito
de hipertensdao “neurogénica” seja um resultado de alteracdes na funcdo de areas do sistema
nervoso central (SNC) que levariam a uma disfuncdo da atividade do sistema nervoso
autobnomo. Entretanto, ¢ possivel que ambas as linhas sejam simplistas, uma vez que a
hipertensao ¢ uma sindrome sistémica multifatorial, poligenética, com os niveis de pressao
arterial elevados sendo mantidos por meio de alteracdes de varios mecanismos regulatorios
por todo o organismo. De fato, clinicamente, as terapias que utilizam apenas uma droga no
controle da hipertensdo normalmente falham em restabelecer a pressdo arterial em niveis
normais em varios pacientes com hipertensdo essencial. Desta forma, novos estudos sobre a
hipertensdo neurogénica se fazem necessarios, como discutido por Mann (Mann, 2003).

Vale a pena ressaltar que embora ndo exista um modelo animal perfeito de
hipertensdo, tem sido sugerido que o rato espontaneamente hipertenso (SHR) ¢ um modelo
animal que pode ser comparado a hipertensdo essencial em humanos (Trippodo e Frohlich,
1981). Os SHR sdao geneticamente programados e constituem um modelo animal de
hipertensdo amplamente utilizado. A hipertensdo observada nos SHR tem paralelo com a
hipertensao essencial que ocorre em humanos, tais como, 1) disfuncao autondmica (atividade

simpatica aumentada que ocorre antes do inicio da hipertensdo ¢ ¢ mantida no estado
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hipertensivo); 2) lesdo tecidual em orgdo alvo (hipertrofia cardiaca, disfuncdo renal e
endotelial) e 3) sensibilidade aumentada aos inibidores da enzima conversora de angiotensina
(Morishita et al., 1995). Ademais, em SHR, a hipertensdo se desenvolve com o
desenvolvimento (idade) do animal, sem necessidade de alteracdo na dieta alimentar ou de

estimulo ambiental (Trippodo e Frohlich, 1981).

Controle central da pressao arterial

Uma série de evidéncias experimentais mostra que estruturas bulbares e
hipotalamicas regulam o fluxo motor autondmico cardiovascular e que o aumento da
atividade simpdtica estd associado com a hipertensdo em modelos animais e em humanos
(Esler et al., 2001; Guyenet, 2006; Mann, 2003; Pettersson et al., 1986). Das estruturas
bulbares importantes para o controle cardiovascular podemos citar o bulbo rostroventrolateral
(RVL).

Situado na porgao anterior do bulbo, imediatamente caudal ao ntcleo do nervo facial,
o RVL ¢ uma regido chave para o controle cardiovascular [revisiao em (Dampney, 1994;
Guyenet, 2006)]. A lesao aguda do RVL ou sua inibigdo promove uma queda abrupta da
pressdo arterial para niveis iguais aos observados apos a transcec¢dao espinhal (Alexander,
1946; Feldberg e Guertzenstein, 1986). O RVL ¢ o principal sitio de neur6nios pré-motores
bulbo-espinhais que invervam os neurdnios pré-ganglionares simpaticos na coluna intermédio
lateral da medula espinhal (Figura I). De fato, muito do tonus simpatico destinado ao coragao
e as arteriolas ¢ gerado no RVL, o qual também sofre profunda modulagcdo do barorreflexo
(Dampney, 1994; Guyenet, 2006). Ademais, o RVL desempenha uma funcao essencial em
mediar respostas simpatoexcitatorias que sdo evocadas por estruturas supra-medulares tais

como o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (Alexander, 1946;Tagawa e Dampney,
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1999; Yang et al., 2001; Yang ¢ Coote, 1998). Em SHR, ha evidéncias de que a transmissdo
glutamatérgica descendente do RVL aos neurdnios pré-ganglionares simpaticos ¢ maior
quando comparada com os ratos WKY (pares normotensos dos SHR). Isto poderia ser
decorrente de um aumento da transmissao glutamatérgica nos neuréonios do RVL em SHR (Ito
et al., 2000), que por sua vez poderia ser em parte devido ao aumento da atividade de
neurénios do PVN (Yang et al., 2001). Outros neurotransmissores podem também estar

envolvidos no desenvolvimento da hipertensdo, no RVL.
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A adrenomedulina (ADM) ¢ um peptideo de 52 aminoacidos que tem como fungdes:
vasodilatagdo, broncodilatacao e neurotransmissao no SNC. A ADM foi inicialmente isolada
de feocromocitoma humano e é um dos mais potentes peptideos hipotensores (Kitamura et al.,
1993). Abundantes sitios especificos de ligagdo para ADM foram observados no tecido
periférico, bem como no SNC, (Sakata et al., 1994; Serrano et al., 2002; Ueta et al., 1999).
Esta evidéncia sugere que a ADM central pode agir em neurénios do SNC como um
neurotransmissor/neuromodulador, envolvendo a rede neural para produzir varias respostas
fisiologicas. E interessante notar que a administragdo de ADM intracerebroventricular (icv)
ou no RVL provoca hipertensido (Saita et al., 1998; Shan e Krukoff, 2001; Xu ¢ Krukoff,
2004). Dados da literatura tém demonstrado que a ADM quando microinjetada no RVL de
ratos normotensos anestesiados (Xu e Krukoff, 2004) promove aumento da pressao arterial e
parece que a via da proteina quinase A esta envolvida neste efeito (Xu e Krukoff, 2006),
sugerindo que esses receptores sejam acoplados a proteina G. No RVL de SHR parece ter
uma maior expressao de receptores para a ADM e o bloqueio desses receptores pelo uso de
um antangonista promove uma diminui¢do da pressdo arterial em SHR, mas ndo em ratos
normotensos (Colombari et al., 2009). Uma vez que foi descrito que SHR ha um maior
numero de receptores de ADM no RVL quando comparado com ratos normotensos, os dados
obtidos em nosso laboratorio sdo convergentes com a idéia de que maior numero de
receptores de ADM no RVL de SHR possa ser um dos fatores responsaveis pela hipertensao
nestes animais.

Em conjunto, os dados acima citados demonstram que a ADM produz efeitos
pressores quando microinjetada no RVL de ratos normotensos anestesiados e que o
antagonista de ADM microinjetado bilateralmente no RVL reduz a pressdo arterial basal em

SHR anestesiados. Entretanto, até o0 momento, ndo sabemos os efeitos da ADM no RVL de
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ratos normotensos ¢ SHR ndo anestesiados, uma vez que a anestesia pode interferir com a
resposta cardiovascular.

Xu et al. (Xu e Krukoff, 2004) demonstraram que o efeito pressor da ADM no RVL
sao dependentes de receptores glutamatérgicos, sugerindo uma interagdo entre a ADM e o
glutamato (GLU), um dos mais importantes neurotransmissores excitatorios do sistema
nervoso central. Recentemente foi demonstrado que o peptideo angiotensina II, quando
microinjetado no RVL em doses que ndo sao pressoras, aumenta a resposta pressora do GLU,
sugerindo uma modulagdo angiotensinérgica da resposta do GLU no RVL em ratos
normotensos (Vieira et al., 2010). Assim, seria interessante estudar a interagdo entre ADM e a
neurotransmissdo glutamatérgica no RVL. E licito supor que a ADM facilite a resposta
pressora do GLU no RVL em ratos normotensos ¢ SHR, podendo a facilitagdo ser maior nos
SHR.

Os neurdnios do RVL podem ser ativados por cianeto de sédio (NaCN) ou por hipdxia
induzida pela mistura de 3% O, e 97% N, (Koganezawa e Terui, 2007). A exposi¢ao direta
de CN em fatias do RVL (slices) pode ativar os neurdnios do RVL (Wang et al., 2001).
Outros estudos demonstraram que a expressao de ADM ¢ maior no cortex de ratos submetidos
a hipoxia-hipobarica (Serrano et al., 2008) e que camundongos trangénicos knockout para
ADM no encéfalo sdo menos resistentes a hipdxia hipobarica do que os camundongos
selvagens (wild type), demonstrando uma fungdo neuroprotetora da ADM no SNC (Fernandez
et al., 2008). Desta forma, ¢ possivel que a ADM interfira com as respostas do quimiorreflexo
(hipertensdo e bradicardia). De fato, dados do nosso laboratorio em colabora¢do com o
laboratorio do Dr. David Murphy e Dr. Julian Paton (ambos da University of Bristol)
demonstraram em uma preparagdo in situ artificialmente perfundidas, denominada de

Working Heart-Brainstem Preparation (WHBP), (Paton, 1996) que a injecdo bilateral de
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ADM potencializou a resposta do quimiorreflexo induzida por NaCN (Colombari et al.,
2011).
Diante das evidéncias descritas, a ADM no RVL pode estar envolvida com o controle

cardiovascular da hipertensao.



16

5. OBJETIVOS

Verificar em ratos normotensos ¢ SHR ndo anestesiados os efeitos da microinjecao
de ADM no RVL e a influéncia da ADM no RVL nas respostas pressoras do GLU também no
RVL em ratos normotensos € SHR.

Verificar em ratos normotensos ¢ SHR ndo anestesiados os efeitos da microinjecao

de ADM no RVL sobre a resposta do quimiorreflexo.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Animais

Foram utilizados ratos Holtzman (normotensos), pesando entre 280 a 320 g, com
PAM basal = 112 £ 2 mmHg e FC basal =339 + 19 bpm e SHR (12 a 16 semanas), com PAM
basal = 184 £ 5 mmHg e FC basal = 384 + 6 bpm, fornecidos pelo Biotério das Faculdades de
Odontologia e Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” - UNESP, cdmpus de Araraquara. SHR desenvolvem hipertensdo a partir da 8" semana
de vida, ou seja, com 12-16 semanas ja estavam hipertensos. Os animais foram mantidos com
agua de torneira e ra¢do granulada (Purina) ad libitum em gaiolas individuais. O projeto foi

aprovado pelo Comité de Etica desta mesma faculdade (processo CEEA 09/2010).

6.2. Implante de canulas na regido rostroventrolateral do bulbo (RVL)

Os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg de peso corporal) e
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf
900). Apos a incisao longitudinal da pele e do tecido subcutaneo da cabeca, o peridsteo foi
afastado, as suturas de bregma e lambda foram expostas, e serviram como referéncia para
nivelamento da cabeca do animal. Determinado o ponto de introducdo da canula de ago
inoxidavel (15 x 0,7 mm d.i.), foi executada a trepanagdao da abobada com auxilio de uma
broca esférica. Através desse orificio, a canula foi introduzida baseada nos parametros
estereotaxicos do Atlas de Paxinos ¢ Watson (Paxinos e Watson, 1986), a saber: AP = 4,6 mm
caudal a sutura lambdodide; L= 1,8 mm lateral a sutura lambdoide ¢ V = 6,5 mm abaixo da

superficie do osso. As canulas uni ou bilaterais foram fixadas nas cabegas dos ratos com
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parafusos e resina acrilica e uma dose profilaitica de penicilina (50.000 UI,
intramuscularmente) ¢ uma dose de antiinflamatoério (cetoprofeno 1%, 0,1 ml/rato,

subcutaneamente) foram administradas.

6.3. Drogas

As drogas utilizadas neste trabalho foram:
e adrenomedulina (0,1 nmol /100 nL), American Peptides, USA
e glutamato (1 nmol/100 nL), Sigma, USA
e KCN (40 png/0,1 mL), Sigma, USA

Adrenomedulina, glutamato e KCN foram dissolvidos em salina (NaCl 0,15 M)

6.4. Registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca (FC) em animais ndo

anestesiados e administracao endovenosa de drogas

Cinco a sete dias apos o implante de canulas no RVL, no dia anterior ao
experimento, os animais foram anestesiados com uma mistura de quetamina (80 mg/kg de
peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal) para a canulagdo da artéria e veia
femorais para o registro da pressdo arterial, da FC e injecdo de KCN, respectivamente. As
canulas consistem em tubos de polietileno PE-10 soldados a tubos de polietileno PE-50. No
final da canulagdo da artéria e veia femorais, as canulas foram exteriorizadas e suturadas na
pele do dorso do animal. No dia seguinte, a canula da artéria femoral foi conectada a um
transdutor de pressdo (Stathan Gould) e acoplado a um amplificador (ETH-200, CB

SCIENCES INC) e a um sistema de aquisicio e analise de dados (PowerLab,



19

ADInstruments). A PAP, PAM e FC foram registradas simultaneamente. A PAM foi
calculada a partir do sinal de PAP. A FC foi calculada como a frequéncia instantanea do sinal
de PAP. Pela canula da veia femoral foram feitas injecoes em bolus de KCN (40 pg/0,1

ml/rato).

6.5. Injecéo de drogas no RVL

As inje¢des no RVL foram feitas com seringa de microlitro Hamilton (1 pl),
conectada a uma canula injetora de aco inoxidavel com 18,5 mm de comprimento (3,5 mm a
mais que a canula guia implantada no RVL), através de um tubo de polietileno (PE-10). O

volume injetado foi de 100 nL.

6.6. Histologia encefalica para localizacdo dos pontos de injecdes

No final dos experimentos, sob anestesia profunda, o coracdo dos animais foi
exposto cirurgicamente e foi realizada primeiramente perfusdo de solucdo de formalina a
10%. A seguir, os encéfalos foram retirados e mergulhados no mesmo agente fixador por pelo
menos 72 h. Posteriormente, utilizando um micrétomo de congelamento (Leica SM 2000 R)
os cérebros foram seccionados em cortes coronais de 50 pm, corados pela técnica de Nissl
para posterior andlise no microscopio optico. Foram considerados apenas os resultados dos
ratos com histologia positiva, sendo os resultados dos ratos com histologia negativa

descartados.
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6.7. Apresentacéo dos resultados e estatistica

Os resultados foram tabelados. Os dados foram expressos como média = EPM e
analisados através de analise de variancia, associadas ao teste de Student-Newman-Keuls ou
teste t de Student, conforme o indicado. Diferencas foram consideradas significantes para p <

0,05.
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7. EXPERIMENTOS REALIZADOS

7.1. Administracgéo unilateral de ADM no RVL e andlise da presséo arterial, da FC e da

resposta pressora do glutamato (GLU) em ratos normotensos ndo anestesiados

No dia do experimento, 5 a 7 dias ap6s o implante de canulas em direcdo ao RVL,
foram registradas as PAP, PAM e FC, conforme descrito anteriormente. Em um grupo de
animais, inicialmente (tempo zero), os animais receberam sequencialmente no RVL uma
microinje¢do de NaCl 0,15 M (100 nL). Apdés 10 minutos, foi realizada no RVL uma
microinje¢do de GLU (1 nmol/100 nL). Novamente ap6s 10 minutos, foi realizada no RVL
uma microinje¢dao de uma dose pressora de 0,1 nmol/100 nL de ADM. Passados 5 minutos da
microinje¢do de ADM, GLU foi novamente microinjetado no RVL e o efeito pressor foi
analisado. Em um segundo grupo de animais, foi seguido o mesmo protocolo descrito acima,
com a diferenca que a ultima microinjecio de GLU foi realizada 20 minutos apos a

microinje¢ao de ADM. Todas as microinje¢des foram realizadas ipsilaterais.

7.2. Administracéo unilateral de ADM no RVL e analise da pressao arterial, da FC e da

resposta pressora do glutamato (GLU) em SHR né&o anestesiados.

No dia do experimento, 5 a 7 dias apos o implante de canulas em dire¢cao ao RVL,
foram registradas as PAP, PAM e FC, conforme descrito anteriormente. Em um grupo de
animais, inicialmente (tempo zero), os animais receberam sequencialmente no RVL uma
microinje¢do de NaCl 0,15 M (100 nL). Apdés 10 minutos, foi realizada no RVL uma
microinje¢do de GLU (1 nmol/100 nL). Novamente ap6s 10 minutos, foi realizada no RVL

uma microinje¢do de uma dose pressora de 0,1 nmol/100 nL. de ADM. Passados 5 e 20
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minutos da microinjecdo de ADM, GLU foi novamente microinjetado no RVL e o efeito

pressor foi analisado. Todas as microinje¢des foram realizadas ipsilaterais

7.3. Administracao bilateral de ADM no RVL e analise do quimiorreflexo em ratos

normotensos nao anestesiados

No dia do experimento, 5 a 7 dias apos o implante de canulas bilaterais em direcao
ao RVL, foram registradas as PAP, PAM e FC, conforme descrito anteriormente. Em um
grupo de animais, inicialmente (tempo zero), os animais receberam sequencialmente 3
injecoes iv de KCN (40 pg/0,1 ml/rato), para estimular o quimiorreflexo, com diferenca de 5
min entre cada injecdo. Apds 5 e 15 min da administragdo da tltima injegdo de KCN, foram
microinjetados bilateralmente no RVL, respectivamente, salina (NaCl 0,15 M, 100 nL) e
ADM (0,1 nmol/100 nL). Decorridos 10-15 min, as 3 injecdes de KCN foram realizadas

novamente.

7.4. Administragdo bilateral de ADM no RVL e analise do quimiorreflexo em SHR néo

anestesiados

No dia do experimento, 5 a 7 dias apos o implante de canulas bilaterais em direcao
ao RVL, foram registradas as PAP, PAM e FC, conforme descrito anteriormente. Em um
grupo de animais, inicialmente (tempo zero), os animais receberam sequencialmente 3
injecoes iv de KCN (40 pg/0,1 ml/rato), para estimular o quimiorreflexo, com diferenca de 5
min entre cada inje¢cdo. Apds 5 e 15 min da administragdo da ultima injecdo de KCN, foram

microinjetados bilateralmente no RVL, respectivamente, salina (NaCl 0,15 M, 100 nL) e
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ADM (0,1 nmol/100 nL). Decorridos 10-15 min, as 3 injecdes de KCN foram realizadas

novamente.
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8. RESULTADOS

8.1. Efeitos da ADM injetada no RVL sobre a pressao arterial e a FC e sobre a resposta

pressora do GLU em ratos normotensos ndo anestesiados

Na Figura Il verifica-se que a microinje¢do de ADM no RVL causou uma resposta
pressora em ratos normotensos nao anestesiados (15 £ 4 mmHg vs. salina: -1 £ 1 mmHg) e
que a resposta pressora do GLU nao foi alterada apds 5 minutos da microinjecdo de ADM
(GLU 5 minutos ap6s ADM: 36 £ 6 mmHg vs. GLU antes ADM: 35 + 6 mmHg), Figura Ill.
Um tragado representativo deste grupo esta apresentado na Figura IV,

Na Figura V (segundo grupo de animais), verifica-se novamente que a microinje¢ao
de ADM no RVL causou uma resposta pressora em ratos normotensos nao anestesiados (20 +
8 mmHg vs. salina: -2,0 = 1 mmHg) e que a resposta pressora do GLU nao foi alterada apos
20 minutos da microinje¢do de ADM (GLU 20 minutos apos ADM: 24 + 8 mmHg vs. GLU
antes ADM: 24 + 5 mmHg), Figura VI.

Nao houve alteragao sobre a FC
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Figura Il: Mudangas na PAM induzidas pela microinje¢do de salina ¢ ADM no RLV em

ratos normotensos ndo anestesiados. Os resultados foram expressos como média + EPM.

Teste t de Student; p <0,05. n=5.
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Figura Ill: Mudangas na PAM induzidas pela microinje¢do de GLU no RLV em ratos
normotensos ndo anestesiados, antes ¢ 5 min apés ADM 0,1 nmol também no RVL. Os
resultados foram expressos como média £ EPM. Anova de uma via para medidas repetida. n =

5.
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Figura 1V: Tragado representativo mostrando mudancas na PAP, PAM e FC induzida pelo

GLU antes e 5 min depois de ADM no RVL em ratos normotensos ndo anestesiados.
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Figura V: Mudangas na PAM induzidas pela microinje¢do de salina e ADM no RLV em
ratos normotensos ndo anestesiados. Os resultados foram expressos como média + EPM.

Teste t de Student; p < 0,05. n= 8.
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Figura VI: Mudangas na PAM induzidas pela microinje¢do de GLU no RLV em ratos
normotensos ndo anestesiados, antes e 20 min apé6s ADM 0,1 nmol também no RVL. Os

resultados foram expressos como média + EPM. Anova de uma via, medidas repetidas. n = 8.
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8.2. Efeitos da ADM injetada no RVL sobre a pressdo arterial e FC e sobre a resposta

pressora do GLU em SHR néo anestesiados

Na Figura VII verifica-se que a microinje¢ao de ADM no RVL causou uma discreta
resposta pressora em SHR nao anestesiados (10 = 1 mmHg vs. salina: -1 + 0,2 mmHg). Nao
houve significancia entre as respostas pressoras do GLU antes ¢ 5 e 20 min apos a
microinje¢do de ADM no RVL (Figura VIII). Um tragado representativo deste grupo esta
apresentado na Figura IX.

Nao houve alteragao sobre a FC.
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Figura VII: Mudangas na PAM induzidas pela microinjecdo de salina e ADM no RLV em

SHR ndo anestesiados. Os resultados foram expressos como média = EPM. Teste t de

Student; p <0,05. n= 5.
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Figura VIII: Mudangas na PAM induzidas pela microinje¢do de GLU no RLV em SHR ndo

anestesiados, antes, 5 € 20 min ap6s ADM 0,1 nmol também no RVL. Os resultados foram

expressos como média =+ EPM. Anova de uma via, medidas repetidas. n = 5.
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Figura IX: Tragado representativo mostrando mudancas na PAP, PAM e FC induzida pelo

GLU antes, 5 e 20 min depois de ADM no RVL em SHR ndo anestesiados
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8.3. Efeitos da ADM injetada bilateralmente no RVL sobre a pressdo arterial e sobre a

resposta do quimiorreflexo em ratos normotensos ndo anestesiados.

Na Figura X podemos observar que a resposta pressora induzida pela ativagdao do
quimiorreflexo ndo foi diferente antes e apds a ADM no RVL de ratos normotensos. Houve

uma reducao da resposta bradicardica induzida pela ativagdo do quimiorreflexo com KCN.
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Figura X: Mudangas na PAM e FC induzidas pela administracdo de KCN (40 pg/0,1 mL) em
ratos normotensos nao anestesiados, antes e apos ADM 0,1 nmol também no RVL de ratos
normotensos. Os resultados foram expressos como média = EPM. Anova de uma via, medidas

repetidas; p < 0,05.n=5.
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8.4. Efeitos da ADM injetada bilateralmente no RVL sobre a pressédo arterial e sobre a

resposta do quimiorreflexo em SHR nédo anestesiados.

Na Figura XI podemos observar que a resposta pressora induzida pela ativagdo do
quimiorreflexo ndo foi diferente antes e ap6s a ADM no RVL de SHR. Nao houve alteragado

na resposta bradicardica induzida pela ativacao do quimiorreflexo com KCN.
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Figura XI: Mudangas na PAM ¢ FC induzidas pela administra¢cdo de KCN (40 pg/0,1 mL)
em ratos SHR ndo anestesiados, antes e apé6s ADM 0,1 nmol também no RVL de ratos SHR.

Os resultados foram expressos como média + EPM. Anova de uma via, medidas repetidas. n =

4.



35

9. HISTOLOGIA

Figura XlI: Fotomicrografia representativa do grupo mostrando o sitio de microinjegao

unilateral no RVL (seta). NA = nucleo ambiguo.
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10. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que a ADM microinjetada no RVL de ratos
normotensos € SHR ndo anestesiados provoca um aumento da PAM. Além disso, os
resultados mostram que a ADM microinjetada no RVL de ratos normotensos € SHR ndo
anestesiados ndo altera a resposta pressora do GLU, também microinjetado no RVL. A
resposta pressora do quimiorreflexo ndo foi alterada pela ADM no RVL.

Dados anteriores da literatura j& demonstraram que a administragdo de ADM icv ou
no RVL, causa hipertensdo (Saita et al., 1998; Shan e Krukoff, 2001; Xu e Krukoff, 2004).
Pelo menos para as injegdes feitas icv, mostrou-se que a hipertensdo ¢ decorrente de um
aumento da atividade simpatica e liberagdo de vasopressina (Saita et al., 1998; Shan e
Krukoff, 2001; Taylor et al., 2005). A ADM administrada icv promove aumento na expressao
da proteina Fos (marcador de ativagao neuronal) no PVN e no ntcleo supra-optico (Shan e
Krukoff, 2001; Ueta et al., 2001). A ADM microinejetada no RVL promove aumentos na
pressdo arterial em ratos normotensos anestesiados (Xu e Krukoff, 2004) ¢ um aumento na
frequéncia de disparos nestes neuronios quando aplicada no banho em experimentos de patch-
clamp em cortes de RVL (Ming-Xin et al., 2008). No presente estudo demonstramos que em
ratos acordados a ADM microinjetada no RVL de ratos normotensos ou SHR produz aumento
da pressdo arterial. Entretanto, diferente da nossa hipotese, ndo houve uma maior resposta
pressora a ADM em SHR comparados aos ratos normotensos.

Dados da literatura demonstraram que a ADM promove seus efeitos modulando a
neurotransmissdo glutamatérgica (Xu e Krukoff, 2004). Ademais, em SHR ha evidéncias de
que a transmissdo glutamatérgica descendente do RVL aos neurdnios pré-ganglionares

simpaticos ¢ maior quando comparada com os ratos WKY. Isto poderia ser decorrente de um
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aumento da transmissao glutamatérgica nos neurdénios do RVL em SHR (Ito et al., 2000), que
por sua vez poderia ser em parte devido ao aumento da atividade de neurdénios do PVN (Yang
et al., 2001). Outro dado da literatura mostrou que a inje¢ao prévia de angiotensina II no
RVL, em doses que ndo alteravam a pressao arterial, era capaz de potencializar os efeitos
pressores do GLU também microinjetado no RVL em ratos acordados e normotensos (Vieira
et al.,, 2010). Neste sentido supomos que a administragdo de ADM no RVL poderia
potencializar os efeitos do GLU em ratos normotensos e principalmente em ratos hipertensos.
Entretanto, na dose utilizada, ndo percebemos nenhuma alteracdo na resposta pressora do
GLU. E possivel que doses um pouco maiores de ADM pudessem ter um efeito estimulatorio
sobre a neurotransmissao glutamatérgica. Mais experimentos sdo necessarios para podemos
explicar a auséncia de efeito. Por outro lado, ¢ possivel que em ratos acordados a ADM nao
interfira com a neurotransmissao glutamatérgica como ocorre em ratos anestesiados (Xu e
Krukoff, 2004).

Finalmente, dados anteriores do nosso laboratério demonstraram que a resposta
simpatoexcitatoria do quimiorreflexo ativado com NaCN foi potencializada apos a
microinje¢do bilateral de ADM em SHR submetidos a preparagdo in situ perfundida
artificialmente (Colombari et al., 2011). Observamos que em ratos normotensos ¢ em SHR
nao houve alteracdo da resposta simpatoexcitatoria (aumento da pressdo arterial) do
quimiorreflexo. Mais uma vez, ¢ possivel que a dose de ADM utilizada ndo tenha sido
suficiente para causar uma sensibilizagdo na area RVL e promover aumento da resposta

simpatoexcitatoria do quimiorreflexo.
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11. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que em ratos normotensos e hipertensos acordados a
ADM microinjetada no RVL também produz aumento da PAM, como observado em ratos
anestesiados. Diferente da nossa hipotese, ADM ndo altera a resposta pressora do GLU,
sugerindo que em ratos normotensos € hipertensos nao anestesiados a interagdo entre ADM e
GLU no RVL pode ndo ocorrer. Ainda ndo temos dados suficientes para concluir a auséncia

de efeitos da ADM sobre a resposta simpatoexcitatoria do quimiorreflexo.
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