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RESUMO

O sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) esta diretamente relacionado com
doencas cardiovasculares. O peptideo efetor do SRAA que esta relacionado com o
desenvolvimento e manutencdo do aumento da presséo arterial (PA) € a angiotensina
II (Ang Il). Sua atuacdo direta sobre o receptor AT1 promove diversas acdes que
podem causar o aumento da PA. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar
a participacéo do receptor de angiotensina tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2) central sobre
respostas cardiovasculares induzidas por salina hipertdnica intragastrica em ratos
com hipertenséo renovascular (HR). Para isto, foram utilizados ratos Wistar (150-180
g) para a indugéo da HR pelo modelo de dois rins um clipe (2R1C) com a implantacéo
de um clipe de prata na artéria renal. Uma semana apos a cirurgia de 2R1C, os
registros da presséao arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foram feitos
por 5 semanas. Em seguida, fizemos a cirurgia de implante de canula guia no
ventriculo lateral (VL), e ap6s 5 dias foi feita a canulacdo da artéria femoral
possibilitando registrar os parametros cardiovasculares como pressao arterial média
(PAM) e FC em ratos acordados. No dia seguinte, foi feito o registro acordado com
microinjecao de salina ou losartan (217 mM, 1ul) ou PD123319 (40mM, 1pl) seguida
por gavagem intragastrica com salina hiperténica (NaCl 2 M, 2 ml) e registrados por
60 minutos. Os resultados mostram que o modelo foi capaz de desenvolver a HR, na
gual a PAS na 12 semana foi 142,9 + 5,0 mmHg, p<0,05 e na 52 semana 186,3 + 6,9
mmHg, p<0,05, tendo os animais hipertensos apresentado hipotrofia no rim clipado
(RD/RE=0,709). O bloqueio dos receptores AT1 centrais ndo promoveu alteragdes
pressoéricas nos animais normotensos (A: -0,1 £ 0,9 mmHg em relacdo ao basal) no
entanto em animais hipertensos houve uma redugéo da pressao arterial (A: -10,5 +
1,9 mmHg p<0,05 em relacdo ao basal). A gavagem de salina hipertbnica 2 M
promoveu resposta pressora tanto nos animais normotensos como nos hipertensos,
respectivamente (A: 37,9 £ 3,5 mmHg vs A: 37,1 £ 6,5 mmHg p<0,05; 15 min apos a
gavagem) e esta resposta foi completamente blogueada apenas em animais HR apos
o losartan (A: -4,4 £ 1,8 mmHg p<0,05; 15 min apés a gavagem). O bloqueio do
receptor AT2 ndo foram observadas alteragbes na PAM. Posteriormente, a gavagem
foi realizada em todos os grupos e promoveu um efeito hipertensivo ndo-sustentado
em todos eles (PD123319 normotenso A: 39,4 + 4,3 mmHg, p <0,05, PD123319
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hipertensivo A: 34,0 £ 2, 6 mmHg, p <0,05). Nossos resultados mostram que 0s
receptores AT1 presentes nos 0Orgaos circuventriculares (OCVs) participam da
manutencgao da pressao arterial elevada em animais com hipertens&o renovascular e
medeiam as respostas cardiovasculares induzidas pela administracdo intragastrica de
salina hiperténica 2 M em animais hipertensos, mas ndo em animais normotensos.
Assim, podemos sugerir que o modelo 2R1C é capaz de alterar o padrdo da
neurotransmiss&o angiotensinérgica prosencefélica envolvida em respostas causadas

pela hiperosmolaridade plasmatica.

Palavra-chave: 2R1C, Losartan, Orgdos circunventriculares, Hiperosmolaridade

plasmética.
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ABSTRACT

The renin angiotensin aldosterone system (RAAS) is directly related to cardiovascular
diseases. The effector peptide of RAAS is related to the development and maintenance
of increased blood pressure (BP) is angiotensin Il. Its direct action on the AT1 receptor
promotes several actions that may cause the increase of BP. Thus, the present work
aims to evaluate the participation of central AT1 and AT2 receptor on cardiovascular
responses induced by intragastric hypertonic saline in rats with renovascular
hypertension (RH). For this, Wistar rats (150-180 g) were used for the induction of HR
by the model of two kidneys one clip (2K1C) with the implantation of a silver clip in the
renal artery. One week after 2K1C surgery, records of systolic blood pressure (SBP)
and heart rate (HR) were done for 5 weeks. Afterwards, we performed the implantation
of a guide cannula in the lateral ventricle, and 5 days after, the femoral artery was
cannulated, making it possible to record the cardiovascular parameters such as mean
arterial pressure (MAP) and HR in agreed rats. On the following day, the animals was
submmited to microinjection of saline or losartan (217 mM, 1ul) or PD123319 (40mM,
1pl) followed by intragastric hypertonic saline gavage (2 M NaCl, 2 ml) and recorded
for 60 minutes. The results showed that the model was able to develop HR, in which
the SBP at the first week was 142.9 + 5.0 mmHg, p <0.05 and at the 5th week 186.3 +
6.9 mmHg, p <0.05, and the hypertensive animals presented hypotrophy in the clipped
kidney (RD / RE = 0.709). Blockade of the central AT1 receptors did not promote blood
pressure changes in normotensive animals (A: -0.1 £ 0.9 mmHg in relation to baseline);
however, in hypertensive animals there was a reduction in blood pressure (A: -10.5 +
1.9 mmHg p <0.05 compared to baseline). Hypertonic saline gavage promoted a
pressure response in both normotensive and hypertensive animals, respectively (A:
37.9 £ 3.5 mmHg vs A: 37.1 £ 6.5 mmHg p <0.05; gavage) and this response was
completely blocked only in RH animals after losartan (A: -4.4 £ 1.8 mmHg, p <0.05, 15
min after gavage). AT2 receptor blockade did not show changes in MAP.
Subsequently, gavage was performed in all groups and promoted a non-sustained
hypertensive effect in all of them (PD123319 normotensive A: 39.4 + 4.3 mmHg, p
<0.05, PD123319 hypertensive A: 34.0 £ 2.6 mmHg, p <0.05). Our results show that
AT1 receptors present in the circunventricular organs (OCVs) are involved in the
maintenance of high blood pressure in animals with renovascular hypertension and

mediate cardiovascular responses induced by the intragastric 2 M hypertonic saline
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administration in hypertensive animals, but not in normotensive animals. Thus, we may
suggest that the 2K1C model can alter the pattern of angiostensinergic

neurotransmission involved in responses caused by plasma hyperosmolarity.

Keywords: 2K1C, Losartan, Circumventricular organs, Plasma hyperosmolarity.



1. INTRODUCAO

O sistema cardiovascular € composto pelo coragdo, vasos sanguineos e capilares,
sendo encarregado pela circulagdo sanguinea venosa e arterial no organismo,
exercendo papel importante para a oferta adequada de suprimentos necessarios a
sobrevivéncia das células e manutencdo da homeostase corporal (1). A manutencéo
dos niveis pressoricos dentro da normalidade depende das variagbes do débito
cardiaco, e/ou da resisténcia periférica e, caso ocorra algum desequilibrio pressorico
resulta em alterac6es no débito cardiaco ou na resisténcia periférica, essas alteracdes
podem levar ao aumento da pressédo arterial (PA), uma vez que esse aumento seja
sustentado pode-se estabelecer uma condicao clinica conhecida como hipertensao
arterial (HA) (2).

De acordo com a VII Diretrizes Brasileiras de Hipertensao (2), a HA é caracterizada
pela elevacdo e manutencdo da PA para numeros acima dos valores considerados
normais (Presséo Sistélica =2 140 mmHg; Presséao Diastdlica 2 90mmHg). Apesar de
ser uma doenca frequentemente detectavel, ndo apresenta sintomas clinicos
aparentes, podendo levar a complicacdes fatais se nao for tratada (3,4).

A HA estd associada com eventos como morte subita, acidente vascular
encefélico, infarto agudo do miocérdio, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial
periférica e doenca renal crénica (5). Dados norte-americanos trazem que a HA é
responsavel por 45% das mortes cardiacas e 51% das mortes resultantes de acidente
vascular encefélico (6). De acordo com dados epidemioldgicos sobre a hipertenséo
arterial sistémica, no Brasil a HA atinge em torno de 32,5 % das pessoas adultas,

contribuindo para cerca de 50 % das mortes por doenca cardiovascular (5).

Existem diversas causas envolvidas na fisiopatogenia da HA, no entanto, a
maioria dos pacientes sdo ainda considerados hipertensos sem causa definida, ou
seja, hipertensos primarios ou essenciais. Por outro lado, quando a etiologia da
doenca é conhecida, define-se a HA como secundéaria, o que pode, portanto,

direcionar o tratamento de acordo com a etiologia (7).

A hipertensdo renovascular (HR) é considerada uma das causas mais
frequentes de HA secundaria, definida como o aumento da pressao arterial causado

por uma lesdo estendtica ou obstrutiva em uma ou ambas as artérias renais, capaz



de alterar a pressao de perfuséo e o fluxo sanguineo, acometendo entre 2% e 5% da

populacao hipertensa (8,9).

Um dos modelos mais utilizados para o estudo da HA experimental foi proposto
por Goldblatt (1934) (8), no qual a HR é induzida por meio da estenose parcial da
artéria renal de um dos rins, por implantacao de um clipe de prata; enquanto a artéria
do rim contralateral € mantida intacta, diante disso, o modelo é denominado dois rins
um clipe (2R1C) (8,10,11). Esse modelo de HR serviu como base para estudos
subsequentes e demonstrou que uma leséo obstrutiva na artéria renal deve alcancar
um nivel critico de 75% a 80% para produzir mudancas hemodinamicas significantes

na medida do fluxo arterial através da lesdo (12).

Alguns estudos demonstraram que varios fatores estdo envolvidos na
fisiopatogenia do modelo de hipertensdo 2R1C, dentre eles, o sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), sendo o mecanismo humoral envolvido na
modulacao das func¢des cardiovascular e renal, que participa do controle da PA e no
balanco eletrolitico (13).

No modelo de 2R1C, a ocluséo parcial de uma das artérias renais por um clipe
de prata com diametro pré-estabelecido, promove uma constricdo parcial desta
artéria, o que leva inicialmente a um aumento dos niveis de renina circulante e a
consequente exacerbacdo do SRAA (8). Na segunda fase da hipertensdo, que
acontece em um periodo de 5 a 8 semanas, ha a diminui¢do da renina circulante, no
entanto o animal esta mais sensivel a estimulos com angiotensina Il (Ang Il) (14,15).
Na terceira fase, apds a nona semana, quando a hipertensao ja esta estabelecida, ja
foi demonstrado que haja participacdo do sistema nervoso simpatico mantendo os
elevados niveis de presséo, ja que nessa fase ha a normaliza¢do da renina circulante
e mesmo com a retirada do clipe ndo é capaz de alterar os elevados niveis de pressao
(14,15).

Apos a clipagem de um dos rins, o fluxo sanguineo renal diminui, logo a renina
e liberada pelas células justaglomerulares que sao células do mdasculo liso
modificadas e que trabalham como mecanorreceptores, e sdo vistas na parede das
arteriolas aferentes do aparato justaglomerular dos rins (16). A renina é uma protease
gue hidrolisa o angiotensinogénio, um substrato produzido pelo figado, catalisando

sua conversao em um peptideo de 10 aminoéacidos, a angiotensina | (Ang I), que



possui pouca atividade vasoconstritora, insuficiente para promover mudancas
expressivas na funcao circulatéria. Ang | é convertida pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) para o octapeptideo Ang Il (16). Também tem sido descrito que a
partir da Ang | ou da Ang Il, outros metabdlitos como a Ang lll, Ang IV e Ang 1-7 podem

ser gerados (16).

A Ang Il é o peptideo efetor do SRAA e exerce suas acdes via receptores de
angiotensina do tipo 1 (AT1) e tipo 2 (AT2), os quais pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G (16). Quando ligados a Ang Il produzem sinais que levam a
acOes que geralmente sdo opostas (17). Enquanto os receptores AT1 medeiam acdes
com consequéncias potencialmente deletérias, se ndo forem apropriadamente
contrabalanceados, os receptores AT2 parecem induzir acdes protetoras, embora de
relevancia clinica ainda néo totalmente esclarecida (18). A interacdo da Ang Il com os
receptores AT1 ativa numerosos processos celulares induzindo a vasoconstriccao,
retencdo de sodio e agua, liberacdo de vasopressina (AVP), geracdo de espécies
reativas de oxigénio, inflamacao vascular, remodelamento cardiaco e vascular,
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e liberacdo de aldosterona que
contribuem ndo somente para a génese da HA, mas também para acelerar os danos
nos chamados 6rgdos-alvo como coracao e rim. Ja sua interacdo com 0s receptores

AT2 medeiam uma acao anti-proliferativa e apoptotica (19).

Por conseguinte, na HR, a reducéo do fluxo sanguineo para o rim em razéo da
estenose da artéria renal, induz a ativagéo excessiva do SRAA, levando a HA (20,21).
A fase inicial da hipertensé@o apés colocacao do clipe € dependente do aumento na
concentracdo plasmatica de renina e de Ang Il. De fato, estudos mostram que a
administracdo de inibidor de Ang Il em ratos com hipertensdo 2R1C produziu queda
acentuada na pressao arterial apos 5 semanas de clipagem. Esses dados indicam que
a HR neste modelo € inicialmente dependente da renina (22). Enquanto que a fase de
manutencao da hipertensdo, que se inicia aproximadamente quatro semanas apos a
instalacdo do clipe, os niveis plasmaticos de Ang Il e renina retornam aos seus niveis
normais. Os niveis elevados de Ang Il retém sodio e agua, mesmo com niveis
reduzidos de renina (13,23,24).

Diversos estudos sugerem que a hipertensdao no modelo experimental 2R1C
depende do aumento da atividade do SRAA, tanto periférico quanto central (15,25—-

27). Visto que, Ang Il circulante € amplamente conhecida por seu papel na regulacéo



do balanco hidroeletrolitico e funcdo cardiovascular, uma vez que atua diretamente
nas arteriolas promovendo vasoconstricdo; em nucleos hipotalamicos estimulando a
producdo de vasopressina; nos rins, diretamente no tdbulo renal aumentando
excrecdo de potassio e a reabsorcdo de sodio (consequentemente aumentando a
retencdo de agua); e no cortex da glandula adrenal estimulando a liberacdo de
aldosterona, que por sua vez também atua na excrecéo de potassio e reabsorcdo de
sédio (15,25-28).

A Ang Il circulante também atua no encéfalo por meio de sua ligacdo a
receptores presentes nos 0rgaos circunventriculares (OCVs), em regibes livres de
barreira hematoencefalica, o que permite ao encéfalo detectar sinais ou alteracdes na
composicdo do sangue e responder a essas alteragées por meio de ajustes neurais
ou neuroenddcrinos. Entre os OCVs podemos citar: a area postrema, o 6rgao
subfornical (SFO) e o 6rgao vasculoso da lamina terminal (OVLT) como pecas chave

no controle da pressao arterial e equilibrio hidroeletrolitico (29).

Um dos estimulos para ativacdo dos OCVs é alteracdo da osmolaridade
plasmatica. Experimentalmente, o aumento da osmolaridade plasmatica pode ser
ocasionado por administracdo intragastrica de salina hipertdnica 2 M que simula a
ingestdo de substéncias osmoticamente ativas, resultando em desidratacdo celular
(30). A hiperosmolaridade induzida por cloreto de sodio (NaCl) intragastrica 2 M em
ratos aumenta a concentracdo plasmatica de sédio e osmolalidade em 4%, reduz a
atividade de renina plasmaética, sem alterar o hematdcrito e a proteina plasmatica total
(31), causa sede, resposta pressora, tem aumento da atividade de neurdnios
hipotalamicos vasopressinérgicos e ocitocinérgicos, acarretanto uma maior

concentracdo de vasopressina e ocitocina plasmaticos (32,33).

Diferentes estudos demonstram que aumentos agudos da concentracao
plasmatica de sodio desencadeiam uma série de respostas autondmicas,
cardiovasculares e hormonais. Dentre essas respostas destacamos: a reducédo da
atividade simpética renal (34), a secrecdo do peptideo natriurético atrial (ANP),
ocitocina e vasopressina (35-38), o aumento da PA (32,39,40), e a vasodilatacéo
renal (41). Admite-se que estes ajustes, desencadeados pela hipernatremia fazem
parte de um conjunto de respostas integradas que visam promover a natriurese,

restabelecendo, assim as condi¢cdes volémicas normais (42).



Ademais, a administracdo intracerebroventricular (icv) ou em varias areas
prosencefalicas de Ang Il, produz aumento da PA (43-45). Este aumento da PA
induzido por Ang Il em areas prosencefélicas € decorrente de um aumento da
atividade do sistema nervoso simpético e/ou secre¢do de vasopressina (46—48). Ja foi
demonstrado que a infuséo icv de bloqueador do receptor AT1 (losartan) promove a
diminuicdo da PA e da frequéncia cardiaca (FC) em ratos Dalth salt-sensitive
conscientes, 0 que sugere a participacdo desses receptores nas respostas
cardiovasculares nessa linhagem (49). Ademais a injecao icv de losartan foi capaz de
impedir a resposta pressora e a resisténcia vascular renal evocada pela Ang Il em

animais espontaneamente hipertensos conscientes (50).

Do até aqui exposto, tendo em vista que a Ang Il promove diversas a¢des que
resultam em aumento da resposta pressora por meio da acdo do sistema nervoso
central e que o modelo de HR é dependente da Ang Il, buscamos entender qual a
participagdo dos receptores ATl e AT2 localizados nos OCVs na resposta a
administrac@o intragastrica de solucdo salina hipertbnica 2 M, classicamente

dependente de Ang Il em animais com HR pelo modelo de hipertensao 2R1C.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a participacdo dos receptores de ANG Il (AT1 e AT2) centrais sobre
respostas cardiovasculares induzidas por salina hipertdnica intragastrica em ratos

normotensos e com HR.

2.2 Objetivos especificos

Verificar os parametros cardiovasculares como pressé&o arterial média (PAM) e
FC em resposta a administracdo de salina hiperténica intragastrica 2 M em animais

normotensos apods o bloqueio dos receptores AT1 e AT2.

Determinar os parametros cardiovasculares como PAM e FC em resposta a
administracdo de salina hipertdnica intragastrica 2 M em animais 2R1C apo6s o

bloqueio dos receptores AT1 e AT2;



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Modelo animal utilizado

Foram utilizados ratos Wistar (150 a 180 gramas (g) — para a inducdo da
hipertensdo renovascular), fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de Goias.
Os animais foram mantidos sob condi¢des de luz controlada ciclo claro-escuro de 12
horas, em salas climatizadas com temperatura controlada (22-24°C) e tiveram
acessos ad libitum a agua e racéo granulada, atendendo a todas as normas de manejo
e cuidado animal. Todos os protocolos utilizados foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias (CEUA, n°
31/2014).

3.2 Cirurgia para o desenvolvimento da hipertens&o renovascular Modelo
Goldblatt — 2 rins 1 clipe (2R1C)

Os animais com peso de 150-180 g foram anestesiados com uma mistura de
cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso corporal). Foi feita
a laparotomia para exposicdo da artéria renal esquerda, que foi isolada para a
colocacao de um clipe de prata (abertura de 0,2 mm) que ocluiu parcialmente o fluxo
de sangue da artéria renal. Posteriormente, a camada muscular e a pele foram
suturadas e realizou-se o tratamento profilatico com administracdo intramuscular de
pentabidtico veterinario (benzilpenicilina 80000IUs + streptomicina 33 mg, Fort Dodge
Saude Animal Ltda, Campinas, SP) e de anti-inflamatorio cetoprofeno (ketoprofen 1%,
1 mg/kg de peso corporal, Mundo Animal, S&o Paulo, SP) em todos os animais. Para
0s animais controle, o mesmo procedimento foi realizado com a excec¢ao da colocacao

do clipe de prata.
3.3 Registro de presséo de cauda

Uma semana apos a cirurgia de 2R1C, os registros de PAS e FC foram feitos
periodicamente (2 vezes por semana) durante 5 semanas. Estes registros ocorreram
sempre no mesmo periodo. Os ratos foram pré-aquecidos a aproximadamente 38 °C
durante 15 minutos (min) para dilatacdo da artéria caudal. Os animais foram colocados
em um contensor de madeira, apenas para a exposi¢cdo da cauda para que fosse
possivel o registro de presséo arterial pulsatil (PAP), a partir da artéria caudal. Um

manguito de borracha foi posicionado na cauda, proximo ao corpo do animal,



possibilitando que a insuflacéo e desinflacdo do manguito obstrua e desobstrua o fluxo
sanguineo da artéria caudal. O manguito foi conectado a uma péra de insuflacéo e a
um transdutor de pressédo arterial, acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab 4/25, ML0380/D, ADInstruments, Bella Vista, Austrélia). O registro dos
sinais mecanicos produzidos a partir da insuflacdo do manguito e da PAP da artéria
caudal, foram obtidos a partir do software LabChart Pro (v.7.3.7, ADInstruments, Bella
Vista, Australia). Os ciclos de insuflagdo e desinsuflacdo foram repetidos pelo menos
3 vezes. A FC foi calculada através da PAP e os valores foram obtidos entre as médias

dos ciclos registrados.

3.4 Cirurgia para implante de canula guia no Ventriculo lateral (VL)

Apds cinco semanas de registro de pressdo de cauda, os animais foram
anestesiados com cetamina (80 mg/kg de peso corporal) e xilazina (7 mg/kg de peso
corporal) administrado intraperitonealmente, e posteriormente fixados em um
aparelho estereotaxico para pequenos animais (Bonther Ltda, Ribeirdo Preto, SP). O
cranio foi nivelado utilizando o bregma e lambida como referéncias. Uma céanula de
aco inoxidavel (12 milimetros (mm) comprimento x 0,7 mm didmetro interno) foi
implantada no VL, apés a trepanacéo do cranio com uma broca circular, usando as
coordenadas 0,6 mm caudal ao bregma, 1,2 lateral a linha média e 3,6 mm abaixo da
superficie do cranio. A canula foi fixada no cranio com a utilizacdo de parafusos e
resina acrilica. Ap6s a secagem completa da resina, o animal foi retirado do
estereotaxico e um mandril foi introduzido dentro da canula. Uma dose profilatica de
pentabidtico veterinario (benzilpenicilina 80000IUs + streptomicina 33 mg, Fort Dodge
Saude Animal Ltda, Campinas, SP) e de anti-inflamatorio cetoprofeno (ketoprofen 1%,
1 mg/kg de peso corporal, Mundo Animal, Sado Paulo, SP) foi administrada
intramuscularmente em todos os animais. Os animais foram mantidos em recuperacao

por um periodo de cinco dias.
3.5 Andlise dos parametros cardiovasculares

Para avaliar os parametros cardiovasculares como PAM e FC em ratos
acordados foi realizado o procedimento cirurgico de canulacdo da artéria femoral no
dia anterior aos experimentos de registro acordado. Para isso os animais foram

anestesiados (70 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg de xilazina), uma incisdo na face



ventral da pata traseira foi necessaria para expor e dissecar a artéria, logo em seguida
um tubo de polietileno PE-10 de 4 centimetro (cm) foi introduzido na artéria. Esse tubo
é soldado a outro tubo de polietileno PE-50 de 15 cm de comprimento preenchido com
heparina. As por¢des PE-50 foram transpassadas sob a pele do dorso e suas
extremidades foram exteriorizadas e fixadas com fios de sutura. Finalizando o
procedimento cirlrgico a incisdo foi suturada e os animais receberam doses de

antibiético e anti-inflamatério.

3.6 Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca em ratos n&o

anestesiados

ApOGs 24 horas da cirurgia, a canula ligada a artéria femoral foi acoplada a um
transdutor de pressao ligado a um amplificador (ETH-200 CB SCIENCES INC), por
sua vez conectado a um conversor analogico digital PowerLab/400 (ADInstruments)
acoplado ao software Labchart (ADInstruments), a fim de registrar a pressao arterial
pulsatil (PAP), PAM e a FC. Com o intuito de evitar a formacdo de coagulos durante
0s registros, foi administrada solucéo salina heparinizada na canula ligada a artéria
femoral. Apés o periodo de estabilizacdo do registro, cerca de 20 minutos, foi
microinjetado salina ou losartan (217 mM, 1ul) ou PD123319 (40mM, 1ul), um
antagonista de receptor AT1 e AT2 no VL. ApGs a microinjecao foi feito o registro por
15 minutos, e logo os animais foram submetidos ao protocolo de gavagem
intragastrica com salina hiperténica (NaCl 2 M, 2 ml) e registrados por mais 60

minutos.

3.7 Andlise histolégica

Ao final dos experimentos, os animais foram anestesiados com tiopental sédico
(70 mg/kg de peso corporal). Em seguida, receberam inje¢cdes de corante (azul de
Evans 1% 0,1ul) no VL e foram submetidos a uma perfuséo cerebral por meio de
injecdo no coracdo (ventriculo esquerdo) de solucao de formaldeido 10% (20 ml). A
seguir os encéfalos foram retirados e armazenados em formaldeido 10% por alguns
dias. Os encéfalos foram seccionados em cortes coronais de 40 micrometros (um) de
espessura com o0 auxilio de um micrétomo de congelamento (Leica; Wetzlar,
Alemanha), montados em laminas e corados com corante vermelho neutro. Para a

localizacéo das inje¢Bes no VL, os cortes foram analisados utilizando um microscépio
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optico (Leica DM500, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) acoplado a um sistema
digital de aquisicdo de imagens (Leica Application Suite, V.3.10, Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemanha). Os ratos também foram submetidos a uma laparotomia mediana
para retirada dos rins para que fosse avaliado o peso deles, com o intuito de certificar

gue o procedimento cirargico de clipagem foi realizado com sucesso.
3.8 Coloracéao por vermelho neutro

Os cortes encefalicos dos animais submetidos a microinjecdo no VL foram
submetidos a coloracédo de vermelho neutro para evidenciar a marcacédo do corante
azul de Evans (4%; 100 nL; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). ApGs a montagem
em laminas e secagem em temperatura ambiente, os cortes foram submergidos em
vermelho neutro (CisH17CIN4, 1%) por 5 minutos. Em seguida foram lavados em agua
destilada e desidratados em concentracdes crescentes de alcool etilico (C2HsO; 70%,
90%, 100%; 3 min). Os cortes foram ainda submergidos em xilol (CsH1o0; 30min; Neon,
Suzano, SP, Brasil) para remocdo do alcool e clarificacdo. Posteriormente foram

recobertos com laminulas com auxilio de DPX (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
3.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(v 6.01; GraphPad Software, Inc. San Diego, Califérnia, USA). Os valores foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). As variacdes da PAS, PAM e
FC foram analisadas usando analise de variancia de duas vias (ANOVA two way)
seguido pelo pos-teste de Tukey. Os dados de peso corporal e relacdo do peso dos

rins foram analisados através do teste t Student ndo pareado.
3.9 Delineamento experimental

Na figura 1 € mostrado o delineamento experimental realizado.
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Figura 1: Esquema representativo do delineamento experimental dos grupos normotenso e hipertenso,
com microinjecdes de salina ou losartan ou PD1233109.
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4. RESULTADOS
4.1 Histologia

A Figura 2 apresenta uma fotomicrografia transversal representativa de um
corte histolégico indicando o ponto de injecéo tipico (seta) no VL. Para este estudo,

somente 0s animais positivos foram analisados.

Figura 2: Fotomicrografia demonstrativa do local de injecdo (seta) no VL em um animal representativo
do grupo.

4.2 Efeito da hipertenséo renovascular sobre a Pressé&o Arterial Sistolica
(PAS) e Frequéncia Cardiaca (FC)

A figura 3 apresenta os valores da PAS e FC pelo método de pletismografia de
cauda ao final da 52 semana de protocolo experimental. Conforme esperado, 0s
animais submetidos a estenose da artéria renal esquerda apresentaram aumentos
significantes dos niveis pressoricos ao decorrer das semanas. Na primeira semana de
pletismografia de cauda, os animais obtiveram 142,9 + 5.0 milimetros de mercurio

(mmHg) de PAS e no fim da quinta semana os animais obtiveram um aumento
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significativo para 186,3 £ 6,9 mmHg, p<0,05. Enquanto que, nos animais hormotensos
nao houve diferenca ao decorrer das semanas (109,7 £ 1,4 mmHg na primeira semana
e na 5% semana 115,6 + 1,3 mmHg). A FC dos animais com cirurgia de 2R1C e
normotensos nao houveram diferenca significativa durante as semanas (2R1C: 403,0
+ 7,0 batimentos por minutos (bpm) e 416,8 + 8,3 bmp; primeira e quinta semana,
respectivamente; normotenso: 364,4 + 3,1 bpm e 377,8 + 3,1 primeira e quinta

semana, respectivamente.)
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Figura 3: PAS e FC dos animais de 2R1C e normotensos durante cinco semanas. Os dados foram
expressos em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA seguido pelos pés teste de Tukey. *p<0,05
comparando ao valor da primeira semana. #p<0,05 comparado o grupo hipertenso (2R1C) com o grupo
normotenso.
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4.3Peso dos rins e relacdo entre o rim direito e esquerdo dos animais
hipertensos e normotensos

Além dos valores pressoricos, foi analisado o peso renal dos animais.
Indispensavelmente, o rim dos animais clipados (hipertensos) deveria apresentar uma
hipotrofia quando comparado ao rim nao clipado, numa relag&o entre o rim direito e 0
rim esquerdo (RD/RE) de 0,4 até 0,9 (Tabela 1) (51). Analisando a figura 4,
observamos que o rim clipado dos animais 2R1C apresentou hipotrofia quando
comparado ao rim néo clipado (rim direito: 1778,4 £ 94,4 mg e rim esquerdo: 1259,5
+ 54,7 mg, p<0,05), diferentemente dos animais normotensos que nao houve

diferenca entre os rins (rim direito: 1528,65 + 34,4 mg e rim esquerdo: 1400,7 + 28,1).

Tabela 1: Peso dos rins (mg) e relacdo entre o rim direito e esquerdo dos animais hipertensos e

normotensos.

Direito (mg) Esquerdo (mg) RD/RE)
Hipertensos 1778,4 94,4 1259,5 + 54,7* 0,709
Normotensos 1528,0+ 34,4 1400,7 28,1 1,026

Média + erro padrdo da média (E.P.M) dos valores do peso do rim direito e esquerdo comparado o

grupo hipertenso com o normotenso. *Diferente dentro do mesmo grupo.
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Figura 4: Peso dos rins direito e esquerdo dos animais hipertensos e normotensos. Os dados foram
expressos em média = EPM e analisados por Teste t Student. *p<0,05 quando comparado ao rim direito.
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4.4 Registro de pressao arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
em ratos acordados

ApGs avaliarmos a hipertenséo através da cirurgia de 2R1C, avaliamos também
0s parametros cardiovasculares em ratos nao anestesiados submetidos a gavagem
de salina hipertdnica 2 M ap0s a microinjecdo de antagonista de receptor AT1

(losartan) e antagonista de receptor AT2 (PD123319) central.

Na tabela a seguir, sdo mostrados os valores basais de PAM e FC do registro
nao anestesiados dos animais hipertensos e normotensos. Mostrando que o0s
parametros cardiovasculares foram diferentes entre os grupos apenas na PAM
(hipertensos: 174,6 + 5,5 mmHg, p<0,05 e normotensos: 112,9 + 2,3 mmHg, p<0,05)
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores basais dos parametros cardiovasculares analisados nos animais do grupo hipertenso

N PAM (mmHg) FC (bpm)
Hipertensos 35 174,6 + 5,5* 380,0+12,4
Normotensos 30 1129+2,3 370,8+4,5

€ normotenso.

Média + erro padrdo da média (E.P.M) dos valores basais da presséo arterial média (PAM-mmHg) e

frequéncia cardiaca (FC-bpm). *Diferente do controle normotenso com p<0,05.

4.41 Efeitos da microinjecao de Losartan sobre a resposta a

administragao de salina hiperténica intragastrica 2 M

Durante o registro acordado, nos animais normotensos e hipertensos, foi feita
a microinjecao de salina para controle, e ndo foram observadas alteracdes na PAM.
Posteriormente, foi feita a gavagem de salina hipertdnica 2 M em ambos 0s grupos, e
promoveu um efeito hipertensor ndo sustentado (normotenso salina A: 28,9 + 2,6
mmHg, p<0,05 e -1,5, + 1,7 mmHg; 15 e 35 min apds a gavagem, respectivamente; e
hipertenso salina A: 37,1 + 6,5 mmHg, p<0,05 e -2,1 + 1,6 mmHg; 15 e 45 min apds a
gavagem, respectivamente, figura 5). Mostrando que a gavagem de salina hiperténica
2 M promove o aumento da PAM tanto em animais normotensos quanto em animais

hipertensos, como € mostrado nos nossos resultados.
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Nos animais normotensos, a microinjecao de antagonista de receptor AT1 nao
promoveu alteracbes significativas e quando administramos gavagem de salina
hipertonica 2 M resultou em um efeito hipertensor, retornando para os valores basais
(normotenso losartan A: 37,9 = 3,5 mmHg, e 4,0, £ 2,2 mmHg 15 e 55 min apos a
gavagem, respectivamente, figura 4). Enquanto que, nos animais 2R1C a microinjecao
de losartan levou a uma hipotenséo (hipertenso losartan A: -10,5 + 1,9 mmHg, p<0,05;
10 min apo6s a microinjecao, figura 5). Apos 15 minutos da administracédo central de
losartan foi realizada a gavagem de salina hiperténica 2 M, que ocasionou ao longo
de 25 minutos no retorno da PAM aos valores basais (hipertenso losartan A: -3,3,

2,1 mmHg; 25 min apds a gavagem de salina hipertdnica 2 M, figura 5).

Nossos resultados indicam que ap6s o bloqueio do receptor AT1 ndo houve
alteracdes pressoricas nos animais normotensos, ja nos animais hipertensos
promoveu a queda da PA. Quando administramos a gavagem de salina hipertonica
intragastrica, causou uma resposta pressora nos animais normotensos, e nos animais
hipertensos restaurou a PAM aos valores basais. Quando comparamos entre 0 grupo
de hipertenso frente a microinjecéo e a gavagem de salina hipertbnica 2 M, existem
diferencas significativas entre eles (hipertenso losartan A: -10,5 £ 1,9 mmHg, p<0,05
e -4,4 + 1,8 mmHg, p<0,05; 10 e 15 min ap6s a microinjecdo e gavagem de salina
hipertbnica 2 M, respectivamente; hipertenso salina A: 3,6 £ 1,0 mmHg, p<0,05; e 37,1
+ 6,5 mmHg, p<0,05; 10 e 15 min apds a microinjecdo e gavagem de salina hipertdnica
2 M, respectivamente). Também comparamos entre 0 grupo normotenso, e ha
diferenca significativa ap6s a gavagem de salina hipertdnica 2 M (normotenso losartan

A: 37,9 + 3,5 mmHg, p<0,05;15 min ap6s a gavagem de salina hiperténica 2 M;

normotenso salina A: 28,9 £+ 2,6 mmHg, p<0,05; 15 min apos a gavagem) (figura 5).
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Figura 5: Registro de Presséo arterial média (PAM) em ratos acordados hipertensos e hormotensos.

Na linha tracejada indica microinjecdo de losartan e salina. Na linha continua indica gavagem de salina

hipertbnica 2 M. Os dados foram expressos em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA

seguido pelos poés teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao valor basal. #p<0,05 comparado entre os

grupos.

A figura 6 mostra o registro de FC nos ratos acordados hipertensos e
normotensos. Em ambos os grupos ndo houve alteracdes na FC tanto apls a
microinjecao de salina e losartan no VL. Porém ap6s a gavagem de salina hipertdnica
2 M houve alteragbes na FC, promovendo uma taquicardia n&do sustentada
(normotenso salina A: 56,6 + 21,6 bpm, p<0,05; 15 minutos apds a gavagem;
normotenso losartan A: 36,2 + 9,6 bpm, p<0,05; 15 minutos ap0s a gavagem;
hipertenso salina A: -38,9 + 13,3 mmHg, p<0,05; 15 min ap0s a gavagem; hipertenso

losartan A: 38,9,1 + 13,3 mmHg, p<0,05 bpm; 15 min apds a gavagem, figura 6).
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Figura 6: Registro de Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos acordados hipertensos e normotensos. Na
linha tracejada indica microinje¢éo de losartan e salina. Na linha continua indica gavagem de salina
hiperténica 2 M. Os dados foram expressos em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA
seguido pelos pos teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao valor basal.

4.4.2 Efeitos da microinjecdo de PD123319 sobre a resposta a

administracdo de salina hipertdnica intragastrica 2 M

Conforme a figura 7 mostra, o registro de PAM nos animais normotensos e
hipertensos feita microinjecdo de salina e PD123319 e nao foram observadas
alteracdes na PAM. Em seguida, foi feita a gavagem de salina hiperténica 2 M em
todos os grupos, e promoveu um efeito hipertensor ndo sustentado em todos eles
(normotenso salina: A: 32,8 + 3,9 mmHg, p<0,05 e 0,0 £ 1,2 mmHg; 15 e 45 min apés
a gavagem, respectivamente; hipertenso salina A: 36,0 £ 14,5 mmHg, p<0,05e 7,0 £
2,9 mmHg; 15 e 45 min apés a gavagem, respectivamente; normotenso PD123319 A:
39,4 + 4,3 mmHg, p<0,05 e 4,3 £+ 2,8 mmHg; 15 e 45 min ap6s a gavagem,
respectivamente; hipertenso PD123319 A: 34,0 £ 2,6 mmHg, p<0,05 e 3,2 + 2,6
mmHg; 15 e 45 min ap0s a gavagem, respectivamente). Nossos resultados indicam

que a apos o bloqueio do receptor AT2 ndo houve alteracdes pressoricas, enquanto
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que, apo6s a gavagem de salina hipertbnica 2 M, ha um efeito hipertensor nao

sustentado em ambos os grupos.

@ 2R1CPD123n=7

(O 2R1C Salinan=5

* 4 Normotenso PD123 n=6
! 7% Normotenso Salina n=5
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Figura 7: Registro de Pressao arterial média (PAM) em ratos acordados hipertensos e normotensos.
Na linha tracejada indica microinjecdo de PD123319 e salina. Na linha continua indica gavagem de
salina hiperténica 2 M. Os dados foram expressos em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA
seguido pelos pés teste de Tukey. *p<0,05 comparado ao valor basal.

Durante o registro acordado, em todos os grupos, nao houve alteracées na FC
tanto apds a microinjecdo de salina e PD123319, quanto apds a gavagem de salina
hiperténica 2 M (normotenso salina A: 4,0 £ 2,6 e 26,2 = 2,0 bmp; 10 min apds a
microinjecao de salina e 15 min ap0s a gavagem, respectivamente; hipertenso salina
A:-6,9 £19,8 e 23,2 + 20,7 bmp; 10 min apos a microinjecdo de salina e 15 min apos
a gavagem, respectivamente; normotenso PD123319 A: 6,6 = 3,2 e 25,5 + 6,0 bmp;
10 min apds a microinjecao de PD123319 e 15 min ap0s a gavagem, respectivamente;
hipertenso PD123319 A:9,7 £ 10,1 e 20,2 + 17,7 bmp; apdés a microinjecao de

PD123319 e 15 min ap0s a gavagem, respectivamente) (figura 8).
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Figura 8: Registro de Frequéncia Cardiaca (FC) em ratos acordados hipertensos e normotensos. Na
linha tracejada indica microinjecdo de PD123319 e salina. Na linha continua indica gavagem de salina
hipertbnica 2 M. Os dados foram expressos em média + EPM e analisados por Two Way ANOVA

seguido pelos pos teste de Tukey.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com a hipétese de que a
Ang Il aumentada durante a HR, atua sobre os receptores AT1 localizados nos OCVs,
no entanto, medeia a resposta pressora promovida pela administracdo intragastrica
de salina hipertdnica 2 M que nao era esperado. Especificamente, demonstramos que:
I. 0 modelo 2R1C promoveu hipertensdo nos animais apresentando hipotrofia no rim
clipado; Il. o bloqueio do receptor AT1 ndo promoveu alteracdes pressoéricas em
animais normotensos e reduziu a pressao nos animais HR; Ill. o bloqueio do receptor
AT1 aboliu a resposta pressora induzida pela gavagem de salina hipertbnica 2 M
apenas em animais hipertensos; IV. o blogueio do receptor AT2 ndo promoveu
alteracdes pressoéricas em animais normotensos e hipertensos; V. o bloqueio do
receptor AT2 ndo promoveu alteracdes na resposta pressora induzida pela gavagem

de salina hipertdnica 2 M em animais normotensos e hipertensos.

No modelo de HR 2R1C ocorre uma diminui¢cdo crénica do fluxo sanguineo e,
consequentemente, da pressao de perfusdo renal promovendo a elevacao dos niveis
plasméticos de Ang Il que, por sua vez, acarreta em um aumento sustentado da
presséo arterial (20). Essas evidéncias foram confirmadas no presente estudo, que
demonstra aumentos significativos nos niveis pressoéricos ao decorrer das semanas
em ratos submetidos a cirurgia de 2R1C , sem alterar de maneira significativa a FC,
mostrando que a inducéo da hipertenséo renovascular do nosso estudo foi eficaz (52—
57).

Ao final do protocolo, foi avaliado o peso dos rins e constatou-se que animais
hipertensos apresentam hipotrofia renal no rim correspondente a artéria em que o
clipe foi implantado. Os resultados deixam claro que o rim esquerdo, clipado,
apresentou peso menor comparado ao rim direito, ndo clipado. A hipotrofia renal
gerada pela estenose arterial do rim esquerdo € decorrente da reducdo do fluxo
sanguineo e com consequente reducao da filtragem glomerular (51). De acordo com
Smith e Bishop (1986) (51) a HR é confirmada quando se tem resultados da relagéo
entre rim esquerdo/ rim direito (RE/RD) entre 0,4 e 0,9; sendo, portanto, indicativo de
uma operacao bem sucedida, ou seja, este intervalo de relagdo RE/RD sugere que os
animais ficaram hipertensos, e diferentemente dos animais normotensos que

possuem a relacdo acima de 0,9. Neste sentido, os resultados encontrados nesse
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trabalho em relacdo RE/RD em animais hipertensos e normotensos estao de acordo

com os dados ja publicados.

O receptor AT1 é amplamente distribuido nos sistemas nervoso, enddcrino,
cardiovascular e renal. Em condicdes fisioldgicas, o AT1 medeia os efeitos classicos
da Ang Il, incluindo a manutencdo do volume do fluido extracelular e da presséao
arterial. No entanto, o aumento das concentragcdes de Ang Il no plasma ou aumento
da expressdo do receptor AT1l nos diferentes tecidos, pode resultar em
vasoconstricao, liberacédo de aldosterona pelas glandulas adrenais, retencdo de sodio,

estimulacao do sistema nervoso simpatico (58).

A injecéo central do antagonista do receptor AT1, losartan, ndo alterou a PAM em
animais normotensos, mas nos animais hipertensos pelo modelo de 2R1C houve uma
diminuicdo da pressédo arterial basal, efeito jA& demonstrado em ratos Dalth salt-
sensitive conscientes (49), bem como apds a inibicdo da atividade da enzima
conversora de angiotensina (15), o que demonstra que a manutencao da hipertensao
pelo modelo de 2R1C depende da ativacdo dos receptores AT1 central, pelo menos

até o periodo de 6 semanas apos a clipagem.

Em nosso trabalho, apds a microinjecao central de losartan houve uma reducéo
na PA nos animais de 2R1C. A Ang Il aumentada neste modelo pode atuar sobre 0s
receptores AT1 presentes nos OCVs e promover tanto uma estimulacdo do
componente simpatico do sistema nervoso autbnomo quanto aumentos na secregao
de vasopressina. Assim, levando em conta as conexfes dos OCVs com areas
relacionadas ao controle humoral e autondmico, como o nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) e a regido rostroventrolateral do bulbo (RVLM) (59,60), esta poderia

ser as vias de modulacao da resposta pressora.

Também mostramos que o bloqueio do receptor AT2, com microinjecéo central de
PD123319, ndo promoveu alteracdo na PAM basal em ratos normotensos e
hipertensos. Estudo anterior, evidenciou que a administracédo icv do bloqueador do
receptor AT2 desempenhou um papel protetor no desenvolvimento da hipertenséo
DOCA/SAL (uninefrectomizados tratados cronicamente com acetato de
desoxicorticosterona) em ratas, através da modulagdo do SRAA e de citocinas

inflamatorias (61). Esses resultados indicam que o receptor AT2 pode desempenhar
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um papel importante na regulacdo da PA em alguns modelos de hipertensao.
Entretanto, em nosso modelo experimental, ndo observamos a participacdo direta

desse receptor sobre a manutengéo da HR.

A desidratacdo intracelular promovida pela gavagem de salina hipertbnica 2 M
promove aumento da PAM em animais normotensos (32,33), assim como mostrado
no presente estudo tanto em animais normotensos como nos animais hipertensos.
Este aumento de presséo arterial causado pela hiperosmolaridade é determinado por
ativacao de areas envolvidas com o controle cardiovascular, aumento da secrecao de
vasopressina e aumento da atividade simpatica (60,62,63). O bloqueio dos receptores
AT1 centrais em animais normotensos néo afetou a resposta pressora da sobrecarga
intragastrica, no entanto, nos animais 2R1C com bloqueio do receptor AT1 houve um
bloqueio da resposta pressora, mostrando que essa resposta passa a ser mediada

pela Ang Il em animais com HR.

Respostas a alteragbes no volume e na osmolaridade plasmatica sdo, em parte,
detectadas por neurénios osmosensitivos do sistema nervoso central que sao capazes
de detectar a hiperosmolaridade dos fluidos corporais e ativar circuitos neuronais (64).
O VL d& acesso uma série de regides do encéfalo como OVLT, SFO que séo
desprovidos da barreira hematoencefélica além de outras areas prosencefélicas. De
fato, esses nucleos localizados proximos aos ventriculos sdo capazes de detectar
alteracdes nos niveis circulantes de Ang Il e na osmolaridade (ou sodio) plasmatica
(65). Assim mudancas nas concentracdes plasmaticas de sédio ou de Ang Il podem
ser detectadas por esses sensores e promover ajustes, a fim de restabelecer a

homeostase corporal.

Vérias regides do SNC sao responsaveis pela deteccdo de mudancas da
osmolaridade e na concentracédo de angiotensina. Estudos anteriores demonstraram
que os neurdnios do SFO e OVLT séo despolarizados pelo aumento da concentragéo
plasmatica de sédio e hiperpolarizado pela diminuicdo desses parametros (66). De
fato, osmorreceptores centrais, como o SFO e OVLT, enviam estas informacdes para
outras regides do SNC, especialmente para o nucleo pré-optico mediano (MnPO) e o
PVN (67-69). Tais regides desencadeiam uma série de conexdes para ajustes no
tbnus simpético e secrecdo de vasopressina/ oxitocina para restabelecer a

homeostase corporal. De fato, O PVN controla o componente neural com suas
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projecOes diretas para a coluna intermédio lateral e RVLM, e o componente humoral
pela liberacdo de vasopressina ou ocitocinas (60,70). Assim, o0 aumento da
osmolaridade plasmética desencadeado pela administracdo de salina hipertdnica 2 M
no presente estudo, pode ativar essa circuitaria neuronal e promover aumentos na

PAM como mostra 0s nossos resultados.

Shi et al. (2008) (71) demonstraram que vias do OVLT que se dirigem para o PVN
séo ativados apos a administracdo de solucdo salina hipertdnica intracarétida, essas
observacoes indicam que o aumento da osmolaridade estimula o SFO e OVLT e que
o envio de informacdes para regifes hipotalamicas depende da neurotransmissao
glutamatérgica, especialmente do OVLT (71). Demonstrou-se que o nucleo
supraoptico (SON), outra regido hipotalamica, também é osmosensitiva (72) e que a
hiperosmolaridade dos fluidos corporais despolariza o0s neurbnios SON
independentemente das conexdes sinapticas. Todavia, 0s mecanismos pelos quais

essas regides sdo estimuladas ainda estéo sob investigagéo (73).

Em condic¢des fisiolégicas, os receptores AT1 medeiam os efeitos classicos da Ang
I, incluindo a manutencao do volume do fluido extracelular e da pressao arterial. No
entanto, o aumento das concentracdes de Ang Il no plasma ou aumento da expressao
do receptor AT1 nos diferentes tecidos, pode resultar em aumentos da liberacao de
vasopressina, vasoconstricdo, liberacdo de aldosterona pelas glandulas adrenais,

retencdo de sodio e estimulacéo do sistema nervoso simpético (18,19).

Estudos mostram que a desidratagéo pode promover mecanismos de plasticidade
neuronal, desencadeando mudancas no padrdo de neurotransmissado em regifes do
SNC, como o tronco cerebral. Essas mudancas podem resultar em ajustes
autondmicos e enddcrinos a fim de reestabelecer a homeostase corporal e promover
adaptacdes ao processo de desidratacdo. Investigacbes mostram que a atividade do
fator de transcricdo AP1 pode ser responséavel pela plasticidade neuronal induzida por
desidratacdo no NTS (74) onde a manutencéo da atividade simpética e PA se deve a
lum importante papel dos receptores AT1 hipotalamicos em animais
normohidratados, mas em animais desidratados este papel passa a ser do bulbo.
Mostramos que o os receptores AT1 presentes nos OCVs participam da manutengao
da PA elevada em animais hipertensos e gue medeiam as respostas cardiovasculares

induzidas pela sobrecarga de sodio exclusivamente em animais 2R1C. Podemos
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sugerir assim, que esse modelo experimental € capaz de alterar o padrdo da
neurotransmissdo envolvida em respostas causadas pela hiperosmolaridade

plasmética.

Diante do exposto, nossos resultados contribuem para a idéia que os
receptores AT1 tem um papel essencial na manutencdo da HR no periodo de 6
semanas apoés a clipagem. Nossos resultados mostram pela primeira vez que 0s
receptores AT1, provavelmente prosencefaflicos, passam também a participar das
respostas cardiovasculares induzidas pela administracdo intragastrica de salina

hiperténica 2 M neste modelo de hipertensao.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que os receptores AT1 presentes nos OCVs,
prosencefalicos principalmente, participam da manutencdo da pressao arterial
elevada em animais com hipertensdo renovascular e que medeiam as respostas
cardiovasculares induzidas pela administracé@o intragéstrica de salina hipertdnica 2 M
em animais hipertensos, mas ndo em animais normotensos. Assim, podemos sugerir
gue o modelo 2R1C é capaz de alterar o padrdo da neurotransmissdo envolvida em

respostas causadas pela hiperosmolaridade plasmatica.



-27 -

REFERENCIAS

1.

10.

Cannon WB. Organization for physiological homeostasis. Physiol Rev 1929
Sep;9(3).

Brasileira S, Cardiologia @bullet Issn-0066-. 72 Diretriz Brasileira brasileira de
hipertenséao arterial. 2016;107(3).

Collins R, Peto R, Macmahon S, Hebert P, Fiebach NH, Eberlein KA. Blood
pressure, stroke, and coronary heart disease. Part 2 Short-term reductions in
blood pressure: overview of randomised drug trials in their epidemiological
context. Lancet (London, England) 1990; 335(8693):827—38.

Perry HM, Miller JP, Fornoff JR, Baty JD, Sambhi MP, Rutan G. Early predictors
of 15-year end-stage renal disease in hypertensive patients. Hypertens (Dallas,
Tex 1979) 1995 Apr; 25(4 Pt 1):587-94.

Malachias M, Souza W, Plavnik F, Rodrigues C, Branddo A, Neves M. 7th
Brazilian Guideline of Arterial Hypertension: Chapter 1 - Concept, Epidemiology
and Primary Prevention. Arq Bras Cardiol 2016;107(3):1-6.

Lim SS, Vos T, Flaxman AD, Danaei G, Shibuya K, Adair-rohani H. A
comparative risk assessment of burden of disease and injury attributable to 67
risk factors and risk factor clusters in 21 regions, 1990 — 2010 : a systematic
analysis for the Global Burden of Disease Study 2010. Lancet
2012;380(1):1990-2010.

VII Diretrizes brasileiras de hipertenséo - DBH VI. Hipertensao arterial sistémica
secundaria. Rev Bras Hipertens 2010;17(1):44-51.

Goldblatt H, Lynch J, Hanzal RF, Summerville WW. Studies on experimental
hypertension I. the production of persistent elevation of systolic blood pressure
by means of renal ischemia. J Exp Med 1934 Feb 28;59(3):347-79.

Bortolotto LAE; Malachias MVB. New concepts on the diagnosis and treatment

of secondary hypertension. Rev Bras Hipertens 2011;18(2):46—66.

Edmunds ME; Russell GI; Bing RF. Reversal of experimental renovascular

hypertension. Journal of Hypertension 1991; 289-301.



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

-28 -

Melaragno MG. Slow pressor effect of angiotensin Il in normotensive rats with

renal artery stenosis. Clin Exp Pharmacol Physiol 1996;23(2):140-4.

May AG; Van de Berg; Deweese JA; Rob CG. Critical arterial stenosis. Surgery
1963 Jul;54:250-9.

Navar LG, Zou L, Von Thun A, Tarng Wang C, Imig JD, Mitchell KD. Unraveling
the Mystery of Goldblatt Hypertension. Physiology 1998;13(4).

Goldblatt H. Experimental Hypertension Induced by Renal Ischemia: Harvey
Lecture. Bull N Y Acad Med 1938 Sep;14(9):523-53.

Martinez-Maldonado M. Pathophysiology of renovascular hypertension.
Hypertension. 1991 May;17(5):707-19.

Lavoie JL, Sigmund CD. Minireview: overview of the renin-angiotensin system—

an endocrine and paracrine system. Endocrinology 2003; 144(1):2179-83.

Wright JW, Harding JW. Brain renin-angiotensin. A new look at an old system.
Prog Neurobiol 2011;49-67.

Antonio F. Sanjuliani, Marcia R. S. G. Torres, Livia N. Paula, Fabiana B. Bassan.
Eixo renina-angiotensina-aldosterona: Bases fisioldgicas e fisiopatoldgicas. Rev
do Hosp Univ Pedro Ernesto, UERJ, 2011;11-30.

Braam B, Navar LG, Mitchell KD. Modulation of tubuloglomerular feedback by
angiotensin Il type 1 receptors during the development of Goldblatt hypertension.
Hypertens (Dallas, Tex 1979) 1995 Jun; 25(6):1232-7.

Ploth DW. Angiotensin-dependent renal mechanisms in two-kidney, one-clip

renal vascular hypertension. Am J Physiol - Ren Physiol 1983;245(2).

Gavras H, Brunner H, Thurston H, Laragh J. Reciprocation of renin dependency
with sodium volume dependency in renal hypertension. Science 1975
Jun;188(4195):1316—7.

Sadjadi J, Puttaparthi K, Welborn MB, Rogers TE, Moe O, Clagett GP, Turnage
RH, Levi MJ. Upregulation of autocrine-paracrine renin-angiotensin systems in

chronic renovascular hypertension. J Vasc Surg 2002 Aug;36(2):386—-92.



23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

-29-

Kobori H, Nangaku M, Navar LG, Nishiyama A. The Intrarenal Renin-Angiotensin
System: From Physiology to the Pathobiology of Hypertension and Kidney
Disease. Pharmacol Rev 2007;59(3).

DeForrest JM, Knappenberger RC, Antonaccio MJ, Ferrone RA, Creekmore JS.
Angiotensin Il is a necessary component for the development of hypertension in
the two kidney, one clip rat. Am J Cardiol 1982 Apr; 49(6):1515-7.

Niederberger M; Aubert JF; Nussberger JB, Hans R; Waeber B. Sympathetic
nerve activity in conscious renal hypertensive. Journal of Hypertension 1995 Apr;
13 (4): 439-45.

Wang DS, Xie HH, Shen FM, Cai GJ, Su DF. Blood pressure variability, cardic
baroreflex sensitivity and organ damage in experimentally hypertensive rats. Clin
Exp Pharmacol Physiol 2005 Jul;32(7):545-52.

de Kloet AD, Krause EG, Woods SC. The renin angiotensin system and the
metabolic syndrome. Physiol Behav 2010 Jul;100(5):525-34.

De Luca LAJ, Menani JV, Johnson AK. Neurobiology of Body Fluid Homeostasis.

Frontiers in neuroscience 2014; 13: 978-1.

Elizabeth M, Starbuck D, Fitts A. Effects of SFO lesion or captopril on drinking
induced by intragastric hypertonic saline. Brain Res 1998 Jun 8;795(1-2):37-43.

Pereira DTB, Vendramini RC, David RB, Nozaki PN, Menani JV, Luca LADJ.
Isotonic NaCl intake by cell-dehydrated rats. Physiol Behav 2002 Aug;76(4—
5):501-5.

Freiria-Oliveira AH, Blanch GT, Pedrino GR, Cravo SL, Murphy D, Menani J V.
Catecholaminergic neurons in the comissural region of the nucleus of the solitary
tract modulate hyperosmolality-induced responses. Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol 2015 Nov; 309(9):R1082-91.

Blanch GT, Freiria-Oliveira AH, Murphy D, Paulin RF, Antunes-Rodrigues J,
Colombari E. Inhibitory mechanism of the nucleus of the solitary tract involved in
the control of cardiovascular, dipsogenic, hormonal, and renal responses to

hyperosmolality. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2013



33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

-30-

Apr;304(7):R531-42.

Pedrino GR, Freiria-Oliveira AH, Almeida Colombari DS, Rosa DA, Cravo SL.
A2 noradrenergic lesions prevent renal sympathoinhibition induced by
hypernatremia in rats. Plos One 2012;7(5):37587.

Antunes-Rodrigues J, Ramalho MJ, Reis LC, Menani J V, Turrin MQ, Gutkowska
J. Lesions of the hypothalamus and pituitary inhibit volume-expansion-induced
release of atrial natriuretic peptide. Proc Natl Acad Sci U S A. 1991
Apr;88(7):2956-60.

Antunes-Rodrigues J, Machado BH, Andrade HA, Mauad H, Ramalho MJ, Reis
LC, et al. Carotid-aortic and renal baroreceptors mediate the atrial natriuretic
peptide release induced by blood volume expansion. Proc Natl Acad SciU S A
[Internet]. 1992 Aug;89(15):6828-31.

Godino A, Giusti-Paiva A, Antunes-Rodrigues J, Vivas L. Neurochemical brain
groups activated after an isotonic blood volume expansion in rats. Neuroscience
2005 Jan;133(2):493-505.

Haanwinckel MA, Elias LK, Favaretto AL, Gutkowska J, McCann SM, Antunes-
Rodrigues J. Oxytocin mediates atrial natriuretic peptide release and natriuresis
after volume expansion in the rat. Proc Natl Acad Sci U S A. 1995
Aug;92(17):7902-6.

Blanch GT, Freiria-Oliveira AH, Murphy D, Paulin RF, Antunes-Rodrigues J,
Colombari E, et al. Inhibitory mechanism of the nucleus of the solitary tract
involved in the control of cardiovascular, dipsogenic, hormonal, and renal
responses to hyperosmolality. Am J Physiol Integr Comp Physiol 2013
Apr;304(7):531-42.

Colombari DS, Colombari E, Lopes OU, Cravo SL. Afferent pathways in
cardiovascular adjustments induced by volume expansion in anesthetized rats.
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2000 Sep;279(3):884-90.

Morita H, Vatner SF. Effects of volume expansion on renal nerve activity, renal
blood flow, and sodium and water excretion in conscious dogs. Am J Physiol
1985 Nov;249(5 Pt 2):F680-7.



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

-31-

Colombari E, Colombari DSA, Li H, Shi P, Dong Y, Jiang N, et al. Macrophage
migration inhibitory factor in the paraventricular nucleus plays a major role in the
sympathoexcitatory response to salt. Hypertens (Dallas, Tex 1979) 2010
Nov;56(5):956—-63.

Johnson, AK, Hoffman WE BJ. Attenuated pressor responses to intracanially
injected stimuli and altered antidiuretic activity following preoptic hypothalamic
periventricular ablations.Brain Res 1978;(161-166).

Colombari DS, Haibara AS, Camargo LA, Saad WA, Renzi A, DelLuca LA, et al.
Role of the medial septal area on the cardiovascular, fluid and electrolytic
responses to angiotensin Il and cholinergic activation into the subfornical organ
in rats. Brain Res Bull 1994;33(3):249-54.

Colombari E, Saad WA, Camargo LA, Renzi A, De Luca Junior LA, Menani J V.
AV3V lesion suppresses the pressor, dipsogenic and natriuretic responses to
cholinergic activation of the septal area in rats. Brain Res 1992 Feb;572(1-
2):172-5.

Hoffman WE, Phillips MI, Schimid PG, Falcon J, Weet JF. Antidiuretic hormone
release and the pressor response to central angiotensin Il and cholinergic
stimulation. Neuropharmacology 1977 Jul;16(7-8):463—72.

Hatzinikolaou P, Gavras H, Brunner HR, Gavras |. Role of vasopressin,
catecholamines, and plasma volume in hypertonic saline-induced hypertension.
Am J Physiol - Hear Circ Physiol. 1981;240(6).

Bufiag RD, Miyajima E. Sympathetic hyperactivity elevates blood pressure
during acute cerebroventricular infusions of hypertonic salt in rats. J Cardiovasc
Pharmacol 1984;6(5):844-51.

Lark LA, Wappel SM, Weyhenmeyer JA. Cardiovascular effects after the
intracerebroventricular administration of peptide and nonpeptide angiotensin
antagonists in Dahl salt-sensitive rats. J Pharmacol Exp Ther 1995;274(2):745—
51.

Toney GM, Porter JP. Effects of blockade of AT1 and AT2 receptors in brain on

the central angiotensin Il pressor response in conscious spontaneously



50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

S7.

58.

59.

-32-

hypertensive rats. Neuropharmacology. 1993 Jun;32(6):581-9.

Smith SH, Bishop SP. Selection criteria for drug-treated animals in two-kidney,

one clip renal hypertension. Hypertension. 1986 Aug;8(8):700-5.

Nishi EE, Bergamaschi CT,Oliveira-Sales EB, Simon KA, Campos RR. Losartan
Reduces Oxidative Stress Within the Rostral Ventrolateral Medulla of Rats With
Renovascular Hypertension. Am J Hypertens 2013 Jul;26(7):858-65.

Oliveira-Sales EB, Toward MA,Campos RR, Paton JFR. Revealing the role of
the autonomic nervous system in the development and maintenance of Goldblatt
hypertension in rats. Auton Neurosci 2014 Jul;183(100):23-9.

Oliveira-Sales EB, Colombari E, Abdala AP, Campos RR, Paton JF. Sympathetic
overactivity occurs before hypertension in the two-kidney, one-clip model. Exp
Physiol 2016 Jan;101(1):67-80.

Bergamaschi C, Campos RR, Schor N, Lopes OU. Role of the Rostral
Ventrolateral Medulla in Maintenance of Blood Pressure in Rats With Goldblatt
Hypertension. Hypertens (Dallas, Tex 1979) 1995 Dec; 4(3):387-93.

Smith SH,Bishop SP. Selection criteria for drug-treated animals in two-kidney,

one clip renal hypertension. Am Hear Assoc 1986;8:700-5.

Blanch GT, Freiria-Oliveira AH, Speretta GF, Carrera EJ, Li H, Speth RC,
Colombari E, Sumners C, Colombari DS. Increased expression of angiotensin Il
type 2 receptors in the solitary-vagal complex blunts renovascular hypertension.
Hypertension 2014;64(4):777-83.

Sanjuliani AF, Torres MRSG, Paula LN, Bassan FB. Eixo renina-angiotensina-
aldosterona: Bases fisiologicas e fisiopatologicas. Rev do Hosp Univ Pedro
Ernesto, UERJ 2011;11-30.

Hochstenbach SL, Ciriello J. Plasma hypernatremia induces c-fos activity in

medullary catecholaminergic neurons. Brain Res 1995 Mar; 674(1):46-54.

Toney GM, Chen QH, Cato MJ, Stocker SD. Central osmotic regulation of
sympathetic nerve activity. Acta Physiol Scand 2003 Jan;177(1):43-55.



60.

61.

62.

63.

63.

-33-

Dai SY, Peng W, Zhang YP, Li JD, Shen Y, Sun XF. Brain endogenous
angiotensin 1l receptor type 2 (AT2-R) protects against DOCA/salt-induced
hypertension in female rats. J Neuroinflammation 2015 Mar;12(1):47.

Mckinley MJ, Allen AM, May CN, McAllen RM, Oldfield BJ, Sly D, et al. Neural
pathways from the lamina terminalis influencing cardiovascular and body fluid
homeostasis. Clin Exp Pharmacol Physiol. 2001 Dec; 28(12):990-2.

Hochstenbach SL, Ciriello J. Plasma hypernatremia induces c-fos activity in

medullary catecholaminergic neurons. Brain Res 1995 Mar; 674(1):46-54.

Bourque CW. Central mechanisms of osmosensation and systemic
osmoregulation. Nat Rev Neurosci 2008 Jul; 9(7):519-31.

Johnson AK, Cunningham JT, Thunhorst RL. Integrative role of the lamina
terminal in the regulation of cardiovascular and body fluid homeostasis. Clin Exp
Pharmacol Physiol 1996 Feb;23(2):183-91.

64. Johnson AK, Cunningham JT, Thunhorst RL. Integrative role of the lamina

65.

66.

67.

68.

69.

terminalis in the regulation of cardiovascular and body fluid homeostasis.Clin
Exp Pharmacol Physiol. 1996 Feb; 23(2):183-91.

Osmoreceptors, Osmoreception, and Osmoregulation. Front Neuroendocrinol
1994 Sep;15(3):231-74.

Saper CB, Reis DJ, Joh T. Medullary catecholamine inputs to the anteroventral
third ventricular cardiovascular regulatory region in the rat. Neurosci Lett 1983
Dec;42(3):285-91.

Afferent connections of the median preoptic nucleus in the rat: Anatomical
evidence for a cardiovascular integrative mechanism in the anteroventral third
ventricular (AV3V) region. Brain Res 1983 Dec; 288(1-2):21-31.

Tucker DC, Saper CB, Ruggiero DA, Reis DJ. Organization of central adrenergic
pathways: |. Relationships of ventrolateral medullary projections to the
hypothalamus and spinal cord. J Comp Neurol 1987 May; 259(4):591-603.

Hochstenbach SL, Ciriello J. Plasma hypernatremia induces c-fos activity in

medullary catecholaminergic neurons. Brain Res 1995 Mar; 674(1):46-54.



70.

71.

72.

73.

74.

-34-

Shi P, Martinez MA, Calderon AS, Chen Q, Cunningham JT, Toney GM. Intra-
carotid hyperosmotic stimulation increases Fos staining in forebrain organum
vasculosum laminae terminalis neurones that project to the hypothalamic
paraventricular nucleus. J Physiol. 2008 Nov; 586(21):5231-45.

Mason WT. Supraoptic neurones of rat hypothalamus are osmosensitive.
Nature. 1980 Sep;287(5778):154—7.

Oliet SHR, Bourque C. Mechanosensitive channels transduce osmosensitivity in
supraoptic neurons. Nature 1993 Jul;364(6435):341-3.

Wright JW, Harding JW. Brain renin-angiotensin—A new look at an old system.
Prog Neurobiol. 2011 Sep; 95(1):49-67.

Colombari DSA, Colombari E, Freiria-Oliveira AH, Antunes VR, Yao ST,
Hindmarch C, et al. Switching control of sympathetic activity from forebrain to
hindbrain in chronic dehydration. J Physiol 2011 Sep; 589(Pt 18):4457—71.



