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Resumo



Os Astrocitos modulam a atividade neuronal por meio de diferentes mecanismos,
incluindo a recaptacdo de neurotransmissores do meio extracelular. Sabe-se que na hipertensédo
renovascular (HRv) ha aumento na liberacdo do glutamato por neurdnios de nicleos bulbares
envolvidos com a modulacdo cardiovascular, contribuindo para o aumento da atividade de
neurdnios pré-simpaticos. Entretanto, pouco se sabe sobre a participacdo dos astrécitos na
recaptacao e conversao do glutamato na regido do bulbo de ratos hipertensos. O objetivo deste
estudo foi analisar a participacdo dos astrocitos na recaptacéo e reciclagem do glutamato no
bulbo e no hipotalamo de ratos com HRv. Para tanto, realizamos o implante de canula-guia na
regido intracisterna magna (ICM) de ratos normotensos e com HRv (pelo modelo 2 Rins -1 Clipe
/ 2R1C) para a realizacdo das microinjecdes: a) do Inibidor do transportador de glutamato
astrocitico GLT1 [DHK (1 mM)], b) do inibidor da glutamina sintetase astrocitica [L-AAA (2 mM)] e
c) da gliotoxina fluorocitrato [FCt (0,2 mM)]. Um grupo de animais com 2R1C foi tratado com
Losartanaa (antagonista AT1) por gavagem na dose de 30mg/kg/dia durante 4 semanas apés o
periodo de estabilizacdo do quadro hipertensivo. Para os estudos in vitro, realizamos, por meio
da técnica de western blotting, a analise da expressao proteica do citoesqueleto astrocitico - glial
fibrillary acid protein - (GFAP), dos recaptadores de glutamato (GLT1 e GLAST) e da enzima
glutamina sintetase (GS) das regifes do 6rgdo subfornicial (SFO), nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), bulbo ventrolateral rostral (RVLM), nlcleo do trato solitario (NTS) e Cortex.
Nossos resultados mostraram que a inibicdo dos transportadores de glutamato astrociticos com
o0 DHK ou a inibi¢cdo da enzima GS com a L-AAA ICM néo promoveu alteracdes cardiovasculares
significativas entre os animais dos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Entretanto, a inibicdo da
atividade da glia com o FCt ICM promoveu aumento significativo pontual na pressao arterial
média (PAM) dos animais 2R1C, mas ndo nos animais SHAM ou 2R1C/LOS. A anélise da
expressdo proteica no bulbo mostrou que os animais hipertensos apresentaram reducdo da
expresséo dos transportadores GLT1 e GLAST no RVLM, bem como redu¢éo na expresséo de
GFAP e da GS no NTS e no RVLM. Na regido do hipotalamo, observamos reducdo na
expressao proteica do transportador GLAST no SFO e aumento na expressao de GFAP no PVN
dos animais hipertensos. Nossos resultados mostraram que os transportadores de glutamato
astrociticos e a GS da superficie bulbar parecem n&do estar envolvidos com a modulacao
cardiovascular de animais normotensos ou 2R1C. Entretanto, a glia parece estar envolvida com
a modulagdo da PAM nesta fisiopatologia. Além disso, nossos estudos in vitro mostraram
alteracBes na expresséo proteica de diferentes marcadores da atividade astrocitica nos nucleos
bulbares (NTS e RVLM) e hipotalamicos (SFO e PVN) de animais 2R1C. Nesse sentido, nossos
estudos sugerem a participacdo das células da glia na modulagao da pressao arterial na HRv,
contudo sd@o necessarios estudos adicionais, para melhor compreendermos a participagdo dos
astrécitos na modulagdo cardiovascular em ratos hipertensos.

Palavras-Chave: Astrocitos, Bulbo, Angiotensina Il, Hipertens&o renovascular.
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Astrocytic cells modulate neuronal activity, including glutamate uptake from the
extracellular environment. In renovascular hypertension (HRv) there is an increase in released
glutamate by neurons in brainstem nuclei involved in the cardiovascular modulation, contributing
to increasing pre-sympathetic neurons activity. However, it is not clear about the involvement of
the astrocytes in the extracellular glutamate uptake and recycling in hypertension. This study
aimed to analyze the astroglial participation in the uptake and glutamate recycling in the
brainstem and hypothalamus in HRv rats. For this purpose, we performed guide-cannula
implantation intracisterna magna (ICM) in SHAM and 2K1C rats (HRv model) for microinjections
of: a) astrocytic glutamate transporter EAAT2 / GLT1 inhibitor [DHK (1mM)], b) astrocytic
glutamine synthetase inhibitor [L-AAA (2mM)] and c) gliotoxin fluorocitrate [FCt (0.2mM)]. One
group of animals (2K1C/LOS) was treated with Losartana (AT1 antagonist) by gavage at a dose
of 30 mg/kg/day for 4 weeks. After femoral artery catheterization, we made cardiovascular
measurements. For in vitro studies, we analyzed by western blotting the astrocytic cytoskeleton -
glial fibrillary acid protein - (GFAP), the glutamate receptors (EAAT2 / GLT1 and EAAT1 /
GLAST) and the enzyme glutamine synthetase (GS) protein expression. into subfornical organ
(SFO), paraventricular nucleus (PVN), rostral ventrolateral brainstem (RVLM), solitary tract
nucleus (NTS) and cortex (control area) regions. Our results showed that DHK, or L-AAA ICM
microinjection did not change baseline MAP (mmHg) or HR (bpm) in SHAM, 2K1C or 2K1C/LOS
groups. FCt ICM microinjection promoted an increase in MAP (mmHg) in the 2K1C group, but not
SHAM or 2K1C/LOS. The western blotting analysis showed t in the RVLM a reduction in the
GLT1 / EAAT2 and GLAST / EAATL1 transporters expression in the 2K1C. There was also a
decrease in the GFAP and GS expression into NTS and RVLM of 2K1C rats. In addition, we
observed a reduction in the GLAST / EAAT1 transporter expression into SFO and an increase in
GFAP expression into PVN of 2K1C animals. Our results showed that inhibition of astrocytic
glutamate transporters or GS on bulbar surface does not seem to be involved in the
cardiovascular modulation in normotensive or 2K1C rats. However, glia appears to be involved
with BP modulation in HRv. Furthermore, our in vitro studies showed HRv induce changes in the
expression of different astrocytic protein in the brainstem hypothalamic nuclei involved with the
cardiovascular modulation. In that regards, our studies suggest the involvement of glial cells in
the modulation of blood pressure in HRv. However further studies are needed to better
understand the participation of astrocytes to modulate cardiovascular function in hypertensive
rats.

Keywords: Astrocytes, Brainstem, Angiotensin Il, Renovascular hypertension.



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...t ee et eee e ee e e e eeseen 26

1.1 HIPERTENSAO RENOVASCULAR (HRV): CONTEXTO HISTORICO E FASES TEMPORAIS ... 27

1.2  VIAS ANGIOTENSINERGICAS CENTRAIS ....uuiitteeiteeitiieeeteeetee et eeeteeeanaeesteeerneeesneens 30
1.3 ANG-Il E MECANISMOS GLUTAMATERGICOS .....ccvuiiiiiieiiieeiiee et eeetee et eeaaeessaesannans 34
1.4 INTERAGAO ENTRE ASTROCITOS E A ANG-lII NA MODULACAO DA PRESSAO ARTERIAL E
ATIVIDADE SIMPATICA ... ett ettt ettt et e et et e e et e et e e et e e et e e e s e e st e e et e e st e e et esaneastnaenrnnns 40
2 OBUIETIVOS. ..o a e 44
N R O 1= = 1 1V @ X ] = =Y 44
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS .. cituiitteeiteeete e et e et e et eeeta e e st e e st e e e st e e st esstneestnaaesnnaaes 44
3 MATERIAIS & METODOS ...t eee e e e e e e e e se e e 46
G TR A A N1 N = T PP PTRUPP 46
3.2 CIRURGIA 2 RINS 1 CLIPE (2R1C) PARA A INDUGAO DA HRV:....oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 46
3.3  PLETISMOGRAFIA DE CAUDA! .. iittuiieiiiieeeeetteeeeeettaeeesettaaeeestnaeesestaaeesataseesatnnaaeeens 47
3.4 ESTEREOTAXIA INTRACISTERNA MAGNA (ICM): ..oiiiiiiiei et 48
3.5 DILUICAO E MICROINJECOES DE FARMACOS ICM: ....uiiiiiiiieeciie et 50
3.6 CATETERIZACAO DA ARTERIA FEMORAL: ...cuuiiitiieitieeiiieeeteeestaeeetaee et eeateestnaeeaneeeens 50
3.7 REGISTRO SIMULTANEO DA PA E FC (ABORDAGEM IN VIVO): ...ccvviiiieeeeeeeeieeiiiieee e 51
3.8 ANALISE DOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES: ......ciittiieeeiiieeeeetieeeeeatiaeesennnaaeeens 52
3.9 FARMACOS E SOLUGCOES UTILIZADAS: ...uuiitieeete et e e e e e et e et e e et e et e e et e e aaeeeans 52
3.10 PESAGEM CORPORAL, RENAL E HISTOLOGIA: ....ccvuuiieiiiiiieeeiiiieeeeeetie e e e et e e e eeniaeeeens 53
3.11 EUTANASIA PARA ABORDAGEM IN VITRO: ...uiituiiiiieeiiieeiiee et eeeteee et e e et e eeaaaesaneeeens 54
3.12 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTTING (ABORDAGEM IN VITRO):.. 54
318 ANALISE ESTATISTICA: . iiiitiieeiitiie e ettt e e ettt e e e ettt e e e e et e e e e ett e esestaaeesstanseeearannaaaens 56
3.14 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: PARTE | — ANALISE INVIVO ...ccvuviiiiieiiieeeieeeeieeen, 56
3.15 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL: PARTE Il — ANALISE IN VITRO.....ccvuiieeiiiieeeeinieeeens 60
4 RESULTADOS ..ottt ettt e e et e e et e e e et e e e e st e e e eara e eaens 64
4.1 PARTE | - ESTUDOS IN VIVO uuuiiiiiiieeiiiiie e ee et e e e et e e e e ette e e e sttaeesestaaeesataneesasanaaaens 64
4.1.1 ANALISE NAO INVASIVA DA PRESSAO ARTERIAL DE CAUDA DOS ANIMAIS SHAM E
2 1 R 64
4.1.2 ANALISE DOS PESOS CORPORAIS E RENAIS DOS ANIMAIS SHAM, 2R1C E
P24 N K O | IO 1 SRS 66
4.1.3 ANALISE DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA (PAM) E FREQUENCIA CARDIACA (FC) BASAL
(METODO DIRETO) DOS RATOS SHAM, 2R1C E 2R1C/LOS: ...oiiiiiiieeeeeeeeceee e 67

4.1.4 EFEITOS DA MICROINJEGCAO ICM DO VEICULO SOLUGAO SALINA (NACL 0,15 M) SOBRE
AOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES DE RATOS SHAM, 2R1C E 2R1C/LOS................. 69



4.1.5 EFEITOS DA MICROINJEGAO ICM DO INIBIDOR DO TRANSPORTADOR DE GLT1/EAAT?2,
DHK (1MM), SOBRE AOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES DE RATOS SHAM, 2R1C E
P2 3 G I 3R 74
4.1.6 EFEITOS DA MICROINJEGAO ICM DO INIBIDOR DA ENZIMA GLUTAMINA SINTETASE, L-
AAA (2MM), SOBRE AOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES DE RATOS SHAM, 2R1C E
P2 3 G I 3R 79
4.1.7 EFEITOS DA MICROINJECAO ICM DO INIBIDOR REVERSIVEL DA ATIVIDADE DA GLIA, FCT
(0,2 MM), SOBRE AOS PARAMETROS CARDIOVASCULARES DE RATOS SHAM, 2R1C E

P24 = K O L I 1 SR 84
4.1.8 ANALISE DA MARCAGCAO BULBAR COM O CORANTE AZUL DE EVANS:........ccvveevvnnneenn. 89
4.2 PARTE | - ESTUDOS IN VITRO....uuiituiiiiieitieeeeieee e e e e e eteeeaa e e eteeeaaaeestaeestnaeeaneeeens 90
4.2.1 ANALISE DA HEMODINAMICA E DOS PESOS CORPORAIS E RENAIS DOS ANIMAIS SHAM
2 3 5 TR 90

4.2.2 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GLIAL FIBRILLARY ACID (GFAP), DOs
TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROGLIAIS (GLT1 E GLAST) E DA GLUTAMINA

4.2.3 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GLIAL FIBRILLARY ACID (GFAP), DOS
TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROGLIAIS (GLT1 E GLAST) E DA GLUTAMINA
SINTETASE (GS) NO BULBO VENTROLATERAL ROSTRAL (RVLM): ..covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieee 94
4.2.4 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GLIAL FIBRILLARY ACID (GFAP), DOS
TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROGLIAIS (GLT1 E GLAST) E DA GLUTAMINA
SINTETASE (GS) NO ORGAO SUBFORNICIAL (SFO): ...uviieeeieie ittt 96
4.2.5 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GLIAL FIBRILLARY ACID (GFAP), DOS
TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROGLIAIS (GLT1 E GLAST) E DA GLUTAMINA
SINTETASE (GS) NO NUCLEO PARAVENTRICULAR DO HIPOTALAMO (PVN): ..cooiiiiiiiiiiiiiinn, 98
4.2.6 ANALISE DA EXPRESSAO DA PROTEINA GLIAL FIBRILLARY ACID (GFAP), DOs
TRANSPORTADORES DE GLUTAMATO ASTROGLIAIS (GLT1 E GLAST) E DA GLUTAMINA

SINTETASE (GS) NO CORTEX: . teeeiiieittiiiieeeeeeeeeetttiaaseeeaeeeeastttaasaeeaesesastaaaaaeaaesessssennnnns 100
4.2.7 ANALISE DE CORRELAGCAO ENTRE A EXPRESSAO DOS DIFERENTES MARCADORES DA
ATIVIDADE ASTROCITICA E A PAS (MMHG) NONTS ERVLM: ...oooiiiiiiiiieeeeee e 102
B DISCUSSAO ...ttt ettt ettt e e n e, 105

5.1. PARTICIPAGCAO DOS MECANISMOS GLUTAMATERGICOS ASTROGLIAIS DO BULBO SOBRE A
MODULAGAO CARDIOVASCULAR EM RATOS COM HIPERTENSAO RENOVASCULAR (HRV) ..... 105
5.1.1. ATIVIDADE FUNCIONAL ASTROCITICA MEDIADA PELO GLT1 NAO ESTA ALTERADA NO

BULBO DE ANIMAIS COM HRV . .ceiiii ettt e e et e e e e e e e e e s 106
5.1.2. ATIVIDADE FUNCIONAL ASTROCITICA MEDIADA PELA GS NAO ESTA ALTERADA NO
BULBO DE ANIMAIS COM HRV ...ce e 111

5.1.3. ATIVIDADE FUNCIONAL DA GLIA ESTA ALTERADA NO BULBO DE ANIMAIS COM HRvV. 115
5.1.4. EXPRESSAO DOS MARCADORES DA ATIVIDADE ASTROCITICA ESTA ALTERADA EM

NUCLEOS BULBARES DE RATOS COM HRV .. eiiiiiii ettt aae e 117
5.1.5. EXPRESSAO DOS MARCADORES DA ATIVIDADE ASTROCITICA ESTA ALTERADA EM
NUCLEOS HIPOTALAMICOS DE RATOS COM HRV ...ciiiee et aes 122

5.2. CONSIDERAGCOES METODOLOGICAS SOBRE A DIFUSAO DOS FARMACOS NA CISTERNA
MAGNA & A ESCOLHA DAS DOSES UTILIZADAS ....uitueiieiieeieeieeiaeetaesaneeaaeeaeeaaeneennaenaens 124



6 SUMARIO DOS RESULTADOS ......cecuiiiiieiieie ittt sttt 130

T CONCLUSODES ..ottt e e e et e e e e et e e e e e e e e e e aniaaaaan 132
S T o Y oY o S O 11V T 134
O REFERENCIAS ..o ettt e e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e annaeean 137
APENDICE A| CERTIFICACOES DO CEUA/UFPB ...t 134
APENDICE B| VALORES EXPRESSOS DA SOLUGAO DE SALINANACL 0,15 M .........cvvvvvnnnnnes 128
APENDICE C| VALORES EXPRESSOS DO DHK IMM .....cooviiiiiiiiiiiiieiee e 135
APENDICE D| VALORES EXPRESSOS DO L-AAA 2MM ....ooviiiiiiiieiiieeeicee e 135
APENDICE E| VALORES EXPRESSOS DO FCT 0,2MM ....ccviiiiiiiiieiiiieiiiicie e 135
APENDICE F| RESUMOS DE TRABALHOS PARALELOS ....uvuuuutuuurrinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 196
ANEXO A| MANUSCRITO NAO RELACIONADO ATESE ....coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 196

ANEXO B| ARTIGO PUBLICADO NAO RELACIONADO A TESE .......ccccoceveernne. 202



Introducao|



Introducéo | 26

1 introducéao

O controle da presséo arterial (PA) é complexo e dinamico, resultado
de interacfes entre os sistemas nervoso, cardiovascular, neuroenddcrino, renal
e 0s metabdlitos locais, os quais modulam e corrigem os desvios na PA 73,
Assim, as oscilagbes da PA refletem as agbes combinadas dos diferentes
mecanismos de feedback (de curto, médio e longo prazo) responsaveis pelo
seu controle *. Logo, alteracdes nos mecanismos de controle da PA podem
promover mudancas disfuncionais, as quais em longo prazo podem levar ao
desenvolvimento da hipertensao arterial (HA) *°.

No decorrer das fases do desenvolvimento da HA observam-se
alteracdes funcionais e/ou estruturais em Orgdos-alvos como o coragao,
sistema nervoso central (SNC), rins, bem como no endotélio vascular antes
mesmo do estabelecimento da HA ", tornando-se um fator de risco para
doencas cardiovasculares e comorbidades *°.

Em estudos experimentais foi observado que o desenvolvimento da HA
esta associado ao aumento da atividade simpatica em varios modelos
experimentais, tais como em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
transgénicos para o gene da renina (TGR mRen2), geneticamente sensiveis a
ingestdo de sobdio (Dahl), uninefrectomizados tratados cronicamente com
acetato de desoxicorticosterona (DOCA) e NaCl (DOCA-Sal) e em ratos com
hipertensdo renovascular (HRv)'*™°. Dentre o0s mecanismos que
desencadeiam e/ou mantém a hiperatividade simpatica, destacam-se o0s

16

mecanismos angiotensinérgicos ~, 0s quais sdo ativados pelo aumento da

sensibilidade a Ang-Il no SNC — caracterizada principalmente pelo aumento da
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expressdo e funcdo dos receptores AT1 - especialmente no modelo de HRv %

20

1.1 Hipertensdo renovascular (HRv): contexto histérico e fases
temporais

Os estudos pioneiros de Tigerstedt & Bergman #

mostraram que a
injecdo de extratos de rins na veia jugular promoveu aumento da PA em
coelhos, sugerindo que os rins produziriam uma secrecéo pressora, a qual foi
nomeada “renina” (do latim renes: rim). No decorrer dos anos, em diversas
abordagens experimentais, foi observado que danos renais levavam os animais
a desenvolverem hipertenséo arterial. Em 1934, Harry Goldblatt e seu grupo
desenvolveram uma técnica que limitava o fluxo sanguineo renal pela insercéo
de um clipe de prata em cées (0 que tornou a técnica conhecida como 2-Rins-
1Clipe/2R1C), produzindo isquemia renal e elevacdo persistente na pressao

arterial sistolica (PAS) %2,

Pouco tempo depois, em 1939, dois grupos
independentes publicaram uma série de experimentos que levaram ao
entendimento do mecanismo humoral envolvendo o modelo 2R1C, conhecido
como hipertensdo renovascular (HRv). Inicialmente, um grupo de
pesquisadores argentinos liderados por Eduardo Braun-Menendez mostrou que
a renina atuava em um substrato especifico, uma a-globulina circulante
produzida pelo figado, o qual chamaram “hipertensinogénio” em razdo deste
liberar “hipertensina” como produto final ?*?°. Na sequéncia, outro grupo de
pesquisadores liderados pelo pesquisador Irvine Page conseguiu purificar a
renina a partir dos rins de porcos, a qual reagindo com um substrato formava

» 26,27

um potente vasoativo por eles denominado “angiotonina Na época
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acreditava-se que a hipertensina ou angiotonina, existia em duas formas (I e Il),
mas os estudos de Skeggs ? demonstraram que apenas a forma Il era
responsavel por tal efeito vasoconstrictor. Adicionalmente, os autores ainda
mostraram que a forma | consistia em um decapeptideo [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-
His-Pro-Phe-His-Leu] que precisava ser convertido por uma enzima, por eles
denominada “enzima conversora de hipertensina |”, para a forma Il, o
octapectideo ativo [Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe]. Nos anos seguintes, 0s
dois grupos - liderados por Eduardo Braun-Menendez e Irvine Page -
decidiram unificar as nomenclaturas em: “Angiotensinogénio” para o substrato
da renina, “Angiotensina I” para a forma inativa, “Angiotensina II” para a forma
vasoconstritora e “Enzima conversora de angiotensina |” — ECAL, sendo estes
componentes a base dos estudos para o sistema renina-angiotensina (SRA)%°.

Posteriormente, outros estudos mostraram que a renina é liberada por
células justaglomerulares da arteriola aferente glomerular, ndo apenas em
situacbes de hipotensdo e hipovolemia, mas também frente a queda na
concentracdo de Na*, em situacées de hiposmolalidade **-*2. Uma vez liberada
na circulacdo periférica, a renina cliva o angiotensinogénio em Ang-l, a qual é
novamente clivada pela ECA1 — presente sobretudo no endotélio pulmonar -
para formar elevados niveis de Ang-ll no plasma, os quais exercem efeitos
sobre artérias, 6rgéos periféricos e SNC 2,

Ainda em relacdo a hipertensdo de Godblatt (2-Rins-1Clipe/2R1C),
experimentalmente observa-se que ha trés fases temporais pelas quais

passam 0s animais com HRv *

(Figura 1). Na primeira fase (4 primeiras
semanas), ha um aumento nos niveis de renina e Ang-ll plasmaticas que

podem ser revertidas com o tratamento de farmacos inibidores da ECA. Na
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segunda fase (5-8 semanas), ha um aumento da retencdo de sal e
sensibilidade a Angiotensina Il, podendo a pressdo permanecer estavel ou
continuar se elevando em resposta a sensibilidade angiotensinérgica. Na
terceira fase (9 semanas ou mais), a pressdo remanescente permanece alta,
enquanto os niveis de Ang Il e de renina se estabilizam. Tanto o tratamento
com inibidores da ECA, como a remocédo do clipe na fase Il pode diminuir a

bY

condi¢cdo hipertensiva remanescente nao retornando a condicdo normotensa

inicial.
3
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Figura | Conducdo esquematica mostrando as fases de desenvolvimento da HRv
(Hipertensdo de Goldblatt) experimental ou clinica (Adaptado de MARTINEZ-MALDONADO,
1991).

As alteragbes morfoanatdmicas e funcionais que ocorrem no decorrer

das fases levam a um desbalanco simpato-humoral e hidroeletrolitico que

culminam no desenvolvimento e no estabelecimento da HRv 1833,
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Os ratos recuperam-se bem da cirurgia 2R1C e desenvolvem a HRv
mais facilmente que os cdes **. Além disso, estudos prévios do nosso
laboratério observaram que os ratos ndo apenas tem um quadro hipertensivo

estavel aliado a simpatoexcitacdo, como também respondem bem aos

tratamentos com farmacos anti-hipertensivos durante a fase Il *>% (Figura ).

1.2 Vias angiotensinérgicas centrais

A microvasculatura do sistema nervoso central (SNC) é protegida por
uma estrutura altamente seletiva: a barreira hematoencefélica (BHE), a qual é
composta, entre outros componentes, por células endoteliais que expressam
tight junctions, proteinas de junc¢des apertadas que inviabilizam a passagem de
moléculas entre as células do endotélio (transporte paracelular) - além dos
astrocitos, pericitos e microglia, os quais formam uma unidade neurovascular
37 Ha um consenso de que a estrutura quimica, o carater lipofébico, a carga
negativa e o tamanho molecular ndo permitem a passagem da Ang-ll, em
baixos niveis, pela BHE *%%°. A hip6tese mais aceita é a que atue em n(cleos
onde a BHE é mais permeavel, denominados 6rgdos circunventriculares
(OCV’s). A estrutura da BHE dos OCV’s permite que o parénquima neural
tenha contato direto com ions, horménios e outras substancias da circulacao
periférica, como a Ang-Il 42,

Entre os OCV’s, o 6rgdo subfornicial (SFO) se destaca por possuir
astrocitos, neurbnios e células da microglia que expressam grande quantidade
de receptores AT1 (AT1R) para a Ang-11*>**. Além de ter conexdes diretas com

0s neurbnios pré-simpaticos parvocelulares do ndcleo paraventricular do

hipotalamo (PVN) e conexdes indiretas aos neurdnios pré-simpaticos do bulbo
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ventrolateral rostral (RVLM), ambos envolvidos com o controle da atividade
simpatica cardiovascular ****°.

Na regido bulbar, a Area postrema (AP), outro OCV, se destaca por
possuir uma grande quantidade de receptores AT1, além de possuir conexdes
diretas reciprocas com outros nucleos cardiovasculares no bulbo, tais como o
nicleo do trato solitario (NTS) *°* e o RVLM *%°. O NTS é um nucleo
altamente heterogéneo com diferentes regibes funcionais, das quais se
destacam as por¢des intermediaria (NTSi; ao nivel da AP) e caudal (NTSc;
localizada caudal ao calamus scriptorius) que mantém conexdes diretas e/ou
indiretas com neurdnios simpatoexcitatorios do RVLM e do PVN modulando-os
tonicamente através de nervos sensoriais periféricos >3,

A Ang-ll plasmatica atuando no SNC pode: i) ativar os neurénios do
SFO que se projetam aos neurdnios pré-simpaticos do PVN, os quais
estimulam diretamente a medula intermédio lateral (IML) ou os neurdnios pré-
simpaticos do RVLM “+**%%¢ gy/e ii) ativar os neurénios da AP, os quais se
projetam aos neurbnios do NTS, aos neurénios pré-simpaticos do PVN ou do
RVLM 46—49,57.

O eixo SFO-PVN-RVLM é visto como a principal via utilizada pela Ang-
Il para aumentar o tdnus simpatico e, consequentemente, promover a elevacao

| 44,58,59

da pressao arteria . Interessantemente, a Ang-ll periférica atuando no

SNC, estimula a producdo de novo de Ang-ll pelos neurénios do SFO com

projecdes aos neurdnios pré-simpaticos do PVN *-°°

. Isso se deve a atuacao
de um sistema renina angiotensina (SRA) central, uma vez que observamos a
expressdo: i) de angiotensinogénio principalmente em astrécitos do SNC , ii)

de renina em neurdnios e astrécitos ®*, iii) do receptor de pré-renina (PRR) em
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neurénios °® e células da microglia %3, e iv) da ECA em neurénios ** e células
endoteliais °°.

Estudos moleculares mostraram que o PVN possui significativa
expressdo de RNAm para AT1R ®, sendo os neurénios, em sua maior parte
(aproximadamente 90%), responsivos a aplicagdo direta de Ang-ll com
aumento das correntes de influxo e despolarizagdo, as quais sao reduzidas
pela prévia inibicdo do receptor AT1 *°. Estudos de Chen & Pan ®’, mostraram
que a infusdo cronica subcutanea de Ang-ll (por 4 semanas) promoveu
aumento na concentracao de glutamato e reducdo na concentragédo de GABA
no PVN de ratos. Outros estudos, utilizando a técnica de registros
eletrofisiol6gicos, mostraram que a aplicacdo de Ang-ll em slices do hipotalamo
de ratos promove aumento significativo nas correntes glutamatérgicas de
neurdnios pré-simpaticos do PVN com projecdes ao RVLM %% bem como
reducéio das correntes gabaérgicas "°. Em conjunto, estes estudos demonstram
que a Ang-ll central estimula as projecdes excitatérias dos neurdnios preé-
simpéticos do PVN, promovendo simpatoxcitacdo e aumento da PA.

Ha diferentes estudos sugerindo que o SRA central estd superativado
na HRv "2 Isto porque animais com esta fisiopatologia apresentam aumento
da producdo central de Ang-ll e da expressdo dos receptores ATl em

neurdnios pré-simpaticos do PVN e do RVLM *7?%72

, além de apresentarem
também reducdo da PAM frente “knockout” génico do angiotensinogénio central
"1 Estudos de Nunes & Braga *® observaram que a infus&o cronica subcutanea
de Ang-ll (por 14 dias) promoveu aumento na pressao arterial média (PAM),

bem como aumento na expressdo do RNAm para o receptor AT1 no RVLM e

reducdo no SFO. Adicionalmente, Zubcevic et al., ** mostraram que mesmo
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uma unica injecao intraperitoneal em bolus de Ang-Il — efeito agudo - induz um
aumento de aproximadamente 20% da atividade neuronal do SFO ou do PVN
versus aproximadamente 900% na atividade neuronal do RVLM dos ratos. O
efeito da Ang-1l periférica sobre os nucleos cardiovasculares ndo parece ser
unicamente por meio do eixo SFO-PVN-RVLM, uma vez que outros estudos in
vitro mostraram que a Ang-Ill periférica reduz a resisténcia elétrica e aumenta a
permeabilidade transcelular - permitindo a passagem de grandes proteinas
como a albumina iodo-marcada - em células endoteliais isoladas da BHE de
cérebro de camundongos "®. Outros estudos mais recentes mostraram que em
modelos de hipertensdo h4, de fato, aumento da permeabilidade da BHE,
sugerindo que, em altos niveis, a ang-ll se torne capaz de facilitar a passagem
de proteinas maiores pela barreira ““"®. Nesse sentido, estudos de Fan et al.,
> observaram reducdo na expressdo das principais protefnas tight junctions -
ZO-1 e ocludina - na BHE do diencéfalo de ratos com hipertenséo
renalvascular (modelo 2R2C). Em adicdo, estudos de Biancardi et al., ™
observaram aumento da marcacdo fluorescente de tracadores de
extravasamento, FITC e Rho no PVN, NTS e RVLM de ratos com HRv,
sugerindo aumento da permeabilidade da BHE nessa condi¢cdo. Ao passo que
Yao & May '’ mostraram que a injecdo intracarotidea (ic.) de Ang-ll promove
aumento da ativacdo dos neurénios C1 catecolaminérgicos do RVLM, a qual é
potencializada quando a permeabilidade da BHE é previamente aumentada
pela injecdo ic. de Manitol hiperosmatico. Adicionalmente, os autores
observaram que a injecdo prévia de losartana ic., mesmo com a BHE ja
prejudicada, € capaz de inibir significantemente a ativacdo neuronal induzida

pela Ang-Il. Esses estudos em conjunto confirmam que na hipertensdo ha um
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aumento da permeabilidade da BHE, permitindo que peptideos, tais como a
Ang-Il periférica, tenham acesso direto & neurénios localizados em importantes
nacleos envolvidos com a modulacdo cardiovascular, como o NTS, o RVLM e o

PVN 73-77

1.3 Ang-ll e mecanismos glutamatérgicos

Sabe-se que a atividade dos neurdnios pré- e pos-sinapticos é
resultado da interacdo entre as funcées dos neurotransmissores excitatorios e
inibitorios, tais como o glutamato e o GABA respectivamente. Ha evidéncias
funcionais mostrando que na hipertensdo ha a prevaléncia da funcéo
excitatéria glutamatérgica no PVN e no RVLM *"*° uma vez que foi observado
em animais com HRv, bem como em animais com hipertensao induzida por
infusdo subcutanea crénica de Ang-Il, uma reducéo significativa na PAM basal
apos as microinjecdes de inibidores dos receptores de glutamato nos nucleos
do PVN ou do RVLM "*%78 Além disso, outros trabalhos mostraram que ha
uma reducdo significativa na PAM basal dos animais ap6s a microinjecdo de
muscimol (um agonista GABA) intracebroventricular (icv) ou no PVN de animais

com HRv ou Hipertensos por Ang-ll "%

Em conjunto, esses estudos
demonstram que h4, na hipertensdo, um aumento da atividade glutamatérgica
em neurdnios do PVN e do RVLM, bem como uma reducdo das sinapses

inibitérias gabaérgicas no PVN, podendo esse desequilibrio ser induzido por

um aumento na Ang-ll periférica.
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Figura 1l |Na hipertensdo, a super ativacdo do SRA periférico resulta em aumento na
concentracdo da Ang-ll plasmética (1), a qual promove ativacdo de nucleos centrais
desprovidos de BHE envolvidos com a modulagdo cardiovascular, tais como o SFO (2). Nessa
condicdo, ha um aumento na permeabilidade da BHE, permitindo que a ANG-IlI plasmatica
ative neur6nios hipotalamicos (PVN) e bulbares (RVLM e NTS) envolvidos com a modulacéo e

74,76

da atividade simpatica e cardiovascular (3) . Ang-ll: Angiotensina Il, ECA: Enzima

conversora de Ang-ll, ROS: Espécies reativas de oxigénio, SFO: Org&o subfornicial, PVN:
Nucleo paraventricular, NTS: Ndcleo do trato solitario, RVLM: Bullbo ventral rostrolateral, BHE:

Barreira hematoencefalica, MIL: Medula intermediolateral. Fonte: Autor.

Outros estudos in vitro confirmam que a Ang-ll aumenta a frequéncia
de disparo dos neurbnios do PVN com projecbes ao RVLM, bem como
promove um aumento na atividade simpatica renal, as quais sdo abolidas pelo
antagonismo dos receptores de glutamato no PVN ®°. Nao obstante, estudos
recentes in vivo mostraram que a microdialise de Ang-ll no RVLM resulta em
um aumento significativo na liberacéo local de glutamato, sendo essa resposta

abolida apds perfusdo prévia do antagonista do receptor AT1 2. Estes estudos
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demostram que a Ang-ll, de fato, exerce um papel estimulatério sobre as

sinapses glutamatérgicas no PVN e no RVLM de ratos ®¥% (Fig II).

1.3.1 Mecanismos glutamatérgicos astrogliais

Os astrécitos sdo células da macroglia, assim como 0s
oligodentrécitos, microglias, tanicitos e células ependimarias®®. Possuem
multiplas fungBes amplamente discutidas por excelentes revisdes incluindo: i) o
desenvolvimento das sinapses®, ii) a definicdo da arquitetura funcional do

SNC®, iii) a formacdo e manutencdo da barreira hematoencefalica®®®’

, 1IV) 0
suporte metabolico neuronal, através da sintese e liberacdo de lactato®®, v) a
manutencdo do meio idnico extracelular (pela recaptacéo de ions K* do meio
extracelular)®®, e v) a modulacdo da transmissdo sinaptica pela recaptacdo e
conversdo de neurotransmissores, especialmente de glutamato e GABA®. A
recaptacdo do glutamato do meio extracelular € um importante mecanismo
modulatério da atividade neural, uma vez que esse é 0 neurotransmissor
excitatério mais abundante no SNC . Esta recaptacdo é mediada por
transportadores de glutamato da familia SLC1 presentes na membrana celular
e representados por cinco subtipos de EAAT’s (transportadores de
aminoédcidos excitatérios) - EAAT1 / SLC1A3, EAAT2 / SLC1A2, EAAT3 /
SLC1Al, EAAT4 |/ SLC1A6 e EAATS5 / SLC1A7, os quais promovem O
transporte do glutamato em um cotransporte com 3Na* e H* e contra-transporte
com o K* %, Os astrécitos expressam especificamente os subtipos EAAT1 e

EAAT2 (em humanos), sendo conhecidos em roedores como GLAST

(transportador de glutamato / aspartato) e GLT-1 (transportador de glutamato-
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1), respectivamente

Os transportadores astrociticos GLT1/EAAT2 e
GLAST/EAAT1 séo os principais responsaveis pelo clearence de glutamato do
meio extracelular 3%, Acredita-se que do total de glutamato liberado pelos
neurbnios pré-sinapticos, apenas 20% ativam o0s neurbnios poés-sinapticos,
enquanto 80% sd&o recaptados pelos transportadores astréciticos GLT1/EAAT2
e GLAST/EAAT1 . Estudos com mapeamento genético mostraram que 0s
genes que codificam os transportadores de glutamato astrociticos (SLC1a3 e
SLCla2) sdo os mais expressos na regido do bulbo de ratos *. Estudos
adicionais ainda mostraram que o GLAST e GLT1 j& foram encontrados no
NTS % e na porcéo ventral do bulbo de ratos °’. Estudos funcionais de Mattot et

aI., 98,99

mostraram que a microinjecdo dos inibidores dos EAAT’s (TBOA ou
DHK) no NTS aumenta a despolarizacado neuronal e promove reducéo da PAM
em ratos anestesiados. Mas em relacdo a porcao ventral do bulbo, ndo ha até o
momento, estudos funcionais que tenham avaliado o papel da recaptacao pelos
EAAT’s astrociticos no RVLM. O glutamato recaptado pelos EAAT's
astrociticos é convertido em glutamina (GIn) pela Glutamina Sintetase (GS) por
meio da adicdo de um grupamento de amoénia (NH3) a molécula de glutamato
19 A GIn produzida é liberada por astrécitos através do transportador de
glutamina SN1/SNAT3 e captada por neurbnios proximos pelo transportador de
glutamina SNAT1, ambos acoplados ao transporte de Na****. Uma vez que a

GIn é captada pelos neurbnios, é convertida novamente em glutamato pela

Glutaminase *** (Fig 111).
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Figura Ill: Participacdo dos astrécitos e da Ang-Il na modulacdo das sinapses glutamatérgicas.
Nas terminagfes pré-sinapticas (em azul), a glutaminase converte a glutamina em glutamato, o
gual é armazenado em vesiculas para ser liberado na fenda sinptica. Na regido da fenda
sinptica o glutamato atua em receptores glutamatérgicos ionotrétricos e metabotrépicos dos
neurdnios poés-sinapticos (em vermelho). Os astrécitos proximos as sinapses (em amarelo)
previnem a superativacdo neural pela ativagcdo adicional dos receptores extrasinapticos de
glutamato através da: a) recaptacdo do glutamato extrasinaptico feito pelos EAAT’'s — GLT1 e
GLAST, b) conversédo do glutamato em glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS), e c)
reducdo da comunicacdo neuronal para difusdo de neutrotransmissores através da
polimerizacdo do citoesqueleto astrocitico (GFAP). A Ang-ll prejudica a recaptacdo de
glutamato pelos astrécitos aumentando assim a disponibilidade do glutamato no espago

17,69,82

extracelular e consequente aumento da excitabilidade do neurbnio pés-sinaptico . Fonte:

Autor.

Ha diferentes estudos sugerindo que a recaptacdo do glutamato

extracelular pelos astrocitos estd envolvida nas respostas cardiovasculares
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induzidas pela Ang-Il no SNC ®%1%2. Nesse sentido, estudos de Stern et al., ®
observaram que a prévia microinjecdo de um bloqueador dos transportadores
de glutamato astrociticos (DHK) atenua a reposta simpatoexcitatdria e pressora
induzidas pela Ang-Il no PVN de ratos anestesiados. Os protocolos adicionais
deste trabalho, com registro eletrofisiologico dos neurénios pré-simpaticos do
PVN, mostraram que na presenca do DHK, a Ang-ll ndo foi capaz de promover
aumento nas correntes excitatérias nos neurénios PVN-RVLM, sugerindo que
tanto os efeitos excitatorios sobre os neurdnios pré-simpéticos (PVN-RVLM),
quanto as respostas cardiovasculares sdo mediados indiretamente pela
inibicdo dos mecanismos glutamatérgicos astrociticos, ou seja, pela inibicdo da
captacdo de glutamato pelo GLT1 astrocitico. Estes achados ainda foram
confirmados por analises adicionais, as quais mostraram que a Ang-ll inibe as
correntes de entrada glutamatérgicas em astrocitos proximos as sinapses de
neurdnios pré-simpaticos do PVN-RVLM via inibicdo do transportador GLT1 °.
Os resultados de Stern et al., ®® foram posteriormente corroborados pelos
estudos in vitro do nosso grupo, 0s quais mostraram que a Ang-ll, de fato,
promove reduc¢do na recaptacdo de analogos de glutamato em cultura primaria
de astrécitos do hipotalamo %2,

Outro mecanismo importante de modulacdo da transmissao sinaptica
pelos astrécitos € a regulacdo dindmica de filamentos intermediarios do
citoesqueleto astrocitico Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP)!®. O GFAP
normalmente encontra-se polarizado formando uma rede insoltvel junto a
outras proteinas com a vimentina e a desmina (formando um filamento
intermediério do tipo Ill) (para revisdo consultar INAGAKI et al., 1994). O GFAP

€ regulado dinamicamente pela fosforilacdo-defosforilacdo induzida por
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diversos fatores como pH %, cations divalentes como Ca** e Mg?" 1910

109,110

temperatura *°®, proteinas e aminoacidos *°"*°®, horménios e citocinas

1111295 quais modificam a estrutura do GFAP promovendo a expansdo ou
retracdo dos prolongamentos astrociticos e alterando sua cobertura sobre os
terminais pré e pés-sinapticos neuronais *****(Fig Il1). Estudos de Theodosis et
al., *° observaram que a expanséo dos prolongamentos astrociticos atua como
barreira fisica dinamica limitando a difusdo de neurotransmissores no meio
extracelular do ndcleo supra-6ptico de ratas virgens. Em adicdo, estudos de
Wang e Hatton *'® mostraram que a polimerizacéo e depolimerizacdo do GFAP
sdo processos dinamicos que promovem o prolongamento/retracdo dos
processos astrociticos sobre a superficie neuronal. Assim, a distensdo ou

retracdo dos processos astrociticos pode alterar o contato sinptico e limitar a

difuséo dos neurotransmissores entre as terminagdes neuronais.

1.4 Interacdo entre astrocitos e a Ang-ll na modulacdo da presséo
arterial e atividade simpatica

Héa diferentes estudos sugerindo que os astrdcitos hipotalamicos e
bulbares participam da modulacdo da presséo arterial e da atividade simpatica
69,98,99.102117-126 ' Recentemente nds observamos que a microinjecéo icv de um
inibidor reversivel da atividade da glia, o fluorocitrato (FCt), promove aumento
da PAM em ratos normotensos nao anestesiados, sugerindo que as células
astrogliais do hipotalamo participam da modulacdo da presséo arterial basal *°%.

No entanto, ha poucos estudos avaliando a interacao astrécito-neurbnio em

distarbios cardiovasculares, especialmente em animais ndo anestesiados

122,125
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Nesse sentido, nosso grupo tem se dedicado a melhor compreender a
funcd@o dos astrécitos hipotalamicos e bulbares — dispostos sobre a via SFO-
PVN-RVLM e NTS - na génese e manutencdo da hipertenséo. Especialmente
no contexto da HRv, em que a Ang-ll circulante promove um aumento da
atividade dos neurénios glutamatérgicos do PVN com projecdes aos neurdnios
pré-simpaticos do RVLM *7*°,

Ha varios estudos mostrando que a disfuncéo da glia, especialmente a
astrocitica, esta presente em diferentes fisiopatologias cardiovasculares
122123125127-130  Em animais com insuficiéncia cardiaca, por exemplo, sabe-se
que a atividade funcional astrocitica esta alterada, contribuindo para o aumento
da atividade simpéatica e o remodelamento ventricular pés-infarto 23122,
Entretanto, em animais hipertensos pouco se sabe sobre a atividade funcional
astrocitica, especialmente em ndcleos de modulagéo cardiovascular.

Estudos de Diaz et al., ', observaram aumento na ativacdo
astrocitica, mediada pelo célcio [Ca®"], em slices cerebrais de camundongos
apos o estabelecimento da hipertenséo induzida pela infusao cronica de Ang-II.
Outros estudos mostraram que a ativacdo das proteinas ERK1/2 e MAPKs p38
pela Ang-ll € maior em astrocitos derivados do bulbo de animais
espontaneamente hipertensos (SHR) que em astrécitos derivados de ratos
normotensos™?. Em conjunto, esses estudos sugerem que a Ang-ll altera a
funcdo/ativagdo de astrocitos na regido bulbar, inclusive durante o
desenvolvimento da hipertenséo.

Este estudo sera o primeiro a investigar as alteragdes cardiovasculares

e moleculares associadas aos mecanismos astrociticos de captacdo e

conversdo de glutamato na regido do bulbo de animais hipertensos e sem o
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efeito anestésico. Adicionalmente, também sera o primeiro a investigar as
alteracdes moleculares astrociticas no hipotalamo de animais hipertensos.

Nesse contexto, a hipétese do nosso estudo € que na HRv héa reducgéo
na atividade/expressdo dos transportadores de glutamato astrociticos em
nacleos bulbares e hipotalamicos, o que poderia promover um aumento na
biodisponibilidade do glutamato no espaco extracelular contribuindo para o
aumento da simpatoexcitacdo e da pressao arterial nessa fisiopatologia. Para
avaliar esta hipotese, nés realizamos abordagens in vivo e in vitro. Na
abordagem in vivo nés realizamos microinjecao intracisterna magna (ICM): i) de
um inibidor do GLT1 para analisar a funcdo de recaptacdo de glutamato
mediada por esse transportador, ii) de um inibidor da GS para analisar a funcao
de conversao do glutamato-glutamina e iii) de uma gliotoxina para analisar a
fungdo glial em ratos normotensos, 2R1C e 2R1C/ LOS (tratados com
Losartanaa).

Na abordagem in vitro, n6s analisamos a expressdo proteica dos
marcadores da atividade astrocitica glutamatérgica — GFAP, GLT1, GLAST e
GS - nos nucleos bulbares do NTS e RVLM e hipotalamicos do SFO e PVN de

ratos normotensos e 2R1C.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a participacdo dos mecanismos glutamatérgicos astrogliais do
bulbo e hipotdlamo na modulagdo cardiovascular em ratos com hipertenséo

renovascular (modelo 2R1C).

2.2 Objetivos especificos

Na abordagem in vivo:

Avaliar sobre as variaveis cardiovasculares basais de ratos SHAM,
2R1C e 2R1C tratados com Losartana o efeito da microinje¢éo ICM:
- do inibidor do transportador astrocitico de glutamato GLT1;
- do inibidor da enzima astrocitica GS;

- do inibidor reversivel da atividade da glia.

Na abordagem in vitro:

Avaliar nos nucleos cardiovasculares hipotalamicos (SFO e PVN) e
bulbares (NTS e RVLM) de ratos SHAM e 2R1C a expresséao proteica:

- do filamento astrocitico glial fibrillary acid (GFAP);

- dos transportadores de glutamato astrociticos (GLAST e GLT1); e

- da enzima glutamina sintetase (GS).
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3 Materiais & Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 38 ratos Wistar adultos, pesando de 180-250g,
provenientes do Biotério IPeFarM, Universidade Federal da Paraiba.
Imediatamente apds a retirada do biotério, os animais foram levados ao
Laboratério de Controle da Neural da Circulacdo e Hipertensdo arterial
(LACONCHA), regularmente credenciado pelo CEUA/UFPB, onde passaram
por inducdo a HRv e, no decorrer das 6 (seis) semanas seguintes, foram
alojados em caixas (5 animais/caixa) alocadas em ambiente com ciclos de
claro/escuro (12/12h) com acesso a ragdo padrao (Purina, Brasil) e dgua ad
libitum. Os procedimentos com animais, bem como os protocolos experimentais
deste estudo, foram previamente aprovados pela Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal da Paraiba pelos seguintes numeros de

protocolo: 139 2017 e 8025180618 (os quais encontram-se no apéndice A) .

3.2 Cirurgia 2 Rins 1 Clipe (2R1C) para ainducéo da HRv:
Os animais foram pesados e seguiram para a cirurgia de inducédo da
hipertensdo renovascular conforme descrito em estudos anteriores de nosso

%3613 Os animais foram anestesiados com uma mistura

laboratério
anestésica de cloridrato de cetamina 10% e xilazina 2% (75 e 10 mg / kg,
respectivamente, i.p.) ou tramadol [(0,1 mg / 100 g, s.c.) John Martin S.R.L.
Ciudad Auténoma de Buenos Aires] e somente apds a auséncia de reflexos
dos membros inferiores foi iniciada a cirurgia. Realizamos uma inciséo

retroperitoneal abaixo do apéndice xifoide para a visualizagdo e identificagdo

da artéria renal direita. Um clipe de prata em forma de U (abertura com 0,2 mm
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de largura) foi posicionado ao redor da artéria renal para diminuir o fluxo
sanguineo renal. Apos o posicionamento do clipe, a musculatura e a pele foram
suturadas com fio de sutura fino. O mesmo procedimento foi realizado com os
animais controle cirtrgico (SHAM), exceto o clipe inserido na artéria renal
direita. Logo apds, doses profilaticas (intramusculares) de penicilina e
estreptomicina [(0,1 ml / 100 g) 1.200.000 Ul, Fort Dodge, Campinas, SP,
Brasil] e Flunixin [(Banamine 2,2 mg / kg, sc.), Schering Arado, SP, Brasil]
foram administrados. Os animais foram mantidos em caixas individuais e

monitorados continuamente até a recuperacdo da anestesia.

3.3 Pletismografia de cauda:

Seis semanas ap0s a cirurgia de inducdo da HRv (2R1C), foi realizada
a medida indireta da presséo arterial por pletismografia de cauda, a fim de
confirmar o estabelecimento do quadro hipertensivo antes da abordagem
molecular, por western blotting, e antes do tratamento com Losartana. Para
isso, 0s animais foram previamente adaptados por dois dias consecutivos aos
contensores cilindricos de acrilico em uma plataforma pré-aquecida por 5
minutos em uma sala livre de ruidos. O manguito de borracha encaixado na
cauda foi manejado a sua regido proximal e ligada ao esfigmomandmetro para
insuflar e desinsuflar automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente
30 segundos. Proximo ao manguito, um transdutor de pulso cilindrico (sensor)
conectado ao amplificador e conversor analégico digital (Kent Scientific, CODA
- Torrington, CT, EUA ou Insight Equipamentos - Vila Amelia, Ribeirdo Preto -
SP) obteve 10 medidas, no minimo, da pressao arterial sistélica dos animais

em 2 sessOes/dias consecutivos. Sendo a média dessas sessdes calculadas
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para obtencéo dos valores finais de PAM, PAS, PAD e FC para a abordagem

molecular e PAS para a abordagem in vivo dos grupos.

3.4 Estereotaxia intracisterna magna (ICM):

ApGs o periodo de estabelecimento do quadro hipertensivo realizamos
a estereotaxia para a introducdo de uma canula-guia na regido ICM com auxilio
de uma estereotaxico para roedores (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA),
utilizando uma adaptacéo da técnica descrita por Michelini & Bonagamba 3.
Canulas guias de aco inoxidavel (14 mm de comprimento) foram
confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (22G) e fixadas no suporte da
torre do estereotaxico. Ap6s a anestesia com a mistura de cloridrato de
cetamina 10% e xilazina 2% (75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e auséncia
de reflexos, os animais foram depilados na regido dorsal da cabeca e
posicionados no aparelho de estereotaxico. Nos musculos do couro cabeludo e
nuca foram injetados com 0,2 ml de lidostesina (lidocaina a 3% e noradrenalina
1: 50.000) para reduzir o sangramento.

Foi realizada incisao longitudinal na pele, tecido conjuntivo subjacente
e peridsteo para limpeza da superficie do cranio e identificacdo das suturas do
bregma e lambda. A barra do incisivo foi ajustada para a posi¢cao plana do
cranio e os musculos da regido da nuca foram retraidos do osso occipital por
disseccéo para permitir a colocacao e fixagdo da canula guia vertical na direcao
da cisterna magna. Logo apos, foram fixados 2 furos nos 0ssos parietais com
auxilio de uma broca odontoldgica, lateralmente a linha meédia, para a
colocacao de parafusos de relégio usados para ancorar o capacete feito com

acrilico dental. Em seguida, foi realizada uma pequena craniotomia no limite do
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interparietal para insercdo da canula guia em direcdo da cisterna magna
usando coordenadas estereotaxicas do atlas de Paxinos e Watson '*, em
relagdo ao bregma (AP: -14,5 mm; L: £ 0,0 mm, DV: -7,9 mm). Logo apds,
doses profilaticas (intramusculares) de penicilina e estreptomicina [(0,1 ml / 100

g im.) 1.200.000 Ul, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil] e Flunixin [(Banamine

2,2 mg / kg, sc.), Schering Arado, SP, Brasil] foram administrados.

| CISTERNA
MAGNA

Figura IV| llustracdo de um corte sagital do cérebro de um rato,
evidenciando a localiza¢@o anatémica no espaco da regido da cisterna
magna na regido bulbar, em detalhe a coordenada DV (- 14,5mm) a
partir do Bregma utilizada para a introducdo da canula-guia. 4V- 4°
ventriculo; NTS- nicleo do trato solitario, RVLM- bulbo ventrolateral

rostral, DV- dorso-ventral. Fonte: Autor.

A Cisterna Magna é uma regido de trafego do liquido cefalorraquidiano
e esta anatomicamente situada entre o cerebelo e o bulbo, conforme mostrado
na Figura IV. Dessa maneira, a estereotaxia ICM é comumente usada nos

estudos para acessar as respostas da area bulbar 3¢

, uma vez que a
microinjecdo nesta regido banha amplamente as porgbes dorsal, lateral e

ventral do Bulbo.
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3.5 Diluicdo e microinjecdes de farmacos ICM:

O Dihidrokainato [DHK (TOCRIS; #183102)] foi preparado de acordo
com o estudo de Stern et al., *°. Foi diluido em solucéo salina estéril (NaCl 0,15
M) até a concentracdo de 1 mM e o pH ajustado para 7,4 com bicarbonato de
sédio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil).

O Acido L-a-aminoadipico [L-AAA (Sigma-Aldrich; #BCBS7518V)] foi
preparado de acordo com o estudo de Liu et al., **. Foi diluido em solucéo de
salina estéril (NaCl 0,15 M) até a concentracdo de 2 mM e o pH ajustado para
7,4 com bicarbonato de sddio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil).

O Fluorocitrato [FCt (Sigma-Aldrich; # F9634)] foi preparado de acordo
com o estudo de Costa et al., ** e Paulsen et al., **. Resumidamente, 2 mg de
fluorocitrato de bério foram dissolvidos em 10 pL de HCI 1M até formar uma
solugdo homogénea e 0,1 mM de Na,SO, foi adicionado gota a gota para
precipitar os ions Ba*™". A seguir, foi adicionado 20 pl de Na,HPO, a4 0,1 M e a
solucéo foi centrifugada a 3000 rpm por 10min. O sobrenadante foi isolado e
diluido em solucao de salina estéril (NaCl 0,15 M) até a concentracao final de
0,2 mM. Logo apos, o pH foi ajustado para 7,4 com bicarbonato de sodio
(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil).

No momento do protocolo experimental, uma agulha (0,2 mm)
conectada a uma microseringa de Hamington (50 pl) foi introduzida na canula
guia do animal para microinjecdo dos inibidores durante o registro
cardiovascular. Os farmacos foram microinjetados na regido da cisterna magna

(ICM) em um volume fixo de 5 pl.

3.6 Cateterizacdo da artéria femoral:
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Apobs o procedimento da estereotaxia, 0os animais tiveram 5 (cinco) dias
de reabilitacdo pos-cirdrgica. Um dia antes dos experimentos fizemos, nos
animais da abordagem in vivo, a cateterizacdo da artéria para a obtencao dos
registros cardiovasculares. Os cateteres foram confeccionados a partir de tubos
de polietileno [PE-10 Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA (5 cm)], soldados a
outro tubo de polietleno PE-50 de aproximadamente 18 cm. Antes de
iniciarmos a cateterizacdo, preenchemos o cateter com solucdo fisiologica
[salina (0,9%)] e obstruimos com pino de metal a extremidade livre do PE-50.

Apbs a anestesia com a mistura de cloridrato de cetamina 10% e
xilazina 2% (75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e somente apds a auséncia
de reflexos dos membros inferiores e da cérnea foi iniciada a cirurgia,
realizamos uma pequena incisdo na regiao femoral, em seguida, separando a
musculatura, localizamos o feixe vasculo-nervoso femoral. A Artéria femoral foi
dissecada e isolada para posterior insercao e fixacao do cateter. A extremidade
livre do cateter foi dirigida subcutaneamente com o auxilio de um trocater para
a cintura escapular, onde foi cuidadosamente exteriorizado e fixado com linha
de sutura fina. Logo apos, foi administrado o analgésico Flunixin [(Banamine

2,2 mg/ kg, sc.), Schering Arado, SP, Brasil].

3.7 Registro simultaneo da PA e FC (abordagem in vivo):

No dia seguinte a canulacdo da artéria femoral, a céanula foi
heparinizada e em seguida conectada a um transdutor de pressao (MLT 0380,
AD-Instruments, NSW, Australia). O sinal foi entdo transferido para um
amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, NSW, Australia) e deste

para o computador no qual se encontra instalado o software “Power Lab”
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(Power Lab, AD-Instruments, NSW, Australia) para aquisicdo e analise dos
sinais. Sendo assim, a pressdo arterial pulséatii (PAP, mmHg) foi medida
diretamente da aorta abdominal dos animais ndo anestesiados, enquanto a
pressao arterial média (PAM, mmHg) e a frequéncia cardiaca (FC, bpm) foram
derivadas por meio de um biotacémetro digital acionado a partir dos pulsos de

presséao arterial.

3.8 Anélise dos parametros cardiovasculares:

Os parametros cardiovasculares foram analisados por meio do médulo
Blood Pressure para o LabChart 8. Através do qual foi possivel acessar o0s
valores da presséo arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD), média (PAM) e
frequéncia Cardiaca (FC) nos tempos selecionados. A quantificacao
cardiovascular foi feita utilizando a média dos segundos anteriores (segundos -
0-1) e posteriores as microinjecdes (segundos 1-10) dos inibidores DHK, L-AAA
e FCt. Como resultado, foram obtidos os valores absolutos e a variagdo da

resposta pressora e bradicardica (A) da PAS, PAD, PAM e FC dos grupos.

3.9 Farmacos e solucdes utilizadas:

e Losartana (Tratamento crbnico) - 30mg/kg/dia (LOS) oral via gavagem
[Antagonista seletivo AT1R ;

¢ Dihidrokainato - [DHK; 1 mM/5 pL, intracisterna magna (TOCRIS, Bristol,
Reino Unido)]- bloqueador seletivo para transportador de glutamato subtipo

EAAT2/GLT1
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e Acido L-a-aminoadipico - [L-AAA; 2 mM/5 uL, intracisterna magna (Sigma-

Aldrich, St Louis MO, USA)]- inibidor da enzima astrocitica glutamina sintetase

138.

e Sal Fluocitrato de béario - [FCt; 1 nmol/5 L, intracisterna magna (Sigma-
Aldrich, St Louis MO, USA)]- inibidor reversivel da atividade glial %24

¢ Solucao salina estéril de NaCl 0,15 M [(0,9%)- veiculo];

e Heparina — 10% (Parinex® 5000 U.I/mL - Laboratério Hipolabor Brasil);

e Cloridrato de cetamina 10% - 80 mg/kg corporal, ip;

e Cloridrato de Xilazina 2% — 7 mg/kg corporal, ip.

¢ Penicilina e Estreptomicina - 0,1 ml/100g intramuscular (1.200.000 Ul, Fort
Dodge, Campinas, SP, Brasil)!%;

e Banamine — 2,2 mg/kg corporal, subcutaneo (Flunixin, Schering Arado, SP,

Brasil)'%.

3.10 Pesagem corporal, renal e Histologia:

Ao final da abordagem in vivo, os animais foram novamente pesados e
receberam microinjecdo ICM do corante azul de Evans 2% (Vetec, Quimica
Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de 5 pL, para a determinacao
do sitio especifico na cisterna magna. Na sequéncia, os animais foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina 10% e xilazina 2%
(75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e, ap0s a auséncia de reflexos,
realizamos uma perfusédo intracardiaca com solucdo de salina (0,15 M) seguida
com solucdo formol (10%) tamponada. Os rins foram coletados, dissecados e
pesados para, junto a pletismografia de cauda, confirmar o estabelecimento da

HRv pela isquemia renal do rim direito clipado. O cérebro foi removido e a
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porcdo do bulbo foi posicionada e visualizada em microscopio estereoscopio
binocular com aumento de 7,5 x - 50 x (SP-ES200, SP Labor, presidente

prudente, SP) para fotomicrografia da regido bulbar.

3.11 Eutanasia para abordagem in vitro:

Na abordagem in vitro, ap0s a confirmacédo do quadro hipertensivo, os
animais foram pesados e receberam uma dose subliminar da mistura de
cloridrato de cetamina 10% e xilazina 2% (75 e 10 mg / kg, respectivamente,
i.p.) e apos a auséncia de reflexos foram sacrificados por decaptagdo em
guilhotina adequada para roedores, com laminas em ago Inox 420 com cerca
de 200 mm de altura (Bonther, Monte Alegre, Ribeirdo Preto, SP). Os cérebros
foram coletados e seguiram para a quantificacdo proteica nos nudcleos
hipotalamicos e bulbares. Os residuos biol6gicos foram acomodados em sacos

apropriados e descartados no freezer do Biotério do IPeFarM.

3.12 Quantificacdo de proteinas por Western Blotting (abordagem in
vitro):

Apés as 6 semanas de inducdo a HRv e da segunda medida das
variaveis cardiovasculares por pletismografia de cauda, os ratos submetidos a
este protocolo foram decapitados para remocdo do cérebro, o qual foi
imediatamente congelado em recipiente contendo gelo seco. Foram obtidas
fatias coronais espessas [~800 a 1.000 um (punches)] da regido dos nucleos
NTS, RVLM, SFO, PVN e Coértex. Os punches foram coletados em microtubo e
imediatamente processados para extracdo proteica e eletroforese como

descrito anteriormente por Almeida-Pereira et al., **°. Inicialmente, as amostras
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foram submetidas a homogeneizacdo em 25 mL de tampao de extracdo [1%
Triton-X 100, 100 mM/L Tris-HCI (pH 7,4), 10 yL/mL de coquetel para inibidores
de proteases EDTA-free, 10 mM/L EDTA, 2 mM/L PMSF, a 4°C] e foram
tamponadas para o pH 7,4. Os fragmentos celulares foram centrifugados por
40 minutos a 14.000.00 rpm a 4°C para remocao do material insoluvel e o
sobrenadante foi coletado. A partir do sobrenadante, foi realizada a dosagem
de proteina das amostras em duplicata, pelo método BCA (Protein Assay, Bio-
Rad), em espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 562 nm. Foram
utilizadas 20 pg de proteina por pogo. As amostras contendo as proteinas
foram solubilizadas em tampé&o de amostra pH 6,8 (50% de glicerol, 250 mM de
Tris 1M pH 6,8, SDS 10%, 500 mM de DTT, azul de bromofenol 0,5%) a 95°C
por 5 minutos e aplicadas em gel de eletroforese SDS-PAGE 12% com 0,75
mm de espessura. A eletroforese foi padronizada a 100V por 2 horas. As
proteinas do gel foram transferidas para a membrana de nitrocelulose 0,45 mm
Trans-Blot por meio do sistema de tanque ligado a 100V por 1:15 minutos. Em
seguida, a membrana foi incubada em solucdo de bloqueio (TBS-T e 10% de
Leite, com excecdo para 0 GLAST que foi feito em 10% de albumina) por 1h e
30 minutos. Apés 3 lavagens de 5 minutos com solucao TBS-T, a membrana foi
incubada com anticorpo primario GFAP [1:200.000 (#G9269, Sigma-Aldrich,
USA)], GLT1/ EAAT2 [1:500 (#WH0006507M10, Sigma-Aldrich, USA)], GLAST/
EAAT1 [1:5000 (#ab127026, Abcam, EUA)], GS [1:2000.000 (#G2781, Sigma-
Aldrich, USA) ou B-actina [1:40.000 (#4970, Cell Signaling Technology, USA)]
em solucdo contendo TBS-T e leite 5% (com excecdo para GLAST que foi
albumina 5%). A incubacdo ocorreu sob agitagdo, a 4°C, overnight.

Posteriormente, a membrana foi submetida a 3 lavagens de 5 minutos com
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solucdo TBS-T e incubada com anticorpo secundario (anti- goat HRP e anti-rb
HRP, Santa Cruz biotechnology, Dallas, Texas, EUA) em solugdo contendo
TBS-T e leite 5% (com excecdo para GLAST que foi albumina 5%). A
incubacdo ocorreu sob agitacdo em temperatura ambiente por 1 hora. Em
seguida, a membrana foi lavada em solucdo TBS-T e incubada por 6 minutos
com os reagentes do kit de quimiluminescéncia amplificada (ECL Plus,
AmerSHAM Biosciences). A detecc¢éo por quimioluminescéncia foi realizada em
sistema de detecgcdo Chemidoc XRS + Imaging System (Bio-Rad), com
exposicao de 30 segundos e as imagens foram capturadas em intervalos de 5

segundos.

3.13 Anélise estatistica:

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(MEAN £ EPM). Apls a andlise do padrdo de distribuicdo normal, foi feita a
quantificacdo ANOVA (Two-Way para a analise in vivo e One-Way para a
analise molecular) seguido pelo pés-teste de Tukey. As analises do coeficiente
de correlacdo (r) foram realizadas usando a estatistica de Pearson *'. A
diferenca entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05. Nos
graficos de correlacdo foram utilizadas as equacdes de regressao (p) entre a
expressdo dos diferentes marcadores da atividade astroglial (GFAP, GLT1,
GLAST e GS) no NTS e RVLM com a PAS (mmHg) dos animais SHAM e
2R1C. Os dados foram analisados e plotados em graficos por meio do

programa GraphPad Prism verséo 6.1.

3.14 Delineamento experimental: Parte | — Analise in vivo
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Foram utilizados entre 5 - 8 oito (n < 8) animais por grupo para cada
protocolo experimental. Os animais foram divididos em trés grupos distribuidos
da seguinte forma: grupo SHAM; grupo 2R1C; grupo 2R1C + Losartana 30

mg/kg/dia (2R1C/LOS).

3.14.1 Efeito da microinjecdo ICM do bloqueador dos transportadores de
glutamato astréciticos (DHK), do inibidor da glutamina sintetase (L-AAA)
e do inibidor glial (FCt) sobre os parametros cardiovasculares basais de
ratos SHAM e 2R1C néo anestesiados.

O estudo com os animais SHAM e 2R1C teve duragdo de 7 (sete)
semanas a partir da implantacdo do clipe de prata (2R1C) ou apenas
procedimentos cirargicos controle (SHAM) nos animais. Do total de tempo, 6
(seis) semanas foram necessarias para o desenvolvimento da hipertensdo nos
animais clipados, apos esse periodo, os animais foram submetidos a cirurgia
de estereotaxia para o implante de uma canula-guia na regido ICM e
permaneceram 5 (cinco) dias em suas caixas para a recuperacao (periodo poés-
cirargico) (item 3.4). Ao final deste tempo 0s animais foram anestesiados e
tiveram a artéria femoral canuladas (item 3.6), apés 24 horas verificou-se 0s
parametros cardiovasculares basais onde buscamos avaliar a PAM (mmHg) e
FC (bpm) dos animais livres do efeito da anestesia e analgesia, uma vez que
diversos estudos mostraram que as respostas cardiovasculares e 0s
mecanismos glutamatérgicos centrais sdo alterados sob o efeito dos
anestésicos. 14271,

No dia do experimento o cateter inserido na artéria femoral dos animais

foi conectado ao transdutor de pressao. Apos a ambientacdo e estabilizacéo
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dos parametros cardiovasculares (~30 min.) foram realizadas as microinjecées
ICM (item 3.7). Todos os inibidores foram microinjetados em um volume fixo de
5 uL, com intervalos de 5-6 minutos entre as microinjegoes.

Para avaliar a funcdo de recaptacdo de glutamato pelos astrocitos

bulbares, realizamos a microinjecdo de DHK [1 mM 9

, um inibidor do
transportador de glutamato astrocitico do subtipo GLT1. Aproximadamente 5
(cinco) minutos depois, para avaliar a funcao da conversdo do glutamato feita
pela enzima astrocitica GS, realizamos a microinjecéo de L-AAA [2 mM **%], um
inibidor especifico da atividade da GS. Apds 5 (cinco) minutos, para avaliar a

[ 124

disfuncéo glial, realizamos a microinje¢cdo de FCt [0,2 mMol “7], um inibidor

reversivel da atividade da glia.

Design experimental- 1
Grupos: Sham e 2R1C

1 6 semanas 1 Sdias | 24horas |
Registro basal
t (30 min)
2R1C Solucédosalina de NaCl
Sham t (0,15M)
Estereotaxia )
ICM ~ Inibidor do transportador de
Ganuiagdo glutamato GLT1
da artéria

femoral (DHK 1 mM)

Inibidor da glutamina sintetase
(L-AAA 2 mM)

Inibidor reversivel da glia
(FCt0,2 mM)
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O objetivo deste protocolo foi avaliar a funcdo de recaptacdo e
conversdo de glutamato pelos astrocitos e da atividade astrocitica sobre a

modulagdo cardiovascular no bulbo de ratos SHAM e 2R1C né&o anestesiados.

3.14.2Efeito do tratamento com losartana sobre o0s parametros
cardiovasculares basais e as respostas cardiovasculares a microinjecao
ICM do bloqueador dos transportadores de glutamato astrociticos (DHK),
do inibidor da glutamina sintetase (L-AAA) e do inibidor glial (FCt) em
ratos 2R1C néo anestesiados.

Para avaliar se, de fato, a ativacdo da Ang-ll endégena (via receptor
AT1l) esta envolvida nas alteragcbes das respostas cardiovasculares a
microinjecdo ICM dos inibidores gliais em ratos 2R1C, no protocolo seguinte
nés tratamos os animais com Losartana (30 mg/kg por dia). Nesse grupo
(2R1C/LOS), realizamos o registro indireto da pressdo arterial atraves da
pletismografia de cauda antes e ap0s a 6% semana da cirurgia 2R1C de
inducéo da hipertensao renovascular. Em seguida, apés a confirmacédo da HRv
por pletismografia, foi iniciado o tratamento via gavagem de Losartana
[30mg/kg/mL/dia’®], um inibidor especifico do receptor AT1 da Ang-Il, durante 4
semanas. Trés semanas ap0s o inicio do tratamento do Losartana, os animais
foram submetidos a cirurgia de estereotaxia para o implante de uma canula-
guia na regido ICM (item 3.4). Apdés 5 dias da cirurgia de estereotaxia e
recuperacédo cirurgica dos animais, esses foram anestesiados para a cirurgia
de canulacéo da artéria femoral (item 3.6). ApGs 24 horas, com 0s animais em

livre movimentacao, realizamos os protocolos de registro cardiovascular (item
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3.7). ApO0s a ambientacdo e estabilizacdo dos parametros cardiovasculares
(~30 min.), realizamos as microinjecbes ICM. Todos os farmacos foram
microinjetados em intervalo de 5-6 minutos em um volume de 5 uL, sendo as
mesmas solucdes descritas no protocolo experimental anterior. Inicialmente a
microinjecao controle da solucgédo salina (0,15 M), seguida das microinjecoes de

DHK [1 mM %], de L-AAA [2 mM **] e de FCt [0,2 mM **4.

Design experimental- 2
Grupos: 2R1C/LOS

l 6 semanas 1 3 semanas | 5 dias | 24 hrs |
Registro basal
t (30 min)
2R1C Solucaosalina de NaCl
t (0,15M)
Losartam t
(30mg/kg/dia) Estereotaxia 1t Inibidor do transportador de
Via gavagem ICM  Ganulacdo glutamato GLT1
da artéria (DHK 1 mM)

femoral
Inibidor da glutamina sintetase
(L-AAA 2 mM)

Inibidor reversivel da glia
(FCt0,2 mM)

O objetivo deste protocolo foi avaliar se o tratamento com Losartana
promoveria alteracfes nas respostas cardiovasculares a microinjecao ICM de

DHK, L-AAA e FCt em ratos 2R1C ndo anestesiados.

3.15 Delineamento experimental: Parte Il — Andlise in vitro

3.15.1 Andlise do perfil da expressédo proteica da proteina glial fibrillary

acid (GFAP), dos transportadores de glutamato astrogliais
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(GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT?2) e da enzima glutamina sintetase (GS) nos
nucleos do NTS, RVLM, SFO e PVN de ratos SHAM e 2R1C.

Apés a confirmacdo do quadro hipertensivo por pletismografia de
cauda, os animais SHAM e com 2R1C receberam uma dose subliminar da
mistura de cloridrato de cetamina e xilazina (75 e 10 mg / kg, respectivamente,
i.p.) e apds a auséncia de reflexos, foram decaptados com o auxilio de uma
guilhotina. O encéfalo e o tronco encefélico foram cuidadosamente removidos e
imediatamente congelados em gelo seco. Na sequéncia, foi realizada a retirada
de punches bilaterais na regido do NTS, RVLM, SFO, PVN e cortex. Os
punches coletados foram imediatamente tratados para a extracdo proteica e
posterior andlise da expressdo dos marcadores dos mecanismos

glutamatérgicos astrociticos por meio da técnica de Western Blotting.

Anadlise da expressdo de GFAP, GLT1,
GLAST, GS e B-actina

Design experimental- 3
Grupos: Sham e 2R1C

l 6 semanas l

2R1C
Sham t
Eutanasia e coleta dos
punches do NTS, - =it
RVLM, SFO, PVN e PVN RVLM

Cortex T " v \
‘ '
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O objetivo desse protocolo foi avaliar a expressao proteica da proteina
glial fibrillary acid (GFAP), dos transportadores de glutamato astrogliais
(GLAST, GLT1) e da enzima glutamina sintetase (GS) nos nucleos bulbares
NTS, RVLM e hipotalamicos SFO e PVN envolvidos na modulagéo

cardiovascular em ratos SHAM e 2R1C.



Resultados|
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4 Resultados

41 Partel - Estudos in vivo

4.1.1 Analise nado invasiva da pressdo arterial de cauda dos animais
SHAM e 2R1C:

A figura 1 mostra os resultados obtidos através da anélise da presséo
arterial por pletismografia de cauda, realizadas antes (semana zero) e na 6°
semana apo0s a cirurgia SHAM ou 2R1C. N&do observamos alteracdo na
pressao arterial de cauda (PAC; mmHg) apés a 62 semana da cirurgia SHAM
(153 = 4,7 vs. 132 £ 2,7mmHg), mas observamos aumento na PAC dos
animais 2R1C (206 + 7,3 vs. 131 + 1,4mmHg, p=0,0001) em relacdo a semana
zero e em relacdo aos animais SHAM (p=0,001). Apé6s esta analise néo
invasiva, os animais 2R1C foram subdivididos em grupo 2R1C e grupo
2R1C/LOS. Na sequéncia, os animais do grupo 2R1C/LOS seguiram para o

tratamento com losartana por gavagem (30mg/kg diaria) durante 4 semanas.
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Figura 1 | Press@o de cauda (mmHg) por pletismografia antes (semana zero) e
apos 6 semanas da cirurgia de SHAM e 2R1C. Os dados foram analisados pelo
ANOVA Two-Way; comparados pelo pos teste de Tukey e expressos como

MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. semana 0. #p<0,05 vs. Grupo 2R1C na semana 6.



Resultados | 66

4.1.2 Andlise dos pesos corporais e renais dos animais SHAM, 2R1C e
2R1C/LOS:

Os pesos corporais (g) e renais (g) dos animais estdo apresentados
resumidos na tabela I. N&do houve alteragcao significativa na variagdo do peso
corporal dos animais 2R1C em relacdo ao grupo SHAM. Entretanto houve um
aumento na variagdo do peso corporal nos animais 2R1C/LOS, quando
comparado aos animais SHAM, mas ndo quando comparado aos animais
2R1C. Observamos reducéo no peso do rim direito clipado dos animais 2R1C e
2R1C/LOS em relagdo aos animais SHAM, evidenciando a isquemia renal

nesses animais (tabela I).

Tabela 1| Pesos corporais e renais dos diferentes grupos submetidos a
abordagem in vivo.

A Peso corporal Peso do rim Peso do rim direito
(9) esquerdo (g) clipado (g)
Sham (n=8) 85,4+5,1 1,7 £ 0,05 1,7 £ 0,05
2R1C (n=5) 91,4+17,4 1,7+0,1 1,2+0,2*
2R1C/LOS (n=8) 131 + 15* 1,9+0,1 1+0,17*

*p < 0.05 vs. grupo Sham.
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4.1.3 Andlise da presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
basal (método direto) dos ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS:

Os painéis A-B da figura 2 mostram os valores basais da PAM [(mmHQ)
Fig. 2A] e da FC [(bpm) Fig. 2B] pelo método invasivo, nos diferentes grupos
apés o tratamento com veiculo ou losartana. Podemos observar que houve
aumento na PAM (mmHg) basal nos animais 2R1C [(178 + 16,3 vs. 114,2 +
2,8mmHg, p=0,004) (Fig. 2A)], enquanto que o tratamento com losartana
reduziu esse aumento na PAM [(116,3 £ 6,6 vs. 178 + 16,3mmHg, p=0,008)
(Fig. 2A)]. Nao observamos alteragdes significativas na FC basal dos animais
2R1C [(336,6 = 15,7 vs. 323,8 + 6,5 bpm) (Fig. 2B)] ou dos animais 2R1C/LOS.

[(341,9 £ 17,85 vs. 336,6 £ 15,7bpm) (Fig. 2B)].
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Figura 2 | Valores basais da PAM [(mmHg) Painel A] e FC [(bpm) Painel B] de ratos SHAM,
2R1C e 2R1C/LOS (30mg/kg/mi/dia durante 4 semanas) ndo anestesiados. Os dados foram
analisados pelo ANOVA One-Way; comparados pelo pés-teste de Tukey e expressos como

MEDIAS + EPM. *p<0.05 vs. grupo SHAM; #p<0.05 vs. grupo 2R1C.
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4.1.4 Efeitos da microinjecdo ICM do veiculo solucéo salina (NaCl 0,15 M)
sobre aos parametros cardiovasculares de ratos SHAM, 2R1C e
2R1C/LOS:

As figuras 3, 4 e 5 mostram as respostas cardiovasculares a
microinjecdo ICM de solugéo salina estéril (NaCl 0,15M) em ratos SHAM, 2R1C
e 2R1C/LOS. Os tracados dos registros da PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC
(bpm) de um rato representativo de cada grupo encontram-se na figura 3.
Observamos que a microinjecao ICM de solucdo salina (NaCl 0,15 M) né&o
promoveu alteragdes imediatas na PAM dos animais SHAM (120 £ 4 vs. 122 +
4 mmHg), dos animais 2R1C (174 £+ 15 vs. 171 + 15 mmHg) ou dos animais
2R1C/LOS (120 £ 6 vs. 120 = 6 mmHg), também ndo promoveu alteraces
adicionais nos diferentes tempos (Fig. 4A). Houve um aumento na variagao da
resposta pressora da PAM nos animais 2R1C (A3 % 2 vs. -3 £ 1ImmHg; p<0,05)
gue se seguiu nos segundos 2, 6, 7, 8 e 9, quando comparado aos animais
SHAM (Fig. 4B). Mas nao houve alteragdo na PAM dos animais 2R1C/LOS (A0
+ 2 vs. 3 £ 2mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 4B). A
microinjecao ICM da solucédo salina (NaCl 0,15 M) também n&o alterou a PAM
basal (no total dos 10 segundos) nos animais SHAM (122 + 4 vs. 122 =+ 4
mmHg), nos animais 2R1C (174 £ 15 vs. 171 £ 15 mmHg) e nos animais
2R1C/LOS (121 £ 7 vs. 120 + 6 mmHg) (Fig. 4C). Adicionalmente, néo
observamos alteracdo na variagcdo pressora (no total dos 10 segundos) nos
animais 2R1C (A3 £ 1 vs. -1 £ 0,8 mmHg) quando comparados aos animais
SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (A0,4 + 1 vs. 3 + 1 mmHg) quando

comparados aos animais 2R1C (Fig. 4D).
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Apo6s a microinjecdo de ICM de solucao salina (NaCl 0,15 M) a FC se
manteve inalterada nos animais SHAM (328 £ 7 vs. 318 + 9 mmHg), nos
animais 2R1C (332 £ 16 vs. 335 = 19 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (348 +
22 vs. 346 = 21 mmHg) (Fig. 5A). Também néo houve alteracdes na variacdo
da resposta da FC nos animais 2R1C (A-3 + 4 vs. 10 + 6mmHg) quando
comparada aos animais SHAM (Fig. 5B). Tampouco alteracdo na FC dos
animais 2R1C/LOS (A2 £ 1 vs. -3 £. 4mmHg) quando comparada aos animais
2R1C (Fig. 5B). A microinjecdo ICM da solugdo salina (NaCl 0,15 M) também
nao alterou a FC basal (no total dos 10 segundos) nos animais SHAM (323 £ 7
vs. 318 £ 9 mmHg), nos animais 2R1C (331 + 15 vs. 335 £+ 17 mmHg) e nos
animais 2R1C/LOS (347 + 23 vs. 346 + 21 mmHg) (Fig. 5C). Adicionalmente,
nao observamos alteracdo na variagdo pressora (no total dos 10 segundos) dos
animais 2R1C (A-5 £ 4 vs. -2 £ 3 mmHg) quando comparados aos animais
SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Al + 1 vs. -5 + 4 mmHg) quando
comparados aos animais 2R1C (Fig. 5D).

Os dados da PAM e da FC, nos diferentes tempos, encontram-se no
apéndice B, tabelas 1 e 2, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS

e a PAD encontram-se no apéndice B, figura A 1 e tabelas 3 e 4.
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Figura 3 | Tragados cardiovasculares representativos de um rato ndo anestesiado dos grupos
SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudancas na pressao arterial
pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm)
basais apds a microinje¢do ICM de solugdo salina (NaCl 0,15 M/5 pL). As setas indicam a

microinjecéo de salina nos diferentes animais.
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Figura 4| Alteracdes na pressao arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjecéo
ICM de solucgéo salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores
da PAM basal antes (-1, 0 seg.) e ap6s (1 — 10 seg.) a microinjecao. Painel B: Variacdo da
resposta pressora (APAM, mmHg) apdés a microinje¢do. Painel C: Valores da PAM basal
antes e apos a microinjecdo (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagdo da resposta
pressora (nos 10 seg.). Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e
dos painéis C e D pelo ANOVA One-Way. Comparados pelo pés-teste de Tukey para
multiplas comparacdes e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; p<0,05 vs.

grupo SHAM. 1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura 5 | AlteragBes na frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela microinjecdo ICM de
solucéo salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC
basal antes (-1, 0 seg.) e ap6s (1 — 10 seg.) a microinjecdo. Painel B: Variagdo da resposta de
bradicardia (AFC, bpm) ap6s a microinjegdo. Painel C: Valores da FC basal antes e apds a
microinje¢éo (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagdo da resposta de bradicardia (nos
10 seg.). Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e D
pelo ANOVA One-Way. Comparados pelo pOs-teste de Tukey para multiplas comparacdes e
expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo SHAM; 1p<0,05 vs.
Grupo 2R1C.
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4.1.5 Efeitos da microinjecdo ICM do inibidor do transportador de
GLT1/EAAT2, DHK (1mM), sobre aos parametros cardiovasculares de
ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS:

As figuras 6, 7 e 8 mostram as respostas cardiovasculares a
microinje¢cdo ICM de DHK (ImM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os
tracados dos registros da PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) de um rato
representativo de cada grupo encontram-se na figura 6. A microinjecdo de ICM
de DHK (1mM), ndo promoveu alteracdes imediatas na PAM dos animais
SHAM (121 + 4 vs. 119 £ 4 mmHg), dos animais 2R1C (172 £ 12 vs. 172 + 12
mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS (128 + 8 vs. 124 + 6 mmHg), também néo
promoveu alteragcdes adicionais nos diferentes tempos (Fig. 7A). Nao houve
alteracdo imediata na variagao da resposta pressora dos animais 2R1C (A0 £ 3
vs. 2 + ImmHg) quando comparada aos animais SHAM, tampouco nos tempos
seqguintes (Fig. 7B). Além disso, ndo houve alteracdo na PAM dos animais
2R1C/LOS (A 4 £ 3 vs. 0 £ 3mmHg) quando comparada aos animais 2R1C
(Fig. 7B). A microinjecdo ICM de DHK (1mM) também néo alterou a PAM basal
(no total dos 10 segundos) nos animais SHAM (120 £+ 3 vs. 119 + 3 mmHg),
nos animais 2R1C (166 * 10 vs. 155 £ 6 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (121
+ 5vs. 120 + 5 mmHg) (Fig. 7C). Adicionalmente, ndo observamos alteracao na
variacéo pressora (no total dos 10 segundos) dos animais 2R1C (A3 +1vs. 2 £
1 mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais
2R1C/LOS (A0,3 £ 0,5 vs. 3 £ 1 mmHg) quando comparados aos animais

2R1C (Fig. 7D).
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Apés a microinjecdo de ICM de DHK (1mM) ndo observamos
alteracdes imediatas na FC dos animais SHAM (317 + 23 vs. 335 £ 11 mmHg),
dos animais 2R1C (326 + 14 vs. 337 + 9 mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS
(347 + 16 vs. 355 £ 16 mmHg), também ndo promoveu alteracdes adicionais
nos diferentes tempos (Fig. 8A). Nao houve altera¢des na variacdo da resposta
da FC nos animais 2R1C (A 5 £ 4 vs. -5 £ 6mmHg) quando comparada aos
animais SHAM (Fig. 8B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (A -2 £ 3 vs. 5 .
4mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 8B). A microinjecao ICM
de DHK (1mM) também néo alterou a FC basal (no total dos 10 segundos) nos
animais SHAM (329 + 16 vs. 335 + 12 mmHg), nos animais 2R1C (327 + 20 vs.
338 £ 10 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (347 + 16 vs. 354 + 16 mmHg) (Fig.
8C). Adicionalmente, ndo observamos alteracdo na variacdo da bradicardia (no
total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (A-0,5 = 4 vs. 0,2 £ 5 mmHg) quando
comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (A-0,2 £5
vs. -0,5 £ 4 mmHg) quando comparados aos animais 2R1C (Fig. 8D).

Os dados da PAM e da FC, nos diferentes tempos, encontram-se no
apéndice C, tabelas 5 e 6, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS

e a PAD encontram-se no apéndice C, figura A 2 e tabelas 7 e 8.
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Figura 6 | Tracados cardiovasculares representativos de um rato ndo anestesiado dos grupos
SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudancas na presséo arterial
pulsatil (PAP, mmHg), presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm)
basais apos a microinje¢do ICM de DHK (1mM/ 5 pL). As setas indicam a microinjecao ICM de

DHK nos diferentes animais.
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Figura 7 | Alteragbes na pressao arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjecao
ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da PAM basal
antes (-1, 0 seg.) e apos (1 — 10 seg.) a microinjecdo. Painel B: Variagdo da resposta
pressora (APAM, mmHg) apds a microinje¢@o. Painel C: Valores da PAM basal antes e apds
a microinjecdo (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagdo da resposta pressora (nos
10 seg.). Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e
D pelo ANOVA One-Way. Comparados pelo pos-teste de Tukey para multiplas comparacgfes
e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 VS. grupo SHAM.1p<0,05 vs.

Grupo 2R1C.
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Figura 8 | AlteragBes na frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela microinje¢do ICM de
DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes (-1,
0 seg.) e apo6s (1 — 10 seg.) a microinjecdo. Painel B: Variacdo da resposta de bradicardia
(AFC, bpm) apds a microinjec@o. Painel C: Valores da FC basal antes e ap0s a microinjecéo
(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagcdo da resposta de bradicardia (nos 10 seg.).
Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e D pelo
ANOVA One-Way. Comparados pelo pos-teste de Tukey para multiplas comparacbes e
expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vS. grupo SHAM.1p<0,05 vs.
Grupo 2R1C.
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4.1.6 Efeitos da microinjecdo ICM do inibidor da enzima glutamina
sintetase, L-AAA (2mM), sobre aos parametros cardiovasculares de ratos
SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS:

As figuras 9, 10 e 11 mostram as respostas cardiovasculares a
microinjecao ICM de L-AAA (2 mM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os
tracados dos registros da PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) de um rato
representativo de cada grupo encontram-se na figura 9. Observamos que a
microinjecdo ICM de L-AAA (2 mM) ndo promoveu alteracdes imediatas na
PAM dos animais SHAM (115 + 6 vs. 115 + 5 mmHg), dos animais 2R1C (164
+ 12 vs. 165 + 12 mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS (121 + 6 vs. 119 £ 6
mmHg), também ndo promoveu alteracdes adicionais nos diferentes tempos
(Fig. 10 A). Nao houve alteracdo na variacédo da resposta pressora da PAM nos
animais 2R1C (A -1 + 2 vs. 1 £ 2 mmHg) quando comparada aos animais
SHAM (Fig. 10 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (A 2 £ 2 vs. -1 £ 2mmHg)
guando comparada aos animais 2R1C (Fig. 10 B). A microinjecdo ICM de L-
AAA (2 mM) também ndo alterou a PAM basal (no total dos 10 segundos) nos
animais SHAM (120 £ 3 vs. 115 £ 5 mmHg), nos animais 2R1C (168 + 18 vs.
165 £ 16 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (123 + 6 vs. 120 £ 6 mmHg) (Fig. 10
C). Adicionalmente, ndo observamos alteracdo na variacao pressora (no total
dos 10 segundos) nos animais 2R1C (A4 + 2 vs. 2 £+ 1 mmHg) quando
comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (A3 + 1 vs.
4 + 2 mmHg) quando comparados aos animais 2R1C (Fig. 10 D).

Ap6s a microinjegdo de ICM de L-AAA (2 mM) ndo observamos
alteracdes imediatas na FC dos animais SHAM (308 + 20 vs. 309 £ 19 mmHg),

dos animais 2R1C (330 + 6 vs. 332 + 6 mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS (367
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+ 21 vs. 369 = 21 mmHg), também ndo promoveu alteracbes adicionais nos
diferentes tempos (Fig. 11 A). Ndo houve alteracfes na variacdo da resposta
de bradicardia nos animais 2R1C (A 5 £ 4 vs. -1 £ 7 mmHg) quando comparada
aos animais SHAM (Fig. 11 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (A -2 + 3 vs.
5 +. 4AmmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 11 B). A microinjecéo
ICM de L-AAA (2 mM) também ndo alterou a FC basal (no total dos 10
segundos) nos animais SHAM (321 £ 12 vs. 328 + 8 mmHg), nos animais 2R1C
(333 + 6 vs. 332 £ 6 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (368 + 20 vs. 370 + 21
mmHg) (Fig. 11 C). Adicionalmente, ndo observamos alteracdo na variagdo da
bradicardia (no total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (A1 £ 4 vs. -1+ 4
mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais
2R1C/LOS (AO0,1 = 6 vs. 1 £ 4 mmHg) quando comparados aos animais 2R1C
(Fig. 11 D).

Os dados da PAM e da FC, nos diferentes tempos, encontram-se no
apéndice D, tabelas 7 e 8, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS

e a PAD encontram-se no apéndice D, figura A 3 e tabelas 9 e 10.
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Figura 9| Tracados dos registros cardiovasculares, representativos de um rato dos grupos
SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudancas na presséo arterial
pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm)
basais ap6s a microinjecdo ICM de L-AAA (2mM/ 5 pL). As setas indicam a microinjecéo de L-

AAA nos diferentes animais.
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Figura 10 | Alteragbes na presséao arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjecéo
ICM de L-AAA (2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da PAM
basal antes (-1, 0 seg.) e apds (1 — 10 seg.) a microinje¢do. Painel B: Variagdo da resposta
pressora (APAM, mmHg) apds a microinje¢do. Painel C: Valores da PAM basal antes e apds
a microinjec@o (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagdo da resposta pressora (nos
10 seg.). Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e
D pelo ANOVA One-Way. Comparados pelo pos-teste de Tukey para multiplas comparacgdes
e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 vS. grupo SHAM.1p<0,05 vs.

Grupo 2R1C.
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Figura 11 | Altera¢gbes na frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela microinje¢do ICM
de L-AAA (2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes
(-1, 0 seg.) e apods (1 — 10 seg.) a microinjecdo. Painel B: Variagao da resposta de bradicardia
(AFC, bpm) apds a microinjec@o. Painel C: Valores da FC basal antes e ap0s a microinjecéo
(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagcdo da resposta de bradicardia (nos 10 seg.).
Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e D pelo
ANOVA One-Way. Comparados pelo poés-teste de Tukey para mdultiplas comparacfes e
expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vS. grupo SHAM.1p<0,05 vs.
Grupo 2R1C.
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4.1.7 Efeitos da microinjecdo ICM do inibidor reversivel da atividade da
glia, FCt (0,2 mM), sobre aos parametros cardiovasculares de ratos SHAM,
2R1C e 2R1C/LOS:

As figuras 12, 13 e 14 mostram as respostas cardiovasculares a
microinjecdo ICM de FCt (0,2 mM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os
tracados dos registros da PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) de um rato
representativo de cada grupo encontram-se na figura 12. Observamos que a
microinjecao ICM de FCt (0,2mM) né&o promoveu alteragdes imediatas na PAM
absoluta dos animais SHAM (120 + 4 vs. 120 = 3 mmHg), dos animais 2R1C
(161 + 13 vs. 163 + 15 mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS (124 + 6 vs. 122 + 6
mmHg), também ndo promoveu alteracdes adicionais nos diferentes tempos
(Fig. 13 A). No entanto, houve um pequeno aumento na variacado da resposta
pressora da PAM nos animais 2R1C no tempo 6 (A 16 + 14 vs. -4 + 7mmHQ)
guando comparada aos animais SHAM (Fig. 13 B). Mas néo houve alteragéo
na variacdo pressora dos animais 2R1C/LOS (A 2 + 2 vs. -2 + 2mmHg) quando
comparada aos animais 2R1C (Fig. 13 B). A microinjecao ICM de FCt (0,2 mM)
também ndo alterou a PAM basal (no total dos 10 segundos) nos animais
SHAM (116 = 5 vs. 120 £ 3 mmHg), nos animais 2R1C (180 + 23 vs. 171 + 16
mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (133 £ 10 vs. 122 + 6 mmHg) (Fig. 13 C).
Adicionalmente, ndo observamos alteragdo na variagao pressora (no total dos

10 segundos) nos animais 2R1C (A2 + 1 vs. -1 + 2 mmHg) quando comparados

I+

aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (A2 + 2 vs. 2 £ 1

mmHg) quando comparados aos animais 2R1C (Fig. 13 D).
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Apés a microinjecdo de ICM de FCt (0,2mM) ndo observamos
alteracdes imediatas na FC dos animais SHAM (319 + 12 vs. 328 £ 7 mmHg),
dos animais 2R1C (319 £ 11 vs. 330 + 6 mmHg) ou dos animais 2R1C/LOS
(351 + 19 vs. 358 £ 20 mmHg), também ndo promoveu alteracdes adicionais
nos diferentes tempos (Fig. 14 A). Nao houve alteragcbes na variacdo da
resposta de bradicardia nos animais 2R1C (A -3 £ 2 vs. -5 £ 6mmHg) quando
comparada aos animais SHAM (Fig. 14 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS
(A 1+ 3vs. -3 +2mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 14 B). A
microinjecao ICM de FCt (0,2 mM) também néo alterou a FC basal (no total dos
10 segundos) nos animais SHAM (318 + 12 vs. 329 + 7 mmHg), nos animais
2R1C (340 = 6 vs. 330 £ 6 mmHg) e nos animais 2R1C/LOS (359 + 22 vs. 359
+ 22 mmHg) (Fig. 14 C). Adicionalmente, ndo observamos alteragdo na
variacdo da bradicardia (no total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (A5 £ 4
vs. 2 £ 3 mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos
animais 2R1C/LOS (A7 = 4 vs. 5 £ 4 mmHg) quando comparados aos animais
2R1C (Fig. 14 D).

Os dados da PAM e da FC, nos diferentes tempos, encontram-se no
apéndice E, tabelas 9 e 10, respectivamente. Adicionalmente, os valores da

PAS e a PAD encontram-se no apéndice E, figura A 4 e tabelas 11 e 12.



Resultados | 86

S o - Ut
* . A '
CE Y lEHIILIJ]‘]EJE"I')HL|||1I1]w|'|\[llll1[1]%'1‘11IH!ﬁliiilhl.[rl]ltH.I]‘]IILL‘111\1[}JL\[!}}!HH}H¢1Lnﬁﬂl’%ﬂm (i 1“!1]1lmumlnu]‘ﬂlﬂl'HlﬂlHlllmn‘l'lltu [l

150 T |Illln il uu A
0 ll l;lnt»t.‘r‘j11|lllwi|¢.|11lll1llll‘l II!“|11|1|1|“1 1%11151 %‘Hﬁﬂ mlulélr‘!m'illh i il "I““H“ﬂl"“”"m'mmm‘ UL

AL anant R S | | o ] - R
annrf s I A [, =t Al A A

- P L] bl
3300 5 ar—e ],

5 seg..

SHAM 2R1C 2R1C/LOS

Figura 12| Tracados cardiovasculares representativos de ratos dos grupos SHAM
(n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudangas na pressao arterial
pulsétil (PAP, mmHg), pressdo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca
(FC, bpm) basais ap6s a microinje¢éo ICM de FCt (0,2mM/ 5 pL). As setas indicam a

microinje¢do de FCt nos diferentes animais.
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Figura 13| Alteragbes na pressdo arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela
microinjecéo ICM de FCt (0,2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores
da PAM basal antes (-1, 0 seg.) e apds (1 — 10 seg.) a microinje¢do. Painel B: Variacdo da
resposta pressora (APAM, mmHg) apés a microinjecdo. Painel C: Valores da PAM basal
antes e apos a microinje¢céo (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variagdo da resposta
pressora (nos 10 seg.). Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e
dos painéis C e D pelo ANOVA One-Way. Comparados pelo poés-teste de Tukey para
mdltiplas comparagfes e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 VS.
grupo SHAM.1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura 14 | Altera¢des na frequéncia cardiaca (FC, bpm) promovidas pela microinjecdo ICM
de FCt (0,2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes
(-1, 0 seg.) e apods (1 — 10 seg.) a microinjecdo. Painel B: Variagao da resposta de bradicardia
(AFC, bpm) ap6s a microinjecdo. Painel C: Valores da FC basal antes e apds a microinjecao
(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variacdo da resposta de bradicardia (nos 10 seg.).
Dados dos painéis A e B foram analisados pelo ANOVA Two-Way e dos painéis C e D pelo
ANOVA One-Way. Comparados pelo poés-teste de Tukey para mdultiplas comparacfes e
expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 vs. grupo SHAM.1p<0,05 vs.
Grupo 2R1C.
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4.1.8 Analise da marcacédo bulbar com o corante Azul de Evans:

As fotomicrografias representativas do bulbo de um rato representativo
estdo dispostas nos painéis A-C da figura 15, as quais mostram o
espalhamento do corante azul de Evans na regido dorsal (Fig. 15 A), ventral
(Fig. 15 B) e lateral (Fig. 15 C) do bulbo, apds a microinjecdo na regido da

cisterna magna.

B [

Figura 15| Fotomicrografias das por¢des dorsal (painel A), ventral (painel B) e
lateral (painel C) mostrando o sitio anatdmico da fixagdo do corante azul de Evans
2% na regido do bulbo com um aumento de 4X, por meio da microinjecao
intracisterna magna (ICM).
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4.2 Parte |l - Estudos in vitro

4.2.1 Andlise da hemodinamica e dos pesos corporais e renais dos
animais SHAM e 2R1C:

A tabela Il mostra a andlise dos pesos e os parametros cardiovasculares
dos animais SHAM e 2R1C submetidos a anélise molecular. Podemos observar
gue houve aumento do peso corporal (p=0,0001) dos animais 2R1C. No grupo
2R1C, observamos reducdo do peso do rim direito clipado (p=0,006) em
relacdo ao peso do rim esquerdo. Além disso, houve aumento no peso do rim
esquerdo (nado-clipado) do grupo 2R1C (p=0,0004) quando comparado ao
grupo SHAM. Os dados hemodinamicos medidos pela pletismografia de cauda
mostram que o grupo 2R1C desenvolveu aumento na pressao arterial sistélica
[PAS, mmHg (p=0,04)] e na pressao arterial média [PAM, mmHg (p=0,04)] e
reducdo do fluxo [mL/min (p=0,005)] e do volume sanguineo [mL (p=0,01)] na
cauda. Adicionalmente, ndo houve alteragbes significativas na frequéncia

cardiaca basal [FC, bpm (p=0,3)].
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Tabela 1| Andlise dos pesos e parametros cardiovasculares dos diferentes

grupos submetidos a quantificacéo proteica por Western Blotting.

Sham (n=6) 2R1C (n=6)
APC (g) 128 + 16 217 + 34*
PRE[(g) n&o-clipado] 1.7 £0.06 2.2 £0.07*
PRD [(g) clipado] 1.8 +0.06 1.9 + 0.09"
PAM (mmHg) 130 +5.7 166 + 15*
PAS (mmHg) 157 +5 192 + 14*
FC (bpm) 430.6 + 12 447 + 10
Fluxo (mL/min.) 18+ 2 7+ 2%
Volume (mL) 107 £ 13.6 48 + 13.5*

Dados em média+zEPM.APC: Variacdo do peso Corporal; PRE:Peso
do rim esquerdo; PRD: Peso do rim direito; PAM; Pressao arterial
média; PAS: Presséo arterial sistdlica; FC: Frequéncia cardiaca. *p<0.05
vS. 0 grupo Sham.#p<0,05vs.PRE(Q).
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4.2.2 Andlise da expresséo da proteina glial fibrillary acid (GFAP), dos
transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina
sintetase (GS) no Nucleo do Trato Solitario (NTS):

Os painéis (A — D) da figura 16 mostram a expressdo dos marcadores da
atividade astrocitica na regido do NTS em ratos SHAM e 2R1C. Podemos
observar que no grupo 2R1C houve reducédo da expressédo da GFAP [(44,4
11,4 vs. 100 + 12,8%, p=0,01) Fig. 16 A], mas néao do transportador GLT1 [(120
+ 35,8 vs. 100 + 20,3%) Fig. 16 B], quando comparado aos animais SHAM.
N&o foi observada alteracdo na expressédo do transportador GLAST [(97 £ 17
vs. 100 = 8,9%) Fig. 16 C], mas observamos reducao na expressao da GS [(52
+ 10 vs. 100 + 11,7%) Fig. 16 D] em animais 2R1C, quando comparado aos

animais SHAM.
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Figura 16| Expressdo proteica do citoesqueleto astrocitico [(GFAP) Painel A], dos

transportadores de glutamato astrociticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel
C)] e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na regido do NTS nos grupos SHAM e 2R1C. Os
dados foram expressos como MEDIAS + EPM e comparados pelo teste t-student, n&o

pareado. *p<0,05 vs. grupo SHAM.
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4.2.3 Andlise da expresséo da proteina glial fibrillary acid (GFAP), dos
transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina
sintetase (GS) no Bulbo Ventrolateral Rostral (RVLM):

Os painéis (A — D) da figura 17 mostram a expressdo dos marcadores da
atividade astrocitica na regido do RVLM nos ratos SHAM e 2R1C. Podemos
observar que no grupo 2R1C houve reducéo da expressdo proteica do GFAP
[(47 £ 7,8 vs. 100 % 6,4%, p=0,004) Fig. 17 A], do transportador GLT1 [(52 + 5
vs. 100 * 2,8%, p=0,002) Fig. 17 B], do transportador GLAST [(52 + 16,5 vs.
112 + 17,4%, p=0,05) Fig. 17 C] e da GS [(44,5 + 5,4 vs. 100 + 11%, p=0,002)

Fig. 17 D], quando comparado aos animais SHAM.
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Figura 17| Expressdo proteica do citoesqueleto astrocitico [(GFAP) Painel A], dos

transportadores de glutamato astrociticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)]
e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na regido do RVLM nos grupos SHAM e 2R1C. Os

dados foram expressos como MEDIAS + EPM e comparados pelo teste t-student, ndo pareado.
*p<0,05 vs. grupo SHAM.
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4.2.4 Andlise da expressdo da proteina glial fibrillary acid (GFAP), dos
transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina
sintetase (GS) no Orgéo Subfornicial (SFO):

Os painéis (A — D) da figura 18 mostram a expressdo dos marcadores da
atividade astrocitica na regido do SFO em ratos SHAM e 2R1C. Podemos
observar que no grupo 2R1C nédo houve altera¢gdes significativas na expressao
do GFAP [(90,8 + 14 vs. 100 £ 13,6%) Fig. 18 A] ou do transportador GLT1
[(95,8 £ 38,7 vs. 100 + 19,9%) Fig. 18 B] quando comparado aos animais
SHAM. Observamos reducéo na expressao do transportador GLAST [(97 + 17
vs. 100 + 8,9%) Fig. 18 C], mas ndo da GS [(95 £ 11 vs. 100 £ 2,8%) Fig. 18 D]

em animais 2R1C, quando comparado aos animais SHAM.
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Figura 18| Expressdo proteica do citoesqueleto astrocitico [(GFAP) Painel A], dos
transportadores de glutamato astrociticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)]
e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na regido do SFO nos grupos SHAM e 2R1C. Os
dados foram expressos como MEDIAS + EPM e comparados pelo teste t-student, ndo pareado.
*p<0,05 vs. grupo SHAM.
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4.2.5 Andlise da expresséo da proteina glial fibrillary acid (GFAP), dos
transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina
sintetase (GS) no Nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN):

Os painéis (A — D) da figura 19 mostram a expressdo dos marcadores da
atividade astrocitica na regido do PVN. Podemos observar que no grupo 2R1C
houve um aumento significativo na expressédo de GFAP [(288 = 67 vs. 100 £
18%, p=0,01) Fig. 19 A], mas néo na expressao do transportador GLT1 [(96,7
23,4 vs. 100 + 13%) Fig. 19 B], GLAST [(99,7 + 8 vs. 100 * 5,4%) Fig. 19 C], ou

na GS [(102,5 + 7,7 vs. 100 + 3,7%) Fig. 19 D].
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Figura 19| Expressdo proteica do citoesqueleto astrocitico [(GFAP) Painel A], dos
transportadores de glutamato astrociticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)]
e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na regi&o do PVN nos grupos SHAM e 2R1C. Os
dados foram expressos como MEDIAS + EPM e comparados pelo teste t-student, ndo pareado.
*p<0,05 vs. grupo SHAM.
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4.2.6 Andlise da expresséo da proteina glial fibrillary acid (GFAP), dos
transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina
sintetase (GS) no Cortex:

Os painéis (A — D) da figura 20 mostram a expressdo dos marcadores da
atividade astrocitica na regido do controle do Cértex nos ratos SHAM e 2R1C.
Nos quais, observamos que nao houve alteracdes na expressdo de GFAP
[(128,2 + 41,7 vs. 100 + 25,6%) Fig. 20 A], GLT1 [(134,5 + 24,4 vs. 100 + 11%)
Fig. 20 B], GLAST [(85,3 + 10,8 vs. 100 + 12,7%) Fig. 20 C] e GS [(94,7 + 14,1
vs. 100 £ 16,7%) Fig. 20 D] em animais 2R1C, quando comparado aos animais

SHAM.
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Figura 20| Expressdo proteica do citoesqueleto astrocitico [(GFAP) Painel A], dos
transportadores de glutamato astrociticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)]
e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na regido do Cortex nos grupos SHAM e 2R1C. Os
dados foram expressos como MEDIAS + EPM e comparados pelo teste t-student, ndo pareado.
*p<0,05 vs. grupo SHAM.
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4.2.7 Anédlise de correlacdo entre a expressao dos diferentes marcadores
da atividade astrocitica e a PAS (mmHg) no NTS e RVLM:

A tabela Ill mostra os resultados relativos a analise de correlacdo (r)
entre a expressdo dos diferentes marcadores da atividade astrocitica com a
PAS (mmHg) no NTS e no RVLM. Observamos uma correlagcédo significativa
entre a expressao proteica do GLT1 (r =0,9; p =0,006) e da GS (r=0,9; p =
0,003) na regido do RVLM com a PAS nos animais 2R1C. Enquanto né&o
observamos correlacdo significativa entre a expressao proteica do GLT1 (r =
0,15; p = 0,5) ou da GS (r = 0,2; p = 0,4) na regido do NTS com a PAS nos
animais 2R1C. Adicionalmente, também n&o foi observada correlagéo entre os
marcadores da atividade astrocitica e a PAS no NTS ou RVLM dos animais

SHAM.
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Tabela 1l Coeficientes de correlacdo (r) e os valores P das equacdes de regressdo
correlacionando a expresséo dos diferentes marcadores da atividade astroglial (GFAP,
GLT1, GLAST e GS) no NTS e RVLM com a PAS (mmHg) dos animais SHAM e 2R1C.

Grupos
SHAM (n=6) 2R1C (n=6)

NTS

Expresséo do GFAP x PAS r=025 P=0.27 r=0.01 P=0.97

Expresséo do GLT1 x PAS r=0.01 P=0.82 r=0.15 P=0.51

Expresséo do GLAST x PAS r=0.07 P=0.59 r=0.01 P=0.86

Expresséo do GS x PAS r=0.41 P=0.23 r=0.20 P=0.40
RVLM

Expressdo do GFAP x PAS r=0.06 P=0.63 r=0.37 P=0.19

Expresséo do GLT1 x PAS r=04 P=0.15 r=0.9 P=0.006*

Expresséo do GLAST x PAS r=0.01 P=0.90 r=0.00 P=0.98

Expresséo do GS x PAS r=03 P=0.28 r=0.9 P=0.003*
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5 Discussao

5.1. Participacdo dos mecanismos glutamatérgicos astrogliais do bulbo
sobre a modulacdo cardiovascular em ratos com hipertensao

renovascular (HRv)

Neste estudo foi utilizado o modelo de hipertensao renovascular (HRv)
obtido por meio da técnica 2-Rins 1-clipe em ratos, a qual se mostrou efetiva
para o desenvolvimento da hipertensédo, assim como descrito por Goldblatt
23147 @ por diferentes estudos do nosso laboratério e de outros *#>3¢133 A HRy
foi comprovada pelo método indireto ndo invasivo - pletismografia de cauda - e
pelo peso do rim isquémico e do rim contralateral em ambos os grupos. No
protocolo in vivo, ndo observamos alteracdo do peso corporal dos animais
2R1C, diferentemente do protocolo in vitro, em que observamos aumento do
peso corporal no grupo 2R1C em relagdo ao grupo SHAM. . Acreditamos que
isso seja devido as diferencas nos perfis de peso corporal dos animais 2R1C
que frequentemente encontramos na literatura. 3>30148:149

Nossos resultados mostraram que o tratamento com losartana durante
4 semanas foi eficaz em reduzir a PAM dos animais com HRv, corroborando
com os estudos previamente descritos 19148150152,

A reducdo da PAM induzida pelo tratamento com losartana parece
estar especialmente ligada aos seus efeitos sobre o SNC, uma vez que este
pode atravessar a BHE *°3, inibindo a ativacdo da Ang-ll no bulbo dos animais

com HRv. Diversos estudos prévios observaram que o tratamento oral com

losartana ou sua injecdo direta sobre o NTS e/ou RVLM leva a reducédo da
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producdo de ROS *°, da atividade simpatica nervosa renal — rSNA- *1° ¢

consequentemente da pressao arterial >+,

5.1.1. Atividade funcional astrocitica mediada pelo GLT1 nado estéa alterada
no bulbo de animais com HRv

Inicialmente nds observamos que a microinjecdo ICM do veiculo salina
(0,15 M) resultou em uma pequena resposta oscilatéria na PAM e PAS apenas
no grupo 2R1C. E preciso lembrar que a microinjecdo de liquidos no SNC,
como a salina, imp&e uma forca mecanica sobre o parénquima neural, o qual
pode levar a efeitos pressores ainda que n&o significantes'®, ou pouco
significantes’®!, como aqui observado. Além disso, considerando que é
observado um aumento da variabilidade cardiovascular em animais
hipertensos, o perfil oscilatorio da pressdo desse grupo tende a aumentar
frente as microinjecdes centrais, uma vez que esses animais tém aumento na
labilidade da pressao arterial*®*®3. Logo, entendemos que o aumento da PAM
e PAS induzido pela salina no grupo 2R1C reflete o aumento da sensibilidade
central aos efeitos mecanicos da microinjecao aliado ao aumento da labilidade
da pressao arterial inerentes a condi¢ao hipertensa.

A inibicdo do GLT1 bulbar, por meio da microinjecdo ICM do DHK, néo
promoveu alteracbes significativas na PAM, FC, PAS e PAD dos animais
normotensos. Esse resultado se contrapde a hipotese inicial de que o GLT1
bulbar participaria da modulac&o da presséo arterial nos animais normotensos.
Estudos de Matott et al., ®® mostraram que a inibicdo do GLT1 com DHK em
slices do NTS promove aumento da biodisponibilidade do glutamato e aumento

nas correntes excitatérias pés-sinapticas. Entretanto, nas abordagens in vivo,
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foi observado que a microinjecdo de DHK no NTS promove resposta
depressora, bradicardica e simpatoinibitoria, similar a ativacdo do barorreflexo
98118 gygerindo que a recaptacédo de glutamato pelo GLT1 dos astrécitos pode
estar envolvida na modulacdo dos neurbnios do NTS ligados a via
simpatoinibitoria barorreflexa. Contudo, cabe ressaltar que estes estudos foram
desenvolvidos em animais anestesiados e € conhecido que a atividade
glutamatérgica é afetada por diferentes tipos de anestésicos, tal como visto em
experimentos funcionais desenvolvidos nas regides do NTS 271>, Outro ponto
€ que a resposta depressora foi observada apenas quando o DHK foi
microinjetado diretamente no NTS %%®* . e n&o em outras regides bulbares
préximas - o que também pode sugerir que a resposta cardiovascular ao DHK &
nacleo dependente. Logo, embora nossos resultados sugiram que a recaptacao
pelo GLT1 bulbar ndo esta envolvida na modulacao cardiovascular, € possivel
gque essa auséncia de resposta se deva a falta de especificidade, da
microinjecao em si, no interior dos nucleos do NTS e/ou RVLM. Uma vez que,
considerando a abrangéncia da microinjecédo ICM, a diferenca entre a difusédo
na superficie bulbar e no parénquima nuclear (sobretudo no NTS e/ou RVLM)
pode levar a efeitos resultantes diferentes sobre a presséo arterial, conforme ja

observado em outros estudos in vivo'®.

Além disso, as alteracdes cardiovasculares induzidas pela microinjecao
de DHK no interior de outros nucleos cardiovasculares sugerem que a atividade
do GLT1 pode ser alterada apenas por microinjecdes diretas®®1*1%. Um outro
ponto importante é a relagdo dose vs. area na microinjecdo. A dose de DHK
que escolhemos (1 mM) mostrou ser segura em estudos prévios com

microinjecdes diretas no PVN®®, enquanto que doses maiores na cisterna (2



Discussdo | 108

mM) provocaram efeitos comportamentais adversos nos animais. Contudo, a
dose de 1 mM ndo promoveu alteragcbes cardiovasculares quando
microinjetada na CM, talvez devido a pouca penetracdo do DHK no interior dos

nucleos bulbares do NTS e/ou RVLM.

Ademais, a auséncia de resposta pressora apés o DHK também sugere
que o GLT1 pode ndo ser o Unico responsavel pela funcdo recaptadora de
glutamato no bulbo e que, em determinadas concentracbes, o DHK pode
estimular a atividade de outros transportadores de glutamato, como o
GLAST/EAAT1 e EAAT3/EAACL 1% Nesse contexto, estudos de Salvatore
et al., **" mostraram que a microinjecdo de DHK no nicleo estriado promove
aumento transitorio de 43% na recaptacdo de glutamato mediada por outro
transportador astrocitico, o EAAT1/GLAST. Adicionalmente, os autores
observaram que a microinjecdo de DHK ndo promoveu alteracado na expressao
dos transportadores astrociticos (GLT1 e GLAST), sugerindo que levou apenas
a alteragao na organizagao funcional dos recaptadores EAAT’s astrociticos. Os
autores propdem que o recrutamento do GLAST foi importante para fornecer
um mecanismo de defesa enddégeno contra 0 aumento transitorio dos niveis de
glutamato. Na sequéncia foi observado que a microinje¢cdo de DHK no ndcleo
estriado aumenta a expressdo de outro transportador de glutamato, o
EAAT3/EAAC1'®’ (subtipo presente em neur6nios), os quais também estéo
expressos no NTS® de ratos. Esses estudos nos levam a considerar que a
auséncia de resposta pressora frente a microinjecdo ICM de DHK se deve a
pouca atuacdo do farmaco no interior dos nucleos do NTS e/ou RVLM e ao

mecanismo endogeno contra 0 aumento transitorio dos niveis de glutamato na
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superficie do bulbo, o que pode contribuir para manter os niveis de presséo

arterial inalterados conforme observado.

Na sequéncia, observamos que a microinjecdo ICM de DHK nos
animais com HRv também n&o promoveu alteragdes na PAM, FC, PAS e PAD
em relacdo aos animais normotensos. Assim como 0s animais normotensos, 0S
animais com HRv também estavam sem o efeito da anestesia, logo a funcéo
compensatoria exercida pelo GLAST e/ou EAAC1 também estaria presente
nesses animais. Outra possibilidade é que ambos os transportadores
astrociticos (GLT1 e GLAST) estejam reduzidos em nucleos bulbares,
contribuindo para a auséncia de resposta funcional observada frente ao DHK,
mas apenas uma analise biomolecular de ambos os transportadores poderia
reforcar esta possibilidade.

Outro ponto a ser considerado € que a simpatoexcitacdo e 0 aumento
das vias glutamatérgicas observadas na condicdo hipertensa também sao
resultados da producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) induzidas pela
Ang-Il nos ntcleos bulbares *"*°. Estudos in vitro mostraram que as ROS
inibem a recaptacéo de glutamato mediada pelo GLT1 em cultura de astrocitos
171-173  Esses indicios in vitro sugerem que microinjecdes mais especificas,
diretamente no NTS ou RVLM, podem ser capazes de alterar a recaptacéo
mediada pelo GLT1, uma vez que a producdo de ROS é maior no interior dos
nacleos modulando a recaptacéo de glutamato.

O tratamento cronico com losartana, inibidor do receptor AT1, nao
promoveu alteracbes na PAM, FC, PAS e PAD frente a inibichio com DHK.
Como ja descrito, a infusdo de Ang-ll no RVLM aumenta os niveis de glutamato

no meio extracelular, o qual € normalizado pelo bloqueio dos receptores AT1
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com Candesartan®. Outros estudos in vivo de Zhou et al., *** mostraram que o
Candesartan reduziu o glutamato que estava elevado no RVLM de animais
hipertensos (modelo induzido por estresse). Carvalho et al.,}” também
mostraram que a funcdo glutamatérgica no RVLM é maior em animais com
HRv, sendo normalizada ap6s o tratamento crénico com o captopril, inibidor da
ECA. Estes trabalhos sugerem que a Ang-ll modula as a¢fes glutamatérgicas
via AT1R aumentando os niveis de glutamato e/ou da sua funcéo no RVLM dos
animais hipertensos. Entretanto, ndo observamos alteracfes pressoras ou
bradicardias que indicassem um aumento ou melhora na recaptacdo de
glutamato pelo GLT1 induzida pelo tratamento com losartana.

Em estudos anteriores in vitro, Wu et al.,*”> mostraram que a incubacao
com telmisartan, um analogo do losartana, aumentou a expressao proteica e a
funcdo do GLT-1 em co-culturas de neurbnios e astrocitos. Além disso, 0s
autores observaram que a ativacdo do AT1R, pelo agonista L162, reduziu a
expressao proteica do GLT1 induzida pelo telmisartan e reduziu a expressao
do RNAmM do GLT1 em culturas primarias de astrocitos corticais. Esses estudos
in vitro sugerem que a ativacdo do AT1R diminui a funcdo do GLT1 astrocitico,
enguanto que a inibicdo do AT1R tem efeito inverso, melhorando a funcéo e a
expresséo proteica do GLT1. Esses resultados corroboram com a ideia de que
o tratamento com o inibidor do AT1R melhora a fungéo de recaptacéo via GLT1
bulbar, uma vez que os niveis de glutamato e de pressao arterial estdo
normalizados nesses animais®’®2. Entretanto, essa melhora na recaptacéo pelo
GLT1 néao refletiu em alteracdes nos parametros cardiovasculares, uma vez
que o esse transportador, como anteriormente descrito, parece ser pouco

afetado por microinjecbes na CM. Por outro lado, considerando que o
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telmisartan melhora a funcdo do GLT1'"®, é possivel que o tratamento cronico
com losartam também implique na melhora de outros transportadores
glutamatérgicos funcionais capazes de compensar os efeitos do aumento de
glutamato frente ao DHK, tais como os anteriormente descritos: GLAST e
EAAC1'’. Contudo, sdo necessarios estudos que melhor investiguem o papel
da inibicdo do AT1R frente a recaptacdo de glutamato pelo GLAST/EAATL e

outros EAAT’s neuronais, como o EAAT3/EAAC1.

5.1.2. Atividade funcional astrocitica mediada pela GS né&o esta alterada
no bulbo de animais com HRv

Na sequéncia, nés observamos que a inibicdo da GS bulbar, via
microinjecdo ICM de L-AAA, ndo promoveu alteracdes significativas na PAM,
FC, PAS e PAD dos animais normotensos. Ha indicios de que a inibicdo da
atividade enzimatica da GS reduz a captacdo de glutamato pelos astrécitos,

contribuindo para o aumento extracelular desse neurotransmissor excitatorio

176 177

Estudos eletrofisiolégicos em slices corticais de Trabelsi et al.,
mostraram que a inibicdo da GS, feita pela injecdo intraperitoneal de metionina
sulfoximina [(MSO) inibidora da atividade da enzima GS], diminuiu as correntes
mediadas pelos transportadores astrociticos, bem como aumentou a ativacao
dos receptores extrasinapticos de glutamato induzida por corrente evocada. Os
autores sugerem que a conversdao do glutamato-glutamina pela GS é
importante para garantir um transporte eficiente do glutamato pelos EAAT’s
astrociticos, bem como para evitar o0 aumento do glutamato no espaco
extrasinaptico. Entretanto, em nossa abordagem in vivo observamos que a

inibicAo da GS bulbar ndo altera os parametros cardiovasculares basais,
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corroborando com os achados anteriores, 0s quais ndo mostraram respostas
cardiovasculares frente a inibicdo do GLT1 bulbar. Assim, nossos estudos in
Vivo sugerem que o mecanismo de recaptacdo e conversdo glutamato-
glutamina astrocitico pelo GLT1 e GS, respectivamente, parece ser nucleo
especifico, visto que a inibicdo de ambos na superficie do bulbo ndo promove
um efeito cardiovascular visivel. Acreditamos que parte da auséncia desses
efeitos se deve as diferentes funcbes exercidas pelos astrdcitos nos nudcleos
em que estdo presentes. Logo, considerando que o bulbo tem diferentes
ndcleos com funcgBes distintas no controle cardiovascular, € possivel que a
atividade dos astrocitos seja adaptavel as funcgdes de cada ndcleo. Ou seja, a
microinjecdo na regido do bulbo talvez ndo tenha resultado em efeitos
cardiovasculares porque a funcdo de um nucleo pode anular a funcdo do outro
sinergicamente, sendo essa relacdo sinérgica inerente ao organismo vivo. O
fato dos animais ndo estarem anestesiados também reforca a integridade

dessas funcdes astrociticas ligadas ao glutamato®’®.

Outro ponto é que o principal objetivo da GS é reduzir o potencial
neurotoxico da amonia através de sua catalisacdo com glutamato para gerar
um novo produto, a glutamina, usado como substrato pelos neurbnios para
formacado de novo glutamato’’®. Sendo essa conversédo de glutamato-glutamina
um dos mecanismos mais estudados dentro do contexto modulatério das
sinapses glutamatérgicas, sobretudo em doencas neurologicas e
neurodegenerativas*®® % entretanto o metabolismo e o transporte do
glutamato no SNC & bem amplo, complexo e dindmico. Envolve, inclusive, a

participacdo de vias metabdlicas a partir da utilizacdo da glicose pelos

neurdnios e astrécitos. Em outras abordagens, diversos estudos observaram
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gue ha outras enzimas co-existentes em neurénios e astrécitos que formam o
glutamato a partir do a-cetoglutarato (a-KG) produzido no ciclo de Krebs, como
a glutamato desidrogenase (GDH)¥®  Aspartato aminotransferase
(AST)'®8189 o Alanina aminotransferase (ALT)'*°, enzimas préprias da via
metabdlica. Com particular destaque a enzima GDH que além de produzir
glutamato a partir do a-KG também catalisa a reacdo na forma inversa,

191192 Esses estudos

controlando as alteracbes nos niveis de glutamato
mostram que outras enzimas podem suprir a formacdo e metabolizacdo do
glutamato tanto em neurdnios quanto em astrocitos, ndo dependendo apenas
da atividade da GS astrocitica para essa conversdo. Além disso, estudos de

Dadsetan et al., 199193

observaram que a inibicdo da GS seguida da exposicao
de seu substrato, a amonia, leva ao aumento da formacédo de alanina pela GDH
e ALT em cultura de neurénios e astrécitos corticais. Outros estudos in vitro de

Bauer et al.,*®*

mostraram que a inibicAo da GDH, mas ndo da GS, inibe a
recaptacdo de glutamato em cultura de astrécitos corticais. Esses estudos
sugerem que a inibicdo da GS leva ao aumento transitério na atividade dessas
outras enzimas como um dos mecanismos compensatorios para a
desintoxicacdo da aménia e producdo de aminoacidos nas células do SNC.
Sendo essas outras enzimas metabdlicas também importantes para fornecer a
energia necessaria a recaptacdo de glutamato. Logo, a auséncia de respostas
cardiovasculares apos a microinjecdo ICM de L-AAA indica que o efeito
cardiovascular exercido pela GS pode ser observado apenas em nucleos
especificos e que outras enzimas metabdlicas presentes em astrocitos e/ou

neurdnios podem estar envolvidas, adicionalmente, na conversao transitoria e

rapida do glutamato no bulbo.
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Nossos resultados mostraram que a microinjecdo ICM de L-AAA
também néo promoveu alteracbes na PA ou na FC dos animais com HRv.

Estudos de , Acosta et al., 1%

observaram que ha reducéo da atividade da GS e
da recaptacdo de glutamato no cortex, mas ndo no hipocampo de ratos com
hipertensdo portal [um modelo em que os animais apresentam aumento no

SRA periférico e na permeabilidade da BHE*®*%’

]. Os autores sugerem que 0
aumento do glutamato extracelular e a reducdo do ciclo glutamato-glutamina
estdo envolvidos na patogénese dessa hipertensdo, embora essas alteracdes

tenham sido observadas apenas no cértex.

Na sequéncia, observamos que o tratamento cronico com losartana
ndo promoveu alteracdes na PAM, FC, PAS e PAD frente a inibicdo da GS com

.,Y% com modelos

L-AAA em animais com HRv. Estudos de Drews et a
experimentais para doencas neurodegenerativas, mostraram que o tratamento
cronico com losartana ip. aumenta a atividade e a expressdo da GS em
cérebros inteiros de camundongos com Alzheimer, sugerindo que a inibicdo do
AT1R melhora a conversdo de glutamato-glutamina pelos astrécitos em
doencas neurolégicas. Em outra abordagem, estudos in vitro mostraram que o
tratamento com anti-oxidantes, como o &acido a-Lipoico ou o resveratrol
conhecidos por ter efeito anti-hipertensivo em animais com HRv 3319
promovem aumento da atividade enziméatica da GS e da recaptacao de
glutamato pelos astrocitos, sugerindo que o estresse oxidativo, um dos
principais fatores elevados pela Ang-ll, inibe a atividade enzimatica da GS

astrocitica 29%2%%,

Nesse sentido, o tratamento com losartana melhora a
atividade funcional da GS possivelmente através da reducdo do estresse

oxidativo, mas sdo necessarios outros estudos para confirmar a melhora na



Discussdo | 115

GS, em nucleos especificos, esta relacionada a reducdo da PA. Contudo, com
a abordagem que fizemos, podemos sugerir que a auséncia das respostas
ser mais recrutada em regifes especificas do bulbo e ndo em regides mais
superficiais. Enquanto que outras enzimas compensatdrias ao aumento de
glutamato e amoénia podem estar mais presentes em neurdnios e astrocitos da
porcado mais superficial do bulbo. Essas possibilidades ainda requerem estudos

adicionais para a sua confirmagao.

5.1.3. Atividade funcional da glia est& alterada no bulbo de animais com
HRv

NOs observamos que a inibicdo reversivel da atividade glial bulbar, por
meio da microinjecdo ICM de FCt, ndo promoveu alteracdes significativas na
PAM, FC, PAS e PAD dos animais normotensos nao anestesiados.
Recentemente nés observamos que a microinjecdo intracerebroventricular de
FCt promoveu um aumento significativo da PAM'®?, O que poderia sugerir que
a glia exerce funcao distinta nos nucleos envolvidos no controle cardiovascular.
Além disso, € preciso considerar que, diferentemente do DHK e L-AAA - que
inibem apenas astrocitos - o FCt inibe todas as células da glia, incluindo a
microglia e os oligodentrécitos®®. Por isso nem sempre sua inibic&o resulta em
efeitos fisiologicamente visiveis'**?*®, considerando a multiplicidade de
mecanismos excitatérios e inibitorios que as células da glia modulam. Um
exemplo dessa contradicdo foi observada nos estudos ex vivo e in situ de

Accorsi-Mendonca et al.,*®* e Costa et al,.'®, respectivamente. Accorsi-

Mendonca et al., ?** observou que a aplicagcdo de FCA, um analogo do FCt,
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reduziu a frequéncia das correntes excitatérias pés-sinapticas dos neurdnios do
NTS-VLM, mas em estudos posteriores do mesmo grupo, Costa et al., *** ndo
encontraram alteracdes na atividade simpatica induzidas pela microinjecao de
FCt no NTS ou no RVLM de animais in situ hormotensos. Adicionalmente,
Sobrinho et al., ?°® observaram que a microinjecdo de FCt no NTS, no ntcleo
da rafe (NF) ou no nucleo retrotrapezéide (RTN) ndo promove alteracdes na
pressdo arterial de ratos normotensos anestesiados. Estes estudos sugerem
que a inibicdo glial pode promover mudancas especificas na atividade ou
funcdo sinaptica, sem resultar em efeitos fisioldgicos visiveis sobre a presséo
arterial. Provavelmente isso se deva ao fato de que animais normotensos
possuem um ambiente neural mais protegido, sobretudo na regido bulbar. Com

7,19,59,154,206
)

menor estresse oxidativo menor funcao excitatéria

17,59,195,207-209 39,59,70,71

glutamatérgica e menor atividade angiotensinérgica
guando comparados aos animais hipertensos. Logo, a inibicdo da glia nesses
animais pode nao resultar em perturbacbes cardiovasculares, uma vez que
possuem mecanismos compensatorios mais efetivos contra as alteracfes
causadas pela inibicdo glial.

A microinjecdo ICM de FCt promoveu um aumento pontual na PAM,
PAS e PAD dos animais com HRv. Esse aumento pressor causado pela
inibicdo glial da regido bulbar sugere que as células da glia participam, da
modulagdo da pressao arterial na hipertensdo. Como ja descrito anteriormente,
ha uma série de estudos mostrando que animais hipertensos possuem
aumento da funcdo excitatoria glutamatérgica no bulbo, sobretudo no

RVLMY"174209  adicionalmente, Biancardi et al.,?®®, combinando imuno-

histoquimica com marcacao retroégrada, observaram aumento na densidade
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das inervacbes gabaérgicas e glutamatérgicas em neurdnios do PVN que se
projetam ao RVLM. Os autores sugerem que o remodelamento das entradas
aferentes gabaérgicas e glutamatérgicas contribuem para o desequilibrio das
funcdes excitatorias/inibitorias em ratos hipertensos. De fato, os estudos sobre
a funcdo de células da glia em processos fisiopatologicos tém demonstrado
que elas podem ser importantes somente dentro do contexto de patologias

mais especificas'?2180-184.210,

Nesse sentido, como primeira abordagem
funcional no bulbo, nossos resultados indicam que as células da glia estédo
alteradas na HRv, no entanto ainda s&o necessarios estudos funcionais em
nacleo especificos (no RVLM e/ou NTS, por exemplo) para compreendermos
melhor a implicacdo dessa alteracdo, considerando a funcao distinta desses
ndcleos para o controle cardiovascular.

Na sequéncia, observamos que o tratamento crébnico com Losartana
nao promoveu alteracGes significativas, na PAM, FC, PAS e PAD frente a
inibicdo da glia com FCt em animais com HRv. Esses resultados sugerem que
os efeitos do tratamento com inibidor do AT1R sdo mais evidentes em

abordagens funcionais mais diretas, em nucleos especificos, os quais

apresentam maior atividade funcional para os AT1R.

5.1.4. Expressdo dos marcadores da atividade astrocitica esta alterada
em nucleos bulbares de ratos com HRv

Os resultados in vitro mostraram que animais com HRv tem reducé&o na
expressdo do citoesqueleto astrocitico GFAP no NTS, sugerindo que neste

ndcleo ha retracdo dos processos astrociticos, o0 que também implicaria na
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reducdo da funcdo de recaptacéo de glutamato pelos astrécitos, uma vez que a
superficie — onde estdo acoplados os transportadores - foi reduzida. Além
disso, a reducdo da expressdo do GFAP também pressupde aumento do
espaco extrasinaptico possibilitando maior difusdo dos neurotransmissores e,
consequentemente, maior comunicacdo entre 0S neurbnios pré e pos-
sinapticos. Alteracdo essa que contribuiria para o aumento da ativacéo
neuronal > Além disso, também foi observada reducdo na expressdo da
enzima GS no NTS de animais com HRv, corroborando com estudos prévios in
vitro de plasticidade astrocitica desenvolvidos por Wang & Hatton*®, os quais
mostraram que as moléculas do GFAP estdo associadas a GS. De forma que a
glutamina pode aumentar a expressao de GFAP e GS, enquanto que a inibicdo
da atividade da GS tem efeito contrério, reduzindo a expressdo de ambos nos
astrocitos™'®. Entretanto ndo foram observadas alteracdes na expressdo dos
transportadores de glutamato astréciticos no NTS dos animais hipertensos,
sugerindo que a reducdo da GS ndo necessariamente afeta a expressao dos
EAAT’s de glutamato na HRv. Nesse sentido, é importante consideramos que a
técnica de western blotting utilizada ndo nos permite distinguir a expressao
proteica na fracdo de membrana vs. a fracao citoplasmatica.

Adicionalmente, trabalhos recentemente publicados encontraram
alteracdes na expressao dos EAAT’s astrociticos no NTS de outros modelos de
animais que desenvolvem hipertensdo e simpatoexcitacdo induzidas por

117,120,211-213 Entretanto

hipoxia sustentada ou intermitente cronica
curiosamente esses trabalhos mostraram resultados opostos. Enquanto Matott
et al., '’ observaram aumento da expressdo de GLT1 e GLAST no NTS de

ratos submetidos a hipdxia sustentada (quantificada por imunofluorescéncia),
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Martinez et al., **° observaram reducdo na expressdo de GLAST, mas ndo no
GLT1, no NTS de ratos submetidos a hipoxia crénica intermitente (quantificada
por western blotting). Estes resultados reforcam que alteragbes na expressao
dos marcadores glutamatérgicos astrociticos podem ocorrer em diferentes
condicdes fisiopatoldgicas ligadas a simpatoexcitacao.

No RVLM dos animais com HRv, ndés observamos reducdo da
expressdo do GFAP, GLT1, GLAST e GS, sugerindo que neste nucleo, em
especial, ha aumento do espaco extrasinptico, grande reducéo do clearance
de glutamato pelos EAAT’s astrociticos e redugcédo da conversao de glutamato-
glutamina pelos astrécitos. A diferenca dos resultados observados nos nucleos
do NTS e RVLM de animais hipertensos é mais um indicio de que a atividade
dos astrocitos é adaptavel as funcdes de cada ndcleo, uma vez que, como ja
descrito, ambos os nucleos tem fungdes distintas no controle cardiovascular e
sofrem diferentes estimulos na hipertenséao.

Estudos in vitro de Wu et al., °, observaram que a aplicacdo de um
agonista do AT1R, o L162313, reduziu significativamente a expressédo de GLT1
e sua recaptacdo de glutamato do meio extracelular em co-cultura de
neurbnios-astrécitos. Sugerindo que a ativacdo dos mecanismos
angiotensinérgicos por meio dos AT1R promove reducdo da expressdo e

176 também

funcdo do GLT1/EAAT2 pelos astrdcitos. Além disso, Zou et al.,
observaram aumento da concentracéo de glutamato no meio extracelular apés
a pré-incubagdo com o inibidor da atividade da GS em culturas de astrocitos
corticais de ratos. Os autores sugerem que a atividade ou expressao da GS

pode influenciar na captacdo de glutamato pelos EAAT’s astrociticos, assim

como também no acumulo e liberacdo de GIn pelos astrdocitos. Isso implica que
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a atividade da GS pode ser recrutada quando ha aumento na recaptacédo de
glutamato. Assim, € possivel que frente ao aumento na recaptacdo de
glutamato pelos EAAT's (GLT1 e GLAST) haja um aumento na
atividade/expressao da GS. No entanto, € possivel que esta relacdo entre a GS
e os EAAT’s seja estimulada por fatores especificos, uma vez que ha uma
outra linha de trabalhos mostrando que a delegao génica de ambos os EAAT’s
em camundongos nao altera a expressdo da GS, que se mantem inalterada na
regido do cértex ***. Nesta outra linha, os autores sugerem que a expressdo da
GS nao depende das expressdes do GLAST ou GLT1. Em conjunto, os
estudos divergentes de Zou et al., 1 e Voutsinos-Porche et al., ?** e os nossos
com o NTS e RVLM sugerem que a relagao entre os EAAT’s e a GS pode ser
determinada por outros fatores intrinsecos da regiao.

O GFAP também parece ser importante para a captacao de glutamato
pelos EAAT’s astrociticos e para atividade da GS **%**. Estudos de Hughes et
al., 2 e Sullivan et al., ®* mostraram que camundongos knockout para GFAP
exibem reducdo na expressao de GLAST. Sugerindo que o GFAP é importante
para ancoragem do transportador GLAST na membrana astrocitica,
favorecendo sua funcdo de clearence do glutamato extracelular. Além disso, a
microinjecao ICV de acido L-aminoadipico (L-AAA), um inibidor funcional da
GS, reduz a marcacdo imunohistogumica de GFAP em astrécitos
hipotalamicos*'®. Os autores sugerem que a funcdo do GFAP esta, de algum
modo, relacionada a captacdo de glutamato pelos EAAT’'s e conversao de
glutamato-glutamina pela GS. N&o obstante, observamos que animais 2R1C
possuem reducdo na expressdo do GFAP, da GS e dos EAAT’s (GLT1 e

GLAST) no RVLM.
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Em fisiopatologias cardiovasculares como a hipertenséo e insuficiéncia
cardiaca, de fato observa-se um aumento na atividade glutamatérgica e
angiotensinérgica no SNC, as quais promovem consequentemente um
aumento na atividade dos neurdnios pré-simpaticos do RVLM 17125216-218
Estudos de Isegawa et al., 2> observaram em camundongos com insuficiéncia
cardiaca e knockout para os receptores AT1 astrociticos, reducdo da
mortalidade, da concentracdo urinaria de noradrenalina e aumento na fracao de
ejecdo e no diametro da camara cardiaca. Esses resultados sugerem que 0s
astrocitos do RVLM contribuem para o aumento da simpatoexcitacdo e para o
remodelamento cardiaco induzidos pela Ang-Il durante a insuficiéncia cardiaca.
Embora haja estudos sugerindo uma relacdo entre a acdo angiotensinégica
sobre os astrécitos bulbares e a simpatoexcitacdo na insuficiéncia cardiaca,
pouco é conhecido sobre essa interacdo na hipertenséao.

Nesse sentido, nossos resultados biomoleculares sugerem que a
reducdo da expressdo dos marcadores do ciclo glutamato-glutamina astrocitico
no RVLM pode estar contribuindo para o aumento da funcédo glutamatérgica
observada neste ndcleo em animais com HRv %", Adicionalmente, a anélise
de correlacdo entre a pressdo arterial e a expressdo dos marcadores
astrociticos mostrou que o aumento da pressédo arterial em animais com HRv
pode ser correlacionado a reducdo da expressao do GLT1 e da enzima GS no
RVLM. Corroborando mais uma vez para o entendimento de que a reducao da
expressao e/ou funcédo dos marcadores do ciclo glutamato-glutamina astrocitico
participa da patogénese da HRv. Estes resultados também dao suporte aos
estudos que sugerem que o bulbo, é de fato, o maior alvo da Ang-Il circulante

4 De maneira que a reducdo da expressdo desses marcadores astrociticos
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pode ajudar a entender o porqué da Ang-ll promover aumento significativo na
concentracéo de glutamato, especialmente no RVLM &2,

Considerando os nossos estudos in vivo, € possivel que as respostas
cardiovasculares ao DHK, ao L-AAA e ao FCt sejam nucleo dependentes e
embora ndo tenhamos observado maiores efeitos funcionais sobre a CM,

nossos estudos prévios in vitro'%?

e outros com microinjecdes em nucleos
cardiovasculares especificos®® observaram que de fato a Ang-ll reduz a
recaptacdo de glutamato. Assim como 0s nossos estudos in vitro também
sugerem que a atividade astrocitica estd reduzida em outros nucleos
cardiovasculares especificos, o NTS e RVLM - embora com perfis de
expressdo diferentes, dos animais hipertensos. Esses achados também
corroboram com os diversos estudos que mostram que os EAAT’s e a GS se
encontram alterados apenas em condicdes fisiopatologicas®®!98:219.220,
Adicionalmente, outros estudos seriam importantes para confirmar o perfil

funcional desses marcadores astrociticos em animais hipertensos,

especialmente nestes nucleos bulbares.

5.1.5. Expressdo dos marcadores da atividade astrocitica esta alterada
em nucleos hipotalamicos de ratos com HRv
Nossos resultados mostraram que ha na HRv redugéo na expressao do
GLAST, mas nao de GLT1 no SFO. Provavelmente isso se deva ao fato de que
no SFO h& uma predominancia intrinseca de GLAST sobre o GLT1 %%, Além
disso, diferentes estudos in vitro sugerem que a Ang-ll promove redugcéo na
atividade/expressdo dos transportadores de glutamato astrociticos no

hipotalamo %192, Contudo, essa reducdo na expressdo proteica de GLAST no
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SFO nao foi acompanhada de alteracbes na expressao proteica da GS. Mais
uma vez corroborando com o entendimento de que a relagcao entre os EAAT's e
a GS pode ser determinada por outros mecanismos astrociticos coexistentes
na regido "2 Outro ponto que reforca essa hipétese é que o perfil da
expressao desses marcadores, EAAT’s e GS, difere entre os nucleos do NTS,
RVLM e SFO, provavelmente devido as funcdes distintas desses nucleos no
controle cardiovascular. Além disso, nao foi observada alteracfes na expresséo
do GFAP no SFO de animais com HRv, sugerindo que embora haja reducao da
recaptacdo de glutamato neste nucleo, ndo parece haver diferencas na
modulacao fisica do citoesqueleto astrocitico nos espacos extrasinapticos entre
0S animais normotensos e com HRuv.

Na regido do PVN ndo encontramos alteracdes significativas na
expressao dos EAAT’s em ratos com HRv, mas isso ndo indica que a funcéo
de recaptacdo nado esteja alterada, uma vez que os estudos eletrofisioldgicos e
in vivo de Stern et al., °® previamente demonstraram a Ang-ll atua nos
astrocitos do PVN reduzindo sua recaptacdo de glutamato, o que resulta em
um aumento da atividade neuronal nesta regido e em um aumento da pressao
arterial e da atividade simpatica. Outros estudos mostraram que em animais
com insuficiéncia cardiaca so6 foi possivel observar reducdo na expressao do
GLT1 quando separada as fracdes de membrana e do citosol**?. Logo, ainda é
possivel que os EAAT’s estejam presentes, em sua maior parte, translocados a
vesiculas no citosol e ndo ancorados sobre a superficie da membrana
plasmética, o que, de fato, determinaria sua real funcdo de recaptacdo '?.
Além disso, observamos um aumento da expressédo proteica de GFAP na

regido do PVN de ratos HRv, similar ao observado no PVN de animais com
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insuficiéncia cardiaca'®. Embora o aumento do GFAP possa sugerir
superativacdo dos astrocitos, também sugere aumento dos prolongamentos
astrociticos com consequente reducdo do espaco extracelular e do contato

116 Nesse sentido, é necessario considerar que embora a

neuronal
quantificacdo do GFAP em tecido — por western blotting, imunohistoquimica ou
imunofluorescéncia - seja utilizada para avaliar a plasticidade dos processos

astrociticos sobre o espaco sinaptico 1616222223

, apenas os trabalhos
multidisciplinares que avaliaram o GFAP por pelo menos duas técnicas
diferentes — western blotting e imunofluorescéncia de marcagdo multipla
principalmente — foram capazes de efetivamente estabelecer se houve
alteracdes nos processos astrociticos em contato com 0s terminais neuronais.
Logo, pela técnica que utilizamos, podemos sugerir que 0 aumento da
expressdo de GFAP observado no PVN de animais com HRv indica
proliferacdo de astrécitos e/ou hipertrofia do corpo celular e processos
astrociticos nesta regido, fenbmeno conhecido com astrogliose (para revisao
ver ENG; GHIRNIKAR, 1994), mas ainda ndao nos permite sugerir se houve, ou

ndo, alteracdes nos processos astrociticos que limitam o espaco fisico da

sinapse.

5.2. Consideracdes metodoldégicas sobre a difusdo dos farmacos na
cisterna magna & a escolha das doses utilizadas
O cérebro é um sistema multi-compartimental dinamico, no qual todos
0s processos de entrada, difusdo, metabolismo, ligacdo e eliminacdo
determinam as concentracdes locais das moléculas no SNC. A regido da

cisterna magna (CM), disposta entre a face inferior do cerebelo e a face
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posterior do bulbo, € um compartimento aberto por onde passa o liquido
cefalorraquidiano (LCR) que vem do arqueduto, sendo este fluxo direcionado
aos espacos subaracnéideos e/ou de volta ao aqueduto e 3°Ventriculo 22°%2°,

Estudos com modelagem farmacocinética sugerem que a cisterna
magna de ratos (2509) possui aproximadamente 17 ul de LCR circulante em
um fluxo de 2 pL/min ?*"??®_ Por isto, foi estabelecido um volume fixo de 5pL
para as microinjecdes ICM, correspondendo a 22% do volume total em
movimento neste compartimento, o qual foi inicialmente diluido no LCR que
circunda toda a extensdo da superficie bulbar preservando, sobretudo, os
efeitos sob 0os mecanismos funcionais cardiovasculares **¢*3",

Estudos com tracadores fluorescentes e radiomarcados microinjetados
na CM mostraram que estas substancias entram no parénquima cerebral
através de espacos para- e perivasculares, onde se difundem para o intersticio

226,229 No

em diferentes profundidades intersticio o fluxo reduz

significantemente para cerca de 0,1 pL/min 2%, fazendo com que a

concentracdo dos farmacos seja maior em regides mais proximas as

superficies, em 1-2mm de distancia, que em regiées mais profundas do cérebro

231-233 |sto sugere que os farmacos microinjetados na CM podem atingir os

nacleos cardiovasculares do NTS e RVLM, uma vez que estdo localizados na

regido dorsal e ventral do bulbo em aproximadamente 1mm de distancia da
135-137,165,234

superficie , entretanto, possivelmente, em menor grau de

concentracdo que a dose microinjetada.

Logo, no presente estudo consideramos que o efeito cardiovascular

observado apos as microinjecdes ICM foi resultado da acéo dos inibidores em
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si sobre as células dispostas na regiao do bulbo, especialmente no parénquima
mais proximo a superficie bulbar. Dentro desse contexto, convém ressaltar que
embora o NTS esteja na porcao dorsal, logo abaixo da regido da CM, nem
sempre o efeito pressor da microinjecdo ICM reflete a acdo dos farmacos
diretamente sobre este nicleo %, por outras vezes reflete efeito semelhante a
microinjecdo na regido direta no RVLM %234,

Além da difusédo dos inibidores na CM, também consideramos a
escolha das doses para os inibidores gliais: DHK, L-AAA e FCt. Estudos
anteriores mostram gue a microinjecdo de DHK em doses e nucleos diferentes
(ImM no PVN vs. 5mM no NTS) promovem respostas cardiovasculares que
divergem em ratos anestesiados®> %% Estudos de Matott et al., *® observaram
que respostas depressoras basais s0 foram observadas quando o DHK foi
microinjetado em doses elevadas no NTS (de 2, 3 e 5 mM), as quais
promoveram uma reducédo drastica de -20 a -40 mmHg na PAM e de -50 a
aproximadamente -100% na atividade simpatica renal dos ratos anestesiados,
enguanto que na dose menor de 0,5 mM - mais préxima a dose que usamos de
1 mM - ndo promoveu tais efeitos.

Além disso, uma maior dose de DHK e/ou seu acumulo gradual no
tecido sdo importantes fatores a serem considerados quando se busca avaliar
o papel funcional da recaptacdo pelo GLT1 preservando a integridade
neuronal. Doses elevadas de DHK parecem néo ser indicadas em protocolos in
Vivo, uma vez que provocam um acumulo nos niveis de glutamato que
transcendem seus niveis fisiologicos e, ao inves demonstrar apenas o efeito
funcional do mecanismo de recaptacdo de glutamato pelos astrécitos, acabam

Y BN

levando a neurotoxicidade e até a morte neuronal, como ja observado em
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experimentos anteriores com microdialise no corpo estriado e hipocampo de
ratos >**7?%’. Dessa forma, nés optamos por utilizar em nosso estudo, a dose de
1 mM de DHK, previamente usada nas microinjecdes no PVN por Stern et al.,
® a qual mostrou ser mais segura para a seletividade da resposta
cardiovascular in vivo, minimizando 0s riscos neurotoxicos aos neurdnios
glutamatérgicos que continuaram funcionais apés a microinjecédo de DHK.

Para a escolha da dose do L-AAA, consideramos que o tempo e/ou
constancia da exposi¢cdo a droga, mesmo em baixas doses (1mM), parecem
ser os principais fatores relacionados a toxicidade celular in vitro %%, Grande
parte dos estudos in vivo utiliza o L-AAA, em diferentes doses (2 — 10mM), para
avaliar seu efeito sobre a inibicdo astrocitica, a qual € mensurada pela retracdo
dos processos astrociticos mediada pelo GFAP no SON e Coértex de ratos
116,138.240.241 " Entretanto, estudos anteriores de Garthwaite et al., ?*° mostraram
gue doses maiores de L-AAA (5mM) também promovem a morte celular de
neurbnios cerebelares, entretanto estudos posteriores sugeriram que as
mudancas neuronais induzidas pelo L-AAA podem ndo ser manifestadas em
abordagens in vivo ?*2. Por isso a importancia da escolha de uma dose menor
capaz de promover efeitos cardiovasculares mensuraveis. Estudos anteriores

de Xu et al., 240,243

mostraram que a inje¢ao intracranial de L-AAA (2mM) sob a
superficie do cértex reduz a expressdao de GFAP na éarea afetada, mas nédo
promove alteracbes na PAM nos ratos anestesiados. Em um desses trabalhos,
os autores também observaram que o L-AAA na dose de 2mM néo produziu
mudancgas mensuraveis na amplitude da resposta evocada pelos neurdnios

corticais in vivo 2*°. Sugerindo que esta dose ndo afeta a funcdo neuronal.

Cabe ressaltar que estas analises in vivo foram feitas apenas 24hrs apds a



Discussdo| 128

injecdo de L-AAA, o que poderia justificar a auséncia de resposta pressora
observada. Mas considerando que a atividade neural € preservada apos a dose
de 2mM, nds realizamos testes pilotos na CM e optamos pela escolha desta
dose, a qual promoveu resposta pressora (aprox. 6,3 mmHg) imediatamente
apOs a microinjecdo sem produzir o comportamento rotor, caracteristico de
doses neurotoxicas microinjetadas proximas ao cerebelo.

A escolha da dose do FCt foi feita com base nos estudos pioneiros de
Paulsen et al., **, os quais mostraram que a microinjecdo de 1nMol de FCt no
corpo estriado de ratos promoveu a inibicdo seletiva e reversivel da atividade
da glia na regido. Os autores ainda observaram que em massas maiores (=
2mMol), o FCt afetou as estruturas gliais e neuronais de maneira irreversivel.
Logo, os diversos estudos posteriores cardiovasculares conservaram a massa
de 1mMol e adaptaram apenas ao volume desejado, tal como fizemos ao optar

pela concentracéo de 1nMol/5uL (ou 0,2mM) 24:203.244
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6 Sumario dos Resultados

Nossos resultados in vivo com a microinjecdo ICM mostraram que:

nao houve alteragdes na PAM, FC, PAS e PAD induzidas pelo DHK em
ratos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS;

nao houve alteragdes na PAM, FC, PAS e PAD induzidas pelo L-AAA
em ratos SHAM, 2R1C ou R1C/LOS;

nao houve alteracdes na PAM, FC, PAS e PAD induzidas pelo FCt em
ratos SHAM e 2R1C/LOS, mas houve um aumento pressor pontual (aos
6 segundos na PAM; aos 5, 6, 8 e 10 segundos na PAS e aos 8

segundos na PAD de ratos 2R1C;

Enguanto os nossos resultados in vitro mostraram que animais 2R1C

apresentam:

v

reducdo na expressao de GFAP no NTS e no RVLM e um aumento na
expressao no PVN;

reducdo da expressao de GLT1 no RVLM,;

reducdo na expressao do GLAST no RVLM e SFO;

reducdo da expressao da GS no NTS e no RVLM.
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7 Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos
que as respostas cardiovasculares ao DHK, ao L-AAA e ao FCt parecem ser
nacleo dependentes. A reducdo pontual da PA apdés a inibicdo glial na cisterna
magna apenas em animais hipertensos sugere que a glia bulbar est4 alterada
nessa fisiopatologia, no entanto ainda sdo necessarios outros estudos que
investiguem a natureza dessa alteragéo considerando a multiplicidade funcional
dessas células e a individualidade dos nucleos. Em relagdo aos astrécitos,
nossos resultados in vitro mostraram ha um prejuizo na expressdo dos
marcadores da atividade astrocitica nos nucleos bulbares, do NTS e RVLM, e
nos nucleos hipotalamicos, do SFO e PVN, de animais com HRv. Dessa forma,
sugerimos que ha alteracdo da atividade astrocitica em nucleos especificos
envolvidos na modulacdo cardiovascular em ratos hipertensos. Nossos
resultados nos estimulam a realizacéo de estudos adicionais, sobretudo in vivo,
para melhor compreendermos a participacdo dos astrécitos bulbares na

modulagdo cardiovascular de ratos hipertensos.
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8 Perspectivas

Devido as dificuldades de se realizar estudos abordando o
sistema nervoso central in vivo e a dificuldade que se tem de estudar as células
da glia nessas condicdes, ainda ha caréncia de estudos funcionais na literatura
gue avaliem a real funcdo dos astrocitos sobre a modulacdo cardiovascular em
animais nado anestesiados. Isto porque a maioria das abordagens
experimentais dos estudos que investigam os mecanismos de recaptacdo e
conversdo de glutamato pelos astrécitos utilizam técnicas in vitro ou
eletrofisiolégicas para avaliar apenas a dinamica e/ou o papel desses
mecanismos ao nivel celular e molecular °9:999.102.117.119,120,122.245-264 " pg;c0g
estudos avaliaram os mecanismos de captacdo e conversdo de glutamato
pelos EAAT’s astrociticos em regides hipotalamicas e bulbares
contextualizando aos efeitos cardiovasculares ©998:99102117-120,122.255.257 = o
destes, menos ainda em modelos de animais inteiros °99%9117120 Dentro dos
nossos conhecimentos, nosso trabalho foi o primeiro a investigar as alteracdes
cardiovasculares e moleculares associadas aos mecanismos astrociticos de
captacado e conversdo de glutamato na regido do bulbo de animais hipertensos
e sem o efeito anestésico. O fato é que estudos que investigam as diferentes
funcdes da glia ainda sdo desafiadores. H4 uma série de debates no meio
cientifico que questionam a escassez de métodos especificos o suficiente para
avaliar as diferentes func¢des astrociticas dentro de um ambiente proximo ao
fisiolégico 2®°. Os estudos in vivo citados no decorrer deste trabalho, os quais

avaliaram a funcdo dos EAAT’s no NTS%®'!8 e no PVN®®, observaram efeitos

cardiovasculares, mas nesses experimentos o ambiente neural também
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146178266 "5 que reforca a

estava alterado pela condicdo anestésica
necessidade de confirmar esses experimentos prévios com outras abordagens
in vivo sem a influéncia de anestésicos e utilizando doses de farmacos mais
refinadas ao mecanismo de interesse, que nao implique em resultados
exacerbados que nao correspondem a real fungéo da glia naquele processo.
Por isso, nesse longo debate ao entorno da glia h4 um consenso de que avaliar
a funcéo dos astrécitos exige que sejam feitas abordagens experimentais mais
sutis, mas com métodos mais sensiveis. Uma vez que a maioria das respostas
dos astricitos aos estimulos se apresentam em uma curva estreita em que
quando ndo se produz uma resposta exacerbada, ndo produz nada **°. O
grande desafio estd em “falar" com os astrocitos usando um baixo nivel de
estimulacdo fisiologicamente relevante e vé-los responder integrando uma
resposta final no organismo vivo. Ainda estamos em busca disto, mas estudos
COmMO 0S NOossos, que observaram alteragdes nos marcadores astrociticos cuja
inibicdo funcional ndo resultou em mudancas fisiolégicas visiveis, sdo muito
importantes porgue demonstram que existem especificidades inerentes aos
ndcleos que torna mais complexa a relacdo sinérgica dos astrocitos e
neurdnios nos nucleos cardiovasculares, sobretudo na fisiopatologia da HRv.

Dentro do que avaliamos, o estudo dos mecanismos glutamatérgicos
astrociticos fornece uma base para melhor compreendermos 0s mecanismos
centrais ligados a génese da hipertensdo nos nucleos cardiovasculares.
Devemos agora nos questionar se a alteracao astrocitica € um déficit primario
ou uma consequéncia das mudancas neuronais em cada nucleo
cardiovascular. Podendo essas mudancas astrociticas causadas, entre outros

fatores, pela mudanca na plasticidade
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SinéptiCa7’17‘39’59’70’71’154’157’195'206‘208‘209’267, pelas alteragﬁes nas fun(;ﬁes

17,59,195,208,209,268

glutamatérgicas : angiotensinérgicas®**"

e

OXidativaS7'59'157’206’267

na hipertensdo. Portanto, ainda € necessério utilizar
abordagens mais especificas e sensiveis, inclusive em outros modelos de
hipertensao, para melhor compreendermos a natureza dessa interagéo entre 0s

astrocitos e neurdnios no controle da pressao arterial.
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Universidade Comissdo de Etica no ¢
Federal da Uze de Animais |

Lot PO

Paraiba

CERTIFICADO

Cenificamas gue & propesta intiulads "PARTICIPACAD DA ASTROGLU HIPOTALAMICA [SFO E FYN) E BULEAR [FVLM) A PRODUCAD
DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) E MECANISMOS GLUTAMATERGICOS ENVOLVIDOS COM AS RESPOSTAS CARDIO-
RESPIRATORIAS EM RATOS OOM HIPERTEMSAD RENOVASCULAR®, protocolads sob o CEUA n® B0231B0618 (o posssny, d0b 8
responsabilidade de Joslane de Campos Cruz @ equipe; Atalla Ferraira de Lima - que ervolve & produgho, manutenSo efoy
utilizag@a de animais pertencentes o fila Chardata, subfile Vertebrats [exceto o homem), para fins de pesquisa dentifics ou ersing
- e5td de acordo com os preceitos da Lel 11.7594 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6,899 de 15 de julho de 20049, bem cama
com as normas editadas pelo Conselha Madonal de Controle da ExperimentacBo Animal [CONCEA), & fol aprovada pela Comissio
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CELAUFPE) na reuniSo de 17/07/3018.

Wie certify that the proposal "PARTICIPATION OF HYPOTHALAMIC (SFO AND PYN) AND BULBAR ASTROGLIA [RVLM) IN THE
PRODUCTION OF AEACTIVE OOCYGEN SPECIES (RDS) AND GLUTAMATERGIC MECHANISMS INVOLVED WITH CARDIO-AESPIRATORY
RESPOMSES IN RENOVASCULAR HYPERTEMSION RATS®, ubiliring 112 Meterogenice rats {112 mabes), protocal numbser CELA
BOZ5LA0618 oo ooy, ureder the responsibility of Joslane de Campos Cruz snd tear;: Atalis Ferrels de Lima - which irvelves the
production, maintenance sndjor use of animals belonging o the phylum Chardats, subphylum Vertshrats [scept human belngs),
far selentific resesrch purpedss of teaching - i in sccordance with Liw 11794 of Octobar 8, 2008, Decres G309 of july 15, 2008, &g
wiell a4 with the rules lsued by the National Council for Cortral of Animal Experimentation [CONCEA), and was appraved by the
Ethic Commiites on Animal Lse of the Federal University of Paraiba (CELAUFPR) in the meeting of 07/17/2018,

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académica)
Vighncia da Proposta: de 072018 a 12,2020 Area: Blotecnologla
Origesrm: Unidade de Produg3o Animal |Pefark

Esphele:  Ratos heterogdnices sx: Machos idede: Ballsemanss M- 112
Lirhagerm: Ratius Morvegicus - Wistar Pega: 200 & 250 g

Liscal dio experiments: Todas os experimentas sero realizados nas depend@ncias do laborattrio LACONCHA

JoZa Pessoa, 23 de abril de 2020

oo s G Gobs 1.8 Bt

Profa. Dra. |alane de Souza Aguing Prof. Dr. Carles Augusts Alanis Clemente
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisida de Etica no Uso de Animals
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Didads Unreemdtin, win - Castsia Brasoz 0 Précbs da Re i ia - Gabi sete da Vios-refones - D 2005 0-08Y - jodo Peascad™E - Bt 99 @1 I71E-0082
Hordric de stencimetis: I8 & 80 das L4 s 1Th : s-malt csusiaioh br
TELA M RS LBCETA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
GABINETE DA VICE-REITORIA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "AVALIACAD DA PARTICIPACAD DAS CELULAS GLIAIS NA
MODULACAD DAS RESPOSTAS CARDIO-RESPIRATORIAS ENA PRODUGCAD DE ESPECIES REATIVAS DE
DMIGEMID (ROS) A0 LOMNGD Da VA SFO-PVN-RVLM EM RATDS COM HIPERTEMSAD
RENOWVASCULAR" protocolo n® 138/2017 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra.
Josiane de Campos Cniz — que envolve a produgdo, manutencao efou a utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa
cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com o5 preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, do Decreto ne 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas
pelo conselho Nacional de controle da Experimentacdo Animal (COMCER), e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba [CEUA-UFPE)
em reunido de 16/11/2017.

vigénicia do Projeto 2017 - 2021
Espécie/linhagem Ratos Wistar |[Roftus nomnvegicus)
Mimero de animais 64 animais
idade/peso 1mes/ 180 - 200 g
Sexo Machaos
Origem Unidade de Produgdo animal (UPA) do IPeFarM - UFPE

|'_.I_.-l" |-'||'*

= : y -I ¥ '..
WSV S YT
) 1 A e
profa. Dra. Islania Giselia Albuguergue Gongalves
Coordenadora da CEUA-UFPEB

CEUA-UFPE — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail- ceuz@ufpb.br — Site: wenw. ufpb. brifoeuz
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Tabela A 1 | Valores expressos da presséo arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos

ap6s a microinjecdo ICM de solugcdo salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C ou

2R1C/LOS.
Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAM (mmHQ)
-1s 122 +4 171 + 15# 120+ 71
Os 122 +.4 171 £15# 120+ 61
1s 120+ 4 174 £ 15# 120+ 61
2s 121 +4 175 + 15# 121+ 61
3s 122+ 4 173 + 15# 121 + 61
4s 120+ 4 170 + 153# 121+ 61
5s 121 +4 172 + 15# 120+ 71
6s 121 +4 175 + 15# 121+ 71
7s 121 +4 174 + 16# 121 + 61
8s 122 +3 176 + 15# 121+ 61
9s 123+4 175 + 16# 121+ 71
10s 121 +4 171 + 15# 119+ 61
A PAM (mmHg)
Os 0 0 0
1s -2 +1 3+ 2# 02
2s -1 +1 5+2#* 02
3s 0 +0 2+1 1+1
4s -2 +1 0+2 1+1
5s -1 +1 1+1 02
6s -1 +1 4 + 2#* 1+1
7s 2 +1 3+ 3#* 1+1
8s 0x1 5+ 2#* 12
9s 0x1 4 + 2#* 1+1
10s -1 +1 1+1 2 +1

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apés (1 a
10 segundos) a microinjecdo de salina. Valores da variagdo (A) correspondem aos
tempos de 0 a 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados
pelo pos-teste de Tukey para mdlltiplas comparacdes e expressos como MEDIAS +
EPM. *p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 2 | Valores expressos da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em diferentes tempos apés a
microinjecdo ICM de solucgéo salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
FC (bpm)
-1s 318+ 9 335+17 346 + 21
Os 318+ 9 335+ 17 346 + 21
1ls 328 +7 332 + 16 348 + 22
2s 319+9 331+14 346 + 21
3s 325+7 328 +17 348 + 22
4s 320+ 8 333+ 15 347 + 23
5s 322+6 333+ 15 346 + 22
6s 327 +8 329 + 16 346 + 23
7s 327 +9 329+ 16 352 + 23
8s 326 + 8 328 + 15 345 + 23
9s 325+ 7 329 + 16 343 + 24
10s 323+7 333+ 15 345 + 24
A FC (bpm)

Os 0 0 0
1ls 10+ 6 -3+4 2+1
2s 14+ 8 -5+5 02
3s 7+8 -7%3 3+2
4s 2+7 -2+4 1+
5s 37 -2+4 02
6s 9+7 -7x4 04
7s 9+ 7 -6+ 3 75
8s 7+8 -7+4 -1+4
9s 7+8 -6+4 -3+ 6
10s 4+7 -3+5 -1+6

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apos (1 a
10 segundos) a microinjecdo de salina. Valores da variagdo (A) correspondem aos
tempos de 0 a 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados
pelo pos-teste de Tukey para multiplas comparacdes e expressos como MEDIAS +
EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura A 1| Alteragdes na presséo arterial sistolica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastélica

[PAD, mmHg (Painéis C e D)] apds a microinjecao ICM de solu¢éo de salina (NaCl 0,15 M) nos
grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados
pelo pos-teste de Tukey para mdltiplas comparacdes e expressos como MEDIA + EPM.
*p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 vS. grupo SHAM;1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 3| Valores expressos da presséo arterial sistélica (PAS, mmHg) em diferentes tempos

apos a microinjecdo ICM de salina (0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAS (mmHg)
-1s 136 +. 6 197 + 19# 138+ 71
Os 136 £6 197 + 19# 138+ 71
ls 132 £5 201 + 19# 138+6L
2s 133+5 202 + 20# 138+ 71
3s 134 £5 201 + 20# 138+ 71
4s 133+ 6 197 + 20# 138+ 71
5s 1335 198 + 19# 138+ 71
6s 133+5 202 + 19# 139+ 81
7s 133+5 201 + 20# 139+ 71
8s 134+ 4 203 + 20# 139+ 71
9s 135+5 203 £ 21# 139+ 81
10s 134 +6 198 + 20# 136+ 71
A PAS (mmHg)
O0s 0 0 0
1s 4+ 1 4+ 2# 0x2
2s -3+ 2 6+ 2# 1+2
3s 2+ 2 4+ 2# 1+£2
4s -3+ 2 0+ 2 0+
5s -3+ 2 1+ 2 0+2
6s 2+2 5+ 2# 21
7s 2+ 1 4+ 3# 1+1
8s 2+ 2 6+ 2# 1+2
9s -1+ 2 6+ 2# 21
10s 2+ 1 1+ 2 2%1

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes (-1 e 0 segundos) e apos (1 a 10
segundos) & microinjecdo de salina. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos
de 0 & 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pos-
teste de Tukey para multiplas comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05

vs. Tempo 0; “p<0,05 vs. grupo Sham.*p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 4 | Valores expressos da pressdo arterial diastolica (PAD, mmHg) em diferentes

tempos apds a microinjecao ICM de salina (0,15 M) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

PAD (mmHgQ)
-1s
Os
1ls
2s
3s
4s
5s
6s
7s
8s
9s
10s

A PAD (mmHg)
Os
1s
2s
3s
4s
5s
6s
7s
8s
9s
10s

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
109+ 4 148 + 12# 103+ 61
109+ 4 148 + 12# 103+ 61
108 + 4 150 + 12# 103+ 61
108 + 4 152 + 12# 104 + 61
109 + 4 151 + 12# 103 +6.1
109 + 4 148 + 12# 103 +61
109 + 4 148 + 12# 104+71
108 +4 151 + 12# 104+71
108 + 4 150 + 12# 105+ 61
109+ 4 151 + 12# 104+ 61
110+ 4 151 + 12# 105+ 71
109+ 4 147 + 12# 102+ 71
0 0 0
-1+1 2+1 0+1
2+2 4+ 2 1+2
0+2 3+ 2 1+2
0+2 0+ 2 02
0+ 1+ 1 1+1
-1+1 4+ 1 1+1
-1+1 2+ 2 21
0+1 3+ 2 1+2
1+1 0+ 4 2+1
0+1 0+ 1 0+2

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apds (1 a 10
segundos) a microinjecdo de salina. Valores da variagdo (A) correspondem aos tempos de 0 a
10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey
para multiplas comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05
vs. grupo Sham.1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 5| Valores expressos da presséo arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos
apo6s a microinjecao ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAM (mmHg)
-1s 119+ 3 172 + 18# 124+71
0s 119+3 172 + 18# 124+ 61
1s 121+3 172 + 18# 128+ 81
2s 124 + 4 174 + 16# 131+91
3s 124 +5 174 + 15# 134+ 101
4s 127+5 177 + 15# 133+ 101
5s 127 +6 178 + 17# 135+ 101
6s 125+ 6 185 + 18# 136 + 111
7s 124 +6 184 + 18# 134+ 101
8s 124 +5 182 + 18# 134 +91
9s 124 + 6 181 + 15# 135+91
10s 124 +5 184 + 16# 136 £ 91
A PAM (mmHg)

0s 0 0 0

1s 211 0+3 4+3
2s 5+2 24 8+5
3s 4+3 2+5 11+7
4s 74 5+6 11+7
5s 8+5 6+8 13+8
6s 54 13+ 10 12+8
7s 4+5 12 +10 12+7
8s 4+4 10+ 10 11+7
9s 5+5 9+9 12+7
10s 5+4 12 +10 12+7

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e ap6s (1 a 10
segundos) a microinjecdo de DHK. Valores da variacédo (A) correspondem aos tempos de 0 a
10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pés-teste de
Tukey para mltiplas comparag@es e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo
0; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 \s. Grupo 2R1C.
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Tabela A 6 | Valores expressos da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em diferentes tempos apés a
microinjecdo ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
C (bpm)
-1s 335+11 337+9 355+ 16
0s 335+11 337+9 355+ 16
1s 317+23 326+ 14 347 + 16
2s 352+15 336 +15 346 + 16
3s 332+11 334+16 346 + 16
4s 338+7 332+18 354 +15
5s 340+ 6 331+19 353 + 16
6s 323+20 325123 341+18
7s 332+13 325+ 24 347+ 19
8s 317+25 32422 343+ 19
9s 321+23 314+24 343+ 19
10s 329+16 317+32 344 + 19
A FC (bpm)

0s 0 0

1s 516 54 -2+3
2s -1+7 314 -6+3
3s 117 314 114
4s -1+5 2t4 2+8
5s -5%5 2+5 0t4
6s -2t6 1+4 2+6
7s -1+5 2+5 57
8s 2+7 114 2+6
9s -1+5 -10+8 1+8
10s 05 27 -1+6

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apos (1 a 10 segundos)
a microinjecao de DHK. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos.
Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey para multiplas
comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 Vs. grupo
Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura A 2| Alteragdes na pressdo arterial sistolica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastélica
[PAD, mmHg (Painéis C e D)] ap6s a microinjecdo ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM,
2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pos-teste de
Tukey para multiplas comparacdes e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0;
#p<0,05 vs. grupo SHAM;p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 7 | Valores expressos da pressao arterial sistolica (PAS, mmHg) em diferentes
tempos apés a microinjecdo ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos

SHAM (n=8)  2R1C (n=6)  2R1C/LOS (n=8)

PAS (mmHg)
-1s 127 +5 201 + 25# 143 +81
O0s 127 +5 201 + 25# 143 +81
1ls 134 £5 194 +20# 147 £91
2s 135 +5 202 +22# 150 + 101
3s 134 £6 202 +21# 154 £121
4s 139 £8 205 +21# 152 £121
5s 140 +9 207 £ 22# 154 +111
6s 137 £8 216 +244# 156 £121
7s 137 £9 215 + 244# 154 +£121
8s 138 +38 214 + 24# 154 +121
9s 139 11 212 +21# 155 £121
10s 137 £8 216 +22# 156 £111

A PAS (mmHg)
O0s 0 0 0
1ls 8 £7 -10 =7 4 +3
2s 9 +6 -2 +3 75
3s 8 £8 -3 4 11 £7
4s 14 +11 -1 +5 917
5s 17 £13 -2 +3 11 £7
6s 13 +£11 2 £2 10 £6
7s 14 +13 1+£3 13 +8
8s 15 £12 -1 +4 10 £9
9s 17 £16 0£5 11 £7
10s 14 +13 2 4 13 +7

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes (-1 e 0 segundos) e apés (1
a 10 segundos) a microinjecdo de DHK. Valores da variacdo (A) correspondem aos
tempos de 0 a 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way;
comparados pelo pés-teste de Tukey para mdultiplas comparacdes e expressos
como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.L1p<0,05 vs.
Grupo 2R1C.
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Tabela A 8 | Valores expressos da pressdo arterial diastolica (PAD, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

PAD (mmHg)
-1s
Os
ls
2s
3s
4s
5s
6s
7s
8s
9s
10s

A PAD (mmHg)
Os
1ls
2s
3s
4s
5S
6s
7s
8s
9s
10s

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
106 +3 148 + 12# 107 £ 6L
106 +3 148 + 12# 107 £ 61
105 +4 148 + 12# 110+ 71
113 £3 150 + 11# 114+ 81
111 =5 151 +10# 117 +91
113 4 152 +10# 114+91
115 +5 155 +11# 117+ 81
112 +5 158 + 13# 117 +10L
112 +5 157 +13# 115+91
111 +4 157 +13# 116 + 81
111 =5 155 +11# 116 + 8L
111 4 158 + 11# 117 +81
0 0 0
-2 £3 1+2 4+3
6 £2 2 £3 7+5
5+3 34 10+ 6
73 4 +5 8+6
8 £5 77 10+ 6
54 10 +8 107
55 9+9 817
4 +3 9+9 9+6
4 £4 817 9+6
54 10+8 11+6

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e ap6s (1 a 10
segundos) a microinjecdo de DHK. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos de 0
a 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pés-teste de
Tukey para mdltiplas comparagdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo
0; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 9 | Valores expressos da presséo arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos
apo6s a microinjecao ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAM (mmHg)
-1s 115+5 165 + 16# 119+ 61
0s 115+5 165 + 16# 119+ 61
1s 115+6 164 + 16# 121+61
2s 114+6 166 + 15# 124 +61
3s 1175 164 + 14# 123+61
4s 119+4 164 + 144 119+71
5s 120+ 3 161 + 14# 124 +61
6s 120+ 3 165 + 16# 121+61
7S 121+3 172 + 22# 123+61
8s 121+4 173 + 22# 123+61
9s 122 +4 171+ 23# 125+51
10s 122 +4 175 + 244 125+51
A PAM (mmHg)

Os 0 0 0
1s 1+2 -1+2 2 +2
2s 0£2 2+3 516
3s 2+3 + t1
4s 5t4 0£3 -1+3
5s 6+5 -4+4 411
6s 6+5 0£3 22
78 7+5 7+7 4 +1
8s 7+3 9+7 4 +2
9s 7+6 6+8 6+2
10s 7+6 10+ 8 63

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0segundos) e ap6s (1a 10 segundos) a
microinjecdo de L-AAA. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos.
Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pos-teste de Tukey para multiplas
comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo
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Tabela A 10 | Valores expressos da pressdo arterial média (PAM, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
FC (bpm)
-1s 309 £19 3326 369 + 21#
0s 309 +19 3326 369 + 21#
1s 308 +20 3306 367 + 21#
2s 304 +20 329+8 362 + 21#
3s 305 +17 328+9 366 + 21#
4s 312 +12 3316 366 + 21
5s 308 +16 330+6 368 + 21#
6s 306 +14 325+9 367 + 21#
7s 318 +9 3376 365+ 21
8s 311 £12 339+5 369 + 21#
9s 322 +8 3375 372+20
10s 321 9 338+4 369 + 20
A FC (bpm)

0s 0 0 0

1s -1 +7 S5t4 -2 £3
2s -4 +9 3+4 -6 £3
3s -3 +12 3+4 -2 £6
4s 3 +11 2+4 2 %9
5s -1 9 2+5 -1 £5
6s -3 19 1+4 -2 +7
7s 8 +12 2+4 7+8
8s 2 9 -1+4 317
9s -5 £5 -10+8 2+9
10s 6 +6 2+7 07

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes (-1 e 0 segundos) e apés (1 a 10 segundos) a
microinjecdo de L-AAA. Valores da variagao (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos. Dados
analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey para mdltiplas comparacdes e
expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.Lp<0,05 vs. Grupo
2R1C.
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Figura A 3| AlteracBes na presséo arterial sistélica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastélica
[PAD, mmHg (Painéis C e D)] apds a microinje¢do ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM,
2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pos-teste de

Tukey para multiplas comparacdes e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0;
#p<0,05 vS. grupo SHAM;1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 11 | Valores expressos da pressdo arterial sistolica (PAS, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAS (mmHg)
-1s 129+8 190 + 20# 137+71
Os 129+8 190 + 20# 137+ 71
1s 129+9 189 + 20# 139+ 71
2s 128+ 8 191 + 20# 143+ 71
3s 131+7 189 + 18# 142 +61
4s 132+6 189 + 18# 137+ 81
5s 133+6 184 + 18# 142+ 71
6s 133+5 191 + 21# 140+ 71
7s 134+ 6 199 + 28# 141+71
8s 135+7 200 + 28# 142+ 71
9s 135+6 197 + 29# 144+ 71
10s 136+ 6 202 + 29# 144+ 71
A PAS (mmHg)

Os 0 0 0
1s 0+2 -1+2 212
2s 0+2 1+3 5+1
3s 2+2 1+5 4+1
4s 4+3 -1+4 -1+3
5s 54 65 4+1
6s 54 1+3 2+2
7s 54 919 4+1
8s 62 10+9 4+2
9s 6+5 719 6+2
10s 7+5 12+ 10 73

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e ap6s (1 a 10
segundos) a microinjegdo de L-AAA. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos de 0 a
10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey
para multiplas comparagdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05
VS. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 12 | Valores expressos da presséo arterial diastolica (PAD, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAD (mmHg)
-1s 101+4 142 + 124 102 +51
0s 101+4 142 + 124 102 £51
1s 101£5 141 + 124 103+51
2s 100+ 5 144 + 11# 106 + 61
3s 103+ 4 142 + 124 10561
4s 105+ 2 142+ 11# 102+71
5s 107+3 139 + 124# 106 + 61
6s 107+3 143 + 13# 104 +61
7s 108 +3 147 + 17# 106 + 51
8s 107+3 150 + 18# 106 £51
9s 108 £+ 4 147 + 18# 107 £51
10s 109+ 3 151 + 184# 108 +51
A PAD (mmHg)
0s 0
1s 0x1 -1+2
2s -1+2 212
3s 2+3 + +
4s 4+4 0+3 0t 3
5s 55 -3+4 4+ 1
6s 66 0+3 212
7s 76 56 4+ 1
8s 63 76 4% 2
9s 7+6 56 5+1
10s 7+6 9+6 6+ 3

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apds (1 a 10 segundos) a
microinjecdo de L-AAA. Valores da variagdo (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos. Dados
analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey para multiplas comparagdes e
expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.



Apéndice E)|

Valores expressos do FCt o,2mM



Apéndice E |

191

Tabela A 13 | Valores expressos da pressdo arterial média (PAM, mmHg) em diferentes

tempos apds a microinjecao ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

PAM (mmHg)
-1s
Os
1s
2s
3s
4s
5s
6s
7s
8s
9s
10s

A PAM (mmHg)
Os
1ls
2s
3s
4s
5s
6s
7s
8s
9s
10 s

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
120 +£3 163 + 15# 122 +61
120 +£3 163 + 15# 122+ 61
120 +4 161 + 13# 124 + 61
122 +£3 167 + 15# 124+ 61
114 +3 164 + 15# 132 +91
114 £4 165 + 18# 136+ 121
116 +4 177 +24# 133+ 121
112 +7 179 +28# 135+121
113 +6 172 +20# 132+ 111
111 +6 177 + 25# 133+111
114 +7 173 +20# 136 + 111
116 +7 179 +24# 136+ 101
0 0 0
0+1 -2 £2 2+2
2 1 4 +2 2+3
-5 +2 1x2 10+ 6
-5 +4 35 15+9
-3 +3 14 +10 119
-4 +£7 16 +14* 13+8
-6 £6 9 +7 11+7
7 +6 14 +£11 11+7
-5 +6 10 £5 14+7
-3 +6 16 +£10 14+7

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apds (1 a 10
segundos) a microinjecdo de FCt. Valores da variagdo (A) correspondem aos tempos de 0
a 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de
Tukey para multiplas comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo
0; #p<0,05 vs. grupo Sham. L p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 14 | Valores expressos da frequéncia cardiaca (FC, bpm) em diferentes tempos apos
a microinjecao ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
FC (bpm)
-1s 328 +7 330+ 6 358 + 20
Os 328 +7 330+ 6 358 + 20
1ls 319 +12 319+11 351+ 19
2s 330+ 14 328 + 10 345+ 39
3s 304 + 18 326 + 10 394 +41
4s 319 + 23 338+ 6 346 + 19
5s 324 + 18 337+6 347 £ 19
6s 301+ 34 346+ 9 364 + 19
7s 312+ 21 335+5 393 + 47
8s 298 + 27 366 + 28 351 £ 26
9s 302 + 27 345+ 10 347 + 22
10s 318+ 11 354 + 21 348 + 17
A FC (bpm)

Os 0 0 0
1ls -5+6 -3%2 1+3
2s -1+8 6+5 7+31
3s -3+5 4+4 9+19
4s 10+ 9 10+5 1+7
5s 6+ 10 6+4 4+10
6s 4+10 7+6 9+6
7s 2+8 7+5 10+ 6
8s -4+10 7+3 15+ 6
9s 25 5+4 7+8
10s -5+6 212 -1+9

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apds (1 a 10 segundos)
a microinjecdo de FCt. Valores da variagdo (A) correspondem aos tempos de 0 & 10 segundos.
Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pds-teste de Tukey para mdultiplas
comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo O; #p<0,05 vs. grupo
Sham. 1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura A 4| AlteracBes na presséo arterial sistélica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastélica
[PAD, mmHg (Painéis C e D)] apds a microinje¢éo ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM,
2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pos-teste de
Tukey para multiplas comparagbes e expressos como MEDIA + EPM. *p<0,05 vs. Tempo O;
#p<0,05 vS. grupo SHAM;Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 15 | Valores expressos da presséo arterial sistdlica (PAS, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAS (mmHg)
-1s 133+6 189 + 20# 140 +81
0s 133+6 189 + 20# 140 +81
1s 134+ 6 188 + 20# 143 +81
2s 135+6 195 + 22# 143 +71
3s 129+ 6 193 + 21# 149 +91
4s 128+7 193 + 25# 156 +111
5s 129+7 206 + 31# 153 +111
6s 127+9 206 + 344 153 +121
7s 127+9 196 + 23# 151 +10L
8s 126+ 9 200 + 27# 153 +111
9s 128+9 198 + 24# 156 +10L
10s 130+ 10 204 + 27# 155 +10L
A PAS (mmHg)
0s 0 0
1s 1+£2 -1+1
2s 212 6+3
3s -5 2 3+3 +
4s -6 4 38 -1 +3
5s -4 +3 17 +12#* 4 +1
6s -6 6 17 + 15#* 2 t2
7s 616 715 4+1
8s -816 11+ 9#* 4+£2
9s 516 9+5 6 +2
10s -316 15 + o#* 7+3

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e apés (1 a 10 segundos) a
microinjecdo de FCt. Valores da variacdo (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos. Dados analisados
pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pés-teste de Tukey para miltiplas comparagdes e expressos como
MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham. Lp<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Tabela A 16 | Valores expressos da pressao arterial diastélica (PAD, mmHg) em diferentes
tempos apds a microinjecao ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

Grupos
SHAM (n=8) 2R1C (n=6) 2R1C/LOS (n=8)
PAD (mmHg)
-1s 107 +3 140 + 11# 105 +51
Os 107 +3 140 + 11# 105 +51
1s 107 £5 136 £ 9% 107 £51
2s 110 +4 143 + 10# 105 +61
3s 101 +3 143 + 11# 115 +91
4s 101 £3 139 £ 11# 119 £121
5s 103 +3 151 + 17# 116 +131
6s 98 +6 155. + 23# 117 +121
7s 99 +5 151 + 19# 116 +111
8s 96 +5 156 + 23# 115 +111
9s 100 +6 153 + 19# 118 +111
10s 102 +6 157 + 22# 118 +111
A PAD (mmHg)

Os 0 0 0

1s 0+2 -4+3 2 £2
2s 2 2 32 0+5
3s 5 +2 3+2 9 +5
4s -5 +5 -1 £3 13 +9
5s -3 +4 11 +7 11 +9
6s -7 £8 15 +13 12 +8
7s -7 £6 11 +9 10 +8
8s -10 +7 16 +12* 10 +7
9s -6 +7 12 +9 13 +8
10s -5 +6 17 +12 13 +7

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes (-1 e 0 segundos) e apds (1 a 10 segundos) a
microinjecdo de FCt. Valores da variagdo (A) correspondem aos tempos de 0 a 10 segundos. Dados
analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo poés-teste de Tukey para multiplas
comparacdes e expressos como MEDIAS + EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo
Sham.1p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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TRATAMENTO COM MINOCICLINA REDUZ A PRESSAO ARTERIAL E
MELHORA A SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO EM ANIMAIS COM
HIPERTENSAO RENOVASCULAR (HRV)

Flér AFL, Rayane BRSS, Braga VA, Cruz JC.

A HRv é caracterizada pelo aumento significativo da Ang-ll, da atividade pro-
inflamatoria central e periférica. A Ang-ll promove reducdo da recaptacdo de
glutamato pelos astrocitos, ativacdo da atividade microglial e aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). Entretanto, ndo se sabe
se a atividade pré-inflamatéria da micréglia € recrutada pela Ang-ll plasmatica
para gerar esses efeitos. Nosso objetivo foi avaliar a participacdo da micréglia
sobre a recaptacdo de glutamato astrocitico induzida pela Ang Il na HRv.
Utilizamos ratos wistar machos (180-250g; Ceua n° 8025180618). Quatro
semanas apoés as cirurgias 2R1C ou SHAM, os animais foram submetidos ao
tratamento com MINOCICLINA [(50mg/kg/dia) inibidor da atividade pro-
inflamatoria da microglia] via gavagem (por 7 dias). Ao 2° dia do tratamento,
implantamos uma céanula-guia na regido intracisterna magna (ICM) e, ao 6° dia
de tratamento, a artéria e veia femoral foram canuladas para os registros
cardiovasculares frente a microinjecdo ICM de DHK (1 mM; inibidor do
transportador de glutamato astrocitico) e L-AAA (0,2 mM; inibidor da glutamina
sintetase astrocitica) para avaliar a atividade astrocitica e frente a injecao de
fenilefrina (8 pg/kg iv), nitroprussiato de sodio (25ug/Kg, iv) e hexametonio (30
Mg/kg iv). Andlise estatistica: One-way (ANOVA), Newman-Keuls, P<0,05.
Nossos resultados mostraram que o tratamento com minociclina promoveu
reducdo da pressao arterial nos animais HRv (130,5 + 8 vs. 165,5 £ 10 mmHg,
p=0,03). No entanto, a microinjecdo ICM de diferentes inibidores da atividade
dos astrécitos ndo promoveu alteracfes significativas na PA ou na FC basal
dos animais SHAM ou 2R1C. O tratamento com minociclina melhorou a
sensibilidade do barorreflexo induzido, mas ndo reduziu a influéncia simpatica
nos animais hipertensos. Nossos resultados sugerem que ha alteracdo da
atividade da microglia na HRv. Contudo ainda sdo necessarios experimentos
adicionais para melhor avaliarmos a participagdo dos astrécitos na modulagéo
da PA em animais HRv.

Palavras-chave: atividade pro-inflamatéria microglial, minociclina, HRv.
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RECAPTAQAO DE GLUTAMATO ASTROCITICO NO BULBO ESTA
ALTERADA EM RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS
Flér AFL, Braga VA, Cruz JC.

Os Astrécitos mantém a homeostase de glutamato no sistema nervoso central
através da recaptacdo do glutamato residual extracelular. Sabese que na
hipertensdo ha aumento da liberacdo de glutamato por neurdnios em nucleos
bulbares contribuindo para simpatoexcitacdo e hiperatividade neuronal.
Entretanto, pouco se sabe sobre o papel funcional da recaptacéo de glutamato
astrocitico (RGAst) na regiao do bulbo em ratos hipertensos. Nosso objetivo foi
avaliar, por meio de estudos in vivo, o papel da RGAst na regido do bulbo em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Ratos Wistar Kyoto e SHR [(300 —
340g) Ceua n.8025180618 foram anestesidos (ip) e submetidos ao implante de
canula-guia na regidao intracisterna magna (ICM) para a microinje¢do de DHK
[(AmM) inibidor do transportador de glutamato astrocitico] e Fluorocitrato [FCt
(1nMol) gliotoxina]. A artéria femoral dos animais foi canulada (5-6 dias apos a
estereotaxia). No dia seguinte, sem efeito anestésico, os animais foram
colocados em caixas pletismograficas e a cénula arterial conectada a um
transdutor de presséao, possibilitando o registro das variaveis cardiovasculares.
Andlise estatistica: Teste de normalidade seguido da andlise paramétrica (One-
Way ANOVA e Teste t) ou ndo-paramétrica, sendo p<0,05. Os resultados
mostraram que as microinjecdes de DHK (424,9 + 7,2 vs. A-0,3 + 1,3mmHg,
p<0,01) e FCt (A18 + 2,5 vs. A1,4 + 0,5mmHg, p<0,02) na CM promoveram
resposta pressora nos animais SHR (n=5), mas ndo em animais Wistar kyoto
(n=5). Além disso, também foi observada bradicardia induzida pelo DHK (A-
61,5 + 19,4 vs. A1,2 £+ 9,8mmHg, p<0,03) e pelo FCt (A-7,4 £ 3,5 vs. A1,2 +
9,8mmHg, p<0,03) em animais SHR quando comparado aos animais Wistar
kyoto. Nossos resultados mostraram que a fungcdo de RGAst na regido do
bulbo parece estar alterada na hipertensdo espontanea, sugerindo que esta
fungdo é mais recrutada no bulbo durante a hipertenséo.

Palavras-chave: Recaptacdo glutamatérgica, astrocitos, hipertenséo, bulbo.



Apéndice F| 199

TRANSPORTE DE LACTATO EM ASTROCITOS E NEURONIOS (ANLS)
ESTA ENVOLVIDO NA INGESTAO DE AGUA E SODIO INDUZIDA PELA
ANGIOTENSINA Il (ANG 1) NO ORGAO SUBFORNICIAL (SFO).

Flor, AFL, Costa, FF, Braga, VA, Cruz, JC.

Estudos mostraram que os neurénios GABAérgicos do mecanismo ANLS estao
envolvidos com o comportamento de aversdo ao sodio induzido pela solucéo
hipertdnica de Na’. Recentemente, observamos que a inibicdo das células
gliais atenua a ingestdo de sodio induzida pela ANG Il central. No entanto, o
envolvimento do mecanismo ANLS na ingestdo de agua e sodio induzida pela
ANG-II ainda precisa ser elucidado. O objetivo do trabalho foi analisar o
envolvimento do mecanismo ANLS na ingestdo de 4gua e sédio induzida pela
ANG Il no SFO. Uma canula-guia foi implantada no SFO de ratos wistar
machos [(280-320g) Ceua / UFPB n.133 / 2015]. Antes dos experimentos, 0S
ratos foram adaptados em gaiolas metabdlicas contendo garrafas de agua e
sodio (NaCl 0,3 M) por 5 dias. Em seguida, realizamos microinje¢6es (100 nl)
de solucao salina estéril (0,9%), ANG Il (20 ng), a-CHCA [(4,5 ug) inibidor do
transportador de lactato - MCT ou Lactato (2 ug) em SFO, seguidas pela
andlise da ingestdo de agua e sddio durante 2h. Analise estatistica: One-way
(ANOVA), pos-teste de Newman-Keuls, P <0,05. ANG Il no SFO produziu
aumento na ingestéo de agua (10,3 + 2,8 vs. 0,6 + 0,3 mL / 2h, p = 0,009, n =
08) e sodio (5,7 + 1,3 vs. 0,1 £ 0,2mL / 2h, p = 0,002). A microinjecao prévia de
lactato atenua a ingestédo de agua (3,1 + 0,8 vs. 10,3+ 2,8mL /2h, p=0,03,n =
08) e sbdio induzida pela ANG-Il (2,3 +0,9vs.57+1,3mL/2h,p=0,04,n=
08). Além disso, o a-CHCA potencializou a ingestdo de agua (18,2 + 2,6 vs.
10,3+ 2,8 mL/ 2h, p=0,04, n = 05) e sodio induzida pela ANG Il no SFO (12,6
+1,8vs.57+1,3mL/2h, p=0,01, n=05). Nossos resultados sugerem que 0
mecanismo ANLS esta envolvido nas respostas de ingestdo de agua e sodio
induzidas pela ANG-Il no SFO.

Palavras-chave: Astrécitos, Lactato, aversdo ao sédio, SFO.
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EFEITOS CARDIOVASCULARES DO TRATAMENTO CRONICO COM
EXTRATO DE CANABIDIOL (CBD) EM RATOS COM HIPERTENSAO
RENOVASCULAR.

Flér, AFL, Maia, SD, Souza, MRP, Costa, FF, Santos, AC, Silva, BRS, Cruz.
JC.

O Canabidiol (CBD) é um fitocanabinéide nao-psicoativo utilizado no
tratamento de doencas neurodegenerativas. Estudos clinicos e pre-clinicos
com CBD agudo promovem redugdo da pressao arterial e do estresse oxidativo
em ratos hipertensos. Porém, poucos estudos analisaram os efeitos do
tratamento crénico do CBD nessa fisiopatologia. Nosso estudo avaliou o
tratamento oral cronico do CBD, produzido pelo instituto ABRACE-
ESPERANCA, em ratos com hipertensdo (no modelo 2 Rins - 1 Clipe).
Utilizamos ratos wistar macho (180-200g; 8 semanas). Seis semanas apds as
cirurgias 2R1C ou SHAM, os animais foram submetidos ao tratamento com
CBD (20mg/kg) via gavagem (2x ao dia por 14 dias), de acordo com 0S grupos:
SHAM/veiculo (n=6); SHAM/CBD (n=6); 2R1C/veiculo (n=6); 2R1C/CBD (n=8).
Os animais tiveram artérias e veias femorais cateterizadas, para o registro das
respostas cardiovasculares apés a fenilefrina (8 pg/kg iv), nitroprussiato de
sodio (25ug/Kg, iv) ou hexametodnio (30 pg/kg iv). Andlise estatistica: One-Way
ANOVA, t-test, Newman Kewls, p<0.05. Resultados mostraram que tratamento
com CBD néo alterou a presséo arterial média (PAM) no grupo SHAM/CBD
(109.9 = 49 vs. 124.1 £+ 8 mmHg; P <0.05), quando comparado ao grupo
SHAM. Entretanto, o tratamento reduziu a PAM no grupo 2R1C/CBD (138,7 *
9,6 vs. 174,8 + 11,31 mmHg; P=0,03), quando comparado ao grupo 2R1C. O
CBD melhorou a sensibilidade do baroreflexo induzido (-1,8 + 0,06 vs. -2,1 +
0,1bpm.mmHg-1; P=0,01) e reduziu a influéncia simpatica (A50,0 + 3,4 vs. -
A61,0 £ 7,5; P=0,2) nos animais hipertensos. Nossos resultados mostram que
tratamento crénico com CBD (20mg/kg) reduziu PAM, melhorou a sensibilidade

do baroreflexo e diminuiu influéncia simpatica na hipertenséo renovascular.

Palavras-chave: Canabidiol, tratamento crénico, Hipertensdo Renovascular.
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Abstract

Background: Chronic Heart Failure (CHF) is characterized by neurohumoral and
cardiovascular autonomic dysfunction induced by increase in sympathetic nerve activity
(SNA), reduction in the cardiac vagal tone and increase in the plasma hormones.
Neurohumoral and cardiovascular autonomic changes in CHF seem to be a result of
brain imbalance between glutamatergic mechanisms modulating cardiovascular
homeostasis. Recently, pioneer studies have suggested that increased neurohumoral and
sympathetic drive in CHF are mediated by changes in glial fibrillary acidic protein
(GFAP); glutamine synthetase (GS) and/or astrocytic glutamate transporters (GLT1 and
GLAST), which are specific glial cells markers involved in the astrocyte - modulated
glutamate synthase and recycling. However, the profile expression of these specific glial
markers in the cardiovascular brainstem and hypothalamic nuclei in CHF remains to be

better characterized.

Methods and Results: Here, we evaluate GFAP, GS, GLT1 and GLAST proteins
expression in the nucleus of tractus solitarius (NTS) and rostral ventrolateral medulla
(RVLM) in the brainstem and the subfornical nucleus (SFO) and the paraventricular
nucleus (PVN) in the hypothalamus from SHAM and CHF rats. GLT1, GLAST and GS
expression are decreased in the RVLM and in the SFO nuclei. Furthermore, GLT-1 and
GS expression are decreased in the NTS, while GFAP expression is reduced in the NTS,

RVLM and PVN, but increased in the SFO from CHF rats.

Conclusions: Taken together, our findings suggest that astrocytic mechanisms involved
in the glutamate extracellular uptake and recycling appear to be impaired in the

hypothalamus and brainstem cardiovascular nuclei in CHF rats.
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Introduction

Clinical and experimental evidence suggests that sympathetic nerve overactivity
is intimately linked to the development and progression of CHF 2°*?™*, Experimentally,
CHF animals present impaired in the autonomic cardiovascular brainstem and
hypothalamic nuclei 222", There is evidence that sympathetic nerve overactivity in the
CHF is modulated by an increase in the glutamatergic transmission along the
subfornical nucleus — paraventricular nucleus — rostral ventrolateral medulla (SFO-
PVN-RVLM) axis, which could be induced by exacerbated central Ang-I1 and reactive

oxygen species (ROS) signaling (Braga et al., 2011).

Ang-1l type | receptors (AT1R) are expressed in glial cells, the most abundant
cells in the central nervous system (CNS) ®*#° Studies by Isegawa et al. (2014)
observed that AT1Rs in astrocytes are upregulated in RVLM of the heart failure (HF)
mice. The same study documented a reduction in the left ventricular size, heart weight,
urinary norepinephrine and survival rate in astrocyte AT1R knockout HF mice,
suggesting that astrocytic cells may play a role in enhancing central sympathetic

outflow in HF mice.

Glial cells are the major contributors to the function and adaptation of the neural
circuitry. Accumulated studies suggest that glutamate signaling is actively regulated by
astroglia cells, expressing a high density of glutamate transporters (GLT-1 and
GLAST), which are responsible for extracellular glutamate clearance. In the astrocytic
cytoplasm, glutamate is converted to glutamine through glutamine synthetase (GS)
action, an important glial-specific enzyme. Additionally, studies have suggested that
Ang-ll-induced a decrease in the astrocytic glutamate transporter activity, contributing

to increasing extracellular glutamate environment and consequently increasing PVN
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pre-sympathetic neuron activity %,

Nevertheless, data from our group and
collaborators showed that neuroglial signaling in the PVN is involved in the Ang-II-
mediated sympathoexcitation, which seems to be modulated by a dysfunction in the
astrocytic glutamate transporters elicited by Ang I, contributing to increasing glutamate

in the extracellular space °*'%

. Furthermore, studies by Potapenko et al. (2012)
observed in the supraoptic nucleus (SON) from CHF rats that GLT1 expression is
decreased while GLAST is increased. The authors suggested that this discrepancy could
be important to compensate for the deficiency in glutamate transport, suggesting that

GLT1 dysfunction into SON contributes to augmented neurohumoral drive in the CHF.

Another astrocytic mechanism to modulate neuron activity is through astrocytic
process retraction, which is modulated by glial fibrillary acid protein (GFAP), a
cytoskeleton polymer. Neurons surfaces are almost entirely covered by these astrocytic
processes, where GFAP depolymerization induces astrocytic process retraction and
consequently increasing synaptic contact and extracellular neurotransmitter traffic
(Wang and Hatton 2009). Furthermore, GFAP is also essential to GLT1, GLAST and
GS traffic through astrocytic cytosol *°. Studies by Sulliavan et al. (2007) suggested
that GFAP polymerization is also essential to anchoring GLAST in the astrocytic

membrane.

Despite the evidence supporting astrocyte dysfunctions are involved in the
cardiovascular implications of the CHF development, the expression of important
astrocytic activity markers to glutamate recycle and reuptake from extracellular space in
the brainstem and hypothalamic cardiovascular nuclei remains to be evaluated. Thus,

here we analyzed the GFAP, GS, GLT1 and GLAST protein expression in brainstem
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and hypothalamus nuclei involved with the cardiovascular and sympathetic modulation

in CHF rat.

Methods
Animals

Male Wistar rats (Rattus norvegicus) weighing 200-250g were obtained from the
School of Medicine of Ribeirdo Preto of University of Sao Paulo. All experimental
procedures were approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the
Biotechnology Center of the Federal University of Paraiba (n° 133/2015) in accordance

with the National Institutes of Health (NIH).

Experimental CHF

CHF was induced by coronary artery ligation, which promotes myocardial
infarction, as previously described by Potapenko et al., (2012). After anesthetized with a
mixture of ketamine and xylazine (50 and 10 mg/kg, i.p.), rats were endotracheally
intubated and mechanically ventilated (Harvard Rodent Ventilator, Harvard Apparatus,
Holliston, MA). A left thoracotomy was performed, the heart was exteriorized and the
left anterior descending coronary artery was ligated between the pulmonary artery
outflow tract and the left atrium with polyester suture. SHAM animals underwent the
same procedure, but the coronary artery was not occluded. After surgery, rats received

Penicillin and streptomycin [(0.1 ml/100 g, i.m.) 1,200,000 1U, Fort Dodge, Campinas,
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SP, Brazil] and analgesic Tramadol chloride [(0.1 mg/100 g, s.c.) John Martin S.R.L.

Ciudad Autonoma de Buenos Aires].

Tail-Cuff Recording

Six weeks after coronary ligation (or SHAM surgery), cardiovascular
hemodynamic values were measured in conscious and resting animals, using
noninvasive tail-cuff plethysmography method (Kent Scientific, CODA - Torrington,
CT, USA) and the blood pressure measurements were conducted following the

manufacturer's protocol.

Transthoracic echocardiography

After six weeks of surgical induction of CHF and immediately after the tail-cuff
recording, transthoracic echocardiography was performed in rats under ketamine and
xylazine (50 and 10 mg/kg, i.p.) anesthesia using VeVo 2100 Ultrasound System
equipment (FUJIFILM Visual Sonics, Toronto, ON, Canada). The left ventricle internal
diameter and the posterior and anterior walls diameters were obtained through the
cardiac cycle from the short-axis, motion-imaging mode. Automatic calculation using

the parameters measured was obtained for ejection fraction and fractional shortening.

The water content of the lung and biometric analysis

The water content of the lung was obtained from wet and dry weights organ, defined by:

%H.O = (wet weight — dry weight / wet weight) x 100. The Body and Heart weight (BW) of
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each animal was determined at the end of the experimental protocol to calculated the cardiac
weight index (Heart/Body Weight), after the hearts were submitted to histological processing
with picrosirius red. Only rats with infarct size close to 40% of the cross-sectional area of the

left ventricle wall were enrolled in the study, as illustrated in figure 1A.

Western Blotting

After transthoracic echocardiography procedures, animals were decapitated and
punches from SFO, PVN, RVLM and NTS areas were obtained through
microdissections of 1200-um (for SFO and PVN) and 900-um (for RVLM and NTS)
coronal sections using a cryostat, according to coordinates from the Paxinos and Watson
(2004) atlas: SFO and PVN (-1 to -2.2mm) caudal to the bregma and RVLM and NTS

(-3.2 to -4.1mm) caudal to the lambda.

The brain punches were processed to quantify the levels of the following total
proteins by Western blot; GFAP (#G9269, Sigma-Aldrich, USA), EAAT2/GLT1
(#WHO0006507M10, Sigma-Aldrich, USA), EAATL1/GLAST (#ab127026, Abcam,
EUA), GS (#G2781, Sigma-Aldrich, USA) and p-actin (#4970, Cell Signaling
Technology, USA). The protein concentration of the supernatant was determined using
the BCA method (Thermo Scientific, Washington, EUA), and 5 pg from RVLM, 10 ug
from SFO or NTS and 20ug from PVN were used. The nonspecific binding was blocked
with 10% bovine serum albumin (BSA) for EAAT1/GLAST and GFAP or with 10%
skim milk for GS and B-actin. Briefly, membranes were incubated overnight with rabbit
anti-GFAP (1:200.000), anti-EAAT2/GLT1 (1:500), anti-EAATL/GLAST (1:5000),
anti-GS (1:200.000), and anti-B-actin (1:40.000) primary antibodies at 4 °C. After

washing, the membranes were incubated with peroxidase-conjugated anti-rabbit
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secondary antibody (1:10000, #7074, Cell Signaling Technology, USA) or with
peroxidase-conjugated anti-goat secondary antibody (1:10000, #C0408, Santa Cruz
Biotechnology, USA) at room temperature. The protein bands were visualized through
chemoluminescence (ECL Plus Kit, AmerSHAM Biosciences, Sweden) techniques. The
areas and intensities of the bands were quantified using imaging software and Chemidoc

XRS system (Bio-Rad).

Statistical analysis

The data were analyzed by T-test in the software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software®, San Diego, CA, USA). Results were reported as means = SEM using and p

values < 0.05 were considered as statistically significant.

Results

Hemodynamic measurements:

Representative echocardiography images are shown in Fig. 1A. Histological
sections used to obtain infarct size are shown in Fig 1B and morphological,
hemodynamic characteristics and cardiac function values are expressed in table I. Our
results showed an increase in body, heart weight, cardiac weight index and % lung H,O
in the CHF rats. The hemodynamic parameters obtained by tail-cuff recording showed
that CHF does not change baseline MAP but decreases HR. Besides, cardiac function
values by echocardiography showed a significant reduction in the ejection fraction

percentage and fractional shortening accompanied by an increase in the internal
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dimension of the left ventricle throughout the cardiac cycle (fig. 1B). These findings are

consistent with the development of cardiac remodeling in ischemic CHF.

Glial cells markers proteins expressions:

Figure 1C-F shows the protein expression of different glial activity markers in
the brainstem and hypothalamus nuclei. Figure 1C shows glial markers expression in
the NTS region. CHF significantly reduced GFAP (46.4 = 10.1 vs. 100 + 10.8%,
p=0.006), GLT1/EAAT2 (57.8 + 12.7 vs. 100 £ 10.3%, p=0.027) and GS (74.1 £ 5.5
vs. 100 = 7.1%, p=0.016) protein expression. However, there were no changes in the
GLAST/EAATL protein expression (108.2 + 8.6 vs. 112.7 + 15.2%) in the NTS of CHF

rats.

Figure 1D shows glial markers activity expression in the RVLM region. Our
results showed a significant reduction in the GFAP (39.4 + 7.9 vs. 100 = 19.1%,
p=0.015), GLT1/EAAT2 (28.8 =+ 14.2 vs. 100 = 27.7%, p=0.045), GLAST/EAAT1
(51.5 + 17.9 vs. 118.9+ 19.1%, p=0.030) and GS (43.6 + 14.7 vs. 117.8 = 19.2%,

p=0.012) in the RVLM from CHR rats.

Figure 1E shows the expression of different glial activity marker proteins in the
SFO region. Our results showed a significant increase in the GFAP (156 £ 21.7 vs. 100
+ 10.7%, p=0.037), but reduction in the GLT1/EAAT2 (37.2 + 16.4 vs. 100 + 18.7%,
p=0.030), GLAST/EAAT1 (47.7 = 8.3 vs. 100 + 13.8%, p=0.013) and GS expression

(66.8 £ 11.6 vs. 100 + 7.7%, p=0.039) were observed in the SFO from CHF rats.

Figure 1F shows the expression of glial activity markers in the PVN region. We can

observe that CHF reduces GFAP expression (62.6 + 8.8 vs. 117.9 £+ 22.4.7%, p=0.035),



Anexo A| 211

but did not change the expression of the others glial markers: GLT1/EAAT?2 (1144 +
16.7 vs. 100 £ 17.8%), GLAST/EAAT1 (115.7 £ 18.3 vs. 100 = 10.9%) or GS (114.7 =

17.3 vs. 100 £ 11%) in CHF rats.

Discussion
Glial glutamate transporter is impaired in CHF rats:

It is known that enhanced glutamatergic activity in cardiovascular nuclei, such
as RVLM, NTS and PVN contributed to sympathetic overactivity in CHF %2’
Supporting that, our molecular data showed a significant decrease in the GLT1 protein
expression in the SFO, NTS and RVLM nuclei from CHF rats. Furthermore, we found a
decrease in GLAST expression in the SFO and the RVLM nuclei. Nevertheless, studies
by Potapenko et al. (2012) found a decrease in the GLT1 protein expression, but an
increase in the GLAST, which was accomplished by a glutamatergic overactivity into
SON plasma membrane fraction from CHF rats. These discrepancies between our
results about GLAST expression could be explained by the differences in the nucleus
analyzed and its functions and/or because in our study we do not separate cytoplasmatic
and membrane fraction to protein analysis, but together, Potapenko et al. (2012) and our
studies suggest that astrocytic glutamatergic clearance are impaired in CHF rats, which
could contribute to a glutamatergic overactivity-induced increase in the sympathetic

nerve activity in cardiovascular diseases.

Ang- Il contributes to sympathetic overactivity in CHF #%*®_ Studies by
Isegawa et al., (2012) suggested that upregulation of the astrocyte AT1 receptors in the

brainstem of the CHF mice, which seem to be involved in the sympathoexcitation and
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the development of LV remodeling in CHF mice. Moreover, in vitro and in vivo studies
have suggested that Ang-Il induced a decrease in the astrocytic glutamate transporters
activity/function, inducing an increase in extracellular glutamate °**%2. Our molecular
findings provide novel evidence showing an impairment in the astrocytic glutamate
transporter expression in the CHF. Future studies are required to better understand the

involvement of Ang-Il and GLT1 and GLAST expression in CHF rats.

Previous studies reported a decrease in the GFAP immunohistochemistry in the
RVLM of the MI-induced HF mice (Isegawa). Our results showed a decrease in the
GFAP in the NTS, RVLM and PVN nucleus from CHF rats, which could suggest a
diminished astrocytic process covering the neuronal surface, and consequently,
dysfunction in the astrocyte modulate glutamine and glutamate cycle, which in turn,
could contribute to increasing synaptic transmission and neurons overactivity in the
cardiovascular nuclei as observed in CHF ¢12221°_ Qur molecular evidence in the brain
of the CHF rats stimulates us to persue further studies aiming to unravel potential
mechanisms involved in the astrocytic dysfunction in the CHF brain stem and
hypothalamus modulating sympathetic nerve overactivity in this chronic cardiovascular

disease.

Glutamine synthetase expression is impaired in CHF rats

Our findings showed that GS protein expression was impaired in the NTS,
RVLM and SFO by CHF, which was accompanied by a decrease in the GLT-1 and
GLAST (in the SFO and RVLM nucleus) expressions. Studies in brainstem slices

demonstrated that stimulation of GLT1/GLAST by a D-aspartate substrate-induced
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astrocytic glutamine release, suggesting that GS activity seems to be astrocytic

glutamate transport-dependent 2"

. Nevertheless, studies in vitro demonstrated that
inhibition of astrocytic GS significantly impaired glutamate uptake, as well as,
glutamine release *"°. Possibly, reduction in the GLT-1 and GLAST expression can
reduce the enzyme-substrate, contributing to downregulation of GS expression %,
Thus, it is possible that reduction in GLT-1 and GLAST expression following by
reduction in the GS expression as observed in the NTS, RVLM and SFO nucleus have
affected the glutamate uptake and recycling, contributing to a glutamatergic

overactivity, as observed in CHF rats (Isegawa et al., 2014; Potapenko et al., 2012).

In conclusion, our study is the first to show that astrocytic GLAST, GLT1 and
GS proteins essential to the glutamine-glutamate cycle are impaired along SFO, NTS
and RVLM nuclei in CHF rats, which could contribute to the enhanced glutamate
functions and consequently, sympathetic overactivity observed in this cardiovascular

pathology.
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TABLE 1| Hemodynamic and morphological data from SHAM and chronic heart

failure (CHF) rats.

Sham CHF P value

(n=6-7) (n=6)
BW (9) 491+ 10 556 + 21* 0.01
HW (mg) 1904 + 70.6 2313 £ 157* 0.02
CWI (mg/g) 3.7%£0.05 4.2 +0.2* 0.04
Infarct size (%LV) - 41+3 <0.0001
% Lung H20 136 £ 8.2 210+ 30.7* 0.04
Ejection fraction (%) 60.4 £ 3.7 41.1+2.3* 0.0009
Fractional shortenning (%) 33.9+2.38 21.5+1.4* 0.001
LVID;s (mm) 55%0.2 8.7 £0.4* 0.0001
LVID;d (mm) 83+0.3 11.2 £ 0.5* 0.001
MAP (mmHg) 1159+6.4 1101+ 74 0.57
HR (beats./min) 491.3+15.4 346.6 + 60* 0.04
Flow (mmHg/min) 141+22 6.9+11* 0.03
Volume (mmHg) 89.8+13.1 48.9 +9.7* 0.03

Data are means + SE. BW: body weight; HW: heart weight; CWI: cardiac
weight index; LVID;s:Left ventricle internal diameter systole; LVID;d:Left
ventricle internal diameter diastole; MAP: mean arterial pressure; HR: heart

rate. * P < 0.05 vs. sham group;
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FIGURE 1| Cardiac fibrosis, Echocardiographic parameters and altered astrocytic
markers expression into NTS, RVLM, SFO and PVN nuclei. A) Histological
sections (picrosirius red, 4 and 20x) through the midwall of the left ventricle: A
noninfarcted ventricle from SHAM (up) and 40% of left ventricle infarction (between
broken lines) from a CHF representative rat [(bottom) Note thinning of the infarcted
wall and the fibrous tissue]. B) Echocardiographic assessment of left ventricular
function: Movement-mode short-axis view in SHAM (up) and CHF (bottom) rats (Note
the dilated left ventricle internal diameter systolic and diastolic - LVID,sds - in CHF
rats). Astrocytic markers expression into: C) NTS (up, left), D) RVLM (up, right), E)
SFO (bottom, left), and F) PVN (bottom, right) areas. GFAP: glial fibrillary acidic
protein; GLT1: glutamate transporter-1; GLAST: Glutamate aspartate transporter; GS:
glutamine synthetase. Values were expressed as means = SEM. *p < 0.05 vs. SHAM
group. One-way ANOVA followed by Student—Newman—Keuls with post hoc
comparisons. AW: anterior wall; PW: posterior wall; LVID,s/d. The sample size (n) is

indicated inside the columns.
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