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Resumo| 



Os Astrócitos modulam a atividade neuronal por meio de diferentes mecanismos, 

incluindo a recaptação de neurotransmissores do meio extracelular. Sabe-se que na hipertensão 

renovascular (HRv) há aumento na liberação do glutamato por neurônios de núcleos bulbares 

envolvidos com a modulação cardiovascular, contribuindo para o aumento da atividade de 

neurônios pré-simpáticos. Entretanto, pouco se sabe sobre a participação dos astrócitos na 

recaptação e conversão do glutamato na região do bulbo de ratos hipertensos. O objetivo deste 

estudo foi analisar a participação dos astrócitos na recaptação e reciclagem do glutamato no 

bulbo e no hipotálamo de ratos com HRv. Para tanto, realizamos o implante de cânula-guia na 

região intracisterna magna (ICM) de ratos normotensos e com HRv (pelo modelo 2 Rins -1 Clipe 

/ 2R1C) para a realização das microinjeções: a) do Inibidor do transportador de glutamato 

astrocítico GLT1 [DHK (1 mM)], b) do inibidor da glutamina sintetase astrocítica [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 após o 

período de estabilização do quadro hipertensivo. Para os estudos in vitro, realizamos, por meio 

da técnica de western blotting, a análise da expressão proteica do citoesqueleto astrocítico - glial 

fibrillary acid protein - (GFAP), dos recaptadores de glutamato (GLT1 e GLAST) e da enzima 

glutamina sintetase (GS) das regiões do órgão subfornicial (SFO), núcleo paraventricular do 

hipotálamo (PVN), bulbo ventrolateral rostral (RVLM), núcleo do trato solitário (NTS) e Córtex. 

Nossos resultados mostraram que a inibição dos transportadores de glutamato astrocíticos com 

o DHK ou a inibição da enzima GS com a L-AAA ICM não promoveu alterações cardiovasculares 

significativas entre os animais dos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Entretanto, a inibição da 

atividade da glia com o FCt ICM promoveu aumento significativo pontual na pressão arterial 

média (PAM) dos animais 2R1C, mas não nos animais SHAM ou 2R1C/LOS. A análise da 

expressão proteica no bulbo mostrou que os animais hipertensos apresentaram redução da 

expressão dos transportadores GLT1 e GLAST no RVLM, bem como redução na expressão de 

GFAP e da GS no NTS e no RVLM. Na região do hipotálamo, observamos redução na 

expressão proteica do transportador GLAST no SFO e aumento na expressão de GFAP no PVN 

dos animais hipertensos. Nossos resultados mostraram que os transportadores de glutamato 

astrocíticos e a GS da superfície bulbar parecem não estar envolvidos com a modulação 

cardiovascular de animais normotensos ou 2R1C. Entretanto, a glia parece estar envolvida com 

a modulação da PAM nesta fisiopatologia. Além disso, nossos estudos in vitro mostraram 

alterações na expressão proteica de diferentes marcadores da atividade astrocítica nos núcleos 

bulbares (NTS e RVLM) e hipotalâmicos (SFO e PVN) de animais 2R1C. Nesse sentido, nossos 

estudos sugerem a participação das células da glia na modulação da pressão arterial na HRv, 

contudo são necessários estudos adicionais, para melhor compreendermos a participação dos 

astrócitos na modulação cardiovascular em ratos hipertensos. 

Palavras-Chave: Astrócitos, Bulbo, Angiotensina II, Hipertensão renovascular.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract| 



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 / EAAT1 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 II, Renovascular hypertension.  
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1 introdução 

O controle da pressão arterial (PA) é complexo e dinâmico, resultado 

de interações entre os sistemas nervoso, cardiovascular, neuroendócrino, renal 

e os metabólitos locais, os quais modulam e corrigem os desvios na PA 1–3. 

Assim, as oscilações da PA refletem as ações combinadas dos diferentes 

mecanismos de feedback (de curto, médio e longo prazo) responsáveis pelo 

seu controle 4. Logo, alterações nos mecanismos de controle da PA podem 

promover mudanças disfuncionais, as quais em longo prazo podem levar ao 

desenvolvimento da hipertensão arterial (HA) 4–6.  

No decorrer das fases do desenvolvimento da HA observam-se 

alterações funcionais e/ou estruturais em órgãos-alvos como o coração, 

sistema nervoso central (SNC), rins, bem como no endotélio vascular antes 

mesmo do estabelecimento da HA 7–9, tornando-se um fator de risco para 

doenças cardiovasculares e comorbidades 10. 

Em estudos experimentais foi observado que o desenvolvimento da HA 

está associado ao aumento da atividade simpática em vários modelos 

experimentais, tais como em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 

transgênicos para o gene da renina (TGR mRen2), geneticamente sensíveis à 

ingestão de sódio (Dahl), uninefrectomizados tratados cronicamente com 

acetato de desoxicorticosterona (DOCA) e NaCl (DOCA-Sal) e em ratos com 

hipertensão renovascular (HRv)11–15. Dentre os mecanismos que 

desencadeiam e/ou mantém a hiperatividade simpática, destacam-se os 

mecanismos angiotensinérgicos 16, os quais são ativados pelo aumento da 

sensibilidade à Ang-II no SNC – caracterizada principalmente pelo aumento da 
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expressão e função dos receptores AT1 - especialmente no modelo de HRv 16–

20. 

 

1.1 Hipertensão renovascular (HRv): contexto histórico e fases 

temporais 

Os estudos pioneiros de Tigerstedt & Bergman 21 mostraram que a 

injeção de extratos de rins na veia jugular promoveu aumento da PA em 

coelhos, sugerindo que os rins produziriam uma secreção 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 hipertensão arterial. Em 1934, Harry Goldblatt e seu grupo 

desenvolveram uma técnica que limitava o fluxo sanguíneo renal pela inserção 

de um clipe de prata em cães (o que tornou a técnica conhecida como 2-Rins-

1Clipe/2R1C), produzindo isquemia renal e elevação persistente na pressão 

arterial sistólica (PAS) 22,23. 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 hipertensão renovascular (HRv). Inicialmente, um grupo de 

pesquisadores argentinos liderados por Eduardo Braun-Menendez mostrou que 

a renina atuava em um substrato específico, uma α-globulina circulante 

produzida pelo fígado, o qual chamaram ―hipertensinogênio‖ em razão deste 

liberar ―hipertensina‖ como produto final 24,25. Na sequência, 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 

um potente vasoativo por eles denominado ―angiotonina‖ 26,27. Na época 
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acreditava-se que a hipertensina ou angiotonina, existia em duas formas (I e II), 

mas os estudos de Skeggs 28 demonstraram que apenas a forma II era 

responsável por tal efeito vasoconstrictor. Adicionalmente, os autores ainda 

mostraram que a forma I consistia em um decapeptídeo [Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-

His-Pro-Phe-His-Leu] que precisava ser convertido por uma enzima, por eles 

denominada ―enzima conversora de hipertensina I‖, para a forma II, o 

octapectídeo ativo [Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe]. Nos anos seguintes, os 

dois grupos – liderados por Eduardo Braun-Menendez e Irvine Page - 

decidiram unificar as nomenclaturas em: “Angiotensinogênio” para o substrato 

da renina, “Angiotensina I” para a forma inativa, “Angiotensina II” para a forma 

vasoconstritora e “Enzima conversora de angiotensina I” – ECA1, sendo estes 

componentes a base dos estudos para o sistema renina-angiotensina (SRA)29.  

Posteriormente, outros estudos mostraram que a renina é liberada por 

células justaglomerulares da arteríola aferente glomerular, não apenas em 

situações de hipotensão e hipovolemia, mas também frente à queda na 

concentração de Na+, em situações de hiposmolalidade 30–32. Uma vez liberada 

na circulação periférica, a renina cliva o angiotensinogênio em Ang-I, a qual é 

novamente clivada pela ECA1 – presente sobretudo no endotélio pulmonar - 

para formar elevados níveis de Ang-II no plasma, os quais exercem efeitos 

sobre artérias, órgãos periféricos e SNC 25,28.  

Ainda em relação à hipertensão de Godblatt (2-Rins-1Clipe/2R1C), 

experimentalmente observa-se que há três fases temporais pelas quais 

passam os animais com HRv 33 (Figura I). Na primeira fase (4 primeiras 

semanas), há um aumento nos níveis de renina e Ang-II plasmáticas que 

podem ser revertidas com o tratamento de fármacos inibidores da ECA. Na 
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segunda fase (5-8 semanas), há um aumento da retenção de sal e 

sensibilidade à Angiotensina II, podendo a pressão permanecer estável ou 

continuar se elevando em resposta à sensibilidade angiotensinérgica. Na 

terceira fase (9 semanas ou mais), a pressão remanescente permanece alta, 

enquanto os níveis de Ang II e de renina se estabilizam. Tanto o tratamento 

com inibidores da ECA, como a remoção do clipe na fase III pode diminuir a 

condição hipertensiva remanescente não retornando à condição normotensa 

inicial.  

 

 

Figura I Condução esquemática mostrando as fases de desenvolvimento da HRv 

(Hipertensão de Goldblatt) experimental ou clínica (Adaptado de MARTINEZ-MALDONADO, 

1991). 

 

As alterações morfoanatômicas e funcionais que ocorrem no decorrer 

das fases levam a um desbalanço simpato-humoral e hidroeletrolítico que 

culminam no desenvolvimento e no estabelecimento da HRv 1,18,33.  
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Os ratos recuperam-se bem da cirurgia 2R1C e desenvolvem a HRv 

mais facilmente que os cães 34. Além disso, estudos prévios do nosso 

laboratório observaram que os ratos não apenas tem um quadro hipertensivo 

estável aliado à simpatoexcitação, como também respondem bem aos 

tratamentos com fármacos anti-hipertensivos durante a fase II 35,36 (Figura I).  

 

1.2 Vias angiotensinérgicas centrais  

A microvasculatura do sistema nervoso central (SNC) é protegida por 

uma estrutura altamente seletiva: a barreira hematoencefálica (BHE), a qual é 

composta, entre outros componentes, por células endoteliais que expressam 

tight junctions, proteínas de junções apertadas que inviabilizam a passagem de 

moléculas entre as células do endotélio (transporte paracelular) - além dos 

astrócitos, pericitos e microglia, os quais formam uma unidade neurovascular 

37. Há um consenso de que a estrutura química, o caráter lipofóbico, a carga 

negativa e o tamanho molecular não permitem a passagem da Ang-II, em 

baixos níveis, pela BHE 38,39. A hipótese mais aceita é a que atue em núcleos 

onde a BHE é mais permeável, denominados órgãos circunventriculares 

(OCV’s). A estrutura da BHE dos OCV’s permite que o parênquima neural 

tenha contato direto com íons, hormônios e outras substâncias da circulação 

periférica, como a Ang-II 40–42.  

Entre os OCV’s, o órgão subfornicial (SFO) se destaca por possuir 

astrócitos, neurônios e células da microglia que expressam grande quantidade 

de receptores AT1 (AT1R) para a Ang-II42,43. Além de ter conexões diretas com 

os neurônios pré-simpáticos parvocelulares do núcleo paraventricular do 

hipotálamo (PVN) e conexões indiretas aos neurônios pré-simpáticos do bulbo 
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ventrolateral rostral (RVLM), ambos envolvidos com o controle da atividade 

simpática cardiovascular 41,44,45.  

Na região bulbar, a Área postrema (AP), outro OCV, se destaca por 

possuir uma grande quantidade de receptores AT1, além de possuir conexões 

diretas recíprocas com outros núcleos cardiovasculares no bulbo, tais como o 

núcleo do trato solitário (NTS) 46,47 e o RVLM 48,49. O NTS é um núcleo 

altamente heterogêneo com diferentes regiões funcionais, das quais se 

destacam as porções intermediária (NTSi; ao nível da AP) e caudal (NTSc; 

localizada caudal ao calamus scriptorius) que mantêm conexões diretas e/ou 

indiretas com neurônios simpatoexcitatórios do RVLM e do PVN modulando-os 

tonicamente através de nervos  sensoriais periféricos 50–53.  

A Ang-II plasmática atuando no SNC pode: i) ativar os neurônios do 

SFO que se projetam aos neurônios pré-simpáticos do PVN, os quais 

estimulam diretamente à medula intermédio lateral (IML) ou os neurônios pré-

simpáticos do RVLM 41,45,54–56, ou/e ii) ativar os neurônios da AP, os quais se 

projetam aos neurônios do NTS, aos neurônios pré-simpáticos do PVN ou do 

RVLM 46–49,57.  

O eixo SFO-PVN-RVLM é visto como a principal via utilizada pela Ang-

II para aumentar o tônus simpático e, consequentemente, promover a elevação 

da pressão arterial 44,58,59. Interessantemente, a Ang-II periférica atuando no 

SNC, estimula a produção de novo de Ang-II pelos neurônios do SFO com 

projeções aos neurônios pré-simpáticos do PVN 41,55. Isso se deve à atuação 

de um sistema renina angiotensina (SRA) central, uma vez que observamos a 

expressão: i) de angiotensinogênio principalmente em astrócitos do SNC 60, ii) 

de renina em neurônios e astrócitos 61, iii) do receptor de pró-renina (PRR) em 
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neurônios 62 e células da microglia 63, e iv) da ECA em neurônios 64 e células 

endoteliais 65.  

Estudos moleculares mostraram que o PVN possui significativa 

expressão de RNAm para AT1R 66, sendo os neurônios, em sua maior parte 

(aproximadamente 90%), responsivos à aplicação direta de Ang-II com 

aumento das correntes de influxo e despolarização, as quais são reduzidas 

pela prévia inibição do receptor AT1 45. Estudos de Chen & Pan 67, mostraram 

que a infusão crônica subcutânea de Ang-II (por 4 semanas) promoveu 

aumento na concentração de glutamato e redução na concentração de GABA 

no PVN de ratos. Outros estudos, utilizando a técnica de registros 

eletrofisiológicos, mostraram que a aplicação de Ang-II em slices do hipotálamo 

de ratos promove aumento significativo nas correntes glutamatérgicas de 

neurônios pré-simpáticos do PVN com projeções ao RVLM 68,69, bem como 

redução das correntes gabaérgicas 70. Em conjunto, estes estudos demonstram 

que a Ang-II central estimula as projeções excitatórias dos neurônios pré-

simpáticos do PVN, promovendo simpatoxcitação e aumento da PA.  

Há diferentes estudos sugerindo que o SRA central está superativado 

na HRv 71,72. Isto porque animais com esta fisiopatologia apresentam aumento 

da produção central de Ang-II e da expressão dos receptores AT1 em 

neurônios pré-simpáticos do PVN e do RVLM 17,59,72, além de apresentarem 

também redução da PAM frente “knockout” gênico do angiotensinogênio central 

71. Estudos de Nunes & Braga 58 observaram que a infusão crônica subcutânea  

de Ang-II (por 14 dias) promoveu aumento na pressão arterial média (PAM), 

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

redução no SFO. Adicionalmente, Zubcevic et al., 44 mostraram que mesmo 
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uma única injeção intraperitoneal em bolus de Ang-II – 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-II periférica sobre os núcleos cardiovasculares não parece ser 

unicamente por meio do eixo SFO-PVN-RVLM, uma vez que outros estudos  in 

vitro mostraram que a Ang-II periférica reduz a resistência elétrica e aumenta a 

permeabilidade transcelular - permitindo a passagem de grandes proteínas 

como a albumina iodo-marcada - em células endoteliais isoladas da BHE de 

cérebro de camundongos 73. Outros estudos mais recentes mostraram que em 

modelos de hipertensão há, de fato, aumento da permeabilidade da BHE, 

sugerindo que, em altos níveis, a ang-II se torne capaz de facilitar a passagem 

de proteínas maiores pela barreira 74–76. Nesse sentido, estudos de Fan et al., 

75 observaram redução na expressão das principais proteínas tight junctions - 

ZO-1 e ocludina - na BHE do diencéfalo de ratos com hipertensão 

renalvascular (modelo 2R2C). Em adição, estudos de Biancardi et al., 74 

observaram aumento da marcação fluorescente de traçadores de 

extravasamento, FITC e Rho no PVN, NTS e RVLM de ratos com HRv, 

sugerindo aumento da permeabilidade da BHE nessa condição. Ao passo que 

Yao & May 77 mostraram que a injeção intracarotídea (ic.) de Ang-II promove 

aumento da ativação dos neurônios C1 catecolaminérgicos do RVLM, a qual é 

potencializada quando a permeabilidade da BHE é previamente aumentada 

pela injeção ic. de Manitol hiperosmótico. Adicionalmente, os autores 

observaram que a injeção prévia de losartana ic., mesmo com a BHE já 

prejudicada, é capaz de inibir significantemente a ativação neuronal induzida 

pela Ang-II. Esses estudos em conjunto confirmam que na hipertensão há um 
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aumento da permeabilidade da BHE, permitindo que peptídeos, tais como a 

Ang-II periférica, tenham acesso direto à neurônios localizados em importantes 

núcleos envolvidos com a modulação cardiovascular, como o NTS, o RVLM e o 

PVN 73–77.  

 

1.3 Ang-II e mecanismos glutamatérgicos 

Sabe-se que a atividade dos neurônios pré- e pós-sinápticos é 

resultado da interação entre as funções dos neurotransmissores excitatórios e 

inibitórios, tais como o glutamato e o GABA respectivamente. Há evidências 

funcionais mostrando que na hipertensão há a prevalência da função 

excitatória glutamatérgica no PVN e no RVLM 17,59, uma vez que foi observado 

em animais com HRv, bem como em animais com hipertensão induzida por 

infusão subcutânea crônica de Ang-II, uma redução significativa na PAM basal 

após as microinjeções de inibidores dos receptores de glutamato nos núcleos 

do PVN ou do RVLM 17,59,78. Além disso, outros trabalhos mostraram que há 

uma redução significativa na PAM basal dos animais após a microinjeção de 

muscimol (um agonista GABA) intracebroventricular (icv) ou no PVN de animais 

com HRv ou Hipertensos por Ang-II 79–81. Em conjunto, esses estudos 

demonstram que há, na hipertensão, um aumento da atividade glutamatérgica 

em neurônios do PVN e do RVLM, bem como uma redução das sinapses 

inibitórias gabaérgicas no PVN, podendo esse desequilíbrio ser induzido por 

um aumento na Ang-II periférica.  
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Figura II |Na hipertensão, a super ativação do SRA periférico resulta em aumento na 

concentração da Ang-II plasmática (1), a qual promove ativação de núcleos centrais 

desprovidos de BHE envolvidos com a modulação cardiovascular, tais como o SFO (2). Nessa 

condição, há um aumento na permeabilidade da BHE, permitindo que a ANG-II plasmática 

ative neurônios hipotalâmicos (PVN) e bulbares (RVLM e NTS) envolvidos com a modulação e 

da atividade simpática e cardiovascular (3) 
74,76

. Ang-II: Angiotensina II, ECA: Enzima 

conversora de Ang-II, ROS: Espécies reativas de oxigênio, SFO: Órgão subfornicial, PVN: 

Núcleo paraventricular, NTS: Núcleo do trato solitário, RVLM: Bullbo ventral rostrolateral, BHE: 

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

 

 

Outros estudos in vitro confirmam que a Ang-II aumenta a frequência 

de disparo dos neurônios do PVN com projeções ao RVLM, bem como 

promove um aumento na atividade simpática renal, as quais são abolidas pelo 

antagonismo dos receptores de glutamato no PVN 69. Não obstante, estudos 

recentes in vivo mostraram que a microdiálise de Ang-II no RVLM resulta em 

um aumento significativo na liberação local de glutamato, sendo essa resposta 

abolida após perfusão prévia do antagonista do receptor AT1 82. Estes estudos 
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demostram que a Ang-II, de fato, exerce um papel estimulatório sobre as 

sinapses glutamatérgicas no PVN e no RVLM de ratos 69,82 (Fig II). 

 

 

1.3.1 Mecanismos glutamatérgicos astrogliais  

Os astrócitos são células da macroglia, assim como os 

oligodentrócitos, microglias, tanicitos e células ependimárias83. Possuem 

múltiplas funções amplamente discutidas por excelentes revisões incluindo: i) o 

desenvolvimento das sinapses84, ii) a definição da arquitetura funcional do 

SNC85, iii) a formação e manutenção da barreira hematoencefálica86,87, iv) o 

suporte metabólico neuronal, através da síntese e liberação de lactato88, v) a 

manutenção do meio iônico extracelular (pela recaptação de íons K+ do meio 

extracelular)89, e v) a modulação da transmissão sináptica pela recaptação e 

conversão de neurotransmissores, especialmente de glutamato e GABA90. A 

recaptação do glutamato do meio extracelular é um importante mecanismo 

modulatório da atividade neural, uma vez que esse é o neurotransmissor 

excitatório mais abundante no SNC 90. Esta recaptação é mediada por 

transportadores de glutamato da família SLC1 presentes na membrana celular 

e representados por cinco subtipos de EAAT’s (transportadores de 

aminoácidos excitatórios) - EAAT1 / SLC1A3, EAAT2 / SLC1A2, EAAT3 / 

SLC1A1, EAAT4 / SLC1A6 e EAAT5 / SLC1A7, os quais promovem o 

transporte do glutamato em um cotransporte com 3Na+ e H+ e contra-transporte 

com o K+ 91. Os astrócitos 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 92. Os transportadores astrocíticos GLT1/EAAT2 e 

GLAST/EAAT1 são os principais responsáveis pelo clearence de glutamato do 

meio extracelular 93,94. Acredita-se que do total de glutamato liberado pelos 

neurônios pré-sinápticos, apenas 20% ativam os neurônios pós-sinápticos, 

enquanto 80% são recaptados pelos transportadores astróciticos GLT1/EAAT2 

e GLAST/EAAT1 90. Estudos com mapeamento genético mostraram que os 

genes que codificam os transportadores de glutamato astrocíticos (SLC1a3 e 

SLC1a2) são os mais expressos na região do bulbo de ratos 95. Estudos 

adicionais ainda mostraram que o GLAST e GLT1 já foram encontrados no 

NTS 96 e na porção ventral do bulbo de ratos 97. Estudos funcionais de Mattot et 

al., 98,99 mostraram que a microinjeção dos inibidores dos EAAT’s (TBOA ou 

DHK) no NTS aumenta a despolarização neuronal e promove redução da PAM 

em ratos anestesiados. Mas em relação à porção ventral do bulbo, não há até o 

momento, estudos funcionais que tenham avaliado o papel da recaptação pelos 

EAAT’s astrocíticos no RVLM. O glutamato recaptado pelos EAAT’s 

astrocíticos é convertido em glutamina (Gln) pela Glutamina Sintetase (GS) por 

meio da adição de um grupamento de amônia (NH3) à molécula de glutamato 

100. A Gln produzida é liberada por astrócitos através do transportador de 

glutamina SN1/SNAT3 e captada por neurônios próximos pelo transportador de 

glutamina SNAT1, ambos acoplados ao transporte de Na+101. Uma vez que a 

Gln é captada pelos neurônios, é convertida novamente em glutamato pela 

Glutaminase 101 (Fig III). 
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Figura III: Participação dos astrócitos e da Ang-II na modulação das sinapses glutamatérgicas. 

Nas terminações pré-sinápticas (em azul), a glutaminase converte a glutamina em glutamato, o 

qual é armazenado em vesículas para ser liberado na fenda sináptica. Na região da fenda 

sináptica o glutamato atua em receptores glutamatérgicos ionotrótricos e metabotrópicos dos 

neurônios pós-sinápticos (em vermelho). Os astrócitos próximos às sinapses (em amarelo) 

previnem a superativação neural pela ativação adicional dos receptores extrasinápticos de 

glutamato através da: a) recaptação do glutamato extrasináptico feito pelos EAAT’s – GLT1 e 

GLAST, b) conversão do glutamato em glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS), e c) 

redução da comunicação neuronal para difusão de neutrotransmissores através da 

polimerização do citoesqueleto astrocítico (GFAP). A Ang-II prejudica a recaptação de 

glutamato pelos astrócitos aumentando assim a disponibilidade do glutamato no espaço 

extracelular e consequente aumento da excitabilidade do neurônio pós-sináptico 
17,69,82

. Fonte: 

Autor. 

 

 

Há diferentes estudos sugerindo que a recaptação do glutamato 

extracelular pelos astrócitos está envolvida nas respostas cardiovasculares 
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induzidas pela Ang-II no SNC 69,102. Nesse sentido, estudos de Stern et al., 69 

observaram que a prévia microinjeção de um bloqueador dos transportadores 

de glutamato astrocíticos (DHK) atenua a reposta simpatoexcitatória e pressora 

induzidas pela Ang-II no PVN de ratos anestesiados. Os protocolos adicionais 

deste trabalho, com registro eletrofisiológico dos neurônios pré-simpáticos do 

PVN, mostraram que na presença do DHK, a Ang-II não foi capaz de promover 

aumento nas correntes excitatórias nos neurônios PVN-RVLM, sugerindo que 

tanto os efeitos excitatórios sobre os neurônios pré-simpáticos (PVN-RVLM), 

quanto as respostas cardiovasculares são mediados indiretamente pela 

inibição dos mecanismos glutamatérgicos astrocíticos, ou seja, pela inibição da 

captação de glutamato pelo GLT1 astrocítico. Estes achados ainda foram 

confirmados por análises adicionais, as quais mostraram que a Ang-II inibe as 

correntes de entrada glutamatérgicas em astrócitos próximos às sinapses de 

neurônios pré-simpáticos do PVN–RVLM via inibição do transportador GLT1 69. 

Os resultados de Stern et al., 69 foram posteriormente corroborados pelos 

estudos in vitro do nosso grupo, os quais mostraram que a Ang-II, de fato, 

promove redução na recaptação de análogos de glutamato em cultura primária 

de astrócitos do hipotálamo 102.  

Outro mecanismo importante de modulação da transmissão sináptica 

pelos astrócitos é a regulação dinâmica de filamentos intermediários do 

citoesqueleto astrocítico Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP)103. O GFAP 

normalmente encontra-se polarizado formando uma rede insolúvel junto a 

outras proteínas com a vimentina e a desmina (formando um filamento 

intermediário do tipo III) (para revisão consultar INAGAKI et al., 1994). O GFAP 

é regulado dinamicamente pela fosforilação-defosforilação induzida por 
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diversos fatores como pH 105, cátions divalentes como Ca2+ e Mg2+ 105,106, 

temperatura 106, proteínas e aminoácidos 107,108, hormônios 109,110 e citocinas 

111,112, os quais modificam a estrutura do GFAP promovendo a expansão ou 

retração dos prolongamentos astrocíticos e alterando sua cobertura sobre os 

terminais pré e pós-sinápticos neuronais 113,114(Fig III). Estudos de Theodosis et 

al., 115 observaram que a expansão dos prolongamentos astrocíticos atua como 

barreira física dinâmica limitando a difusão de neurotransmissores no meio 

extracelular do núcleo supra-óptico de ratas virgens. Em adição, estudos de 

Wang e Hatton 116 mostraram que a polimerização e depolimerização do GFAP 

são processos dinâmicos que promovem o prolongamento/retração dos 

processos astrocíticos sobre a superfície neuronal. Assim, a distensão ou 

retração dos processos astrocíticos pode alterar o contato sináptico e limitar a 

difusão dos neurotransmissores entre as terminações neuronais.  

 

1.4 Interação entre astrócitos e a Ang-II na modulação da pressão 

arterial e atividade simpática 

Há diferentes estudos sugerindo que os astrócitos hipotalâmicos e 

bulbares participam da modulação da pressão arterial e da atividade simpática 

69,98,99,102,117–126. Recentemente nós observamos que a microinjeção icv de um 

inibidor reversível da atividade da glia, o fluorocitrato (FCt), promove aumento 

da PAM em ratos normotensos não anestesiados, sugerindo que as células 

astrogliais do hipotálamo participam da modulação da pressão arterial basal 102. 

No entanto, há poucos estudos avaliando a interação astrócito-neurônio em 

distúrbios cardiovasculares, especialmente em animais não anestesiados 

122,125.  
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Nesse sentido, nosso grupo tem se dedicado a melhor compreender a 

função dos astrócitos hipotalâmicos e bulbares – dispostos sobre a via SFO-

PVN-RVLM e NTS - na gênese e manutenção da hipertensão. Especialmente 

no contexto da HRv, em que a Ang-II circulante promove um aumento da 

atividade dos neurônios glutamatérgicos do PVN com projeções aos neurônios 

pré-simpáticos do RVLM 17,59.  

Há vários estudos mostrando que a disfunção da glia, especialmente a 

astrocítica, está presente em diferentes fisiopatologias cardiovasculares 

122,123,125,127–130. Em animais com insuficiência cardíaca, por exemplo, sabe-se 

que a atividade funcional astrocítica está alterada, contribuindo para o aumento 

da atividade simpática e o remodelamento ventricular pós-infarto 123,125. 

Entretanto, em animais hipertensos pouco se sabe sobre a atividade funcional 

astrocítica, especialmente em núcleos de modulação cardiovascular.   

Estudos de Diaz et al., 131, observaram aumento na ativação 

astrocítica, mediada pelo cálcio [Ca2+], em slices cerebrais de camundongos 

após o estabelecimento da hipertensão induzida pela infusão crônica de Ang-II. 

Outros estudos mostraram que a ativação das proteínas ERK1/2 e MAPKs p38 

pela Ang-II é maior em astrócitos derivados do bulbo de animais 

espontaneamente hipertensos (SHR) que em astrócitos derivados de ratos 

normotensos132. Em conjunto, esses estudos sugerem que a Ang-II altera a 

função/ativação de astrócitos na região bulbar, inclusive durante o 

desenvolvimento da hipertensão.  

Este estudo será o primeiro a investigar as alterações cardiovasculares 

e moleculares associadas aos mecanismos astrocíticos de captação e 

conversão de glutamato na região do bulbo de animais hipertensos e sem o 
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efeito anestésico. Adicionalmente, também será o primeiro a investigar as 

alterações moleculares astrocíticas no hipotálamo de animais hipertensos.    

 Nesse contexto, a hipótese do nosso estudo é que na HRv há redução 

na atividade/expressão dos transportadores de glutamato astrocíticos em 

núcleos bulbares e hipotalâmicos, o que poderia promover um aumento na 

biodisponibilidade do glutamato no espaço extracelular contribuindo para o 

aumento da simpatoexcitação e da pressão arterial nessa fisiopatologia. Para 

avaliar esta hipótese, nós realizamos abordagens in vivo e in vitro. Na 

abordagem in vivo nós realizamos microinjeção intracisterna magna (ICM): i) de 

um inibidor do GLT1 para analisar a função de recaptação de glutamato 

mediada por esse transportador, ii) de um inibidor da GS para analisar a função 

de conversão do glutamato-glutamina e iii) de uma gliotoxina para analisar a 

função glial em ratos normotensos, 2R1C e 2R1C/ LOS (tratados com 

Losartanaa).  

Na abordagem in vitro, nós analisamos a expressão proteica dos 

marcadores da atividade astrocítica glutamatérgica – GFAP, GLT1, GLAST e 

GS – nos núcleos bulbares do NTS e RVLM e hipotalâmicos do SFO e PVN de 

ratos normotensos e 2R1C. 
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a participação dos mecanismos glutamatérgicos astrogliais do 

bulbo e hipotálamo na modulação cardiovascular em ratos com hipertensão 

renovascular (modelo 2R1C).  

 

2.2 Objetivos específicos 

Na abordagem in vivo: 

Avaliar sobre as variáveis cardiovasculares basais de ratos SHAM, 

2R1C e 2R1C tratados com Losartana o efeito da microinjeção ICM: 

- do inibidor do transportador astrocítico de glutamato GLT1; 

- do inibidor da enzima astrocítica GS;  

- do inibidor reversível da atividade da glia. 

 

Na abordagem in vitro: 

Avaliar nos núcleos cardiovasculares hipotalâmicos (SFO e PVN) e 

bulbares (NTS e RVLM) de ratos SHAM e 2R1C a expressão proteica: 

- do filamento astrocítico glial fibrillary acid (GFAP); 

- dos transportadores de glutamato astrocíticos (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 Paraíba. 

Imediatamente após a retirada do biotério, os animais foram levados ao 

Laboratório de Controle da Neural da Circulação e Hipertensão arterial 

(LACONCHA), regularmente credenciado pelo CEUA/UFPB, onde passaram 

por indução à 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 ração padrão (Purina, Brasil) e água ad 

libitum. Os procedimentos com animais, bem como os protocolos experimentais 

deste estudo, foram previamente aprovados pela Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal da Paraíba pelos seguintes números de 

protocolo: 139_2017 e 8025180618 (os quais encontram-se no apêndice A) . 

 

3.2 Cirurgia 2 Rins 1 Clipe (2R1C) para a indução da HRv: 

Os animais foram pesados e seguiram para a cirurgia de indução da 

hipertensão renovascular conforme descrito em estudos anteriores de nosso 

laboratório 35,36,133. Os animais foram anestesiados com uma mistura 

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 Autónoma de Buenos Aires] e somente após a ausência de reflexos 

dos membros inferiores foi iniciada a cirurgia. Realizamos uma incisão 

retroperitoneal abaixo do apêndice xifoide para a visualização e identificação 

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 

sanguíneo renal. Após 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 cirúrgico (SHAM), exceto o clipe inserido na artéria renal 

direita. Logo após, doses profiláticas (intramusculares) de penicilina e 

estreptomicina [(0,1 ml / 100 g) 1.200.000 UI, 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 recuperação da anestesia.  

 

3.3 Pletismografia de cauda: 

Seis semanas após a cirurgia de indução da HRv (2R1C), foi realizada 

a medida indireta da pressão 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, os animais foram previamente adaptados por dois dias consecutivos aos 

contensores cilíndricos de acrílico em uma plataforma pré-aquecida por 5 

minutos em uma sala livre de ruídos. O manguito de borracha encaixado na 

cauda foi manejado à sua região proximal e ligada ao esfigmomanômetro para 

insuflar e desinsuflar automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 

30 segundos. Próximo ao manguito, um transdutor de pulso cilíndrico (sensor) 

conectado ao amplificador e conversor analógico digital (Kent Scientific, CODA 

- Torrington, CT, EUA ou Insight Equipamentos - Vila Amelia, Ribeirão Preto - 

SP) obteve 10 medidas, no mínimo, da pressão arterial sistólica dos animais 

em 2 sessões/dias consecutivos. Sendo a média dessas sessões calculadas 
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para obtenção 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): 

Após o período de estabelecimento do quadro hipertensivo realizamos 

a estereotaxia para a introdução de uma cânula-guia na região ICM com auxílio 

de uma estereotáxico para roedores (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA), 

utilizando uma adaptação da técnica descrita por Michelini & Bonagamba 134. 

Cânulas guias de aço inoxidável (14 mm de comprimento) foram 

confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (22G) e fixadas no suporte da 

torre do estereotáxico. Após a anestesia com a mistura de cloridrato de 

cetamina 10% e xilazina 2% (75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e ausência 

de reflexos, os animais foram depilados na região dorsal da cabeça e 

posicionados no aparelho de estereotáxico. Nos músculos do couro cabeludo e 

nuca foram injetados com 0,2 ml de lidostesina (lidocaína a 3% e noradrenalina 

1: 50.000) para reduzir o sangramento. 

Foi realizada incisão longitudinal na pele, tecido conjuntivo subjacente 

e periósteo para limpeza da superfície do crânio e identificação das suturas do 

bregma e lambda. A barra do incisivo foi ajustada para a posição plana do 

crânio e os músculos da região da nuca foram retraídos do osso occipital por 

dissecção para permitir a colocação e fixação da cânula guia vertical na direção 

da cisterna magna. Logo após, foram fixados 2 furos nos ossos parietais com 

auxílio de uma broca odontológica, lateralmente à linha média, para a 

colocação de parafusos de relógio usados para ancorar o capacete feito com 

acrílico dental. Em seguida, foi realizada uma pequena craniotomia no limite do 
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interparietal para inserção da cânula guia em direção da cisterna magna 

usando coordenadas estereotáxicas do atlas de Paxinos e Watson 135, em 

relação ao bregma (AP: -14,5 mm; L: ± 0,0 mm, DV: -7,9 mm). Logo após, 

doses profiláticas (intramusculares) de penicilina e estreptomicina [(0,1 ml / 100 

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

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

 

 

Figura IV| Ilustração de um corte sagital do cérebro de um rato, 

evidenciando a localização anatômica no espaço da região da cisterna 

magna na região bulbar, em detalhe a coordenada DV (- 14,5mm) a 

partir do Bregma utilizada para a introdução da cânula-guia. 4V- 4º 

ventrículo; NTS- núcleo do trato solitário, RVLM- bulbo ventrolateral 

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

 

A Cisterna Magna é uma região de tráfego do líquido cefalorraquidiano 

e está 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 área bulbar 136,137, uma vez que a 

microinjeção nesta região banha amplamente as porções dorsal, lateral e 

ventral do Bulbo. 
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3.5 Diluição e microinjeções de fármacos ICM:  

O Dihidrokainato [DHK (TOCRIS; #183102)] foi preparado de acordo 

com o estudo de Stern et al., 69. Foi diluído em solução salina estéril (NaCl 0,15 

M) até a concentração de 1 mM e o pH ajustado para 7,4 com bicarbonato de 

sódio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). 

O Ácido L-α-aminoadipico [L-AAA (Sigma-Aldrich; #BCBS7518V)] foi 

preparado de acordo com o estudo de Liu et al., 138. Foi diluído em solução de 

salina estéril (NaCl 0,15 M) até a concentração de 2 mM e o pH ajustado para 

7,4 com bicarbonato de sódio (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). 

O Fluorocitrato [FCt (Sigma-Aldrich; # F9634)] foi preparado de acordo 

com o estudo de Costa et al., 124 e Paulsen et al., 139. Resumidamente, 2 mg de 

fluorocitrato de bário foram dissolvidos em 10 µL de HCl 1M até formar uma 

solução homogênea e 0,1 mM de Na2SO4 foi adicionado gota a gota para 

precipitar os íons Ba++. A seguir, foi adicionado 20 µl de Na2HPO4 à 0,1 M e a 

solução foi centrifugada a 3000 rpm por 10min. O sobrenadante foi isolado e 

diluído em solução de salina estéril (NaCl 0,15 M) até a concentração final de 

0,2 mM. Logo após, o pH foi ajustado para 7,4 com bicarbonato de sódio 

(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). 

 No momento do protocolo experimental, uma agulha (0,2 mm) 

conectada a uma microseringa de Hamington (50 µl) foi introduzida na cânula 

guia do animal para microinjeção dos inibidores durante o registro 

cardiovascular. Os fármacos foram microinjetados na região da cisterna magna 

(ICM) em um volume fixo de 5 µl. 

 

3.6 Cateterização da artéria femoral: 
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Após o procedimento da estereotaxia, os animais tiveram 5 (cinco) dias 

de reabilitação pós-cirúrgica. Um dia antes dos experimentos fizemos, nos 

animais da abordagem in vivo, a cateterização da artéria para a obtenção 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 polietileno PE-50 de aproximadamente 18 cm. Antes de 

iniciarmos a cateterização, preenchemos o cateter com solução fisiológica 

[salina (0,9%)] e obstruímos com pino de metal a extremidade livre do PE-50.  

Após a anestesia com a mistura de cloridrato de cetamina 10% e 

xilazina 2% (75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e somente após a ausência 

de reflexos dos membros inferiores e da córnea foi iniciada a cirurgia, 

realizamos uma pequena incisão na região femoral, em seguida, separando a 

musculatura, localizamos o feixe vasculo-nervoso femoral. A Artéria femoral foi 

dissecada e isolada para posterior inserção e fixação do cateter. A extremidade 

livre do cateter foi dirigida subcutaneamente com o auxílio de um trocater para 

a cintura escapular, onde foi cuidadosamente exteriorizado e fixado com linha 

de sutura fina. Logo após, foi administrado o analgésico Flunixin [(Banamine 

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

 

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

No dia seguinte à canulação da artéria femoral, a cânula foi 

heparinizada e em seguida conectada a um transdutor de pressão (MLT 0380, 

AD-Instruments, NSW, Austrália). O sinal foi então transferido para um 

amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, NSW, Austrália) e deste 

para o computador no qual se encontra instalado o software ―Power Lab‖ 



52 

 

   

Materiais & Métodos | 

(Power Lab, AD-Instruments, NSW, Australia) para aquisição e análise dos 

sinais. Sendo assim, a pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg) foi medida 

diretamente da aorta abdominal dos animais não anestesiados, enquanto a 

pressão arterial média (PAM, mmHg) e a frequência cardíaca (FC, bpm) foram 

derivadas por meio de um biotacômetro digital acionado a partir dos pulsos de 

pressão arterial. 

 

3.8 Análise dos parâmetros cardiovasculares: 

Os parâmetros cardiovasculares foram analisados por meio do módulo 

Blood Pressure para o LabChart 8. Através do qual foi possível acessar os 

valores da pressão arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD), média (PAM) e 

frequência Cardíaca (FC) nos tempos selecionados. A quantificação 

cardiovascular foi feita utilizando a média dos segundos anteriores (segundos -

0-1) e posteriores às microinjeções (segundos 1-10) dos inibidores DHK, L-AAA 

e FCt. Como resultado, foram obtidos os valores absolutos e a variação da 

resposta pressora e bradicárdica (Δ) da PAS, PAD, PAM e FC dos grupos. 

 

3.9 Fármacos e soluções utilizadas: 

Losartana (Tratamento crônico) - 30mg/kg/dia (LOS) oral via gavagem 

[Antagonista seletivo AT1R 19]; 

Dihidrokainato - [DHK; 1 mM/5 μL, intracisterna magna (TOCRIS, Bristol, 

Reino Unido)]- bloqueador seletivo para transportador de glutamato subtipo 

EAAT2/GLT1 69; 
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 Ácido L-α-aminoadipico - [L-AAA; 2 mM/5 uL, intracisterna magna (Sigma-

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

138; 

Sal Fluocitrato de bário - [FCt; 1 nmol/5 μL, intracisterna magna (Sigma- 

Aldrich, St Louis MO, USA)]- inibidor reversível da atividade glial 102,124; 

Solução salina estéril de NaCl 0,15 M [(0,9%)- veículo]; 

Heparina – 10% (Parinex® 5000 U.I/mL - Laboratório Hipolabor Brasil); 

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

Cloridrato de Xilazina 2% – 7 mg/kg corporal, ip. 

Penicilina e Estreptomicina - 0,1 ml/100g intramuscular (1.200.000 UI, Fort 

Dodge, Campinas, SP, Brasil)102; 

Banamine – 2,2 mg/kg corporal, subcutâneo (Flunixin, Schering Arado, SP, 

Brasil)102. 

 

3.10 Pesagem corporal, renal e Histologia: 

Ao final da abordagem in vivo, os animais foram novamente pesados e 

receberam microinjeção ICM do corante azul de Evans 2% (Vetec, Química 

Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de 5 μL, para a determinação 

do sítio específico na cisterna magna. Na sequência, os animais foram 

anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina 10% e xilazina 2% 

(75 e 10 mg / kg, respectivamente, i.p.) e, após a ausência de reflexos, 

realizamos uma perfusão intracardíaca com solução de salina (0,15 M) seguida 

com solução formol (10%) tamponada. Os rins foram coletados, dissecados e 

pesados para, junto à 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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porção do bulbo foi posicionada e visualizada em microscópio estereoscópio 

binocular com aumento de 7,5 x - 50 x (SP-ES200, SP Labor, presidente 

prudente, SP) para fotomicrografia da região bulbar. 

 

3.11 Eutanásia para abordagem in vitro: 

Na abordagem in vitro, após a confirmação 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 após a ausência de reflexos foram sacrificados por decaptação em 

guilhotina adequada para roedores, com lâminas em aço Inox 420 com cerca 

de 200 mm de altura (Bonther, Monte Alegre, Ribeirão Preto, SP). Os cérebros 

foram coletados e seguiram para a quantificação proteica nos núcleos 

hipotalâmicos e bulbares. Os resíduos biológicos foram acomodados em sacos 

apropriados e descartados no freezer do Biotério do IPeFarM. 

 

3.12 Quantificação de proteínas por Western Blotting (abordagem in 

vitro): 

Após as 6 semanas de indução à HRv e da segunda medida das 

variáveis cardiovasculares por pletismografia de cauda, os ratos submetidos a 

este protocolo foram decapitados para remoção do cérebro, o qual foi 

imediatamente congelado em recipiente contendo gelo seco. Foram obtidas 

fatias coronais espessas [~800 a 1.000 μm (punches)] da região dos núcleos 

NTS, RVLM, SFO, PVN e Córtex. Os punches foram coletados em microtubo e 

imediatamente processados para extração proteica e eletroforese como 

descrito anteriormente por Almeida-Pereira et al., 140. Inicialmente, as amostras 
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foram submetidas à homogeneização em 25 mL de tampão de extração [1% 

Triton-X 100, 100 mM/L Tris-HCl (pH 7,4), 10 μL/mL de coquetel para inibidores 

de proteases EDTA-free, 10 mM/L EDTA, 2 mM/L PMSF, à 4ºC] e foram 

tamponadas para o pH 7,4. Os fragmentos celulares foram centrifugados por 

40 minutos à 14.000.00 rpm à 4°C para remoção do material insolúvel e o 

sobrenadante foi coletado. A partir do sobrenadante, foi realizada a dosagem 

de proteína das amostras em duplicata, pelo método BCA (Protein Assay, Bio-

Rad), em espectrofotômetro com comprimento de onda de 562 nm. Foram 

utilizadas 20 μg de proteína por poço. As amostras contendo as proteínas 

foram solubilizadas em tampão 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 95ºC 

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 

proteínas 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 solução de bloqueio (TBS-T e 10% de 

Leite, com exceção para o GLAST que foi feito em 10% de albumina) por 1h e 

30 minutos. Após 3 lavagens de 5 minutos com solução TBS-T, a membrana foi 

incubada com anticorpo primário 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 β-actina [1:40.000 (#4970, Cell Signaling Technology, USA)] 

em solução contendo TBS-T e leite 5% (com exceção para GLAST que foi 

albumina 5%). A incubação ocorreu sob agitação, a 4ºC, overnight. 

Posteriormente, a membrana foi submetida a 3 lavagens de 5 minutos com 
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solução TBS-T e incubada com anticorpo secundário (anti- goat HRP e anti-rb 

HRP, Santa Cruz biotechnology, Dallas, Texas, EUA) em solução contendo 

TBS-T e leite 5% (com exceção para GLAST que foi albumina 5%). A 

incubação ocorreu sob agitação em temperatura ambiente por 1 hora. Em 

seguida, a membrana foi lavada em solução TBS-T e incubada por 6 minutos 

com os reagentes do kit de quimiluminescência amplificada (ECL Plus, 

AmerSHAM Biosciences). A detecção por quimioluminescência foi realizada em 

sistema de detecção Chemidoc XRS + Imaging System (Bio-Rad), com 

exposição de 30 segundos e as imagens foram capturadas em intervalos de 5 

segundos. 

 

3.13 Análise estatística: 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(MEAN ± EPM). Após a análise do padrão de distribuição normal, foi feita a 

quantificação ANOVA (Two-Way para a análise in vivo e One-Way para a 

análise molecular) seguido pelo pós-teste de Tukey. As análises do coeficiente 

de correlação (r) foram realizadas usando a estatística de Pearson 141. A 

diferença entre as médias foi considerada significativa quando p<0,05. Nos 

gráficos de correlação foram utilizadas as equações de regressão (p) entre a 

expressão 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 gráficos por meio do 

programa GraphPad Prism versão 6.1. 

 

3.14 Delineamento experimental: Parte I – Análise 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 três grupos distribuídos 

da seguinte forma: grupo SHAM; grupo 2R1C; grupo 2R1C + Losartana 30 

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

 

3.14.1 Efeito da microinjeção ICM do bloqueador dos transportadores de 

glutamato astróciticos (DHK), do inibidor da glutamina sintetase (L-AAA) 

e do inibidor glial (FCt) sobre os parâmetros cardiovasculares basais de 

ratos SHAM e 2R1C não anestesiados.  

O estudo com os animais SHAM e 2R1C teve duração de 7 (sete) 

semanas a partir da implantação do clipe de prata (2R1C) ou apenas 

procedimentos cirúrgicos controle (SHAM) nos animais. Do total de tempo, 6 

(seis) semanas foram necessárias para o desenvolvimento da hipertensão nos 

animais clipados, após esse período, os animais foram submetidos à cirurgia 

de estereotaxia para o implante de uma cânula-guia na região ICM e 

permaneceram 5 (cinco) dias em suas caixas para a recuperação (período pós-

cirúrgico) (item 3.4). Ao final deste tempo os animais foram anestesiados e 

tiveram a artéria femoral canuladas (item 3.6), após 24 horas verificou-se os 

parâmetros 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 os 

mecanismos glutamatérgicos centrais são alterados sob o efeito dos 

anestésicos. 142–146.  

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

foi conectado ao transdutor de pressão. Após a ambientação e estabilização 
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dos parâmetros cardiovasculares (~30 min.) foram realizadas as microinjeções 

ICM (item 3.7). Todos os inibidores foram microinjetados em um volume fixo de 

5 uL, com  intervalos de 5-6 minutos entre as microinjeções. 

Para avaliar a função de recaptação de glutamato pelos astrócitos 

bulbares, realizamos a microinjeção de DHK [1 mM 69], um inibidor do 

transportador de glutamato astrocítico do subtipo GLT1. Aproximadamente 5 

(cinco) minutos depois, para avaliar a função da conversão do glutamato feita 

pela enzima astrocítica GS, realizamos a microinjeção de L-AAA [2 mM 138], um 

inibidor específico da atividade da GS. Após 5 (cinco) minutos, para avaliar a 

disfunção glial, realizamos a microinjeção de FCt [0,2 mMol 124], um inibidor 

reversível da atividade da glia. 
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O objetivo deste protocolo foi avaliar a função de recaptação e 

conversão de glutamato pelos astrócitos e da atividade astrocítica sobre a 

modulação cardiovascular no bulbo de ratos SHAM e 2R1C não anestesiados. 

 

 

3.14.2 Efeito do tratamento com losartana sobre os parâmetros 

cardiovasculares basais e as respostas cardiovasculares à microinjeção 

ICM do bloqueador dos transportadores de glutamato astrocíticos (DHK), 

do inibidor da glutamina sintetase (L-AAA) e do inibidor glial (FCt) em 

ratos 2R1C não anestesiados.  

Para avaliar se, de fato, a ativação da Ang-II endógena (via receptor 

AT1) está envolvida nas alterações das respostas cardiovasculares à 

microinjeção ICM dos inibidores gliais em ratos 2R1C, no protocolo seguinte 

nós tratamos os animais com Losartana (30 mg/kg por dia). Nesse grupo 

(2R1C/LOS), realizamos o registro indireto da pressão arterial através da 

pletismografia de cauda antes e após a 6ª semana da cirurgia 2R1C de 

indução da hipertensão renovascular. Em seguida, após a confirmação da HRv 

por pletismografia, foi iniciado o tratamento via gavagem de Losartana 

[30mg/kg/mL/dia19], um inibidor específico do receptor AT1 da Ang-II, durante 4 

semanas. Três semanas após o início do tratamento do Losartana, os animais 

foram submetidos à cirurgia de estereotaxia para o implante de uma cânula-

guia na região ICM (item 3.4). Após 5 dias da cirurgia de estereotaxia e 

recuperação cirúrgica dos animais, esses foram anestesiados para a cirurgia 

de canulação da artéria femoral (item 3.6). Após 24 horas, com os animais em 

livre movimentação, realizamos os protocolos de registro cardiovascular (item 
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3.7). Após a ambientação e estabilização dos parâmetros cardiovasculares 

(~30 min.), realizamos as microinjeções ICM. Todos os fármacos foram 

microinjetados em intervalo de 5-6 minutos em um volume de 5 uL, sendo as 

mesmas soluções descritas no protocolo experimental anterior. Inicialmente a 

microinjeção controle da solução salina (0,15 M), seguida das microinjeções de 

DHK [1 mM 69], de L-AAA [2 mM 138] e de FCt [0,2 mM 124]. 

 

O objetivo deste protocolo foi avaliar se o tratamento com Losartana 

promoveria alterações nas respostas cardiovasculares à microinjeção ICM de 

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

 

3.15 Delineamento experimental: Parte II – Análise in vitro 

 

3.15.1 Análise do perfil da expressão proteica da proteína glial fibrillary 

acid (GFAP), dos transportadores de glutamato astrogliais 
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(GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2) e da enzima glutamina sintetase (GS) nos 

núcleos do NTS, RVLM, SFO e PVN de ratos SHAM e 2R1C. 

Após a confirmação 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 após a ausência de reflexos, foram decaptados com o auxílio de uma 

guilhotina. O encéfalo e o tronco encefálico foram cuidadosamente removidos e 

imediatamente congelados em gelo seco. Na sequência, foi realizada a retirada 

de punches bilaterais na região do NTS, RVLM, SFO, PVN e córtex. Os 

punches coletados foram imediatamente tratados para a extração proteica e 

posterior análise da expressão dos marcadores dos mecanismos 

glutamatérgicos astrocíticos por meio da técnica de Western Blotting.  
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O objetivo desse protocolo foi avaliar a expressão proteica da proteína 

glial fibrillary acid (GFAP), dos transportadores de glutamato astrogliais 

(GLAST, GLT1) e da enzima glutamina sintetase (GS) nos núcleos bulbares 

NTS, RVLM e hipotalâmicos SFO e PVN envolvidos na modulação 

cardiovascular em ratos SHAM e 2R1C. 
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4 Resultados 

 

4.1 Parte I - Estudos in vivo 

 

4.1.1 Análise não invasiva da pressão arterial de cauda dos animais 

SHAM e 2R1C: 

A figura 1 mostra os resultados obtidos através da análise da pressão 

arterial por pletismografia de cauda, realizadas antes (semana zero) e na 6a 

semana após a cirurgia SHAM ou 2R1C. Não observamos alteração na 

pressão arterial de cauda (PAC; mmHg) após a 6ª 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 relação a semana 

zero e em relação aos animais SHAM (p=0,001). Após esta análise não 

invasiva, os animais 2R1C foram subdivididos em grupo 2R1C e grupo 

2R1C/LOS. Na sequência, os animais do grupo 2R1C/LOS seguiram para o 

tratamento com losartana por gavagem (30mg/kg diária) durante 4 semanas.  
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Figura 1 | Pressão de cauda (mmHg) por pletismografia antes (semana zero) e 

após 6 semanas da cirurgia de SHAM e 2R1C. Os dados foram analisados pelo 

ANOVA Two-Way; comparados pelo pós teste de Tukey e expressos como 

MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. semana 0. 
#
p<0,05 vs. Grupo 2R1C na semana 6. 
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4.1.2 Análise dos pesos corporais e renais dos animais SHAM, 2R1C e 

2R1C/LOS: 

Os pesos corporais (g) e renais (g) dos animais estão apresentados 

resumidos na tabela I. Não houve alteração significativa na variação do peso 

corporal dos animais 2R1C em relação ao grupo SHAM. Entretanto houve um 

aumento na variação do peso corporal nos animais 2R1C/LOS, quando 

comparado aos animais SHAM, mas não quando comparado aos animais 

2R1C. Observamos redução no peso do rim direito clipado dos animais 2R1C e 

2R1C/LOS em relação aos animais SHAM, evidenciando a isquemia renal 

nesses animais (tabela I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sham (n=8) 1,7 ± 0,05 1,7 ± 0,05

2R1C (n=5) 1,7 ± 0,1 1,2 ± 0,2*

2R1C/LOS (n=8) 1,9 ± 0,1 1 ± 0,17*

*p < 0.05 vs. grupo Sham.

Tabela 1| Pesos corporais e renais dos diferentes grupos submetidos a

abordagem in vivo. 

85,4 ± 5,1

131 ± 15*

91,4 ± 17,4

Peso do rim 

esquerdo (g)

Peso do rim direito 

clipado (g)

Δ Peso corporal 

(g)
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4.1.3 Análise da pressão arterial média (PAM) e frequência cardíaca (FC) 

basal (método direto) dos ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS: 

Os painéis A-B da figura 2 mostram os valores basais da PAM [(mmHg) 

Fig. 2A] e da FC [(bpm) Fig. 2B] pelo método invasivo, nos diferentes grupos 

após o tratamento com veículo 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)]. Não observamos alterações 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/ml/dia durante 4 semanas) não anestesiados. Os dados foram 

analisados pelo ANOVA One-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey e expressos como 

MÉDIAS ± EPM. *p<0.05 vs. grupo SHAM; #p<0.05 vs. grupo 2R1C. 
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4.1.4 Efeitos da microinjeção ICM do veículo solução salina (NaCl 0,15 M) 

sobre aos parâmetros cardiovasculares de ratos SHAM, 2R1C e 

2R1C/LOS: 

As figuras 3, 4 e 5 mostram as respostas cardiovasculares à 

microinjeção ICM de solução salina estéril (NaCl 0,15M) em ratos SHAM, 2R1C 

e 2R1C/LOS. Os traçados 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 microinjeção ICM de solução salina (NaCl 0,15 M) não 

promoveu alterações 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 não promoveu alterações 

adicionais nos diferentes tempos (Fig. 4A). Houve um aumento na variação da 

resposta pressora da PAM nos animais 2R1C (Δ3 ± 2 vs. -3 ± 1mmHg; p<0,05) 

que se seguiu nos segundos 2, 6, 7, 8 e 9, quando comparado aos animais 

SHAM (Fig. 4B). Mas não houve alteração na PAM dos animais 2R1C/LOS (Δ0 

± 2 vs. 3 ± 2mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 4B). A 

microinjeção ICM da solução salina (NaCl 0,15 M) também não 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, não 

observamos alteração na variação pressora (no total dos 10 segundos) nos 

animais 2R1C (Δ3 ± 1 vs. -1 ± 0,8 mmHg) quando comparados aos animais 

SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ0,4 ± 1 vs. 3 ± 1 mmHg) quando 

comparados aos animais 2R1C (Fig. 4D).     
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Após a microinjeção de ICM de solução 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 não houve alterações na variação 

da resposta da FC nos animais 2R1C (Δ-3 ± 4 vs. 10 ± 6mmHg) quando 

comparada aos animais SHAM (Fig. 5B). Tampouco alteração na FC dos 

animais 2R1C/LOS (Δ2 ± 1 vs. -3 ±. 4mmHg) quando comparada aos animais 

2R1C (Fig. 5B). A microinjeção ICM da solução salina (NaCl 0,15 M) também 

não 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, 

não observamos alteração na variação pressora (no total dos 10 segundos) dos 

animais 2R1C (Δ-5 ± 4 vs. -2 ± 3 mmHg) quando comparados aos animais 

SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ1 ± 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 

apêndice B, tabelas 1 e 2, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS 

e a PAD encontram-se no apêndice B, figura A 1 e tabelas 3 e 4. 
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Figura 3 | Traçados cardiovasculares representativos de um rato não anestesiado dos grupos 

SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudanças na pressão arterial 

pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) 

basais após a microinjeção ICM de solução salina (NaCl 0,15 M/5 μL). As setas indicam a 

microinjeção de salina nos diferentes animais. 
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Figura 4| Alterações na pressão arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjeção 

ICM de solução salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores 

da PAM basal antes (-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da 

resposta pressora (ΔPAM, mmHg) após a microinjeção. Painel C: Valores da PAM basal 

antes e após a microinjeção (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para 

múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. 

grupo SHAM. ⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C. 
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Figura 5 | Alterações na frequência cardíaca (FC, bpm) promovidas pela microinjeção ICM de 

solução salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC 

basal antes (-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta de 

bradicardia (ΔFC, bpm) após a microinjeção. Painel C: Valores da FC basal antes e após a 

microinjeção (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e 

expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM; ⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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4.1.5 Efeitos da microinjeção ICM do inibidor do transportador de 

GLT1/EAAT2, DHK (1mM), sobre aos parâmetros cardiovasculares de 

ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS: 

As figuras 6, 7 e 8 mostram as respostas cardiovasculares à 

microinjeção ICM de DHK (1mM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os 

traçados dos registros da PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (bpm) de um rato 

representativo de cada grupo encontram-se na figura 6. A microinjeção de ICM 

de DHK (1mM), não promoveu alterações 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 não 

promoveu alterações adicionais nos diferentes tempos (Fig. 7A). Não houve 

alteração imediata na variação da resposta pressora dos animais 2R1C (Δ0 ± 3 

vs. 2 ± 1mmHg) quando comparada aos animais SHAM, tampouco nos tempos 

seguintes (Fig. 7B). Além disso, não houve alteração na PAM dos animais 

2R1C/LOS (Δ 4 ± 3 vs. 0 ± 3mmHg) quando comparada aos animais 2R1C 

(Fig. 7B). A microinjeção ICM de DHK (1mM) também não 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 

± 5 vs. 120 ± 5 mmHg) (Fig. 7C). Adicionalmente, não observamos alteração na 

variação pressora (no total dos 10 segundos) dos animais 2R1C (Δ3 ± 1 vs. 2 ± 

1 mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 

2R1C/LOS (Δ0,3 ± 0,5 vs. 3 ± 1 mmHg) quando comparados aos animais 

2R1C (Fig. 7D).     
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Após a microinjeção de ICM de DHK (1mM) não observamos 

alterações 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 não promoveu alterações adicionais 

nos diferentes tempos (Fig. 8A). Não houve alterações na variação da resposta 

da FC nos animais 2R1C (Δ 5 ± 4 vs. -5 ± 6mmHg) quando comparada aos 

animais SHAM (Fig. 8B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ -2 ± 3 vs. 5 ±. 

4mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 8B). A microinjeção ICM 

de DHK (1mM) também não 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, não observamos alteração na variação da bradicardia (no 

total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (Δ-0,5 ± 4 vs. 0,2 ± 5 mmHg) quando 

comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ-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 

apêndice C, tabelas 5 e 6, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS 

e a PAD encontram-se no apêndice C, figura A 2 e tabelas 7 e 8. 
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Figura 6 | Traçados cardiovasculares representativos de um rato não anestesiado dos grupos 

SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudanças na pressão arterial 

pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) 

basais após a microinjeção ICM de DHK (1mM/ 5 μL). As setas indicam a microinjeção ICM de 

DHK nos diferentes animais. 
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Figura 7 | Alterações na pressão arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjeção 

ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da PAM basal 

antes (-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta 

pressora (ΔPAM, mmHg) após a microinjeção. Painel C: Valores da PAM basal antes e após 

a microinjeção (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações 

e expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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Figura 8 | Alterações na frequência cardíaca (FC, bpm) promovidas pela microinjeção ICM de 

DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes (-1, 

0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta de bradicardia 

(ΔFC, bpm) após a microinjeção. Painel C: Valores da FC basal antes e após a microinjeção 

(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e 

expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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4.1.6 Efeitos da microinjeção ICM do inibidor da enzima glutamina 

sintetase, L-AAA (2mM), sobre aos parâmetros cardiovasculares de ratos 

SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS: 

As figuras 9, 10 e 11 mostram as respostas cardiovasculares à 

microinjeção ICM de L-AAA (2 mM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os 

traçados 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 

microinjeção ICM de L-AAA (2 mM) não promoveu alterações 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 não promoveu alterações adicionais nos diferentes tempos 

(Fig. 10 A). Não houve alteração na variação da resposta pressora da PAM nos 

animais 2R1C (Δ -1 ± 2 vs. 1 ± 2 mmHg) quando comparada aos animais 

SHAM (Fig. 10 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ 2 ± 2 vs. -1 ± 2mmHg) 

quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 10 B). A microinjeção ICM de L-

AAA (2 mM) também não 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, não observamos alteração na variação pressora (no total 

dos 10 segundos) nos animais 2R1C (Δ4 ± 2 vs. 2 ± 1 mmHg) quando 

comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ3 ± 1 vs. 

4 ± 2 mmHg) quando comparados aos animais 2R1C (Fig. 10 D).     

Após a microinjeção de ICM de L-AAA (2 mM) não observamos 

alterações 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 não promoveu alterações adicionais nos 

diferentes tempos (Fig. 11 A). Não houve alterações na variação da resposta 

de bradicardia nos animais 2R1C (Δ 5 ± 4 vs. -1 ± 7 mmHg) quando comparada 

aos animais SHAM (Fig. 11 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ -2 ± 3 vs. 

5 ±. 4mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 11 B). A microinjeção 

ICM de L-AAA (2 mM) também não 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, não observamos alteração na variação da 

bradicardia (no total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (Δ1 ± 4 vs. -1 ± 4 

mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos animais 

2R1C/LOS (Δ0,1 ± 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 

apêndice D, tabelas 7 e 8, respectivamente. Adicionalmente, os valores da PAS 

e a PAD encontram-se no apêndice D, figura A 3 e tabelas 9 e 10. 
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Figura 9| Traçados dos registros cardiovasculares, representativos de um rato dos grupos 

SHAM (n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudanças na pressão arterial 

pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca (FC, bpm) 

basais após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM/ 5 μL). As setas indicam a microinjeção de L-

AAA nos diferentes animais. 
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Figura 10 | Alterações na pressão arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela microinjeção 

ICM de L-AAA (2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da PAM 

basal antes (-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta 

pressora (ΔPAM, mmHg) após a microinjeção. Painel C: Valores da PAM basal antes e após 

a microinjeção (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações 

e expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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Figura 11 | Alterações na frequência cardíaca (FC, bpm) promovidas pela microinjeção ICM 

de L-AAA (2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes 

(-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta de bradicardia 

(ΔFC, bpm) após a microinjeção. Painel C: Valores da FC basal antes e após a microinjeção 

(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e 

expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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4.1.7 Efeitos da microinjeção ICM do inibidor reversível da atividade da 

glia, FCt (0,2 mM), sobre aos parâmetros cardiovasculares de ratos SHAM, 

2R1C e 2R1C/LOS: 

As figuras 12, 13 e 14 mostram as respostas cardiovasculares à 

microinjeção ICM de FCt (0,2 mM) em ratos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Os 

traçados 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 

microinjeção ICM de FCt (0,2mM) não promoveu alterações 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 não promoveu alterações adicionais nos diferentes tempos 

(Fig. 13 A). No entanto, houve um pequeno aumento na variação da resposta 

pressora da PAM nos animais 2R1C no tempo 6 (Δ 16 ± 14 vs. -4 ± 7mmHg) 

quando comparada aos animais SHAM (Fig. 13 B). Mas não houve alteração 

na variação pressora dos animais 2R1C/LOS (Δ 2 ± 2 vs. -2 ± 2mmHg) quando 

comparada aos animais 2R1C (Fig. 13 B). A microinjeção ICM de FCt (0,2 mM) 

também não 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, não observamos alteração na variação pressora (no total dos 

10 segundos) nos animais 2R1C (Δ2 ± 1 vs. -1 ± 2 mmHg) quando comparados 

aos animais SHAM. Tampouco nos animais 2R1C/LOS (Δ2 ± 2 vs. 2 ± 1 

mmHg) quando comparados aos animais 2R1C (Fig. 13 D).     
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Após a microinjeção de ICM de FCt (0,2mM) não observamos 

alterações 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 não promoveu alterações adicionais 

nos diferentes tempos (Fig. 14 A). Não houve alterações na variação da 

resposta de bradicardia nos animais 2R1C (Δ -3 ± 2 vs. -5 ± 6mmHg) quando 

comparada aos animais SHAM (Fig. 14 B), tampouco nos animais 2R1C/LOS 

(Δ 1 ± 3 vs. -3 ± 2mmHg) quando comparada aos animais 2R1C (Fig. 14 B). A 

microinjeção ICM de FCt (0,2 mM) também não 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, não observamos alteração na 

variação da bradicardia (no total dos 10 segundos) nos animais 2R1C (Δ5 ± 4 

vs. 2 ± 3 mmHg) quando comparados aos animais SHAM. Tampouco nos 

animais 2R1C/LOS (Δ7 ± 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 

apêndice E, tabelas 9 e 10, respectivamente. Adicionalmente, os valores da 

PAS e a PAD encontram-se no apêndice E, figura A 4 e tabelas 11 e 12. 
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Figura 12| Traçados cardiovasculares representativos de ratos dos grupos SHAM 

(n=8), 2R1C (n=5) e 2R1C/LOS (n=8), mostrando as mudanças na pressão arterial 

pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média (PAM, mmHg) e frequência cardíaca 

(FC, bpm) basais após a microinjeção ICM de FCt (0,2mM/ 5 μL). As setas indicam a 

microinjeção de FCt nos diferentes animais. 
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Figura 13| Alterações na pressão arterial média (PAM, mmHg) promovidas pela 

microinjeção ICM de FCt (0,2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores 

da PAM basal antes (-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da 

resposta pressora (ΔPAM, mmHg) após a microinjeção. Painel C: Valores da PAM basal 

antes e após a microinjeção (média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para 

múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. 

grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C. 
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Figura 14 | Alterações na frequência cardíaca (FC, bpm) promovidas pela microinjeção ICM 

de FCt (0,2 mM) nos grupos SHAM, 2R1C e 2R1C/LOS. Painel A: Valores da FC basal antes 

(-1, 0 seg.) e após (1 – 10 seg.) a microinjeção. Painel B: Variação da resposta de bradicardia 

(ΔFC, bpm) após a microinjeção. Painel C: Valores da FC basal antes e após a microinjeção 

(média dos 10 seg.). Painel D: Média da variação 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 pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e 

expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM.⊥p<0,05 vs. 

Grupo 2R1C. 
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4.1.8 Análise da marcação bulbar com o corante Azul de Evans: 

 

As fotomicrografias representativas do bulbo de um rato representativo 

estão dispostas nos painéis A-C da figura 15, as quais mostram o 

espalhamento do corante azul de Evans na região dorsal (Fig. 15 A), ventral 

(Fig. 15 B) e lateral (Fig. 15 C) do bulbo, após a microinjeção na região da 

cisterna magna.  

 

 

 

Figura 15| Fotomicrografias das porções dorsal (painel A), ventral (painel B) e 

lateral (painel C) mostrando o sítio anatômico da fixação do corante azul de Evans 

2% na região do bulbo com um aumento de 4X, por meio da microinjeção 

intracisterna magna (ICM). 
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4.2  Parte II - Estudos in vitro 

 

4.2.1 Análise da hemodinâmica e dos pesos corporais e renais dos 

animais SHAM e 2R1C: 

A tabela II mostra a análise dos pesos e os parâmetros cardiovasculares 

dos animais SHAM e 2R1C submetidos à análise molecular. Podemos observar 

que houve aumento do peso corporal (p=0,0001) dos animais 2R1C. No grupo 

2R1C, observamos redução do peso do rim direito clipado (p=0,006) em 

relação ao peso do rim esquerdo. Além disso, houve aumento no peso do rim 

esquerdo (não-clipado) do grupo 2R1C (p=0,0004) quando comparado ao 

grupo SHAM. Os dados hemodinâmicos medidos pela pletismografia de cauda 

mostram que o grupo 2R1C desenvolveu aumento na pressão arterial sistólica 

[PAS, mmHg (p=0,04)] e na pressão arterial média [PAM, mmHg (p=0,04)] e  

redução do fluxo [mL/min (p=0,005)] e do volume sanguíneo [mL (p=0,01)] na 

cauda. Adicionalmente, não houve alterações significativas na frequência 

cardíaca basal [FC, bpm (p=0,3)]. 
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Tabela I| Análise dos pesos e parâmetros cardiovasculares dos diferentes 

grupos submetidos à quantificação proteica por Western Blotting. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sham (n=6) 2R1C (n=6)

ΔPC (g) 128 ± 16 217 ± 34*

PRE[(g) não-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 ±EPM . ΔPC: Variação do peso Corporal; PRE: Peso

do rim esquerdo; PRD: Peso do rim direito ; PAM ; Pressão arterial

média; PAS: Pressão arterial sistó lica; FC: Frequência cardíaca. *p<0.05

vs.  o  grupo Sham. #p<0,05 vs. PRE(g).
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4.2.2 Análise da expressão da proteína glial fibrillary acid (GFAP), dos 

transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina 

sintetase (GS) no Núcleo do Trato Solitário (NTS): 

Os painéis (A – D) da figura 16 mostram a expressão dos marcadores da 

atividade astrocítica na região do NTS em ratos SHAM e 2R1C. Podemos 

observar que no grupo 2R1C houve redução da expressão da GFAP [(44,4 ± 

11,4 vs. 100 ± 12,8%, p=0,01) Fig. 16 A], mas não do transportador GLT1 [(120 

± 35,8 vs. 100 ± 20,3%) Fig. 16 B], quando comparado aos animais SHAM. 

Não foi observada alteração na expressão do transportador GLAST [(97 ± 17 

vs. 100 ± 8,9%) Fig. 16 C], mas observamos redução na expressão da GS [(52 

± 10 vs. 100 ± 11,7%) Fig. 16 D] em animais 2R1C, quando comparado aos 

animais SHAM. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

 

Resultados | 

 

Figura 16| Expressão proteica do citoesqueleto astrocítico [(GFAP) Painel A], dos 

transportadores de glutamato astrocíticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel 

C)] e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na região do NTS nos grupos SHAM e 2R1C. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM e comparados pelo teste t-student, não 

pareado. *p<0,05 vs. grupo SHAM. 
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4.2.3 Análise da expressão da proteína 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 expressão dos marcadores da 

atividade astrocítica na região do RVLM nos ratos SHAM e 2R1C. Podemos 

observar que no grupo 2R1C houve redução da expressão 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| Expressão proteica do citoesqueleto astrocítico [(GFAP) Painel A], dos 

transportadores de glutamato astrocíticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)] 

e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na região do RVLM nos grupos SHAM e 2R1C. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM e comparados pelo teste t-student, não pareado. 

*p<0,05 vs. grupo SHAM. 

 



96 

 

 

Resultados | 

4.2.4 Análise da expressão da proteína glial fibrillary acid (GFAP), dos 

transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina 

sintetase (GS) no Órgão Subfornicial (SFO): 

Os painéis (A – D) da figura 18 mostram a expressão dos marcadores da 

atividade astrocítica na região do SFO em ratos SHAM e 2R1C. Podemos 

observar que no grupo 2R1C não houve alterações significativas na expressão 

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 redução na expressão do transportador GLAST [(97 ± 17 

vs. 100 ± 8,9%) Fig. 18 C], mas não 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| Expressão proteica do citoesqueleto astrocítico [(GFAP) Painel A], dos 

transportadores de glutamato astrocíticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)] 

e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na região do SFO nos grupos SHAM e 2R1C. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM e comparados pelo teste t-student, não pareado. 

*p<0,05 vs. grupo SHAM. 
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4.2.5 Análise da expressão da proteína glial fibrillary acid (GFAP), dos 

transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina 

sintetase (GS) no Núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN): 

Os painéis (A – D) da figura 19 mostram a expressão dos marcadores da 

atividade astrocítica na região do PVN. Podemos observar que no grupo 2R1C 

houve um aumento significativo na expressão de GFAP [(288 ± 67 vs. 100 ± 

18%, p=0,01) Fig. 19 A], mas não na expressão 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| Expressão proteica do citoesqueleto astrocítico [(GFAP) Painel A], dos 

transportadores de glutamato astrocíticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)] 

e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na região do PVN nos grupos SHAM e 2R1C. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM e comparados pelo teste t-student, não pareado. 

*p<0,05 vs. grupo SHAM. 
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4.2.6 Análise da expressão da proteína glial fibrillary acid (GFAP), dos 

transportadores de glutamato astrogliais (GLT1 e GLAST) e da glutamina 

sintetase (GS) no Córtex: 

Os painéis (A – D) da figura 20 mostram a expressão dos marcadores da 

atividade astrocítica na região do controle do Córtex nos ratos SHAM e 2R1C. 

Nos quais, observamos que não houve alterações na expressão 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| Expressão proteica do citoesqueleto astrocítico [(GFAP) Painel A], dos 

transportadores de glutamato astrocíticos [GLT1/EAAT2 (Painel B) e GLAST/EAAT1(Painel C)] 

e da glutamina sintetase [(GS) Painel D] na região do Córtex nos grupos SHAM e 2R1C. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM e comparados pelo teste t-student, não pareado. 

*p<0,05 vs. grupo SHAM. 
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4.2.7 Análise de correlação entre a expressão dos diferentes marcadores 

da atividade astrocítica e a PAS (mmHg) no NTS e RVLM:  

A tabela III mostra os resultados relativos à análise de correlação (r) 

entre a expressão dos diferentes marcadores da atividade astrocítica com a 

PAS (mmHg) no NTS e no RVLM. Observamos uma correlação significativa 

entre a expressão proteica do GLT1 (r = 0,9; p = 0,006) e da GS (r = 0,9; p = 

0,003) na região do RVLM com a PAS nos animais 2R1C. Enquanto não 

observamos correlação significativa entre a expressão proteica do GLT1 (r = 

0,15; p = 0,5) ou da GS (r = 0,2; p = 0,4) na região do NTS com a PAS nos 

animais 2R1C. Adicionalmente, também não foi observada correlação entre os 

marcadores da atividade astrocítica e a PAS no NTS ou RVLM dos animais 

SHAM. 
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Tabela II| Coeficientes de correlação (r) e os valores P das equações de regressão 

correlacionando a expressão 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 

  

  

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

NTS     

     Expressão do GFAP x PAS r = 0.25   P = 0.27 r = 0.01   P = 0.97 

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

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

     Expressão do GS x PAS r = 0.41   P = 0.23 r = 0.20   P = 0.40 

RVLM     

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

     Expressão do GLT1 x PAS r = 0.4   P = 0.15 r = 0.9   P = 0.006* 

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

     Expressão do GS x PAS r = 0.3   P = 0.28 r = 0.9   P = 0.003* 
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5 Discussão 

 

5.1. Participação dos mecanismos glutamatérgicos astrogliais do bulbo 

sobre a modulação cardiovascular em ratos com hipertensão 

renovascular (HRv)  

Neste estudo foi utilizado o modelo de hipertensão renovascular (HRv) 

obtido por meio da técnica 2-Rins 1-clipe em ratos, a qual se mostrou efetiva 

para o desenvolvimento da hipertensão, assim como descrito por Goldblatt 

23,147 e por diferentes estudos do nosso laboratório e de outros 17,35,36,133. A HRv 

foi comprovada pelo método indireto não invasivo - pletismografia de cauda - e 

pelo peso do rim isquêmico e do rim contralateral em ambos os grupos. No 

protocolo in vivo, não observamos alteração do peso corporal dos animais 

2R1C, diferentemente do protocolo in vitro, em que observamos aumento do 

peso corporal no grupo 2R1C em relação ao grupo SHAM. . Acreditamos que 

isso seja devido às diferenças nos perfis de peso corporal dos animais 2R1C 

que frequentemente encontramos na literatura.  35,36,148,149.  

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 19,148,150–152.  

A redução 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 153, inibindo a ativação da Ang-II no bulbo dos animais 

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

losartana ou sua injeção direta sobre o NTS e/ou RVLM leva à redução da 
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produção de ROS 19, da atividade simpática nervosa renal – rSNA- 154,155 e 

consequentemente da pressão arterial 154–159.  

 

5.1.1. Atividade funcional astrocítica mediada pelo GLT1 não está alterada 

no bulbo de animais com HRv 

Inicialmente nós observamos que a microinjeção ICM do veículo salina 

(0,15 M) resultou em uma pequena resposta oscilatória na PAM e PAS apenas 

no grupo 2R1C. É preciso lembrar que a microinjeção de líquidos no SNC, 

como a salina, impõe uma força mecânica sobre o parênquima neural, o qual 

pode levar a efeitos pressores ainda que não significantes160, ou pouco 

significantes161, como aqui observado. Além disso, considerando que é 

observado um aumento da variabilidade cardiovascular em animais 

hipertensos, o perfil oscilatório da pressão desse grupo tende a aumentar 

frente às microinjeções centrais, uma vez que esses animais têm aumento na 

labilidade da pressão arterial162,163. Logo, entendemos que o aumento da PAM 

e PAS induzido pela salina no grupo 2R1C reflete o aumento da sensibilidade 

central aos efeitos mecânicos da microinjeção aliado ao aumento da labilidade 

da pressão arterial inerentes à condição hipertensa.     

A inibição do GLT1 bulbar, por meio da microinjeção ICM do DHK, não 

promoveu alterações significativas na PAM, FC, PAS e PAD dos animais 

normotensos. Esse resultado se contrapõe à hipótese inicial de que o GLT1 

bulbar participaria da modulação da pressão arterial nos animais normotensos. 

Estudos de Matott et al., 98 mostraram que a inibição do GLT1 com DHK em 

slices do NTS promove aumento da biodisponibilidade do glutamato e aumento 

nas correntes excitatórias pós-sinápticas. Entretanto, nas abordagens in vivo, 
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foi observado que a microinjeção de DHK no NTS promove resposta 

depressora, bradicárdica e simpatoinibitória, similar à ativação do barorreflexo 

98,118. Sugerindo que a recaptação de glutamato pelo GLT1 dos astrócitos pode 

estar envolvida na modulação dos neurônios do NTS ligados à via 

simpatoinibitória barorreflexa. Contudo, cabe ressaltar que estes estudos foram 

desenvolvidos em animais anestesiados e é conhecido que a atividade 

glutamatérgica é afetada por diferentes tipos de anestésicos, tal como visto em 

experimentos funcionais desenvolvidos nas regiões do NTS 142–145. Outro ponto 

é que a resposta depressora foi observada apenas quando o DHK foi 

microinjetado diretamente no NTS 99,164 - e não em outras regiões bulbares 

próximas - o que também pode sugerir que a resposta cardiovascular ao DHK é 

núcleo dependente. Logo, embora nossos resultados sugiram que a recaptação 

pelo GLT1 bulbar não está envolvida na modulação cardiovascular, é possível 

que essa ausência de resposta se deva à falta de especificidade, da 

microinjeção em si, no interior dos núcleos do NTS e/ou RVLM.  Uma vez que, 

considerando a abrangência da microinjeção ICM, a diferença entre a difusão 

na superfície bulbar e no parênquima nuclear (sobretudo no NTS e/ou RVLM) 

pode levar a efeitos resultantes diferentes sobre a pressão arterial, conforme já 

observado em outros estudos in vivo165.    

Além disso, as alterações cardiovasculares induzidas pela microinjeção 

de DHK no interior de outros núcleos cardiovasculares sugerem que a atividade 

do GLT1 pode ser alterada apenas por microinjeções diretas69,164,166. Um outro 

ponto importante é a relação dose vs. área na microinjeção. A dose de DHK 

que escolhemos (1 mM) mostrou ser segura em estudos prévios com 

microinjeções diretas no PVN69, enquanto que doses maiores na cisterna (2 
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mM) provocaram efeitos comportamentais adversos nos animais. Contudo, a 

dose de 1 mM não promoveu alterações cardiovasculares quando 

microinjetada na CM, talvez devido à pouca penetração do DHK no interior dos 

núcleos bulbares do NTS e/ou RVLM.  

Ademais, a ausência de resposta pressora após o DHK também sugere 

que o GLT1 pode não ser o único responsável pela função recaptadora de 

glutamato no bulbo e que, em determinadas concentrações, o DHK pode 

estimular a atividade de outros transportadores de glutamato, como o 

GLAST/EAAT1 e EAAT3/EAAC1 167–169. Nesse contexto, estudos de Salvatore 

et al., 167 mostraram que a microinjeção de DHK no núcleo estriado promove 

aumento transitório de 43% na recaptação de glutamato mediada por outro 

transportador astrocítico, o EAAT1/GLAST. Adicionalmente, os autores 

observaram que a microinjeção de DHK não promoveu alteração na expressão 

dos transportadores astrocíticos (GLT1 e GLAST), sugerindo que levou apenas 

à alteração na organização funcional dos recaptadores EAAT’s astrocíticos. Os 

autores propõem que o recrutamento do GLAST foi importante para fornecer 

um mecanismo de defesa endógeno contra o aumento transitório dos níveis de 

glutamato. Na sequência foi observado que a microinjeção de DHK no núcleo 

estriado aumenta a expressão de outro transportador de glutamato, o 

EAAT3/EAAC1167 (subtipo presente em neurônios), os quais também estão 

expressos no NTS96 de ratos. Esses estudos nos levam a considerar que a 

ausência de resposta pressora frente à microinjeção ICM de DHK se deve à 

pouca atuação do fármaco no interior dos núcleos do NTS e/ou RVLM e ao 

mecanismo endógeno contra o aumento transitório dos níveis de glutamato na 
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superfície do bulbo, o que pode contribuir para manter os níveis de pressão 

arterial inalterados conforme observado.  

Na sequência, observamos que a microinjeção ICM de DHK nos 

animais com HRv também não promoveu alterações na PAM, FC, PAS e PAD 

em relação aos animais normotensos. Assim como os animais normotensos, os 

animais com HRv também estavam sem o efeito da anestesia, logo a função 

compensatória exercida pelo GLAST e/ou EAAC1 também estaria presente 

nesses animais. Outra possibilidade é que ambos os transportadores 

astrocíticos (GLT1 e GLAST) estejam reduzidos em núcleos bulbares, 

contribuindo para a ausência de resposta funcional observada frente ao DHK, 

mas apenas uma análise biomolecular de ambos os transportadores poderia 

reforçar esta possibilidade.  

Outro ponto a ser considerado é que a simpatoexcitação e o aumento 

das vias glutamatérgicas observadas na condição hipertensa também são 

resultados da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) induzidas pela 

Ang-II nos núcleos bulbares 157,170. Estudos in vitro mostraram que as ROS 

inibem a recaptação de glutamato mediada pelo GLT1 em cultura de astrócitos 

171–173. Esses indícios in vitro sugerem que microinjeções mais específicas, 

diretamente no NTS ou RVLM, podem ser capazes de alterar a recaptação 

mediada pelo GLT1, uma vez que a produção de ROS é maior no interior dos 

núcleos modulando a recaptação de glutamato.  

O tratamento crônico com losartana, inibidor do receptor AT1, não 

promoveu alterações na PAM, FC, PAS e PAD frente à inibição com DHK. 

Como já descrito, a infusão de Ang-II no RVLM aumenta os níveis de glutamato 

no meio extracelular, o qual é normalizado pelo bloqueio dos receptores AT1 
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com Candesartan82. Outros estudos in vivo de Zhou et al., 174 mostraram que o 

Candesartan reduziu o glutamato que estava elevado no RVLM de animais 

hipertensos (modelo induzido por estresse). Carvalho et al.,17 também 

mostraram que a função glutamatérgica no RVLM é maior em animais com 

HRv, sendo normalizada após o tratamento crônico com o captopril, inibidor da 

ECA. Estes trabalhos sugerem que a Ang-II modula as ações glutamatérgicas 

via AT1R aumentando os níveis de glutamato e/ou da sua função no RVLM dos 

animais hipertensos. Entretanto, não observamos alterações pressoras ou 

bradicardias que indicassem um aumento ou melhora na recaptação de 

glutamato pelo GLT1 induzida pelo tratamento com losartana.  

Em estudos anteriores in vitro, Wu et al.,175 mostraram que a incubação 

com telmisartan, um análogo do losartana, aumentou a expressão proteica e a 

função do GLT-1 em co-culturas de neurônios e astrócitos. Além disso, os 

autores observaram que a ativação do AT1R, pelo agonista L162, reduziu a 

expressão proteica do GLT1 induzida pelo telmisartan e reduziu a expressão 

do RNAm do GLT1 em culturas primárias de astrócitos corticais. Esses estudos 

in vitro sugerem que a ativação do AT1R diminui a função do GLT1 astrocítico, 

enquanto que a inibição do AT1R tem efeito inverso, melhorando a função e a 

expressão proteica do GLT1. Esses resultados corroboram com a ideia de que 

o tratamento com o inibidor do AT1R melhora a função de recaptação via GLT1 

bulbar, uma vez que os níveis de glutamato e de pressão arterial estão 

normalizados nesses animais17,82. Entretanto, essa melhora na recaptação pelo 

GLT1 não refletiu em alterações nos parâmetros cardiovasculares, uma vez 

que o esse transportador, como anteriormente descrito, parece ser pouco 

afetado por microinjeções na CM. Por outro lado, considerando que o 
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telmisartan melhora a função do GLT1175, é possível que o tratamento crônico 

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 

EAAC1167. Contudo, são necessários estudos que melhor investiguem o papel 

da inibição do AT1R frente à recaptação de glutamato pelo GLAST/EAAT1 e 

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

 

5.1.2. Atividade funcional astrocítica mediada pela GS não está alterada 

no bulbo de animais com HRv 

Na sequência, nós observamos que a inibição da GS bulbar, via 

microinjeção ICM de L-AAA, não promoveu alterações significativas na PAM, 

FC, PAS e PAD dos animais normotensos. Há indícios de que a inibição da 

atividade enzimática da GS reduz a captação de glutamato pelos astrócitos, 

contribuindo para o aumento extracelular desse neurotransmissor excitatório 

176. Estudos eletrofisiológicos em slices corticais de Trabelsi et al., 177 

mostraram que a inibição da GS, feita pela injeção intraperitoneal de metionina 

sulfoximina [(MSO) inibidora da atividade da enzima GS], diminuiu as correntes 

mediadas pelos transportadores astrocíticos, bem como aumentou a ativação 

dos receptores extrasinápticos de glutamato induzida por corrente evocada. Os 

autores sugerem que a conversão do glutamato-glutamina pela GS é 

importante para garantir um transporte eficiente do glutamato pelos EAAT’s 

astrocíticos, bem como para evitar o aumento do glutamato no espaço 

extrasináptico. Entretanto, em nossa abordagem in vivo observamos que a 

inibição da GS bulbar não altera os parâmetros cardiovasculares basais, 
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corroborando com os achados  anteriores, os quais não mostraram respostas 

cardiovasculares frente à inibição do GLT1 bulbar. Assim, nossos estudos in 

vivo sugerem que o mecanismo de recaptação e conversão glutamato-

glutamina astrocítico pelo GLT1 e GS, respectivamente, parece ser núcleo 

específico, visto que a inibição de ambos na superfície do bulbo não promove 

um efeito cardiovascular visível. Acreditamos que parte da ausência desses 

efeitos se deve às diferentes funções exercidas pelos astrócitos nos núcleos 

em que estão presentes. Logo, considerando que o bulbo tem diferentes 

núcleos com funções distintas no controle cardiovascular, é possível que a 

atividade dos astrócitos seja adaptável às funções de cada núcleo. Ou seja, a 

microinjeção na região do bulbo talvez não tenha resultado em efeitos 

cardiovasculares porque a função de um núcleo pode anular a função do outro 

sinergicamente, sendo essa relação sinérgica inerente ao organismo vivo. O 

fato dos animais não estarem anestesiados também reforça a integridade 

dessas funções astrocíticas ligadas ao glutamato178.  

Outro ponto é que o principal objetivo da GS é reduzir o potencial 

neurotóxico da amônia através de sua catalisação com glutamato para gerar 

um novo produto, a glutamina, usado como substrato pelos neurônios para 

formação de novo glutamato179. Sendo essa conversão de glutamato-glutamina 

um dos mecanismos mais estudados dentro do contexto modulatório das 

sinapses glutamatérgicas, sobretudo em doenças neurológicas e 

neurodegenerativas180–184, entretanto o metabolismo e o transporte do 

glutamato no SNC é bem amplo, complexo e dinâmico. Envolve, inclusive, a 

participação de vias metabólicas a partir da utilização da glicose pelos 

neurônios e astrócitos. Em outras abordagens, diversos estudos observaram 
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que há outras enzimas co-existentes em neurônios e astrócitos que formam o 

glutamato a partir do α-cetoglutarato (α-KG) produzido no ciclo de Krebs, como 

a glutamato desidrogenase (GDH)185–187, Aspartato aminotransferase 

(AST)188,189 e Alanina aminotransferase (ALT)190, enzimas próprias da via 

metabólica. Com particular destaque à enzima GDH que além de produzir 

glutamato a partir do α-KG também catalisa a reação na forma inversa, 

controlando as alterações nos níveis de glutamato191,192. Esses estudos 

mostram que outras enzimas podem suprir a formação e metabolização do 

glutamato tanto em neurônios quanto em astrócitos, não dependendo apenas 

da atividade da GS astrocítica para essa conversão. Além disso, estudos de 

Dadsetan et al., 190,193 observaram que a inibição da GS seguida da exposição 

de seu substrato, a amônia, leva ao aumento da formação de alanina pela GDH 

e ALT em cultura de neurônios e astrócitos corticais. Outros estudos in vitro de 

Bauer et al.,194 mostraram que a inibição da GDH, mas não da GS, inibe a 

recaptação de glutamato em cultura de astrócitos corticais. Esses estudos 

sugerem que a inibição da GS leva ao aumento transitório na atividade dessas 

outras enzimas como um dos mecanismos compensatórios para a 

desintoxicação da amônia e produção de aminoácidos nas células do SNC. 

Sendo essas outras enzimas metabólicas também importantes para fornecer a 

energia necessária à recaptação de glutamato. Logo, a ausência de respostas 

cardiovasculares após a microinjeção ICM de L-AAA indica que o efeito 

cardiovascular exercido pela GS pode ser observado apenas em núcleos 

específicos e que outras enzimas metabólicas presentes em astrócitos e/ou 

neurônios podem estar envolvidas, adicionalmente, na conversão transitória e 

rápida do glutamato no bulbo.  
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Nossos resultados mostraram que a microinjeção ICM de L-AAA 

também não promoveu alterações na PA ou na FC dos animais com HRv. 

Estudos de , Acosta et al., 195 observaram que há redução da atividade da GS e 

da recaptação de glutamato no córtex, mas não no hipocampo de ratos com 

hipertensão portal [um modelo em que os animais apresentam aumento no 

SRA periférico e na permeabilidade da BHE196,197]. Os autores sugerem que o 

aumento do glutamato extracelular e a redução do ciclo glutamato-glutamina 

estão envolvidos na patogênese dessa hipertensão, embora essas alterações 

tenham sido observadas apenas no córtex.  

Na sequência, observamos que o tratamento crônico com losartana 

não promoveu alterações na PAM, FC, PAS e PAD frente à inibição da GS com 

L-AAA em animais com HRv. Estudos de Drews et al.,198 com modelos 

experimentais para doenças neurodegenerativas, mostraram que o tratamento 

crônico com losartana ip. aumenta a atividade e a expressão da GS em 

cérebros inteiros de camundongos com Alzheimer, sugerindo que a inibição do 

AT1R melhora a conversão de glutamato-glutamina pelos astrócitos em 

doenças neurológicas. Em outra abordagem, estudos in vitro mostraram que o 

tratamento com anti-oxidantes, como o ácido α-Lipoico ou o resveratrol 

conhecidos por ter efeito anti-hipertensivo em animais com HRv 133,199, 

promovem aumento da atividade enzimática da GS e da recaptação de 

glutamato pelos astrócitos, sugerindo que o estresse oxidativo, um dos 

principais fatores elevados pela Ang-II, inibe a atividade enzimática da GS 

astrocítica 200,201. Nesse sentido, o tratamento com losartana melhora a 

atividade funcional da GS possivelmente através da redução do estresse 

oxidativo, mas são necessários outros estudos para confirmar a melhora na 
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GS, em núcleos específicos, está relacionada à redução da PA. Contudo, com 

a abordagem que fizemos, podemos sugerir que a ausência das respostas 

cardiovasculares frente à inibição da GS bulbar sugere que esta enzima pode 

ser mais recrutada em regiões específicas do bulbo e não em regiões mais 

superficiais. Enquanto que outras enzimas compensatórias ao aumento de 

glutamato e amônia podem estar mais presentes em neurônios e astrócitos da 

porção mais superficial do bulbo. Essas possibilidades ainda requerem estudos 

adicionais para a sua confirmação. 

 

5.1.3. Atividade funcional da glia está alterada no bulbo de animais com 

HRv 

Nós observamos que a inibição reversível da atividade glial bulbar, por 

meio da microinjeção ICM de FCt, não promoveu alterações significativas na 

PAM, FC, PAS e PAD dos animais normotensos não anestesiados. 

Recentemente nós observamos que a microinjeção intracerebroventricular de 

FCt promoveu um aumento significativo da PAM102. O que poderia sugerir que 

a glia exerce função distinta nos núcleos envolvidos no controle cardiovascular. 

Além disso, é preciso considerar que, diferentemente do DHK e L-AAA - que 

inibem apenas astrócitos - o FCt inibe todas as células da glia, incluindo a 

microglia e os oligodentrócitos202. Por isso nem sempre sua inibição resulta em 

efeitos fisiologicamente visíveis124,203, considerando a multiplicidade de 

mecanismos excitatórios e inibitórios que as células da glia modulam. Um 

exemplo dessa contradição foi observada nos estudos ex vivo e in situ de 

Accorsi-Mendonça et al.,204 e Costa et al,.124, respectivamente. Accorsi-

Mendonça et al., 204 observou que a aplicação de FCA, um análogo do FCt, 
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reduziu a frequência das correntes excitatórias pós-sinápticas dos neurônios do 

NTS-VLM, mas em estudos posteriores do mesmo grupo, Costa et al., 124 não 

encontraram alterações na atividade simpática induzidas pela microinjeção de 

FCt no NTS ou no RVLM de animais in situ normotensos. Adicionalmente, 

Sobrinho et al., 205 observaram que a microinjeção de FCt no NTS, no núcleo 

da rafe (NF) ou no núcleo retrotrapezóide (RTN) não promove alterações na 

pressão arterial de ratos normotensos anestesiados. Estes estudos sugerem 

que a inibição glial pode promover mudanças específicas na atividade ou 

função sináptica, sem resultar em efeitos fisiológicos visíveis sobre a pressão 

arterial. Provavelmente isso se deva ao fato de que animais normotensos 

possuem um ambiente neural mais protegido, sobretudo na região bulbar. Com 

menor estresse oxidativo7,19,59,154,206, menor função excitatória 

glutamatérgica17,59,195,207–209 e menor atividade angiotensinérgica39,59,70,71 

quando comparados aos animais hipertensos. Logo, a inibição da glia nesses 

animais pode não resultar em perturbações cardiovasculares, uma vez que 

possuem mecanismos compensatórios mais efetivos contra as alterações 

causadas pela inibição glial.  

A microinjeção ICM de FCt promoveu um aumento pontual na PAM, 

PAS e PAD dos animais com HRv. Esse aumento pressor causado pela 

inibição glial da região bulbar sugere que as células da glia participam, da 

modulação da pressão arterial na hipertensão. Como já descrito anteriormente, 

há uma série de estudos mostrando que animais hipertensos possuem 

aumento da função excitatória glutamatérgica no bulbo, sobretudo no 

RVLM17,174,209. Adicionalmente, Biancardi et al.,208, combinando imuno-

histoquímica com marcação retrógrada, observaram aumento na densidade 
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das inervações gabaérgicas e glutamatérgicas em neurônios do PVN que se 

projetam ao RVLM. Os autores sugerem que o remodelamento das entradas 

aferentes gabaérgicas e glutamatérgicas contribuem para o desequilíbrio das 

funções excitatórias/inibitórias em ratos hipertensos. De fato, os estudos sobre 

a função de células da glia em processos fisiopatológicos têm demonstrado 

que elas podem ser importantes somente dentro do contexto de patologias 

mais específicas122,180–184,210. Nesse sentido, como primeira abordagem 

funcional no bulbo, nossos resultados indicam que as células da glia estão 

alteradas na HRv, no entanto ainda são necessários estudos funcionais em 

núcleo específicos (no RVLM e/ou NTS, por exemplo) para compreendermos 

melhor a implicação dessa alteração, considerando a função distinta desses 

núcleos para o controle cardiovascular.  

Na sequência, observamos que o tratamento crônico com Losartana 

não promoveu alterações significativas, na PAM, FC, PAS e PAD frente à 

inibição da glia com FCt em animais com HRv. Esses resultados sugerem que 

os efeitos do tratamento com inibidor do AT1R são mais evidentes em 

abordagens funcionais mais diretas, em núcleos específicos, os quais 

apresentam maior atividade funcional para os AT1R.  

 

 

5.1.4. Expressão dos marcadores da atividade astrocítica está alterada 

em núcleos bulbares de ratos com HRv 

Os resultados in vitro mostraram que animais com HRv tem redução na 

expressão do citoesqueleto astrocítico GFAP no NTS, sugerindo que neste 

núcleo há retração dos processos astrocíticos, o que também implicaria na 
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redução da função de recaptação de glutamato pelos astrócitos, uma vez que a 

superfície – onde estão acoplados os transportadores - foi reduzida. Além 

disso, a redução da expressão do GFAP também pressupõe aumento do 

espaço extrasináptico possibilitando maior difusão dos neurotransmissores e, 

consequentemente, maior comunicação entre os neurônios pré e pós-

sinápticos. Alteração essa que contribuiria para o aumento da ativação 

neuronal 115,116. Além disso, também foi observada redução na expressão da 

enzima GS no NTS de animais com HRv, corroborando com estudos prévios in 

vitro de plasticidade astrocítica desenvolvidos por Wang & Hatton116, os quais 

mostraram que as moléculas do GFAP estão associadas à GS. De forma que a 

glutamina pode aumentar a expressão de GFAP e GS, enquanto que a inibição 

da atividade da GS tem efeito contrário, reduzindo a expressão de ambos nos 

astrócitos116. Entretanto não foram observadas alterações na expressão dos 

transportadores de glutamato astrócíticos no NTS dos animais hipertensos, 

sugerindo que a redução da GS não necessariamente afeta a expressão dos 

EAAT’s de glutamato na HRv. Nesse sentido, é importante consideramos que a 

técnica de western blotting utilizada não nos permite distinguir a expressão 

proteica na fração de membrana vs. a fração citoplasmática.  

Adicionalmente, trabalhos recentemente publicados encontraram 

alterações na expressão dos EAAT’s astrocíticos no NTS de outros modelos de 

animais que desenvolvem hipertensão e simpatoexcitação induzidas por 

hipóxia sustentada ou intermitente crônica 117,120,211–213. Entretanto, 

curiosamente esses trabalhos mostraram resultados opostos. Enquanto Matott 

et al., 117 observaram aumento da expressão de GLT1 e GLAST no NTS de 

ratos submetidos à hipóxia sustentada (quantificada por imunofluorescência), 
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Martinez et al., 120 observaram redução na expressão de GLAST, mas não no 

GLT1, no NTS de ratos submetidos à hipóxia crônica intermitente (quantificada 

por western blotting). Estes resultados reforçam que alterações na expressão 

dos marcadores glutamatérgicos astrocíticos podem ocorrer em diferentes 

condições fisiopatológicas ligadas à simpatoexcitação.  

No RVLM dos animais com HRv, nós observamos redução da 

expressão do GFAP, GLT1, GLAST e GS, sugerindo que neste núcleo, em 

especial, há aumento do espaço extrasináptico, grande redução do clearance 

de glutamato pelos EAAT’s astrocíticos e redução da conversão de glutamato-

glutamina pelos astrócitos. A diferença dos resultados observados nos núcleos 

do NTS e RVLM de animais hipertensos é mais um indício de que a atividade 

dos astrócitos é adaptável às funções de cada núcleo, uma vez que, como já 

descrito, ambos os núcleos tem funções distintas no controle cardiovascular e 

sofrem diferentes estímulos na hipertensão.  

Estudos in vitro de Wu et al., 175, observaram que a aplicação de um 

agonista do AT1R, o L162313, reduziu significativamente a expressão de GLT1 

e sua recaptação de glutamato do meio extracelular em co-cultura de 

neurônios-astrócitos. Sugerindo que a ativação dos mecanismos 

angiotensinérgicos por meio dos AT1R promove redução da expressão e 

função do GLT1/EAAT2 pelos astrócitos. Além disso, Zou et al., 176 também 

observaram aumento da concentração de glutamato no meio extracelular após 

a pré-incubação com o inibidor da atividade da GS em culturas de astrócitos 

corticais de ratos. Os autores sugerem que a atividade ou expressão da GS 

pode influenciar na captação de glutamato pelos EAAT’s astrocíticos, assim 

como também no acúmulo e liberação de Gln pelos astrócitos. Isso implica que 
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a atividade da GS pode ser recrutada quando há aumento na recaptação de 

glutamato. Assim, é possível que frente ao aumento na recaptação de 

glutamato pelos EAAT’s (GLT1 e GLAST) haja um aumento na 

atividade/expressão da GS. No entanto, é possível que esta relação entre a GS 

e os EAAT’s seja estimulada por fatores específicos, uma vez que há uma 

outra linha de trabalhos mostrando que a deleção gênica de ambos os EAAT’s 

em camundongos não altera a expressão da GS, que se mantem inalterada na 

região do córtex 214. Nesta outra linha, os autores sugerem que a expressão da 

GS não depende das expressões do GLAST ou GLT1. Em conjunto, os 

estudos divergentes de Zou et al., 176 e Voutsinos-Porche et al., 214 e os nossos 

com o NTS e RVLM sugerem que a relação entre os EAAT’s e a GS pode ser 

determinada por outros fatores intrínsecos da região. 

O GFAP também parece ser importante para a captação de glutamato 

pelos EAAT’s astrocíticos e para atividade da GS 94,215. Estudos de Hughes et 

al., 215 e Sullivan et al., 94 mostraram que camundongos knockout para GFAP 

exibem redução na expressão de GLAST. Sugerindo que o GFAP é importante 

para ancoragem do transportador GLAST na membrana astrocítica, 

favorecendo sua função de clearence do glutamato extracelular. Além disso, a 

microinjeção ICV de ácido L-aminoadipico (L-AAA), um inibidor funcional da 

GS, reduz a marcação imunohistoqúmica de GFAP em astrócitos 

hipotalâmicos116. Os autores sugerem que a função do GFAP está, de algum 

modo, relacionada à captação de glutamato pelos EAAT’s e conversão de 

glutamato-glutamina pela GS. Não obstante, observamos que animais 2R1C 

possuem redução na expressão do GFAP, da GS e dos EAAT’s (GLT1 e 

GLAST) no RVLM.  
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Em fisiopatologias cardiovasculares como a hipertensão e insuficiência 

cardíaca, de fato observa-se um aumento na atividade glutamatérgica e 

angiotensinérgica no SNC, as quais promovem consequentemente um 

aumento na atividade dos neurônios pré-simpáticos do RVLM 17,125,216–218. 

Estudos de Isegawa et al., 125 observaram em camundongos com insuficiência 

cardíaca e knockout para os receptores AT1 astrocíticos, redução da 

mortalidade, da concentração urinária de noradrenalina e aumento na fração de 

ejeção e no diâmetro da câmara cardíaca. Esses resultados sugerem que os 

astrócitos do RVLM contribuem para o aumento da simpatoexcitação e para o 

remodelamento cardíaco induzidos pela Ang-II durante a insuficiência cardíaca. 

Embora haja estudos sugerindo uma relação entre a ação angiotensinégica 

sobre os astrócitos bulbares e a simpatoexcitação na insuficiência cardíaca, 

pouco é conhecido sobre essa interação na hipertensão. 

Nesse sentido, nossos resultados biomoleculares sugerem que a 

redução da expressão dos marcadores do ciclo glutamato-glutamina astrocítico 

no RVLM pode estar contribuindo para o aumento da função glutamatérgica 

observada neste núcleo em animais com HRv 17,207. Adicionalmente, a análise 

de correlação entre a pressão arterial e a expressão dos marcadores 

astrocíticos mostrou que o aumento da pressão arterial em animais com HRv 

pode ser correlacionado à redução da expressão do GLT1 e da enzima GS no 

RVLM. Corroborando mais uma vez para o entendimento de que a redução da 

expressão e/ou função dos marcadores do ciclo glutamato-glutamina astrocítico 

participa da patogênese da HRv. Estes resultados também dão suporte aos 

estudos que sugerem que o bulbo, é de fato, o maior alvo da Ang-II circulante 

44. De maneira que a redução da expressão desses marcadores astrocíticos 
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pode ajudar a entender o porquê da Ang-II promover aumento significativo na 

concentração de glutamato, especialmente no RVLM 82.  

Considerando os nossos estudos in vivo, é possível que as respostas 

cardiovasculares ao DHK, ao L-AAA e ao FCt sejam núcleo dependentes e 

embora não tenhamos observado maiores efeitos funcionais sobre a CM, 

nossos estudos prévios in vitro102 e outros com microinjeções em núcleos 

cardiovasculares específicos69 observaram que de fato a Ang-II reduz a 

recaptação de glutamato. Assim como os nossos estudos in vitro também 

sugerem que a atividade astrocítica está reduzida em outros núcleos 

cardiovasculares específicos, o NTS e RVLM - embora com perfis de 

expressão 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 condições fisiopatológicas181,198,219,220. 

Adicionalmente, outros estudos seriam importantes para confirmar o perfil 

funcional desses marcadores astrocíticos em animais hipertensos, 

especialmente nestes núcleos bulbares. 

 

5.1.5. Expressão dos marcadores da atividade astrocítica está alterada 

em núcleos hipotalâmicos de ratos com HRv 

Nossos resultados mostraram que há na HRv redução na expressão do 

GLAST, mas não de GLT1 no SFO. Provavelmente isso se deva ao fato de que 

no SFO há uma predominância intrínseca de GLAST sobre o GLT1 221. Além 

disso, diferentes estudos in vitro sugerem que a Ang-II promove redução na 

atividade/expressão dos transportadores de glutamato astrocíticos no 

hipotálamo 69,102. Contudo, essa redução na expressão proteica de GLAST no 
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SFO não foi acompanhada de alterações na expressão proteica da GS. Mais 

uma vez corroborando com o entendimento de que a relação entre os EAAT’s e 

a GS pode ser determinada por outros mecanismos astrocíticos coexistentes 

na região 176,214. Outro ponto que reforça essa hipótese é que o perfil da 

expressão desses marcadores, EAAT’s e GS, difere entre os núcleos do NTS, 

RVLM e SFO, provavelmente devido às funções distintas desses núcleos no 

controle cardiovascular. Além disso, não foi observada alterações na expressão 

do GFAP no SFO de animais com HRv, sugerindo que embora haja redução da 

recaptação de glutamato neste núcleo, não parece haver diferenças na 

modulação física do citoesqueleto astrocítico nos espaços extrasinápticos entre 

os animais normotensos e com HRv. 

Na região do PVN não encontramos alterações significativas na 

expressão dos EAAT’s em ratos com HRv, mas isso não indica que a função 

de recaptação não esteja alterada, uma vez que os estudos eletrofisiológicos e 

in vivo de Stern et al., 69 previamente demonstraram a Ang-II atua nos 

astrócitos do PVN reduzindo sua recaptação de glutamato, o que resulta em 

um aumento da atividade neuronal nesta região e em um aumento da pressão 

arterial e da atividade simpática. Outros estudos mostraram que em animais 

com insuficiência cardíaca só foi possível observar redução na expressão do 

GLT1 quando separada as frações de membrana e do citosol122. Logo, ainda é 

possível que os EAAT’s estejam presentes, em sua maior parte, translocados a 

vesículas no citosol e não ancorados sobre a superfície da membrana 

plasmática, o que, de fato, determinaria sua real função de recaptação 122. 

Além disso, observamos um aumento da expressão proteica de GFAP na 

região do PVN de ratos HRv, similar ao observado no PVN de animais com 
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insuficiência cardíaca130. Embora o aumento do GFAP possa sugerir 

superativação dos astrócitos, também sugere aumento dos prolongamentos 

astrocíticos com consequente redução do espaço extracelular e do contato 

neuronal 116. Nesse sentido, é necessário considerar que embora a 

quantificação do GFAP em tecido – por western blotting, imunohistoquímica ou 

imunofluorescência - seja utilizada para avaliar a plasticidade dos processos 

astrocíticos sobre o espaço sináptico 116,156,222,223, apenas os trabalhos 

multidisciplinares que avaliaram o GFAP por pelo menos duas técnicas 

diferentes – western blotting e imunofluorescência de marcação múltipla 

principalmente – foram capazes de efetivamente estabelecer se houve 

alterações nos processos astrocíticos em contato com os terminais neuronais. 

Logo, pela técnica que utilizamos, podemos sugerir que o aumento da 

expressão de GFAP observado no PVN de animais com HRv indica 

proliferação de astrócitos e/ou hipertrofia do corpo celular e processos 

astrocíticos nesta região, fenômeno conhecido com astrogliose (para revisão 

ver ENG; GHIRNIKAR, 1994), mas ainda não nos permite sugerir se houve, ou 

não, alterações nos processos astrocíticos que limitam o espaço físico da 

sinapse.    

  

5.2. Considerações metodológicas sobre a difusão dos fármacos na 

cisterna magna & a escolha das doses utilizadas  

O cérebro é um sistema multi-compartimental dinâmico, no qual todos 

os processos de entrada, difusão, metabolismo, ligação e eliminação 

determinam as concentrações locais das moléculas no SNC. A região da 

cisterna magna (CM), disposta entre a face inferior do cerebelo e a face 
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posterior do bulbo, é um compartimento aberto por onde passa o líquido 

cefalorraquidiano (LCR) que vem do arqueduto, sendo este fluxo direcionado 

aos espaços subaracnóideos e/ou de volta ao aqueduto e 3°Ventrículo 225,226. 

Estudos com modelagem farmacocinética sugerem que a cisterna 

magna de ratos (250g) possui aproximadamente 17 μl de LCR circulante em 

um fluxo de 2 μL/min 227,228. Por isto, foi estabelecido um volume fixo de 5µL 

para as microinjeções ICM, correspondendo a 22% do volume total em 

movimento neste compartimento, o qual foi inicialmente diluído no LCR que 

circunda toda a extensão da superfície bulbar preservando, sobretudo, os 

efeitos sob os mecanismos funcionais cardiovasculares 136,137.  

Estudos com traçadores fluorescentes e radiomarcados microinjetados 

na CM mostraram que estas substâncias entram no parênquima cerebral 

através de espaços para- e perivasculares, onde se difundem para o interstício 

em diferentes profundidades 226,229. No interstício o fluxo reduz 

significantemente para cerca de 0,1 μL/min 230, fazendo com que a 

concentração dos fármacos seja maior em regiões mais próximas às 

superfícies, em 1-2mm de distância, que em regiões mais profundas do cérebro 

231–233. Isto sugere que os fármacos microinjetados na CM podem atingir os 

núcleos cardiovasculares do NTS e RVLM, uma vez que estão localizados na 

região dorsal e ventral do bulbo em aproximadamente 1mm de distância da 

superfície 135–137,165,234, entretanto, possivelmente, em menor grau de 

concentração que a dose microinjetada.   

  

Logo, no presente estudo consideramos que o efeito cardiovascular 

observado após as microinjeções ICM foi resultado da ação dos inibidores em 
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si sobre as células dispostas na região do bulbo, especialmente no parênquima 

mais próximo à superfície bulbar. Dentro desse contexto, convém ressaltar que 

embora o NTS esteja na porção dorsal, logo abaixo da região da CM, nem 

sempre o efeito pressor da microinjeção ICM reflete a ação dos fármacos 

diretamente sobre este núcleo 136, por outras vezes reflete efeito semelhante à 

microinjeção na região direta no RVLM 165,234.  

Além da difusão dos inibidores na CM, também consideramos a 

escolha das doses para os inibidores gliais: DHK, L-AAA e FCt. Estudos 

anteriores mostram que a microinjeção de DHK em doses e núcleos diferentes 

(1mM no PVN vs. 5mM no NTS) promovem respostas cardiovasculares que 

divergem em ratos anestesiados69,98,164. Estudos de Matott et al., 98 observaram 

que respostas depressoras basais só foram observadas quando o DHK foi 

microinjetado em doses elevadas no NTS (de 2, 3 e 5 mM), as quais 

promoveram uma redução drástica de -20 a -40 mmHg na PAM e de -50 a 

aproximadamente -100% na atividade simpática renal dos ratos anestesiados, 

enquanto que na dose menor de 0,5 mM - mais próxima à dose que usamos de 

1 mM - não promoveu tais efeitos.  

Além disso, uma maior dose de DHK e/ou seu acúmulo gradual no 

tecido são importantes fatores a serem considerados quando se busca avaliar 

o papel funcional da recaptação pelo GLT1 preservando a integridade 

neuronal. Doses elevadas de DHK parecem não ser indicadas em protocolos in 

vivo, uma vez que provocam um acúmulo nos níveis de glutamato que 

transcendem seus níveis fisiológicos e, ao invés demonstrar apenas o efeito 

funcional do mecanismo de recaptação de glutamato pelos astrócitos, acabam 

levando à neurotoxicidade e até à morte neuronal, como já observado em 
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experimentos anteriores com microdiálise no corpo estriado e hipocampo de 

ratos 235–237. Dessa forma, nós optamos por utilizar em nosso estudo, a dose de 

1 mM de DHK, previamente usada nas microinjeções no PVN por Stern et al., 

69, a qual mostrou ser mais segura para a seletividade da resposta 

cardiovascular in vivo, minimizando os riscos neurotóxicos aos neurônios 

glutamatérgicos que continuaram funcionais após a microinjeção de DHK.  

Para a escolha da dose do L-AAA, consideramos que o tempo e/ou 

constância da exposição à droga, mesmo em baixas doses (1mM), parecem 

ser os principais fatores relacionados à toxicidade celular in vitro 238,239. Grande 

parte dos estudos in vivo utiliza o L-AAA, em diferentes doses (2 – 10mM), para 

avaliar seu efeito sobre a inibição astrocítica, a qual é mensurada pela retração 

dos processos astrocíticos mediada pelo GFAP no SON e Córtex de ratos 

116,138,240,241. Entretanto, estudos anteriores de Garthwaite et al., 239 mostraram 

que doses maiores de L-AAA (5mM) também promovem a morte celular de 

neurônios cerebelares, entretanto estudos posteriores sugeriram que as 

mudanças neuronais induzidas pelo L-AAA podem não ser manifestadas em 

abordagens in vivo 242. Por isso a importância da escolha de uma dose menor 

capaz de promover efeitos cardiovasculares mensuráveis. Estudos anteriores 

de Xu et al., 240,243 mostraram que a injeção intracranial de L-AAA (2mM) sob a 

superfície do córtex reduz a expressão de GFAP na área afetada, mas não 

promove alterações na PAM nos ratos anestesiados. Em um desses trabalhos, 

os autores também observaram que o L-AAA na dose de 2mM não produziu 

mudanças mensuráveis na amplitude da resposta evocada pelos neurônios 

corticais in vivo 240. Sugerindo que esta dose não afeta a função neuronal. 

Cabe ressaltar que estas análises in vivo foram feitas apenas 24hrs após a 
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injeção de L-AAA, o que poderia justificar a ausência de resposta pressora 

observada. Mas considerando que a atividade neural é preservada após a dose 

de 2mM, nós realizamos testes pilotos na CM e optamos pela escolha desta 

dose, a qual promoveu resposta pressora (aprox. 6,3 mmHg) imediatamente 

após a microinjeção sem produzir o comportamento rotor, característico de 

doses neurotóxicas microinjetadas próximas ao cerebelo.    

A escolha da dose do FCt foi feita com base nos estudos pioneiros de 

Paulsen et al., 139, os quais mostraram que a microinjeção de 1nMol de FCt no 

corpo estriado de ratos promoveu a inibição seletiva e reversível da atividade 

da glia na região. Os autores ainda observaram que em massas maiores (≥ 

2mMol), o FCt afetou as estruturas gliais e neuronais de maneira irreversível. 

Logo, os diversos estudos posteriores cardiovasculares conservaram a massa 

de 1mMol e adaptaram apenas ao volume desejado, tal como fizemos ao optar 

pela concentração de 1nMol/5µL (ou 0,2mM) 124,203,244.  

. 
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6   Sumário dos Resultados 

Nossos resultados in vivo com a microinjeção ICM mostraram que: 

 não houve alterações na PAM, FC, PAS e PAD induzidas pelo DHK em 

ratos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS;  

 não houve alterações na PAM, FC, PAS e PAD induzidas pelo L-AAA 

em ratos SHAM, 2R1C ou  R1C/LOS;  

 não houve alterações 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;  

 

Enquanto os nossos resultados in vitro mostraram que animais 2R1C 

apresentam: 

 redução na expressão de GFAP no NTS e no RVLM e um aumento na 

expressão no PVN; 

 redução da expressão de GLT1 no RVLM; 

 redução na expressão do GLAST no RVLM e SFO; 

 redução da expressão da GS no NTS e no RVLM.  
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7   Conclusões 

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, concluímos 

que as respostas cardiovasculares ao DHK, ao L-AAA e ao FCt parecem ser 

núcleo dependentes. A redução pontual da PA após a inibição glial na cisterna 

magna apenas em animais hipertensos sugere que a glia bulbar está alterada 

nessa fisiopatologia, no entanto ainda são necessários outros estudos que 

investiguem a natureza dessa alteração considerando a multiplicidade funcional 

dessas células e a individualidade dos núcleos. Em relação aos astrócitos, 

nossos resultados in vitro mostraram há um prejuízo na expressão dos 

marcadores da atividade astrocítica nos núcleos bulbares, do NTS e RVLM, e 

nos núcleos hipotalâmicos, do SFO e PVN, de animais com HRv. Dessa forma, 

sugerimos que há alteração da atividade astrocítica em núcleos específicos 

envolvidos na modulação cardiovascular em ratos hipertensos. Nossos 

resultados nos estimulam à realização de estudos adicionais, sobretudo in vivo, 

para melhor compreendermos a participação dos astrócitos bulbares na 

modulação cardiovascular de ratos hipertensos.  
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8 Perspectivas 

 Devido às 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 condições, ainda há carência de estudos funcionais na literatura 

que avaliem a real função dos astrócitos sobre a modulação cardiovascular em 

animais não anestesiados. Isto porque a maioria das abordagens 

experimentais dos estudos que investigam os mecanismos de recaptação e 

conversão de glutamato pelos astrócitos utilizam técnicas in vitro ou 

eletrofisiológicas para avaliar apenas a dinâmica e/ou o papel desses 

mecanismos ao nível celular e molecular 69,98,99,102,117,119,120,122,245–264. Poucos 

estudos avaliaram os mecanismos de captação e conversão de glutamato 

pelos EAAT’s astrocíticos em regiões hipotalâmicas e bulbares 

contextualizando aos efeitos cardiovasculares 69,98,99,102,117–120,122,255,257, e 

destes, menos ainda em modelos de animais inteiros 69,98,99,117–120. Dentro dos 

nossos conhecimentos, nosso trabalho foi o primeiro a investigar as alterações 

cardiovasculares e moleculares associadas aos mecanismos astrocíticos de 

captação e conversão de glutamato na região do bulbo de animais hipertensos 

e sem o efeito anestésico. O fato é que estudos que investigam as diferentes 

funções da glia ainda são desafiadores. Há uma série de debates no meio 

científico que questionam a escassez de métodos específicos o suficiente para 

avaliar as diferentes funções astrocíticas dentro de um ambiente próximo ao 

fisiológico 265. Os estudos in vivo citados no decorrer deste trabalho, os quais 

avaliaram a função dos EAAT’s no NTS98,118 e no PVN69, observaram efeitos 

cardiovasculares, mas nesses experimentos o ambiente neural também 
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estava alterado pela condição anestésica146,178,266. O que reforça a 

necessidade de confirmar esses experimentos prévios com outras abordagens 

in vivo sem a influência de anestésicos e utilizando doses de fármacos mais 

refinadas ao mecanismo de interesse, que não implique em resultados 

exacerbados que não correspondem a real função da glia naquele processo. 

Por isso, nesse longo debate ao entorno da glia há um consenso de que avaliar 

a função dos astrócitos exige que sejam feitas abordagens experimentais mais 

sutis, mas com métodos mais sensíveis. Uma vez que a maioria das respostas 

dos astrócitos aos estímulos se apresentam em uma curva estreita em que 

quando não se produz uma resposta exacerbada, não produz nada 265. O 

grande desafio está em "falar" com os astrócitos usando um baixo nível de 

estimulação fisiologicamente relevante e vê-los responder integrando uma 

resposta final no organismo vivo. Ainda estamos em busca disto, mas estudos 

como os nossos, que observaram alterações nos marcadores astrocíticos cuja 

inibição funcional não resultou em mudanças fisiológicas visíveis, são muito 

importantes porque demonstram que existem especificidades inerentes aos 

núcleos que torna mais complexa a relação sinérgica dos astrócitos e 

neurônios nos núcleos cardiovasculares, sobretudo na fisiopatologia da HRv.  

Dentro do que avaliamos, o estudo dos mecanismos glutamatérgicos 

astrocíticos fornece uma base para melhor compreendermos os mecanismos 

centrais ligados à gênese da hipertensão nos núcleos cardiovasculares. 

Devemos agora nos questionar se a alteração astrocítica é um déficit primário 

ou uma consequência das mudanças neuronais em cada núcleo 

cardiovascular. Podendo essas mudanças astrocíticas causadas, entre outros 

fatores, pela mudança na plasticidade 
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sináptica7,17,39,59,70,71,154,157,195,206,208,209,267, pelas alterações nas funções 

glutamatérgicas17,59,195,208,209,268, angiotensinérgicas39,59,70 e 

oxidativas7,59,157,206,267 na hipertensão. Portanto, ainda é necessário utilizar 

abordagens mais específicas e sensíveis, inclusive em outros modelos de 

hipertensão, para melhor compreendermos a natureza dessa interação entre os 

astrócitos e neurônios no controle da pressão arterial.   
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Valores expressos da solução de 
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Apêndice B | 

Tabela A 1 | Valores expressos da pressão arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos 

após a microinjeção ICM de solução salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C ou 

2R1C/LOS. 

 

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

PAM (mmHg)

    -1 s 122 ± 4 171 ± 15# 120 ± 7⊥

    0 s 122 ±.4 171 ±15# 120 ± 6⊥

    1 s 120 ± 4 174 ± 15# 120 ± 6⊥

    2 s 121 ± 4 175 ± 15# 121 ± 6⊥

    3 s 122 ± 4 173 ± 15# 121 ± 6⊥

    4 s 120 ± 4 170 ± 153# 121 ± 6⊥

    5 s 121 ± 4 172 ± 15# 120 ± 7⊥

    6 s 121 ± 4 175 ± 15# 121 ± 7⊥

    7 s 121 ± 4 174 ± 16# 121 ± 6⊥

    8 s 122  ± 3 176 ± 15# 121 ± 6⊥

    9 s 123 ± 4 175 ± 16# 121 ± 7⊥

    10 s 121 ± 4 171 ± 15# 119 ± 6⊥

Δ PAM (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s  -2  ± 1 3 ±. 2# 0  ±  2

    2 s  -1  ± 1 5 ± 2 #* 0  ±  2

    3 s 0  ± 0 2 ± 1 1  ±  1

    4 s  -2  ± 1 0 ± 2 1  ±  1

    5 s  -1  ± 1 1 ± 1 0  ±  2

    6 s  -1  ± 1 4 ± 2#* 1  ±  1

    7 s  -2  ± 1 3 ± 3#* 1  ±  1

    8 s 0  ± 1 5 ± 2#* 1  ±  2

    9 s 0  ± 1 4 ± 2#* 1  ±  1

    10 s  -1  ± 1 1 ± 1  -2  ±  1

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à

10 segundos) à microinjeção de salina. Valores da variação (Δ) correspondem aos

tempos de 0 à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados

pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ±

EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Apêndice B | 

Tabela A 2 | Valores expressos da frequência cardíaca (FC, bpm) em diferentes tempos após a 

microinjeção ICM de solução salina (NaCl 0,15M) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

 

 

 

 

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

FC (bpm)

    -1 s 318 ± 9 335 ± 17 346 ± 21

    0 s 318 ± 9 335 ± 17 346 ± 21

    1 s 328 ± 7 332 ± 16 348 ± 22

    2 s 319 ± 9 331 ± 14 346 ± 21

    3 s 325 ± 7 328 ± 17 348 ± 22

    4 s 320 ± 8 333 ± 15 347 ± 23

    5 s 322 ± 6 333 ± 15 346 ± 22

    6 s 327 ± 8 329 ± 16 346 ± 23

    7 s 327 ± 9 329 ± 16 352 ± 23

    8 s 326 ± 8 328 ± 15 345 ± 23

    9 s 325 ± 7 329 ± 16 343 ± 24

    10 s 323 ± 7 333 ± 15 345 ± 24

Δ FC (bpm)

    0 s 0 0 0

    1 s 10 ± 6  -3 ± 4 2 ± 1

    2 s 14 ± 8   -5 ± 5 0 ± 2

    3 s 7 ± 8  -7 ± 3 3 ± 2

    4 s 2 ± 7  -2 ± 4 1 ± 3

    5 s 3 ± 7  -2 ± 4 0 ± 2

    6 s 9 ± 7  -7 ± 4 0 ± 4

    7 s 9 ±  7  -6 ± 3 7 ± 5

    8 s 7 ± 8  -7 ± 4  -1 ± 4

    9 s 7 ± 8  -6 ± 4  -3 ± 6

    10 s 4 ± 7  -3 ± 5  -1 ± 6

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à

10 segundos) à microinjeção de salina. Valores da variação (Δ) correspondem aos

tempos de 0 à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados

pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ±

EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Apêndice B | 

 

Figura A 1| Alterações na pressão arterial sistólica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastólica 

[PAD, mmHg (Painéis C e D)] após a microinjeção ICM de solução de salina (NaCl 0,15 M) nos 

grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados 

pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± EPM. 

*p<0,05 vs. Tempo 0; 
#
p<0,05 vs. grupo SHAM;⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C. 
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Apêndice B | 

Tabela A 3| Valores expressos da pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) em diferentes tempos 

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

 

 

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

PAS (mmHg)

    -1 s 136 ±. 6 197 ± 19# 138 ± 7⊥

    0 s 136  ± 6 197 ± 19# 138 ± 7⊥

    1 s 132  ± 5 201 ± 19# 138 ± 6⊥

    2 s 133 ± 5 202 ± 20# 138 ± 7⊥

    3 s 134  ± 5 201 ± 20# 138 ± 7⊥

    4 s 133 ± 6 197 ± 20# 138 ± 7⊥

    5 s 133 ± 5 198 ± 19# 138 ± 7⊥

    6 s 133 ± 5 202 ± 19# 139 ± 8⊥

    7 s 133 ± 5 201 ± 20# 139 ± 7⊥

    8 s 134 ± 4 203 ± 20# 139 ± 7⊥

    9 s 135 ± 5 203 ± 21# 139 ± 8⊥

    10 s 134 ± 6 198 ± 20# 136 ± 7⊥

Δ PAS (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s  -4 ±  1 4 ±  2# 0 ± 2

    2 s  -3 ±  2 6 ± 2# 1 ± 2

    3 s  -2 ±  2 4 ± 2# 1 ± 2

    4 s  -3 ±  2 0 ±  2 0 ± 1

    5 s  -3 ±  2 1 ±  2 0 ± 2

    6 s  -2 ± 2  5 ±  2# 2 ± 1

    7 s  -2 ±  1 4 ±  3# 1 ± 1

    8 s  -2 ±  2 6 ±  2# 1 ± 2 

    9 s  -1 ±  2 6 ±  2# 2 ± 1

    10 s  -2 ±  1 1 ±  2  -2 ± 1

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de salina. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos

de 0 à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-

teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05

vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Apêndice B | 

Tabela A 4 | Valores expressos da pressão arterial diastólica (PAD, mmHg) em diferentes 

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

 

 

 

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

PAD (mmHg)

    -1 s 109 ± 4 148 ± 12# 103 ± 6⊥

    0 s 109 ± 4 148 ± 12# 103 ± 6⊥

    1 s 108 ± 4 150 ± 12# 103 ± 6⊥

    2 s 108 ± 4 152 ± 12# 104 ± 6⊥

    3 s 109 ± 4 151 ± 12# 103 ±6⊥

    4 s 109 ± 4 148 ±  12# 103 ± 6⊥

    5 s 109 ± 4 148 ± 12# 104 ± 7⊥

    6 s 108 ±4 151 ± 12# 104 ± 7⊥

    7 s 108 ± 4 150 ± 12# 105 ± 6⊥

    8 s 109 ± 4 151 ± 12# 104 ± 6⊥

    9 s 110 ± 4 151 ± 12# 105 ± 7⊥

    10 s 109 ± 4 147 ± 12# 102 ± 7⊥

Δ PAD (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s  -1 ± 1 2 ± 1 0 ± 1

    2 s  -2 ± 2 4 ±  2 1 ± 2

    3 s 0 ± 2 3 ±  2 1 ± 2

    4 s  0 ± 2 0 ±  2 0 ± 2

    5 s 0 ± 1 1 ±  1 1 ± 1

    6 s  -1 ± 1 4 ±  1 1 ± 1

    7 s  -1 ± 1 2 ±  2 2 ± 1

    8 s 0 ± 1 3 ±  2 1 ± 2

    9 s 1 ± 1 0 ±  4 2 ± 1

    10 s 0 ± 1 0 ±  1 0 ± 2

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de salina. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à

10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey

para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05

vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.

Grupos

2R1C/LOS (n=8)
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Apêndice C | 

Tabela A 5 | Valores expressos da pressão arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos 

após a microinjeção ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

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

PAM (mmHg)

    -1 s 119 ± 3 172 ± 18# 124 ± 7⊥

    0 s 119 ± 3 172 ± 18# 124 ± 6⊥

    1 s 121 ± 3 172 ± 18# 128 ± 8⊥

    2 s 124 ± 4 174 ± 16# 131 ± 9⊥

    3 s 124 ± 5 174 ± 15# 134 ± 10⊥

    4 s 127 ± 5 177 ± 15# 133 ± 10⊥

    5 s 127 ± 6 178 ± 17# 135 ± 10⊥

    6 s 125 ± 6 185 ± 18# 136 ± 11⊥

    7 s 124 ± 6 184 ± 18# 134 ± 10⊥

    8 s 124 ± 5 182 ± 18# 134 ± 9⊥

    9 s 124 ± 6 181 ± 15# 135 ± 9⊥

    10 s 124 ± 5 184 ± 16# 136 ± 9⊥

Δ PAM (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 2 ± 1 0 ± 3 4 ± 3

    2 s 5 ± 2 2 ± 4 8 ± 5

    3 s 4 ± 3 2 ± 5 11 ± 7

    4 s 7 ± 4 5 ± 6 11 ± 7

    5 s 8 ± 5 6 ± 8 13 ± 8

    6 s 5 ± 4 13 ± 10 12 ± 8

    7 s 4 ± 5 12 ± 10 12 ± 7

    8 s 4 ± 4 10 ± 10 11 ± 7

    9 s 5 ± 5 9 ± 9 12 ± 7

    10 s 5 ± 4 12 ± 10 12 ± 7

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de DHK. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à

10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± 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 6 | Valores expressos da frequência cardíaca (FC, bpm) em diferentes tempos após a 

microinjeção ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

 

 

 

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

FC (bpm)

    -1 s 335 ± 11 337 ± 9 355 ± 16

    0 s 335 ± 11 337 ± 9 355 ± 16

    1 s 317 ± 23 326 ± 14 347 ± 16

    2 s 352 ± 15 336 ± 15 346 ± 16

    3 s 332 ± 11 334 ± 16 346 ± 16

    4 s 338 ± 7 332 ± 18 354 ± 15

    5 s 340 ± 6 331 ± 19 353 ± 16

    6 s 323 ± 20 325 ± 23 341 ± 18

    7 s 332 ± 13 325 ± 24 347 ± 19

    8 s 317 ± 25 324 ± 22 343 ± 19

    9 s 321 ± 23 314 ± 24 343 ± 19

    10 s 329 ± 16 317 ± 32 344 ± 19

Δ FC (bpm)

    0 s 0 0 0

    1 s  -5 ± 6 5 ± 4  -2 ± 3

    2 s  -7 ± 7 3 ±4  -6 ± 3

    3 s  -1 ± 7 3 ± 4  -1 ± 4

    4 s  -1 ± 5 2 ± 4 2 ± 8

    5 s   -5 ± 5 2 ± 5  0 ± 4

    6 s  -2 ± 6 1 ± 4  -2 ± 6

    7 s  -1 ± 5 2 ± 5 5 ± 7

    8 s  -2 ± 7  -1 ± 4 2 ± 6

    9 s  -1 ± 5  -10 ± 8 1 ± 8

    10 s 0 ± 5 2 ± 7  -1 ± 6

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos)

à microinjeção de DHK. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos.

Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas

comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo

Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura A 2| Alterações na pressão arterial sistólica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastólica 

[PAD, mmHg (Painéis C e D)] após a microinjeção ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 

2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de 

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; 

#
p<0,05 vs. grupo SHAM;⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C. 
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Apêndice C | 

Tabela A 7 | Valores expressos da pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) em diferentes 

tempos após a microinjeção ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS.

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

PAS (mmHg)

    -1 s 127  ± 5 201  ± 25# 143  ± 8⊥

    0 s 127  ± 5 201  ± 25# 143  ± 8⊥

    1 s 134  ± 5 194  ± 20# 147  ± 9⊥

    2 s 135  ± 5 202  ± 22# 150  ± 10⊥

    3 s 134  ± 6 202  ± 21# 154  ± 12⊥

    4 s 139  ± 8 205  ± 21# 152  ± 12⊥

    5 s 140  ± 9 207  ± 22# 154  ± 11⊥

    6 s 137  ± 8 216  ± 24# 156  ± 12⊥

    7 s 137  ± 9 215  ± 24# 154 ± 12⊥

    8 s 138  ± 8 214  ± 24# 154  ± 12⊥

    9 s 139  ± 11 212  ± 21# 155  ± 12⊥

    10 s 137  ± 8 216  ± 22# 156  ± 11⊥

Δ PAS (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 8  ± 7  -10  ± 7 4  ± 3

    2 s 9  ± 6  -2  ± 3 7 ± 5

    3 s 8  ± 8  -3  ± 4 11  ± 7

    4 s 14  ± 11  -1  ± 5 9  ± 7

    5 s 17  ± 13  -2  ± 3 11  ± 7

    6 s 13  ± 11 2  ± 2 10  ± 6

    7 s 14  ± 13 1  ± 3 13  ± 8

    8 s 15  ± 12  -1  ± 4 10  ± 9

    9 s 17  ± 16 0  ± 5 11  ± 7

    10 s 14  ± 13 2  ± 4 13  ± 7

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1

à 10 segundos) à microinjeção de DHK. Valores da variação (Δ) correspondem aos

tempos de 0 à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way;

comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos

como MÉDIAS ± 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 8 | Valores expressos da pressão arterial diastólica (PAD, mmHg) em diferentes 

tempos após a microinjeção ICM de DHK (1mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

 

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

PAD (mmHg)

    -1 s 106  ± 3 148  ± 12# 107 ± 6⊥

    0 s 106  ± 3 148  ± 12# 107 ± 6⊥

    1 s 105  ± 4 148  ± 12# 110 ± 7⊥

    2 s 113  ± 3 150  ± 11# 114 ± 8⊥

    3 s 111  ± 5 151  ± 10# 117 ± 9⊥

    4 s 113  ± 4 152  ± 10# 114 ± 9⊥

    5 s 115  ± 5 155  ± 11# 117 ± 8⊥

    6 s 112  ± 5 158  ± 13# 117 ± 10⊥

    7 s 112  ± 5 157  ± 13# 115 ± 9⊥

    8 s 111  ± 4 157  ± 13# 116 ± 8⊥

    9 s 111  ± 5 155  ± 11# 116 ± 8⊥

    10 s 111  ± 4 158  ± 11# 117 ± 8⊥

Δ PAD (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s  -2  ± 3 1  ± 2 4 ± 3

    2 s 6  ± 2 2  ± 3 7 ± 5

    3 s 5  ± 3 3  ± 4 10 ± 6

    4 s 7  ± 3 4  ± 5 8 ± 6

    5 s 8  ± 5 7  ± 7 10 ± 6

    6 s 5  ± 4 10  ± 8 10 ± 7

    7 s 5  ± 5 9  ± 9 8 ± 7

    8 s 4  ± 3 9  ± 9 9 ± 6

    9 s 4  ± 4 8 ± 7 9 ± 6

    10 s 5  ± 4 10 ± 8 11 ± 6

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de DHK. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0

à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo

0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Apêndice D | 

Tabela A 9 | Valores expressos da pressão arterial média (PAM, mmHg) em diferentes tempos 

após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C  ou 2R1C/LOS. 

 

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

PAM (mmHg)

    -1 s 115 ± 5 165 ± 16# 119 ± 6⊥

    0 s 115 ± 5 165 ± 16# 119 ± 6⊥

    1 s 115 ± 6 164 ± 16# 121 ± 6⊥

    2 s 114 ± 6 166 ± 15# 124 ± 6⊥

    3 s 117 ± 5 164 ± 14# 123 ± 6⊥

    4 s 119 ± 4 164 ± 14# 119 ± 7⊥

    5 s 120 ± 3 161 ± 14# 124 ± 6⊥

    6 s 120 ± 3 165 ± 16# 121 ± 6⊥

    7 s 121 ± 3 172 ± 22# 123 ± 6⊥

    8 s 121 ± 4 173 ± 22# 123 ± 6⊥

    9 s 122 ± 4 171 ± 23# 125 ± 5⊥

    10 s 122 ± 4 175 ± 24# 125 ± 5⊥

Δ PAM (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 1 ± 2  -1  ± 2 2  ± 2

    2 s 0 ± 2 2 ± 3 5  ± 6

    3 s 2 ± 3 0 ± 4 4  ± 1

    4 s 5 ± 4 0 ± 3  -1  ± 3

    5 s 6 ± 5  -4 ± 4 4 ± 1

    6 s 6 ± 5 0 ± 3 2  ± 2

    7 s 7 ± 5 7 ± 7 4  ± 1

    8 s 7 ± 3 9 ± 7 4  ± 2

    9 s 7 ± 6 6 ± 8 6  ± 2

    10 s 7 ± 6 10 ± 8 6  ± 3

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos) à

microinjeção de L-AAA. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos.

Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas

comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo 
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Tabela A 10 | Valores expressos da pressão arterial média (PAM, mmHg) em diferentes 

tempos após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C  ou 2R1C/LOS. 

 

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

FC (bpm)

    -1 s 309  ± 19 332 ± 6 369 ± 21#

    0 s 309  ± 19 332 ± 6 369 ± 21#

    1 s 308  ± 20 330 ± 6 367 ± 21#

    2 s 304  ± 20 329 ± 8 362 ± 21#

    3 s 305  ± 17 328 ± 9 366 ± 21#

    4 s 312  ± 12 331 ± 6 366 ± 21

    5 s 308  ± 16 330 ± 6 368 ± 21#

    6 s 306  ± 14 325 ± 9 367 ± 21#

    7 s 318   ± 9 337 ± 6 365 ± 21

    8 s 311  ± 12 339 ± 5 369 ± 21#

    9 s 322  ± 8 337 ± 5 372 ± 20

    10 s 321  ± 9 338 ± 4 369 ± 20

Δ FC (bpm)

    0 s 0 0 0

    1 s  -1   ± 7 5 ± 4  -2  ± 3

    2 s  -4   ± 9 3 ± 4  -6  ± 3

    3 s  -3   ± 12 3 ± 4  -2  ± 6

    4 s 3   ± 11 2 ± 4 2  ± 9

    5 s  -1   ± 9 2 ± 5  -1  ± 5

    6 s  -3   ± 9 1 ± 4  -2  ± 7

    7 s 8   ± 12 2 ± 4 7  ± 8

    8 s 2   ± 9  -1 ± 4 3  ± 7

    9 s  -5   ± 5  -10 ± 8 2  ± 9

    10 s  -6   ± 6 2 ± 7 0  ± 7

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos) à

microinjeção de L-AAA. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos. Dados

analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e

expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo

2R1C.
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Figura A 3| Alterações na pressão arterial sistólica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastólica 

[PAD, mmHg (Painéis C e D)] após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 

2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de 

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± 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 11 | Valores expressos da pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) em diferentes 

tempos após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

 

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

PAS (mmHg)

    -1 s 129 ± 8 190 ± 20# 137 ± 7⊥

    0 s 129 ± 8 190 ± 20# 137 ± 7⊥

    1 s 129 ± 9 189 ± 20# 139 ± 7⊥

    2 s 128 ± 8 191 ± 20# 143 ± 7⊥

    3 s 131 ± 7 189 ± 18# 142 ± 6⊥

    4 s 132 ± 6 189 ± 18# 137 ± 8⊥

    5 s 133 ± 6 184 ± 18# 142 ± 7⊥

    6 s 133 ± 5 191 ± 21# 140 ± 7⊥

    7 s 134 ± 6 199 ± 28# 141 ± 7⊥

    8 s 135 ± 7 200 ± 28# 142 ± 7⊥

    9 s 135 ± 6 197 ± 29# 144 ± 7⊥

    10 s 136 ± 6 202 ± 29# 144 ± 7⊥

Δ PAS (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 0 ± 2  -1 ± 2 2 ± 2

    2 s 0 ± 2 1 ± 3 5 ± 1

    3 s 2 ± 2  1 ± 5 4 ± 1

    4 s 4 ± 3  -1 ± 4  -1 ± 3

    5 s 5 ± 4  -6 ± 5 4 ± 1

    6 s 5 ± 4 1 ± 3 2 ± 2

    7 s 5 ± 4 9 ± 9 4 ± 1

    8 s 6 ± 2 10 ± 9 4 ± 2

    9 s 6 ± 5 7 ± 9 6 ± 2

    10 s 7 ± 5 12 ± 10 7 ± 3

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de L-AAA. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à

10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey

para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± 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 12 | Valores expressos da pressão arterial diastólica (PAD, mmHg) em diferentes 

tempos após a microinjeção ICM de L-AAA (2mM) nos grupos SHAM, 2R1C ou 2R1C/LOS. 

 

 

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

PAD (mmHg)

    -1 s 101 ± 4 142 ± 12# 102 ± 5⊥

    0 s 101 ± 4 142 ± 12# 102 ± 5⊥

    1 s 101 ± 5 141 ± 12# 103 ± 5⊥

    2 s 100 ± 5 144 ± 11# 106 ± 6⊥

    3 s 103 ± 4 142 ± 12# 105 ±6⊥

    4 s 105 ± 2 142± 11# 102 ± 7⊥

    5 s 107 ± 3 139 ± 12# 106 ± 6⊥

    6 s 107 ± 3 143 ± 13# 104 ± 6⊥

    7 s 108 ± 3 147 ± 17# 106 ± 5⊥

    8 s 107 ± 3 150 ± 18# 106 ± 5⊥

    9 s 108 ± 4 147 ± 18# 107 ± 5⊥

    10 s 109 ± 3 151 ± 18# 108 ± 5⊥

Δ PAD (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 0 ± 1  -1 ± 2 1  ± 2

    2 s  -1 ± 2 2 ± 2 4 ±  1

    3 s 2 ± 3 0 ± 2 3 ±  1

    4 s 4 ± 4 0 ± 3 0 ±  3

    5 s 5 ± 5  -3 ± 4 4 ±  1

    6 s 6 ± 6 0 ± 3 2 ± 2

    7 s 7 ± 6 5 ± 6 4 ±  1

    8 s 6 ± 3 7 ± 6 4 ±  2

    9 s 7 ± 6 5 ± 6 5 ±  1

    10 s 7 ± 6 9 ± 6 6 ±  3

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos) à

microinjeção de L-AAA. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos. Dados

analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e

expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Valores expressos do FCt 0,2mM
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Tabela A 13 | Valores expressos da pressão arterial média (PAM, mmHg) em diferentes 

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

 

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

PAM (mmHg)

    -1 s 120  ± 3 163  ± 15# 122  ± 6⊥

    0 s 120  ± 3 163  ± 15# 122 ± 6⊥

    1 s 120  ± 4 161  ± 13# 124 ± 6⊥

    2 s 122  ± 3 167  ± 15# 124 ± 6⊥

    3 s 114  ± 3 164  ± 15# 132 ± 9⊥

    4 s 114  ± 4 165  ± 18# 136 ± 12⊥

    5 s 116  ± 4 177  ± 24# 133 ± 12⊥

    6 s 112  ± 7 179  ± 28# 135 ± 12⊥

    7 s 113  ± 6 172  ± 20# 132 ± 11⊥

    8 s 111  ± 6 177  ± 25# 133 ± 11⊥

    9 s 114  ± 7 173  ± 20# 136 ± 11⊥

    10 s 116  ± 7 179  ± 24# 136 ± 10⊥

Δ PAM (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 0  ± 1  -2  ± 2 2 ± 2

    2 s 2   ± 1 4  ± 2 2 ± 3

    3 s  -5  ± 2 1  ± 2 10 ± 6

    4 s  -5  ± 4 3  ± 5 15 ± 9

    5 s  -3  ± 3 14  ± 10 11 ± 9

    6 s  -4  ± 7 16  ± 14* 13 ± 8

    7 s  -6  ± 6 9  ± 7 11 ± 7

    8 s 7  ± 6 14  ± 11 11 ± 7

    9 s  -5  ± 6 10  ± 5 14 ± 7

    10 s  -3  ± 6 16  ± 10 14 ± 7

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10

segundos) à microinjeção de FCt. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0

à 10 segundos. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIAS ± 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 14 | Valores expressos da frequência cardíaca (FC, bpm) em diferentes tempos após 

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

 

 

 

 

 

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

FC (bpm)

    -1 s 328  ± 7 330 ± 6 358 ± 20

    0 s 328  ± 7 330 ± 6 358 ± 20

    1 s 319  ± 12 319 ± 11 351 ± 19

    2 s 330 ± 14 328 ± 10 345 ± 39

    3 s 304 ± 18 326 ± 10 394 ± 41

    4 s 319 ± 23 338 ± 6 346 ± 19

    5 s 324 ± 18 337 ± 6 347 ± 19

    6 s 301 ± 34 346 ± 9 364 ± 19

    7 s 312 ± 21 335 ± 5 393 ± 47

    8 s 298 ± 27 366 ± 28 351 ± 26

    9 s 302 ± 27 345 ± 10 347 ± 22

    10 s 318 ± 11 354 ± 21 348 ± 17

Δ FC (bpm)

    0 s 0 0 0

    1 s  -5 ± 6  -3 ± 2 1 ± 3

    2 s  -1 ± 8 6 ± 5 7 ± 31

    3 s  -3 ± 5 4 ± 4 9 ± 19

    4 s 10 ±  9 10 ± 5 1 ± 7

    5 s 6 ± 10 6 ± 4 4 ± 10

    6 s 4 ± 10 7 ± 6 9 ± 6

    7 s 2 ± 8 7 ± 5 10 ± 6

    8 s  -4 ± 10 7 ± 3 15 ± 6

    9 s 2 ± 5 5 ± 4 7 ± 8

    10 s  -5 ± 6 2 ± 2  -1 ± 9

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos)

à microinjeção de FCt. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos.

Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas

comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo

Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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Figura A 4| Alterações na pressão arterial sistólica [PAS, mmHg (Painéis A e B)] e diastólica 

[PAD, mmHg (Painéis C e D)] após a microinjeção ICM de FCt (0,2mM) nos grupos SHAM, 

2R1C ou 2R1C/LOS. Dados analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de 

Tukey para múltiplas comparações e expressos como MÉDIA ± 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 15 | Valores expressos da pressão arterial sistólica (PAS, mmHg) em diferentes 

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

 

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

PAS (mmHg)

    -1 s 133 ± 6 189 ± 20# 140  ± 8⊥

    0 s 133 ± 6 189 ± 20# 140  ± 8⊥

    1 s 134 ± 6 188 ± 20# 143  ± 8⊥

    2 s 135 ± 6 195 ± 22# 143  ± 7⊥

    3 s 129 ± 6 193 ± 21# 149  ± 9⊥

    4 s 128 ± 7 193 ± 25# 156  ± 11⊥

    5 s 129 ± 7 206 ± 31# 153  ± 11⊥

    6 s 127 ± 9 206 ± 34# 153  ± 12⊥

    7 s 127 ± 9 196 ± 23# 151  ± 10⊥

    8 s 126 ± 9 200 ± 27# 153  ± 11⊥

    9 s 128 ± 9 198 ± 24# 156  ± 10⊥

    10 s 130 ± 10 204 ± 27# 155  ± 10⊥

Δ PAS (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 1 ± 2  -1  ± 1 2  ± 2

    2 s 2 ± 2 6 ± 3 5  ± 1

    3 s  -5  ± 2 3  ± 3 4  ± 1

    4 s  -6  ± 4 3  ± 8  -1  ± 3

    5 s  -4  ± 3 17  ± 12#* 4  ± 1

    6 s  -6  ± 6 17  ± 15#* 2  ± 2

    7 s  -6 ± 6 7  ± 5 4  ± 1

    8 s  -8 ± 6 11 ± 9#* 4  ± 2

    9 s  -5 ± 6 9 ± 5 6  ± 2

    10 s  -3 ± 6 15  ± 9#* 7  ± 3

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos) à

microinjeção de FCt. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos. Dados analisados

pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas comparações e expressos como

MÉDIAS ± 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 16 | Valores expressos da pressão arterial diastólica (PAD, mmHg) em diferentes 

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

 

 

 

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

PAD (mmHg)

    -1 s 107  ± 3 140  ± 11# 105  ± 5⊥

    0 s 107  ± 3 140 ± 11# 105  ± 5⊥

    1 s 107  ± 5 136 ± 9# 107  ± 5⊥

    2 s 110  ± 4 143 ± 10# 105  ± 6⊥

    3 s 101  ± 3 143 ± 11# 115  ± 9⊥

    4 s 101  ± 3 139 ± 11# 119  ± 12⊥

    5 s 103  ± 3 151 ± 17# 116  ± 13⊥

    6 s 98  ± 6 155. ± 23# 117  ± 12⊥

    7 s 99  ± 5 151 ± 19# 116  ± 11⊥

    8 s 96  ± 5 156 ± 23# 115  ± 11⊥

    9 s 100  ± 6 153 ± 19# 118  ± 11⊥

    10 s 102  ± 6 157 ± 22# 118  ± 11⊥

Δ PAD (mmHg)

    0 s 0 0 0

    1 s 0  ± 2  -4 ± 3 2  ± 2

    2 s 2  ± 2 3 ± 2 0  ± 5

    3 s  -5   ± 2 3  ± 2 9  ± 5

    4 s  -5   ± 5  -1  ± 3 13  ± 9

    5 s  -3   ± 4 11  ± 7 11  ± 9

    6 s  -7  ± 8 15  ± 13 12  ± 8

    7 s  -7  ± 6 11  ± 9 10  ± 8

    8 s  -10  ± 7 16  ± 12* 10  ± 7

    9 s  -6   ± 7 12  ± 9 13  ± 8

    10 s  -5  ± 6 17  ± 12 13  ± 7

Grupos

2R1C/LOS (n=8)

Valores absolutos correspondem aos tempos de antes ( -1 e 0 segundos) e após (1 à 10 segundos) à 

microinjeção de FCt. Valores da variação (Δ) correspondem aos tempos de 0 à 10 segundos. Dados

analisados pelo ANOVA Two-Way; comparados pelo pós-teste de Tukey para múltiplas

comparações e expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Tempo 0; #p<0,05 vs. grupo

Sham.⊥p<0,05 vs. Grupo 2R1C.
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TRATAMENTO COM MINOCICLINA REDUZ A PRESSÃO ARTERIAL E 
MELHORA A SENSIBILIDADE DO BARORREFLEXO EM ANIMAIS COM 
HIPERTENSÃO RENOVASCULAR (HRV)  
Flôr AFL, Rayane BRSS, Braga VA, Cruz JC.  
 
A HRv é caracterizada pelo aumento significativo da Ang-II, da atividade pró-

inflamatória central e periférica. A Ang-II promove redução da recaptação de 

glutamato pelos astrócitos, ativação da atividade microglial e aumento da 

permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE). Entretanto, não se sabe 

se a atividade pró-inflamatória da micróglia é recrutada pela Ang-II plasmática 

para gerar esses efeitos. Nosso objetivo foi avaliar a participação da micróglia 

sobre a recaptação de glutamato astrocítico induzida pela Ang II na HRv. 

Utilizamos ratos wistar machos (180-250g; Ceua nº 8025180618). Quatro 

semanas após as cirurgias 2R1C ou SHAM, os animais foram submetidos ao 

tratamento com MINOCICLINA [(50mg/kg/dia) inibidor da atividade pró-

inflamatória da micróglia] via gavagem (por 7 dias). Ao 2º dia do tratamento, 

implantamos uma cânula-guia na região intracisterna magna (ICM) e, ao 6º dia 

de tratamento, a artéria e veia femoral foram canuladas para os registros 

cardiovasculares frente à microinjeção ICM de DHK (1 mM; inibidor do 

transportador de glutamato astrocítico) e L-AAA (0,2 mM; inibidor da glutamina 

sintetase astrocítica) para avaliar a atividade astrocítica e frente à injeção de 

fenilefrina (8 μg/kg iv), nitroprussiato de sódio (25ug/Kg, iv) e hexametônio (30 

μg/kg iv). Análise estatística: One-way (ANOVA), Newman-Keuls, P<0,05. 

Nossos resultados mostraram que o tratamento com minociclina promoveu 

redução da pressão arterial nos animais HRv (130,5 ± 8 vs. 165,5 ± 10 mmHg, 

p=0,03). No entanto, a microinjeção ICM de diferentes inibidores da atividade 

dos astrócitos não promoveu alterações significativas na PA ou na FC basal 

dos animais SHAM ou 2R1C. O tratamento com minociclina melhorou a 

sensibilidade do barorreflexo induzido, mas não reduziu a influência simpática 

nos animais hipertensos. Nossos resultados sugerem que há alteração da 

atividade da micróglia na HRv. Contudo ainda são necessários experimentos 

adicionais para melhor avaliarmos a participação dos astrócitos na modulação 

da PA em animais HRv. 

Palavras-chave: atividade pró-inflamatória microglial, minociclina, HRv. 
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RECAPTAÇÃO DE GLUTAMATO ASTROCÍTICO NO BULBO ESTÁ 
ALTERADA EM RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS  
Flôr AFL, Braga VA, Cruz JC. 

 

Os Astrócitos mantêm a homeostase de glutamato no sistema nervoso central 

através da recaptação do glutamato residual extracelular. Sabese que na 

hipertensão há aumento da liberação de glutamato por neurônios em núcleos 

bulbares contribuindo para simpatoexcitação e hiperatividade neuronal. 

Entretanto, pouco se sabe sobre o papel funcional da recaptação de glutamato 

astrocítico (RGAst) na região do bulbo em ratos hipertensos. Nosso objetivo foi 

avaliar, por meio de estudos in vivo, o papel da RGAst na região 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 

cânula-guia na região intracisterna magna (ICM) para a microinjeção de DHK 

[(1mM) inibidor do transportador de glutamato astrocítico] e Fluorocitrato [FCt 

(1nMol) gliotoxina]. A artéria femoral dos animais foi canulada (5-6 dias após a 

estereotaxia). No dia seguinte, sem efeito anestésico, os animais foram 

colocados em caixas pletismográficas e a cânula arterial conectada à um 

transdutor de pressão, possibilitando o registro das variáveis cardiovasculares. 

Análise estatística: Teste de normalidade seguido da análise paramétrica (One-

Way ANOVA e Teste t) ou não-paramétrica, sendo p<0,05. Os resultados 

mostraram que as microinjeções de DHK (Δ24,9 ± 7,2 vs. Δ-0,3 ± 1,3mmHg, 

p<0,01) e FCt (Δ18 ± 2,5 vs. Δ1,4 ± 0,5mmHg, p<0,02) na CM promoveram 

resposta pressora nos animais SHR (n=5), mas não em animais Wistar kyoto 

(n=5). Além disso, também foi observada bradicardia induzida pelo DHK (Δ-

61,5 ± 19,4 vs. Δ1,2 ± 9,8mmHg, p<0,03) e pelo FCt (Δ-7,4 ± 3,5 vs. Δ1,2 ± 

9,8mmHg, p<0,03) em animais SHR quando comparado aos animais Wistar 

kyoto. Nossos resultados mostraram que a função de RGAst na região do 

bulbo parece estar alterada na hipertensão espontânea, sugerindo que esta 

função é mais recrutada no bulbo durante a hipertensão.  

Palavras-chave: Recaptação glutamatérgica, astrócitos, hipertensão, bulbo. 
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TRANSPORTE DE LACTATO EM ASTRÓCITOS E NEURÔNIOS (ANLS) 
ESTÁ ENVOLVIDO NA INGESTÃO DE ÁGUA E SÓDIO INDUZIDA PELA 
ANGIOTENSINA II (ANG II) NO ÓRGÃO SUBFORNICIAL (SFO). 
Flôr, AFL, Costa, FF, Braga, VA, Cruz, JC. 

 

Estudos mostraram que os neurônios GABAérgicos do mecanismo ANLS estão 

envolvidos com o comportamento de aversão ao sódio induzido pela solução 

hipertônica de Na+. Recentemente, observamos que a inibição das células 

gliais atenua a ingestão de sódio induzida pela ANG II central. No entanto, o 

envolvimento do mecanismo ANLS na ingestão de água e sódio induzida pela 

ANG-II ainda precisa ser elucidado. O objetivo do trabalho foi analisar o 

envolvimento do mecanismo ANLS na ingestão de água e sódio induzida pela 

ANG II no SFO. Uma cânula-guia foi implantada no SFO de ratos wistar 

machos [(280-320g) Ceua / UFPB n.133 / 2015]. Antes dos experimentos, os 

ratos foram adaptados em gaiolas metabólicas contendo garrafas de água e 

sódio (NaCl 0,3 M) por 5 dias. Em seguida, realizamos microinjeções (100 nl) 

de solução salina estéril (0,9%), ANG II (20 ng), α-CHCA [(4,5 μg) inibidor do 

transportador de lactato - MCT ou Lactato (2 μg) em SFO, seguidas pela 

análise da ingestão de água e sódio durante 2h. Análise estatística: One-way 

(ANOVA), pós-teste de Newman-Keuls, P <0,05. ANG II no SFO produziu 

aumento na ingestão de água (10,3 ± 2,8 vs. 0,6 ± 0,3 mL / 2h, p = 0,009, n = 

08) e sódio (5,7 ± 1,3 vs. 0,1 ± 0,1mL / 2h, p = 0,002). A microinjeção prévia de 

lactato atenua a ingestão de água (3,1 ± 0,8 vs. 10,3 ± 2,8mL / 2h, p = 0,03, n = 

08) e sódio induzida pela ANG-II (2,3 ± 0,9 vs. 5,7 ± 1,3 mL / 2h, p = 0,04 , n = 

08). Além disso, o α-CHCA potencializou a ingestão de água (18,2 ± 2,6 vs. 

10,3 ± 2,8 mL / 2h, p = 0,04, n = 05) e sódio induzida pela ANG II no SFO (12,6 

± 1,8 vs. 5,7 ± 1,3 mL / 2h, p = 0,01, n = 05). Nossos resultados sugerem que o 

mecanismo ANLS está envolvido nas respostas de ingestão de água e sódio 

induzidas pela ANG-II no SFO. 

Palavras-chave: Astrócitos, Lactato, aversão ao sódio, SFO. 

 

 

 



200

 

 

Apêndice F | 

EFEITOS CARDIOVASCULARES DO TRATAMENTO CRÔNICO COM 
EXTRATO DE CANABIDIOL (CBD) EM RATOS COM HIPERTENSÃO 
RENOVASCULAR. 

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

JC. 

 

O Canabidiol (CBD) é um fitocanabinóide não-psicoativo utilizado no 

tratamento de doenças neurodegenerativas. Estudos clínicos e pre-clínicos 

com CBD agudo promovem redução da pressão arterial e do estresse oxidativo 

em ratos hipertensos. Porém, poucos estudos analisaram os efeitos do 

tratamento crônico do CBD nessa fisiopatologia. Nosso estudo avaliou o 

tratamento oral crônico do CBD, produzido pelo instituto ABRACE-

ESPERANÇA, em ratos com hipertensão (no modelo 2 Rins - 1 Clipe). 

Utilizamos ratos wistar macho (180-200g; 8 semanas). Seis semanas após 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 os grupos: 

SHAM/veículo (n=6); SHAM/CBD (n=6); 2R1C/veículo (n=6); 2R1C/CBD (n=8). 

Os animais tiveram artérias e veias femorais cateterizadas, para o registro das 

respostas cardiovasculares após a fenilefrina (8 μg/kg iv), nitroprussiato de 

sódio (25ug/Kg, iv) ou hexametônio (30 μg/kg iv). Análise estatística: One-Way 

ANOVA, t-test, Newman Kewls, p<0.05. Resultados mostraram que tratamento 

com CBD não alterou a pressão arterial média (PAM) no grupo SHAM/CBD 

(109.9 ± 4.9 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 influência simpática (∆50,0 ± 3,4 vs. - 

∆61,0 ± 7,5; P=0,2) nos animais hipertensos.  Nossos resultados mostram que 

tratamento crônico com CBD (20mg/kg) reduziu PAM, melhorou a sensibilidade 

do baroreflexo e diminuiu influência simpática na hipertensão renovascular.     

Palavras-chave: Canabidiol, tratamento crônico, Hipertensão Renovascular. 
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Astrocytic activity markers are altered in the cardiovascular 

brainstem and hypothalamic nuclei of chronic heart failure rats 
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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 
269–271

. Experimentally, 

CHF animals present impaired in the autonomic cardiovascular brainstem and 

hypothalamic nuclei 
272–275

. 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-II and reactive 

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

Ang-II type I receptors (AT1R) are expressed in glial cells, the most abundant 

cells in the central nervous system (CNS) 
69,210

. 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-II-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 
69,102

. 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 II, contributing to increasing glutamate 

in the extracellular space 
69,102

. 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 
116

. 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 Ribeirão 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
o
 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 IU, 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 Autónoma 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: 

%H2O = (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-µm (for SFO and PVN) and 900-µm (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 

(#WH0006507M10, Sigma-Aldrich, USA), EAAT1/GLAST (#ab127026, Abcam, 

EUA), GS (#G2781, Sigma-Aldrich, USA) and β-actin (#4970, Cell Signaling 

Technology, USA). The protein concentration of the supernatant was determined using 

the BCA method (Thermo Scientific, Washington, EUA), and 5 µg from RVLM, 10 µg 

from SFO or NTS and 20µg 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 β-actin. Briefly, membranes were incubated overnight with rabbit 

anti-GFAP (1:200.000), anti-EAAT2/GLT1 (1:500), anti-EAAT1/GLAST (1:5000), 

anti-GS (1:200.000), and anti-β-actin (1:40.000) primary antibodies at 4 ºC. 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 H2O 

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/EAAT1 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), 
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but did not change the expression of the others glial markers: GLT1/EAAT2 (114.4 ± 

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 
210,277

. 

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- II contributes to sympathetic overactivity in CHF 
210,278

. 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-II induced a decrease in the astrocytic glutamate transporters 

activity/function, inducing an increase in extracellular glutamate 
69,102

. 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-II 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 
116,122,210

. Our 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 
279

. Nevertheless, studies in vitro demonstrated that 

inhibition of astrocytic GS significantly impaired glutamate uptake, as well as, 

glutamine release 
176

. Possibly, reduction in the GLT-1 and GLAST expression can 

reduce the enzyme-substrate, contributing to downregulation of GS expression 
280

. 

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. 

P value

BW (g) 0.01

HW (mg) 0.02

CWI (mg/g) 0.04

Infarct size (%LV) <0.0001

% Lung H2O 0.04

Ejection fraction (%) 0.0009

Fractional shortenning (%) 0.001

LVID;s (mm) 0.0001

LVID;d (mm) 0.001

MAP (mmHg) 0.57

HR (beats./min) 0.04

Flow (mmHg/min) 0.03

Volume (mmHg) 0.03

14.1 ± 2.2 6.9 ± 1.1*

89.8 ± 13.1 48.9 ± 9.7*

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; 

8.3 ± 0.3 11.2 ± 0.5*

115.9 ± 6.4 110.1 ± 7.4

491.3 ± 15.4 346.6 ± 60*

60.4 ± 3.7 41.1 ± 2.3*

33.9 ± 2.8 21.5 ± 1.4*

5.5 ± 0.2 8.7 ± 0.4*

3.7 ± 0.05 4.2 ± 0.2*

 - 41 ± 3

136 ± 8.2 210 ± 30.7*

Sham

 (n=6-7)

CHF

 (n= 6)

491 ± 10 556 ± 21*

1904 ± 70.6 2313 ± 157*
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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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