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RESUMO 

 

A Angiotensina II (ANG II) intracerebroventricular (icv) induz respostas 

neuroendócrinas, comportamentais e cardiovasculares. Sabendo que receptores AT1 e 

AT2 para ANG II estão localizados em neurônios e células da glia da lâmina terminal 

(LT), nossa hipótese é que as respostas neuroendócrinas, comportamentais e cardio-

respiratórias induzidas pela ANG II central são mediadas, em parte, pela glia da lâmina 

terminal. O objetivo do presente estudo foi avaliar a participação da glia da lâmina 

terminal na liberação de Vasopressina (AVP) e Ocitocina (OT) plasmáticas, ingestão de 

água e sódio (1,5 %) e nas respostas cardio-respiratórias induzidas pela microinjeção 

de ANG II no ventrículo lateral (VL) de ratos não anestesiados. Utilizamos ratos Wistar 

[(260-280g) Ceua/Cbiotec nº133/2015]. Realizamos microinjeções de ANG II diluída em 

solução fisiológica estéril (salina 0,9%) com concentração final de 25 e 50 ng/0.5 μl e 

Fluorocitrato [(FCt) um inibidor da atividade da glia] diluído com concentração final de 

21 ou 41 μg/0.5 μl, ou de salina estéril 0,9% (500 nL) no VL de ratos não anestesiados. 

O plasma foi coletado para análise da concentração AVP e OT plasmáticas, pela 

técnica de radioimunoensaio. A análise da ingestão de água e sódio (1,5%) foi feita 

após a adaptação dos animais à gaiola metabólica. Em outro grupo de animais, a 

artéria femoral foi cateterizada para os registros da pressão arterial (PA, mmHg) e 

frequência cardíaca (FC, bpm) basais. Para o registro da frequência respiratória (cpm) 

os animais foram colocados em uma câmera pletismográfica. Os resultados mostraram 

que a ANG II no VL promoveu aumento na concentração de AVP [2,3 ± 0,4 vs. 1,3 ± 

0,1 pg/ml, p=0,039 (n=6)] e OT plasmáticas [3,9 ± 0,8 vs. 1,4 ± 0,2 pg/ml, p=0,025 

(n=6)] comparada ao controle salina 0,9%. O FCt microinjetado no VL promoveu 

aumento na liberação de OT plasmática (2,6 ± 0,4 vs. 1,4 ± 0,2 pg/ml, p=0,024 (n=6)], 

mas não alterou a concentração plasmática de AVP (0,99 ± 0,1 vs. 1,3 ± 0,1 pg/ml, 

p=0,78 (n=6)]. A prévia microinjeção de FCt atenuou a resposta à ANG II de aumento 

na concentração de AVP (1,3 ± 0,2 vs 2,3 ± 0,4 pg/ml, p=0,05 (n=6)], mas não de OT 

plasmática (2,9 ± 0,4 vs. 3,9 ± 0,8 pg/ml, p=0,31 (n=5-6)]. A ANG II no VL promoveu 

aumento na ingestão cumulativa de água (5,3 ± 1,6 vs. 1,2 ± 0,4 ml/4 h, p=0,02 (n=4-6)] 

e de sódio (1,5 %) [16 ± 1,1 vs. 2,5 ± 0,7 ml/4 h, p=0,0001 (n=5-6)]. O FCt não 

promoveu alterações na ingestão cumulativa de água [1,3 ± 0,3 vs. 1,2 ± 0,4 ml/4 h, 

p=0,79 (n=5-6)], mas reduziu a ingestão cumulativa de sódio (1,5%)[0,83 ± 0,3 vs. 2,5 ± 



  xvi 

 

0,7 ml/4 h, p=0,04 (n=6)]. A prévia microinjeção de FCt inibiu a resposta de ingestão de 

sódio (1,5%) [2,7 ± 0,3 vs. 16 ± 1,1 ml/4 h, p=0,0001 (n=5-7)], mas não alterou a 

ingestão de água induzida pela ANG II no VL [8 ± 2,4 vs. 5,3 ± 1,6 ml/4 h, p=0,44 (n=4-

7)]. A ANG II no VL promoveu aumento na PAM basal dos ratos [137,8 ± 4,9 vs. 115,1 

± 3,5 mmHg, p=0,002 (n=7)]. A resposta pressora promovida pela ANG II foi 

significativamente reduzida pela prévia microinjeção do FCt no VL após 5 minutos 

[Δ12,6 ± 2,1 vs. Δ22,6 ± 1,9 mmHg, p=0,004 (n=7)]. Não foram observadas alterações 

promovidas pela ANG II [311,7 ± 37,9 vs. 352,4 ± 15 bpm, p=0,10 (n=7)] ou FCt [310,4 

± 16,7 vs. 341,3 ± 14 bpm, p=0,18 (n=7)] na FC basal (bpm) dos animais. A 

microinjeção de ANG II não promoveu alterações significativas na frequência 

respiratória basal {FR [109,6 ± 5,9 vs. 105,9 ± 4,6 cpm, p=0,63 (n=6)]}, no volume 

corrente {VC [8,6 ± 0,7 vs. 7,8 ± 0,7 mL.Kg-1, p=0,43 (n=6)]} ou no volume/min. {VM 

[950,7 ± 98,2 vs. 873,5 ± 86,7 mL.Kg-1.min-1, p=0,57 (n=6)]}. A microinjeção de FCt 

promoveu diminuição significativa na frequência respiratória basal {FR [77,7 ± 3,8 vs. 

105,9 ± 4,6 cpm, p=0,002 (n=6)]}, sem alterações significativas no VC [9,7 ± 0,6 vs. 7,8 

± 0,7 mL.Kg-1, p=0,66 (n=6)] e no VM basais [827,2 ± 57,3 vs. 873,5 ± 86,7 mL.Kg1.min1, 

p=0,66 (n=6)]. 

Nossos resultados sugerem que as células da glia hipotalâmicas: a) participam da 

modulação tônica da liberação de OT plasmática e da ingestão de sódio; b) modulam a 

resposta angiotensinérgica central para a liberação de vasopressina plasmática, 

indução da ingestão de sódio e de resposta pressora. c) além disso, participam da 

modulação da frequência respiratória basal em ratos não anestesiados.  

 

 

Palavras-chave: Astrócitos, Vasopressina, Ocitocina, Sede, Ingestão de sódio, 

Resposta Pressora, Frequência Respiratória. 
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ABSTRACT 

The central Ang II (ANG II) induces neuroendocrine, behavioral and cardiovascular 

responses. Knowing that AT1 and AT2 receptors for ANG II are located in neurons and 

glial cells in the lamina terminalis (LT), our hypothesis is that neuroendocrine, 

behavioral and cardiorespiratory responses induced by central ANG II are mediated by 

glia of lamina terminalis. Our aim was to evaluate the participation of the glia of lamina 

terminalis in the release of plasma vasopressin (AVP) and oxytocin (OT), water and 

sodium (1.5%) intake and cardiorespiratory responses induced by ANG II into lateral 

ventricle (LV). We used Wistar rats [(260-280g) Ceua/Cbiotec 133/2015]. We perform 

microinjections of ANG II diluted in sterile saline solution (0.9% saline) with final 

concentration of 25 ou 50 ng/0.5 μl and of Fluorocitrate [(FCt) inhibitor of glial activity] 

with final concentration of 21 ou 41 μg/0.5 μl or sterile saline 0.9% (500nl) into VL of the 

unanesthetized rats. Plasma was collected for analysis of AVP and OT concentration by 

radioimmunoassay. The analysis of the water and sodium (1.5%) intake were done after 

adaptation of animals to the metabolic cage. In another group of animals, the femoral 

artery was catheterizedfor the records of baseline blood pressure (BP, mmHg) and 

heart rate (HR, bpm). For the record the respiratory rate (cpm) the animals were placed 

in a plethysmographic chamber. The results showed that ANG II into VL promoted an 

increase in the AVP [2.3 ± 0.4 vs. 1.3 ± 0.1 pg/ml, p=0.039 (n=6)] and OT [3.9 ± 0.8 vs. 

1.4 ± 0.2 pg/ml, p=0.025 (n=6)] compared to the control saline (0.9%). FCt into VL 

increased plasma OT (2.6 ± 0.4 vs. 1.4 ± 0.2 pg/ml, p=0.024 (n=6)], but did not change 

the plasma AVP (0.99 ± 0.1 vs. 1.3 ± 0.1 pg/ml, p=0.78 (n=6)]. Prior microinjection of 

FCt attenuated ANG II-induced AVP (1.3 ± 0.2 vs 2.3 ± 0.4 pg/ml, p=0.05 (n=6)], but no 

OT (2.9 ± 0.4 vs. 3.9 ± 0.8 pg/ml, p=0.31 (n=5-6).] The plasma release ANG II 

increased the cumulative water (5.3 ± 1.6 vs. 1.2 ± 0,4 ml/4 h, p=0.02 (n=4-6)] and 

sodium (1.5 %) intake [16 ± 1.1 vs. 2.5 ± 0.7 ml/4 h, p=0.0001 (n=5-6)]. The FCt did not 

change the cumulative water [1.3 ± 0.3 vs. 1.2 ± 0.4 ml/4 h, p=0.79 (n=5-6)], but 

decreased sodium (1.5 %) intake [0.83 ± 0.3 vs. 2.5 ± 0.7 ml/4 h, p=0.04 (n=6)]. Prior 

microinjection of FCt decrease the sodium intake [2.7 ± 0.3 vs. 16 ± 1.1 ml/4 h, 

p=0.0001 (n=5-7)], but did not change the water intake induced by ANG II [8 ± 2.4 vs. 

5.3 ± 1.6 ml/4 h, p=0.44 (n=4-7)]. ANG II into VL promoted increase in baseline MAP 

[137.8 ± 4.9 vs. 115.1 ± 3.5 mmHg, p=0.002 (n=7)]. The pressor response promoted by 

ANG II was significantly reduced after 5 minutes by prior microinjection of FCt [Δ12.6 ± 
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2.1 vs. Δ22.6 ± 1.9 mmHg, p=0.004 (n=7)]. Did not change by ANG II [311.7 ± 37.9 vs. 

352.4 ± 15 bpm, p=0.10 (n=7)] or FCt [310.4 ± 16.7 vs. 341.3 ± 14 bpm, p=0.18 (n=7)] 

in HR (bpm) baseline. The ANG II did not changes in respiratory rate (FR) [109.6 ± 5.9 

vs. 105.9 ± 4.6 cpm, p=0.63 (n=6)], tidal volume (VC) [8.6 ± 0.7 vs. 7.8 ± 0.7 mL.Kg-1, 

p=0.43 (n=6)] or expiratory volume in the first minute (VM) [950.7 ± 98.2 vs. 873.5 ± 86.7 

mL.Kg-1.min-1, p=0.57 (n=6)]. The microinjection of FCt promoted significant decrease in 

basal FR [77.7 ± 3.8 vs. 105.9 ± 4.6 cpm, p=0.002 (n=6)], but did not change in VC [9.7 ± 

0.6 vs. 7.8 ± 0.7 mL.Kg-1, p=0.66 (n=6)] and VC [827.2 ± 57.3 vs. 873.5 ± 86.7 mL.Kg-

1.min-1, p=0.66 (n=6)]. 

Our results suggest that the hypothalamic glial cells: 1) participate of plasma OT 

release and sodium intake; 2) modulate ANG II-induced AVP plasma release, sodium 

intake and pressor response; 3) furthermore, modulate the basal respiratory rate in 

unanesthetized rats. 

 

 

 

Keywords: astrocytes, Vasopressin, Oxytocin, Thirst, Sodium intake, pressor 

response, respiratory rate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Homeostase Hidroeletrolítica e o Sistema Renina-Angiotensina 

A capacidade de manter o estado de equilíbrio das variáveis físico-químicas 

essenciais para a vida sempre foi um desafio na evolução dos seres vivos, de forma que 

o conceito da “homeostasia do meio interno” definido por Claude Bernard em 1878 

introduziu a idéia da existência de mecanismos integrados que mantém a homeostase 

hidroeletrolítica dos fluidos corporais, tais como os mecanismos neurais, hormonais 

cardiovasculares e renais. Nesse sentido, o sistema renina-angiotensina (SRA) periférico 

e central são importantes mecanismos na modulação da pressão arterial e do balanço 

hidroeletrolítico (Ferguson e Renaud 1986; Davisson 2003; Hunyady e Catt 2006; Reis e 

cols., 2010). A ativação do SRA periférico é induzida pela ativação das células 

justaglomerulares da arteríola aferente, as quais em situações de hiposmolalidade, 

hipovolemia e hipotensão liberam renina (Finke e cols., 1883; Wideman Jr. e cols., 1993; 

Harrison-Bernard 2009). A renina plasmática retira 10 fragmentos de aminoácidos (AA) 

do Angiotensinogênio, uma globulina circulante produzida no fígado, formando a 

Angiotensina I [(ANG I) Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu]. A ANG I circulante é 

degradada em seus dois AA terminais e convertida em Angiotensina II [(ANG II) Asp-

Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe] pela Enzima Conversora de Ang I (ECA1) presente em 

grande quantidade no endotélio do leito pulmonar (Deschepper 1994; Paul e cols., 

2006). A estrutura molecular da ANG II não permite que esta atravesse a barreira 

hematoencefálica em condições fisiológicas (Füchtbauer e cols., 2011; Biancardi e cols., 

2014), mas existem regiões diencefálicas desprovidas desta barreira, tais como os 

Órgãos Circumventriculares (OCV’s): Núcleo Pré-óptico Mediano (MnPO) e Orgão 

Vasculoso da Lâmina Terminal (OVLT) que juntos ao Órgão Subfornical (SFO) compõem 

a região da Lâmina Terminal (LT)(Gross e cols., 1987; Ganong 2000) (Figura 1).  

A região da LT apresenta microvasculatura com inúmeras fenestrações endoteliais 

que permitem contato direto com os componentes do fluido periférico que ascendem ao 

sistema nervoso central [SNC (Gross e cols., 1987)] e está localizada na parede anterior 

do 3ª ventrículo entre a superfície ventral do Fórnix e o quiasma óptico, estabelecendo 

comunicação direta com os ventrículos laterais de tal forma que os componentes que 

fluem em seu interior alcançam estas regiões diencefálicas e hipotalâmicas (Atlas 

Paxinos e Watson 1986). Além disso, os neurônios da região da LT estão envolvidos em 

importantes circuitarias de controle do balanço hidroeletrolítico e da função 
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cardiovascular (Fitts e cols., 1990; Vivas e Chiaraviglio 1992; Bains e cols., 1992; 

Tanaka e cols., 1998; Saad e cols., 2004; Reis e cols., 2010). 

Há uma intensa densidade de receptores angiotensinérgicos (AT1 e AT2) em 

neurônios e astrócitos localizados no SFO e OVLT (Lenkei e cols., 1997; Gebke e cols., 

1998). Estudos de Wei e cols., (2009) discutem que a ativação dessas regiões 

diencefálicas e hipotalâmicas pela ANG II periférica aumenta a expressão de receptores 

AT1 em diversos núcleos hipotalâmicos por meio da formação de espécies reativas e 

oxigênio e fosforilação das proteínas p44/42 MAPK e JNK, aumetando a sensibilidade a 

ANG II plasmática. Estudos in vitro com cultura primária de astrócitos e neurônios 

isolados do SFO e OVLT, mostraram que a ANG II induz ondas de cálcio intracelular 

[Ca2+]i tanto nos nêurônios quanto nos astrócitos, indicando haver participação 

astrocítica nos processos decorrentes à ativação angiotensinérgica na região da LT (Li e 

Ferguson 1993; Gebke e cols., 1998).  

Figura 1: Ativação do sistema renina-angiotensina periférico gerando respostas neuroendócrinas, 

comportamentais e cardiovasculares promovidas pela ANG II na região da lâmina terminal.  

 

Além disso, diferentes células dessa região da lâmina terminal respondem a 

estímulos hiperosmóticos sendo capazes de integrar respostas comportamentais e 

neuroendócrinas em diversas espécies (Andersson e McCann 1955a, b; Iadecola 2007; 

Shimizu e cols., 2007). A ANG II atuando na LT ativa uma subpopulação de neurônios 
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angiotensinérgicos que são sensíveis aos níveis de Na+ no plasma (Oldfield e Mckinley 

1995; Johnson e Thunhorst 1997), indicando que a ANG II exerce um papel na 

modulação das vias compensatórias à osmolariadade. A privação hídrica é um exemplo 

claro de que, mesmo em condição hiperosmótica há ativação do SRA uma vez que o 

sistema também se encontra em hipovolemia. Barney e cols., (1983) observaram 

aumento da osmolaridade e concentração de Na+ plasmático em ratos submetidos a 12-

48h de privação hídrica com aumento da atividade da renina plasmática a partir de 24h 

de privação. Indicando que quando o organismo é desafiado a equilibrar os níveis 

hipovolêmicos aos hiperosmóticos (contração hiperosmótica), a angiotensina II 

frequentemente participa das respostas que restauram esse equilíbrio. 

Além disso, estudos recentes destacam o papel das células da glia, na modulação 

da osmolalidade plasmática (Hiyama e Noda 2016). Células da glia e células 

ependimáticas do SFO e dos CVO’s expressam canais de Na+ atípicos [(Nax) Watanabe 

e cols., 2000; Iadecola 2007; Shimizu e cols., 2007; Hiyama e Noda 2016] cuja deleção 

em camundongos resultou em desregulação da homeostase do Na+ (Watanabe e cols., 

2000). Diversos autores sugerem que estes canais Nax, considerados sensores para 

Na+, podem estimular a liberação de lactato pelas células da glia da lâmina terminal, que 

ativa neurônios gabaérgicos locais, e estes inibem os neurônios que se projetam às 

áreas comportamentais, resultando em inibição da ingestão de sódio e natriurese 

(Shimizu e cols., 2007; Iadecola 2007; Hiyama e Noda 2016). Em estudos com 

camundongos knockout para o receptor da ANG II (AT1), foi observado atenuação da 

liberação de AVP plasmática em resposta à hiperosmolaridade, indicando que a ANG II 

aumenta a sensibilidade dos osmossensores do hipotálamo (Morris e cols., 1999). Estes 

estudos em conjunto, demonstram que diferentes células da lâmina terminal atuam na 

modulação das respostas comportamentais e neuroendócrinas frente à alteração da 

osmolaridade e que a ANG II está envolvida na ativação de mecanismos 

osmossensorias centrais. 

 

1.2. ANG II e o controle neuroendócrino do balanço hidroeletrolítico 

A Ang II plasmática atua em seus receptores específicos (subtipo AT1) localizados 

na região da lâmina terminal ativando projeções angiotensinérgicas aos neurônios do 

núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) e do núcleo supra-óptico (Lind e cols., 1985; 

Wilkin e cols., 1989; Oldfield e cols., 1991), os quais possuem neurônios magnocelulares 

vasopressinérgicos (AVPérgicos) e Ocitocinérgicos (OTérgicos) com projeções à 
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neurohipófise. O PVN possui populações distintas de neurônios com propriedades 

neuroquímicas e eletrofisiológicas diferentes (Swanson e cols., 1980; Stern 2001).  

. 

Figura 2: Vias neurais envolvidas nas respostas neuroendócrinas, comportamentais, cardiovasculares e 

respiratórias promovidas pela ANG II na região da lâmina terminal. SFO: Orgão Subfornical, OVLT: 

Orgão Vasculoso da lâmina terminal, MnPO: Núcleo pré-óptico mediano, PVN: Núcleo Paraventricular, 

SON: Núcleo Supra-óptico, RVLM: Bulbo ventrolateral rostral, AVP: Vasopressina, OT: Ocitocina, NR: 

Núcleo Rafe, CeA: Núcleo central da amígdala, LPBN: Núcleo parabraquial lateral, NMF: Núcleo motor 

do frênico, MIL: Medula Intermédio Lateral, PAM: Pressão arterial média, ANG II: Angiotensina II. 

Adaptado de Schlenker e cols., 2001 e Tiruneh e cols., 2013 

 

Além do subnúcleo magnocelular, há subnúcleos com neurônios parvocelulares pré-

autonômicos, os quais projetam-se à coluna ou medula intermédio-lateral [(MIL) Saper e 

cols., 1976; Stern 2015] ou a núcleos bulbares envolvidos com a modulação cardio-

respiratória tais como o núcleo do trato solitário [(NTS) McKellar e Loewy 1981] e a 

região ventral do bulbo [RVLM (Poulain e Wakerley 1982; Armstrong e cols., 1994; 

Ludwig e Stern 2015) Figura 2]. 
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Diferentes estudos mostraram que a microinjeção de ANG II intracerebroventricular 

(icv), na região do ventrículo lateral (VL), promove resposta neuroendócrina de liberação 

de vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) plasmáticas (Davisson 2003; Hunyady e Catt 

2006; Reis e cols., 2008 e 2010). Ao revisar os fundamentos da dinâmica que envolve a 

neurosecreção de AVP e OT, estudos de Leng e cols., (2009) descrevem que neurônios 

vasopressinérgicos não são capazes de promover liberação pulsátil de AVP plasmática, 

ao invés disso, exibem atividade elétrica em fases dependente de suas propriedades 

intrínsecas de membrana que podem ser influenciadas por fatores externos, como 

alterações na osmolalidade plasmática, volume sanguíneo e pressão de perfusão arterial 

(Antunes-Rodrigues e cols., 2005). Os neurônios OTérgicos, por outro lado, possuem 

propriedades de membrana que favorecem a produção de disparos contínuos tônicos, 

os quais não dependem de influências extrínsecas, cuja atividade pode ser modulada 

durante a lactação e pelo estímulo da privação hídrica (Stern e Armstrong 1996; Di e 

Tasker 2004). Em suma, estudos demonstram que neurônios AVPérgicos e OTérgicos 

possuem mecanismos intrinsicos distintos.  

Recentemente nós observamos que a ANG II promove uma redução significativa na 

recaptação de glutamato em cultura de astrócitos do hipotálamo, o que poderia contribuir 

para aumento na biodisponibilidade de glutamato no ambiente extracelular (Cruz e cols., 

2013; Ruginsk e cols., 2015), promovendo assim, aumento da despolarização do 

neurônio pós-sináptico resultando na liberação de AVP e OT. Estes estudos reúnem 

indícios de que os astrócitos hipotalâmicos participam das respostas neuroendócrinas 

induzidas pela ANG II de liberação de AVP e OT. Estes hormônios apesar de 

apresentarem efeitos fisiológicos distintos, promovem juntos, finos ajustes no volume e 

osmolalidade.    

Esses efeitos fisológicos foram mostrados em diversos estudos in vivo e em in vitro 

que demonstraram que a infusão periférica de AVP aumenta a expressão, translocação 

e inserção de canais aquoporina 2 na membrana apical do ducto coletor de ratos 

resultando em aumento da reabsorção de água e consequentemente da volemia 

(DiGiovanni e cols., 1994; Yamamoto e cols., 1995). Outros estudos com fotometria de 

chama mostraram que a OT intravenosa aumenta a excreção de Na+, K+ e GMPC em 

ratos (Soares e cols., 1999). Os autores sugerem que o GMPC medeia o fechamento dos 

canais de Na+ na mácula densa e nos túbulos proximais resultando em diminuição da 

reabsorção de Na+ e consequentemente aumento da osmolaridade urinária. Estes 

trabalhos indicam que a AVP e a OT plasmáticas tem, entre outras funções, importante 
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papel fisiológico na regulação do balanço hidroeletrolítico promovendo antidiurese e 

natriurese, repectivamente. 

  

1.3. ANG II e o controle da ingestão de água e sódio 

Aparentemente, diversos sistemas trabalham sinergicamente para condicionar o 

comportamento de ingestão de líquidos e são modulados principalmente pela condição 

de volume e osmolaridade plasmática. 

Como já descrito, a ANG II é formada em situações hiposmóticas, hipovolêmicas e 

de hipotensão, atua como molécula sinalizadora para o SNC induzindo à ativação de 

respostas compensatórias. Diversos estudos comportamentais sugerem que lesões na 

região da lâmina terminal (SFO, OVLT e MnPO) promovem redução das respostas de 

sede e ingestão de sódio induzidas pela ANG II plasmática, demonstrando que os 

circuitos neurais das respostas comportamentais induzidas pela ANG II são modulados 

pelos neurônios da lâmina terminal (Fitts e cols., 1990; Vivas e Chiaraviglio 1992; 

Tanaka e cols., 1998), especialmente o SFO e o OVLT, os quais enviam projeções 

angiotensinérgicas ao Núcleo da Rafe (NR) (Tanaka e cols., 1998). Estudos de Lind 

(1986) observaram, por meio do uso de traçadores e imunofluorescência, projeções dos 

neurônios angiotensinérgicos do SFO para o NR mediano, bem como observaram 

projeções de neurônios serotoninérgicos do NR mediano para o SFO. Em adição, 

estudos funcionais de Olivares e cols., (2003) mostraram que a lesão eletrolítica do NR 

dorsal (região com grande concentração de neurônios serotoninérgicos) induz ingestão 

de sódio, sugerindo que projeções serotoninérgicas do NR estão envolvidas em 

mecanismos inibitórios da ingestão de sódio. Outros estudos têm mostrado a 

participação do núcleo parabraquial lateral (NPBL) nas vias neurais de modulação da 

ingestão de água e sódio. Estudos de Menani e Johnson (1995) mostraram que a 

microinjeção de methilsergine (inibidor dos receptores serotoninérgicos 5-HT1/2) no 

NPBL promove aumento na resposta de ingestão de água observada após a ANG II icv. 

Adicionalmente, Colombari e cols., (1996) demonstraram que o pré-tratamento com 

methilsergine no NPBL aumenta a ingestão de sódio induzido pela ANG II no SFO, 

sendo esse efeito bloqueado com o pré-tratamento do losartan (antagonista do receptor 

AT1) no SFO. Esses estudos sugerem que os mecanismos serotoninérgicos do NR e/ou 

SFO ao LPBL estão envolvidos na circuitaria da modulação inibitória da ingestão de 

água e sódio induzida pela ANG II, atuando em receptores AT1 na LT. Tanto a regulação 

serotoninérgica tônica inibitória do NR, quanto à modulação inibitória serotoninérgica na 

LT parecem ser importantes mecanismos de ajustes dos efeitos comportamentais de 
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ingestão de água e sódio induzidos pela ANG II periférica (Lind 1986; Menani e Johnson 

1995; Tanaka e cols., 1998; Olivares e cols., 2003). 

Ademais, as projeções oriundas dos OCV’s também se conectam ao PVN e ao 

núcleo parabraquial lateral [(LPBN) Figura 2], estes dois núcleos se projetam ao bulbo 

no núcleo do trato solitário (NTS), o qual possui neurônios com projeções a estruturas 

límbicas, como o CeA, e estruturas corticais formando a complexa circuitaria neural da 

sede e da ingestão de sódio moduladas pela Ang II [(Reis e cols., 2008; Menani e cols., 

2014) Figura 2]. 

Os clássicos experimentos do Prof Covian demonstraram que lesões bilaterais no 

hipotálamo anterior (PVN e SON), porção corticomedial da amígdala (MAC), área septal 

e bulbo olfatório produziam aumento da ingestão de sódio, demonstrando que a porção 

MAC exerce efeito inibitório, enquanto a porção basolateral (LAB) exerce efeito 

facilitatório, uma vez que lesões nessa porção da amígdala diminuem a ingestão de 

sódio demonstrando que os núcleos da amígdala possuem neurônios que participam de 

ambos os circuitos comportamentais e interpretam diversos estímulos (internos e 

externos), predispondo o animal ao comportamento motivado de procura e ingestão de 

água e sódio (Covian e Antunes-Rodrigues 1963; Saad e cols., 1981; Schulkin 1991; 

Spector e cols., 1992; Johnson e Thunshorst 1997; Mckinley e cols., 2001, Albrecht e 

cols., 2003; Hu e cols. 2015). Esses neurônios da amígdala enviam projeções ao 

hipocampo que se comunica com o córtex motor e sensorial convergindo para o 

hipotálamo e iniciando a ingestão ao sódio (Covian e Antunes-Rodrigues 1963; Gentil e 

cols., 1968; Saad e cols., 1972; 1981). Adicionalmente, os estudos de Hu e cols., (2015) 

demonstram que neurônios do CeA expressam AT1 e podem ser ativados por ANG II. 

De acordo com Davisson (2000), a resposta comportamental de ingestão induzida 

pela Ang II icv é dependente da ativação do receptor AT1b. Em adição, estudos de Kakar 

e cols., (1992) reportaram uma predominância desse subtipo de receptor AT1b no SFO, 

OVLT e hipotálamo. Estudos imunohistoquímicos de cérebro inteiro, observaram que 

astrócitos apresentam uma expressão seletiva para o receptor AT1b (Premer e cols., 

2013). Estes estudos, em conjunto, levantam indícios de que os astrócitos poderiam 

estar envolvidos nas respostas comportamentais induzidas pela Ang II contribuindo, 

portanto, para a modulação do balanço hidroeletrolítico. 

 

1.4. Células da glia, ANG II e a modulação da pressão arterial 

O controle da pressão arterial (PA) é feito pela ativação de sistemas ou alças de 

retroalimentação que operam a curto e longo-prazo (os chamados fatores funcionais), 
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para manter as oscilações da PA em uma estreita faixa uniformemente variada em torno 

de 100 mmHg, a depender da espécie. Nesse sentido, finos ajustes na resistência 

periférica e no débito cardíaco influenciam diretamente a PA, sendo estes ajustes feitos 

principalmente pelo SNC, em uma região de neurônios pré-simpáticos com propriedade 

intrínsica autodespolarizante denominada Bulbo Ventrolateral Rostral [(RVLM) 

Guertzenstein e Silver 1974; Sun e cols., 1988; Dampney 1994; Accorsi-Mendonça e 

cols., 2016] que se projetam a coluna ou medula intermédio lateral (MIL) e liberam 

noradrenalina e glutamato promovendo aumento na atividade simpática e pressão 

arterial (Amendt e cols., 1979; Ross e cols., 1984;Sun e cols., 1988; Abbott e cols., 

2009). Diversos estudos com injeção de vírus trans-sináptico em órgãos periféricos (tais 

como rins, adrenal e coração) ou gânglios da cadeia simpática observaram a marcação 

de neurônios do SFO e OVLT na lâmina terminal e de alguns outros núcleos 

prosencefálicos (Sly e cols., 1999; Westerhaus e Loewy 1999) sugerindo que os 

neurônios da LT estão envolvidos na modulação do drive simpático e da pressão arterial.  

Como já mencionado, a ANG II plasmática é um dos mais importantes componentes 

humorais de modulação da pressão arterial, uma vez que promove vasoconstrição 

periférica, síntese e liberação de aldosterona e aumento da reabsorção de sódio nos 

túbulos renais, regulando assim, o volume do liquido extracelular e a pressão sanguínea 

(Harrison-Bernard 2009). O efeito pressor induzido pela ANG II periférica atuando na 

região da lâmina terminal, foi primeiramente descrito por estudos em cães com 

circulação cruzada de Bickerton e Buckley (1961) que observaram que a ANG II 

promovia aumento pressor tanto no animal doador (30 a 50%) quanto no animal que 

recebia o fluxo para a cabeça (12 a 40%), sendo esse efeito bloqueado pela 

administração de piperoxan (antagonista alfa-adrenérgico) na circulação periférica do 

animal receptor, indicando que a ANG II plasmática eleva a PA não apenas por ação 

direta na vasculatura periférica, mas também atuando em núcleos centrais envolvidos 

com a modulação da PA. Posteriormente, estudos de Yu e Dickinson (1965) mostraram 

que a infusão intravenosa (iv) de Ang II resulta em aumento progressivo da PA em 

coelhos não anestesiados. Não obstante, há diferentes estudos realizados em ratos não 

anestesiados, mostrando que a microinjeção de ANG II no VL induz não apenas 

respostas neuroendócrinas e comportamentais de ingestão de água e sódio, mas 

também induz significativa resposta pressora (Bains e cols., 1992; Saad e cols., 2004; 

Reis e cols., 2010; Braga e cols., 2011; Buttler e cols., 2016). As respostas 

cardiovasculares induzidas pela ANG II plasmática no SNC, envolve a ativação de 

neurônios angiotensinérgicos da lâmina terminal que projetam-se aos neurônios pré-

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00424/full#B54
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00424/full#B55
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00424/full#B55
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Introdução 

autonômicos parvocelulares do PVN e estes projetam-se à IML e/ou ao RVLM excitando 

neurônios vasomotores pré-simpáticos (Bains e Ferguson 1995; Cato e Toney 2005; 

Braga e cols., 2011; Tiruneh e cols., 2012; 2013), os quais também enviam projeções à 

MIL [(Amendt e cols., 1979; Ross e cols., 1984; Sun e cols., 1988; Abbott e cols., 2009) 

Figura 2]. 

Estudos de Morimoto e cols., (2002) observaram aumento da pressão arterial média 

em camundongos transgênicos, os quais superexpressaram o RNAm da Renina e do 

Angiotensinogênio em astrócitos da região do SFO, os autores ainda observaram que a 

microinjeção icv de Losartan, promove redução significativa na pressão arterial média 

dos camundongos trangênicos, sugerindo que a renina e o angiotensinogênio 

sintetizados em astrócitos da região da LT têm papel importante na regulação da 

pressão arterial.  

Recentemente estudos de Marina e cols., (2013) demonstraram que a estimulação 

optogênica (manipulação de vectores virais para expressar canais sensíveis à luz como 

o canal rhodopsina 2) em astrócitos do RVLM aumentava a atividade simpática, a 

pressão arterial e a frequência cardíaca em ratos não anestesiados. Além disso, estudos 

com path clamp de Park e cols., (2009) mostraram que os astrócitos da região do PVN 

modulam os níveis extracelulares de GABA e as correntes inibitórias tônicas pelos 

transportadores GAT’s (transportadores para GABA) contribuindo para manutenção do 

tônus basal simpático e modulação da atividade dos neurônios pré-simpáticos do RVLM. 

Estes estudos em conjunto levantam indícios de que as células da glia do hipotálamo, 

especialmente os astrócitos, podem ter participação na modulação das respostas 

cardiovasculares induzidas pelas ANG II central, como também podem contribuir para 

geração ou manutenção do drive simpático basal. 

 

1.5. Células da glia, ANG II e a modulação da atividade respiratória 

O desenvolvimento de técnicas com preparação in vitro de ratos neonatos 

decerebrados ao nível pré-bulbar demonstrou que neurônios abaixo dessa secção 

geram espontaneamente o ritmo respiratório (Smith e Feldman 1987). Adicionalmente, 

estudos de path clamp de Smith e cols., (1991) em slices coronais do bulbo de ratos 

neonatos demonstraram que a atividade respiratória é produzida por um grupo de 

neurônios com propriedades oscilatórias de marcapasso localizados na porção ventral 

do bulbo em um complexo denominado Pré-Botzinguer (pre-BötC), os quais são 

sincrônicos aos movimentos inspiratórios, enquanto os neurônios do complexo 

http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00424/full#B54
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fphys.2016.00424/full#B55
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Botzinguer (BotC) são sincrônicos aos movimentos expiratórios (Molkov e cols., 2014; 

Cui e cols., 2016). Estes núcleos estabelecem conecções recíprocas excitatórias e 

inibitórias que resultam em padrão respiratório rítmico (Feldman e McCrimmon 2008; 

Abdala e cols., 2009a, b) que é tonicamente modulado por outros núcleos bulbares tais 

como, o Núcleo Retrotrapezóide (RTN) e o NTS, além de núcleos pontinos [Núcleo 

Parabraqueal (NPB), Área A5, Kölliker-Fuse (KF)] e áreas supra bulbares como o PVN 

que estão envolvidas direta ou indiretamente na modulação/coordenação da respiração 

(Yeh e cols., 1997; Abdala e cols., 2009b; Bonis e cols., 2013; Molkov e cols., 2014). 

Não obstante, diversos estudos sugerem que o hipotálamo é uma importante área 

supra bulbar envolvida no controle da atividade respiratória (Ferguson e cols., 1989, Yeh 

e cols., 1997; Schlenker e cols., 2001). As primeiras evidências foram descritas por Yeh 

e cols., (1997) os quais mostraram que neurônios do PVN enviam projeções ao núcleo 

motor do frênico (C3-C5). Funcionalmente os autores mostraram em estudos realizados 

em ratos anestesiados, vagotomizados e com ventilação mecânica, que a microinjeção 

de glutamato no PVN promove aumento na amplitude e na frequência de disparo das 

fibras musculares do diafragma. Em adição, estudos anatômicos mostraram que há 

subpopulações de neurônios AVPérgicos e OTérgicos do PVN com projeções ao núcleo 

motor do frênico (Mack e cols., 1985; Kc e cols., 2002). A microinjeção de AVP no 

núcleo Pré-Botzinguer promove aumento na frequência de disparo do diagragma (Kc e 

cols., 2002). Outros estudos mostraram que a microinjeção de bicuculina (antagonista 

GABAA) no PVN estimula a ventilação e a frequência respiratória de ratos não 

anestesiados (Schelenker e cols., 2001). Além disso, há evidências mostrando a 

participação da LT na modulação respiratória, a estimulação elétrica do SFO aumenta a 

atividade respiratória de ratos anestesiados (Ferguson e cols., 1989) sugerindo que a 

ativação do SFO pelos componentes periféricos, como a ANG II plasmática, poderia 

estar envolvida na modulação da respiração. Estudos em diferentes modelos animais 

como cães anestesiados e não anestesiados (Potter e McCloskey 1979; Alexander e 

Lumbers 1981; Ohtake e Jennings 1993) e em coelhos não anestesiados (Potter e 

McCloskey 1979) sugerem que a Ang II periférica estimula a ventilação. A ANG II 

periférica parece ser importante para modular as respostas ventilatórias reflexas as 

oscilações na pressão arterial média (Ohtake e Jennings 1993; Walker e Jennings 

1998). Em ratos não anestesiados foi observado que a ANG II induz aumento na 

ventilação em situações de hipotensão (Walker e Jennings 1988).  
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Em adição, estudos de Olsson e cols., (2004) demonstraram que a microinjeção de 

Salazina no VL (um antagonista competitivo do receptor para ANG II) promove 

diminuição da frequência respiratória e do volume minuto em ratos não anestesiados.  

Estudos de Costa e cols., (2013) mostraram que a microinjeção de fluorocitrato 

(FCt)(inibidor das células da glia) na região ventral do bulbo promove aumento 

significativo na frequência respiratória basal, mas não altera os parâmetros respiratórios 

e simpáticos basais em preparações tronco-cérebro isolados de ratos juvens. 

Demonstrando que as células da glia dessas regiões do bulbo participam da modulação 

da atividade respiratória basal. Além disso, estudos de Gourine e cols., (2010) 

demonstraram que a estimulação optogênica em cultura primária de astrócitos e em 

slides da superfície ventral do bulbo (SVB) promove aumento de [Ca2+]i e liberação de 

ATP. Em outro grupo de ratos, anestesiados, vagotomizados e ventilados artificialmente, 

a estimulação optogênica de astrócitos da SVB promove aumento da amplitude de 

disparo do nervo frênico in vivo. Estudos imunohistoquímímicos de Hartel e cols., (2009) 

em camundongos neonatos mostraram que astrócitos da superfície ventral do bulbo 

respondem à presença dos neuromoduladores, tais como: Serotonina, Substância P e 

Hormônio liberador de tireotrofina, com aumento transiente de Ca2+, sugerindo que estes 

neuromoduladores regulam a sinalização de Ca2+ em astrócitos para ajustar os 

processos de auto-regulação da função respiratória. Outros estudos mostraram que 

astrócitos do preBotC apresentaram aumento de Ca2+
i em resposta a norepinefrina 

mesmo após o bloqueio da atividade neuronal por tetrodotoxina (TTX)(Schnell e cols., 

2016). Estes estudos em conjunto sugerem que as células da glia, especialmente os 

astrócitos da região ventral do bulbo exercem importante papel na modulação da 

atividade respiratória basal. 

Como anteriormente descrito, estudos sugerem que o SFO e o PVN, modulam a 

atividade respiratória (Mack e cols., 1985; Ferguson e cols., 1989; Yeh e cols., 1997; 

Schlenker e cols., 2001; Kc e cols., 2002) e possuem projeções aos núcleos do centro 

respiratório e a núcleos motores dos movimentos respiratórios (Mack e cols., 1985; Kc e 

cols., 2002). Nesse sentido, estudos comportamentais de Qin e cols., (2008) 

demonstraram que a exposição à humidade e/ou ao calor no interior de uma câmara 

controlada promovia, entre outras respostas, aumento da frequência respiratória. 

Adicionalmente, a análise imunohistoquímica do hipotálamo desses ratos demonstrou 

aumento de Fos em astrócitos do PVN e SON, indicando aumento da atividade 

astrocítica nesses núcleos hipotalâmicos. Os autores concluem que astrócitos e 
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neurônios do PVN e SON participam da regulação dessas respostas, incluindo a 

respiratória, frente a mudanças ambientais severas. 

Considerando que a Ang II ativa neurônios e astrócitos da lâmina terminal 

hipotalâmica (Li e Ferguson 1993; Gebke e cols., 1998) a qual está envolvida em 

diversas repostas induzidas pela Ang II (Potter e McCloskey 1979; Lang e cols., 1981; 

Bains e cols., 1992; Qadri e cols., 1993; Davisson 2000, 2003; Saad e cols., 2004; 

Hunyady e Catt 2006; Reis e cols., 2008, 2010; Lancien e cols., 2010), a hipótese 

investigada no presente estudo é que as respostas neuroendócrinas, comportamentais, 

cardiovasculares e respiratórias observadas após a microinjeção de angiotensina II icv 

são moduladas por células da glia hipotalâmica da lâmina terminal (Figura 3).  

Como abordagem experimental, realizamos microinjeção intracerebroventricular em 

direção ao ventrículo lateral, um método amplamente utilizado, conhecido por ativar os 

núcleos da região da lâmina terminal, especialmente pela ANG II (Bains e cols., 1992; 

McKinley e cols., 1995; Davisson 2000; Davisson 2003; Olsson e cols., 2004; Saad e 

cols., 2004; Hunyady e Catt 2006; Reis e cols., 2008 e 2010; Buttler e cols., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Representação esquemática da hipótese de trabalho deste projeto. O fluxograma 

representa, de forma simplificada, a participação da glia hipotalâmica na modulação das respostas 

neuroendócrina (liberação de AVP e OT), comportamental (ingestão de água e sódio), 

cardiovascular e respiratória induzidas pela ANG II na região da lâmina terminal. Órgão Subfornical 

(SFO), Núcleo pré-Óptico Mediano (MnPO) e Órgão Vasculoso da Lâmina Terminal (OVLT) em 

cores de destaque. O item verde (Glia) representa a possível participação das células da glia 

hipotalâmica na modulação das respostas induzidas pela microinjeção icv de ANG II. 
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Para investigar esta hipótese, nós realizamos microinjeção intracerebroventricular 

utilizando um inibidor seletivo da atividade da glia, o Fluorocitrato, o qual foi 

microinjetado no VL de ratos não anestesiados. O Fluorocitrato é uma gliotoxina 

derivada das plantas do gênero Dichapetalum (Peters 1957; Paulsen e cols., 1987), 

conhecido por inibir seletivamente e de forma reversível a atividade metabólica da glia 

(Paulsen e cols., 1987; Paulsen e cols., 1988b). Isto se deve ao fato de que citrato e 

acetato exógeno não são metabolizados por neurônios, apenas por células da glia (Muir 

e cols., 1986; Paulsen e cols., 1987; Fonnum e cols., 1997). O Fluorocitrato bloqueia a 

Aconitase (Peters 1957), uma enzima que transforma Citrato em isocitrato no ciclo de 

Krebs, além disso, o acúmulo de citrato e Fluorocitrato inibe alostericamente a 

Fosfofrutoquinase-1, a enzima da glicólise que transforma frutose 6-fosfato em frutose 

1,6-bisfosfato (Paulsen e cols., 1988b) resultando em alterações na estrutura das células 

da glia (Paulsen e cols., 1987), inibição da síntese e liberação de glutamina e dos 

gliotransmissores Glutamato e GABA (Szerb e cols., 1987; Paulsen e cols., 1988a; 

Paulsen 1988b; Paulsen e Fonnum 1989; Hassel e cols., 1992), reduzindo 

significantemente os níveis de ATP, comprometendo assim o metabolismo celular 

(Paulsen e cols., 1987). Dessa forma, o Fluorocitrato e o Fluoroacetato (um precursor do 

Fluorocitrato) tem sido utilizados em diversos estudos como ferramenta metodológica 

com o objetivo de interferir na interação neurônio-glia no tecido neural in vivo e in vitro, 

avaliando assim a importância dessa interação na circuitaria estudada (Hassel e cols., 

1992; Hülsmann e cols., 2000; Costa e cols., 2012; Hayakawa e cols., 2016). 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

Avaliar a participação da glia hipotalâmica nas respostas neuroendócrinas, 

comportamentais e cardio-respiratórias induzidas pela ANG II no VL de ratos não 

anestesiados. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

Analisar a resposta à microinjeção icv de ANG II antes e após a inibição da glia 

hipotalâmica; 

 na concentração plasmática de OT e AVP; 

 na ingestão de água e sódio (1.5%); 

 na modulação dos parâmetros cardiovasculares e respiratórios basais. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1.  Animais 

Neste estudo foram utilizados experimentalmente 40 ratos Wistar [(WKT) 260-280g)] 

provenientes do Biotério Prof. Thomas George– IpeFarM - da Universidade Federal da 

Paraíba/UFPB e do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP. 

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura (21 ± 1 ºC) e ciclo claro-

escuro de 12 horas (Luzes acesas das 6 às 18 horas), com livre acesso a água e ração 

(Labina®, Purina). Os procedimentos com animais, bem como os protocolos 

experimentais deste projeto, foram submetidos à análise da Comissão de Ética em 

Experimentação Animal do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba 

(CEUA/CBIOTEC/UFPB) e aprovado sob o número de protocolo 133/2015. Os 

protocolos de radioimunoensaio para a análise da concentração plasmática de AVP e 

OT foram realizados no Laboratório Neuroendócrino do Departamento de Fisiologia da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto- Universidade de São Paulo, com o apoio 

financeiro e técnico do Prof. Dr. José Antunes Rodrigues. 

 

3.2.  Implante de cânula-guia em direção ao ventrículo lateral 

Utilizamos um aparelho estereotáxico (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA) para o 

implante de cânulas-guia no SNC adaptamos a técnica descrita por Michelini e 

Bonagamba (1988) para o implante das cânulas-guia no ventrículo lateral esquerdo. As 

cânulas de aço inoxidável (12 mm de comprimento) foram confeccionadas a partir de 

agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm) e fixadas no suporte da torre do estereotáxico. Os 

animais foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina (0,7: 0,2 v/v, 0,08 

ml/100g, ip). A profundidade da anestesia foi avaliada por uma falha em responder a 

uma pinçada nociva na cauda. Posterioremente os animais foram depilados na região 

dorsal da cabeça e posicionados no aparelho de estereotáxico. Realizamos incisão 

longitudinal na pele e tecido subcutâneo, expondo a região da calota craniana. A cânula-

guia foi posicionada com base nas coordenadas estereotáxicas do Atlas de Paxinos e 

Watson [1986 (AP = -0,5 mm em relação ao bregma; L =± 1,4 mm da linha média e DV = 

-3,9 mm ventral à superfície do osso para o protocolo Neuroendócrino e 

Comportamental. No entanto, para acessar as regiões posteriores mais envolvidas na 

modulação cardiovascular, alteramos o parâmetro AP= -0,6)]. Realizamos a trepanação 

da calota craniana com o auxílio de uma broca odontológica esférica acoplada a um 
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motor de baixa rotação. A cânula-guia foi fixada ao crânio com resina acrílica de uso 

odontológico (Simplex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) presa por pequenos parafusos de aço-

inoxidável previamente introduzidos na região occipital da calota craniana. Ao final do 

implante, os animais foram retirados do aparelho estereotáxico e como medida de 

profilaxia pós-cirúrgica, injetamos 0,1 ml/100g (intramuscular) de Pentabiótico Veterinário 

de amplo-espectro (associação de penicilina e estreptomicina, 1,200.000 UI, Fort Dodge, 

Campinas, SP, Brasil) e Analgésico injetável ip [intraperitonial (Banamine 2,2 mg/kg, 

Schering-Plough, SP, Brasil)]. Em seguida, para recuperação pós-cirúrgica, os animais 

foram alojados em caixas com água e ração “ad-libitum” e mantidos no biotério Prof. 

Thomas George ou no biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP 

até a data do experimento. 

 

3.3.  Microinjeção de drogas no ventrículo lateral 

As drogas foram microinjetadas no ventrículo lateral esquerdo através de uma 

seringa Hamilton de 1µl (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de um tubo de 

polietileno PE-10 a uma agulha dental (200 μm de diâmetro, Missy). O volume final de 

cada droga microinjetada foi de 500 nl (Reis e cols., 2010). A ANG II [(H-Asp-Arg-Val-

Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH) Bachem] foi diluída em solução fisiológica estéril (salina 0,9%) 

com concentração final de 25 e 50 ng/0.5 μl (Reis e cols. 2010). O Fluorocitrato- FCt [Sal 

de bário / Sigma-Aldrich (inibidor reversível da atividade da glia)] foi diluído de acordo 

com Costa e cols., (2013) com concentração final de 21 μg/0.5  μl para o protocolo 

neuroendócrino. Para os protocolos comportamental e cardio-respiratório foram feitos 

testes nas concentrações de 21, 41 e 81μg/0.5  μl, das quais estabelecemos 41 μg/0.5 

 μl por ser a menor concentração capaz de promover alterações nas respostas 

comportamentais e cardio-respiratórias à ANG II. Após a diluição, o pH da solução foi 

ajustado para valores próximos a 7,4. 

 

3.4.  Coleta de sangue 

Para as dosagens hormonais de AVP e OT, os animais foram sacrificados por 

decapitação (guilhotina) e, logo em seguida, o sangue foi coletado do tronco em tubos 

de polipropileno, mantidos sob gelo, contendo anticoagulante (10 µl de heparina/ml de 

sangue). O plasma foi separado por centrifugação a 3000 rpm, durante 15 min, em 

centrífuga refrigerada a 4C, e em seguida estocado a – 70C até o momento de cada 

dosagem. 
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3.5.  Radioimunoensaio (RIE) 

O plasma armazenado a -70°C foi utilizado para as dosagens de AVP e OT 

plasmáticos. A extração dos hormônios AVP e OT foram realizadas utilizando-se 1 ml de 

plasma adicionados a 2 ml de acetona gelada seguida de agitação contínua (20 

segundos) e centrifugação (3000 rpm por 25 min a 4°C), sendo o sobrenadante 

decantado em um tubo contendo 2 ml de éter de petróleo e em seguida agitado e 

mantido em repouso por 5 minutos para a separação das camadas. A camada superior 

foi aspirada com o auxílio de uma bomba de vácuo e a camada inferior foi liofilizada em 

um SpeedVac sendo as amostras estocadas a -20°C para posterior dosagem por RIE. A 

eluição foi realizada com 3 ml de solução acetonitrila 60% e o extrato obtido foi liofilizado 

e então estocado a -20°C. No dia da realização do RIE, as amostras de AVP e OT foram 

ressuspensas em 250 μl de tampão AVP ou OT (tampão TRIS 0,05M com albumina 

humana 0,25%), sendo que, 100 μl do ressuspenso foi utilizado para o ensaio, em 

duplicata. No RIE, foram utilizados peptídeos marcados com 125I, foram utilizados 4000 

cpm/100 μl para a OT e 2000 cpm/100 μl para a AVP, o volume final de incubação foi de 

500 μl durante quatro dias a 4°C. Os anti-soros utilizados (primeiro anticorpo de coelho 

anti-AVP e anti-OT) foram específicos para os hormônios analisados sem reação 

cruzada com outros peptídeos. Foi adicionado 100 μl do primeiro anticorpo nas amostras 

desconhecidas e os tubos foram agitados e incubados a 4°C durante 24 horas. O 

hormônio marcado (100 μl) foi armazenado em tubos, agitados e reincubados 

novamente por 24 h a 4°C. O hormônio marcado foi separado do não marcado com o 

auxílio da técnica de anticorpo secundário (anticorpo antigamaglobulina de coelho 

produzido em cabra) específicos para cada hormônio analisado. Após a adição de 100 μl 

do segundo anticorpo estes foram reincubados por 24 h a 4°C, e no dia seguinte, após 

incubação de 4 a 6 horas pela adição de 1 ml de polietilenoglicol (PEG 6,25%), as 

amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 25 minutos a 4°C e o sobrenadante foi 

aspirado. A radioatividade no precipitado foi determinada com o auxílio de um contador 

gama (Packard). Todos os dados foram expressos em pg/ml de plasma. As dosagens 

mínimas detectáveis foram de 0,8 pg/ml para AVP, 0,9 pg/ml para a OT, e os 

coeficientes de variação intra-ensaio e inter-ensaio foram de 7,7% e 11,9%, para a AVP, 

e 7,0% e 12,6% para a OT, respectivamente. Esse protocolo foi realizado em 

colaboração com o laboratório do Dr. José Antunes-Rodrigues (Departamento de 

Fisiologia, Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto/USP) e com auxílio técnico da 

Profa. Dra. Silvia Ruginsk (Universidade Federal de Alfenas/MG). 
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3.6.  Canulação da artéria femoral 

Na véspera da análise cardio-respiratória (24h antes), a artéria femoral dos animais 

foi canulada para a obtenção dos registros cardiovasculares. A cânula foi confeccionada 

a partir de um tubo de polietileno [(PE-10) Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA], de 4 a 5 

cm soldado a outro tubo de polietileno (PE-50) de aproximadamente 16 cm de 

comprimento, ajustado de acordo com o tamanho do animal. 

Antes de iniciarmos o procedimento cirúrgico, preenchemos a cânula com solução 

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

Os ratos foram anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina (0,7: 0,2 v/v, 0,08 

ml/100g, ip), a cânula foi inserida e fixada na artéria femoral esquerda dos animais, a 

extremidade livre da cânula foi subcutaneamente dirigida, com o auxílio de um trocater, 

para a cintura escapular na região dorsal, onde foi exteriorizada no dorso do animal 

onde foi fixada com linha fina de sutura. A cânula arterial foi utilizada para o registro da 

pressão arterial (PA) e frequência cardíaca (FC).  

 

Figura 4: Ilustração do procedimento de implantação do cateter arterial. 

Painel A, identificação, dissecção da artéria e local de inserção do cateter. 

Painel B, exteriorização do cateter na região dorsal do animal. 

 

3.7. Registros cardio-respiratórios 

No dia seguinte à canulação da arterial 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, AD-

Instruments, NSW, Austrália) e deste para o computador no qual se encontra instalado o 

software “Power Lab” (Power Lab, AD-Instruments, NSW, Australia) para aquisição e 
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análise dos sinais. A frequência cardíaca (FC, bpm) foi registrada por meio de um 

biotacômetro digital acionado a partir dos pulsos de pressão arterial. 

As medidas de ventilação foram obtidas por pletismografia em uma câmara de corpo 

inteiro para animais de pequeno porte descrito por Bartlett e Tenney (1970). O 

procedimento consiste na colocação do animal em um sistema fechado à entrada de 

gases. Foram consideradas as oscilações de pressão no interior do sistema em 

decorrência da diferença da temperatura entre o gás inspirado (~25 Cº) e o gás expirado 

(~37 Cº) para análise dos parâmetros ventilatórios. O procedimento foi feito da seguinte 

forma: a câmara foi aberta para a realização da microinjeção e após a câmara foi 

hermeticamente fechada para a realização da medida de ventilação, o fluxo de ar foi 

interrompido e a câmara do animal permaneceu totalmente vedada pelo período de 

tempo de ~3 min. As oscilações causadas pela respiração do animal foram captadas por 

um dispositivo conectado à câmara que contém o transdutor diferencial de pressão 

(ML141 spirometer, PowerLab, ADInstruments). O sinal foi então enviado para o sistema 

de aquisição de análise dos dados (LabChart TM Pro, PowerLab, ADInstruments) que 

amplifica os sinais e quantifica a amplitude e a frequência dos sinais respiratórios. A 

calibração do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume 

conhecido de ar (1 mL) dentro da câmara do animal com o uso de uma seringa 

graduada. O sistema nos permitiu registrar as medidas de frequência respiratória (FR) 

em Volts (V) que posteriormente foi analisada em ciclos por minuto (cpm). Os 

parâmetros analisados neste estudo foram a FR, o Volume Corrente [(VC) volume de ar 

inspirado ou expirado em cada respiração normal] e a Ventilação minuto [(VM) volume de 

ar corrente que entra nas vias respiratórias a cada minuto]. 

 

3.8. Análise da Frequência respiratória (FR) 

As análises dos parâmetros respiratórios foram feitos manualmente para garantir a 

análise correta das medidas, uma vez que os animais estavam acordados e em livre 

movimentação na câmara durante a realização do experimento. A quantificação da FR foi 

feita imediatamente após a microinjeção de ANG II icv (50 ng/0.5  μl) ou FCt (41 μg/0.5 

 μl) de onde foi retirado um trecho correspondente à 10 segundos  livre de ruídos e 

representativo do padrão da resposta gerada. 

 

3.9. Análise do volume corrente (VC) e da ventilação minuto (VM) 

A quantificação dos dados do VC e VM foi feita a partir das equações descritas por 

Drorbaugh e Fenn 1955: 
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Onde: 

VC: Volume de ar corrente 

PT: Deflexão da pressão associada a cada volume de ar corrente 

Pk: Deflexão da pressão associada a cada volume de ar injetado para calibração 

Vk: Volume de ar injetado na câmara do animal para calibração 

TC: Temperatura Corporal 

PB: Pressão Barométrica 

PA: Pressão de vapor d’água a temperatura da câmara 

TA: Temperatura de ar dentro da câmara do animal 

PC: Pressão de vapor d’água a temperatura do animal 

 

No presente estudo, os registros respiratórios em condições basais apresentaram os 

valores médios: (FR: 102.2 ± 5.8 cpm), (VC: 7.6 ± 0.8 mL.Kg-1) e (VM: 858.2 ± 110.2 

mL.Kg-1.min-1), os quais correspondem aos valores respiratórios basais de ratos não 

anestesiados, observados em estudos prévios da literatura (Machado e cols., 1992; 

Granjeiro e cols., 2009).  

 

3.10. Eutanásia 

Ao final dos experimentos os animais receberam dose sublimiar da mistura do 

anestésico e relaxante muscular Ketamina e Xilazina (ip) e 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). 

 

3.11. Soluções e Drogas utilizadas 

 Solução fisiológica estéril (0,9%) – veículo. 

 ANG II [(H-Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-OH) Bachem, Bubendorf, Suíça]. 

 Fluorocitrato- FCt [( inibidor reversível da atividade da glia (Sal de bário / Sigma-

Aldrich, Saint Louis, USA]. 

 Cloridrato de cetamina [Anestésico (Quetamina® Laboratório – Vetnil, Brasil)]. 
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 Xilazina [Analgésico e Relaxante muscular (Dopaser - Laboratório Calier, 

Espanha)]. 

 Heparina [Anticoagulante (Parinex® - Laboratório Hipolabor Brasil)]. 

 Pentabiótico Veterinário de amplo-espectro (associação de penicilina e 

estreptomicina, Fort Dodge, SP, Brasil). 

 Banamine [(Analgésico) Schering-Plough, SP, Brasil)]. 

 

3.12. Histologia 

Ao final dos experimentos fizemos a microinjeção no VL do corante azul de Evans 

2% (Vetec, Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de 500 nl, para a 

determinação do sítio específico da microinjeção. Na sequência, os animais foram 

anestesiados com uma mistura de Ketamina e Xilazina (0,7: 0,2 v/v, 0,08 ml/100g, ip) e 

perfundidos com solução de salina (0,9%) seguido da perfusão com solução formol 

(10%) tamponada. O cérebro foi removido e fixado em formol (10%) por 48 horas e 

então transferido para solução de sacarose (30%) para a crioproteção. Os cortes 

histológicos foram realizados no criostato (60 µm) e montados em lâminas gelatinizadas, 

após, foram cobertos com lamínulas e posteriormente analisados por microscopia de luz 

[Axioskop (Carl Zeiss, Alemanha)] para identificação do sítio da microinjeção. 

 

3.13. Análise estatística 

Todos os resultados foram expressos como MÉDIA ± EPM (erro padrão da média) e 

analisados pelo teste de variância One-way ou Two-way (ANOVA) seguido do teste de 

comparações múltiplas (Newman-Keuls, Programa Prisma GrafPad, versão 06). Valores 

de P<0,05 foram considerados significativos. 

 

3.14. Fonte Orçamentária 

As drogas foram adquiridas com recurso do projeto PVE/CAPES 

8888.1.062209/2014.1. CNPq 161260/2015-2 
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 

 

4.1.  Efeito da microinjeção de ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e/ou 

salina estéril no VL de ratos não anestesiados sobre a concentração plasmática de 

AVP e OT. 

Entre 4 a 5 dias após a cirurgia de estereotaxia para a introdução da cânula guia na 

região do ventrículo lateral, os animais foram subdivididos em 4 grupos (G) de acordo 

com as microinjeções realizadas no VL: 1º G - salina estéril (0,9%) + salina estéril 

(0,9%); 2º G - salina estéril (0,9%) + ANG II (25 ng/0.5  μl); 3º G - salina estéril (0,9%) + 

FCt (21 μg/0.5  μl); 4º G - FCt + ANG II. As microinjeções foram realizadas a intervalos 

de 5 min. e após 20 min da segunda microinjeção, os animais de cada grupo foram 

decaptados e tiveram o sangue coletado e centrifugado para obtenção do plasma, o qual 

foi estocado até o momento da dosagem da concentração de AVP e OT plasmáticas por 

meio da técnica de Radioimunoensaio (RIE). 

 

O objetivo desse protocolo foi avaliar a participação da glia hipotalâmica nas 

respostas neuroendócrinas observadas após a microinjeção de ANG II no ventrículo 

lateral de ratos não anestesiados. 
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4.2. Efeito da microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e/ou 

salina estéril no VL de ratos não anestesiados sobre a ingestão de água e sódio 

(1,5%). 

No segundo dia, após a cirurgia de estereotaxia para a introdução da cânula-guia na 

região do ventrículo lateral, os animais foram adaptados às gaiolas metabólicas por um 

período de 72 horas com ração padrão e bebedouros. Os bebedouros foram 

preenchidos com água filtrada ou solução de sódio (1,5%) e fixados na frente da gaiola 

metabólica. Após período de adaptação, os bebedouros foram retirados das gaiolas e os 

animais subdividimos em 4 grupos experimentais de acordo com as microinjeções 

realizadas no VL: 1º G - salina estéril (0,9%) + salina estéril (0,9%); 2º G - salina estéril 

(0,9%) + ANG II (50 ng/0.5  μl); 3º G - salina estéril (0,9%) + FCt (41 μg/0.5 μl); 4º G - 

FCt + ANG II. As microinjeções no VL foram realizadas a intervalos de 5 min. Após a 

segunda microinjeção, recolocamos os bebedouros com água filtrada e sódio (1,5% 

NaCl) nas gaiolas e analisamos a ingestão dos líquidos nos tempos de 5, 15, 30, 60, 120 

e 240 min. utilizando uma proveta de vidro com capacidade para 200 ml, graduada por 

cada ml. 

 

O objetivo desse protocolo foi avaliar a participação da glia hipotalâmica nas 

respostas comportamentais basais de ingestão de água e de sódio (1,5%) observadas 

após a microinjeção de ANG II no ventrículo lateral de ratos não anestesiados. 
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4.3. Efeito da microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e/ou salina 

estéril no VL de ratos não anestesiados sobre os parâmetros cardio-

respiratórios basais. 

Entre 4 e 5 dias após a cirurgia de estereotaxia para a introdução da cânula guia na 

região do ventrículo lateral, os animais tiveram a artéria femoral canulada e cerca de 24h 

após a canulação, a cânula arterial foi conectada ao transdutor de pressão para os 

registros da Pressão Arterial Pulsátil (PAP, mmHg), Pressão Arterial Média (PAM, 

mmHg) e Frequência Cardíaca (FC, bpm). O animal foi colocado na câmara 

pletismográfica para o registro da Frequência Respiratória (FR, cpm), do Volume 

Corrente (VC, mL.Kg-1) e da Ventilação Minuto (VM, mL.Kg-1.min-1). Após 30 minutos de 

registro basal, para a estabilização dos parâmetros cardio-respiratórios, realizamos o 

registro ventilatório basal por um período de 3 min., após esse período realizamos a 

microinjeção de ANG II II icv (50 ng/0.5  μl) antes e aos 5, 10, 15 e 30 minutos após a 

microinjeção de salina estéril (0,9%) ou FCt (41 μg/0.5  μl) no VL. 

 

O objetivo desse protocolo foi avaliar a participação da glia hipotalâmica nas 

respostas cardiovasculares e respiratórias basais e observadas após a microinjeção de 

ANG II no ventrículo lateral de ratos não anestesiados. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Corte Histológico 

Na Figura 5, podemos observar um corte histológico (60 µm) do cérebro de um rato, 

na região do diencéfalo destacando o corpo caloso e núcleo supra-óptico, mostrando o 

trajeto da cânula-guia em direção ao ventrículo lateral (seta vermellha). Em todos os 

nossos protocolos, as microinjeções foram consideradas positivas mediante a presença 

do corante azul de evans ou rastro da microinjetora em direção ao ventrículo lateral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Fotomicrografia de um corte histológico coronal (60 µm, 10X) 

mostrando o sítio da microinjeção na região do VL e o percurso da cânula 

(indicado pela seta) no encéfalo de um rato representativo. 
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5.2. Efeito da microinjeção de ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl)  e/ou 

salina estéril no VL de ratos não anestesiados sobre as respostas 

neuroendócrinas de liberação Vasopressina (AVP) e Ocitocina (OT) 

plasmáticas. 

A Figura 6 e a Tabela 1 mostram o efeito da microinjeção icv do veículo salina estéril 

0,9%, ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia microinjeção de 

FCt sobre a concentração de AVP plasmática. Os resultados mostram que a 

microinjeção de ANG II no VL promoveu aumento significativo na concentração de AVP 

plasmática quando comparado ao controle salina estéril 0,9% (2,3 ± 0,4 vs. 1,3 ± 0,1 

pg/ml, p=0,039). A microinjeção de FCt não promoveu alterações significativas na 

concentração de AVP plasmática quando comparado ao controle salina estéril 0,9% 

(0,99 ± 0,1 vs. 1,3 ± 0,1 pg/ml, p=0,78). Por outro lado, a prévia microinjeção de FCt no 

VL atenuou o aumento na concentração de AVP plasmática observado após a 

microinjeção de ANG II (1,3 ± 0,2 vs. 2,3 ± 0,4 pg/ml, p=0,05). 

A Figura 7 e a Tabela 1 representam o efeito da microinjeção no VL do veículo 

salina estéril 0,9%, ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia 

microinjeção de FCt sobre a concentração de OT plasmática. Os resultados mostram 

que a microinjeção de ANG II (3,9 ± 0,8 pg/ml, p=0,025) ou FCt (2,6 ± 0,4 pg/ml, 

p=0,024) no VL de ratos não anestesiados promovem aumento significativo na 

concentração de OT plasmática em relação ao controle salina estéril 0,9% (1,4 ± 0,2 

pg/ml). A prévia microinjeção de FCt não promoveu alterações no aumento da 

concentração de OT plasmática observado após a microinjeção de ANG II (2,9 ± 0,4 vs. 

3,9 ± 0,8 pg/ml, p=0,31). 
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Figura 6: Liberação de vasopressina plasmática induzida pela microinjeção de 

salina estéril 0,9%, ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e ANG II após a 

prévia microinjeção de FCt no VL. Os dados foram expressos como MÉDIAS ± 

EPM. *p<0,05 vs. Salina 0,9%, #p<0,05 vs. ANG II. 
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Figura 7: Liberação de ocitocina plasmática induzida pela microinjeção de salina 

estéril 0,9%, ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia 

microinjeção de FCt sobre a concentração de ocitocina (OT) plasmática. Os dados 

foram expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Salina 0,9%. 
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Tabela 1: Concentração de Vasopressina e Ocitocina plasmáticas induzidas pelas 

microinjeções icv de salina estéril 0,9%, ANG II (25 ng/0.5  μl), FCt (21 μg/0.5  μl) e ANG 

II após a prévia microinjeção de FCt no ventrículo lateral de ratos não anestesiados. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Salina 0,9%, #p<0,05 vs. ANG 

II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3. Efeito da microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e/ou salina 

estéril no VL de ratos não anestesiados sobre as respostas 

comportamentais de ingestão de água e sódio (1,5 %). 

Os paineis da Figura 8 representam a ingestão não cumulativa (Painel A) e 

cumulativa (Painel B) de água após a microinjeção icv de salina estéril 0,9%, ANG (50 

ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia microinjeção de FCt no VL. A 

microinjeção da ANG II promoveu aumento significativo na ingestão de água cumulativa 

em relação ao controle salina estéril 0,9% (5,3 ± 1,6 ml vs.1,2 ± 0,4 ml/4 h, p=0,02). A 

microinjeção do FCt não promoveu alterações na ingestão de água em relação ao 

controle salina estéril 0,9% (1,3 ± 0,3 vs. 1,2 ± 0,4 ml/4 h, p=0,8), tampouco promoveu 

alterações significativas na resposta de aumento de ingestão de água induzido pela 

ANG II no VL (8 ± 2,4 vs. 5,3 ± 1,6 ml/4 h, p=0,44) Figura 8 e Figura 9, Tabela 2)]. 

Os paineis da  

Figura 10 representam a ingestão não cumulativa (Painel A) e cumulativa (Painel B) 

de sódio (1,5%) após a microinjeção icv de salina estéril 0,9%, ANG II (50 ng/0.5  μl), 

FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia microinjeção de FCt. A ANG II no VL 

promoveu aumento significativo na ingestão de sódio (1,5%) quando comparado ao 

controle salina estéril 0,9% (16 ± 1,1 vs. 2,5 ± 0,7 ml/4 h, p=0,0001). A microinjeção de 

FCt promoveu diminuição na ingestão de sódio (1,5%) quando comparada ao controle 

salina estéril 0,9%(0,83 ± 0,3 vs. 2,5 ± 0,7 ml/4 h, p=0,04). A prévia microinjeção de FCt 

atenuou significativamente a ingestão de sódio promovido pela ANG II no VL [2,7 ± 0,3 

vs. 16 ± 1,1 ml/4 h, p=0,0001 (Figura 11)]. 

AVP OT

Salina 0,9% 1,3 ± 0,1 1,4 ± 0,2

ANG II 2,3 ± 0,4* 3,9 ± 0,8*

FCt 0,99 ± 0,1# 2,6 ± 0,4*

ANG II após o FCt 1,3 ± 0,2 # 2,9 ± 0,4*

Grupos Concentração Plasmática (pg/ml)
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Figura 8: Ingestão de água não cumulativa (Painel A) e 

cumulativa (Painel B) após a microinjeção de salina estéril 0,9%, 

ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia 

microinjeção de FCt no VL de ratos não anestesiados. Os dados 

mostram as MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Salina 0,9%. 
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Figura 9: Ingestão de água 240 min. (cumulativa) após as microinjeção de salina 

estéril 0,9%, ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia 

microinjeção de FCt no VL de ratos não anestesiados. Os dados mostram as 

MÉDIAS ± EPM. *p<0,05 vs. Salina 0,9%, †p<0,05 vs. FCt. 
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Figura 10: Ingestão de sódio (1,5%) não cumulativa (Painel A) e 

cumulativa (Painel B) após a microinjeção icv de salina estéril 

0,9%, ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a 

prévia microinjeção de FCt no VL de ratos não anestesiados. Os 

dados mostram as MÉDIAS ± EPM [*p<0,05 vs. Salina 0,9%, 

#p<0,05 vs. ANG II (5 min), †p<0,05 vs. Salina 0,9% (120 min), 

xp<0,05 vs. ANG II (120 min), ‡p<0,05 vs. ANG II após o FCt (240 

min). 
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Figura 11: Ingestão cumulativa de sódio (1,5%) após a microinjeção icv de salina 

estéril 0,9%, ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e  ANG II após a prévia 

microinjeção de FCt no VL de ratos não anestesiados. Os dados mostram as 

MÉDIAS ± EPM (*p<0.05 vs. Salina 0,9%, #p<0,05 vs. ANG II). 
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Tabela 2: Ingestão cumulativa de água concomitante à ingestão cumulativa de sódio (1,5%) aos 

5 min, 15 min, 30 min, 60 min, 120 min e 240 min após as microinjeções de salina estéril 0,9%, 

ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e ANG II após a prévia microinjeção de FCt no VL de 

ratos não anestesiados. Os resultados mostram as MÉDIAS ± EPM. *p<0.05 vs. Salina 0,9%, 

#p<0,05 vs. ANG II, †p<0,05 vs. FCt. 

 

 

5.4. Efeito da microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), FCt (41 μg/0.5  μl) e/ou salina 

estéril no VL de ratos não anestesiados sobre as respostas cardio-

respiratórias. 

Os painéis da Figura 12 mostram o traçado de um animal representativo do grupo, 

mostrando os registros da pressão arterial pulsátil (PAP, mmHg), pressão arterial média 

(PAM, mmHg) e frequência cardíaca [(FC, bpm) Figura 12, painel A] e da Frequência 

Respiratória [(FR, cpm) Figura 12, painel B] a microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl) 

antes e após a microinjeção de FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de ratos não anestesiados. 

Nos painéis da Figura 13 e Tabela 3 podemos observar que a ANG II promoveu 

aumento significativo na PAM basal dos ratos (144,5 ± 5,7 vs. 118,3 ± 4,5 mmHg, 

p=0,02), mas não houve alterações significativas na FC basal (325,4 ± 12,3 vs. 357,9 ± 

7,9 bpm, p=0,09). A microinjeção de salina estéril 0,9% também não promoveu alteração 

na PAM basal (131,4 ± 0,6 vs. 129,1 ± 1,8 mmHg, p=0,2) ou na FC basal [331 ± 25 vs. 

340,3 ± 12,7 bpm, p=0,7 (Figura 13 e Tabela 3)]. 

Nos painéis da Figura 14 e Tabela 3, observamos que a Ang II promoveu aumento 

significativo na PAM basal dos ratos (137,8 ± 4,9 vs. 115,1 ± 3,5 mmHg, p=0,002), mas 

não promoveu alterações significativas na FC basal (311,7 ± 37,9 vs. 352,4 ± 15 bpm, 

p=0,10). A microinjeção de FCt também não promoveu alterações tanto da PAM basal 

Painel B 

Grupos

5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min

Salina 0,9% 0,67 ± 0,67 0,67 ± 0,67 0,67 ± 0,67 0,67 ± 0,67 1,2 ± 0,7 1,2 ± 0,4

ANG II 0,75 ± 0,5 0,75 ± 0,5 1,3 ± 0,5* 2,8 ± 0,5* 4,5 ± 1,5* 5,3 ± 1,6*
†

FCt 0,67 ± 0,4 0,67 ± 0,4 0,67 ± 0,4 0,67 ± 0,4 0,67 ± 0,4 1,3 ± 0,3

ANG II após o FCt 4,1 ± 1,6* 4,6 ± 1,7* 4,8 ± 2* 6 ± 2,4* 7,4 ± 2,4* 8 ± 2,4*
†

Grupos

5 min 15 min 30 min 60 min 120 min 240 min

Salina 0,9% 1 ± 0,5 1 ± 0,5 1 ± 0,5 1 ± 0,52 1,3 ± 0,5 2,5 ± 0,7

ANG II 6,2 ± 1,9 * 8,4 ± 1,7 * 9 ± 1,8 * 10,8 ± 1,6* 13,6 ± 1,3* 16 ± 1,1*

FCt 0,17 ± 0,17*
#

0,17 ± 0,17*
#

0,17 ± 0,17*
#

0,17 ± 0,17*
#

0,17 ± 0,2*
#

0,83 ± 0,3*
#

ANG II após o FCt 1 ± 0,4
#

1 ± 0,4
#

1 ± 0,4
#

2 ± 0,5
#

2,4 ± 0,3
#

2,7 ± 0,3
#

Ingestão cumulativa da Sódio (1.5% de NaCl) (ml)

Ingestão cumulativa de Água (ml)
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(129,6 ± 3,4 vs. 121,7 ± 3,6 mmHg, p=0,13) quanto na FC basal dos animais (310,4 ± 

16,7 vs. 341,3 ± 14 bpm, p=0,18). 

Nos paineis da Figura 15 observamos que a microinjeção de salina estéril 0,9% não 

promoveu alterações na variação da resposta pressora (Figura 15, painel A, Tabela 3) 

ou da FC (Figura 15, painel B, Tabela 3) induzidas pela ANG II nos diferentes tempos 

analisados. Entretanto, os painéis da Figura 16 mostram que o FCt foi eficaz em reduzir 

a resposta pressora induzida pela ANG II [Δ12,6 ± 2,1 vs. Δ22,6 ± 1,9 mmHg, p=0,05) 

aos 5 minutos (Figura 16 painel A, Tabela 3), sem promover alterações significativas na 

FC (Figura 16, painel B, Tabela 3) nos diferentes tempos analisados.  

Na sequência, nos painéis da Figura 17, observamos que a microinjeção de ANG II 

não promoveu alterações significativas na FR (109,8 ± 5,5 vs. 116,2 ± 13,2 cpm, p=0,67) 

dos ratos (Figura 17, painel A, Tabela 4), no VC [9 ± 2,1 vs. 11,2 ± 2,2 mL.Kg-1m, p=0,52 

(Figura 17, painel B)] ou no VM basal [978,5 ± 184,3 vs. 1260 ± 87,3 mL.Kg-1m, p=0,24 

(Figura 17, painel C)]. A microinjeção de salina estéril 0,9% também não alterou os 

parâmetros analisados, a FR [97,2 ± 4,7 vs. 116,2 ± 13,2 cpm, p=0,24 (Figura 17, painel 

A)], o VC [9,9 ± 1,7 vs. 11,2 ± 2,2 mL.Kg-1m, p=0,69 (Figura 17, painel B)] ou no VM basal 

[955,4 ± 126,8 vs. 1260 ± 87,3 mL.Kg-1m, p=0,11(Figura 17, Tabela 4)].  

Semelhantemente, na Figura 18, observamos que a microinjeção de ANG II não 

promoveu alterações na FR [109,6 ± 5,9 vs. 105,9 ± 4,6 cpm, p=0,63 (Figura 18, painel 

A)], o VC [8,6 ± 0,7 vs. 7,8 ± 0,7 mL.Kg-1, p=0,43 (Figura 18, painel B)] ou no VM basal 

{[950,7 ± 98,2 vs. 873,5 ± 86,7 mL.Kg-1.min-1, p=0,57 (Figura 18, painel C) Tabela 4}. 

Entretanto, a microinjeção de FCt no VL promoveu redução significativa na FR (77,7 ± 

3,8 vs. 105,9 ± 4,6 cpm, p=0,002) dos ratos (Figura 18, painel A,Tabela 4), mas não 

promoveu alterações significativas no VC (9,7 ± 0,6 vs. 7,8 ± 0,7 mL.Kg-1m, p=0,06) 

(Figura 18, painel B, Tabela 4) ou VM (827,2 ± 57,3 vs. 873,5 ± 86,7 mL.Kg-1m, p=0,66) 

(Figura 18, painel C, Tabela 4)]. 

Tanto a microinjeção de salina estéril, quanto a de FCt não alteraram o padrão 

atividade respiratória da microinjeção de ANG II em nenhum dos tempos analisados. 

 

 

 

 

 

 

 



 

54 

 

 

Figura 12: Traçado de um animal representativo do grupo, mostrando as alterações na 

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

[(FC, bpm) Painel A] e a frequência respiratória [(FR, cpm) Painel B] a microinjeção de ANG II 

(50 ng/0.5  μl) antes e aos 5 e 30 minutos após a microinjeção de FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de 

ratos não anestesiados. 
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Figura 13: Valores da Pressão Arterial Média [PAM, mmHg 

(Painel A)] e da Frequência Cardíaca [FC, bpm (Painel B)] basais 

dos animais antes e após a microinjeção icv de ANG II (50 ng/0.5 

 μl) ou Salina estéril 0,9% no VL de ratos não anestesiados. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0.05 vs. Basal 

da ANG II, #p<0,05 vs. ANG II. 
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Figura 14: Valores da Pressão Arterial Média [PAM, mmHg 

(Painel A)] e da Frequência Cardíaca [FC, bpm (Painel B)] basais 

dos animais antes e após a microinjeção icv de ANG II (50 ng/0.5 

 μl) ou FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de ratos não anestesiados. Os 

dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0.05 vs. Basal 

da ANG II. 
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Figura 15: Variação da pressão arterial média [Δ PAM, mmHg 

(Painel A) e da frequência cardíaca basais [Δ FC, bpm (Painel B) à 

microinjeção de  ANG II (50 ng/0.5  μl) antes e aos 5, 10, 15 e 30 

minutos após a microinjeção icv de Salina estéril 0,9% no VL de ratos 

não anestesiados. Os dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM. 
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Figura 16: Variação da pressão arterial média [Δ PAM, mmHg (Painel 

A) e da frequência cardíaca basais [Δ FC, bpm (Painel B) à microinjeção 

de ANG II (50 ng/0.5  μl) antes e aos 5, 10, 15 e 30 minutos após a 

microinjeção icv de FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de ratos não anestesiados. 

Os dados foram expressos como MÉDIAS ± EPM.*p<0.05 vs. ANG II. 
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Tabela 3: Valores da pressão arterial média [PAM, mmHg], e da  frequência cardíaca [FC, 

bpm] basais antes e após a microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), Salina estéril 0,9% e FCt 

(41 μg/0.5  μl) e a variação da Pressão arterial média [Δ PAM, mmHg], e da Frequência 

Cardíaca [Δ FC, bpm] à microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl) antes e aos 5, 10, 15 e 30 min. 

após a microinjeção icv de Salina estéril 0,9% ou FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de ratos não 

anestesiados. Os dados mostram as MÉDIAS ± EPM.*p<0.05 vs. Basal ANG II, #p<0,05 vs. 

ANG II. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Basal ANG II 118,3 ± 4,5 357,9 ± 7,9 Basal ANG II 115,1 ± 3,5 352,4 ± 15

ANG II 144,5 ± 5,7* 325,4 ± 12,3 ANG II 137,8 ± 4,9* 311,7 ± 37,9

Basal Salina 0,9% 129,1 ± 1,8# 340,3 ± 12,7 Basal FCt 121,7 ± 3,6 341,3 ± 14

Salina 0,9% 131,4 ± 0,6# 331 ± 25 FCt 129,6 ± 3,4 310,4 ± 16,7

ANG II 26 ± 3,6 -32,5 ± 20,3 ANG II 22,6 ± 1,9 -40,5 ± 13,4

5’ 23,4 ± 3,9 -40,4 ± 20,9 5’ 12,6 ± 2,1# -28,8 ± 10,7

10’ 22,2 ± 5,3 -9,3 ± 5,3 10’ 19,8 ± 3,4 -51,9 ± 7,3

15’ 11,3 ± 6,3 -12,3 ± 8 15’ 19,9 ± 4,2 -40 ± 9,3

30’ 30,9 ± 8,3 -57,7 ± 34, 30’ 14 ± 3,2 -15,3 ± 16,1

Valores basais da PAM e FC antes e após as microinjeções de ANG II, Salina 0,9% e FCt 

Microinjeções MicroinjeçõesPAM 

(mmHg)

FC                

(bpm)

PAM  

(mmHg)

FC               

(bpm)

Microinjeções antes 

e após a Salina 0,9%

Microinjeções 

antes e após o 

FCt

Variações da resposta pressora e da FC à ANG II antes e após a Salina 0,9% ou FCt

Δ  PAM 

(mmHg)

Δ  FC           

(bpm)

Δ  PAM 

(mmHg)

Δ  FC    

(bpm)
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Figura 17: Frequência respiratória [FR, cpm (Painel A)], volume corrente [VC, 

mL.Kg-1m (Painel B)] e VM, Ventilação/min. [mL.Kg-1.min-1m (Painel C)] à 

microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl), antes e aos 5, 10, 15 e 30 min. após a 

microinjeção de Salina estéril 0,9% no VL de ratos não anestesiados. Os dados 

foram expressos como MÉDIAS ± EPM. 
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Figura 18: Frequência respiratória [FR, cpm (Painel A)], volume corrente [VC, 

mL.Kg-1m (Painel B)] e VM, Ventilação/min. [mL.Kg-1.min-1m (Painel C)] à 

microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl) antes e aos 5, 10, 15 e 30 min. após a 

microinjeção de FCt (41 μg/0.5  μl) no VL de ratos não anestesiados. Os dados 

foram expressos como MÉDIAS ± EPM. *p<0.05 vs. Basal, #p<0,05 vs. ANG II. 
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Tabela 4: Frequência Respiratória [FR, cpm], Volume Corrente [VC, mL.Kg-1] e 

Ventilação [VM, mL.Kg-1.min-1] à microinjeção de ANG II (50 ng/0.5  μl) antes e 

aos 5, 10, 15 e 30 min. após a microinjeção de Salina estéril 0,9% ou FCt (41 

μg/0.5  μl) no VL de ratos não anestesiados. Os dados mostram as MÉDIAS ± 

EPM. *p<0.05 vs. Basal, #p<0,05 vs. ANG II. 

F R  V C V M

(cpm) (mL.Kg -1 ) (mL.Kg -1 .min -1 )

Basal 116,2 ± 13,2 11,2 ± 2,2 1260 ± 87,3

Ang II 109,8 ± 5,5 9 ± 2,1 978,5 ± 184,3

Salina 0,9% 97,2 ± 4,7 9,9 ± 1,7 955,4 ± 126,8

5’ 107,9 ± 5,1 8,9 ± 0,9 832,9 ± 196,1

10’ 106,7 ± 8,2 6,9 ± 1,5 767,3 ± 212,3

15’ 112,5 ± 0,3 7,4 ± 1,1 832 ± 126

30’ 104,8 ± 7,7 6,9 ± 0,6 742,4 ± 128,9

F R V C V M

(cpm) (mL.Kg
-1

) (mL.Kg
-1

.min
-1

)

Basal 105,9 ± 4,6 7,8 ± 0,7 873,5 ± 86,7

Ang II 109,6 ± 5,9 8,6 ± 0,7 950,7 ± 98,2

FCt 77,7 ± 3,8*# 9,7 ± 0,6 827,2 ± 57,3

5’ 95,6 ± 6,7 9,9 ± 0,7 933,2 ± 59,7

10’ 102,3 ± 4,7 10,2 ± 0,5 1044 ± 50,2

15’ 98,8 ± 8,7 9,8 ± 0,7 960,2 ± 92,8

30’ 92 ± 6,2 9,7 ± 0,8 870,5 ± 31,1

Registro

Valores à microinjeção de ANG II antes e aos 5, 10, 15 e 30 

min. após a Salina estéril 0,9%   

Registro

Valores à microinjeção de ANG II antes e aos 5, 10, 15 e 30 

min. após o FCt
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6. DISCUSSÃO 

 

6.1. Papel da glia astrocítica da lâmina terminal nas respostas neuroendócrinas 

observadas após a microinjeção de ANG II no VL de ratos não anestesiados 

Corroborando com dados anteriores da literatura, no presente estudo, nós 

observamos que a microinjeção de icv de ANG II promove aumento significativo na 

concentração de AVP e OT plasmáticas em ratos não anestesiados (Keil e cols., 1975, 

Lang e cols., 1981; Davisson e cols., 2000, Reis cols., 2008; 2010). Em adição, estudos 

in vitro observaram que a ANG II promove aumento significativo na amplitude das 

correntes excitatórias vasopressinérgicas e ocitocinérgicas pós-sinápticas observadas 

após a estimulação elétrica do OVLT (Stachniak e cols., 2014). Na sequência, nossos 

resultados mostraram que a microinjeção de FCt no VL não promoveu alterações 

significativas na concentração de AVP plasmática, entretanto promoveu redução 

significativa na resposta de aumento na concentração de AVP plasmática observado 

após a microinjeção de ANG II no VL, demonstrando que as células da glia da lâmina 

terminal participam da resposta de liberação de AVP plasmática induzida pela ANG II. 

Nesse contexto, estudos recentes do nosso laboratório observaram que a ANG II 

promove uma redução significativa na expressão do RNAm para os transportadores de 

glutamato astrocíticos, bem como reduz a recaptação de glutamato em cultura de 

astrócitos do hipotálamo, sugerindo que a ANG II poderia atuar promovendo aumento 

na disponibilidade do glutamato no meio extracelular, o qual por sua vez, atuaria 

aumentando a excitabilidade dos neurônios magnocelulares hipotalâmicos (Cruz et al., 

2013; Ruginsk e cols., 2015). Corroborando com os dados do nosso laboratório, 

estudos de Fleming e cols., (2011) mostraram que a inibição dos transportadores de 

glutamato astrocíticos, induz aumento significativo nas correntes excitatórias pós-

sinápticas, mediadas pelo agonista glutamatérgico NMDA, em neurônios 

magnocelulares do SON. Nesse contexto, nós sugerimos que a ANG II na lâmina 

terminal do hipotálamo promoveria redução na expressão dos transportadores de 

glutamato astrocíticos, induzindo aumento na disponibilidade do glutamato no meio 

extracelular, o qual atuaria aumentando a excitabilidade dos neurônios 

vasopressinérgicos do PVN e/ou SON, facilitando a síntese e/ou liberação plasmática 

desse neuropeptídeo. 

Nossos resultados mostraram que a inibição da atividade das células da glia da 

lâmina terminal promove aumento significativo na concentração de OT plasmática. 
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Corroborando com nossos achados, estudos de Di e cols., (2013) mostraram que o FCt 

promove uma redução significativa nas correntes inibitórias pós-sinápticas evocadas 

em neurônios do SON. Sabendo-se que mais de 45% de todas as sinapses 

hipotalâmicas são imunorreativas ao GABA (Decavel e Van den Pol 1990) e que 

astrócitos podem liberar GABA tonicamente, pelo canal iônico Bestrophin 1 [(Best 1) 

Lee e cols., 2010] e além disso, considerando os estudos de Ham e cols., (2012), os 

quais sugerem que em condições basais, os neurônios OTérgicos encontra-se sob 

inibição GABAérgica, nós sugerimos que em condições basais, os astrócitos 

hipotalâmicos da lâmina terminal atuam inibindo tonicamente a atividade dos neurônios 

OTérgicos hipotalâmicos, por uma liberação tônica de GABA e/ou promovendo 

aumento na recaptação de glutamato do espaço extracelular. Na sequência, nós 

observamos que a inibição da glia não promove alterações significativas no aumento 

da OT plasmática observado após a microinjeção de ANG II no VL de ratos não 

anestesiados. 

Estudos de Stachniak e cols., (2014) sugerem que a estimulação dos 

osmorreceptores da região do OVLT promove a liberação de glutamato no SON, o qual 

na presença de ANG II promove aumento na frequência de disparos dos neurônios 

vasopressinérgicos (AVPérgicos). Por outro lado, o mesmo estudo demostrou que na 

presença de ANG II no SON, após o estímulo dos osmorreceptores da região do OVLT, 

houve diminuição na frequência de disparos dos neurônios ocitocinérgicos (OTérgicos), 

sugerindo que a ANG II modula, por mecanismos distintos, a transmissão sináptica dos 

neurônios pré-sinápticos oriundos da lâmina terminal aos neurônios AVPérgicos e 

OTérgicos do SON. Em adição, outro estudo mostrou que a inibição dos receptores 

GABAérgicos, subtipo GABAA no PVN ou SON de ratos, promoveu redução 

significativa na atividade dos neurônios AVPérgicos e aumento na atividade dos 

neurônios OTérgicos, os autores sugerem que essa diferença na neurotransmissão 

GABAérgica sobre os neurônios AVPérgicos e OTérgicos do SON está relacionada a 

expressão dos transportadores de cloreto na membrana celular (Ham e cols., 2012). Os 

estudos de Stachniak e cols., (2014) e de Ham e cols., (2012) sugerem que os 

neurônios AVPérgicos e OTérgicos hipotalâmicos são modulados por mecanismos pré 

e pós-sinápticos distintos, além disso, é interessante ressaltar que os estudos de Ham 

e cols., (2012) sugerem que em condições basais, os neurônios OTérgicos encontra-se 

sob inibição GABAérgica. Nesse contexto, Potapenko e cols., (2013) demonstraram o 

bloqueio dos transportadores de glutamato do SON, promove aumento das correntes 

inibitórias pós-sinápticas moduladas por GABA. Os autores sugerem que a 
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excitabilidade dos neurônios magnocelulares do SON é modulada por um balanço 

dinâmico entre inputs pré-sinápticos excitatórios (glutamato) e inibitórios (GABA), os 

quais são modulados por astrócitos adjacentes, em outras palavras, os estudos de 

Potapenko e cols., (2013) sugerem a participação dos astrócitos hipotalâmicos na 

modulação da atividade dos neurônios magnocelulares neurosecretórios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Participação das células da glia da região da 

lâmina terminal na inibição tônica da liberação de OT 

plasmática e na modulação da liberação de AVP plasmática 

induzida pela ANG II no VL. SFO: Órgão Subfornical, 

MnPO: Núcleo Pré-óptico Mediano, OVLT: Órgão Vasculoso 

da Lâmina Terminal, PVN: Núcleo Paraventricular, SON: 

Núcleo Supraóptico. 

 

Nossos resultados nos permitem sugerir que: a) as células da glia da região da 

lâmina terminal exercem uma modulação tônica inibitória sobre os neurônios locais 

com projeções aos neurônios OTérgicos do PVN/SON; b) A ANG II atuando em células 

da glia da região da lâmina terminal no hipotálamo modula a atividade de neurônios 

locais com projeções ao PVN/SON induzindo aumento na concentração de AVP 

plasmática (Figura 19). 
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6.2. Papel dos astrócitos hipotalâmicos nas respostas comportamentais 

observadas após a microinjeção de ANG II no ventrículo lateral de ratos não 

anestesiados 

Corroborando com estudos anteriores da literatura, o presente estudo mostrou que a 

Ang II no VL de ratos não anestesiados promoveu aumento significativo no 

comportamento de ingestão de água e sódio (Buggy e Fisher 1974; Beresford e 

Fitzsimons 1992; Reis e cols., 2008 e 2010; Luca e cols., 2010; Roncari e cols., 2011). 

Diferentes estudos sugerem que o comportamento de ingestão de água e sódio 

observados após a privação hídrica ou ANG II no VL, são modulados por receptores AT1 

localizados na região da lâmina terminal (Beresford e Fitzsimons 1992; Roncari e cols., 

2011; Matsuda e cols., 2016). O comportamento de ingestão de água e sódio envolve a 

participação de uma via inibitória modulada por projeções diretas ou indiretas entre o 

SFO e NPBL (Menani e Johnson 1995; Colombari e cols., 1996; Roncari e cols., 2001). 

Além disso, a ANG II na região da lâmina terminal parece diminuir a influência da via 

tônica de modulação da sede e ingestão de sódio, visto que a microinjeção de losartan 

(antagonista AT1) no VL diminui a resposta de ingestão de água e sódio induzida pela 

microinjeção de muscimol (agonista GABAA) ou methilsergine (inibidor dos receptores 

serotoninérgicos 5-HT1/2) no LPBN (Menani e Johnson 1995; Roncari e cols., 2001).  

Nossos resultados foram os primeiros a mostrar que a inibição da atividade das 

células da glia da região da LT atenua a ingestão de sódio, sugerindo que as células da 

glia hipotalâmica estão envolvidas na regulação tônica da modulação de ingestão ao 

sódio. Estudos de Zielke e cols., (2007) demonstraram que a perfusão de FCt por 

microdiálise no sistema ventricular aumenta a quantidade insterticial de lactato e diminui 

os níveis de glutamato e glutamina, uma vez que a inibição do metabolismo glicolítico 

estimula os astrócitos a entrarem em metabolismo oxidativo. Ainda nesse contexto, 

estudos eletrofisiológicos de Shimizu e cols., (2007) demonstraram que o lactato, assim 

como o Na+, aumenta a frequencia de disparo de neuronios gabaérgicos do SFO, no 

entanto essa resposta não foi observada em animais knockout para canais sensíveis ao 

sódio em astrócitos (NaX), sugerindo que os canais NaX de astrócitos do SFO são 

importantes para liberar lactato e ativar neurônios inibitórios gabaérgicos locais. 

Adicionalmente, em estudos comportamentais desse mesmo grupo (Hiyama e cols., 

2004) foi observado que animais knockout para NaX perdiam a aversão ao sódio após 

privação hídrica (48 h). Em conjunto, estes estudos levantam indícios de que o lactato 

liberado por astrócitos sensíveis ao sódio (que expressam Nax) aumenta a atividade de 

interneurônios gabaérgicos locais, os quais podem estar envolvidos na modulação da via 
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tônica inibitória do comportamento de ingestão de sódio (Iadecola 2007; Shimizu e cols., 

2007; Hiyama e Noda 2016). 

Na sequência nossos resultados mostraram que a inibição da atividade da glia não 

promoveu alterações significativas na ingestão de água observada após a ANG II icv, 

entretanto promoveu uma redução significativa na resposta de ingestão de sódio, 

sugerindo que as células da glia da lâmina terminal hipotalâmica estão envolvidas, na 

resposta comportamental de ingestão de sódio observada após a microinjeção de ANG 

II no VL. Corroborando com nossos resultados, estudos de Matsuda e cols., (2016) 

demonstraram que camundongos knockout para receptor AT1a diminuíam a ingestão de 

sódio, mas mantinham a ingestão de água em resposta à desidratação (48 h). Os 

autores sugerem que a ingestão de sódio é completamente e a de água parcialmente 

dependente da ativação de AT1aR. Adicionalmente, para entender a relação entre Nax e 

ANG II, Matsuda e cols., (2016) induziram a privação hídrica (48 h) em camundongos 

knockout: Nax-KO, AT1a-KO e Nax-AT1a-KO (duplo knockout), e observaram que 

camundongos Nax-KO apresentavam aumento da ingestão de sódio, em constraste, os 

animais AT1a-KO e Nax-AT1a-KO apresentaram abolição dessa resposta, indicando que 

os sinais de Nax parecem ser maiores quando sob controle da ingestão de sódio 

induzido pelo receptor AT1a. Nesse sentido, embora evidências mostrem a presença dos 

receptores AT1 de ANG II nos osmorreceptores neuronais na região dos OCV´s, a 

presença de AT1 em osmorreceptores astrocíticos, bem como o seu papel na modulação 

neuroendócrina e comportamental do balanço hidroeletrolítico, permanecem por ser 

elucidadas. 

Considerando: I) a presença de receptores do tipo AT1 em neurônios e astrócitos da 

região AV3V e do SFO (Raizada e cols., 1987; Gebke e cols., 1998; Fitzsimons 1998; 

Davisson 2003); II) que os astrócitos da região circumventricular são osmosensores 

(Iadecola 2007; Shimizu e cols., 2007; Matsuda e cols., 2016); III) e que a ANG II na 

região da LT diminui a excitabilidade tônica de neurônios inibitórios do NPBL a LT, 

promovendo aumento na ingestão de água e sódio (Roncani e cols., 2011). Nós 

sugerimos que a ANG II promove a ativação de células da glia da região da lâmina 

terminal: a) aumentando a excitabilidade de neurônios que se projetam à porção de 

interneurônios gabaérgicos inibitórios do LPBN, os quais, por sua vez, diminuem a 

excitabilidade da via inibitória do LPBN ao CeA e sistema límbico, favorecendo a 

ingestão de sódio. b) ou diminuindo os mecanismos serotoninérgicos do LPBN (Figura 

20). 
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Figura 20: Participação das células da glia da região da 

lâmina terminal exercendo tanto efeito estimulatório tônico 

sobre a ingestão de sódio, quanto efeito estimulatório em 

resposta a ANG II no VL. Por outro lado, a modulação do 

comportamento de sede induzido pela ANG II parece ser 

mediada principalmente por neurônios da LT.  CeA: Núcleo 

central da amígdala, LPBN: Núcleo Parabraqueal Lateral. 

 

 

6.3. Papel dos astrócitos hipotalâmicos nas respostas cardio-respiratórias 

observadas após a microinjeção de ANG II no ventrículo lateral de ratos não 

anestesiados 

Corroborando com estudos anteriores da literatura, nossos resultados mostraram 

que a ANG II no VL promove aumento significativo na PAM basal de ratos não 

anestesiados sem alterações significativas na frequência cardíaca basal (Davisson 2000; 

Reis e cols., 2010; Yu e cols., 2015). Estudos de Bains e cols., (1992) observaram que a 

ANG II periférica ativa neurônios do SFO, os quais enviam projeções angiotensinérgicas 

ao PVN. O mesmo grupo de pesquisadores ainda demonstrou que a Ang II periférica, 
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atuando em neurônios do SFO, ativa projeções excitatórias aos neurônios pré-

simpáticos do PVN parvocelular, promovendo resposta simpatoexcitatória de longa 

duração, a qual é modulada pela via SFO-PVN-MIL (Bains e Ferguson 1995). Em 

adição, estudos de Cato e Toney (2005) demonstram que a ANG II ativa neurônios 

parvocelulares com projeções ao RVLM, o qual possui neurônios com atividade de 

marco passo que estão envolvidos no controle do tônus simpático (Sun e Guyenet 

1988). Em conjunto, esses estudos demonstram que a ANG II periférica induz ao 

aumento da atividade simpática e da pressão arterial média pela ativação de vias 

hipotalâmicas que descendem ao centro de controle cardiovascular no bulbo e/ou 

diretamente à MIL. 

Estudos in vivo de Marina e cols., (2013) demonstraram que a estimulação 

optogênica dos astrócitos da região ventral do bulbo promove a propagação de ondas de 

cálcio mediadas pelo ATP, o qual é liberado em neurônios pré-simpáticos do grupo C1 

(catecolaminérgicos) do RVLM, promovendo aumento significativo na atividade 

simpática renal, frequência cardíaca e pressão arterial. Os estudos de Marina e cols., 

(2013) sugerem a participação dos astrócitos bulbares na modulação da atividade 

simpática renal. Em relação à participação dos astrócitos hipotalâmicos na modulação 

da PAM basal, estudos de Bardgett e cols., (2014) mostraram que o bloqueio dos 

transportadores de glutamato com o DL-threo-benzyloxyaspartic acid (TBOA) no PVN de 

ratos anestesiados promove aumento significativo na atividade simpática renal e na PAM 

basal, sugerindo a participação dos astrócitos da região do PVN na modulação da 

atividade simpática e PAM basal. Nossos resultados mostraram que a inibição da glia 

hipotalâmica da região da LT não promove alterações significativas na pressão arterial 

basal dos animais. É importante destacarmos que no estudo de Bardgett e cols., (2014) 

foram realizadas microinjeções diretamente na região do PVN, em ratos anestesiados 

com uretana e utilizou um bloqueador não específico para astrócitos, uma vez que o 

TBOA inibe não só as subunidades EAAT1 e EAAT2 dos transportadores de glutamato 

astrocíticos, mas também a EAAT3 a qual pode ser expressa em neurônios. Nesse 

contexto, acreditamos que estudos adicionais são requeridos para melhor 

compreendermos o papel dos astrócitos na modulação na pressão arterial média basal. 

Na sequência nossos resultados mostraram que a inibição da glia hipotalâmica 

promove uma redução significativa na resposta pressora observada após a microinjeção 

de ANG II no VL de ratos não anestesiados. Nosso estudo é o primeiro a demostrar que 

os astrócitos hipotalâmicos da LT estão envolvidos na modulação da resposta pressora 

induzida pelo estímulo angiotensinérgico central. Estudos de Gebke e cols., (1998) 
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mostraram que a ANG II induz ondas de Ca2+ por meio da ativação de receptores AT1 

localizados em astrócitos da região do SFO ou OVLT. Nesse contexto, estudos de Li e 

Ferguson (1993) mostraram que o estímulo elétrico do SFO promove aumento na 

excitabilidade dos neurônios do PVN, essa resposta foi atenuada pela prévia 

microinjeção de losartan (AT1 antagonista) no PVN. Essa comunicação astrocítica, via 

ondas de Ca+2, culmina com a liberação do gliotransmissor ATP, o qual modula 

localmente a excitabilidade neuronal (Erlichman e cols., 2010). Em adição, estudos 

recentes de Ferreira-Neto e cols., (2015) demonstraram que neurônios hipotalâmicos 

que se projetam ao RVLM (PVN-RVLM) liberam ATP provocando simpatoexcitação. 

Nesse contexto, nós sugerimos que a Ang II atuando em células da glia, incluindo os 

astrócitos hipotalâmicos promoveria localmente aumento nas ondas de cálcio, 

culminando em aumento na excitabilidade de neurônios da região da LT com projeções 

aos neurônios pré-simpáticos do PVN os quais atuariam modulando a pressão arterial 

diretamente ou via projeções ao RVLM (Figura 21). 

Esses resultados, também reforçam a participação das populações de neurônios da 

LT, uma vez que nos demais tempos analisados, a resposta pressora a ANG II se 

mantém, sugerindo que qualquer possível efeito da inativação de células da glia do 

hipotálamo sobre a resposta cardiovascular seja, após alguns minutos, compensado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Participação das células da glia e dos neurônios da região da 

lâmina terminal na modulação das respostas cardiovasculares induzidas pelo 

estimulo da ANG II no VL. PVN: Núcleo Paraventricular, RVLM: porção rostral 

ventral do bulbo, MIL: Medula Intermédio Lateral. 
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Nosso estudo foi o primeiro a observar que a microinjeção de Ang II no VL não 

promove alterações significativas na frequência respiratória, no volume corrente ou na 

ventilação minuto de ratos não anestesiados com livre movimentação. Estudos recentes 

de Zubcevic e cols., (2013) demonstraram que o tratamento com infusão de ANG II no 

VL (por 7 dias) alterava o padrão de atividade do nervo frênico durante a fase P-I, típica 

do acoplamento simpático-respiratório, demonstrando que a ativação crônica dos 

receptores angiotensinérgicos na LT parece participar do acoplamento simpático-

respiratório promovendo alteração no padrão respiratório. É importante destacar que a 

ativação crônica da ANG II nessas regiões hipotalâmicas aumenta a expressão de 

receptores AT1, e consequentemente, a sensibilidade a ANG II plasmática (Wei e cols., 

2009). Nesse sentido, o efeito ventilatório pode ser resultado da alteração da 

sensibilidade dos receptores AT1 a ANG II.  

Corroborando com os nossos achados, Walker e Jennings (1996) não observaram 

alterações na ventilação promovidas pela ANG II intravenosa em ratos não 

anestesiados. Considerando que a ANG II parece exercer efeitos ventilatórios por 

mecanismos diferentes, nós sugerimos que a ANG II no VL não participa da modulação 

da atividade respiratória basal em ratos não anestesiados. 

Como descrito anteriormente, é sabido que o SFO e o PVN podem influenciar o 

drive respiratório (Ferguson e cols., 1988; Schlenker e cols., 2001; Yeh e cols., 1997) e 

que essas regiões hipotalâmicas tem projeções para o preBotC, RTN (região ventral do 

bulbo) e NMF (Yeh e cols., 1997; Swanson e Sawchenko 1983; Kc e cols., 2002), 

nesse sentido, embora haja diferentes estudos mostrando a participação de astrócitos 

da região ventral bulbo na modulação da ventilação, especialmente em situações de 

hipóxia ou hipercapnia (Pasti e cols., 1997; Gourine e cols., 2005; Erlichman e cols., 

2010; Huxtable e cols., 2010), nossos resultados mostraram em animais não 

anestesiados que as células da glia do hipotálamo participam tonicamente da 

modulação da frequência respiratória basal. Corroborando com estes resultados, 

estudos recentes sugerem a participação da glia da região ventral do bulbo na 

ritmogênese respiratória, posto que, tanto a inibição da sua atividade com fluorocitrato 

(FCt), quanto a inibição da glutamina sintetase (enzima importante para síntese de 

glutamato sendo sintetizada e liberada por astrócitos) diminuem a atividade ritimica de 

neurônios da região do pré-Bötzinger (Hülsmann e cols., 2000). Nós sugerimos que as 

células da glia hipotalâmicas, incluindo os astrócitos hipotalâmicos, estão envolvidas na 

manutenção da frequência respiratória basal em ratos não anestesiados (Figura 22). 
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Figura 22: Participação das células da glia da região da lâmina terminal 

na modulação tônica da atividade rítmica respiratória (FR) por efeito 

estimulatório das vias neuronais envolvidas na respiração, cujo efeito não 

é observado na presença da ANG II no VL. PVN: Núcleo Paraventricular. 
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7. CONCLUSÕES 

Nossos resultados nos permitem concluir que as células da glia da lâmina terminal 

hipotalâmica estão envolvidas na modulação tônica inibitória da liberação de OT 

plasmática e na modulação tônica da ingestão de sódio, bem como na modulação da 

frequência respiratória basal. Além disso, as células da glia da lâmina terminal 

hipotalâmica estão envolvidas na modulação das respostas neuroendócrinas de 

liberação de AVP plasmática, comportamental de ingestão de sódio e pressora 

induzidas pelo estímulo da ANG II no ventrículo lateral. 
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