DSpace FMABC

DSpace Repository http://dspace.org
Teses e Dissertacdes Dissertacfes
2019

Acao da angiotensina ll
perifericamente e em neuronios
bulbares na regulacéo da bexiga urinaria

Auresco, Luciana Campi

https://dspace.fmabc.br/handle/1/443

......



CENTRO UNIVERSITARIO SAUDE ABC

LUCIANA CAMPI AURESCO

AGAO DA ANGIOTENSINA Il PERIFERICAMENTE E EM NEURONIOS
BULBARES NA REGULAGAO DA BEXIGA URINARIA

SANTO ANDRE

2019



LUCIANA CAMPI AURESCO

AGAO DA ANGIOTENSINA Il PERIFERICAMENTE E EM NEURONIOS
BULBARES NA REGULAGAO DA BEXIGA URINARIA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pdés-graduagdo em Ciéncias da Saude da Faculdade de
Medicina do ABC, Centro Universitario Saude ABC, como
parte dos requisitos para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Area de Concentracdo: Medicina Celular e Molecular

Orientadora: Profa. Dra. Monica Akemi Sato

SANTO ANDRE
2019



A927a  Auresco, Luciana Campi
Acdo da angiotensina Il perifericamente e em neurdnios bulbares na
regulacdo da bexiga urinaria. / Luciana Campi Auresco - Santo André,
SP, 2019.
59 f.:il. 31 cm.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Salide) — Comissdo de Pos-
Graduacdo, Centro Universitario Saide ABC.

Area de concentracdo: Medicina Celular e Molecular

Orientadora: Profa. Dra. Monica Akemi Sato

1. Angiotensina Il. 2. Bulbo. 3. Quarto ventriculo. 4. Bexiga urinaria.

CDD: 616.63
NLM: WJ146




AGRADECIMENTOS

Gostaria de dedicar essa dissertacdo a todos aqueles que me apoiaram durante os
oito longos anos de dedicacgéo e estudo ao laboratério de Fisiologia da FMABC, em
especial aos meus pais, Guilherme e Cristina e a minha irma, Mariana que foram
meu “publico” e ouviram as apresentagdes ou leram os textos incansaveis vezes,
sem reclamar; obrigada! A minha querida orientadora, que desde o primeiro ano da
faculdade pegou na minha m&o e caminhou comigo, me ensinando como se produz
conhecimento com qualidade; Monica, obrigada de coragdo por todos os
ensinamentos e sessdes de terapia, pode ter certeza que tudo que eu sei sobre
ciéncia eu aprendi com vocé. Ao meu colega de jornada cientifica, Eduardo, que
mesmo reclamando estava sempre ao meu lado quando eu precisava fazer
experimentos de noite ou finais de semana e feriado e ndo queria ficar sozinha no
laboratério. Aos meus amigos de faculdade que sempre me ajudaram quando eu
precisava perder alguma aula para fazer experimentos, Fernanda, Renata e
Alexandro. E a todos os meus colegas de laborat6rio dos ultimos oito anos, Barbara,
Lucas, Julio, Bianca, Gisele, Luiz Augusto, Gustavo, Amanda; obrigada por todas as
risadas e ajudas quando eu precisava. Por ultimo, ao NEPAS, a FMABC, FAPESP e

CNPq pelo apoio financeiro que possibilitou a realizagao dessa dissertagao.



RESUMO

O controle central da micgdo depende das areas corticais e de outras vias
ascendentes e descendentes no tronco encefalico. As vias descendentes da ponte
para a bexiga urinaria (BU) podem ser diretas ou indiretas através dos neurdnios
medulares (NM). A ativagdo do NM pelo L-glutamato, que é conhecido por sua
importancia nas vias envolvidas no controle cardiovascular, provoca alteragbes nas
atividades dos nervos pélvicos, que inervam a bexiga urinaria. Além disso, foi
demonstrado que a ativagéo colinérgica de neurénios na medula aumenta a pressao
intravesical (Pl). Varios neurotransmissores podem ser encontrados em areas
medulares, mas seu envolvimento no controle do UB é pouco compreendido. Por
outro lado, estudos in vitro mostraram que a angiotensina Il (Ang Il) aumenta a
contratilidade detrusora. O bloqueio dos receptores AT-1 para angiotensina I
diminuiu a hiperatividade detrusora evocada pela injegao de salina hiperosmolar. No
entanto, nenhum estudo anterior demonstrou os efeitos da Ang Il na pressao
intravesical em animais vivos. Esse estudo tem como objetivo investigar os efeitos
da Ang Il injetada no quarto ventriculo cerebral (42V) e intravenosa (i.v.) no controle
da bexiga urinaria em ratos. A Ang Il foi injetada no 4° V de ratas Wistar fémeas
anestesiadas e a PI, pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
condutancia renal (CR) foram registradas por 30 min. A injecdo de Ang Il no 4°V
diminuiu o Pl com pico de resposta aos 10 min apds a inje¢do € nao provocou
alteracdes na PAM, FC e CR. Ja a Ang Il intravenosa provocou um aumento na Pl e
diminuiu CR tanto em ratos sem ou com ligadura bilateral dos ureteres (LBU). O
bloqueio dos receptores de Ang Il com Saralasina, antagonista dos receptores de
Ang. Il, diminuiu a Pl apenas em ratos com LBU e aumentou CR em ratos sem ou
com LBU. Portanto, nossos achados sugerem que a Ang Il pode exercer efeitos
paradoxais na pressdo intravesical, ativando o0s neurbnios medulares
perifericamente contribuindo assim para a modulagao do controle da bexiga urinaria.

Palavras-chave: Angiotensina Il. Bulbo. Quarto Ventriculo. Bexiga Urinaria.



ABSTRACT

The central control of the micturition depends on cortical areas and other ascending
and descending pathways in the brain stem. The descendent pathways from the
pons to the urinary bladder (UB) can be direct or indirect through medullary neurons
(MN). Activation of MN by L-glutamate, which is known for its importance in the
pathways involved in cardiovascular control, evokes changes in pelvic nerves
activities, which innervate the urinary bladder. In addition, it has been shown that
cholinergic activation of neurons in the medulla increases intravesical pressure (IP).
Several neurotransmitters can be found in medullary areas, but their involvement in
UB control is few understood. On the hand, studies in vitro have shown that
angiotensin |l (Ang Il) increases detrusor contractility. Blockade of AT-1 receptors for
angiotensin |l diminished the detrusor overactivity evoked by hyperosmolar saline
instillation. Nevertheless, no previous study has demonstrated the effects of Ang Il on
intravesical pressure in intact animals. We focused to investigate the effects of Ang Il
injected into the fourth brain ventricle (4”‘V) and intravenously (i.v.) on urinary bladder
control in rats. Ang Il was injected into the 4™ V of female anesthetized Wistar rats
and the IP, mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and renal conductance
(RC) were recorded for 30 min. Ang Il injection into the 4thV decreased IP with peak
response at 10 min after injection and elicited no changes in MAP, HR and RC. Ang
Il 'injected i.v. evoked an increase in IP and decreased RC either in rats without or
with bilateral ureter ligature (BUL). The blockade of Ang Il receptors with saralasine
decreased the IP only in rats with BUL, and increased RC in rats both without or with
BUL. Therefore, our findings suggest that Ang Il can exert paradoxical effects on
intravesical pressure, activating medullary neurons and peripherally, and contributes
to modulate the urinary bladder control.

Keywords: Angiotensin Il. Medulla Oblongata. Fourth Ventricle. Urinary Bladder.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

LISTA DE FIGURAS

Modelo representativo da inervagédo da bexiga urinaria.
(De Groat et al., 2008)

A) Confirmacgéao histolégica do sitio de microinjecéo no
4° ventriculo cerebral B) Representagado grafica corte
de enceéfalo de ratas Wistar

Tracados mostrando pressao arterial pulsatil, pressao
arterial média, frequéncia cardiaca, pressdo e fluxo
sanguineo renal médio em ratas antes,10 e 15 minutos
apos solucado injecdo de (A) salina (1 ul) ou (B)
angiotensina 11 0,1 nM (1 pl) no 4° V.

A) Variagao percentual na presséo intravesical (% AIP)
aos 10 e 15 minutos apds injecdo de solugao salina (1
ML) ou angiotensina Il (10 ng/puL) no 4°V em ratas
Wistar. B) Variagao percentual maxima na conduténcia
renal (% ARC) apos injecdo de angiotensina II (10
ng/uL) ou salina (1 yL) no 4° V em ratas Wistar. * P
<0,05 vs. solucao salina

Tracados mostrando pressao arterial pulsatil, pressao
arterial média, frequéncia cardiaca, pressao intravesical
e fluxo sanguineo renal médio A) antes, logo apds e 10
min apos a injegao intravenosa de salina (0,1 mL) em
ratas fémeas sem ligadura bilateral de ureteres, B)
Antes (basal), logo apos e na resposta de pico (~ 10
min apdés a infusdo) da a injecdo intravenosa de
angiotensina Il (10 nM, 0,1 mL), em ratas Wistar sem
ligadura bilateral dos ureteres, C) antes (basal),
imediatamente apos e aproximadamente 10 min apos a
injecao intravenosa de solugao salina (0,1 mL) em ratas
com ligadura bilateral dos ureteres e D) Antes (basal),
logo apos e na resposta de pico (~10 min apds a
infusdo) da a injec&o intravenosa de angiotensina Il (10

nM, 0,1 mL), em ratas Wistar com ligadura bilateral dos

11

18

21

21

23



Figura 6

Figura 7

Figura 8

ureteres.

Variacdo da pressao intravesical (% A IP) apds a
injecado de salina (0,1mL) ou angiotensina Il (10 nM, 0.1
mL) intravenosa em ratas Wistar. A) Sem ligadura
bilateral de ureteres B) Com ligadura bilateral de
ureteres. *P<0.05 vs. Salina

Variagao percentual da pressao intravesical (% AIP) e
condutéancia renal (% ARC) apds a injecao intravenosa
de salina (0,1 mL) ou saralasina (10 uM 0,1 mL) em
ratas Wistar A) sem ligadura bilateral de ureteres e B)
com ligadura de ureteres. * P <0,05 vs. solugéo salina
Tragados mostrando pressao arterial pulsatil, pressao
arterial média, frequéncia cardiaca, pressao intravesical
e fluxo sanguineo renal médio A) antes (baseline), logo
apos a injecao intravenosa de saralasina (10 uM, 0,1
mL), na resposta de pico (5 min apdés a infuséo)
provocada por saralasina (10 uyM, 0,1 mL) em ratas
sem ligadura ureter, B) Antes da infusdo (baseline),
logo apos a injegéo intravenosa de saralasina (10 pM,
0,1 mL), e no pico de resposta (5 min apés a infusao)
evocado por iv saralasina (10 yM, 0,1 mL) em ratas

com ligadura ureter.

24

26

27



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Presséo arterial media basal (PAM, mmHg), frequéncia
cardiaca basal (FC, bpm) e suas respectivas variagoes
apos a injecao de salina (1 pL) ou Angiotensina Il (0,1
nM, 1 uL) no 4° ventriculo cerebral de ratas Wistar
Presséo arterial media basal (PAM, mmHg), frequéncia
cardiaca basal (FC, bpm) e suas respectivas variagoes
apos a injegéo de salina (0,1 mL) ou Angiotensina Il (10
nM, 0,1 mL/min) intravenosas de ratas Wistar com e sem
a ligadura bilateral dos ureteres

Presséo arterial media basal (PAM, mmHg), frequéncia
cardiaca basal (FC, bpm) e suas respectivas variagoes
apos a injecao de salina (0,1 mL) ou Saralasina (10 nM,
0,1 mL/min) intravenosas de ratas Wistar com e sem a

ligadura bilateral dos ureteres

20

25

27



SUMARIO

TINTRODUGAO. ... ...t 10
1.1 Objetivo geral ... ———— 13
1.2 Objetivos eSPeCifiCOS .....cuimmiiiiiiiiiiiii s 13
2 MATERIAIS E METODOS ......ccotetieiureeceeeeteesessssssesesessssssssssssssssssssssssssssssasssaens 14
70t N 113 - T 14
2.2 Implante de canulas-guia no 4° Ventriculo cerebral...........ccccooiiiiiiiinnnnnnnns 14

2.3 Canulagao da artéria e veia femoral e registro da pressao arterial e

frequéncia

o T [T T 15
2.4 Canulagao da bexiga e medida de pressao intravesical.........cccceeeeeuuennnnnnnn. 15
2.5 Medida do fluxo sanguineo renal ...........ccceeeeeeiiiii 15
2.6 MicroinjeGao de drogas .........cuurrmrmeriiirimmmmnssssirrrmssssssssssmassssssssnnnssssssssnnnnsssssees 16
2.7 Drogas Utilizadas ..........cccoommmmmmiiinimiiner s e 16
2.8 EULANASIA ....cooiiiiiiirreeiee s 16
2.9 Analise HistolOgiCa .........ccccmmmmmmmmmimiiii s 17
2.10 Analise estatistiCa .........cueriiiiiiiiiiiiiiiie e ——————— 17
2.11 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS ........oooiiiiiiiiiee e 18

2.11.1 Efeito da injegdo de angiotensina Il no 4° V sobre a pressé&o intravesical,
presséo arterial e fluxo sanguineo renal de ratas com e sem ligadura bilateral dos
BT T (N TSP 18
2.11.2 Efeito da injecéo de angiotensina Il intravenosa sobre a pressao intravesical,
presséo arterial e fluxo sanguineo renal de ratas com e sem ligadura bilateral dos
UPETEIES (INT0). .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnes 18
2.11.3 Efeito da injecdo de Saralasina (antagonista competitivo dos receptores de
Angiotensina Il) intravenosa sobre a pressao intravesical, pressao arterial e fluxo
sanguineo renal de ratas sem e com ligadura bilateral dos ureteres (N=5).

B RESULTADOS . .... ..ottt e e e e e st e e e e e e et e e e e e e e e snsnaeeeaaeans 19
3.1 Resposta a injecao de angiotensina Il no 4° V na pressao intravesical,
pressao arterial, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar,

sem e com ligadura bilateral de ureteres (N = 6).........cccccriiiiiiiiiinnmmmninnnnnnne e 19



3.2 Resposta a injegcao intravenosa de angiotensina Il na pressao intravesical,
pressao arterial, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar,
sem e com ligadura bilateral de ureteres (N = 6).........ccccceiiiiiiiiiimiiinreeeseensncn, 19
3.3 Resposta a injecao intravenosa de Saralasina na pressao intravesical,

pressao arterial, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar,

sem e com ligadura bilateral de ureteres (N = 6)..........ccccriiiiiiiiiinmnmmnennrnrre e, 25
ADISCUSSAOD ..ottt en e, 28
B CONCLUSAO ..ottt 30
REFERENCIAS .........ooiiieoeee oot 31

APENDICES ...ttt 33



10

1 INTRODUGAO

As disfun¢des da bexiga urinaria sdo conhecidas ha muito tempo como causa
de desconforto psicologico e social, afetando o bem-estar e dificultando a realizagao
de atividades diarias normais’. Disturbios do trato urinario inferior e sintomas
relacionados a bexiga hiperativa sdo queixas frequentes tanto em homens quanto
em mulheres??, representando até 40% de todas as queixas em ambulatérios de
nefrologia e urologia®”.

A bexiga urinaria € um 6rgao formado por musculatura lisa e apresenta zonas
de baixa resisténcia elétrica entre suas células (gap-junctions)’. Sua parede
muscular é denominada de detrusor e, assim como seu esfincter interno, é inervada
pelo sistema nervoso autbnomo. A micgcao e o armazenamento de urina dependem
da coordenacédo entre duas unidades funcionais: a bexiga e a musculatura estriada
do esfincter uretral’. A coordenacdo nervosa da bexiga e esfincter inferior interno e
externo da-se por inervagao parassimpatica, simpatica e somatica que emergem da
regido sacral e téraco-lombar da medula espinhal’.

O controle central da miccdo e do armazenamento de urina envolve
mecanismos complexos e nao totalmente compreendidos. A manutencido da
liberacdo e do armazenamento urinario depende de mecanismos reflexos. Sabe-se
hoje que o inicio do reflexo miccional acontece na Ponte, mais especificamente no
Centro de Micgdo Pontina (PMC)® e no centro de armazenamento esta no Centro
Pontino de Armazenamento da Urina (PUSC), que € encontrado ventrolateralmente
ao PMC. O nucleo de Barrington atua como um controlador do reflexo da micgéo. O
mecanismo baseia-se na pressao e controle vesical volumétrico, além de interferir
na coordenacdo das acgdes nos musculos detrusores e esfincter uretral®. Ha
evidéncias de duas vias ascendentes da bexiga para a PMC e duas vias
descendentes da PMC para bexiga; entretanto, uma seria direta e outra indireta

através de neurdnios medulares®.
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Figura 1: Representacdo esquematica da inervagao da bexiga urinaria.
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Fonte: DE GROAT ET AL., 2008

Chen e Chai'® mostraram que estimulos em areas medulares que controlam a
funcdo cardiovascular, como a Regido Rostroventrolateral do bulbo (RVL), o Nucleo
do Trato Solitario (NTS) e a Regido Caudoventrolateral do bulbo (CVL), produziram
diferentes respostas na atividade de nervos pélvicos. Regides da bexiga inervadas
pelos nervos pélvicos sofreram contragdes quando estimuladas e, inversamente, a
inibicdo nervosa causou o relaxamento da bexiga. Areas medulares envolvidas no
controle cardiovascular como o NTS, o CVL e o RVL estimuladas com L-glutamato
mostraram um padrao alternativo das atividades dos nervos pélvicos. As regides da
bexiga inervadas por esses nervos mostraram contragdes pélvicas quando
estimuladas e relaxamento da bexiga quando inibidas'®™".

Cafarchio et al.’ também demonstraram que a ativacdo de neurdnios
medulares colinérgicos estaria ligada a um aumento da pressdo intravesical,
reafirmando o envolvimento de areas bulbares no controle da bexiga urinaria.

Sabe-se na atualidade que muitos neurotransmissores e neuromoduladores

L13’14.

sdao encontrados no NTS e no RV Estudos anteriores mostraram o

envolvimento desses neurotransmissores na regulacdo cardiovascular, como é o
caso por exemplo do L-glutamato, do GABA, da serotonina, da angiotensina Il e

outros' '8,
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Diversos estudos também evidenciaram a existéncia de receptores da
angiotensina Il em varias partes do encéfalo de ratos, como o 6rgdo subfornicial,
nucleos paraventriculares e periventriculares do hipotalamo, area postrema, NTS e
RVL'®%2. Microinjecdes de angiotensina Il no NTS aumentaram ou diminuiram a
pressao arterial, dependendo da dose administrada, além de atenuar o reflexo
barorreceptor®. Tagawa et al. também demonstraram que o bloqueio dos
receptores da angiotensina Il reduz expressivamente a taxa de disparo dos
neurénios simpatoexcitatérios do RVL por meio de um mecanismo independente da
neurotransmissao glutamatérgica ou GABAérgica %*.

A angiotensina Il € o principal peptideo que constitui o chamado Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona; em situagcdes de hipovolemia, as células
justaglomerulares renais produzem renina, um peptideo hemodinamicamente
inativo, responsavel pela quebra do angiotensinogénio produzido no figado,
formando angiotensina | e esta, por sua vez, sofre acdo da pela Enzima Conversora
de Angiotensina (ECA), produzida nas células do endotélio pulmonar. Levando a
formacao da angitoensina Il. Sua principal fungdo € sem duvidas a manutengao
hemodindmica, sendo responsavel por causar hipertensdo as custas de
vasoconstricao periférica. Apesar de altamente estudada para fungdes
cardiovasculares, pouco se sabe acerca da fungdo da angiotensina Il em outros
tecidos, principalmente em areas nao relacionadas com o controle cardiovascular.

Preparagdes in vitro mostraram que a angiotensina |l poderia aumentar a
contratiidade da bexiga, que foi expressivamente reduzida pelo bloqueio dos
receptores AT-1 e AT-2 ?°. Evidéncias também mostraram que o blogueio dos
receptores AT-1 para angiotensina Il diminuiu a hiperatividade detrusora evocada
pela injecao de salina hiperosmolarze. Apesar dos estudos anteriores terem sugerido
a agao da angiotensina Il na bexiga urinaria, nenhum deles demonstrou o efeito da
injegdo intravenosa de angiotensina Il na bexiga de ratos intactos.

Considerando-se que a angiotensina Il € um importante neuropeptideo
presente em areas bulbares, como NTS e RVL'®2%2 ¢ evidéncias indicam que areas
envolvidas na regulagc&o cardiovascular poderiam exercer influéncia no controle da
funcdo vesical'®, torna-se importante investigar a transmissdo mediada pela
angiotensina Il em neurénios bulbares na regulagdo da bexiga urinaria e também

determinar o efeito da angiotensina Il intravenosa num modelo animal in vivo.
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1.10Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo geral avaliar a acdo da angiotensina Il

central e periférica sobre o controle da bexiga urinaria.

1.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito da inje¢cao central, no 4° ventriculo cerebral, deAngiotensina
Il (neuropeptidio envolvido na regulagéo da pressao arterial) sobre a pressao

intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar.

Verificar o efeito da injegcao periférica de Angiotensina Il sobre a pressao

intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar.

Verificar o efeito da injecao periférica de Saralasina (antagonista dos
receptores para angiotensina Il) sobre a pressao intravesical, pressao arterial

e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Para a realizacdo desse trabalho foram utilizadas ratas Wistar com 14 a 16
semanas, pesando ~ 250-300 g, fornecidas pelo Biotério da Faculdade de Medicina
do ABC (Centro Universitario Saude ABC). Os animais foram mantidos com agua e
racao ad libitum. O ciclo claro-escuro do biotério também foi controlado e
estabelecido como sendo de 12 horas cada. A umidade do biotério foi mantida em
~70% e a temperatura ambiental em ~22° C.

2.2 Implante de canulas guia no 4° ventriculo cerebral

Uma semana antes da execugao dos protocolos, as ratas foram sedadas com
isoflurano 2% em O, 100% e em seguida, anestesiadas com quetamina (50 mg/kg,
i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.m.) e colocadas em um aparelho esterotaxico (David
Kopf). A anti-sepsia no campo cirurgico foi feita utilizando-se polivinil-pirrolidona
(PVPI). Foi realizada a exposicdo da superficie craniana para visualizagdo das
suturas (bregma e lambda).

A cabega do animal foi horizontalizada com base nos parametros dorso-
ventrais das suturas cranianas de bregma e lambda, que deveriam ser coincidentes.
Em seguida, foram afixados parafusos no cranio do animal. Uma canula-guia de ago
inoxidavel medindo 12 mm foi posicionada em diregédo ao 4° ventriculo cerebral e os
parametros que foram utilizados possuiam como referéncia o bregma (-12 mm
caudal e 0,0 mm lateral) e —6,3 mm abaixo da superficie craniana na posigédo antero-
posterior de insercado da canula.

Ao final da cirurgia, foi administrado 0,2 mL de antibiético (Pentabidtico
Veterinario — Fort Dodge 2000 U/mL) por via intramuscular como medida profilatica
em dose unica, bem como tramadol (20 mg/kg, S.C.) para produzir analgesia

imediatamente apds o término da cirurgia e nos 2 dias seguintes pos-cirurgia.

2.3 Canulagao da artéria e veia femoral e registro da pressao arterial e

frequéncia cardiaca

As ratas anestesiadas com isoflurano 2% em O, 100% foram submetidas a
canulacido da artéria e veia femoral, através da insercdo de um tubo de polietileno

(PE-50 conectado a PE-10, Clay Adams, NJ), para registro da pressao arterial e
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frequéncia cardiaca no sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, ADInstruments),
bem como administragéo de drogas.

2.4 Canulacgao da bexiga urinaria e medida de pressao intravesical

Ainda com as ratas anestesiadas com isoflurano 2% em O, 100%, os animais
foram submetidos a canulagdo da bexiga através da inser¢cdo de um tubo de
polietileno (PE-50 conectado a PE-10, Clay Adams, NJ), para registro da pressao
intravesical no sistema de aquisicdo de dados (PowerLab, ADInstruments, Bella
Vista, AU). Todos os animais iniciaram os experimentos com a pressao intravesical

basal de aproximadamente 6 ou 7 mmHg.

2.5 Medida do fluxo sanguineo regional

Sob anestesia com isoflurano 2% em O 100%, os animais foram submetidos
a uma laparotomia na linha média e uma sonda miniaturizada de fluxometria Doppler
(0,8 mm de diametro, lowa Doppler Products, lowa City, |A) foi implantada ao redor
da artéria renal esquerda para medida do fluxo sanguineo no leito renal. O fio ligado
a sonda foi conectado a um fluxémetro Doppler (lowa Doppler Flowmeter, lowa City,
IA). O fluxbmetro entdo foi conectado a um sistema de aquisicdo de dados
(PowerLab, ADInstruments, Bella Vista, AU), onde foram digitalizados os sinais das
medidas de fluxo sanguineo.

A fluxometria Doppler permite determinar a velocidade média do sangue por
meio do desvio da frequéncia de som pelo efeito Doppler, o qual, de acordo com

Haywood et al.?’

, € diretamente proporcional ao fluxo absoluto. Portanto, com o valor
da PAM (mmHg) e da frequéncia Doppler (KHz) pode-se calcular a conduténcia no
leito vascular em questé&o, utilizando a seguinte formula:0

C= Frequéncia Doppler (KHz)

PAM (mmHg)
onde C = condutancia vascular (KHz/mmHg)

A variagao percentual da condutancia sera calculada do seguinte modo:

% C=[(C final - C inicial)/C inicia] X 100
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2.6 Microinjecao de drogas

As microinje¢cdes de drogas no 4° V cerebral foram feitas com o auxilio de
uma canula injetora de 13 mm conectada por um tubo de polietileno (PE-10) a uma
seringa Hamilton de 10 uL. O volume de injecdo de drogas no 4° V cerebral foi

semprede 1 L.

2.7 Drogas Utilizadas
Anestésicos: quetamina e xilazina - Vetbrand
Pentabidtico Veterinario para animais de pequeno porte (2000 U/mL
Tramadol (Pfizer, Guarulhos, SP, Brasil)
Angiotensina Il (10 mol/mL, Sigma Aldrich)
Saralasina (10 mol/mL, Sigma Aldrich)
Isofurano (BioChimico)
2.8 Eutanasia

Ao término dos experimentos, os animais foram eutanasiados com tiopental

sddico (170 mg/kg, i.v.), seguindo os protocolos de eutanasia da instituigao.

2.9 Histologia

Ao final dos experimentos, foram feitas microinje¢des do corante Chicago Sky
Blue 4% no volume de 1 L no 4° V cerebral, a fim de se determinar os sitios de
microinje¢cdes. Em seguida, foi realizada a abertura da caixa toracica, para
exposi¢ao do coracdo, através do qual foi feita a perfusdo com aproximadamente 50
mL de solugdo de formaldeido a 10% (Synth). A seguir, o tronco encefélico foi
removido e mantido na mesma solucéo de formol por 48 horas.

Posteriormente, o tronco encefalico foi seccionado em microtomo de
congelamento. Os cortes histolégicos (40 um) com os sitios de microinjecdo no 4° V
cerebral foram corados com vermelho neutro (Sigma) e a seguir, analisados em

microscopia Optica de campo claro. Somente o0s animais com confirmagao
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histolégica dos sitios de microinjecdo no 4° V cerebral foram considerados neste
estudo, conforme mostrado na figura 1.

Figura 2: A) Confirmacgéo histologica do sitio de microinjegdo no 4° ventriculo
cerebral B) Representacéo grafica do encéfalo de ratas Wistar

B)

Cb

2.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EP. Estes foram submetidos a
Analise de Varidncia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguido do pds-teste de
Bonferroni ou teste-t Student pareado, de acordo com o experimento realizado. As
diferencgas estatisticas foram aceitas como sendo significantes para P< 0,05.

2.11 Protocolos Experimentais
2.11.1 Efeito da injegdo de angiotensina Il no 4° V sobre a pressédo intravesical,
presséao arterial e fluxo sanguineo renal de ratas (N=6)

Este protocolo experimental visou avaliar se a inje¢do de angiotensina Il no 4°
V' poderia alterar a pressdo intravesical e se essas alteragcbes estariam
correlacionadas a alteragcbes da presséo arterial e do fluxo sanguineo renal.

Os animais foram inicialmente submetidos a cirurgia para implante de uma
canula-guia de ago inoxidavel no 4° V sob anestesia com quetamina e xilazina. Apds
uma semana, os animais foram anestesiados com isoflurano 2% em O, 100% e
submetidos a canulagdo da artéria e veia femoral. Em seguida, foi realizada a
laparotomia para colocagao de sonda miniaturizada de fluxometria Doppler ao redor
da artéria renal para medida do fluxo sanguineo renal. A bexiga urinaria foi canulada

também com tubo de polietileno para medida da pressao intravesical. Apés a medida
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basal da pressao intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal por 15 min, foi

realizada a injecao de angiotensina Il (10 mol/mL) no 4° V e as variaveis foram

mensuradas durante mais 15 min.

2.11.2 Efeito da injecdo de angiotensina |l intravenosa sobre a pressao intravesical,
pressao arterial e fluxo sanguineo renal de ratas sem e com ligadura bilateral

dos ureteres (N=6)

Este protocolo experimental visou avaliar se a injecdo de angiotensina Il
intravenosa poderia alterar a pressdo intravesical e se essas alteragbes estariam
correlacionadas a alterag6es da presséo arterial e do fluxo sanguineo renal.

Os animais foram anestesiados com isoflurano 2% em O, 100% e submetidos
a canulagao da artéria e veia femoral. Em seguida, foi realizada a laparotomia para
colocacédo de sonda miniaturizada de fluxometria Doppler ao redor da artéria renal
para medida do fluxo sanguineo renal. A bexiga urinaria foi canulada também com
tubo de polietileno para medida da pressao intravesical. Apés a medida basal da
pressao intravesical, pressédo arterial e fluxo sanguineo renal por 15 min, foi
realizada a injecdo de angiotensina Il (10 nM/0,1 mL/min) intravenosa e as variaveis
foram mensuradas durante mais 15 min.

Nesses mesmos animais, apds o retorno das varidveis mensuradas ao basal,
foi feita a ligadura bilateral dos ureteres e foi realizada novamente a injegcao de
angiotensina 1l (10 nM/0,1 mL/min) intravenosa e posterior registro da pressao
intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal durante 15 min. Esta etapa do
protocolo experimental visou verificar se a injegcdo de angiotensina Il intravenosa
poderia influenciar a pressao intravesical por exercer efeito diretamente sobre o
musculo detrusor (parede da bexiga) ou se as alteragdes da pressédo intravesical
seriam dependentes da alteragao do fluxo e volume urinario.

2.11.3 Efeito da injegdo de Saralasina (antagonista competitivo dos receptores de
Angiotensina Il) intravenosa sobre a pressao intravesical, pressao arterial e
fluxo sanguineo renal de ratas sem e com ligadura bilateral dos ureteres
(N=6)

Este protocolo experimental visou avaliar se a inje¢do de saralasina
intravenosa poderia alterar a pressdo intravesical e se essas alteragbes estariam
correlacionadas a alteragbes da presséo arterial e do fluxo sanguineo renal. Além
disso, esse protocolo também visou avaliar se os efeitos da inje¢do de um
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antagonista dos receptores de angiotensina Il produziriam respostas contrarias as
produzidas pela inje¢do da propria Angiotensina ll, como seria de se esperar.

Os animais foram anestesiados com isofurano 2% em O, 100% e submetidos
a canulagao da artéria e veia femoral. Em seguida, foi realizada a laparotomia para
colocacédo de sonda miniaturizada de fluxometria Doppler ao redor da artéria renal
para medida indireta do fluxo sanguineo renal. A bexiga urinaria foi canulada
também com tubo de polietileno para medida da pressao intravesical. Apds a medida
basal da pressao intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal por 15 min, foi
realizada a inje¢do de saralasina (10 uyM, 0,1 mL/min) intravenosa e as variaveis
foram mensuradas durante mais 15 min. Para garantir que a droga havia feito o
efeito esperado, foi realizada uma nova injecado de saralasina i.v (10 yM, 0,1
mL/min).

Nesses mesmos animais, apos o retorno das variaveis mensuradas ao basal,
foi feita a ligadura bilateral dos ureteres e foi realizada novamente a injecdo de
saralasina (10 uM, 0,1 mL/min) intravenosa e posterior registro da pressao
intravesical, pressao arterial e fluxo sanguineo renal durante 15 min. Esta etapa do
protocolo experimental visou verificar se a injecdo de saralasina intravenosa poderia
influenciar a pressao intravesical por exercer efeito diretamente sobre o musculo
detrusor (parede da bexiga) ou se as alteragbes da presséo intravesical seriam

dependentes da alteragao do fluxo e volume urinario.
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3 RESULTADOS
3.1Resposta a injecdo de Angiotensina Il no 4° V em relagcdo a presséo
intravesical, pressao arterial, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal

em ratas Wistar (N = 6).

A injecao de angiotensina Il central no 4° ventriculo cerebral promoveu
reducdo significante da presséo intravesical das ratas sem ligadura dos ureteres,
atingindo o pico de resposta aos 10 minutos pos injegcao (-8,4+1,8%) comparado ao
grupo controle, em que foi apenas administrado salina (2,0+2,8% aos 10 minutos). A
resposta a angiotensina Il durou até 15 minutos apéds a injecao (-8,3 + 3,0% vs -2,3 +
2,6% na salina no mesmo tempo) (Figuras 2 e 3)

N&o foram observadas alteragdes significativas da pressao arterial média,
frequéncia cardiaca ou condutancia renal apos a injegdo de solugdo salina ou

angiotensina Il no 4°V (tabela 1).

Tabela 1: Presséao arterial médial basal (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca basal

(FC, bpm) e suas respectivas variagbes ( PAM, mmHge FC, bpm)aos 10e 15

min apoés a injeg¢ao de salina (1 pL) ou angiotensina Il (10 ng/uL) no 4° ventriculo
cerebral de ratas Wistar.

Salina Angiotensina |l Salina  Angiotensina |l
PAM basal 111+11 10714 FC basal 372+17 31517
PAM 10° 2+2 712 FC 10° 1014 20+11

PAM 15° 111 3+3 FC15° 1043 3110
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Figura 3: Tragados mostrando a pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséo
arterial média (MAP, mmHg), frequéncia cardiaca (HR, bpm), presséo intravesical
(IP, mmHg) e fluxo sanguineo renal médio (RBF, kHz) em ratas antes (baseline) ,10
e 15 minutos apds solugao injecédo de (A) salina (1 pl) ou (B) angiotensina Il 0,1 nM
(1 puL) no 4° V.

Saline 4" V Angiotensina I1 4° V
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Figura 4: A) Variagao percentual na pressao intravesical (% AIP) aos 10 e 15
minutos apos injegao de solugao salina (1 uL) ou angiotensina Il (10 ng/uL) no 4°V
em ratas Wistar. B) Variagdo percentual maxima na condutancia renal (% ARC) apos
injecado de angiotensina Il (10 ng/uL) ou salina (1 yL) no 4° V em ratas Wistar. * P
<0,05 vs. salina
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3.1.1 Resposta a injecdo intravenosa de angiotensina Il na pressédo intravesical,
presséo arterial, frequéncia cardiaca e fluxo sanguineo renal em ratas Wistar

sem e com ligadura bilateral dos ureteres (N=6)

A injecao intravenosa de Angiotensina Il (10 nM/0,1 mL/min) promoveu um
aumento significante da presséao intravesical em ratas sem a ligadura bilateral dos
ureteres (19 + 3% pico da resposta aproximadamente 10 minutos apds a inje¢ao)
quando comparado ao grupo controle em que foi administrada apenas solugéo
salina(0,1 mL) (-1,4 £ 1%, 10 minutos apos a injecéo) (Figuras 4 e 5).

Figura 5: Tragados mostrando pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (FC, bpm), presséo intravesical
(P1, mmHg) e fluxo sanguineo renal médio (FR, KHz) A) antes (basal), logo apos e

10 min apds a injegdo intravenosa de salina (0,1 mL) em ratas fémeas sem ligadura
bilateral de ureteres, B) Antes (basal), logo apds e na resposta de pico (~ 10 min
apos a infusdo) da injecdo intravenosa de angiotensina Il (10 nM/0,1 mL/min) em
ratas Wistar sem ligadura bilateral dos ureteres, C) antes (basal), imediatamente

apos e aproximadamente 10 min apos a injecdo intravenosa de solugéo salina (0,1

mL) em ratas com ligadura bilateral dos ureteres e D) Antes (basal), logo apods e na

resposta de pico (~ 10 min apos a infusdo) da a inje¢ao intravenosa de angiotensina
I (10 nM/0,1 mL/min), em ratas Wistar com ligadura bilateral dos ureteres.
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A angiotensina |l intravenosa também foi responsavel por diminuir a

condutancia renal (-70,7 + 4,1%) logo apds a injegdo, em comparagdo com a
solugdo salina (-2,2 + 1,2%) (Figuras 4 e 5). Pode-se ainda notar que a pressao
arterial aumentou logo apds a. injegao i.v de angiotensina Il (23 £+ 7 mmHg) em
comparagdo a solugédo salina (2 £+ 1 mmHg) (Figura 4 e Tabela 2). N&do foram
observadas diferengas nas respostas da frequéncia cardiaca ap6s a administragcéo

i.v. de angiotensina Il ou salina em ratas sem ligadura bilateral dos ureteres.
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Figura 6: Variagao da pressao intravesical (% A IP) apds a injegéo de salina (0,1mL)
ou angiotensina Il (10 nM, 0.1 mL) intravenosa em ratas Wistar. A) Sem ligadura
bilateral de ureteres B) Com ligadura bilateral de ureteres. *P<0.05 vs. salina

A) SEM LIGADURA BILATERAL DOS URETERES
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Por outro lado, a injegdo intravenosa de angiotensina Il (10 nM/ 0,1mL) em
ratas com ligadura bilateral dos ureteres originou um aumento significante da
pressao intravesical (8,9 £ 1,3%) a aproximadamente 10 min apds a injegdo, em
comparag¢ao com a injegao i.v. de solugéo salina (0,1 mL) (-2,4 £ 0,5%, 10 min apds
a injegao).

A injecdo de angiotensina Il i.v. nas ratas com ligadura dos ureteres, no
entanto, continuou a promover diminuicdo da condutancia renal (-64,81+4,6%)
comparado a salina (-1+1,5%), logo apos a inje¢do, como indicado nas figuras 4 e 5.
Observou-se também que a angiotensina Il i.v. provocou aumento da pressao
arterial (235 mmHg) comparado a injecédo de salina (2£1 mmHg). Nao foram
observadas diferengas nas respostas de frequéncia cardiaca apds angiotensina Il ou

salina nas ratas com ligadura dos ureteres (tabela 2).
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Tabela 2: Pressao arterial média basal (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca basal
(FC, bpm) e suas respectivas variagbes ( PAM, mmHg e FC, bpm) aos 5 min apos
a injecao de salina (0,1 mL) ou angiotensina Il (10 nM/0,1 mL/min) intravenosas de
ratas Wistar sem e com ligadura bilateral dos ureteres

Sem ligadura de ureteres Com ligadura de ureteres
Salina Angiotensina |l Salina Angiotensina |l
PAM basal 9814 1036 99+3 1026
PAM 5° 2+1 2317 2+1 2315
FC 337118 303t15 303116 2803
FC5’ 53 1815 515 113

3.23 Respostas a saralasina intravenosa (antagonista competitivo dos
receptores da angiotensina Il) na pressao intravesical, pressao arterial e
fluxo sanguineo renal em ratos fémeas anestesiados sem ou com ligadura

dos ureteres (N = 6)

A injecdo intravenosa de saralasina (10 pM/0,1 mL/min) ndo provocou
alteracdes significantes da presséo intravesical dos ratos sem ligadura bilateral dos
ureteres (-3,9+2,8%) quando comparado com a injegdo de solugdo salina

intravenosa (0,1 mL) (-0,04 £ 1,3%), como mostrado na figura 6.

Figura 7: Variagao percentual da pressao intravesical (% AlIP) e condutancia renal
(% ARC) apo6s a injegéo intravenosa de salina (0,1 mL) ou saralasina (10 uM/0,1
mL/min) em ratas Wistar A) sem ligadura bilateral de ureteres e B) com ligadura de
ureteres. *P <0,05 vs. salina
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A) SEM LIGADURA BILATERAL DOS URETERES

20 -10

Além disso, a injecdo intravenosa de saralasina provocou aumento
significante da condutéancia renal (28,3 £ 6% vs. 5,1 £ 0,4% salina, i.v.); porém,
nenhuma alteragdo significante foi observada na pressao arterial média (-7 £ 2
mmHg vs. 0 £ 1 mmHg salina, i.v.) em ratos sem ligadura bilateral de ureteres. N&o
foi observada diferenca na frequéncia cardiaca apds a administragcao de saralasina

ou de solugao salina, conforme ilustrado na figura 7 e também na tabela 3.

Figura 8: Tragados mostrando a presséao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (MAP, mmHg), frequéncia cardiaca (HR, bpm), presséo intravesical
(IP, mmHg) e fluxo sanguineo renal médio (RBF, KHz) A) antes (baseline), logo apos
a injegao intravenosa de saralasina (10 yM/0,1 mL/min), na resposta de pico (5 min
apos a infusao) evocada por saralasina (10 uM/0,1 mL/min) em ratas sem ligadura
ureter, B) Antes da infus&do (baseline), logo apds a injegéo intravenosa de saralasina
(10 yM/0,1 mL/min), e no pico de resposta (5 min apds a infusdo) induzida por
saralasina (10 yM/0,1 mL/min, i.v.) em ratas com ligadura do ureter.
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A) SEM LIGADURA BILATERAL DOS URETERES B) COM LIGADURA BILATERAL DOS URETERES
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Tabela 3: Presséao arterial média basal (PAM, mmHg), frequéncia cardiaca basal
(FC, bpm) e suas respectivas variagbes ( PAM, mmHg e FC, bpm) aos 5 min apos
a injecao de salina (0,1 mL) ou saralasina (10 nM/0,1 mL/min) intravenosas de ratas

Wistar sem e com ligadura bilateral dos ureteres.

Sem ligadura bilateral de ureteres Com ligadura bilateral de ureteres
Salina Saralasina Salina Saralasina
PAM 10914 10612 10014 9414
PAM 5° 0.2+1.2 -7t5 112 -16+2
FC 389119 375115 339+11 348+14
FC5’ 0+2 6+1 5+7 9+7

Em contraste, ao realizar a ligadura bilateral dos ureteres nessas mesmas
ratas, a injecdo intravenosa de saralasina (10 pM/0,1 mL/min) produziu uma
diminuicao significante da pressao intravesical (-10,0 £ 0,6% aos 5 minutos apds a
injecdo) em comparagao com a inje¢ao de solugéo salina (-1,1 £ 0,7% 5 min apods a

injecao).
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As ratas com ligadura bilateral dos ureteres também mostraram um aumento
significante da condutancia renal (28,3 + 3,4%) apos a administracdo de saralasina
intravenosa em comparagdo com a inje¢ao de solugdo salina (-3,8 £ 1,4%) e uma
consequente diminuicdo da pressao arterial média (-16 £ 2 vs. 1 £ 2 mmHg). Nao
foram observadas diferencas nas respostas da frequéncia cardiaca apds a
administracdo saralasina ou solugdo salina intravenosa em ratos com ligadura

bilateral dos ureteres (figura 7 e tabela 3).
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4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados por esse trabalho mostraram que a injegao de
angiotensina Il no 4° V foi responsavel pela reducdo da pressao intravesical em
ratas, atingindo o pico da resposta cerca de 10 min apds a injegdo e sem causar
alteracdes significantes na condutancia renal e pressao arterial média, o que sugere
que a diminuigdo da pressao intravesical é dependente da ativacdo de neurdnios
bulbares, que por sua vez, induzem o relaxamento do musculo detrusor e ndo de
uma mudanga no padrdo de filtracdo glomerular e consequentemente formagéo da
urina.

Como a injecdo de angiotensina Il no 4° V eleva gradualmente a pressao
intravesical e o pico da resposta € observada 10 minutos apds a injegdo, o
envolvimento de algum fator humoral que possa ser liberado apds a ativagado dos
neurénios medulares pela angiotensina Il ndo pode ser excluido. Estudos prévios de
Cafarchio et al." demonstraram que a ativacédo de neurdnios colinérgicos bulbares
aumenta a pressao intravesical através da liberacdo de vasopressina plasmatica.
Assim, €& possivel que mecanismos neuro-humorais possam também alterar o
controle da bexiga urinaria no caso da angiotensina Il injetada no 40 V cerebral.
Entretanto, estudos adicionais sao necessarios para determinar qual componente
humoral estaria envolvido na diminuigdo da pressao intravesical apds a injecado de
angiotensina |l injetada no 40 V cerebral.

E valido ainda citar que os efeitos sobre a presso intravesical observados em
nesse estudo, provavelmente causados pela ativagao de neurdnios bulbares apos a
injegdo de angiotensina Il no 4° ventriculo so distintos dos efeitos promovidos pelas
inje¢bes de angiotensina Il no ventriculo lateral, anteriormente descrito por

Kawamoto et al.?

. A angiotensina Il injetada no ventriculo lateral induz aumento da
frequéncia urinaria independente da ativacao do sistema simpato-adrenomedular,
sem alterar a pressdo do musculo detrusor da parede da bexiga urinaria®®.

Em relagdo aos protocolos de injecdo de angiotensina Il intravenosa, o
presente estudo mostrou que a angiotensina Il provocou aumento da pressao
intravesical em ratas sem ligadura bilateral dos ureteres, que foi precedida pela
diminuicdo da condutancia renal, indicando uma vasoconstricdo na artéria renal.
Davalos e colaboradores demonstraram que a angiotensina |l produz vasoconstrigao

preferencial da arteriola eferente, levando ao aumento da taxa de filtracao
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glomerularzg. Com intuito de investigar se o aumento da presséao intravesical poderia
estar associado a um aumento na taxa de filtragdo glomerular e, consequentemente,
um aumento do volume urinario, algo que justificaria o aumento da pressao
intravesical nas ratas estudadas, foi realizada a ligadura bilateral dos ureteres e
determinado novamente o efeito da angiotensina |l intravenosa. Ao realizar-se o
mesmo protocolo em ratas com ligadura bilateral dos ureteres também foi observada
um aumento significante da presséo intravesical e uma diminuicdo similar na
condutancia renal, o que sugere que a angiotensina Il também pode estar atuando
diretamente na bexiga urinaria, induzindo assim o aumento da presséo intravesical.

Estudos anteriores in vitro de Hadzhibozheva et al.*® haviam demonstrado
que a angiotensina Il induz a contratilidade do musculo detrusor, o que também
corrobora com os achados do presente estudo. Como a angiotensina Il intravenosa
induziu uma resposta oposta a injecdo no 42 V da pressao intravesical, pode-se
sugerir que a ativagao de neurdnios bulbares pela angiotensina |l ndo esta induzindo
a liberagao adicional de angiotensina Il plasmatica.

Embora os resultados desse estudo evidenciem que a angiotensina Il atua
diretamente na bexiga urinaria, nenhum estudo anterior investigou a possivel
contribuicdo tonica da angiotensina |l circulante ou da angiotensina Il local em
relagdo ao tonus basal do musculo detrusor. Elliott e colaboradores™, entretanto,
analisaram a melhora de sintomas de incontinéncia urinaria apés a introducédo de
medicamentos inibidores do eixo renina-angiotensina-aldosterona em humanos
através de dados de questionarios qualitativos retrospectivos e concluiram que tais
substéncias parecem ajudar no controle dos sintomas de urge-incontinéncia,
principalmente nos homens, o que corrobora com os resultados em ratas nesse
estudo.

Além disso, os resultados do presente estudo mostraram que o bloqueio dos
receptores de angiotensina |l com o antagonista saralasina n&o alterou a presséao
intravesical em ratas sem ligadura bilateral dos ureteres, enquanto que foi
responsavel pela redugédo da pressao intravesical em ratas com a ligadura bilateral
dos ureteres. Esses achados sugerem que, sob condigdes em que o fluxo dos
ureteres até a bexiga urinaria € normal, a angiotensina Il circulante ou local nao
parece desempenhar nenhuma funcdo na manuteng¢ao do tébnus basal do musculo
detrusor. Porém, sob condi¢cdo de obstrucdo do fluxo urinario dos ureteres para a

bexiga urinaria, através de um mecanismo que ainda precisa ser investigado, é
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possivel que uma angiotensina Il local seja sinalizada na tentativa de manter o ténus
basal do musculo detrusor.

Estudos realizados por Weaver-Osterholtz et al.*"** demonstraram a
existéncia de um sistema renina-angiotensina local na bexiga urinaria, no entanto,
ainda nao estéo claras as condigdes fisiologicas nas quais a angiotensina Il local &
sintetizada e atua na bexiga urinaria. Cheng et al. 3 levantaram a hipotese de que a
obstrugao da bexiga causa aumento do estiramento celular, que por sua vez levaria
a producao local de angiotensina Il, todavia, até o momento nenhum estudo anterior
demonstrou que a obstrugdo dos ureteres induziria um aumento da produgéo local
de angiotensina Il na bexiga urinaria.

Assim, este é o primeiro estudo, que demonstrou uma diminuicdo da presséao
intravesical apds a administragao saralasina intravenosa em ratas com obstrucao do
ureter, sugerindo que provavelmente uma angiotensina Il local agiria sob essa

circunstancia, a fim de ajudar na manutencgé&o do tonus da bexiga.
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5 CONCLUSAO

Com os dados apresentados nesse estudo, pode-se concluir que a
angiotensina Il é responsavel por causar efeitos paradoxais na pressao intravesical,
uma vez que parece atuar de formas opostas nos neurbnios bulbares e
perifericamente, desempenhando uma importante fungdo nos mecanismos que

regulam a bexiga urinaria.
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Abstract

The central control of the micturition depends on cortical areas and other
ascending and descending pathways in the brain stem. The descendent pathways
from the pons to the urinary bladder (UB) can be direct or indirect through medullary
neurons (MN). Activation of MN by L-glutamate, which is known for its importance in
the pathways involved in cardiovascular control, evokes changes in pelvic nerves
activities, which innervate the urinary bladder. In addition, it has been shown that
cholinergic activation of neurons in the medulla increases intravesical pressure (IP).
Several neurotransmitters can be found in medullary areas, but their involvement in
UB control is few understood. On the hand, studies in vitro have shown that
angiotensin |l (Ang Il) increases detrusor contractility. Blockade of AT-1 receptors for
angiotensin |l diminished the detrusor overactivity evoked by hyperosmolar saline
instillation. Nevertheless, no previous study has demonstrated the effects of Ang Il on
intravesical pressure in intact animals. We focused to investigate the effects of Ang Il
injected into the fourth brain ventricle (4”‘V) and intravenously (i.v.) on urinary bladder
control in rats. Ang Il was injected into the 4™ V of female anesthetized Wistar rats
and the IP, mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and renal conductance
(RC) were recorded for 30 min. Ang Il injection into the 4thV decreased IP with peak
response at 10 min after injection and elicited no changes in MAP, HR and RC. Ang
Il 'injected i.v. evoked an increase in IP and decreased RC either in rats without or
with bilateral ureter ligature (BUL). The blockade of Ang Il receptors with saralasine
decreased the IP only in rats with BUL, and increased RC in rats both without or with
BUL. Therefore, our findings suggest that Ang Il can exert paradoxical effects on
intravesical pressure, activating medullary neurons and peripherally, and contributes
to modulate the urinary bladder control.

Key words: angiotensin Il medulla oblongata, fourth ventricle, urinary
bladder.
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Introduction

Bladder dysfunctions is long known as a cause to mental and social
discomfort, affecting the well-being, and becoming difficulty the performing of normal
daily activities ' Lower urinary tract disorders and symptoms related to an overactive
bladder are frequent complaints both in men and women??, accounting for up to 40%
in ambulatories of nephrology and urology *°.

Central control of micturition and urine storage involves a complex and not
fully understood mechanisms. The maintenance of excretion and urinary storage
depends on reflex mechanisms, and the onset of micturition reflex is located at the
Pontine Micturition Center (PMC)® and the storage center is at the Pontine Urine
Storage Center (PUSC), which is found ventrolaterally to PMC. The core of
Barrington nucleus acts as a controller of the micturition reflex. The mechanism is
based on the pressure and volumetric vesical control, as well as interferes in the
coordination of the actions in the detrusor and urethral sphincter muscles °.There is
evidence of two ascending pathways from urinary bladder to PMC and two
descending pathways from PMC to bladder; however, one would be direct and one

indirect through medullary neurons®.

Chen and Chai '° have reported that stimuli in medullary areas that control
cardiovascular function, such as the Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM), the
Nucleus of the Solitary Tract (NTS) and Caudal Ventrolateral Medulla (CVLM)
produced different changes in the activity of the pelvic nerves. Regions of the bladder
innervated by the pelvic nerves suffered contractions when stimulated and,
conversely, nerve inhibition caused bladder relaxation. Medullary areas involved in
cardiovascular control as Nucleus of the Solitary Tract (NTS), Caudal Ventrolateral
Medulla (CVLM), and Rostral Ventrolateral Medulla (RVLM) stimulated with L-
glutamate evoked changes the pelvic nerves activities. Bladder regions innervated by
those nerves showed pelvic contractions when stimulated and bladder relaxation
when inhibited " .
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Cafarchio et al. " have also demonstrated that activation of cholinergic
medullary neurons induce an increase in intravesical pressure, underpinning the

involvement of brain stem areas in urinary bladder control.

Many neurotransmitters/neuromodulators are found in the NTS and RVLM ™
' Previous evidence has shown their involvement in cardiovascular regulation,

among which are L-glutamate, GABA, serotonin, angiotensin Il and others "8,

Several studies have evidenced the existence of angiotensin Il receptors in
various parts of the rat brain, as the subfornical organ, paraventricular and
periventricular nuclei of the hypothalamus, area postrema, NTS, and RVLM '#2*
Microinjections of angiotensin Il into the NTS increased or decreased blood pressure,
depending on the dose administered, in addition to attenuating the baroreceptor
reflex 2. Tagawa et al. ** have also demonstrated that blockade of angiotensin II
receptors greatly reduces the firing rate of RVLM sympathoexcitatory neurons
through a mechanism that is independent of glutamatergic or GABAergic

neurotransmission.

In vitro preparations have shown that angiotensin Il increases bladder
contractility, which was markedly decreased by blockade of both AT-1 and AT-2
receptors for angiotensin I %5 Evidence has also shown that blockade of AT-1
receptors for angiotensin Il diminished the detrusor overactivity evoked by
hyperosmolar saline instillation % Despite the earlier studies have suggested the
action of angiotensin Il on urinary bladder, no previous study has demonstrated the

effect of intravenous injection of angiotensin Il on urinary bladder of intact rats.

Considering that angiotensin Il is an important peptide present in medullary
areas as NTS and RVL'™?*% and evidence indicates that areas involved in
cardiovascular regulation could possibly exert influences in the control of bladder

1 the purpose of this study was to investigate the importance of

function
angiotensin-mediated transmission in medullary neurons on the regulation of the
urinary bladder and also to determine the intravenous effect of angiotensin Il in a

whole animal preparation.
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MATERIALS AND METHODS:
1. Animals

Female Wistar rats (~250-300 g, 14-16 weeks-old) supplied by the animal
facilities of the Faculdade de Medicina do ABC (Centro Universitario Saude ABC)
were used. The animals were housed in individual plastic cages with standard chow
pellets and water ad libitum in an air-conditioned room (20-24°C). The light-dark
cycle of the facility was also controlled and established as 12 hours each. The
humidity of the animal room was maintained at ~ 70%. All procedures performed in
this study were in accordance with the National Institutes of Health guide for the care
and use of Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978) and were
approved by the Animal Ethics Committee of the Faculdade de Medicina do ABC
(protocol number 003/2013).

2. Implantation of guide cannulas into the fourth brain ventricle (4™ V)

All rats were sedated with 2% isoflurane in 100% O,, and afterwards,
anaesthetized with ketamine (50 mg/kg, i.p.) and xylazine (10 mg/kg, i.m.) and
placed in a stereotaxic apparatus. Antisepsis in the surgical field was made using
polyvinyl pyrrolidone (PVPI). A midline incision was carried out in the skin on the skull
to expose bregma and lambda sutures that were positioned at the same horizontal

plane.

Two jeweler screws were implanted in the skull. A stainless steel guide
cannula (12 X 0.6 mm OD) was implanted into the brain with the tip located 12 mm
caudal from bregma, 0.0 mm lateral from midline, and 6.2 mm ventral to the cranial
surface at the anteroposterior level on the spot for insertion of the guide cannula. The
guide cannula was anchored to the screws with acrylic cement. At the end of the
surgery, rats received a single dose (0.1 mL) of i.m. Veterinary Pentabiotic for Small
Animals (2000 U/ml) as a prophylactic procedure and i.m. meloxicam (0.2 mg/kg per
day) for 3 days to produce postoperative analgesia and anti-inflammatory effect.

3. Cannulation of the urinary bladder
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The rats anesthetized with 2% isoflurane in 100% O, were submitted to a
small incision in the bladder wall and a polyethylene tubing (PE-50 connected to PE-
10, Clay Adams, NJ, USA) filled with saline was inserted at the top of the bladder. A
small drop of tissue glue was used to fixate the catheter on the bladder wall for
intravesical pressure (IP) recordings in a data acquisition system (PowerLab 16 SP,
AD Instruments, Melbourne, AU). The urethra outlet was not obstructed in order to
allow the bladder voiding if necessary. A baseline IP value was set at ~5 mmHg by
saline infusion or urine withdrawal through the catheter inserted into the urinary
bladder.

4. Cannulation of the femoral artery and vein

On the day of the experiment, rats anesthetized with 2% isoflurane in 100%
O2 underwent a cannulation of the femoral artery and vein by insertion of a
polyethylene tube (PE-10 connected to PE-10, Clay Adams, NJ) on it, for pulsatile
arterial pressure (PAP), mean arterial pressure (MAP) and heart rate recordings in a
data acquisition system (PowerLab 16 SP, ADInstruments), and also for drug
administration, respectively.

5. Measurement of regional blood flow

Under anesthesia with 2% isoflurane in 100% O, the animals underwent a
midline laparotomy and a miniaturized Doppler flow probe (0.8 mm in diameter, lowa
Doppler Products, lowa City, IA) was implanted around the left renal artery to
measure blood flow in the renal artery. The wire attached to the probe was
connected to a Doppler flowmeter (lowa Doppler Flowmeter, lowa City, 1A), and the
amplified signal was digitalized in a data acquisition system (PowerLab 16 SP,
ADInstruments). Details about the Doppler technique, including the reliability of this
method for estimation of the blood velocity have been previously described by
Haywood et al. ?’. Relative renal vascular conductance (RC) was calculated as the
ratio of Doppler shift (KHz) and mean arterial pressure (MAP, mmHg). Data were
presented as percentage of change from the baseline as follows: %[/RC= [(final
conductance — initial conductance/initial conductance) X 100].

6. Microinjection of drugs

Microinjections of drugs into the 4™ V were made with a needle of 13 mm

connected to a 10 L Hamilton syringe (Reno, NV, USA) by a polyethylene tubing
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(PE-10, Clay Adams, NJ, USA). The volume of drug injections into the 4™ V was

always 1 L.

7. Histology

At the end of the experiments, the animals were deeply anesthetized with i.v.
sodium thiopental (170 mg/kg) and a microinjection of 4% Chicago Sky Blue dye
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) in a volume of 1 L was made through the guide
cannula in order to label the sites of drug injections. A 10% formalin solution (40 mL)
was infused transcardiaclly in the animals. The brains were harvest and maintained
in 10% formalin for at least 24 h. The brain stem was cut in 40 pm sections with a
freezing microtome (Leica), and stained with 2% neutral red (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). The sections were analyzed with a light field microscope (Nikon) to
verify the presence of Chicago Sky blue dye in the 4™ V. Figure 1 shows a the site of
dye deposition (-12.00 mm from bregma according to the atlas of Paxinos and
Watson) **. Only the animals with histological confirmation of microinjection sites in
the 4™ V were considered in this study (Fig.1).

8. Statistical analysis

The data were expressed as mean * standard error of mean (SEM) and
submitted to two-way ANOVA, followed by the Bonferroni post-test or paired Student
t-test, according to the experiment using the software Sigma Stat version 3.5.

Significance level was set at P <0.05.
9. Drugs

Isoflurane was obtained from BioChimico (Penedo, Itatiaia, RJ), sodium
thiopental was obtained from Cristalia Laboratory (ltapira, SP, Brazil), ketamine
a(Dopalen ) and xylazine (Anasedan ) were obtained from VetBrands (Paulinia,
SP, Brazil), Veterinary Pentabiotic for Small Animals and meloxicam were obtained
from Fort Dodge (Campinas, SP, Brazil), angiotensin Il and saralasin was obtained
from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). The vehicle used to dissolve sodium

thiopental, angiotensin Il and saralasin was saline.

10. Experimental protocols
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LI

Five days before the experiments, rats underwent a stereotaxic surgery to
implant a guide cannula into the 4™ V. Afterwards, rats were anesthetized with 2%
isoflurane in 100% O, and were submitted to the cannulation of the femoral artery
and vein for PAP, MAP and HR recordings. A miniaturized Doppler flow probe was
placed around the left renal artery for indirect blood flow measurement. Polyethylene
tubing was also inserted into the urinary bladder for IP recordings. Rectal
temperature was maintained between 37 and 38 C using a heating pad. Animals
anesthetized with 2% isoflurane in 100% O, during the whole experiment and were
unresponsive to noxious toe pinch. They also maintained a steady level of arterial
pressure under anesthesia. Rats were maintained in supine position to avoid
influences of the abdominal organs on the intravesical pressure. After baseline PAP,
MAP, HR, renal blood flow and IP recordings for 15 min, angiotensin Il (0.1 nM, 1 L)
or saline (1 L) was injected into the 4™ V and all the parameters were recorded for
at least 30 min.

%

1 U#S

Animals were anesthetized with 2% isoflurane in 100% O, and
submitted to cannulation of the femoral artery and vein, catheterization of the urinary
bladder, and placement of a Doppler flow probe around the left renal artery as
described in the protocol 10.1. After baseline PAP, MAP, HR, renal blood flow and IP
recordings for 15 min, angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL/min) or saline (0.1.mL) was
injected intravenously using a infusion pump (Insight Ltda, Ribeirao Preto, SP, Brazil)
over 1 min and the variables were recorded for additional 30 min. As it has been
earlier described #, angiotensin |l evokes preferential vasoconstriction of the efferent
arteriole, leading to increase in glomerular filtration rate. Thereby, bilateral ligature of
the ureters was carried out in order to avoid the urinary flow to the bladder and after
15 min, the effect of angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL/min) on urinary bladder was

repeated using a infusion pump over 1 min.
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L

Rats anesthetized with 2% isoflurane in 100% O, were submitted to
catheterization of the femoral artery and vein, cannulation of the urinary bladder, and
placement of a Doppler flow probe around the left renal artery as described in the
protocol 10.1. After baseline PAP, MAP, HR, renal blood flow and IP recordings for
15 min, saralasin (10 yM, 0.1 mL/min) or saline (0.1.mL) was injected intravenously
using a infusion pump (Insight Ltd., Ribeirao Preto, SP, Brazil) over 1 min and the
variables were recorded for additional 30 min. Bilateral ligature of the ureters was
also performed in order to avoid the urinary flow to the bladder and after 15 min, the
effect of saralasin (10 yM, 0.1 mL/min) on urinary bladder was repeated using a

infusion pump over 1 min.
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RESULTS

C

P #S

The injection of angiotensin Il (0.1 nM, 1 pL) into the 4" V evoked a
significant decrease in intravesical pressure of rats, which achieved the peak
response at 10 min (-8.4 £1.8% vs. 2.0+2.8% saline 1 pL) and lasted until 15 min
after injection (-8.3+3.0%) compared to the saline injection into the 4™ V (-2.3+2.6%)
(Figs. 2 and 3). No significant changes were observed in mean arterial pressure,
heart rate or renal conductance after saline or angiotensin Il injection into the 4™ V
(Table 1).

o C

L)

The intravenous injection of angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL) elicited a
significant increase in intravesical pressure (19+3%), which was observed during the
peak response at ~ 10 min after injection in rats without bilateral ureter ligature
compared to the i.v. saline (0.1 mL) (-1.4 £ 1%, at ~10 minutes after injection) (Figs.
4 and 5).

Intravenous angiotensin 1l also decreased the renal conductance (-
70.7£4.1%) right after the injection compared to i.v. saline injection (-2.2 £ 1.2%)
(Figs 4 and 5). The arterial pressure increased right after the i.v. injection of
angiotensin |l (237 mmHg) compared to i.v. saline injection (2 £+ 1 mmHg) (Fig. 4
and Table 2). No differences were observed in heart rate responses after the i.v.

injection of both angiotensin Il and saline in rats without bilateral ureter ligature.
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On the other hand, intravenous injection of angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL) in
rats with bilateral ureter ligature yielded a significant increase in intravesical pressure
(8.9£1.3%) at ~10 min after injection compared to i.v. saline injection (0.1 mL) (-2.4
10.5% at ~10 min after injection) (Figs. 4 and 5).

Intravenous injection of angiotensin Il in rats with bilateral ureter ligature still
induced a significant decrease in renal conductance (-64.8 £ 4.6% vs. saline -1 +
1.5%) right after injection, as shown on figs. 4 and 5. Arterial pressure also increased
after i.v. angiotensin Il in rats with bilateral ureter ligature (23+5 mmHg) compared to
i.v. saline injection (2£1 mmHg). No differences were observed in heart rate
responses after i.v. angiotensin Il or saline in rats with bilateral ureter ligature (Table
2).

L

Intravenous injection of saralasin (10 uM, 0.1 mL/min) elicited no significant
changes in the intravesical pressure of the rats without bilateral binding of the ureters
(-3.9+2.8%) when compared to the i.v. saline injection (0.1 mL) (-0.04+1.3 %), as
shown in Fig. 6.

In addition, i.v. saralasin injection evoked a significant increase in renal
conductance (28.3+6% vs. 5.1£0.4% i.v. saline), but no significant change was
observed in MAP (-7£2 mmHg vs. 01 mmHg i.v. saline) in rats without bilateral
ureter ligature. No difference was observed in heart rate after i.v. saralasin or saline
(Fig. 7 and Table 3).

In contrast, rats with bilateral ureter ligature showed a significant
decrease in intravesical pressure (-10.0£0.6% at 5 min after injection) to intravenous
saralasin (10 uM, 0.1 mL/min) compared to saline injection (-1.1£0.7% at 5 min after

injection), as shown in Fig. 6.

Rats with bilateral ureter ligature also showed an increase in renal
conductance (28.3+3.4%) after i.v. saralasin compared to i.v. saline injection (-

3.8+1.4%) and a consequent decrease in MAP (-16+2 vs. 1£2 mmHg i.v. saline). No



48

differences were observed in heart rate responses after i.v. saralasin or i.v. saline

injection in rats with bilateral ureter ligature (Fig. 6 and Table 2).

Discussion

Our data showed that injection of angiotensin Il into the 4thV decrease
intravesical pressure in female rats achieving the peak response about 10 min after
injection, without significant changes in renal conductance and mean arterial
pressure, suggesting that the decrease in intravesical pressure is dependent on
activation of medullary neurons, which in turn, induce the relaxation of the detrusor
muscle. As the angiotensin Il injection into the 4" V raises the intravesical pressure
gradually and in the peak response is observed 10 min after injection, the
involvement of any humoral factor which could be released after activation of
medullary neurons by angiotensin Il is not excluded. Previous studies by Cafarchio et
al.’? have demonstrated that the cholinergic activation of medullary increases
intravesical pressure through the release of plasma vasopressin. Thereby, neuro-
humoral mechanisms could be able to change the control of the urinary bladder. The
effects on intravesical pressure observed in our study by activation of medullary
neurons through angiotensin Il injections into the 4™ V are distinct from the effects
evoked by angiotensin Il injections into the lateral ventricle earlier described by
Kawamoto et al. % Angiotensin |l injected into the lateral ventricle elicits an increase
in urinary frequency independent of activation of the sympatho-adrenomedullary

system, without altering the bladder detrusor pressure %.

Conversely, we found that intravenous injection of angiotensin |l evoked an
increase in intravesical pressure in rats without bilateral ligature of the ureters, which
was preceded by decrease in renal conductance, indicating a vasoconstriction in the
renal artery. Despite the vasoconstrictor effect evoked by i.v. angiotensin I, Davalos
and colleagues ?° has demonstrated that angiotensin 1l evokes preferential
vasoconstriction of the efferent arteriole, leading to increase in glomerular filtration
rate. Indeed, our data would still suggest that the increase in intravesical pressure

could be associated to an increase in the glomerular filtration rate and consequently,
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leading to an increase in urinary volume, which could increase the intravesical
pressure. Nevertheless, in rats with bilateral ureter ligature, we also observed a
reduction in intravesical pressure and similar decrease in renal conductance elicited
by i.v. angiotensin Il. Indeed, the data are suggestive that i.v. angiotensin Il can also
act directly in the urinary bladder to induce increases in intravesical pressure.
Previous in vitro studies by Hadzhibozheva et al. %, which showed that angiotensin |l
induces detrusor contractility also corroborate and underpin our findings. As the
intravenous angiotensin Il evoked an opposite response on intravesical pressure
compared to the injection into the 4™ V, these findings suggest that the activation of
medullary neurons by angiotensin |l is not inducing the additional release of plasma

angiotensin |I.

Although our data and previous findings indicate that angiotensin Il acts on
urinary bladder, no previous study has investigated the possible tonic contribution of
circulating angiotensin Il or local angiotensin Il to the basal tonus of detrusor muscle.
We showed that the blockade of angiotensin Il receptors with i.v. saralasin did not
change the intravesical pressure in rats without bilateral ureter ligature. In contrast,
rats with bilateral ureter ligature decreased the intravesical pressure upon i.v.
saralasin injection. These findings suggest that under conditions in which the urinary
flow is normal from the ureters to the urinary bladder, circulating or local angiotensin
Il does not play any role in the maintenance of the basal detrusor muscle tonus.
However, under obstruction of the urinary flow from the ureters to the urinary bladder,
through a mechanism that still needs to be investigated, likely a local angiotensin Il is
signalized in order to maintain the basal tonus of the detrusor muscle. Studies by
Weaver-Osterholtz et al., *"*? have demonstrated the existence of local renin-
angiotensin-system in the urinary bladder, nevertheless, it is still unclear the
physiological conditions in which local angiotensin |l is synthetized and acts in the
urinary bladder. Cheng and collaborators * have hypothesized that outlet
obstruction of the bladder causes increased cell stretch, which in turn would lead to
the local production of angiotensin I, however, up to now, no previous study has
demonstrated that obstruction of the ureters would induce an increase in local
production of angiotensin Il in the urinary bladder. Thus, this is the first study, which

demonstrated a decrease in intravesical pressure after i.v. saralasin in rats with
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ureter obstruction, suggesting that likely a local angiotensin Il would act under this

circumstance in order to help the maintenance of the bladder tonus.

Therefore, angiotensin Il evokes paradoxal effects on intravesical pressure

acting in medullary neurons and peripherally, playing an important role in the

mechanisms which regulate the urinary bladder.

10.
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Tables and Figures

Table 1: Baseline mean arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR,
bpm) and changes in mean arterial pressure ( MAP, mmHg) and heart rate ( HR,

bpm) after saline 1 (ul) or angiotensin Il (0.1 nM, 1 pL) injection into the 4" V in

female rats.
Saline Angiotensin |l Saline  Angiotensin
I
MAP 11111 10714 HR 372117 31517
MAP 10’ 2+2 712 "THR 10° 1014 20+11
MAP 15° 1+1 3+3 THR 30" 103 31+10

Table 2: Baseline mean arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR,
bpm) and changes in mean arterial pressure ( MAP, mmHg) and heart rate (['HR,
bpm) after intravenous injection of saline 1 (0.1 mL) or angiotensin Il (10 nM, 0.1

mL/min) in female rats without and with bilateral urether ligature.

Without urether ligature With urether ligature

Saline Angiotensin |l Saline  Angiotensin
I
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MAP 98+4

MAP 5° 2+1
HR 337+18
HR 5" 5+3

103+6

237

303+15

1815

99+3 102+6

2+1 23+5

303+16 280+3

5+5 113

Table 3: Baseline mean arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR,

bpm) and changes in mean arterial pressure ( MAP, mmHg) and heart rate ( HR,

bpm) after intravenous injection of saline 1 (0.1 mL) or saralasine (10 uM, 0.1

mL/min) in female rats without and with bilateral urether ligature.

Without urether ligature

With urether ligature

Saline Saralasine Saline Saralasine
MAP 10914 10612 10014 9414
MAP 5 0.2+1.2 -7t5 142 -16+2
HR 389+19 375+15 339+11 348+14
HR 5 0+2 6+1 5+7 917
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Figure 1

Fig. 1: A) Photomicrograph of one slice of the medulla of one rat of the experimental
group showing the injection into the 4™ V. Arrow indicates the 4" V. B) The level of
injections is -12 mm caudal to bregma according to Paxinos and Watson (2009).
Abbreviations: Cb- Cerebellum, 4"V — fourth brain Ventricle, NTS - Nucleus Tractus
Solitarius, RVLM - Rostral Ventrolateral Medulla, RPa — Raphe Pallidus, PY —

Pyramidal tract.
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Figure 2

Fig. 2: Tracings showing pulsatile arterial pressure (PAP, mmHg), mean
arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR, bpm), intravesical pressure (IP,
mmHg) and mean renal blood flow (MBF, KHz) in female rats before (baseline) and
10 and 15 min after saline (1 ul) (A) or angiotensin 1l 0.1nM (1pl) (B) into the 4™V.
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Fig. 3: A) Percent change in intravesical pressure (% AlIP) at 10 and 15 min
after saline (1 pL) or angiotensin Il (0.1 nM, 1 L) injection into the 4™ V in female

rats. B) Peak percent change in renal conductance (% ARC) after injection of
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angiotensin 11 (0.1 nM, 1 pL) or saline (1 L) injection into the 4™ V in female rats or

saline. *P<0.05 vs. saline
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Fig. 4: Tracings showing pulsatile arterial pressure (PAP, mmHg), mean
arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR, bpm), intravesical pressure (IP,
mmHg) and mean renal blood flow (MBF, KHz) A) before (baseline), right after the
intravenous injection of saline (0.1 mL), and at ~10 min after i.v. saline (0.1 mL) in
female rats without urether ligature, B) before (baseline), right after the intravenous
injection of angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL), and at the peak response (~10 min after
infusion) evoked by i.v. angiotensin Il (10 nM, 0.1 mL) in female rats without urether
ligature, C) before (baseline), right after the intravenous injection of saline (0.1 mL),
and at ~10 min after i.v. saline (0.1 mL) in female rats with urether ligature, and D)
before (baseline), right after the intravenous injection of angiotensin Il (10 nM, 0.1
mL), and at the peak response (~10 min after infusion) evoked by i.v. angiotensin Il

(10 nM, 0.1 mL) in female rats with urether ligature.
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Fig. 6: Percent change in intravesical pressure (% A IP) after intravenous
injection of saline (0.1 mL) or saralasin (10 yM, 0.1 mL) in female rats A) without

bilateral ureter ligature and B) with urether ligature. *P<0.05 vs. Saline

A) WITHOUT BILATERAL URETHER LIGATURE B) WITH BILATERAL URETHER LIGATURE

Intravenous Saralasine Intravenous Saralasine

Baseline ~5 min after injection

Baseline ~5 min after injection

Figure 6

Fig 7: Tracings showing pulsatile arterial pressure (PAP, mmHg), mean
arterial pressure (MAP, mmHg), heart rate (HR, bpm), intravesical pressure (IP,
mmHg) and mean renal blood flow (MBF, KHz) A) before (baseline), right after the
intravenous injection of saralasine (10 uM, 0.1 mL), and at the peak response (5 min
after infusion) evoked by i.v. saralasine (10 uyM, 0.1 mL) in female rats without
urether ligature, B) before (baseline), right after the intravenous injection of
saralasine (10 uM, 0.1 mL), and at the peak response (5 min after infusion) evoked

by i.v. saralasine (10 uM, 0.1 mL) in female rats with urether ligature.



