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RESUMO

Respostas cardiovasculares podem ser integradas em diferentes niveis do
sistema nervoso central (SNC). Em particular, o hipotalamo e o bulbo estdo muito
envolvidos com o controle de respostas autonémicas, entre as quais estdo as
repostas cardiovasculares. No bulbo estdo varios nucleos importantes para o
controle cardiovascular como o nucleo do trato solitario (NTS), as areas
rostroventrolateral (RVL) e caudoventrolateral (CVL) e o nucleo ambiguo. Um
circuito envolvendo essas areas bulbares é responsavel pelo controle basico do
sistema cardiovascular, podendo receber informagdes dos receptores localizados
em diferentes partes do organismo, em especial dos pressorreceptores e
quimiorreceptores e, integrando essas informagdes de diversas origens, comandar
as eferéncias autonémicas. Injecdo do aminoacido excitatdrio glutamato no NTS
de ratos anestesiados produz resposta hipotensora e bradicardica semelhante a
ativacédo do barorreflexo. Diferentemente, em animais ndo anestesiados, a injecao
de glutamato no NTS provoca resposta pressora e bradicardica, semelhante a
ativacdo do quimiorreflexo. A substancia P é um neuropeptideo que também
quando injetada no NTS produz efeito pressor, podendo atuar como
neurotransmissor ou neuromodulador dos diferentes reflexos cardiovasculares. A
area RVL é o principal sitio de saida simpatica para a coluna intermédio lateral
(IML). Injecdo de glutamato na area RVL produz disparos dos neurdnios
simpaticos para a IML produzindo resposta pressora. E bem relatado, que areas
hipotalamicas exercem forte modulacdo sobre respostas cardiovasculares. Uma

dessas areas € o nucleo paraventricular do hipotalamo (NPV), cuja lesao



eletrolitica reduz a resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo com cianeto de
potassio i.v. Uma outra area hipotalamica muito importante para o controle
cardiovascular € a regiao anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), cuja lesao
reduz as respostas cardiovasculares produzidas pela ativagdo colinérgica e
angiotensinérgica central e impede o desenvolvimento de diversas formas de
hipertensdo em animais. No presente estudo o objetivo foi estudar em ratos nao
anestesiados, os efeitos da lesdo aguda (1 dia) e crbnica (15 dias) da regiao AV3V
sobre as respostas pressoras produzidas pela ativacdo do NTS com injecédo do
aminoacido excitatorio glutamato e da taquicinina substancia P ou pela injecdo de
glutamato na area RVL, além de se testar as respostas a ativagdo tanto do
barorreflexo quanto do quimiorreflexo. Para isso foram utilizados ratos com lesao
eletrolitica ou lesao ficticia da regiao AV3V aguda ou crénica e com canulas de
aco inoxidavel implantadas no NTS ou na area RVL. A pressao arterial média
(PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram registradas em ratos n&o anestesiados
que tiveram a artéria femoral canulada com tubo de polietileno (PE 10) no dia
anterior ao do registro. A veia femoral também foi canulada para inje¢cdes das
drogas periféricas para os teste de baro e quimiorreflexo. As inje¢gées centrais no
volume de 100 nl foram feitas com auxilio de uma seringa Hamilton de 5 pl.
Enquanto que nos ratos com lesao ficticia (1 e 15 dias), a inje¢ao de glutamato (5
nmol) no NTS produziu respostas pressoras (28 + 3 mmHg), a mesma inje¢cao nos
ratos com lesdo da regido AV3V produziu hipotensdo (-26 + 8 mmHg) no 1° dia
apos a lesao ou ndo modificou a PAM (2 + 8 mmHg) 15 dias apds a lesdo da

regiao AV3V. A resposta bradicardica produzida pela injecdo de glutamato no NTS
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de ratos com lesao eletrolitica aguda (-65 + 23 bpm) e crénica (-90 + 29 bpm) néo
foram diferentes das respostas bradicardicas produzidas pela injegao de glutamato
no NTS nos respectivos controles com leséo ficticia (-76 £ 13 e -90 = 15 bpm).
Diferentemente do ocorrido com injecbes de glutamato, as respostas pressoras
produzidas pelas injegbes de substancia P (0,5 e 1 nmol) no NTS de ratos com
lesdo da regidao AV3V aguda (16 £ 2 e 20 + 2 mmHg, respectivamente) ou crénica
(18 £ 1 e 20 £ 1 mmHg) nao foram diferentes das respostas pressoras produzidas
pela injecdo das mesmas doses de substédncia P no NTS de ratos com lesao
ficticia aguda (20 + 5 e 22 + 3 mmHg) ou crbnica (19 + 3 e 25 + 3 mmHgQ). As
respostas taquicardicas produzidas pela injecao de substancia P no NTS de ratos
com lesao da regiao AV3V aguda (54 + 15 e 71 + 15 bpm) e crbnica (70 = 11 e 66
+ 11 bpm) ndo foram diferentes das respostas taquicardicas produzidas pela
injecao de substancia P no NTS de ratos com lesao ficticia aguda (75 £+ 14 e 72 +
12 bpm) ou crénica (53 + 16 e 84 + 7 bpm). Por outro lado, as respostas pressoras
produzidas pelas inje¢des de glutamato (1, 5 e 10 nmol) na area RVL de ratos com
lesdo da regido AV3V aguda (9 + 4, 39 + 6 e 37 + 4 mmHg, respectivamente) ou
cronica (13 £ 6, 39 + 4 e 43 + 4 mmHg, respectivamente) foram significativamente
reduzidas em relagdo as respostas pressoras produzidas pelas inje¢bes das
mesmas doses de glutamato na area RVL de ratos com leséo ficticia aguda (33 +
5, 54 + 3 e 56 + 8 mmHg, respectivamente) ou crénica (29 + 3, 50 + 2 e 58 + 3
mmHg, respectivamente). Ndo se observaram diferengcas nas respostas
bradicardicas produzidas pelas inje¢bes de glutamato nos ratos com lesdo da

regido AV3V (aguda ou cronica) em relagdo aos ratos com lesao ficticia. As
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respostas barorreflexas produzidas pelas injegbes i.v. de fenilefrina (5 ug/kg de
peso corporal) ou nitroprussiato de sédio (30 pg/kg), assim como nas respostas
produzidas pela ativagdo do quimiorreflexo com inje¢des i.v. de cianeto de
potassio (20 e 40 ug/rato) também nao foram modificadas pela lesdo da regiao
AV3V tanto aguda como cronica. Esses resultados mostram a grande importancia
que a regiao AV3V tém para as respostas cardiovasculares dependentes da
ativagcdo do sistema nervoso simpatico e, nesse caso em especial, respostas
pressoras a ativacado glutamatérgica de areas bulbares. Pelos resultados obtidos,
pode-se sugerir, que a regidao AV3V participa de uma forma decisiva nas respostas
pressoras resultantes da injegao de glutamato no NTS e na area RVL, mas nao na
resposta pressora a inje¢cao de substancia P no NTS. Isso demonstra que o efeito
da lesédo da regiao AV3V nao depende de um comprometimento inespecifico de
mecanismos pressores. Um outro resultado importante desse estudo, € que a
lesdo da regiao AV3V nao modifica as respostas baro e quimiorreflexa, podendo
sugerir, que a resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo ndo depende unica e

exclusivamente da neurotransmissao glutamatérgica em area bulbares.
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ABSTRACT

Cardiovascular responses are integrated at different levels of the central
nervous system (CNS). Particularly the hypothalamus and brainstem areas are
involved in the control of autonomic responses and among them the cardiovascular
responses. Different areas in the brainstem, like the nucleus tract solitarii (NTS),
the rostroventrolateral medulla (RVLM), caudoventrolateral medulla (CVLM) and
the nucleus ambigus are important to cardiovascular control. These areas of the
brainstem that control the cardiovascular system receive information from
receptors present in different parts of the body, specially the pressoreceptors and
chemoreceptores and control the activity of the autonomic efferents. Injection of
the excitatory amino acid glutamate into the NTS in anesthetized rats produces
depressor response and bradycardia like barorreflex activation. Differently, in
unanesthetized rats, injection of the glutamate into the NTS produces pressor
response and bradycardia, similar to chemoreflex activation. The neuropeptide
substance P may act as neurotransmitter or neuromodulator of differents
cardiovascular reflexes and when injected into the NTS produces pressor
response. The RVLM is the main site of sympathetic output to the intermediolateral
cell column of the spinal cord. Injection of glutamate into the RVLM increases
sympathetic activity and induces pressor response. Hypotalamic areas are also
involved in the control of cardiovascular responses. For example, electrolytic
lesions in the paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), reduce the
pressor response to chemoreflex activation with potassium cyanide (KCN) iv
Another hypothalamic area important for cardiovascular control is the anteroventral

third ventricle (AV3V) region. Electrolytic lesion of the AV3V region reduces the
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cardiovascular responses produced by central colinergic and angiotensinergic
activation and abolish many forms of the experimental hypertension in animals. In
the present study, in unanesthetized rats, we investigated the effects of acute (1
day) and cronic (15 days) AV3V lesions in the pressor responses produced by NTS
activation with injection of the excitatory amino acid glutamate and substance P or
injection of glutamate into the RVLM. The responses to activation of the baroreflex
and chemoreflex were also tested. Rats with sham or electrolytic lesions of the
AV3V region and stainless steel cannulas implanted into the NTS or RVLM were
used. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were recorded in
unanesthetized rats. A polyethylene tubing was inserted into the abdominal aorta
through the femoral artery on day before the experiments. A second polyethylene
tubing was inserted in the femoral vein for the baroreflex and chemoreflex tests.
The central injections were made using 5 ul Hamilton syringes. The volume of the
central injections into the NTS and RVLM was 100 nl. In sham rats, the injection of
glutamate (5 nmol) into the NTS produce pressor response (28 + 3 mmHg). The
same dose of glutamate in acute AV3V-lesioned rats produce hypotension (-26 + 8
mmHg) in the first day after lesion or did not modify the MAP (2 + 8 mmHg) fifteen
days after AV3V lesion. The bradycardic responses produced by injection of the
glutamate into the NTS in acute (-65 + 23 bpm) or cronic (-90 + 29 bpm) AV3V-
lesioned rats were not different from the bradycardic responses produced by
glutamate into the NTS in sham-lesioned rats (-76 £+ 13 e -90 £+ 15 bpm).
Differently, the pressor response produced by injection of substance P (0,5 e 1

nmol) into the NTS in acute (16 = 2 and 20 + 2 mmHg, respectively) or chronic
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AV3V-lesioned rats (18 + 1 and 20 + 1 mmHg) were not different from the pressor
responses produced by the same doses of substance P into the NTS in acute (20 +
5 and 22 + 3 mmHg) or chronic sham rats (19 + 3 and 25 + 3 mmHg). The
tachycardic responses produced by injection of substance P into the NTS in acute
(54 £ 15 and 71 £ 15 bpm) and chronic AV3V-lesioned rats (70 + 11 and 66 + 11
bpm) were also not different from the tachycardic responses produced by
substance P into the NTS in acute (75 + 14 and 72 + 12 bpm) or chronic sham rats
(53 £ 16 e 84 + 7 bpm). The pressor responses produced by injections of
glutamate (1, 5 and 10 nmol) into the RVLM in acute (9 + 4, 39 £ 6 e 37 £ 4 mmHg,
respectively) or chronic AV3V-lesioned rats (13 + 6, 39 + 4 and 43 + 4 mmHg,
respectively) were significantly reduced compared to the pressor responses of the
same doses of glutamate into the RVLM in acute (33 £ 5, 54 + 3 and 56 + 8 mmHg,
respectively) or chronic sham rats (29 + 3, 50 + 2 and 58 + 3 mmHg, respectively).
Glutamate into the RVLM in acute or chronic sham or AV3V lesioned rats produced
no significant change in the heart rate. The baroreflex responses produced by iv
phenylephrine (5 pug/kg of body weight), sodium nitroprussiade (30 pg/kg of body
weight), or the responses produced by chemoreflex activation with iv injection of
potassium cyanide (20 and 40 ug/rato) were not modified by acute or chronic AV3V
lesion. The results show the importance of the AV3V region for the cardiovascular
responses dependent on the activation of the sympathetic nervous system and
specially the pressor responses to glutamatergic activation in the NTS and RVLM.
The integrity of the AV3V region is important for the pressor responses to injection

of glutamate into the NTS and into the RVLM, but not for the pressor response to
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injection of substance P into the NTS, which suggests that the AV3V lesion does
not non specifically affect any pressor mechanism. The AV3V lesions do not
modify the baro and chemoreflex responses, suggesting that the sympato-
excitatory responses to chemoreflex activation do not depend unique and

exclusively on glutamatergic neurotransmission in the NTS and RVLM.
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INTRODUGCAO

O bom funcionamento do sistema cardiovascular e, em particular, a
manutencdo de uma pressao arterial em niveis normais € importante para a
homeostasia garantindo a nutricdo e os suprimentos necessarios a sobrevivéncia
das células de um organismo. Embora o sistema cardiovascular possa
desenvolver seu papel, mesmo na auséncia do sistema nervoso central (SNC), &
este que detém os mecanismos refinados de ajustes capazes de regular e manter
em niveis adequados a pressao arterial, a frequéncia cardiaca e o débito cardiaco.
Esses mecanismos finos de ajustes podem ser a curto prazo (mecanismo reflexo),
bem como a longo prazo (mecanismo humoral). Esses dois mecanismos, apesar
de distintos, trabalham em conjunto e sdo importantes para a regulagéo
cardiovascular. O controle a curto prazo que atua momento a momento sobre a
pressao arterial é realizado pelo sistema nervoso auténomo sobre comando do
SNC e envolve a ativagéo de diferentes grupos de sensores periféricos. Aferéncias
periféricas que partem dos pressorreceptores, quimiorreceptores arteriais ou dos
receptores cardiopulmonares, enviam continuamente informagdes para o SNC
através de aferéncias vagais e glossofaringeas sobre como se encontra a
pressao, a concentragdo de gases e o pH do sangue. O SNC ajusta a atividade
dos eferentes autondmicos simpatico e parassimpatico as necessidades do
organismo em cada situagao.

Os pressorreceptores estéo localizados na parede do arco aértico e do seio
carotideo. Esses receptores sdo sensiveis a distengdo dessas paredes (adrtica e
carotidea) e sao importantes para a regulagédo reflexa da frequéncia cardiaca,

débito cardiaco, contratilidade miocardica, vasomotricidade e distribuicao do fluxo
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sanguineo, evitando grande variagdo da pressdo arterial e ajustando-a em
diferentes situagcbes comportamentais e emocionais do cotidiano. Além dos
barorreceptores, existem também células quimiossensiveis, localizadas no arco
aortico, corpusculos carotideos na bifurcagcdo das cardtidas e no SNC. Esses
quimiorreceptores sao responsaveis pela deteccdo da presséo parcial dos gases
circulantes (O2, CO;) e do pH do sangue. A ativagdo dos quimiorreceptores
periféricos com injecao intravenosa (i.v) de cianeto de potassio (KCN) em ratos
nao anestesiados produz ajustes cardiovasculares e ventilatorios resultando em
resposta vasoconstritora (simpato-excitacdo) e bradicardica (parassimpato-
excitacdo), juntamente com compensacgdes respiratorias (Franchini e Krieger,
1992; Haibara e cols, 1995).

Os impulsos nervosos dos receptores periféricos relacionados com o
controle cardiovascular sdo conduzidos pelos nervos vago e glossofaringeo até o
SNC, ou mais precisamente até a regido dorsal do bulbo chamada de nucleo do
trato solitario (NTS), onde essas aferéncias neurais fazem a primeira conexao
sinaptica, (Palkovits e Zaborsky, 1974). O NTS é formado por um conjunto de
neurdnios heterogéneos, localizados na porgdo dorso-medial do bulbo,
estendendo-se de forma rostrocaudal desde a extremidade caudal do nucleo
motor do nervo facial até a parte caudal da decussagao das piramides (Ciriello e
cols, 1994). A parte rostral € formada por colunas bilaterais que se unem na altura
do Obex para formar uma unica estrutura na linha média (Cottle, 1964). O
aminoacido excitatorio glutamato é considerado o principal neurotransmissor
liberado pelas aferéncias dos presso (Talman e cols, 1980; Talman, 1989; Gordon

e Talman, 1992; Colombari e cols, 1994; Machado e Bonagamba, 1992) e
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quimiorreceptores (Haibara e cols, 1995; Vardhan e cols, 1993; Zhang e Mifflin,
1993) periféricos no NTS, bem como nas areas bulbares ventrais envolvidas na
regulacao cardiovascular (Sved e Gordon, 1994). Apesar disso, 0s mecanismos
envolvidos nas respostas do glutamato injetado no NTS ainda ndo sdo bem
entendidos. Injecdo de glutamato no NTS de ratos anestesiados produz
hipotensdo e bradicardia, ou seja, uma resposta parecida com a ativagao
barorreflexa (Talman, 1989; Talman e cols, 1980). Por outro lado, em ratos nao
anestesiados, a injecdo de glutamato no NTS produz resposta pressora e
bradicardica, semelhante a ativacdo do quimiorreflexo (Colombari e cols, 1994;
Colombari e cols, 1996; Haibara e cols, 1995; Machado, 2001; Machado e
Bonagamba, 1992; Olivan e cols, 2001). A partir do NTS, as informacdes
provenientes dos receptores periféricos podem ser distribuidas para diversas
areas do cérebro, dentre as quais destacam-se as areas localizadas na regiao
ventral do bulbo que controlam as despolarizagdes do simpatico e parassimpatico
sobre o sistema cardiovascular.

Uma dessas regides € denominada de area rostroventrolateral (RVL) do
bulbo. A area RVL, que esta localizada ventralmente ao nucleo ambiguo (NA), tem
grande importancia na regulagdo da pressao arterial (Ross e cols, 1984) e é
conhecida por conter os elementos para a geracdo e manutengdo do ténus
vasomotor simpatico (Guertzenstein e Silver, 1974; Guyenet e cols, 1990;
Morrison e Reis, 1991; Chalmers e Pilowsky, 1991). Estudo eletrofisiolégico
(Morrison e cols, 1988), bem como estudos anatdmicos (Blessing e cols, 1981;
Ross e cols, 1981) demonstraram que os axOnios eferentes da area RVL

projetam-se monossinapticamente para a coluna intermédio lateral (IML) ativando
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0s neurdnios pré-ganglionares simpaticos (Brown e Guyenet, 1984). Estimulos
elétricos da area RVL produz aumento na pressao arterial e nas concentragdes
plasmaticas de vasopressina (ADH) e catecolaminas, (Ross e cols, 1984)
enquanto inibi¢cdes bilaterais dos neurénios da area RVL através de administracao
topica de tetrodoxina (bloqueador de canais de sédio) causam queda da presséo
arterial, confirmando o papel importante que a area RVL exerce sobre a pressao
arterial.

A outra area conhecida como area caudoventrolateral (CVL) do bulbo tem
acgao inibitoria sobre a area RVL e, portanto, sua atividade reduz o ténus simpatico
e pressao arterial (Guyenet, 1990). Entre as areas bulbares envolvidas no controle
cardiovascular destaca-se ainda o NA, que controla as atividades parassimpaticas
no coracdo. Dependendo do tipo de receptor envolvido, as informacbdes que
chegam ao NTS podem influenciar a atividade da area CVL e do NA (como no
caso da ativacéo dos pressorreceptores) ou influenciar a atividade da area RVL e
do NA (quando os quimiorreceptores sao ativados).

Além das conexdes com areas bulbares, ja foi demonstrado
anatomicamente conexdes do NTS com areas prosencefalicas, como nucleos
hipotaldamicos (Ricardo e Koh, 1978). Assim, informagcées do NTS podem se
projetar para areas anteriores do cérebro como o nucleo paraventricular do
hipotalamo (NPV) e supradptico (NSO) e também area septal e banda diagonal
(Jhamandas e Renaud, 1986). As despolarizagdes dos pressorreceptores também
podem influenciar diretamente a atividade de neurbnios localizados na regiao
anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), (Knuepfer e cols, 1985) ou outras

areas hipotalamicas (Spyer, 1972; Calaresu e Ciriello, 1980). Aferéncias
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catecolaminérgicas do NTS e da area RVL para a regido AV3V também ja foram
identificadas (Saper e cols, 1983). Alteracbes na atividade de areas
prosencefalicas podem resultar na alteragdo da secrecdo de hormdnios, como o
ADH que apresenta importante efeito vasoconstritor. Por outro lado, as areas
prosencefalicas estdo muito envolvidas com o controle de respostas
comportamentais podendo, portanto, modular a atividade de areas do tronco
cerebral, muitas vezes ajustando o funcionamento do sistema cardiovascular as
necessidades de determinadas respostas comportamentais, podendo ser muito
importante para a sobrevivéncia, por exemplo em situagdes de luta ou fuga.

A regido AV3V, constituida pelo tecido periventricular da porgédo anterior do
terceiro ventriculo ventral, € uma regido muito rica em receptores de angiotensina
II (ANG Il) e que tem destacada importancia no controle cardiovascular e do
equilibrio hidroeletrolitico. A lesdo eletrolitica da regido AV3V, que se estende
desde a parede anterior do terceiro ventriculo onde esta localizado o 6rgao
vasculoso da lamina terminal incluindo ainda o tecido periventricular e as porg¢des
periventriculares da area predptica e da porgdo anterior da area hipotalamica
anterior, impede o desenvolvimento de diversas formas de hipertensao
experimental em ratos, com exceg¢ao da hipertensao espontédnea (Brody e cols,
1978; Brody e cols, 1984; Brody e Johnson, 1980; Menani e cols, 1988a; Menani e
cols, 1988b). Esta mesma lesdo também bloqueia as respostas pressoras, assim
como a ingestdo de agua induzida por ANG Il periférica ou central ou também por
injecdo central do agonista colinérgico carbacol (Brody e cols, 1978; Brody e
Johnson, 1980; Menani e cols, 1990; Colombari e cols, 1992a; Colombari e cols,

1992b; Valladao e cols, 1992). A lesao eletrolitica da regidao AV3V também atenua
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a resposta pressora produzida pela oclusédo bilateral das carétidas comuns em
ratos (Menani e cols, 1988a).

A resposta pressora produzida durante a oclusdo bilateral das carétidas
comuns é devida a ativagdo de componentes dos pressorreceptores e dos
quimiorreceptores. A lesdo da regido AV3V prejudica tanto o aumento rapido
inicial da pressdo arterial, que depende principalmente da atividade dos
pressorreceptores, como também a resposta mantida de aumento da presséao
arterial que € devido principalmente a isquemia cerebral (Menani e cols, 1988a;
Bedran de Castro e cols, 1993). Além da regido AV3V, ja foi demonstrado também
que a lesao eletrolitica do fasciculo prosencefalico medial (FPM) ou a desconexao
entre o hipotalamo anterior e o hipotalamo médio com uma pequena faca produz
uma reducao do segundo componente da resposta pressora a oclusdo da carétida
(Lopes e cols, 1977; Lopes e cols, 1981; Bedran de Castro e cols, 1986; Bedran
de Castro e cols, 1993). Um importante estudo recentemente também demonstrou
que a resposta pressora produzida pela ativagao do quimiorreflexo com KCN i.v.
foi abolida pela lesdo do NPV (Olivan e cols, 2001). Certamente, esses estudos
sugerem que regides prosencefalicas podem ser importantes para o aparecimento
de respostas dependentes da ativacdo dos pressorreceptores arteriais e/ou dos
quimiorreceptores.

Nos ultimos anos muitos estudos foram feitos com objetivo de se identificar
possiveis neurotransmissores do NTS que estariam envolvidos com o controle de
respostas cardiovasculares e diferentes neurotransmissores e/ou
neuromoduladores ja foram identificados (Nijkamp e De Jong, 1975; Perrone,

1981; Talman e cols, 1980). Dentre eles estdo as monoaminas (dopamina,
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noradrenalina, adrenalina e serotonina), a acetilcolina, amindacidos como
glutamato, GABA, aspartato e acido L-homocisteico, também neuropeptieos como
a substancia P e a vasopressina (Palkovits e Jacobowits, 1974; Swanson e
Hartman, 1975; Gillis e cols, 1980; Perrone, 1981; Armstrong e cols, 1981).
Estudos  neuroquimicos, fisiologicos, farmacolégicos e  observacdes
neuroanatbmicas evidenciaram que o aminoacido glutamato poderia ser o
neurotransmissor envolvido na neurotransmissdo do barorreflexo no NTS. A
injecdo de glutamato no NTS particularmente na porgao intermediaria (NTSi) de
ratos anestesiados sempre produz hipotensao e bradicardia que sao as respostas
observadas quando os pressorreceptores sao estimulados (Talman e cols, 1980;
Machado e Bonagamba, 1992; Ohta e Talman, 1994). Porém, em animais nao
anestesiados, a injegdo de glutamato no NTSi, geralmente produz resposta
pressora acompanhada de bradicardia (Machado e Bonagamba, 1992; Colombari
e cols, 1994).

Estudo de (Granata e Woodruff, 1980), mostrou que um outro
neurotransmissor que age no NTSi causando resposta pressora é a substancia P
(SP). A SP é um undecapeptideo pertencente a classe das taquicininas e estudos
radiograficos j& mostraram a presenca de receptores para a SP no NTSi de ratos
(Helke e cols, 1984). Evidéncias indicam que a SP pode atuar como
neurotransmissor e/ou neuromodulador das aferéncias de presso e
quimiorreceptores no NTS (Miura e cols, 1987; Lindefors e cols, 1986; Srinivasan
e cols, 1991; Morilak e cols, 1988; Chan e cols, 1995; Seagard e cols, 2000) além
da co-participagao de ambos, SP e glutamato, no controle cardiovascular (Rusin e

cols, 1993; Long e cols, 1996; Heppenstall e Fleetmood-Walker, 1997; Liu e cols,
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1998). Resultados recentes demonstraram que injegcdo de substancia P uni ou
bilateralmente no NTSi de ratos ndo anestesiados produz significativas respostas
pressoras e taquicardicas possivelmente devidas a potencializacdo que esse
peptideo poderia ter em vias relacionadas com o quimiorreflexo (Abdala e cols,
1999). Além disso, estudos sugerem a participagcdo da substédncia P como
neuromodulador dos reflexos cardiovasculares e respiratérios no NTS (Gatti e
cols, 1995; Lawrence e Jarrot, 1996).

Sabe-se também que a resposta pressora produzida pela inje¢cdo de
glutamato no NTS depende da ativagao simpatica (Machado e Bonagamba, 1992)
e assim envolve a ativacao de outras areas bulbares para ser desencadeada. Uma
das principais areas ativadas pelo NTS e que é responsavel pela atividade de
neurdnios simpaticos é a area RVL. A ativacdo de quimiorreceptores periféricos
provoca 2 respostas distintas, uma simpato-excitatéria e outra parassimpato-
excitatoria. A resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo envolve projegdes do
NTS para a area RVL (Guyenet e Koshiya, 1992; Ross e cols, 1985; Urbanski e
Sapru, 1988). Nesse caso uma outra area importante para respostas dependentes
do sistema nervoso simpatico e que poderia ter o funcionamento afetado pela
lesdo da regido AV3V seria a area RVL. Injecdbes em doses adequadas de
glutamato na area RVL produz significativas respostas pressoras (Martins-Pinge e

cols, 1999; Sun, 1995; Willette e cols, 1983; De Paula e Machado, 2001).
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OBJETIVOS
Investigar por meio de lesdo eletrolitica e em ratos nao-anestesiados o
possivel envolvimento da regido AV3V nas alteragcbes da pressao arterial e
frequéncia cardiaca produzidas pelas inje¢des de glutamato e SP no NTS e de
glutamato na area RVL. Em adi¢do, os efeitos da lesdo da regido AV3V sobre as
respostas cardiovasculares produzidas pela ativagdo do barorreflexo com injecoes
i.v. de fenilefrina e nitroprussiato de sédio e do quimiorreflexo com KCN i.v.

também foram estudadas em ratos ndo anestesiados.
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MATERIAIS E METODOS

1- Animais

Foram utilizados ratos Holtzman com pesos em torno de 280-300 g,
mantidos em gaiolas individuais com racdo Guabi e agua. Os ratos, fornecidos
pelo Biotério do Campus de Araraquara da UNESP, foram mantidos em ambiente

com temperatura controlada (23 + 2 °C) e com iluminag&o das 7:30 as 20:00 h.

2- Cirurgia cerebral

Lesao eletrolitica da reqgido AV3V

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal)
associada a xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho
estereotaxico (modelo Kopf 900). O lambda e o bregma foram utilizados como
referéncia para nivelar as cabegas dos ratos. Apds a localizagdo do bregma, foi
determinado o ponto de introdugdo do eletrodo na cabeca dos ratos. Nesse ponto
foi feita uma trepanacéo do osso do cranio com uma broca esférica, abrindo-se um
orificio de aproximadamente 1,5 mm de didmetro. Para a lesdo eletrolitica da
regiao AV3V, um eletrodo de acgo inoxidavel (0,4 mm de didmetro) foi introduzido
no cérebro do rato 0,0 mm do bregma, na linha média e numa profundidade de 7
mm abaixo da dura-mater. A lesao foi realizada pela passagem de uma corrente
elétrica de 2 mA durante 10 segundos. Ratos com lesao ficticia foram submetidos
aos mesmos procedimentos cirurgicos, com excecdo da passagem da corrente

elétrica.
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Implante de canulas cerebrais

Imediatamente apds a lesdo da regiao AV3V ou lesao ficticia, utilizando-se
o segundo brago do estereotaxico foi feito os implantes das céanulas
unilateralmente no NTS ou na area RVL, conforme o protocolo a ser estudado.
Utilizando-se o bregma foi determinado o ponto de introdugcdo da canula de ago
inoxidavel nas cabecas dos ratos. Nesse ponto, houve uma trepanagao do 0sso
do cranio com uma broca esférica. Para o NTS, as canulas foram posicionadas
14,3 mm caudal ao bregma, 0,5 mm lateral e 7,8 mm abaixo do osso. Para a area
RVL, as canulas foram posicionadas 3,6 mm caudal ao lambda, 1,9 mm lateral e
7,0 mm abaixo da dura-mater. As canulas foram fixadas nas cabegas dos ratos

com resina acrilica presa a dois parafusos presos na calota craniana.

3- Injecao das drogas no cérebro

As drogas dissolvidas em solugéo salina fisiolégica foram injetadas no
cérebro dos ratos utilizando-se uma seringa Hamilton (5 ul), conectada por um
tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora que foi introduzida no cérebro pela
canula guia previamente fixada no cranio. Para o NTS e para a area RVL, as
canulas injetoras foram 2,0 e 1,5 mm respectivamente, mais longas do que as

canulas guias.

4- Drogas utilizadas
Glutamato sddico (1, 5 e 10 nmol/100 nl) ou salina foram injetados na area

RVL. Substancia P (0,5 e 1 nmol/100 nl), glutamato sédico (5 nmol/100 nl) ou
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salina foram injetados no NTS. Cloridrato de fenilefrina (5 ng/kg de peso corporal),
nitroprussiato de sodio (30 pg/kg de peso corporal) e cianeto de potassio (KCN, 20
e 40 pg/0,1 ml/rato) foram injetados i.v. para se testar os reflexos

cardiovasculares.

As drogas foram adquiridas da Sigma Chemical Co, USA.

5- Medida da pressao arterial e freqiliéncia cardiaca

A pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram
registradas em ratos ndo anestesiados submetidos a canulagdo prévia (um dia
antes do registro) da artéria femoral com um tubo de polietileno PE 10, o qual foi
conectado com um tubo de polietileno PE 50 que, conduzido subcutaneamente, foi
exteriorizada pelo dorso do animal. O tubo PE 50 foi conectado com um transdutor
de pressao (Stathan P 23 Db) acoplado a um sistema computadorizado de registro
(Mac Lab/Power Lab). A veia femoral também foi canulada com tubo de PE 10
conectado com PE 50 e exteriorizada pelo dorso do animal para injecdo das

drogas periféricas para os testes reflexos.

6- Histologia cerebral

Terminados os experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados.
A seguir, os mesmos foram submetidos a uma perfusao cerebral por meio de
injecdo no coracéo de solugao salina tamponada (50 ml) seguida de perfusdo com
solucdo de formalina a 10% (50 ml). A seguir, os cérebros foram retirados e

fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes transversais (50 um de
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espessura) foram feitos nos pontos de injecdo ou lesdo com auxilio de um
microtomo de congelamento (Leica). Os cortes histolégicos foram montados em
lamina, corados pelo método de Giemsa e analisados para se localizar os pontos

das inje¢des na area RVL ou no NTS e a lesédo na regiao AV3V.

7-Analise dos resultados

Os resultados foram tabelados utilizando-se o programa de computador
Excel. A média e o erro padrédo da média foram representados em graficos. Foi
utilizado analise de variancia e o teste de Newman Keuls para as comparagdes
entre diferentes tratamentos. Diferengas foram consideradas significantes para p <

0,05.
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS EXECUTADOS

1 - Efeitos da lesdao da regidao AV3V nas respostas cardiovasculares
produzidas pela inje¢cao de glutamato no NTS.

Os registros de PAM e da FC foram realizados 1 dia (grupo agudo) e 15
dias (grupo crbnico) apods a lesdo da regido AV3V ou ficticia e 1 dia apos a
canulagcao da artéria e veia femoral.

Apds um periodo controle de registro da PAM e FC de 15 a 20 minutos
foram iniciadas as inje¢des no NTS. A primeira inje¢ao foi de salina (controle). Em
seguida foi injetado glutamato (5 nmol/100 nl). Foi aguardado sempre um periodo

de no minimo 15 minutos entre duas injegdes no NTS.

2- Efeitos da lesdo da regido AV3V nas respostas cardiovasculares
produzidas pela injecao de substancia P no NTS.

Os registros de PAM e da FC foram realizados 1 dia (grupo agudo) e 15
dias (grupo crénico) da lesédo da regido AV3V ou ficticia e 1 dia apds a canulagao
da artéria e veia femoral.

Inicialmente, foram feitas as inje¢des periféricas, para os testes de baro e
quimiorreflexo. Apés 15 minutos foi feita a primeira injecao central (salina). Apos 5
minutos, foi injetado a substancia P na dose de (0,5 nmol/100 nl). Esperou-se 1
hora e nova injecdo de substancia P foi administrada, agora da dose de (1

nmol/100 nl).
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3- Efeitos da lesdao da regidao AV3V nas respostas cardiovasculares
produzidas pela inje¢ao de glutamato na area RVL.

Os registros de PAM e da FC foram realizados 1 dia (grupo agudo) e 15
dias (grupo crénico) apos a lesdo da regido AV3V ou ficticia e 1 dia apos a
canulagao da artéria e veia femoral.

Apds um periodo controle de registro da PAM e FC de 15 a 20 minutos
foram iniciadas as injegbes na area RVL. A primeira inje¢cdo foi de salina
(controle). Em seguida foi injetado o glutamato em doses crescentes (1, 5 e 10
nmol/100 nl) no mesmo animal. Foi aguardado sempre um periodo de no minimo

15 minutos entre duas inje¢cdes na area RVL.

4- Teste do baro e quimiorreflexo em ratos com lesao eletrolitica ou ficticia
da regidao AV3V.

Em todos os ratos que foram registrados a pressao arterial e a frequéncia
cardiaca, além dos efeitos do glutamato e da substéncia P no NTS e glutamato na
area RVL foram estudados o baro e quimiorreflexo.

No minimo 20 minutos apds as inje¢des centrais de glutamato ou antes das
injecdes de substancia P, os ratos receberam inje¢des i.v. de KCN (20 e 40 ng/0,1
ml/rato), fenilefrina (5 ng/kg de peso corporal) e nitroprusssiato de sodio (30 ng/kg
de peso corporal). Foi aguardado sempre um periodo de no minimo 5 minutos

entre as injegdes i.v.
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RESULTADOS

1 - Analise histolégica

A figura 1 mostra uma lesdo tipica da regido AV3V em um rato
representativo dos grupos lesados. A lesdo da regidao AV3V localiza-se entre a
comissura anterior e a base do terceiro ventriculo com destruicao bilateral do
tecido periventricular desde a lamina terminal até o hipotalamo anterior. As
estruturas que sdo completamente destruidas pela lesdo da regido AV3V séo a
parede anterior do terceiro ventriculo que inclui o 6rgdo vasculoso da lamina
terminal (OVLT), nucleo pré-éptico periventricular, parte ventral do nucleo pré-
Optico mediano. Destruicdo parcial do nucleo pré-6ptico medial e do nucleo
hipotalamico anterior também foi observado em alguns animais.

Na figura 2 esta ilustrado o local tipico das injegbes na area RVL. As
injecdbes na area RVL localizaram-se ventralmente ao nucleo ambiguo e
imediatamente caudal ao nucleo facial.

Como mostrado na figura 3, as injegcbes no NTS foram feitas no NTS

medial, lateralmente a area postrema.
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Figura 1: Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um
animal, indicando (seta) a area da leséo da regiao anteroventral do terceiro
ventriculo (AV3V). Como referéncia anatémica temos a comissura anterior
(CA).
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Figura 2: Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (seta) o sitio de injecdo na area rostroventrolateral do bulbo (RVL).
Como referéncia anatdmica temos o nucleo ambiguo (contornado pelo circulo -
NA).
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Figura 3: Fotomicrografia de um corte histolégico do cérebro de um animal,
indicando (seta) o sitio de injegdo no nucleo do trato solitario (NTS). Como
referéncia anatdmica temos a area postrema (AP).
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2- Efeitos da lesdo da regido AV3V nas respostas cardiovasculares
produzidas pela inje¢ao de glutamato no NTS.

A PAM basal dos animais com lesao aguda (1 dia) e crénica (15 dias) da
regidao AV3V (115 + 4 e 118 £ 6 mmHg, respectivamente), nao foi diferente da
PAM basal dos ratos com lesao ficticia nos mesmos periodos (116 + 3 e 114 £ 4
mmHg, respectivamente), [F(3, 33) = 0,181; p > 0,05]. A FC basal dos animais
com lesdo aguda e cronica da regiao AV3V (366 + 8 e 352 = 10 bpm,
respectivamente), também nao foi diferente da FC basal dos animais com lesao
ficticia nos mesmos periodos (364 + 14 e 360 + 14 bpm, respectivamente),
[F(3,33) = 0,248; p > 0,05].

As respostas cardiovasculares produzidas pela injecdo de glutamato (5
nmol/100 nl) no NTS de ratos com leséo aguda e crénica da regiao AV3V (-26 + 8
e 2 + 8 mmHg, respectivamente), foram diferentes das respostas cardiovasculares
produzidas pela injecdo da mesma dose de glutamato em ratos com lesao ficticia
nos mesmos periodos (28 + 3 e 27,5 + 3 mmHg, respectivamente), [F(3, 33) =
18,588; p < 0,001], (Figura 4).

As bradicardias produzidas pela inje¢ao de glutamato (5 nmol/100 nl) no
NTS em ratos com lesdo aguda e crbénica da regido AV3V (-65 + 26 e -90 + 29
bpm, respectivamente), nao foram diferentes das bradicardias produzidas pelo
glutamato no NTS em animais com leséo ficticia nos mesmos periodos (-76 + 13 e
-90 + 15 bpm, respectivamente), [F(3, 33) = 0,315; p > 0.05], (Figura 4).

Injecdo de salina no NTS n&o promoveu alteragées na pressao arterial e

nem na frequéncia cardiaca em nenhum dos grupos estudados.
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Na figura 5 estdo apresentados tragados tipicos de ratos representativos
dos grupos com lesao aguda e cronica da regido AV3V ou lesao ficticia que

receberam injecdes de glutamato na dose de 5 nmol no NTS.
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Figura 4: Respostas pressoras e bradicardicas produzidas pela inje¢céo de
glutamato (5 nmol) em ratos com lesao da regiao AV3V (1 e 15 dias) ou
lesdo ficticia (controle). Os resultados estdo expressos como médias +
EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de animais.
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Figura 5: Tracados de trés ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos
pelo glutamato (5 nmol/100 nl — setas) injetado no NTS em (A) ratos com
lesao ficticia, (B) lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V e (C) leséo crbnica
(15 dias) da regiao AV3V.
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3- Efeitos da lesdao da regiao AV3V nas respostas pressoras e taquicardicas
produzidas pela injecao de substancia P no NTS.

A PAM basal dos animais com lesao aguda (1 dia) e crdénica (15 dias) da
regidao AV3V (116 = 4 e 123 £+ 3 mmHg, respectivamente), nao foi diferente da
PAM basal dos ratos com lesao ficticia nos mesmos periodos (109 + 3 e 116 £ 3
mmHg, respectivamente), [F(3, 29) = 2,260; p > 0,05]. A FC basal dos animais
com lesdo aguda (1 dia) e crénica (15 dias) da regido AV3V (376 + 16 e 383 + 14
bpm, respectivamente), também n&o foi diferente da FC basal dos animais com
lesdo ficticia nos mesmos periodos (352 + 11 e 348 + 6 bpm, respectivamente),
[F(3,29) = 1,264; p > 0,05].

As respostas pressoras produzidas pelas inje¢cdes de substancia P (0,5 e 1
nmol/100 nl) no NTS de ratos com lesdo aguda (16 = 2 e 20 + 2 mmHg,
respectivamente) e cronica (17,5 £ 1 e 20 + 0,8 mmHg, respectivamente) nao
foram diferentes daquelas produzidas pelas mesmas doses de substancia P
injetadas no NTS dos ratos com leséo ficticia aguda (20 £+ 5 e 22 + 3 mmHg,
respectivamente) ou cronica (19 + 3 e 25 + 3 mmHg, respectivamente), [ F(7,46) =
0,895; p > 0,05], (Figura 6).

As respostas taquicardicas produzidas pelas inje¢des de substancia P (0,5
e 1 nmol/100 nl) no NTS de ratos com lesdo aguda (54 + 15 e 71 £ 15 bpm,
respectivamente) e crénica (70 + 11 e 66 + 12 bpm, respectivamente) também nao
foram diferentes daquelas produzidas pelas mesmas doses de substancia P

injetadas no NTS dos ratos com lesao ficticia aguda (75 £ 13 e 72 £+ 12 bpm,
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respectivamente) ou cronica (53 + 16 e 84 + 7 bpm, respectivamente), [ F(7,46) =
0,500; p > 0,05],(Figura 6).

Injecdo de salina no NTS ndo promoveu alteragdes na pressao arterial e
nem na frequéncia cardiaca em nenhum dos grupos estudados.

Nas Figuras 7 e 8 estdo apresentados tragcados tipicos de ratos
representativos dos grupos com lesao da regido aguda ou ficticia da regiao AV3V
e nas figuras 9 e 10, os tragados representativos de ratos com lesédo crdnica ou
ficticia da regidao AV3V que receberam injegdes no NTS de substancia P nas

doses de 0,5 e 1 nmol, respectivamente.
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Figura 6: Respostas pressoras e taquicardicas produzidas pela injegcao
de substancia P (0,5 e 1 nmol) em ratos com lesdo aguda (1 dia) ou
cronica (15 dias) da regiao AV3V ou lesdo ficticia (controle). Os
resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o numero de animais.
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Figura 7: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatii (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecdo de substancia P (0,5 nmol/100 nl) no NTS. Em (A), rato com leséo
ficticia e em (B), rato com lesédo aguda (1 dia) da regiao AV3V.
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Figura 8: Tragados de dois ratos representativos dos grupos testados mostrando
os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela injecdo de
substancia P (1 nmol/100 nl) no NTS. Em (A), rato com les&o ficticia e em (B),
rato com lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V.
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Figura 9: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados mostrando
os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressédo arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela injecao de
substancia P (0,5 nmol/100 nl) no NTS. Em (A), rato com lesao ficticia e em (B),
rato com lesao crénica (15 dias) da regiao AV3V.
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Figura 10: Tragcados de dois ratos representativos dos grupos testados

mostrando os
arterial média

efeitos sobre pressao arterial pulsatii (PAP, mmHg), pressao
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela

injecao de substancia P (1 nmol/100 nl) no NTS. Em (A), rato com lesao ficticia

e em (B), rato

com lesao crénica (15 dias) da regiao AV3V.
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4- Efeitos da lesdo da regido AV3V nas respostas cardiovasculares
produzidas pela inje¢ao de glutamato na area RVL.

A PAM basal dos animais n&o foi modificada pela lesdo aguda (1 dia) da
regiao AV3V (120 + 3 mmHg, vs. lesao ficticia: 126 + 2 mmHg), [F(1, 22) = 3.028;
p > 0,05] ou crbénica (15 dias), (117 £ 3 mmHg, vs. leséo ficticia: 120 + 2 mmHg),
[F(1,18) = 1.145; p > 0,05]. A FC basal nos animais com 1 dia de lesdo da regido
AV3V (428 + 13 bpm) foi maior do que a FC basal dos animais com lesao ficticia
(368 + 14 bpm), [F(1, 22) = 7.640; p< 0,05], mas a lesao cronica da regiao AV3V
nao modificou a FC basal (341 = 10 bpm, vs. les&o ficticia: 360 = 11 bpm), [F(1.18)
=1.671; p> 0,05].

As respostas pressoras produzidas pelas injecdes de glutamato (1, 5 e 10
nmol/100 nl) na area RVL dos ratos com lesdo aguda da regido AV3V (9 £+ 4, 39 +
6 e 37 + 4 mmHg, respectivamente) foram menores do que aquelas produzidas
pelas mesmas doses de glutamato injetado na area RVL dos animais com lesao
ficticia (33 =+ 5, 54 + 3 e 56 + 8 mmHg, respectivamente), [F(7, 70) = 26,474; p <
0,001], (Figura 11). A resposta produzida pela dose de 1 nmol de glutamato
injetada nos animais com lesdo da regido AV3V, nao foi diferente daquela
produzida pelas injecdes de salina nos mesmos animais ou nos animais com lesao
ficticia.

As alteragbes de FC produzidas pelas injegbes de glutamato (1, 5 e 10
nmol/100 nl) na area RVL tanto em ratos com lesdo aguda da regiao AV3V, (4 + 4,
-39 + 16 e -32 + 37 bpm, respectivamente) como em animais com lesao ficticia (-9

+ 7, -12 + 12 e -39 + 18 bpm, respectivamente) ndo foram diferentes das
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alteragdes apds injecdo de salina na area RVL, [F(7, 70) = 1,451; p > 0,05],
(Figura 11).

As respostas pressoras produzidas pelas injecdes de glutamato (1, 5 e 10
nmol/100 nl) na area RVL dos ratos com leséo crénica da regidao AV3V (13 + 6, 39
+ 4 e 43 £+ 4 mmHg, respectivamente) também foram menores do que aquelas
produzidas pelas mesmas doses de glutamato injetado na area RVL dos animais
com leséo ficticia (29 + 3, 50 + 2 e 58 + 3 mmHg, respectivamente), [F(7, 68) =
46.012; p < 0,001], (Figura 12).

As alteragbes de FC produzidas pelas injegdes de glutamato (1, 5 e 10
nmol/100 nl) na area RVL tanto em ratos com les&o crénica da regido AV3V (-11 +
7,-11 £ 19 e -16 + 10 bpm, respectivamente) como em animais com lesao ficticia
(-13 + 6, -18 + 18 e —61 = 25 bpm, respectivamente) ndo foram diferentes das
alteragdes que ocorreram apos a injecao de salina na area RVL, [F(7. 68) = 1.802;
p > 0,095], (Figura 12).

Nas figuras 14, 15 e 16 estdo apresentados tragcados tipicos de ratos
representativos dos grupos com lesao aguda da regiao AV3V ou lesao ficticia e
nas figuras 17, 18 e 19 estdo apresentados tragcados tipicos de ratos
representativos dos grupos com les&o crbnica da regido AV3V ou lesao ficticia que

receberam injecdes de glutamato nas doses de 1, 5 e 10 nmol na area RVL.
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Figura 11: Alteragcbes da pressédo arterial média e frequéncia cardiaca
produzidas pela injecdo de glutamato (1, 5 e 10 nmol) em ratos com leséo
da regido AV3V (1 dia) ou leséo ficticia (controle). Os resultados estao
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero
de animais.
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Figura 12: Alteragbes da pressao arterial média e frequéncia cardiaca
produzidas pela inje¢ao de glutamato (1, 5 e 10 nmol) em ratos com lesao da
regiao AV3V (15 dias) ou lesado ficticia (controle). Os resultados estao
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de

animais.
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Figura 13: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecao de salina (100 nl) na area RVL. Em (A), rato com leséo ficticia e em (B),
rato com lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V.
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Figura 14: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséo
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecao de glutamato (1 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com leséo ficticia
e em (B), rato com lesédo aguda (1 dia) da regiao AV3V.
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Figura 15: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatii (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecédo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com leséo
ficticia e em (B), rato com lesdo aguda (1 dia) da regiao AV3V.
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Figura 16: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecdo de glutamato (10 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com lesao
ficticia e em (B), rato com lesédo aguda (1 dia) da regiao AV3V.
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Figura 17: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressado arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecao de glutamato (1 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com lesao ficticia
e em (B), rato com les&o crénica (15 dias) da regiao AV3V.
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Figura 18: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséo
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecao de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com leséo ficticia
e em (B), rato com les&o crbnica (15 dias) da regiao AV3V.
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Figura 19: Tracados de dois ratos representativos dos grupos testados
mostrando os efeitos sobre pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséo
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) produzidos pela
injecao de glutamato (10 nmol/100 nl) na area RVL. Em (A), rato com leséo
ficticia e em (B), rato com lesao crénica (15 dias) da regiao AV3V.
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5- Respostas pressoras e bradicardicas induzidas pela ativagcao do
quimiorreflexo com injegao i.v. de KCN nos ratos com lesao da regidao AV3V
pertencentes aos diferentes grupos estudados.

As respostas pressoras e bradicardicas produzidas pela injecéo i.v. de KCN
(20 e 40 ng) foram testadas em todos os ratos que receberam injecées no NTS ou
na area RVL e os resultados apresentados pelos diferentes grupos de ratos com
lesdo aguda (1 dia) ou crénica (15 dias) da regido AV3V ou lesao ficticia estao
apresentados nas Figuras 20 e 21.

As respostas pressoras produzidas pela inje¢ao i.v. de KCN (20 pg) nos
diversos grupos de ratos com lesao aguda, [F(5, 51) = 1,087; p > 0,05] ou crbnica
da regido AV3V [F(5, 42) = 1,247; p > 0,05] ndo foram diferentes daquelas
observadas nos ratos com leséo ficticia, (Figura 20). As respostas bradicardicas
produzidas pela inje¢ao i.v. de KCN (20 pg) nos diversos grupos de ratos com
lesdo aguda, [F(5, 51) = 1,138; p > 0,05], ou crénica da regido AV3V [F(5, 42) =
2,244; p > 0,05] também nao foram diferentes das respostas nos ratos com lesao
ficticia (Figura 20).

As respostas pressoras produzidas pela injecéo i.v. de KCN (40 ug) nos
diversos grupos de ratos com lesao aguda, [F(5, 49) = 0,126; p > 0,05] ou crbnica
da regiao AV3V [F(5, 42) = 0,783; p > 0,05], assim como as respostas
bradicardicas produzidas pela injegcédo i.v. de KCN (40 ug) nos ratos com lesao
aguda, [F(5, 49) = 0,193; p > 0,05] ou crbnica da regiao AV3V [F(5, 42) = 1,099; p
> 0,05], também nao foram diferentes das respostas observadas nos ratos com

leséo ficticia, (Figura 21).
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Figura 20: Alteracbes da pressao arterial média e frequéncia cardiaca produzidas
pela injegdo i.v. de KCN (20 ng) em ratos com lesdo aguda (1 dia, painéis a
esquerda) ou cronica (15 dias, painéis a direita) da regido AV3V ou lesao ficticia
(controle) pertencentes aos grupos de ratos que receberam inje¢des de glutamato
no NTS (Glu NTS), substancia P no NTS (SP NTS) ou glutamato na area RVL (Glu
RVL). Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o numero de animais.
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Figura 21: Alteracbes da presséao arterial média e frequéncia cardiaca produzidas
pela injegao i.v. de KCN (40 nug) em ratos com lesdo aguda (1 dia, painéis a
esquerda) ou crbénica da regidao AV3V (15 dias, painéis a direita) ou lesao ficticia
(controle) pertencentes aos grupos de ratos que receberam inje¢des de glutamato
no NTS (Glu NTS), substancia P no NTS (SP NTS) ou glutamato na area RVL (Glu
RVL). Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta

indicado o nUmero de animais.
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6- Respostas pressoras e bradicardicas induzidas pela injegdo i.v. de
fenilefrina nos ratos com lesao da regiao AV3V pertencentes aos diferentes
grupos estudados.

As respostas pressoras e bradicardicas produzidas pela injegéo i.v. de
fenilefrina (5 ng/kg) foram testadas em todos os ratos que receberam injecées no
NTS ou na area RVL e os resultados apresentados pelos diferentes grupos de
ratos com lesédo aguda (1 dia) ou crénica (15 dias) da regido AV3V ou lesao ficticia
estdo apresentados na Figura 22.

As respostas pressoras produzidas pela injegao i.v. de fenilefrina (5 pg/kg
de peso corporal) em ratos com lesao aguda, [F(5, 49) = 1,160; p > 0,05], ou
cronica da regiao AV3V, [F(5, 41) = 0,468; p > 0,05], assim como as respostas
bradicardicas nos ratos com lesdo AV3V aguda, [F(5, 49) = 0,632; p > 0,05], ou
cronica, [F(5, 41) = 1,012; p > 0,05], ndo foram diferentes das respostas pressoras
e bradicardicas produzidas pela fenilefrina i.v. nos ratos com lesao ficticia, (Figura

22).
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Figura 22: Alteracbes da presséao arterial média e frequéncia cardiaca produzidas
pela injecao i.v. de fenilefrina (5 pug/kg de peso corporal) em ratos com lesao
aguda (1 dia, painéis a esquerda) ou crbnica da regiao AV3V (15 dias, painéis a
direita) ou lesao ficticia (controle) pertencentes aos grupos de ratos que
receberam inje¢cdes de glutamato no NTS (Glu NTS), substancia P no NTS (SP
NTS) ou glutamato na area RVL (Glu RVL). Os resultados estdo expressos como
médias = EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de animais.
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7- Respostas hipotensoras e taquicardicas induzidas pela inje¢ao i.v. de
nitroprussiato de sédio nos ratos com lesdo da regiao AV3V pertencentes
aos diferentes grupos estudados.

As respostas hipotensoras e taquicardicas produzidas pela injecéo i.v. de
nitroprussiato de sodio (30 ug/kg de peso corporal) foram testadas em todos os
ratos que receberam injecdes no NTS ou na area RVL e os resultados
apresentados pelos diferentes grupos de ratos com lesdo aguda (1 dia) ou crénica
(15 dias) da regiao AV3V ou leséo ficticia estdo apresentados na Figura 23.

As respostas hipotensoras produzidas pela injec&o i.v. de nitroprussiato de
sédio (30 ug/kg de peso corporal) em ratos com lesdo aguda, [F(5, 49) = 0,613; p
> 0,05], ou crénica da regiao AV3V, [F(5, 41) = 0,767; p > 0,05], assim como as
respostas taquicardicas produzidas pelas injegdes de nitroprussiato de sodio em
ratos com lesdo aguda, [F(5, 49) = 0,549; p > 0,05] ou crbénica da regiao AV3V,
[F(5, 41) = 1,303; p > 0,05], na foram diferentes daquelas produzidas pelo

nitroprussiato de sddio i.v. nos ratos com lesao ficticia, (Figura 23).
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Figura 23: Alteracdes da pressao arterial média e frequéncia cardiaca produzidas
pela injegdo i.v. de nitroprussiato de sodio (30 ug/kg de peso corporal) em ratos
com lesao aguda (1 dia, painéis a esquerda) ou crdnica da regiao AV3V (15 dias,
painéis a direita) ou lesao ficticia (controle) pertencentes aos grupos de ratos que
receberam inje¢cdes de glutamato no NTS (Glu NTS), substancia P no NTS (SP
NTS) ou glutamato na area RVL (Glu RVL). Os resultados estdo expressos como
médias = EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de animais.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostram que as respostas pressoras
produzidas pela ativagao glutamatérgica tanto do nucleo do trato solitario (NTS),
quanto da area rostroventro lateral (RVL) do bulbo s&o prejudicadas em ratos com
lesdo da regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), enquanto que a
resposta pressora produzida pela inje¢do de substancia P no NTS nao é
modificada pela lesdo da regido AV3V. Na verdade, o aumento da presséao arterial
produzido pela injecdo de glutamato no NTS de ratos ndo anestesiados é
transformada em resposta hipotensora nos ratos com lesdo aguda (1 dia) da
regiao AV3V, e abolida nos ratos com lesédo cronica (15 dias). A bradicardia que
ocorre simultaneamente com o aumento da pressao arterial média (PAM) nao é
afetada pela lesdo aguda ou crénica da regido AV3V. Os presentes resultados
sugerem o envolvimento de mecanismos dependentes de areas prosencefalicas,
em especial da regido AV3V, nas respostas pressoras induzidas pelo glutamato
em area bulbares. Por outro lado, as respostas pressoras e taquicardicas
produzidas pela estimulagdo do NTS com substédncia P ndo dependem da
integridade da regiao AV3V, pois as lesbes da regidao AV3V aguda ou cronica néo
modificaram essas respostas. A substancia P € um peptideo pertencente a classe
das taquicininas e diversos estudos tem indicado que essa substancia age como
neuromodulador (Gatti e cols, 1995; Lawrence e Jarrot, 1996) ou neurotransmissor
das aferéncias dos baro e quimiorreceptores no NTS, podendo ser liberada
juntamente com o glutamato (Otsuka e Yoshioka, 1993). Considerando-se os
resultados da injecdo de glutamato no NTS e na area RVL, ndo podemos ainda

concluir se os efeitos da lesao da regido AV3V sao especificos para as respostas
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pressoras produzidas pelo glutamato no NTS ou na area RVL, mas o fato da lesao
da regidao AV3V nao modificar a resposta pressora produzida pela substancia P
injetada no NTS, mostra que a lesdo da regido AV3V n&o afeta de maneira
inespecifica as respostas pressoras produzidas por qualquer neurotransmissor
injetado nessas areas bulbares, ou seja, mesmo apds a lesdo da regiao AV3V,
alguns mecanismos pressores bulbares continuam intactos e respondem
normalmente, como € o caso da injecdo de substancia P no NTS.

O efeito pressor da injegao de glutamato no NTS de ratos n&o anestesiados
foi demonstrado ha alguns anos (Machado e Bonagamba, 1992; Colombari e cols,
1994). O fato do glutamato produzir resposta pressora quando injetado no NTS de
ratos nao anestesiados foi uma surpresa, uma vez que até entdo o glutamato era
considerado o mediador quimico liberado pelas aferéncias dos pressorreceptores
no NTS, ou seja, no ponto onde as aferéncias dos pressorreceptores realizam a
primeira sinapse no sistema nervoso central. Esse papel do glutamato como
mediador quimico das aferéncias do pressorreceptores era sempre facilmente
demonstrado e comprovado quando se observava que a injegao de glutamato no
NTS de ratos anestesiados produzia imediatamente hipotenséo e bradicardia, ou
seja, respostas tipicas produzidas pela ativagao dos pressorreceptores (Talman e
cols, 1980; Ohta e Talman, 1994; Machado e Bonagamba, 1992). Como o
glutamato injetado no NTS de ratos ndo anestesiados produz resposta pressora,
comegou-se a questionar qual o verdadeiro papel do glutamato no NTS e qual o
mecanismo responsavel pela resposta pressora produzida pelo glutamato injetado
no NTS. Como a resposta produzida pela injegdo de glutamato no NTS é

semelhante a resposta produzida pela ativacdo dos quimiorreceptores, uma
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possibilidade seria que o efeito da injegdo de glutamato no NTS mimetizasse a
ativacdo do quimiorreflexo (Haibara e cols, 1995). Porém, até hoje essa é uma
possibilidade que nao foi plenamente comprovada. Os resultados do presente
estudo indicam que o efeito pressor produzido pelo glutamato injetado no NTS
depende da atividade de areas prosencefalicas ou mais especificamente de uma
atividade normal da regiao AV3V. Na auséncia da regidao AV3V, a injegdo de
glutamato no NTS de ratos ndo anestesiados produz hipotensao e bradicardia, ou
seja uma resposta similar aquela produzida quando o glutamato é injetado no NTS
de ratos anestesiados. Portanto, € possivel se pensar que as diferengas nos
efeitos do glutamato injetado no NTS de ratos anestesiados e ndo anestesiados
sejam devidas a um possivel bloqueio produzido pela anestesia na interagao entre
areas prosencefalicas, nesse caso a regiao AV3V e areas bulbares.

A regiao AV3V constituida pelas estruturas periventriculares da porgéo
anterior do terceiro ventriculo, incluindo o érgéo vasculoso da lamina terminal,
nucleo mediano ventral, e as por¢des periventriculares da area preodptica média, &
uma regido muito importante para o controle cardiovascular e do equilibrio
hidroeletrolitico (Brody e cols, 1978; Brody e cols, 1984; Brody e Johnson, 1980;
Colombari e cols, 1992a; Colombari e cols, 1992b; Johnson, 1985; Menani e cols,
1990). A leséo eletrolitica da regiao AV3V agudamente produz adipsia (de 5 a 7
dias de duracdo) em ratos. A mesma lesdo abole de maneira permanente as
respostas pressora e dipsogénica produzidas pela injecao intracerebroventricular
(icv) de angiotensina Il (ANG Il) ou do agonista colinérgico carbacol. A leséo da
regidao AV3V também reduz ao mesmo tempo a ingestdo e a excrecéo renal de

sédio e a secregdo de vasopressina (ADH), provocando hipernatremia mesmo
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cronicamente (Brody e cols, 1978; Brody e cols, 1984; Brody e Johnson, 1980;
Colombari e cols, 1992a; Colombari e cols, 1992b; Johnson, 1985; Menani e cols,
1990). Sdo marcantes também os efeitos da lesdo da regidao AV3V prejudicando o
desenvolvimento das mais diversas formas de hipertensdo experimental em ratos,
com excecdo da hipertensdo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR),
(Brody e cols, 1978; Brody e cols, 1984; Brody e Johnson, 1980; Menani e cols,
1988a; Menani e cols, 1988b). Portanto, respostas pressoras de diferentes origens
sdo bloqueadas pela lesao da regiao AV3V.

A semelhanca dos efeitos sobre as respostas pressoras produzidas pela
ativacado glutamatérgica do NTS, a lesdo da regido AV3V aguda ou crbnica
também prejudicou a resposta pressora produzida pela ativagao glutamatérgica da
area RVL. As injecbes de glutamato (1, 5 e 10 nmol) na area RVL produziram
aumento dose dependente da PAM sem alteragdes significativas da FC tanto em
animais com lesao da regiao AV3V como em animais com lesao ficticia, porém as
respostas pressoras foram menores nos ratos com lesdo da regido AV3V. Nos
ratos com lesdo aguda da regido AV3V, a resposta pressora produzida pela dose
menor (1 nmol) de glutamato injetado na area RVL foi abolida enquanto que as
respostas pressoras produzidas pelas doses de (5 e 10 nmol) injetadas na area
RVL foram apenas reduzidas.

A lesao crdnica da regiao AV3V também produziu significante redugao nas
respostas pressoras produzidas pela injecdo de glutamato na area RVL. Essa
reducdo na resposta pressora ocorreu com todas as doses de glutamato
estudadas (1, 5 e 10 nmol). E importante se observar que a resposta pressora

produzida pela dose menor (1 nmol) de glutamato injetada na area RVL foi abolida
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nos ratos com lesdo da regiao AV3V aguda, enquanto que nos ratos com les&o
cronica, a resposta pressora com a mesma dose de glutamato na area RVL foi
apenas reduzida. N&o apenas para a dose de 1 nmol de glutamato, mas também
para as outras doses, de uma maneira geral a redugédo da resposta pressora do
glutamato é mais intensa nos ratos com lesdo da regido AV3V aguda do que nos
ratos com lesao crénica. Assim, enquanto as respostas pressoras produzidas pelo
glutamato na area RVL nos ratos com lesdo aguda da regido AV3V séao em média
20 mmHg menores do que aquelas dos ratos com lesao ficticia, nos ratos com
lesdo crénica a diferengca entre as respostas pressoras dos ratos lesados e as
respostas dos ratos com lesao ficticia € em torno de 10 mmHg. Isso indica uma
tendéncia a recuperacao das respostas pressoras do glutamato na area RVL a
medida que a lesao vai se tornando mais cronica. Algo parecido também ocorre
com as injegdes de glutamato no NTS, ou seja, enquanto nos ratos com lesao
aguda da regidao AV3V a injecdo de glutamato no NTS produz hipotensdo, nos
ratos com lesdo cronica o glutamato no NTS n&o produz nem hipotensado e nem
hipertensdo. No caso da injegao de glutamato no NTS, a auséncia de resposta nos
ratos com lesao crbnica pode ser interpretado como uma recuperacgao parcial dos
mecanismos pressores que nesses ratos ja estariam neutralizando os
mecanismos hipotensores que aparentemente seriam os mais ativados pelo
glutamato no NTS nos ratos com lesdo aguda, mas ndo nos ratos com lesao
cronica. De qualquer maneira, a resposta pressora do glutamato injetado na area
RVL continua atenuada em ratos com lesdo crbnica da regido AV3V. Ja foi
descrito que algumas fungdes podem ser prejudicadas em ratos com lesdo aguda

da regiao AV3V, mas se recuperam em ratos com lesdo crénica da regido AV3V
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como mostrado em estudos de ingestdo de agua e salivagéo (Brody e Johnson,
1980; Renzi e cols, 1993). Cronicamente, a recuperagdao de uma funcéo
prejudicada imediatamente apos a lesdo de uma area cerebral é possivel devido a
plasticidade cerebral e pode depender de alguma outra area assumir as fungdes
da area lesada. No caso da ingestdo de agua e do aumento da excre¢ao urinaria
de sddio e potassio ocorre recuperagdao quando a estimulagao colinérgica é feita
na area pré-optica lateral, indicando que areas mais laterais poderiam assumir a
funcdo de uma area medial como a regiao AV3V (Gongalves e cols, 1992).

A lesdo da regiao AV3V aguda ou cronicamente ndo modificou a PAM
basal, enquanto que a FC basal aumentou somente no grupo de ratos com lesao
da regiao AV3V aguda com canula na area RVL, mas n&o naqueles com canula
no NTS. Taquicardia nos primeiros dias apos a lesdo da regido AV3V e um
pequeno aumento da PAM basal no primeiro dia apds a leséo ja foi relatada em
trabalhos anteriores (Menani e cols, 1988b). As diferencas entre os presentes
resultados e aqueles de trabalhos anteriores provavelmente se devem a
diferencas na extensdo da lesdo. A lesdo da regido AV3V € heterogénea
envolvendo diferentes nucleos que podem ser lesados em maior ou menor
extensdo dependendo do eletrodo ou da corrente elétrica utilizada e também do
tempo de aplicagcdo da corrente. Uma pequena redugcao da extensao da lesao,
geralmente dificil de ser controlada ou quantificada, pode ser suficiente para
reduzir os efeitos da lesdo da regidao AV3V sobre a PAM e FC basais.

O tébnus vasomotor simpatico € gerado e mantido por neurénios localizados
na area RVL (Guertzenstein e Silver, 1974; Guyenet e cols, 1990; Morrison e Reis,

1991; Chalmers e Pilowsky, 1991). E nessa regido que se origina o ténus
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simpatico e quando a area RVL é ativada ha aumento na resisténcia dos leitos
vasculares periféricos e na pressao arterial (Campos e McAllen, 1999; De Paula e
Machado, 2001). Por outro lado, a regido AV3V tem se mostrado importante para
a regulacdo cardiovascular em especial para as respostas cardiovasculares
dependentes de ativagdo simpatica como sdo as respostas produzidas pelas
injecdes centrais de ANG Il ou do agonista colinérgico carbacol, (Brody e cols,
1978; Brody e cols, 1984; Brody e Johnson, 1980; Johnson, 1985; Johnson e cols,
1978; Johnson e Loewy, 1990; Menani e cols, 1988a; Menani e cols, 1988b;
Menani e cols, 1990; Valladao e cols, 1992). Enquanto nos estudos anteriores se
mostrava que a regido AV3V é importante para os efeitos cardiovasculares que
envolviam ativacdo simpatica e secrecao de ADH a partir da estimulacdo de areas
prosencefalicas (Colombari e cols, 1992a; Colombari e cols, 1992b; Menani e cols,
1988a; Valladao e cols, 1992), no presente estudo a regidao AV3V se mostra
importante para as respostas pressoras dependentes de ativagcao simpatica que
sao produzidas pela estimulagao glutamatérgica de areas bulbares como o NTS e
area RVL. Outra resposta pressora dependente de vias glutamatérgicas que é
abolida com a lesdo da regido AV3V € a resposta pressora provocada pela
estimulagao sistémica com analogos do receptor NMDA (Whalen e cols, 1999).

A lesdao da regido AV3V nao modificou as respostas barorreflexas
produzidas pelas injecdes endovenosas do agonista a4-adrenérgico fenilefrina e
do doador de oxido nitrico nitroprussiato de sodio, bem como das respostas
pressoras e bradicardicas produzidas pelas injecbes do bloqueador da cadeia

respiratéria cianeto de potassio (KCN) i.v. A auséncia de efeito da lesdo da regiao
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AV3V na resposta barorreflexa ja foi demonstrado em um trabalho anterior
(Bealer, 1995), enquanto outro estudo demonstrou modificagdo na sensibidade do
barorreflexo em ratos com 56 dias de lesdo da regido AV3V, (Lewis e cols, 1999).
O fato da lesao da regiao AV3V no periodo estudado ndo modificar as respostas
barorreflexas € uma evidéncia de que os mecanismos reflexos cardiovasculares
estdo intactos nos ratos com lesao da regido AV3V, e dessa maneira, € pouco
provavel que os efeitos da lesdo da regido AV3V nas respostas do glutamato se
devam a modificagdes na atividade dos reflexos cardiovasculares. Além disso, a
lesdo da regido AV3V atenuou a resposta do glutamato no NTS e na area RVL,
mas n&o da substancia P no NTS. Se a redugdo das respostas do glutamato
dependesse de uma modificacdo dos reflexos cardiovasculares deveriam ser
influenciados de forma inespecifica todas as respostas pressoras, e ndo apenas
algumas. Deve ser lembrado que nos animais com canulas no NTS e que
receberam injegdes de substéncia P, os reflexos foram testados antes das
injecdes centrais, pois a inje¢ao de substancia P tem como caracteristicas possuir
longa duracéo (aproximadamente 25 minutos, com seu pico maximo entre 3 e 5
minutos), e como foram testadas 2 doses de substancia P (0,5 e 1 nmol), a PAM
de alguns ratos apdés a dose de (1 nmol) permanecia em niveis basais altos,
dificultando o aparecimento de respostas reflexas confiaveis. Diferentemente no
grupo de ratos que receberam injegdes de glutamato no NTS ou na area RVL, o
baro e o quimiorreflexo foram testados 15 minutos apds as injegdes centrais, pois
a resposta pressora que ocorre € rapida (aproximadamente 15 segundos no NTS
e 1 minuto e meio na area RVL, tendo seu pico maximo aos 40 segundos), e os

niveis basais da PAM nao se alteram.
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O NTS é a primeira estacdo sinaptica dos presso e quimiorreceptores
periféricos. Quando liberado pelas aferéncias de baro ou quimorreceptores dentro
do NTS, o glutamato respectivamente inibe ou facilita a atividade simpatica e o
resultado final € o efeito oposto na pressao arterial. Diferente da ativagdo dos
presso ou quimiorreceptores perifericamente, o glutamato pode ativar os
mecanismos de baro ou quimiorreceptores simultaneamente. Em se tratando do
quimiorreflexo, o KCN é uma substancia que serve como uma ferramenta
confiavel e aceita para a ativagédo dos quimiorreceptores periféricos (Barros e cols,
2002). Com a ativagao dos quimiorreceptores pela injecao i.v. de KCN duas vias
distintas sdo ativadas, uma simpato-excitatéria produzindo resposta pressora e
uma parassimpato-excitatoria produzindo bradicardia (Machado, 2001; Franchini e
Krieger, 1992; Haibara e cols, 1995). Uma questdo que surgiu com o presente
estudo é sobre a participagédo do glutamato como neurotransmissor das aferéncias
simpato-excitatéria do quimiorreflexo no NTS. E dificil se entender como as
respostas pressoras do glutamato injetado no NTS s&o abolidas e as respostas da
injecdo na area RVL sao atenuadas pela lesdo da regiao AV3V enquanto que nos
mesmos ratos, a lesdao da regiao AV3V nao modifica a resposta da ativagao do
quimiorreflexo, que em ultima analise liberaria glutamato tanto no NTS quanto na
area RVL (Guyenet, 1990; Vardhan e cols, 1993; Zhang e Mifflin, 1993; Ciriello e
cols, 1994; Colombari e cols, 1994; Haibara e cols, 1995) para produzir resposta
pressora. Uma sugestdo € que o glutamato poderia ndo atuar como o unico
neurotransmissor liberado pelas aferéncias do quimiorreflexo, tanto no NTS,
quanto na area RVL. Outra sugestdo € que o mecanismo simpato-excitatorio

ativado pelo glutamato injetado no NTS ou na area RVL ndo seria o mesmo
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ativado pelo quimiorreflexo, pois se assim fosse ndo somente a injecédo de
glutamato no NTS e na area RVL seria modificada, mas também a resposta
pressora resultante da ativagcdo do quimiorreflexo com KCN i.v. A injegdo de
glutamato no NTS e na area RVL poderia estar atingindo uma populagcdo de
neurdnios muito maior do que aquela que a liberagdo enddgena dos terminais
glutamatérgicos dos neurénios ativados pelo quimiorreflexo estaria atingindo, mas
nao ha boas razdes para se acreditar que a populacado de neurénios ativados pelo
glutamato exdégeno nao incluiria aqueles ativados pelo quimiorreflexo. Por outro
lado, o fato da lesdo da regiao AV3V néo interferir na resposta pressora produzida
pela substdncia P no NTS mostra que algumas vias pressoras bulbares estao
respondendo de forma normal nos ratos com lesdao da regido AV3V, e isso
permitiria que algumas respostas pressoras aparecessem normalmente, como € o
caso do quimiorreflexo. Além disso, é preciso lembrar que a injecédo de DL-2-
amino-5-phosphonovaleric acid (AP-5), um seletivo antagonista de receptor NMDA
no NTS de ratos ndo anestesiados somente consegue bloquear o componente
bradicardico, mas ndo o componente pressor do quimiorreflexo ativado com KCN
i.v. (Haibara e cols, 1995).

Os efeitos da lesdao da regido AV3V reduzindo ou abolindo respostas
pressoras de diversas origens e prejudicando o desenvolvimento de diversas
formas de hipertensdo coloca essa area como uma importante area integradora e
com um papel importante para respostas cardiovasculares, em especial respostas
hipertensoras. O circuito bulbar do qual fazem parte o NTS e o bulbo ventrolateral
€ fundamental para a regulagao cardiovascular, mas a resposta final como estao

mostrando os presentes resultados pode depender da participagdo de um circuito
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central muito mais complexo onde areas prosencefalicas podem definir como sera
a resposta a estimulagdo de uma determinada area bulbar. Conexdes da regiao
AV3V com areas bulbares, em particular com o NTS, tem sido demonstradas
usando marcadores de vias neuronais (Knuepfer e cols, 1984a; Knuepfer e cols,
1984b; Calaresu e Ciriello, 1980; Knuepfer e cols, 1985; Ricardo e Koh, 1978). As
evidéncias funcionais dessas interagdes sao mais escassas. Com os presentes
resultados, fica claro que respostas produzidas pela estimulacdo de uma area
bulbar podem ser influenciadas pela atividade de areas prosencefalicas. E
possivel se pensar que quando injetado no NTS, o glutamato poderia estar
ativando a via simpato-inibitéria para a area caudoventro lateral (CVL) do bulbo,
mas por outro lado, também estaria ativando 2 vias simpato-excitatérias, uma via
que se projeta diretamente para a area RVL, e outra que ativaria neurbnios
pertencentes a regiao AV3V, ativando uma via simpato-excitatoria hipotalamica.
Nesse jogo de inibigdo e excitagao, as vias simpato-excitatérias prevaleceriam em
animais ndo anestesiados e intactos. Porém, em animais com lesdo da regiao
AV3V ou mesmo animais anestesiados a via simpato-excitatoria hipotaldmica nao
estaria funcionando e as inibitérias prevaleceriam. Outra possibilidade seria as
areas prosencefalicas como a regido AV3V exercerem uma influéncia tonica sobre
areas bulbares ou no caso especifico o NTS e a area RVL modulando as
possiveis respostas de neurbnios dessas areas ao glutamato. Assim, dependendo
de como estdo as despolarizagdes ou as influéncias da regido AV3V sobre
determinados neurénios do NTS ou da area RVL, eles poderao responder mais ou
menos facilmente a agdo do glutamato ou até mesmo nao responder a agao do

glutamato e o resultado final sdo modificagdes nos efeitos produzidos pelo
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glutamato. E preciso lembrar, porém, que os presentes resultados n&o s&o os
primeiros a mostrar que a lesao da regiao AV3V pode reduzir respostas pressoras
produzidas pela ativagcado de areas cerebrais caudais a regido AV3V, pois ja foi
demonstrado que a lesdo da regido AV3V reduz respostas pressoras produzidas
pela estimulagao colinérgica do nucleo ventromediano do hipotalamo (Valladao e
cols, 1992). Também nesse caso das respostas devidas a estimulagao colinérgica
do nucleo ventromediano do hipotalamo, as alteragcdes produzidas pela lesdo da
regido AV3V podem ser explicadas por qualquer uma das hipoteses levantadas
para se explicar os efeitos da lesdo da regido AV3V nas respostas
cardiovasculares do glutamato injetado no NTS.

A estimulagédo elétrica dos neurdnios pertencentes a regido AV3V causa
intensa queda no fluxo sanguineo nos leitos renais e mesentérico, refletindo uma
vasoconstricido dependente de atividade simpatica, sendo esta abolida pela
administragdo do bloqueador ganglionar hexametonio (Brody e Johnson, 1980) ou
mesmo pela ablagéo cirurgica da regidao AV3V (Fink e cols, 1978). Os presentes
resultados mostram que a lesdo da regiao AV3V reduz respostas pressoras que
dependem da ativacdo simpatica, porém produzidas pela ativagdo de areas
bulbares, o NTS e a area RVL que comanda diretamente os neurbnios pré-
ganglionares simpaticos. Recentes observagées de nosso laboratério mostraram
que a resposta pressora do glutamato injetado na area RVL foi abolida pela
injecdo sistémica do antagonista a1 adrenérgico prazosin, mas nao pelo
antagonista de receptores V4 de ADH mostrando mais uma vez que o glutamato

ativa os neurdnios pré-ganglionares simpaticos e essa ativagao é o principal fator
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responsavel pela resposta pressora observada (Sun, 1995; Willette e cols, 1983).
Os sinais produzidos pelo glutamato atuando em areas bulbares também
poderiam ascender a regidao AV3V que por sua vez modularia a atividade
simpatica através de suas conexdes com estruturas bulbares e também ativando
estruturas hipotaldmicas como o (NPV) e pontinas como o nucleo parabraquial
lateral (NPBL), ambas estruturas que tem participagdo em respostas
cardiovasculares. O NPV pode participar da ativacdo simpatica tanto ativando os
neurdnios da area RVL (Yang e Coote, 1998; Pyner e Coote, 1997), bem como os
neurdnios motores simpaticos da coluna intermédio lateral (IML), (Pyner e Coote,
1997). Dados da literatura (Agarwal e Calaresu, 1993) mostraram também que a
estimulagdo quimica com glutamato nos neurdénios do NPBL provoca excitagao
dos neurdnios barosensiveis da area RVL. Desta forma, a lesdo da regido AV3V
retiraria forte projecado excitatéria direcionada para estas outras duas regides
responsaveis pela atividade simpatica (NPV e NPBL). Evidéncias indicam que o
NPBL é um importante sitio dentro da rede neural relacionada ao controle
cardiovascular, podendo enviar e receber projecdes de areas envolvidas com o
controle do equilibrio hidroeletrolitico (Ohman e Johnson, 1986; Ohman e
Johnson, 1989, Jhamandas e cols, 1992). O envolvimento de mecanismos
colinérgicos (Wang e cols, 2001) e angiotensinérgicos (Dampney e cols, 2002) na
atividade dos neurdnios da area RVL ja foi observado, bem como interagdes entre
mecanismos colinérgicos e glutamatérgicos nessa mesma area (Kubo e cols,
2000). Assim, como a lesdo da regido AV3V prejudica respostas pressoras
produzidas por ativagao colinérgica e angiotensinérgica central (Menani e cols,

1990) talvez os efeitos da lesdo da regido AV3V sobre os mecanismos
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colinérgicos e angiotensinérgicos centrais pudessem prejudicar a resposta do
glutamato na area RVL. Além de prejudicar mecanismos facilitadores de respostas
pressoras € preciso considerar que a lesdo da regido AV3V também poderia
facilitar o aparecimento de respostas inibitérias possivelmente gabaérgicas que
poderiam modificar a atividade da area RVL. Dampney e cols, (2003) discutem a
possibilidade dos neurdnios da area RVL terem sua atividade ajustada por meio
de entradas neuronais tanto excitatérias quanto inibitérias. A area RVL pode ser
inibida por neurbnios da area CVL ativados pelo barorreflexo, mas também por
neurénios do CVL ndo dependentes do barorreflexo (Cravo e cols, 1991). A
origem da ativagcado dos neurbénios ndo dependentes de barorreflexo ainda ndo é
conhecida. Uma possibilidade seria que nas situagbes em que regido AV3V
estivesse com menor atividade ou mesmo quando lesada ocorresse uma maior
ativagado de neurdnios inibitérios do CVL. Uma dificuldade para se justificar a maior
ativacdo de mecanismos inibitérios em animais com les&o da regido AV3V deve-
se ao fato de n&o ocorrer redugdo da pressao arterial basal nesses animais. A
diminuicdo de aferéncias facilitatorias para a area RVL dificultando a ativagéo
simpatica e aumentos de pressao arterial poderiam ocorrer se a lesdo da regiao
AV3V prejudicasse a fungao de areas que enviam informacgdes facilitatorias para o
RVL como o NPBL, o NPV ou mesmo o NTS (Agarwal e Calaresu, 1993; Haibara
e cols, 2002; Kubo e cols, 2000; Machado, 2001). O fato da lesdo da regiao AV3V
modificar os efeitos do glutamato injetado na area RVL pode sugerir novas
interpretagcdes para os efeitos da lesdo da regido AV3V sobre muitas das
respostas pressoras observadas, e também na atenuacdo de quadros de

hipertensdo experimental. Além da destruicao de sitios onde se localizam
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receptores colinérgicos e angiotensinérgicos centralmente, a lesdao da regido
AV3V poderia modificar as respostas produzidas pela ativacdo de areas
prosencefalicas e bulbares (presentes resultados) prejudicando os mecanismos

pressores da area RVL.
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