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RESUMO

Respostas cardiovasculares podem ser integradas em diferentes niveis do
sistema nervoso central (SNC). No bulbo existem varias areas importantes para o
controle cardiovascular e dentre elas o principal sitio de ativacdo dos neurdnios
pré-ganglionares simpaticos para a coluna intermédio lateral (CIL), a area
rostroventrolateral (RVL) cuja ativacdo glutamatérgica provoca resposta pressora.
Semelhante a ativacdo glutamatérgica, também a ativagdo de receptores
colinérgicos e angiotensinérgicos em diferentes areas centrais incluindo a éarea
RVL provoca aumento na pressdo arterial, colaborando para a manutencdo da
atividade simpética. Projecdes inibitérias e excitatorias direcionadas a area RVL
garantem uma sintonia fina dos parametros cardiovasculares e dentre essas
projecdes destacam-se aquelas que se originam em areas hipotalamicas como a
regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V), cuja lesdo impede o
desenvolvimento de diversas formas de hipertensdo experimental em animais e
reduz varios tipos de respostas pressoras como, por exemplo, induzida pela
ativacé@o angiotensinérgica e colinérgica central.

Em estudo recente demonstramos que a lesdo da regido AV3V atenua a
resposta pressora a ativacdo glutamatérgica da area RVL em ratos nao
anestesiados. Sabendo-se que a exemplo do glutamato, injecbes de angiotensina
II (ANG 1) ou carbacol (agonista colinérgico muscarinico) na area RVL produzem
respostas pressoras, no presente estudo investigamos os efeitos de lesdes
agudas (1 dia) ou cronicas (15 dias) da regidao AV3V nas respostas pressoras
produzidas pela injecao de ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl) na

area RVL de ratos ndo anestesiados. Para isso foram utilizados ratos Holtzman
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(280 a 320 g) com leséo eletrolitica ou lesao ficticia da regiao AV3V aguda ou
cronica e com canulas de aco inoxidavel implantadas na area RVL. A pressao
arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram registradas em ratos ndo
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
injecdes das drogas endovenosas (i.v) para os testes de baro e quimiorreflexo. As
injecdes na area RVL foram feitas em um volume de 100 nl com auxilio de uma
seringa Hamilton de 5 pl.

Os resultados mostraram que tanto a lesdo eletrolitica aguda quanto a
cronica da regido AV3V atenuaram as respostas pressoras da ANG Il (12 £3 e 12
+ 5 vs. controle: 26 + 4 mmHg) mas néo as respostas pressoras do carbacol (38
4 e 29 + 3 vs. controle: 34 £+ 4 mmHg) sugerindo que alguns mecanismos
pressores presentes na area RVL ndo séo influenciados pela lesdo da regido
AV3V. Aléem disso, a lesdo da regido AV3V ndo alterou os reflexos
cardiovasculares como o barorreflexo induzido pelas injecdes i.v de fenilefrina e
nitroprussiato de sodio e o quimiorreflexo induzido pelo cianeto de potassio (KCN)
V.

Visto que a integridade da regido AV3V é importante para algumas
respostas pressoras causadas pela ativacdo da area RVL, como por exemplo,
glutamatérgica e angiotensinérgica, uma questdo que surgiu foi quais seriam 0s
possiveis mecanismos que atuariam facilitando o aparecimento dessas respostas
pressoras e que prejudicados pela lesdo, diminuiriam sua atividade e

consequentemente essas respostas pressoras.
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Sabendo-se que a regidao AV3V € importante para a ativacdo de
mecanismos pressores como aumento da atividade simpatica e secrecdo de
vasopressina produzidas pela ativacdo de receptores colinérgicos e
angiotensinérgicos centrais, foi testada a resposta pressora do glutamato injetado
na area RVL frente ao blogueio colinérgico central com injecdo de atropina (4
nmol/1 ul) ou angiotensinérgico central com injecdo de losartan (100 pg/1 ul) ou
ZD 7155 (50 pg/1 pl) no ventriculo lateral (VL). Para isso foram utilizados ratos
com canulas implantas tanto no VL, para as inje¢cdes dos antagonistas colinérgico
ou angiotensinérgicos e unilateralmente na area RVL para a injecdo do glutamato.
A PAM e a FC foram registradas em ratos ndo anestesiados que tiveram um dia
antes dos experimentos a canulacdo da artéria e veia femoral. O volume das
injecdes no VL foram sempre de 1 ul. Os resultados demonstram que a resposta
pressora do glutamato injetado na area RVL (51 + 4 mmHg) em condic¢do controle
foi atenuada apods a injecdo de atropina (36 £ 5 mmHg), losartan (22 £ 5 mmHQg)
ou ZD 7155 (26 = 7 mmHg) no VL.

Porém, como os antagonistas foram injetados no VL, uma duavida que
surgiu foi sobre um possivel espalhamento dos mesmos atuando nos receptores
presentes na area RVL. Por essa razdo, houve a necessidade de testarmos a
resposta pressora do glutamato na area RVL depois do bloqueio colinérgico ou
angiotensinérgico na propria area RVL. A PAM e FC foram registradas em ratos
ndo anestesiados, implantados com canulas unilaterais na area RVL e que tiveram
canulagdo da artéria femoral um dia antes dos experimentos. Os resultados

mostraram que a inje¢cdo de atropina (4 nmol/100 nl) na area RVL néo alterou a
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resposta pressora do glutamato na mesma area (49+ 4 vs. controle: 50 + 4 mmHg)
indicando nesse caso que apenas 0S mecanismos colinérgicos presentes no
prosencéfalo sdo importantes para a resposta pressora do glutamato na area RVL.
No entanto, a resposta pressora do glutamato na area RVL foi praticamente
abolida e atenuada depois do blogueio angiotensinérgico com injecéo de losartan
(5 £ 3 mmHg) ou ZD 7155 (33 = 4 mmHg), respectivamente na propria area RVL.
Por isso, um novo experimento foi realizado e nele verificou-se que a resposta
pressora da ANG Il injetada na area RVL em condi¢cdo controle (26 + 3 mmHQ)
nao foi diferente daquela observada depois da injecdo do losartan ou ZD 7155 no
VL (20 £ 3 e 23 + 1 mmHg, respectivamente) 0 que sugere que ambos
antagonistas losartan e ZD 7155 injetados no VL nas doses utlizadas néo
estariam atuando diretamente na area RVL. Dessa forma, pode-se sugerir que
mecanismos angiotensinérgicos presentes no prosencéfalo ou na area RVL sdo
importantes para as respostas do glutamato na area RVL. Porém, com esses
resultados ainda ndo podemos concluir se a lesdo da regidao AV3V atenua as
respostas pressoras produzidas pela ANG Il na area RVL prejudicando os
mesmos mecanismos centrais bloqueados pelos antagonistas injetados no VL,
pois a resposta pressora da ANG Il foi atenuada pela leséo da regiao AV3V, mas
ndo pelos bloqueios farmacoldgicos centrais.

Outro objetivo foi estudar se a ativagcdo de receptores glutamatérgicos
presentes na area RVL seria importante para a resposta pressora produzida pela
ativacdo colinérgica ou angiotensinérgica central. Para tanto, utilizamos ratos com
canulas implantadas bilateralmente na area RVL e no VL. Os resultados

demonstraram que depois da injecdo do antagonista de receptores
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glutamatérgicos acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL ndo
houve diferengcas nas respostas cardiovasculares produzidas pela injecdo de
carbacol (36 + 1 mmHg e 22 £ 10 bpm vs. controle: 39 + 2 mmHg e 23 =+ 14 bpm) e
ANG Il (28 £3 mmHg e 10 + 13 bpm vs. controle: 26 £ 2 mmHg e -12 £ 5 bpm) no
VL. Essa dose de &cido quinurénico praticamente bloqueou a resposta pressora
do glutamato (2 nmol/100 nl) na area RVL, porém ndo alterou os reflexos
cardiovasculares como barorreflexo e quimiorreflexo. Assim, sugere-se que a
resposta pressora produzida pelo aumento da atividade colinérgica ou
angiotensinérgica de areas prosencefdlicas ndo depende de sinapses
glutamatérgicas na area RVL. Além disso, os resultados também sugerem que a
resposta pressora do quimiorreflexo ndo depende da liberacdo de glutamato na

area RVL.
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ABSTRACT

Cardiovascular responses are integrated at different levels of the central
nervous system (CNS). In the brainstem, there are different areas related to the
cardiovascular control such as the rostral ventrolateral medulla (RVLM) that
activates sympathetic pre-ganglionic neurons in the spinal cord (IML) inducing
pressor response. Like glutamatergic activation, central cholinergic and
angiotensinergic activation modulates sympathetic activity and increases arterial
pressure. The RVLM receives inhibitory and excitatory projections from different
areas of the central nervous system that are important to modulate cardiovascular
responses. One of the areas that send projection to the RVLM is the anteroventral
third ventricle (AV3V) region. AV3V lesion impairs many forms of hypertension and
reduces pressor responses like those produced by central cholinergic and
angiotensinergic activation.

Recent study in unanesthetized rats has shown that the AV3V lesion
attenuates the pressor response to glutamatergic activation into the RVLM.
Besides glutamate, injections of angiotensin Il (ANG Il) or carbachol (cholinergic
agonist) into the RVLM evoke increase in the sympathetic activity and blood
pressure. For this reason, in the present study, we investigated the effects of acute
(1 day) or chronic (15 days) AV3V lesions on pressor responses produced by ANG
Il (200 ng/100 nl) or carbachol (1 nmol/100 nl) into the RVLM. Male Holtzman rats
(280 a 320 g) with sham or electrolytic AV3V lesions and a stainless steel cannula
implanted into the RVLM were used. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR) were recorded in unanesthetized rats that had polyethylene tubing (PE 10)

implanted into the abdominal aorta through the femoral artery on day before the
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experiments. A second polyethylene tubing was inserted in the femoral vein for
baroreflex and chemoreflex tests. Central injections were made using 5 pl Hamilton
syringes. The volume of the central injections into the RVLM was 100 nl. The
results have shown that both acute and chronic AV3V lesion attenuate the pressor
responses to ANG Il (12 + 3 and 12 + 5 vs. control: 26 + 4 mmHg) but not the
pressor responses to carbachol (38 £ 4 and 29 + 3 vs. control: 34 + 4 mmHg)
suggesting that some mechanisms belonging to the RVLM are affected and other
are not affected by AV3V lesions. Besides, AV3V lesion does not alter baro and
chemoreflex responses produced by endovenous (i.v) injections of phenylephrine,
sodium nitroprusside and potassium cyanide.

After these results, another question arose: which would be the possible
mechanisms impaired by the AV3V lesion that attenuate the pressor responses to
RVLM activation? The AV3V region is important for the activation of pressor
mechanism like sympathetic activity and vasopressin secretion produced by central
cholinergic and angiotensinergic activation. Therefore, the pressor response to
glutamate into the RVLM was tested in rats with central cholinergic blockade
produced by the injection of atropine (4 nmol/1 ul) or angiotensinergic blockade
produced by injection of losartan (100 pg/1 pl) or ZD 7155 (50 pg/1 pl) into the
lateral ventricle (LV). Male Holtzman rats with stainless steel cannula implanted
into the LV and unilaterally into the RVLM were used. MAP and HR were recorded
in unanesthetized rats with polyetylene tubing inserted into the abdominal aorta
through the femoral artery and vein. The volume of the central injections into the

LV was 1 ul. The results showed that the pressor response to glutamate injected
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into the RVLM (51 + 4 mmHg) in control condition was attenuated after injection of
atropine (36 £ 5 mmHg), losartan (22 £ 5 mmHg) or ZD 7155 (26 £ 7 mmHg) into
the LV. However, a question that remained was about the possible spreading of
these antagonists into the brain blocking the receptors directly into the RVLM. For
this reason, we tested the pressor responses to glutamate into the RVLM after
cholinergic or angiotensinergic blockade into the own RVLM.

Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were recorded in
unanesthetized rats with cannula only into the RVLM and polyethylene tubing
implanted into the abdominal aorta through the femoral artery. The results showed
that atropine (4 nmol/100 nl) injected into the RVLM did not alter the pressor
response to glutamate into the same site (49+ 4 vs. control: 50 £ 4 mmHg). So,
only cholinergic mechanisms belonging to forebrain or areas outside the RVLM are
important for the pressor response to glutamate into the RVLM. However, the
pressor response to glutamate into the RVLM was almost abolished and
attenuated after injection of the losartan (5 + 3 mmHg) or ZD 7155 (33 + 4 mmHg),
respectively, into the RVLM, which did not solve the question about the possible
spread of losartan or ZD 7155. With the same purpose we tested the pressor
response to ANG Il into the RVLM after losartan or ZD 7155 into the LV. In this
experiment, the pressor response to ANG Il into the RVLM in control condition (26
+ 3 mmHg) was not impaired after losartan or ZD 7155 intothe LV (20£3e 23 %1
mmHg, respectively) suggesting that these antagonists injected into the LV do not
reach the RVLM. Therefore, angiotensinergic mechanisms belonging in the RVLM

or from outside the RVLM (probably forebrain) are important for the pressor
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response to glutamate into the RVLM. However, it is important to consider that
AV3V lesion reduces the pressor response to ANG Il into the RVLM, while icv
injection of the angiotensinergic antagonists showed no effect in this response,
which suggests that the effects of AV3V lesion reducing the pressor response to
ANG 1l into the RVLM are not related to any impairment of forebrain
angiotensinergic mechanisms by the lesion.

Another aim was to study if glutamatergic receptor activation in the RVLM
was necessary for the pressor response to central cholinergic or angiotensinergic
activation. For this, male Holtzman rats with stainless steel cannulas implanted into
the LV and bilaterally into the RVLM were used. The results showed no difference
between the cardiovascular responses produced by carbachol into the LV after
kynurenic acid (1 nmol/100 nl) bilaterally into the RVLM (36 + 1 mmHg and 22 + 10
bpm) when compared with control condition (39 + 2 mmHg and 23 + 14 bpm). Also,
there was not difference between the cardiovascular responses produced by ANG
Il into the LV after kynurenic acid (1 nmol/100 nl) into the RVLM (28 + 3 mmHg and
10 + 13 bpm) when compared with control condition (26 £ 2 mmHg and -12 £ 5
bpm). This dose of kynurenic acid almost abolished the pressor response to
glutamate (2 nmol/100 nl) injected into the RVLM but not the cardiovascular
reflexes produced by baro and chemoreflex activation. Therefore, the pressor
response to forebrain cholinergic or angiotensinergic activation does not depend
on glutamatergic synapses in the RVLM. Besides, the results also showed that the
pressor response to chemoreflex activation does not depend on release of

glutamate into the RVLM.



18
INTRODUGAO

O bom funcionamento do sistema cardiovascular e, em particular, a
manutencdo de uma pressao arterial média (PAM) dentro de estreitas faixas de
variacdo € importante para o fornecimento adequado de nutrientes para as
células, garantindo a sobrevivéncia das mesmas. Mesmo que o0 sistema
cardiovascular pudesse desenvolver seu papel na auséncia do sistema nervoso
central (SNC), € este ultimo que detém os mecanismos refinados de ajustes
capazes de regular e manter em niveis adequados a PAM, a resisténcia periférica,
a frequéncia cardiaca (FC) e o débito cardiaco. Aferéncias dos receptores
periféricos que partem dos pressorreceptores, quimiorreceptores arteriais ou dos
receptores cardiopulmonares, enviam continuamente informacdes para SNC sobre
como se encontram a PAM, a concentragdo de gases no sangue, como por
exemplo, o oxigénio (O;) e o gas carbonico (CO;) e o potencial hidrogeniénico
(pH) do sangue. 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 ndcleo
do trato solitario (NTS), onde essas aferéncias neurais fazem a primeira conexao
singptica, (Palkovits e Zaborsky, 1974). A partir do NTS, as informacdes
provenientes dos receptores periféricos podem ser distribuidas para diversas
areas do encéfalo, dentre as quais destacam-se as areas localizadas na regido
ventral do bulbo, como por exemplo, a area rostro ventrolateral do bulbo (RVL) e a
area caudo ventrolateral do bulbo (CVL) que controlam a atividade simpatica bem
como o nucleo ambiguo (NA) que controla a atividade parassimpética sobre o

sistema cardiovascular.
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A area RVL localizada ventralmente ao NA contém o0s elementos
necessarios para a geragcdo e manutencdo do tdnus vasomotor simpatico
(Guertzeinstein e Silver, 1974; Brown e Guyenet, 1984). Estudos eletrofisiol6gicos
(Morrison e cols., 1989) bem como estudos anatémicos (Blessing e cols., 1981,
Ross e cols., 1981) demonstraram que 0s neurdnios pertencentes a area RVL
projetam-se monosinapticamente para a coluna intermédio lateral (CIL) ativando o
sistema nervoso simpatico (Willette e cols., 1983; Arneric e cols., 1990; Guyenet,
1990; Araujo e cols., 1999; De Paula e Machado, 2001). Estimulacéo elétrica da
area RVL produz aumento na pressao arterial e nas concentracdes plasmaticas de
vasopressina (ADH) e catecolaminas enquanto que inibicdo bilateral dos
neurbnios da area RVL com a neurotoxina tetrodoxina reduz a pressao arterial a
niveis similares ao produzido pelo completo blogueio do sistema nervoso
autonémico (Ross e cols., 1984), confirmando o importante papel que a area RVL
exerce sobre a PAM.

Uma outra area localizada na porc¢édo ventral do bulbo e que é importante na
manutencédo da atividade simpatica é a area CVL (Granata e cols., 1986). Porém,
0 envolvimento da area CVL na manutencdo da atividade simpatica ndo parece
ser através de conexdes diretas para a CIL (Jansen e cols., 1995) mas sim sobre
a atividade da area RVL que diretamente projeta-se para a CIL (Blessing e cols.,
1981; Ross e cols., 1981; Morrison e cols., 1989). A area CVL contém neurdnios
gue possuem atividade inibitéria sobre a area RVL via projecdes gabaeérgicas
(Urbanski e Sapru, 1988). Em outras palavras, através da conexao monosinaptica
direta existente entre a area CVL e a area RVL (Ross e cols., 1985), a atividade

simpéatica € modulada momento a momento por meio do barorreflexo (Agarwal e
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Calaresu, 1991) quanto por mecanismos independentes de barorreflexo (Cravo e
cols., 1991). Em dultima andlise, a area CVL possui atividade antagbnica a area
RVL, ou seja, a ativacdo da area CVL promove queda na PAM, frequéncia
cardiaca (FC) e atividade simpatica (Ciriello e cols., 1986; Maeda e cols., 1991).

Porém, mesmo sabendo da importancia que as areas bulbares possuem na
manutencdo da atividade simpatica e presséao arterial, em ratos ndo anestesiados,
discute-se a possibilidade de outras areas também participarem de maneira
decisiva nos ajustes cardiovasculares influenciando a atividade de areas bulbares
(Guyenet, 2006). Além disso, estudo de Dampney e cols., (2000) mostra que a
area RVL recebe influéncias tanto excitatérias quanto inibitérias e essas
influéncias vindas de outras areas do SNC bem como dos receptores periféricos
exercem um controle regulatério nas atividades cardiovasculares (Lovick e Li,
1989; Guyenet, 1990). Estudos ja demonstraram existir conexdes entre as areas
bulbares envolvidas na regulacdo cardiovascular e as areas localizadas nas
porcdes anteriores do encéfalo, ou seja, areas prosencefalicas (Ricardo e Koh,
1978; Lind e cols., 1982; Saper e cols., 1983; Saper e Levisohn, 1983; Hardy,
2001; Babic e cols., 2004; Card e cols., 2006).

Recentes estudos feitos em ratos ndo anestesiados mostraram que a
integridade da regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V) localizada no
prosencéfalo € importante para o0 aparecimento das respostas pressoras
produzidas pela injecdo do aminoacido excitatorio glutamato em area bulbares,
como por exemplo, no NTS intermediario (Vieira e cols., 2004) e na area RVL
(Vieira e cols., 2006). O aminoacido excitatorio glutamato é considerado o principal

neurotransmissor liberado nas areas bulbares ventrais envolvidas na regulacdo
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cardiovascular (Talman e cols., 1980; Machado e Bonagamba, 1992; Gordon e
Talman, 1992; Vardhan e cols., 1993; Zhang e Mifflin, 1993; Sved e Gordon, 1994;
Colombari e cols., 1994; Haibara e cols., 1995).

A regido AV3V é constituida pelo 6rgdo vasculoso da lamina terminal
(OVLT), que é altamente vascularizado e livre de barreira hemato-encefélica
(BHE) e esta localizado na parede anterior do terceiro ventriculo. Por estar livre de
BHE, o OVLT tem a capacidade de detectar alteracbes de substancias quimicas
presentes no sangue, como por exemplo, ANG Il (Mckinley e cols., 2001). Além
disso, a regido AV3V é formada pelo tecido periventricular da regido preoptica e
da porcdo anterior da area hipotalamica anterior e pela parte ventral do nucleo
predptico mediano (Brody e cols., 1978,1984; Brody e Johnson, 1980). A regido
AV3V tem destacada importancia no controle cardiovascular e no equilibrio
hidroeletrolitico. Além da atenuacdo das respostas pressoras produzidas pela
injecdo de glutamato no NTS e na area RVL (Vieira e cols., 2004,2006), a lesao
eletrolitica da regido AV3V impede o desenvolvimento de diversas formas de
hipertensdo experimental em ratos, com excecdo da hipertensdo espontanea
(Brody e cols, 1978; Brody e cols, 1984; Brody & Johnson, 1980; Menani e cols,
1988a; Menani e cols, 1988b).

Esta mesma lesdo também bloqueia as respostas pressoras, assim como a
ingestdo de &gua induzida por ANG Il periférica ou central ou também por injecao
central do agonista colinérgico carbacol (Brody e cols, 1978; Brody & Johnson,
1980; Menani e cols, 1990; Colombari e cols, 1992a; Colombari e cols, 1992b;
Valladdo e cols, 1992). A leséo eletrolitica da regido AV3V também atenua a

resposta pressora produzida pela oclusao bilateral das carétidas comuns em ratos
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(Menani e cols, 1988a). Desta forma podemos observar que a integridade da
regidao AV3V é importante para muitas das respostas dependentes do aumento de
atividade simpética (Vieira e cols., 2004,2006; Menani, 1990).

A resposta pressora do glutamato injetado tanto no NTS quanto na area
RVL é abolida e atenuada, respectivamente, em ratos ndo anestesiados e com
lesdo aguda (1 dia) ou crbnica (15 dias) da regido AV3V (Vieira e cols.,
2004,2006). Esses dados sugerem a existéncia de algum mecanismo funcional
facilitatorio localizado no prosencéfalo, nesse caso dependente da regido AV3V,
gue € importante para a resposta pressora produzida pela ativacdo glutamatérgica
em areas bulbares de ratos ndo anestesiados.

Porém, além da neurotransmissdo glutamatérgica, existem outros
neurotransmissores que agindo na area RVL contribuem para a regulacdo
cardiovascular como a serotonina, as catecolaminas, o0s opibides, 0s
corticosterdides (Li e cols., 1995; Rattan e Tejwani, 1996), os aminoacidos
inibitérios (Lacerda e cols., 2003; Menezes e Fontes, 2007) bem como a
acetilcolina e o peptideo ANG Il (Kubo e cols., 2000; Dampney e cols., 2002).

Particularmente, a acetilcolina e a ANG Il recebem maior atencédo, pois
trabalhos mostram que mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos podem
estar envolvidos em quadros de hipertensdo (Kubo e cols., 1995; Philips e cols.,
1996; Kubo e cols., 1997; Tanaka, 2003; Kubo e Hagiwara, 2004) até mesmo em
co-atividade com a neurotransmissdo glutamatérgica (Willette e cols., 1984,
Morrison e cols., 1989; Bazil e Gordon, 1991; Feldman e Bucaffusco, 1997; Kubo e
cols., 2000; Carvalho e cols., 2003). A area RVL possue receptores colinérgicos e

angiotensinérgicos (Arneric e cols., 1990; Allen e cols., 1998; Hu e cols., 2002).
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Agindo na area RVL, a exemplo do glutamato (De Paula e Machado 2001, Vieira e
cols., 2006), tanto a acetilcolina quanto a ANG Il ativam o sistema nervoso
simpético e aumentam a presséo arterial (Punnen e cols., 1986; Giuliano e cols.,
1989; Hirooka e cols., 1997; Sasaki e Dampney, 1990; Fontes e cols., 1997; Kubo
e cols., 2000; Becker e cols., 2005).

Por essa razdo, torna-se bastante interessante estudar se a exemplo do
glutamato, as respostas pressoras da injecdo de ANG Il e do agonista colinérgico
carbacol na area RVL dependem da integridade da regido AV3V.

Além daqueles localizados na area RVL, 0s receptores colinérgicos e
angiotensinérgicos estao presentes em diversas areas do SNC (Levey e cols.,
1995; Lenkei e cols., 1997) e sdo importantes na regulacdo cardiovascular.

Em se tratando de receptores colinérgicos, uma grande parte sdo dos
subtipos muscarinicos e estes se dividem em 5 tipos (subtipo M1 a subtipo M5).
Os diferentes subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos possuem
diferentes localizacbes no SNC (Martin, 1992; Levey e cols., 1995). Ainda, os
receptores colinérgicos estao presentes em areas hipotalamicas e prosencefalicas
e dentre essas areas inclui-se o 6rgao subfornical (OSF) e as areas pertencentes
a regido AV3V (Li e cols., 1997; Xu e cols., 2000; Shibata e cols., 2006). A injecdo
de carbacol no ventriculo lateral (VL) de ratos ndo anestesiados produz resposta
pressora por aumento de atividade simpatica e secre¢cdo de ADH e esta resposta
€ dependente da integridade da regido AV3V (Menani e cols., 1990). Além disso,
um estudo utilizando a técnica de C-Fos (marcacéo neuronal) demonstrou que os
principais sitios de acdo do carbacol injetado no VL sdo as areas pertencentes a

regido AV3V (Xu e cols., 2000). Ademais, trabalhos anteriores (De Luca Jr e cols.,
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1991; Colombari e cols., 1992a; Colombatri e cols., 1992b; Valladao e cols., 1992;
Goncgalves e cols., 1992) mostraram que muitas respostas produzidas pela
estimulacdo colinérgica em diferentes area encefalicas, como por exemplo, OSF,
area septal, hipotalamo ventromedial, &rea predptica lateral e locus coeruleus séo
abolidas com a lesdo da regido AV3V que também reduz a resposta pressora
produzida pela injecdo de glutamato na area RVL (Vieira e cols., 2006).

Além dos receptores colinérgicos, estdo presentes na regido AV3V
receptores angiotensinérgicos (Lenkei e cols., 1997) importantes na regulacao
cardiovascular (Buggy e Johnson, 1978; De Luca Jr e cols., 2000). E bem
conhecido na literatura que mecanismos angiotensinérgicos estdo envolvidos na
regulacdo da atividade simpética (Dampney e cols., 2002) e na neurotransmissao
em &reas pertencentes a regido AV3V (Plunkett e cols., 1987). A injecdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de ANG Il causa aumento na PAM (De Luca Jr.,
2000) e esse aumento € atenuado apés bloqueio do sistema nervoso simpdatico
com injecdo endovenosa de prazosin e totalmente bloqueado apds duplo bloqueio
com prazosin e antagonista vasopressinérgico V1 (Lappe e cols., 1984).

Visto que a integridade da regido AV3V é importante para as respostas
pressoras da injecao i.c.v. de carbacol e ANG Il bem como para as respostas
pressoras da injecdo de glutamato na area RVL, uma questdo a ser estudada é se
0 comprometimento da resposta pressora do glutamato na area RVL é devido ao
fato de que mecanismos angiotensinérgicos ou colinérgicos centrais estejam
sendo prejudicados pela lesdo da regido AV3V. Uma das maneiras interessantes
para se testar essa hipotese seria injetando centralmente através de injecdes i.c.v.

0S antagonistas especificos para receptores colinérgico ou angiotensinérgico.
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Porém, é preciso considerar que injetando-se i.c.v. 0s antagonistas colinérgicos ou
angiotensinérgicos, dependendo da dose utilizada, pode-se bloquear tanto os
receptores prosencefalicos quanto os presentes em areas bulbares, inclusive na
area RVL. Por esse motivo, para se tentar discriminar os possiveis sitios de acao
dos antagonistas, torna-se necessario se testar também o efeito do bloqueio local
dos receptores colinérgicos e angiotensinérgicos da area RVL frente a ativacao
dos neurdnios glutamatérgicos na area RVL.

A injecdo i.c.v. de carbacol ou ANG Il ativa principalmente os neurdnios
pertencentes a regido AV3V para produzir respostas pressoras que é dependente
de atividade simpatica e secrecdo de vasopressina (Hoffman e cols.,1977; Lappe
e cols., 1984; Imai e cols., 1989; Menani e cols., 1990; Xu e cols., 2000). O
principal sitio de ativacdo dos neurdnios pré-ganglionares simpéticos € a area RVL
(Willette e cols., 1983; Arneric e cols., 1990; Guyenet, 1990) e um dos principais
neurotransmissores envolvidos na manutengdo da atividade simpatica na area
RVL é o glutamato (Talman e cols., 1980; Gordon e Talman, 1992).

Porém, trabalho de Kiely e Gordon (1994) mostrou que mecanismos
glutamatérgicos localizados na area RVL séo importantes para a resposta
pressora a estimulagdo do nervo ciatico, mas ndo para a resposta pressora a
estimulacdo elétrica do NPV. Esses dados sugerem que existem mecanismos
localizados no hipotalamo que causam respostas pressoras, mas nao dependem
de sinapses glutamatérgicas na area RVL. No entanto, a estimulacdo elétrica &
inespecifica, ou seja, pode estimular diferentes neurdnios e mecanismos o0 que
dificulta a interpretacdo dos resultados. O NPV possui mecanismos

angiotensinérgicos e colinérgicos importantes na regulagéo cardiovascular (Kubo e
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cols., 2000; Chen e Pan, 2007). A injecdo de carbacol e ANG Il no VL ativa
neurdnios hipotalamicos, principalmente os localizados na regido AV3V causando
resposta pressora (Lappe e cols., 1984; Menani e cols., 1990; Xu e cols., 2000).
Por isso, uma questdo a ser respondida seria sobre o envolvimento dos
mecanismos glutamatérgicos na area RVL nas respostas pressoras produzidas
pela ativacdo especifica dos mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos

centrais através da injecéo i.c.v. de carbacol ou ANG II, respectivamente.
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram estudar em animais nao
anestesiados: 1) se a integridade da regido AV3V é importante para as respostas
cardiovasculares produzidas pela inje¢cdo de carbacol ou ANG Il na area RVL; 2)
os efeitos do bloqueio colinérgico central com injecdo de atropina (antagonista
colinérgico muscarinico) ou bloqueio angiotensinérgico com losartan ou ZD 7155
(antagonistas angiotensinérgicos) no ventriculo lateral (VL) nas respostas
pressoras produzidas pela injecdo de glutamato na area RVL; 3) os efeitos
produzidos por injecdes bilaterais do antagonista glutamatérgico acido quinurénico
na area RVL nas respostas pressoras produzidas pela injecdo de carbacol ou

ANG Il no VL.
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MATERIAIS E METODOS

1-Animais

Foram utilizados ratos Holtzman pesando entre 280-300 g, fornecidos pelo
Biotério das Faculdades de Odontologia e Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de
Araraquara. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais em sala com
temperatura (22 = 2 °C) e humidade (55 £ 10%) controlada e racdo Guabi e agua
ad libitum. Os protocolos experimentais utilizados para os presentes estudos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da

Universidade Estadual Paulista (UNESP-Araraquara — processo n°. 01/05).

2-Cirurgia cerebral

2.1- Ratos com lesdo eletrolitica aguda (1 dia) da  regido AV3V.

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) +
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 cabecas dos ratos. Utilizando-se o bregma foi determinado o ponto de
introducao do eletrodo na cabeca dos ratos. Nesse ponto foi feita trepanacao do
osso do cranio com uma broca esférica, abrindo-se um orificio de
aproximadamente 1,5 mm de didmetro. Para a leséo eletrolitica da regidao AV3V,
um eletrodo de tungsténio (0,4 mm de diametro) foi introduzido no cérebro do rato

0,0 mm do bregma, na linha média e numa profundidade de 7 mm abaixo da dura-
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méater. A lesdo foi feita pela passagem de uma corrente elétrica de 2 mA durante
10 segundos. Ratos com lesdo ficticia foram submetidos aos mesmos
procedimentos cirlrgicos, com excec¢ao da passagem da corrente elétrica.
Imediatamente apos a lesdo da regido AV3V, utilizando-se do
segundo braco do estereotaxico, foi implantada canula unilateralmente na éarea

RVL utilizando-se as mesmas coordenadas citadas acima.

2.2- Ratos com lesao eletrolitica cronica (15 dias) da regido AV3V.

Quinze dias antes dos experimentos, os ratos foram anestesiados com
ketamina (80 mg/kg de peso corporal) + xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e
adaptados a um aparelho estereotaxico (modelo Kopf 900). Os procedimentos
para a lesao da regido AV3V foram os mesmos citados no item acima. Os ratos
foram colocados em gaiolas individuais para recuperacao.

Cinco dias antes dos experimentos, o0s ratos foram novamente
anestesiados e adaptados ao estereotaxico para implante de canula

unilateralmente na area RVL utilizando-se as mesmas coordenadas citadas acima.

2.3- Ratos com blogueio colinérgico ou angiotensiné rgico central (VL).

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) +
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico
(modelo Kopf 900) com dois bracgos. Utilizando-se o bregma foram determinados

0s pontos de introdugdo da céanula de aco inoxidavel nas cabecas dos ratos.
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Nesses pontos foram feitas trepanacbes do osso do cranio com uma broca
esférica. 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-méter. Nesses ratos, além do
implante de canulas unilateralmente na area RVL também foi implantada canula
no ventriculo lateral (VL) utilizando-se do outro braco do estereotaxico. Para o
implante no VL foram utilizadas as seguintes coordenadas: -0,3 mm caudal ao
bregma, 1.6 mm lateral e -3.7 abaixo do osso do cranio. As canulas foram fixadas
nas cabecas dos ratos com resina acrilica presa a dois parafusos presos na calota

craniana.

2.4- Ratos com blogueio colinérgico ou angiotensiné rgico local (RVL).

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) +
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 cabecas dos ratos.

Utilizando-se o bregma foi determinado o ponto de introducao da canula de
aco inoxidavel nas cabecas dos ratos. Nesse ponto foi feita uma trepanacédo do
osso do cranio com uma broca esférica. 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 cabecas dos ratos com resina acrilica presa a

dois parafusos presos na calota craniana.
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2.5- Ratos com bloqueio bilateral na area RVL.

Os ratos foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg de peso corporal) +
xilazina (7 mg/kg de peso corporal) e adaptados a um aparelho estereotaxico
(modelo Kopf 900) com dois bracgos. Utilizando-se o bregma foram determinados
0s pontos de introdugdo da cénula de acgo inoxidavel nas cabecas dos ratos. A
primeira area implantada foi o VL utilizando-se as coordenadas citadas no item
2.1. Imediatamente o implante no VL e utilizando-se do segundo braco do
estereotaxico, foram implantadas bilateralmente as canulas na area RVL
utilizando-se as seguintes coordenadas: 3,6 mm caudal ao lambda, 1,9 e —1,9 mm
lateral e 7,0 mm abaixo da dura-méater. As canulas foram fixadas nas cabecas dos

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

3-Injecéo das drogas no cérebro

As drogas dissolvidas em solucdo salina fisiolégica estéril 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 cérebro. A agulha injetora utilizada para a area
RVL e para o VL foi 1,5 e 2,0 mm mais longa do que a canula fixada no cérebro,

respectivamente. O volume de injecao foi de 100 nl na area RVL e 1 pl no VL.
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4-Drogas utilizadas

Glutamato sédico (2 e 5 nmol), acetilcolina (10 nmol), cloridrato de carbacol
(2 nmol), ANG II (200 ng), metil brometo de atropina (4 nmol), losartan (10 pg), ZD
7155 (5 pug) ou &cido quinurénico (1 nmol) foram injetados na area RVL. Cloridrato
de carbacol (4 nmol), ANG Il (50 ng), metil brometo de atropina (4 nmol), losartan
(100 pg) ou ZD 7155 (50 ug) foram injetados no VL. As drogas foram dissolvidas

em salina estéril. Salina estéril foi injetada como controle.

Cloridrato de fenilefrina (5 png/kg de peso corporal), nitroprussiato de sédio
(30 pg/kg de peso corporal) e cianeto de potassio (KCN, 40 pg/0,1 ml/rato) foram

injetados i.v. para se testar os reflexos cardiovasculares.

5- Medida da presséo arterial e freqiéncia 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
estava conectado com um tubo de polietlieno PE 50 que, conduzido
subcutaneamente, foi exteriorizada pelo dorso do animal. O tubo PE 50 foi
conectado a 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 exteriorizado pelo dorso do

animal para injecdo das drogas periféricas (testes reflexos).
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6-Histologia cerebral

Terminados os experimentos, os ratos foram profundamente anestesiados
com tiopental sédico (70 mg/kg). A seguir foram submetidos a uma perfuséo
cerebral por meio de injecdo no coracdo de solucdo salina tamponada (50 ml)
seguida de perfusdo com solucdo de formalina a 10% (50 ml). A seguir, 0s
cérebros foram retirados e fixados em formalina 10% por alguns dias. Cortes
transversais (50 um de espessura) nos pontos de injecdo (area RVL e VL) bem
como no sitio de leséo da regido AV3V foram feitos com auxilio de um micrétomo
de congelamento (Leica). Os cortes histolégicos foram montados em laminas,
corados pelo método de Giemsa e analisados para se localizar os pontos das

injecdes na area RVL e VL e lesdo da regido AV3V.

7- Anéalise dos resultados

Os resultados foram tabelados nas planilhas do Excel. A média e o erro
padrdo da média foram representados em graficos usando-se o programa Sigma-
Plot. Foram utilizados a analise de variancia e o teste de Newman Keuls para as
comparacbes entre diferentes tratamentos. Diferengcas foram consideradas

significantes para p < 0,05.



EXPERIMENTOS REALIZADOS

1- Efeitos da lesdo da regido AV3V aguda (1 dia) na s respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I ou carbacol na area RVL.

Em ratos com canulas implantadas na area RVL e com lesédo aguda (1 dia)
da regidao AV3V, apos um periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle
da PAM e FC foi injetada salina (100 nl) na area RVL. Passados 20 minutos foi
injetada ANG 1l (200 pg/100 nl) na &rea RVL e a PAM e FC foram registradas por
mais 30 minutos.

No periodo da tarde, a PAM e FC foram novamente registradas nos
mesmos animais e o mesmo procedimento executado pela manha foi repetido,
exceto que a injecdo de ANG Il na area RVL foi substituida pela injecdo de
carbacol (1 nmol/200 nl). No final dos experimentos, foram testados baro e
quimiorreflexo com injecdes iv de fenilefrina (5 upg/kg de peso corporal),
nitroprusssiato de soédio (30 pg/kg de peso corporal) e KCN (40 pg/0.1 ml/rato). Foi

aguardado sempre um periodo de no minimo 5 minutos entre as duas injecdes i.v.

2- Efeitos da lesdo da regido AV3V crbnica (15 dias ) nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I ou carbacol na area RVL.
O mesmo protocolo citado no item 1 foi repetido nos animais com les&o cronica

(15 dias) da regiao AV3V.
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3- Efeitos do bloqueio colinérgico ou angiotensinér gico central (VL) nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecao de glutamato na éarea
RVL.

Em ratos com canulas implantadas simultaneamente no VL e na area RVL,
apos um periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle da PAM e FC foi
injetada salina (100 nl) na area RVL. Apos 15 minutos, foi injetada salina (1 pl) no VL
e passados 15 minutos foi injetado glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL. No mesmo
rato, uma hora apds a primeira injecdo de glutamato, foi realizado o bloqueio dos
receptores colinérgicos ou angiotensinérgicos centrais com injecdo de atropina
metilada (4 nmol/1 pl) ou losartan (100 pg/1 ul), respectivamente no VL e 15 minutos
apos foi novamente injetado glutamato na area RVL. Dez minutos apés a injecdo de
glutamato, baro e quimiorreflexo foram testados injetando-se fenilefrina (5 pg/kg),
nitroprussiato de sédio (30 pg/kg) e cianeto de potassio (KCN - 40 pg/0,1 ml). Em
seguida, carbacol (4 nmol/1 pl) ou ANG Il (50 ng/1 pl) foi injetado no VL para se testar

a eficiéncia do bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico central, respectivamente.

4- Efeitos do bloqueio colinérgico ou angiotensinér gico da area RVL
(blogueio local) nas respostas cardiovasculares pro duzidas pela injecdo de
glutamato na mesma area.

Em ratos com canulas unilaterais implantadas na area RVL, ap6s um
periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle da PAM e FC, foi injetada
salina (100 nl) e em seguida glutamato (5 nmol/100 nl). Apds a injecdo de

glutamato, acetilcolina (10 nmol/100 nl) ou ANG Il (200 ng/100 nl) foi injetado na
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area RVL. O intervalo de tempo entre cada uma dessas injecdes na area RVL foi
de 15 minutos. Uma hora apés, foi injetada atropina metilada (4 nmol/100 nl) ou
losartan (10 pug/100 nl) na area RVL e 15 minutos apés foi novamente injetado
glutamato na area RVL, seguido da injecdo de acetilcolina (10 nmol/100 nl) ou
ANG 1l (200 ng/100 nl) também na &rea RVL 15 minutos ap0s para se testar a

eficiéncia do blogueio colinérgico ou angitensinérgico local (RVL).

5 - Efeitos do bloqueio angiotensinérgico central (VL) ou local com ZD 7155
nas respostas cardiovasculares produzidas pela inje cdo de glutamato na
area RVL.

O protocolo utilizado foi 0 mesmo citado acima, no item 3. A Unica mudanca
foi 0 uso de um outro antagonista angiotensinérgico de receptores do subtipo AT1

ZD 7155 (50 pg/1 pl) no VL.

6 - Efeitos do bloqueio angiotensinérgico local (RV L) com ZD 7155 nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecéo de glutamato na é&rea
RVL.

O protocolo utilizado foi 0 mesmo citado acima, no item 4. A Unica mudanca
foi 0 uso de um outro antagonista angiotensinérgico de receptores do subtipo AT1

ZD 7155 (5 pg/100 nl) na area RVL.



37

7- Efeitos do bloqueio angiotensinérgico central (V L) nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I na area RVL.

Em ratos com céanulas implantadas simultaneamente no VL e na area RVL,
apos um periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle da PAM e FC foi
injetada salina (100 nl) na area RVL. Apos 15 minutos, foi injetada salina (1 pl) no VL
e passados mais 15 minutos foi injetada ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL. Uma
hora depois, realizou-se o bloqueio dos receptores angiotensinérgicos centrais com
injecdo de losartan (100 pg/1 pl) no VL e 15 minutos apds foi novamente injetada
ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL. Dez minutos apés, ANG Il (50 ng/1 ul) foi

injetada no VL para se testar a eficiéncia do bloqueio angiotensinérgico central.

8 - Efeitos da prévia injecdo de ANG Il na area RVL nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de glutama  to na mesma area.

Em ratos com canulas unilaterais implantadas na area RVL, apds um
periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle da PAM e FC, foi injetada
salina (100 nl) e em seguida glutamato (5 nmol/100 nl). Uma hora apés a injecédo
de glutamato, ANG Il (50 ng/ 100 nl) foi injetado na area RVL. Passados 10

minutos, novamente foi injetado glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL.
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9- Efeitos de blogueio glutamatérgico bilateralment e na area RVL nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecéo de ANG Il ou carbacol
no VL.

Em ratos com céanulas implantadas simultaneamente na é&rea RVL
(bilateralmente) e no VL, ap0s um periodo de pelo menos 20 minutos de registro
controle da PAM e da FC, foi injetado &cido quinurénico (1 nmol/100 nl)
bilateralmente na area RVL. Apos 10 minutos, foi injetado glutamato (2 nmol/100 nl)
na area RVL. Passados mais 10 minutos foi injetado ANG II (50 ng/1 ul) ou
carbacol (4 nmol/1 pl) no VL. No final do experimento, foram testados baro e
guimioreflexo injetando-se fenilefrina (5 pg/kg), nitroprussiato de sédio (30 pg/kg) e
cianeto de potassio (KCN - 40 ug/0,1 ml). No outro dia, nos mesmos ratos, apos um
periodo de pelo menos 20 minutos de registro controle da PAM e da FC, foi
injetada salina bilateralmente na area RVL. Apds 10 minutos, foi injetado glutamato
(2 nmol/100 nl) na &rea RVL para se obter a resposta pressora controle. Passados
mais 10 minutos foi injetado ANG Il (50 ng/1 pl) ou carbacol (4 nmol/1 pl) no VL. No

final do experimento, foram testados baro e quimioreflexo.

10- Efeitos de bloqueio glutamatérgico bilateralmen te na area RVL nos
parametros respiratorios (Volume corrente, freqiénc ia respiratoria e
ventilacdo pulmonar)

Em alguns animais, simultaneamente ao registro da PAM e FC, também
foram registrados os parametros respiratorios antes e apoés inje¢cdes de salina ou

acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL.
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As medidas da ventilagdo pulmonar (VE) foram obtidas por pletismografia
de corpo inteiro (Bartlett e Tenney, 1970). Os ratos permaneceram dentro de uma
camara vedada. O volume de ar corrente que o animal inspira € aquecido, da
temperatura da camara a temperatura corporal e saturado com vapor de agua. Ao
expirar, o volume de corrente do animal & esfriado até a temperatura da camara,
havendo perda de vapor de agua. Nessa situacdo de aquecimento e
umedecimento do ar inspirado e o esfriamento e a desidratacdo do ar expirado
ocorrem pequenas mudancas de pressdo, que podem ser detectadas por um
transdutor sensivel conectado a camara de acrilico, onde o animal pode se
locomover livremente. A camara tinha conexdo com o transdutor diferencial de
pressdo e com outra camara de referéncia, a qual evita artefatos de medida
provocados pela variacdo de pressdo dentro do laboratério, como a abertura de
portas. Além disto, a camara estava equipada com um termdémetro e uma seringa
para calibracao.

Durante as medidas de ventilacdo, o fluxo foi interrompido e a camara
selada por curtos periodos de tempo (~ 2 min) e as oscilacdes na temperatura do
ar causadas pela respiracéo puderam ser medida como oscilacdes na presséo. Os
sinais detectados pelo transdutor diferencial de presséo foram coletados por um
registrador o qual foi conectado a um conversor analédgico-digital. Isto permitiu a
digitalizacdo dos sinais em um microcomputador, utilizando um programa de
aquisicdo de dados. Os dados foram analisados através do excel, permitindo a
obtenc&o da frequéncia respiratéria (fr) e da amplitude do sinal (Pt). O volume
corrente (V) foi calculado através da formula abaixo (Bartlett e Tenney, 1970). A

calibracdo do volume foi feita antes e durante cada experimento por injecdo na
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camara de uma quantidade conhecida de ar (1 ml) usando uma seringa graduada.
A ventilacdo pulmonar foi calculada multiplicando o Vr pela fr. Segundo Bartlett e
Tenney (1970) medidas diretas de VE por pneumotacografia resultam em valores

bastante proximos daqueles obtidos por pletismografia.

VT =PT x VKX TC X (PB — PC)
PK TR (PB-PC) — TC x (PB-PR)
Tb

Simbolos da equacéo:

VT: Volume de ar corrente.

VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibracéo.

PT: Deflexdo de presséo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de presséo associada ao volume injetado para calibracéo.
Th: Temperatura corporal (em Kelvin)

TC: Temperatura do ar dentro da camara do animal.

PB: Pressao barométrica.

PR: pressao de vapor de agua a temperatura corporal.

PC: pressao de vapor de agua na camara do animal.

TR: temperatura ambiente

11 - Teste do baro e quimiorreflexo
O barorreflexo foi testado através da injecao (iv) de uma dose pressora de
fenilefrina (5 pg/Kg) e depressora de nitroprussiato de soédio (30 pg/Kg). O

guimiorreflexo foi testado através da injecdo (iv) de cianeto de potassio (40 ug/0,1

ml/rato).
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RESULTADOS

1- Efeitos da lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V na s respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I ou carbacol na area RVL.

A PAM basal dos animais néo foi modificada pela lesdo aguda (1 dia) da
regido AV3V (117 =5 vs. lesdo ficticia: 111 + 2 mmHg), [F(1,12) = 1,284; p > 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de ANG Il (200 ng/100 nl) na
area RVL dos ratos com lesdo aguda da regido AV3V (12 £ 3 mmHg) foi menor
do que aquela produzida pela mesma dose de ANG Il injetada na area RVL dos
animais com leséo ficticia (26 + 4 mmHg). A resposta pressora produzida pela
injecdo de carbacol (1 nmol/100 nl) na area RVL nao foi modificada pela lesédo
aguda da regido AV3V (38 £ 4 mmHg vs. lesdo ficticia: 34 £ 4 mmHg), [F(5,38) =
37,610; p < 0,05], (Figura 1). A FC basal dos animais com lesdo aguda da regido
AV3V (408 * 22 bpm) foi maior do que a FC basal dos animais com leséo ficticia
(350 + 14 bpm), [F(1,12) = 5,331; p< 0,05].

As injecfes de ANG Il ou carbacol na area RVL de ratos com lesdo aguda
da regido AV3V ou lesao ficticia ndo produziram modificacbes significantes da FC,

[F(5,38) = 1,627; p > 0,05], (Figura 1).
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- Lesao ficticia

Lesédo da regido AV3V
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Figura 1: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injegcdo de ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl) na
area RVL de ratos com lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V ou lesao ficticia. Os
resultados estéo expressos como medias + EPM. Entre parénteses esta indicado
0 numero de animais.
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2- Efeitos da lesdo crbnica (15 dias) da regido AV3 V nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I ou carbacol na area RVL.

A PAM basal dos animais ndo foi modificada pela lesédo cronica da regiéo
AV3V (107 + 3 vs. lesao ficticia: 112 £ 4 mmHg), [F(1,14) = 0,939; p > 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de ANG Il (200 ng/100 nl) na
area RVL dos ratos com leséo cronica da regido AV3V (12 + 5 mmHg) foi menor
do que aquela produzida pela mesma dose de ANG Il injetada na area RVL dos
animais com leséo ficticia (27 + 4 mmHg). A resposta pressora produzida pela
injecdo de carbacol (1 nmol/100 nl) na area RVL nao foi modificada pela lesédo
cronica da regidao AV3V (29 £ 3 mmHg vs. leséo ficticia: 34 £ 5 mmHg), [F(5,43) =
16,736; p < 0,05], (Figura 2).

A FC basal dos animais com lesdo crbnica da regiao AV3V néo foi diferente
da FC basal dos animais com lesao ficticia (371 + 12 vs. leséo ficticia: 353 = 15
bpm), [F(1,14) = 0,850; p> 0,05].

As injecdes de ANG Il ou carbacol na area RVL de ratos com lesé@o crénica
da regido AV3V ou leséo ficticia ndo produziram modificacbes significantes da FC,
[F(5,43) = 1,007; p > 0,05], (Figura 2).

Na figura 3 estdo apresentados os registros da PAP, PAM e FC de um rato
controle, um rato com leséo da regido AV3V aguda e um rato com leséo da regido
AV3V croénica ilustrando as respostas tipicas produzidas pelas injecoes de ANG II
e carbacol na area RVL em cada um dos respectivos grupos.

As injecbes de ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl) fora da

area RVL néo produziram alteracfes na PAM e FC (Tabela 1). Nesses animais 5
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injecBes foram feitas lateralmente a area RVL, 3 medialmente a area RVL e 5

dorsalmente a area RVL.
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- Lesao ficticia

Lesao da regido AV3V
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Figura 2: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injegcdo de ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl) na
area RVL de ratos com lesdo cronica (15 dias) da regido AV3V ou lesao ficticia.
Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o numero de animais.
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Figura 3: Registros representativos mostrando as alteragbes da presséo arterial
pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl) na
area RVL. (A) ratos controles, (B) ratos com lesédo aguda (1 dia) e (C) ratos com
lesdo cronica (15 dias) da regidao AV3V.

pulsatil  (PAP),
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Tabela 1: Alteracdes da PAM e FC produzidas pela injecao unilateral de ANG Il ou

carbacol fora da area RVL.

Tratamento APAM (mmHQ) AFC (bpm)
Salina +1+1 +2+1
ANG I +4 42 +2+3
Carbacol +3+1 +4 +3

Salina, ANG Il (200 ng/100 nl) ou carbacol (1 nmol/100 nl). APAM = altera¢cbes da
pressédo arterial média (mmHg); AFC = alteracfes da freqUéncia cardiaca (bpm).
Os resultados estdo expressos como média + EPM. n = 13.
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3- Efeitos do bloqueio colinérgico ou angiotensinér gico central (VL) nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecao de glutamato na éarea
RVL.

A PAM basal dos animais apos a injecdo de atropina (4 nmol/1 ul) ou
losartan (100 pg/1 pl) no VL (121 £ 3 e 119 + 4 mmHg, respectivamente) nao foi
diferente da PAM basal dos animais antes do bloqueio colinérgico ou
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (123 + 3 e 115 + 4 mmHg,
respectivamente), [F(3,39) = 0,80; p > 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na
area RVL ap6s o bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico central com injecao de
atropina ou losartan no VL (36 + 5 e 22 £ 5 mmHg, respectivamente) foi menor do
gue aquela produzida pela mesma dose em condi¢des controles (51 + 4 mmHgQ)
[F(3,43) = 28,17; p < 0,001] (Figura 4). Injecdo de salina na area RVL néo
modificou a PAM (Figura 4).

A FC basal dos animais apos a injecédo de atropina (4 nmol/1 pl) ou losartan
(200 pg/1 pl) no VL (369 + 12 e 354 £ 11 bpm, respectivamente) néo foi diferente
da FC basal dos animais antes do bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico no
inicio dos experimentos (342 + 10 e 352 + 16 bpm, respectivamente), [F(3,39) =
0,96; p > 0,05].

A injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL antes ou depois do
blogueio colinérgico ou angiotensinérgico central com injecdo de atropina ou

losartan, respectivamente, no VL ndo produziu modificacdes significantes da FC
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[F(3,43) = 1,18; p > 0,05] (Figura 4). Injecao de salina na area RVL ndo modificou
a FC (Figura 4).

Para confirmar se os receptores colinérgicos ou angiotensinérgicos estavam
eficientemente bloqueados, no final dos experimentos foram feitas as injecdes de
carbacol (4 nmol/1 pl) ou ANG Il (50 ng/1 pl) no VL nos diferentes grupos
estudados. ApoOs a injecdo de atropina (4 nmol/1 pl), a resposta pressora do
carbacol no VL foi atenuada 78% [F(2,25) = 48,700; p < 0,001] (Figura 5)
enquanto que a injecao do losartan (100 pg/1 ul) no VL praticamente aboliu a

resposta pressora da ANG Il no VL [F(2,23) = 72,038; p < 0,001] (Figura 6).
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Figura 4: Alteracdes da pressédo arterial média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecao de glutamato (5 nmol/100 nl) ou salina na area RVL apoés a
injecdo de salina, atropina (4 nmol/1 pl) ou losartan (100 pg/1 pl) no VL. Os
resultados estdo expressos como medias + EPM. Entre parénteses esta indicado o
namero de animais.



51

B salina VL

salina VL + carbacol VL

atropina VL + carbacol VL

* diferente de salina VL

+ diferente de salina VL + carbacol VL

*
50 -
<§E . (4)
T
N 40 '
ST 30 *
0 % -
0 £ 201
SE . (1T0)
g 197 (12)
< 0 L —mmimm
40 - +
) ] (10)
5 0 —
O E -20 -
00 QO J
&= -40 1
-80 - (4)
*

Figura 5: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou carbacol (4 nmol/1 ul) combinado com a
injecdo prévia de atropina (4 nmol/1 pl) ou salina no VL. Os resultados estédo
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de
animais.
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Figura 6: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecao de salina ou ANG Il (50 ng/1 pl) no VL combinada com a
injecdo prévia de losartan (100 pg/1 pl) ou salina no VL. Os resultados estdo
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de
animais.
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4- Efeitos do bloqueio colinérgico ou angiotensinér gico da area RVL nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecéo de glutamato na mesma
area.

Com injecdes de atropina ou losartan no VL ndo se poderia descartar a
possibilidade de que as alteragbes na resposta pressora do glutamato injetado na
area RVL se devesse a acdo dessas drogas diretamente na area RVL uma vez
gue pelos ventriculos encefélicos elas poderiam se espalhar e atingir diferentes
areas encefélicas. Por isso, foram testados os efeitos das inje¢fes de atropina e
losartan sobre a resposta pressora do glutamato na mesma area.

A PAM basal dos animais ap6s a injecdo de atropina (4 nmol/100 nl) ou
losartan (10 pg/100 nl) na area RVL (116 £ 2 e 124 + 7 mmHg, respectivamente)
ndo foi diferente da PAM basal dos animais antes do bloqueio colinérgico ou
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (113 + 3 e 119 + 6 mmHg,
respectivamente), [F(3,33) = 1,13; p > 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na
area RVL apdés o bloqueio colinérgico local com injecdo de atropina na area RVL
(49 + 4 mmHg) néo foi diferente da resposta pressora produzida pela mesma dose
de glutamato em condic¢des controles (50 £ 4 mmHg). Porém, a resposta pressora
produzida pela injecéo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL dos ratos depois
do bloqueio angiotensinérgico local com inje¢do de losartan na area RVL (5 £ 3
mmHg) foi menor quando comparada com condi¢cdes controles [F(3,38) = 73,869;
p < 0,001] (Figura 7). Injecdo de salina na area RVL nao produziu efeitos na PAM,

(Figura 7).
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A FC basal dos animais apds a injecdo de atropina (4 nmol/100 nl) ou
losartan (10 pg/100 nl) na area RVL (350 = 9 e 319 + 10 bpm, respectivamente)
nao foi diferente da FC basal dos animais antes do bloqueio colinérgico ou
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (342 = 7 e 340 + 24 bpm,
respectivamente), [F(3,33) = 1,13; p > 0,05].

A injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL antes ou depois das
injecbes de atropina ou losartan na area RVL ndo produziu modificactes
significantes da FC, [F(3,38) = 1,217; p > 0,05], (Figura 7).

Para nos certificarmos se realmente mecanismos colinérgicos ou
angiotensinérgicos da area RVL estavam blogueados, no final dos experimentos
foram feitas injecdes de acetilcolina (10 nmol/ 100 nl) ou ANG II (200 ng/100 nl) na
area RVL. Apos a injecdo de atropina (4 nmol/100 nl) na area RVL, tanto a
resposta pressora [F(2, 32) = 23,439; p < 0,001], quanto a taquicardica [F(2, 32) =
11,023; p < 0,001] da acetilcolina injetada na area RVL foram abolidas (Figura 8).
Assim, também foram abolidas tanto a resposta pressora [F(2,17) = 32,617; p <
0,05], quanto a taquicardica [F(2,17) = 4,082; p < 0,05] da ANG Il injetada na area
RVL apés a injecéo de losartan (10 ug/100 nl) na mesma area (Figura 9).

Nas figuras 10 e 11 estdo apresentados os registros da PAP, PAM e FC de
ratos controles e ratos que receberam bloqueio colinérgico ou angiotensinérgico
central (VL) ou local (RVL) ilustrando as respostas tipicas produzidas pelas

injecdes de salina e glutamato em cada um dos respectivos grupos.
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Figura 7: Alteracdes da pressédo arterial média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecao de salina ou glutamato (5 nmol/100 nl) na &rea RVL apoés a
injecdo de salina, atropina (4 nmol/100 nl) ou losartan (10 pug/100 nl) na area RVL.
Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o niUmero de animais.
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Figura 8: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou acetilcolina (10 nmol/100 nl) na area RVL
combinada com a injecao prévia de atropina (4 nmol/100 nl) ou salina na éarea
RVL. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o niUmero de animais.
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Figura 9: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL
combinada com a injecéo prévia de losartan (10 pg/100 nl) ou salina na area RVL.
Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o nimero de animais.
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Figura 10: Registros representativos mostrando as alteracdes da pressao arterial
pulséatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pelas injecdes de: (A) salina na area RVL, (B) glutamato (5 nmol/100
nl) na area RVL ap6s salina no VL, (C) glutamato na area RVL apdés atropina (4
nmol/1 pl) no VL e (D) glutamato na area RVL ap6és atropina (4 nmol/100 nl) na
area RVL (setas).
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Figura 11: Registros representativos mostrando as alteragdes da presséao arterial
pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pelas injecdes de: (A) salina na area RVL, (B) glutamato (5 nmol/100
nl) na area RVL apds salina no VL, (C) glutamato na area RVL ap0és losartan (100
pg/1 pl) no VL e (D) glutamato na area RVL apos losartan (10 pg/100 nl) na area
RVL (setas).
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5 - Efeitos do bloqueio angiotensinérgico central (VL) com ZD 7155 nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecao de glutamato na éarea
RVL.

A PAM basal dos animais apés a injecdo de ZD 7155 (50 pg/1 pl) no VL
(115 £ 2 mmHg) néo foi diferente da PAM basal dos animais antes do bloqueio
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (111 + 2 mmHg), [F(1,15) = 1,151; p
> 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na
area RVL ap6s a injecdo de ZD 7155 no VL (26 £ 7 mmHg) foi menor do que
aguela produzida pela mesma dose em condi¢cdes controles (52 + 5 mmHQ)
[F(2,23) = 22,263; p < 0,001]. Injecdo de salina na area RVL ndo modificou a PAM
(Figura 12).

A FC basal dos animais ap6s a injecéo de ZD 7155 (50 pg/1 ul) no VL (378
+ 8 bpm) nédo foi diferente da FC basal dos animais antes do bloqueio
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (375 + 10 bpm) [F(1,15) = 0,05; p >
0,05].

A injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL antes ou depois do
blogueio angiotensinérgico central com injecdo de ZD 7155 no VL nado produziu
modificacfes significantes da FC [F(2,23) = 0,629; p > 0,05]. Injecao de salina na
area RVL ndo modificou a FC (Figura 12).

Para confirmar se os receptores angiotensinérgicos estavam eficientemente
bloqueados, no final dos experimentos foram feitas as injecbes de ANG Il (50 ng/1

pl) no VL nos diferentes grupos estudados. ApoOs a injecdo de ZD 7155 (50 pg/1



61

pl), tanto a resposta pressora da ANG Il [F(2,23) = 14,037; p < 0,05] quanto a

taquicardia foram abolidas [F(2,23) = 7,721; p < 0,05] (Figura 13).
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Figura 12 : Alteracdes da presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecéo de salina ou glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL apoés
a injecdo de salina ou ZD 7155 (50 pg/1 pl) no VL. Os resultados estdo expressos

como médias = EPM. Entre parénteses esta indicado o nUmero de animais.
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Figura 13: Alteracdes da presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou ANG Il (50 ng/1 pl) no VL combinada com a
injecdo prévia de ZD 7155 (50 pg/l pl) ou salina no VL. Os resultados estdo
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de
animais.
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6 - Efeitos do bloqueio angiotensinérgico local (RV L) com ZD 7155 nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecao de glutamato na éarea
RVL.

A PAM basal dos animais apos a inje¢do de ZD 7155 (5 pg/100 nl) na area
RVL (117 £+ 3 mmHg) nao foi diferente da PAM basal dos animais antes do
bloqueio angiotensinérgico no inicio dos experimentos (115 + 3 mmHg) [F(1,7) =
0,380; p > 0,05].

A resposta pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na
area RVL apoés a injecdo de ZD 7155 na area RVL (33 + 4 mmHg) foi menor do
gue aquela produzida pela mesma dose em condi¢des controles (54 + 8 mmHgQ)
[F(2,11) = 22,109; p < 0,001]. Injecdo de salina na area RVL ndo modificou a PAM
(Figura 14).

A FC basal dos animais apos a inje¢cdo de ZD 7155 (5 pg/100 nl) na area
RVL (361 + 27 bpm) néo foi diferente da FC basal dos animais antes do bloqueio
angiotensinérgico no inicio dos experimentos (376 + 15 bpm) [F(1,7) = 0,232; p >
0,05].

A injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL antes ou depois do
bloqueio angiotensinérgico local com injecdo de ZD 7155 na area RVL néo
produziu modificagdes significantes da FC [F(2,11) = 1,377; p > 0,05]. Injecdo de
salina na area RVL n&o modificou a FC (Figura 14).

Para confirmar se os receptores angiotensinérgicos estavam eficientemente
bloqueados, no final dos experimentos foram feitas as injecbes de ANG II (200

ng/100 nl) na area RVL nos diferentes grupos estudados. Apds a injecao de ZD



65

7155 (5 ng/100 nl), a resposta pressora da ANG Il foi abolida [F(2,11) = 41,498; p

< 0,001] (Figura 15).
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Figura 14: Alteracdes da presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injec@o de salina ou glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL ap6és
a injecao de salina ou ZD 7155 (5 pg/100 pl) no VL. Os resultados estéao
expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de
animais.
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Figura 15: Alteracdes da presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL
combinada com a injecdo prévia de ZD 7155 (5 pg/100 nl) ou salina na area RVL.

Os resultados estdo expressos como médias + EPM. Entre parénteses esta
indicado o numero de animais.
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7- Efeitos dos bloqueios angiotensinérgicos centrai s (VL) nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de ANG I na area RVL.

N&o houve diferenca na resposta pressora produzida pela injecdo de ANG
II (200 ng/100 nl) na area RVL antes (26 £ 3 mmHg) e depois da injecdo de
losartan (100 pg/1 pl) ou ZD 7155 (50 pug/ 1 pl) no VL (20 £ 3 e 23 £ 1 mmHg,
respectivamente) [F(3, 25) = 26,759; p < 0,001], (Figura 16).

Injecdo de salina ou ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL ndo produziu

efeitos na frequiéncia cardiaca [F(3,25) = 0,290; p > 0,05], (Figura 16).
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Figura 16: Alteracdes da pressao arterial média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou ANG Il (200 ng/100 nl) na area RVL apoés a
injecdo de salina, losartan (100 pg/1 pl) ou zD 7155 (50 pg/1l pl) no VL. Os
resultados estdo expressos como medias + EPM. Entre parénteses esta indicado o
namero de animais.
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8 - Efeitos da prévia injecdo de ANG Il na area RVL nas respostas
cardiovasculares produzidas pela injecdo de glutama  to na mesma area.

A resposta pressora produzida pela injecédo de glutamato (5 nmol/100 nl) na
area RVL apos a injecao de ANG Il (50 ng/100 nl) na mesma area (68 £ 7 mmHQ)
foi maior do que aquela produzida pela mesma dose de glutamato em condicbes
controles (44 £ 6 mmHg) [F(2,14) = 40,929; p < 0,001] (Figura 17).

A bradicardia produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area
RVL apés a injecdo de ANG Il (50 ng/100 nl) na mesma éarea (-20 + 15 bpm) foi
diferente da resposta cronotropica produzida pela mesma dose de glutamato em
condicdes controles (23 + 10 bpm) [F(2,14) = 4,236; p < 0,05] (Figura 17).

Na figura 18 estd apresentado o registro da PAP, PAM e FC de um rato
pertencente ao grupo estudado ilustrando as respostas tipicas produzidas pelas
injecdes de glutamato na area RVL depois de salina nha mesma area, ANG Il na

area RVL e glutamato na area RVL depois da ANG Il na mesma éarea.
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Figura 17: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de salina ou glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL apos
injecdo de salina ou ANG Il (50 ng/100 nl) na area RVL. Os resultados estdo
expressos como médias £+ EPM. Entre parénteses esta indicado o numero de
animais.
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Figura 18: Registro representativo mostrando as alteracdes da pressao arterial
pulséatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de: (A) glutamato (5 nmol/100 nl) na &rea RVL depois de
salina na area RVL; (B) ANG Il (50 ng/100 nl) na area RVL e (C) glutamato (5
nmol/100 nl) depois da ANG Il (50 ng/100 nl) na area RVL.
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9- Efeitos de bloqueio glutamatérgico bilateralment e na area RVL nas
respostas cardiovasculares produzidas pela injecéo de carbacol ou ANG Il
no VL.

A injecdo de acido quinurénico bilateralmente na area RVL causou aumento
na PAM basal nos primeiros 5 minutos em ambos os grupos estudados: grupo que
foi posteriormente tratado com carbacol (137 + 4 mmHg vs. controle: 113 + 3
mmHg), [F(1,13) = 20,953; p < 0,001] (Tabela 2) e grupo que foi posteriormente
tratado com ANG Il (133 + 3 mmHg, vs. controle: 117 £ 3 mmHg), [F(1,11) =
11,102; p < 0,05] (Tabela 2).

A FC basal dos animais com bloqueio glutamatérgico bilateralmente da area
RVL néo foi diferente da FC basal antes do blogqueio em ambos o0s grupos
estudados: grupo que foi posteriormente tratado com carbacol (393 + 22 vs. antes
do bloqueio: 398 = 9 bpm), [F(1,13) = 0,0384 p> 0,05] (Tabela 2) e grupo que foi
posteriormente tratado com ANG Il (353 + 24 vs. antes do bloqueio: 395 + 9 bpm),
[F(1,11) = 1,961; p > 0,05] (tabela 2).

A injecao de acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL
nao modificou as alteragcdes na PAM (36 + 1 vs. controle: 39 + 2 mmHg) [F(1,13) =
0,101; p > 0,05] e frequéncia cardiaca (22 + 10 vs.controle: 23 + 14 bpm) [F(1,13)
= 0,009; p > 0,05] produzidas pela injecédo de carbacol no VL (Figura 19).

A injecdo de acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL
ndo modificou as alteragdes na pressao arterial média (28 £ 3 vs. controle: 26 + 2
mmHg) [F(1,11) = 0,167; p > 0,05] e frequéncia cardiaca (10 + 13 vs.controle: -12
+ 5 bpm) [F(1,11) = 2,828; p > 0,05] produzidas pela injecdo de ANG Il no VL

(Figura 20).
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Em ambos os grupos, a injecdo bilateral de acido quinurénico na area RVL
praticamente aboliu a resposta pressora do glutamato na mesma area [F(2,19) =
46,90; p < 0,001], (Figura 21).

Nas figuras 22 e 23 estdo apresentados os registros da PAP, PAM e FC,
ilustrando as respostas tipicas produzidas pelas injecdes de ANG Il ou carbacol no
VL depois do bloqueio glutamatérgico ou ficticio bilateralmente na area RVL em

cada um dos respectivos grupos.
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Figura 19: Alteracdes da presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de carbacol (4 nmol/l pl) no VL em ratos néo
anestesiados apos inje¢bes de salina ou &cido quinurénico (1 nmol/100 nl)
bilateralmente na area RVL. Os resultados estdo expressos como médias + EPM.
Entre parénteses esta indicado o nimero de animais.
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Figura 20: Alteracbes da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de ANG Il (50 ng/1 pl) no VL em ratos ndo anestesiados
apos injecdes de salina ou acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na
area RVL. Os resultados estdo expressos como medias + EPM. Entre parénteses
esta indicado o niumero de animais.
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Figura 21: Alteracdes da pressao arterial média (PAM) e frequiéncia cardiaca (FC)
produzidas pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL nos diferentes
grupos estudados apoés a injecdo de salina ou &cido quinurénico (1 nmol/100 nl) na
area RVL. Os resultados estdo expressos como médias =+ EPM. Entre parénteses
esta indicado o numero de animais.
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Figura 22: Registros representativos mostrando as alteracdes da pressao arterial

pulsatil

(PAP), presséo arterial

média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

produzidas pela injecdo de carbacol (4 nmol/1 ul) no VL em (A) apés injecdes de
acido quinurénico (1 nmol/100 nl) ou (B) salina bilateralmente na area RVL.
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Figura 23: Registros representativos mostrando as alteracdes da pressao arterial

pulsatil

(PAP),

pressdo arterial

média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)

produzidas pela injecdo de ANG Il (50 ng/1 pl) no VL em (A) apés injecbes de
acido quinurénico (1 nmol/100 nl) ou (B) salina bilateralmente na area RVL.
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10- Efeitos de bloqueio glutamatérgico bilateralmen te na &area RVL nos
parametros respiratorios (Volume corrente, freqiénc ia respiratoria e
ventilacdo pulmonar)

InjecBes de acido quinurénico (1 nmol/100 nl) bilateralmente na area RVL
ndo modificou os pardmetros respiratorios como o volume corrente (4,94 £ 1 vs
salina: 5,4 *1 ml/kg), [F(1,7) =0,229; p > 0,05], frequéncia respiratéria (112 + 2
vs salina: 91 + 4 cpm/min), [F(1,7) = 0,897; p > 0,05] e ventilagdo pulmonar (577 +

150 vs salina: 506 + 82 ml/min) [F(1,7) = 0,172; p > 0,05] (Figuras 24 e 25).
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Figura 24: (A) Volume corrente, (B) frequéncia respiratoria e (C) ventilacdo
pulmonar apods injecbes de salina ou acido quinurénico (1 nmol/100 nl)
bilateralmente na area RVL. Os resultados estdo expressos como médias + EPM.
Entre parénteses esta indicado o numero de animais.
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Figura 25: Registros representativos da pressao arterial pulsatil (PAP), pressao
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respiratoria (FR) ap6s injecdes de: (A) salina ou (B) acido quinurénico (1 nmol/100
nl) bilateralmente na area RVL de ratos nao anestesiados.
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Tabela 2: Alteragcbes da PAM e FC basais produzidas pela injecdo de &cido
qguinurénico (1 nmol/100 nl) ou salina bilateralmente na area RVL nos ratos

referentes aos grupos estudados.

Grupo do Carbacol

PAM (mmHQ) FC (bpm)
BASAL 113+3 398+9
Apos salina RVL 116 + 4 402 £ 8
Ap6s &c. Quinurénico RVL 137 + 4*" 393 + 22
Grupo da angiotensina I

PAM (mmHQ) FC (bpm)

BASAL 117+ 3 395+9
Apos salina RVL 120+ 4 402+ 2
Ap6s &c. Quinurénico RVL 133 + 3* 353+ 24

Acido quinurénico (1 nmol/100 nl) ou salina foram injetados bilateralmente na area
RVL. PAM = Presséo arterial média basal (mmHg); FC = Freqliiéncia cardiaca
basal (bpm). Os resultados estdo expressos como média + EPM.

* diferente quando comparado ao Basal,
+ diferente apods salina RVL.



11- Teste do baro e quimiorreflexo nos diferentes g  rupos

Nao houve diferenca nas respostas cardiovasculares produzidas pelos
testes de barorreflexo com injecdes endovenosas de fenilefrina e nitroprussiato de
soédio ou pelo teste de quimiorreflexo pela injecdo endovenosa de cianeto de
potassio (KCN).

As respostas cardiovasculares produzidas pelos testes reflexos nos

diferentes grupos estudados estdo expressas nas Tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3: Alteracbes da PAM e FC induzida pela inje  c¢éo (iv) de fenilefrina,
nitroprussiato de sodio KCN em ratos apdés a injecao de salina, atropina ou

losartan no VL.

Grupo: Alteracdes da PAM (mmHQq) Alteracdes da FC (bpm)
Tratamento Fenil NPS KCN Fenil NPS KCN
salina 49+ 6 -29+2 59 + 10 -51+3 84 +2 -133+ 29
atropina 57+ 3 -28%1 68 +4 -39+7 96+14 -129+21
losartan 43+ 3 -29+2 575 -38+9 79+11 -109 + 30

Os resultados estédo presentes como média £ EPM. O numero de ratos em cada
grupo foi: bloqueio ficticio — n = 4; bloqueio colinérgico - n = 8; bloqueio
angiotensinérgico - n = 8; Fenil (fenilefrina, 5 pg/kg de peso corporal), NPS
(nitroprussiato de sédio, 30 pg/kg de peso corporal), KCN (cianeto de potéassio, 40
pg/0,1 ml/rato).
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Tabela 4: Alteracbes da PAM e FC induzida pela inje  c¢ao (iv) de fenilefrina,

nitroprussiato de sédio ou KCN em ratos com leséo d a regido AV3V (Aguda

e cronica) e canula na area RVL. (grupo de ratos qu

e carbacol)

e receberam angiotensina

Grupo: Leséo Alteracfes da PAM (mmHQ)

fenil NPS KCN

Ficticia (1 dia) 46 £ 3 -32+3 50+ 4
Aguda (1 dia) 47+ 3 -31+3 55+5
Ficticia (15 dias) 48 +*4 26+ 3 54+6

Crbnica (15 dias) 462 -30+2 51+2

Alteracoes da FC (bpm)

fenil NPS KCN

-61+8 92+11 -106 + 20

-69+15 105+12 -125+ 20

-54+8 88 +9 -128 +13

-67 + 23 90+9 -132+13

Os resultados estédo presentes como média £ EPM. O numero de ratos em cada
grupo foi: Leséo ficticia (1 dia) — n =7; Lesdo aguda (1 dia) — n = 6; Lesao ficticia
(15 dias) - n = 6; Lesao cronica (15 dias) - n = 8; fenil (fenilefrina, 5 pug/kg de
peso corporal), NPS (nitroprussiato de sodio, 30 pug/kg de peso corporal), KCN

(cianeto de potassio, 40 pug/0,1 mi/rato).
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Tabela 5: Alteracbes da PAM e FC induzida pela inje  c¢éo (iv) de fenilefrina,
nitroprussiato de sodio ou KCN em ratos com bloquei o bilateral ficticio ou
glutamatérgico bilateral da area RVL. (grupo de rat  0s que receberam ANG I

ou carbacol no VL).

Grupo: ANG I Alteracdes da PAM (mmHg) Alteracdes da FC (bpm)

fenil NPS KCN fenil NPS KCN
salina (6) 47 £ 3 302 48 +£3 -51+8 100+ 9 -100 + 15
A. quinurénico (6) 45%3 -29+3 505 -64 +14 95+ 12 -105+ 10
salina (7) 46+ 3 252 45+5 -50+14 100+ 8 -128 +12
A. quinurénico (7) 45+%2 -28+3 47 +£2 -55+5 88+9 -128 +10

Os resultados estédo presentes como média £+ EPM. Os nimeros de ratos em cada
grupo estdo expressos entre parénteses. Fenil (fenilefrina, 5 pg/kg de peso
corporal), NPS (nitroprussiato de sédio, 30 pg/kg de peso corporal), KCN (cianeto
de potassio, 40 ug/0,1 mi/rato).
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10 — Andlise histoldgica

Nas figuras 26 e 27 estdo ilustrados o locais tipicos das inje¢Ges unilaterais
e bilaterais, respectivamente, na area RVL. As inje¢Ges na area RVL localizaram-
se ventralmente ao nucleo ambiguo e imediatamente caudal ao nucleo facial.

A figura 28 ilustra uma lesdo tipica da regido AV3V em um rato
representativo dos grupos lesados. A lesdo da regido AV3V localiza-se entre a
comissura anterior e a base do terceiro ventriculo com destruicdo bilateral do
tecido periventricular desde a lamina terminal até o hipotdlamo 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 predptico periventricular, parte ventral do nucleo predptico
mediano. Destruicdo parcial do nucleo predptico medial e do nucleo hipotalamico
anterior também foi observado em alguns animais.

Na Figura 29 esta ilustrado o local das inje¢des no ventriculo lateral (VL)
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Figura 26: Fotomicrografia mostrando o sitio de injecdo unilateral na area RVL

(seta). na = nacleo ambiguo.



Figura 27: Fotomicrografia mostrando os sitios de inje¢Bes bilaterais na

area RVL (setas). na = nlcleo ambiguo.
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Figura 28: Fotomicrografia mostrando o sitio de lesé@o da regidao AV3V (seta)



Figura 29: Fotomicrografia mostrando o sitio das injec6es no VL (seta)

92
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DISCUSSAO

Importantes mecanismos responsaveis pela regulacdo cardiovascular estao
presentes em areas localizadas nas porcdes anteriores do encéfalo (areas
prosencefalicas), bem como em areas localizadas no tronco encefalico, (Spyer,
1972; Brody e Johnson, 1980; Willete e cols., 1983; Brown e Guyenet, 1984;
Guyenet, 1990; Agarwal e Calaresu, 1993; Pyner e Coote, 1997; Wyss e cols.,
1999; Dampney e cols., 2003).

Entre as areas prosencefélicas importantes para o controle cardiovascular,
destaca-se a regido anteroventral do terceiro ventriculo (AV3V). A regido AV3V é
constituida pelo orgdo vasculoso da lamina terminal (OVLT), altamente
vascularizado e livre de barreira hemato-encefalica (BHE) localizado na parede
anterior do terceiro ventriculo, pelo tecido periventricular da regido preoptica e da
porcdo anterior da area hipotalamica anterior e pela parte ventral do nucleo
predptico mediano (NPM) (Brody e cols., 1978; 1980).

Em se tratando das regides bulbares, o circuito basico de controle
cardiovascular € composto pela area rostro ventrolateral do bulbo (RVL), area
caudo ventrolateral do bulbo (CVL), nucleo do trato solitario (NTS) e ndcleo
ambiguo (NA), (Finley e Katz, 1992; Ciriello e cols., 1994; Machado, 2001).

A area RVL que é localizada ventralmente ao nucleo ambiguo € conhecida
por conter os elementos necessdrios para geracdo e manutencdo do ténus
vasomotor simpético para a coluna intermédio lateral (CIL), (Guertzenstein e
Silver, 1974; Morrison e Reis, 1991; Aradjo e cols., 1999). Um importante
neurotransmissor excitatério presente na area RVL e que estd envolvido nos

mecanismos de regulacdo cardiovascular € o aminoacido glutamato (Sved e
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Gordon, 1994). Injecdo de glutamato na area RVL de ratos ndo anestesiados
produz aumento na atividade simpética e da resisténcia vascular periférica (Sun,
1995; De Paula e Machado, 2001). Além desses efeitos, a inje¢do de glutamato na
area RVL produz aumento dose dependente na pressdo arterial média (PAM),
com um tempo de duracdo de aproximadamente 45 segundos, sendo que esse
aumento € reduzido em ratos com leséo eletrolitica aguda (1 dia) ou crbénica (15
dias) da regido AV3V (Vieira e cols., 2006).

Nos presentes resultados, mostramos que as lesbes agudas e cronicas da
regido AV3V também atenuaram a resposta pressora da injecdo da angiotensina Il
(Ang 1), mas ndo a resposta pressora do agonista colinérgico muscarinico
carbacol na area RVL. E bem conhecido que mecanismos angiotensinérgicos ou
colinérgicos centrais sdo importantes na regulacdo cardiovascular (Brezenoff e
Giuliano, 1982; Brezenoff, 1984; Lappe e Brody, 1984; Denton, 2006). A exemplo
dos receptores glutamatérgicos, existem receptores angiotensinérgicos e
colinérgicos na area RVL (Arneric e cols., 1990; Allen e cols., 1998; Hu e cols.,
2002) e a ativacdo desses receptores causa aumento na pressao arterial e
atividade simpatica (Punnen e cols., 1986; Giuliano e cols., 1989; Sasaki e
Dampney., 1990; Hirooka e cols., 1997; Kubo e cols., 2000; Becker e cols., 2005).

Resultados anteriores mostrando que a lesédo da regido AV3V atenuava a
resposta pressora do glutamato injetado na area RVL (Vieira e cols., 2006)
deixavam uma davida se a lesdo da regido AV3V poderia atenuar
inespecificamente qualquer resposta pressora produzida pela ativacdo da area
RVL ou apenas a resposta do glutamato. Os presentes resultados mostram que

em ratos com lesdo eletrolitica aguda ou crbénica da regido AV3V, a resposta
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pressora da ANG I, mas ndo a do carbacol injetados na area RVL, esta atenuada.
Esses resultados mostram que a lesé@o da regidao AV3V néo interfere de maneira
inespecifica qualquer resposta pressora causada pela ativacdo da area RVL. Ou
seja, existem mecanismos presentes na area RVL que ndo sédo afetados pela
lesdo da regido AV3V, como é o caso de mecanismos colinérgicos. Esses
resultados séo parecidos com outros resultados de nosso laboratorio que
mostraram que a lesdo da regido AV3V aguda ou crbnica blogueia a resposta
pressora do glutamato injetado no NTS de ratos ndo anestesiados (Vieira e cols.,
2004) mas ndo a resposta pressora da taquicinina substancia P (dados nao
publicados).

Nos ratos com lesdo aguda (1 dia) da regido AV3V, observa-se uma
taquicardia que permanece nos primeiros dias apés a lesdo (Menani e cols,
1988b), sem alteragBes significantes na PAM basal. Porém, nos ratos com lesédo
cronica (15 dias), onde continua ocorrendo atenuacao da resposta pressora da
ANG Il injetada na area RVL, ndo ocorre modificacdo da frequéncia cardiaca
basal.

A lesdo da regido AV3V aguda e crbnica ndo modificou as respostas
cardiovasculares produzidas pelo teste de quimiorreflexo com injecdo de cianeto
de potassio (KCN) nem as respostas barorreflexas produzidas por doses
pressoras de fenilefrina ou hipotensoras de nitroprussiato de sodio (Bealer, 1995),
ou seja, a atenuacao da resposta pressora da ANG Il injetada na area RVL néo foi
devido a uma possivel alteracdo dos reflexos cardiovasculares apos a lesdo da
regido AV3V. Esses resultados mostram a importdncia que as areas

prosencefalicas, em especial a regido AV3V, possuem sobre o controle da
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resposta pressora ativada pela ANG Il injetada na area RVL. Diversos estudos
mostram que a lesdo da regido AV3V prejudica o desenvolvimento das mais
diversas formas de hipertensao experimental em ratos (Brody e cols., 1978; Brody
e Johnson, 1980; Brody e cols., 1984; Menani e cols., 1988a), com excec¢ado da
hipertensdo em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) nos quais sugere-se
gue ha um aumento da atividade dos mecanismos colinérgicos na area RVL (Kubo
e cols., 1995). Como os presentes resultados mostraram que a lesdo da regido
AV3V também ndo modifica a resposta pressora produzida pela ativacdo
colinérgica da area RVL, parece que ha uma boa correlagdo quando se compara a
auséncia de efeitos da lesdo da regido AV3V na hipertensdo em SHR e na
resposta pressora produzida pela estimulacdo colinérgica da area RVL. Se o
aumento de atividade de mecanismos colinérgicos da area RVL tem alguma
importancia para a hipertensao nos SHR (Kubo e cols., 1998), pode-se sugerir que
a hipertensdo em SHR provavelmente ndo é atenuada pela lesédo da regido AV3V
porque a mesma nao conseguiria reduzir o efeito pressor produzido pela
hiperatividade do mecanismo colinérgico da area RVL nesses animais.

Pelos resultados obtidos no presente estudo ou em estudo anterior (Vieira e
cols., 2006) ficou claro que a lesao da regidao AV3V prejudica os efeitos pressores
produzidos pela estimulagdo glutamatérgica ou angiotensinérgica da area RVL o
gue sugere que a atividade dessa regido facilita os efeitos pressores produzidos
pela acdo do glutamato e da ANG Il na area RVL. A partir desses resultados, uma
guestdo que surgiu foi quais mecanismos afetados pela lesdo da regido AV3V
seriam importantes para o efeito pressor produzido pela estimulagdo

glutamatérgica ou angiotensinérgica da area RVL.
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Sabe-se que a regido AV3V possui receptores colinérgicos e
angiotensinérgicos (Israel e cols., 1984; Plunkett e cols., 1987; Fitts e Masson,
1990; Mahon e cols., 1995; McKinley e cols., 1996; Lenkei e cols., 1997; McKinley
e cols., 2003) e as respostas pressoras produzidas pela injecdo central de ANG Il
ou carbacol, que dependem da ativacdo simpatica e secrecdo de vasopressina
(ADH) (Hoffman e cols.,1977; Imai e cols., 1989), sdo bloqueadas pela lesdo da
regido AV3V (Brody e cols., 1978; Brody e Johnson, 1980; Menani e cols., 1990).
Assim, haveria a possibilidade de mecanismos colinérgicos e angiotensinérgicos
prosencefalicos gerarem sinais facilitatérios que através da regido AV3V
alcancariam a area RVL facilitando respostas pressoras produzidas pela injecéo
de glutamato ou ANG Il na area RVL. Dados da literatura mostram que tanto os
mecanismos colinérgicos quanto os angiotensinérgicos podem estar envolvidos na
regulacdo cardiovascular interagindo com o glutamato (Feldman e Buccafusco,
1997; Chen e Toney, 2003).

Nossos resultados mostram que a injecao de glutamato na area RVL causa
resposta pressora sem alteracdes significantes na frequéncia cardiaca (Vieira e
cols., 2006 e presentes resultados). Porém, 15 minutos apds a injecao do
antagonista colinérgico muscarinico atropina no ventriculo lateral (VL), a resposta
pressora do glutamato injetado na area RVL foi reduzida mostrando que
mecanismos colinérgicos, provavelmente prosencefalicos eram importantes para a
resposta pressora causada pela acdo do glutamato na area RVL. Porém, como a
atropina foi injetada no VL, uma ddvida que surgiu foi a respeito do sitio de acéo
da mesma, visto a existéncia de receptores colinérgicos em varias areas do

sistema nervoso central (SNC) incluindo na prépria area RVL (Martin e cols., 1992;



98

Levey e cols., 1995; Kubo e cols., 1998). Por essa razéo, foi injetada atropina
diretamente na area RVL para verificarmos se a atenuacao da resposta pressora
do glutamato era devido a alguma acao da atropina nessa area causada pelo seu
espalhamento SNC. Como mostram nossos resultados, a resposta pressora do
glutamato na area RVL nao foi alterada pela prévia injecdo da atropina na mesma
area. Com isso descartamos a participacéo de receptores colinérgicos localizados
na area RVL, ou seja, a resposta pressora do glutamato ndo depende da liberacdo
de acetilcolina na area RVL, mas sim em alguma outra éarea central,
provavelmente prosencefélica. E importante salientar que a exemplo de dados da
literatura (Moore e Drexler, 1982; Nicoletta e cols., 1983), a injecdo de atropina no
VL né&o alterou a PAM ou a frequéncia cardiaca basal. Portanto na dose utilizada
(4 nmol/1 pl) a atropina atuou apenas centralmente, diferentemente de doses a
partir de 8 nmol que poderiam até causarem efeitos mais intensos na resposta do
glutamato na area RVL, porém essas doses comecariam a ter efeitos periféricos
(Takakura e cols, 2003). Ademais, no fim dos experimentos, injetamos 0 agonista
colinérgico muscarinico carbacol para testarmos a eficiéncia do bloqueio
colinérgico. Verificamos no presente estudo que a resposta pressora caracteristica
do carbacol injetada no VL (Saad e cols., 1997) foi quase que abolida nos ratos
onde se observou atenuacdo da resposta pressora do glutamato na area RVL.
Além da importancia dos mecanismos colinérgicos centrais na resposta
pressora do glutamato na area RVL, foi também estudada a participacdo dos
mecanismos angiotensinérgicos centrais na mesma resposta, utilizando-se o

blogueio angiotensinérgico com os antagonistas especificos de receptores AT1, o
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losartan potassico (Timmermans e cols., 1995; Watson e cols., 2005) e o ZD 7155
(Rey e cols., 2007) injetados no VL. Os resultados demonstram que as respostas
pressoras do glutamato injetado na area RVL foram também atenuadas apoés
ambos antagonistas angiotensinérgicos injetados no VL 0 que sugere que
mecanismos angiotensinérgicos prosencefalicos também atuariam facilitando a
resposta pressora do glutamato injetado na area RVL. A PAM basal ndo foi
modificada pelos antagonistas losartan ou ZD 7155 no VL. A exemplo do protocolo
seguido para a atropina, injetamos diretamente tanto o losartan quanto o ZD 7155
na area RVL para testarmos um possivel espalhamento quando injetados no VL.
As injecOes dos antagonistas losartan (Fontes e cols., 1997) e ZD 7155 na area
RVL causaram uma elevacéo inicial e rapida da PAM sendo que apos 15 minutos,
a PAM ja estava em niveis basais (valores antes da injecdo). A resposta pressora
do glutamato injetado na area RVL foi bloqueada e atenuada pelos antagonistas
angiotensinérgicos losartan e ZD 7155, respectivamente, na mesma area. Esses
resultados ndo permitiram excluir uma possivel agdo dos antagonistas diretamente
na area RVL quando injetados no VL, ou seja, a reducéo dos efeitos do glutamato
pela injecdo dos antagonistas angiotensinérgicos no VL poderia ser devido ao
espalhamento deles alcancando a area RVL. Porém, um teste adicional mostrou
gue a resposta pressora da ANG Il injetada na area RVL néo foi bloqueada pela
prévia injecdo dos seus antagonistas losartan e ZD 7155 no VL excluindo, assim,
uma acgado dos antagonistas angiotensinérgicos na area RVL quando a injecao &
feita no VL nas doses utilizadas.

Assim, pelos presentes resultados, tanto 0s mecanismos angiotensinérgicos

localizados no prosencéfalo quanto os localizados na propria area RVL seriam
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importantes para a resposta pressora do glutamato injetado na rea RVL. Por isso,
podemos sugerir que a ANG Il pode ser um dos neurotransmissores que quando
liberado na area RVL pode facilitar a acdo do glutamato para produzir resposta
pressora.

A figura 30 sugere possiveis locais onde 0s mecanismos angiotensinérgicos
e colinérgicos centrais poderiam atuar para modular a resposta pressora do
glutamato na area RVL. Os mecanismos angiotensinérgicos poderiam facilitar a
resposta pressora do glutamato atuando tanto na area RVL como em outras
areas, enquanto os mecanismos colinérgicos dependeriam sempre de outras
areas que ndo a area RVL. Entre as outras areas, as areas prosencefélicas

parecem ser as mais provaveis.
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Figura 30: Esquema mostrando a possivel localizacdo das vias colinérgicas e
angiotensinérgicas que modulariam a resposta pressora do glutamato na éarea
RVL. AV3V - regido anteroventral do terceiro ventriculo; NPV - ndcleo
paraventricular do hipotalamo; NTS - nudcleo do trato solitario; ANG Il -
angiotensina Il; Ach - acetilcolina.
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A &rea RVL possui receptores angiotensinérgicos AT1 (Sheriff e cols.,2006).
Blogueando-se esses receptores com o losartan ou ZD 7155, a ANG Il teria sua
acdo diminuida e consequentemente a resposta dos neurdnios ao glutamato
também estaria sendo diminuida. Alguns dados da literatura mostram que agindo
centralmente, a ANG Il tem a capacidade de facilitar a neurotransmisséo
glutamatérgica e dificultar a gabaérgica (Zhu e cols., 1998; Hu e cols., 2002; Chen
e Toney, 2003; Li e Pan, 2005). No presente estudo, mostramos que a resposta
pressora produzida pela injecdo de glutamato (5 nmol/100 nl) na area RVL é
potencializada pela prévia injecdo de ANG Il (50 ng/100 nl), que causa discreta
elevacdo na PAM, no mesmo local. Ainda, ndo sabemos quais seriam o0s
mecanimos responsaveis por essa potencializacdo. Uma possibibilidade seria a
hipopolarizacdo de neurdnios da area RVL na presenca de ANG Il o que poderia
permitir gue os mesmos respondessem melhor ao glutamato. Um exemplo de uma
possivel facilitagcdo da neurotransmisséo glutamatérgica pela ANG Il ja foi visto em
ratos desidratados onde a privacdo hidrica causou aumento das respostas dos
neurdnios da area RVL ao glutamato (Brooks e cols., 2004).

Nesse caso, mecanismos colinérgicos (Vieira e cols., 2007) e
angiotensinérgicos centrais facilitando as acbes do glutamato na area RVL
poderiam auxiliar na manutencdo da atividade simpética e da presséao arterial em
diversas situagcdes como por exemplo, casos de hemorragia, desidratacdo extra-
celular e hipovolemia.

Embora uma reducéo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios na
area RVL como a propria ANG Il pelo blogueio de mecanismos colinérgicos e

angiotensinérgicos prosencefélicos seja um mecanismo possivel, ndo se pode
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descartar uma possivel facilitagdo de mecanismos inibitérios. O bloqueio
angiotensinérgico e/ou colinérgico  prosencefadlico poderia facilitar a
neurotransmissdo gabaérgica em diferentes areas do SNC, em areas como o
nacleo paraventricular do hipotalamo (NPV) e ndcleo parabraquial lateral (NPBL),
(Kubo e cols., 2000; Li e Pan, 2007) dificultando assim a atividade simpética.

Na Figura 31 esta apresentada uma possivel organizacao do circuito central
relacionando mecanismos angiotensinérgicos e colinérgicos centrais com
mecanismos glutamatérgicos da area RVL. De acordo com a figura 31, tanto o
glutamato, quanto a acetilcolina e a ANG Il agindo na area RVL ativam o simpatico
aumentando a PAM. A area RVL recebe influéncias tanto inibitérias quanto
excitatorias vindas de diferentes areas do encéfalo. Dentre as projecdes inibitorias,
destaca-se aquelas que liberam o aminoacido inibitério gaba, que dificultariam os
efeitos do glutamato. Por outro lado, dentre as projecdes excitatdrias, destacam-se
as colinérgicas e angiotensinérgicas, que liberariam ANG Il na area RVL
facilitando os efeitos do glutamato.

As éareas prosencefélicas, como o OSF e o OVLT séo livres de BHE e por
essa razao, poderiam detectar alteracdes quimicas que ocorrem no plasma. Uma
hipovolemia, por exemplo, poderia levar a uma queda de PAM. Porém, diferentes
mecanismos sdo acionados para evitar a queda da PAM e dentre eles estd o
aumento nos niveis plasmaticos de ANG Il. A ANGII agindo em receptores
presentes no OSF ou OVLT poderia facilitar o aumento da atividade simpatica seja
por meio de conexdes com a area RVL liberando a propria ANG Il ou conexdes

com o NPV para a CIL.
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Em uma outra situacdo como, por exemplo, na privacdo hidrica, além do
aumento de ANG II, ocorre aumento na osmolaridade plasmética. Essas areas
livres de BHE possuem osmorreceptores (Shi e cols., 2007) que quando ativados
acionam mecanismos colinérgicos prosencefalicos (Menani e cols., 2002). Esses
mecanismos levam a um aumento na atividade simpética e concentracdes
plasméaticas de ADH resultando em elevacdo da PAM (Hoffman e cols., 1977; Imai
e col., 1989; Richard e Bourque, 1992).

Um outro mecanismo interessante que pode colaborar para a resposta
pressora do glutamato é a inibicdo de mecanismos gabaérgicos. Nas situacdes
descritas acima, tanto a ANG Il quanto a acetilcolina poderiam atenuar a
neurotransmissao gabaérgica tbnicamente.

Como no presente estudo, os animais utilizados para os blogueios
farmacologicos estavam normohidratados, ou seja, com niveis normais de ANG Il
e acetilcolina, sugere-se que possa existir um mecanismo ténico de facilitacdo da
resposta pressora do glutamato. Isto porque, quando diminuimos a funcionalidade
desses receptores através dos diferentes blogueios (colinérgicos ou
angiotensinérgicos) localizados no prosencéfalo, a capacidade do glutamato
produzir resposta pressora na area RVL foi atenuada.

Por outro lado, ndo é descartada a hipétese de que a ativagdo da area RVL
pelo glutamato recrute outras areas prosencefalicas, como por exemplo a regido
AV3V, que em torno, faciliataria a atividade da area RVL através dos mecanismos

colinérgicos e angiotensinérgicos.
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Figura 31: Esquema de possiveis mecanismos pelos quais vias
angiotensinérgicas e colinérgicas localizadas no prosencéfalo poderiam influenciar
a atividade glutamatérgica na éarea rostro ventrolateral (RVL). NPV - nucleo
paraventricular do hipotalamo; OSF - o6rgdo subfornical; AV3V — regido antero
ventral do terceiro ventriculo; NPM - nucleo preoptico mediano; OVLT - 6rgao
vasculoso da lamina terminal; Ach - acetilcolina; ANG Il — angiotensina Il; Glu —
glutamato; ADH — vasopressina. Setas continuas — projecdes excitatérias; Setas
tracejadas — projecdes inibitorias.
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E importante ressaltar que a exemplo de ratos com lesdo da regido AV3V,
também os bloqueios colinérgico e angiotensinérgico ndo modificaram as
respostas baro e quimiorreflexas o que demonstra que os efeitos observados néo
decorrem de alteracbes dos reflexos cardiovasculares. Porém, é preciso se
observar que a resposta pressora do glutamato na area RVL € atenuada de
maneira semelhante em ratos com lesdo da regido AV3V ou apos os bloqueios
prosencefalicos colinérgico ou angiotensinérgico, mas a resposta pressora da
ANG Il na area RVL é atenuada pela lesdo da regido AV3V, mas néo pelos
antagonistas angiotensinérgicos losartan ou ZD 7155 injetados no VL. Parece ndo
existir uma boa explicacdo para essa diferenca. Uma hipotese para tentar explicar
esses resultados é que mesmo que a liberacdo de ANG Il na area RVL estivesse
sendo prejudicada pelos antagonistas losartan ou ZD 7155 injetados no VL, a
injec@o exdgena recolocaria a ANG |l novamente atuando em seus receptores na
area RVL causando a resposta pressora. No caso da lesdo da regidao AV3V, por
se tratar de um processo mais cronico, talvez mesmo a reposicao de ANG Il ndo
seria eficiente para recuperar a resposta. Mas também € preciso se levar em conta
gue além da ANG Il a lesdo da regido AV3V poderia modificar a liberacdo de
outros neurotransmissores na area RVL, até mesmo neurotransmissores inibitorios
como o GABA que tem grande influéncia na atividade de neurdnios da area RVL
(Schereihofer e cols., 2005; Menezes e Fontes, 2007). Assim, parece que
diferentes mecanismos séo afetados pela lesdo da regido AV3V e pelo tratamento
com atropina, losartan ou ZD 7155 centralmente.

Dados recentes do nosso laboratorio mostraram que a resposta pressora

produzida pela injegcdo de ANG Il na area RVL € atenuada pela prévia injecéo de
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prazosin e abolida pela combinacdo de prazosin e do antagonista
vasopressinérgico V1. Por outro lado, somente a injecdo de prazosin abole a
resposta pressora do glutamato na area RVL. Isso sugere que a resposta pressora
da ANG Il é dependente do aumento de atividade simpatica e secrecdo de ADH, ja
a resposta pressora do glutamato é Unicamente pelo aumento de atividade
simpatica. Diante desses resultados, poderia se especular que a lesdo da regiao
AV3V afetaria ambos os componentes (neural e humoral) prejudicando dessa
forma, tanto os efeitos do glutamato como da ANG II, enquanto o bloqueio dos
receptores colinérgicos ou angiotensinérgicos centrais afetaria somente o
componente neural simpatico. Desta forma, uma possivel explicacdo seria a de
gue o componente neural simpatico, mas ndo o componente humoral, ativado pela
ANG Il na area RVL ¢é influenciado pelos bloqueios prosencefalicos. Isso
possibilita o aparecimento da resposta pressora da ANG Il em ratos com bloqueio
prosencefalico. Em outras palavras, a resposta pressora remanescente
dependeria somente do componente humoral.

Diferente dos ratos com lesdo da regidao AV3V onde ocorre um
comprometimento menos seletivo de mecanismos neurais e humorais, e desta
forma, prejudicando as respostas pressoras do glutamato (Vieira e col., 2006) e da
ANG Il (presentes resultados) injetados na area RVL. Mesmo repondo a ANG Il na
area RVL, o prejuizo do componente humoral € decisivo e dificulta o aparecimento
da resposta pressora da ANG II.

Porém, a resposta pressora do carbacol injetado na area RVL né&o foi
atenuada pela lesdo da regido AV3V o que sugere que alguns mecanismos

pressores da area RVL ndo sdo alterados pela lesdo da regido AV3V.
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Possivelmente, a neurotransmisséo colinérgica poderia ser uma das candidatas a
ter atividade aumentada na auséncia de outros mecanismos excitatorios
importantes (Belousov e cols., 2001). Isso poderia inclusive explicar a manutencéo
da atividade simpatica e da pressdo arterial nas situacbes em que outros
mecanismos pressores da area RVL como 0s mecanismos glutamatérgicos
estivessem comprometidos como é o caso da lesdo da regido AV3V ou o0s
blogueios centrais colinérgico ou angiotensinérgico.

As respostas pressoras produzidas pela injecdo central tanto de ANG I
guanto de carbacol sdo devidas a ativacdo simpética e liberacdo de ADH e sdo
bloqueadas pela lesédo da regido AV3V (Hoffman e cols.,1977; Fink e cols., 1983;
Lappe e Brody, 1984; Imai e cols., 1989; Menani e cols., 1990; Colombari e cols,
1992a; Colombari e cols., 1992b; Gongalves e cols., 1992; Valladao e cols., 1992).
Como o principal sitio de ativacdo dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos é a
area RVL (Guertzenstein e Silver, 1974; Guyenet, 1990) onde o glutamato € um
dos principais neurotransmissores (Sved e Gordon, 1994; Morrison, 2002), testou-
se se a resposta pressora produzida pela injecaéo de ANG Il ou carbacol
dependeria da ativacdo dos receptores glutamatérgicos localizados na area RVL.
InjecOes bilaterais de acido quinurénico na area RVL em dose que abole a
resposta pressora do glutamato na mesma area nao alteraram as respostas
pressoras produzidas pelas injecbes de ANG Il ou carbacol no VL. Com isso,
pode-se sugerir que 0 aumento na pressao arterial provocado pela ativacao
angiotensinérgica ou colinérgica de areas prosencefdlicas ndo depende de
sinapses glutamatérgicas na area RVL. Como as respostas pressoras da ANG I

ou do carbacol i.c.v. dependem de atividade simpética e secrecdo de ADH, outras
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areas encefélicas como o NPV e o nucleo supra Optico (NSO) poderiam estar
envolvidas. O NPV é composto pelos neurbnios magnocelulares, que estdo
envolvidos com a secrecdo de ocitocina e ADH, bem como de neurbnios
parvocelulares envolvidos com o controle da atividade simpatica indiretamente
pelas projecdes neuronais direcionadas a area RVL, bem como diretamente
projetando-se para a CIL (Badoer, 2001). Além disso, neurdnios do NPV recebem
projecdes diretas de areas pertencentes a regidao AV3V (Ota e cols., 1997; Stocker
e Toney, 2005). Dessa forma, ao ativarmos 0s receptores angiotensinérgicos ou
colinérgicos presentes na regidao AV3V (Mckinley e cols., 1995; Xu e cols., 2000)
ou em outras areas prosencefalicas com injecdo de ANG Il ou carbacol, haveria
um aumento de atividade do NPV, que por sua vez poderia ativar diretamente o
simpatico, além de liberar ADH, independentemente de ativacdo da area RVL.
Estudos anteriores jA mostraram que a resposta pressora provocada pela ativagao
de neurbnios do NPV néo foi bloqueada pelo acido quinurénico bilateralmente na
area RVL (Kiely e Gordon, 1994). Esses mecanismos pressores poderiam assumir
um importante papel na manutencdo da presséo arterial quando mecanismos
importantes para a regulagdo cardiovascular pertencentes a area RVL estdo
bloqueados (Cochrane e Nathan, 1989; 1994).

Diferente dos experimentos realizados em ratos anestesiados, onde nao
ocorre mudancas na PAM basal (Ito e Sved, 1997, Silva e cols., 2002), injecdes
bilaterais de acido quinurénico na area RVL em ratos acordados causou uma
elevacdo transitoria na PAM basal que durou 5 minutos sem alteracbes
significantes na freqiéncia cardiaca. Inicialmente pensou-se que a causa do

aumento da presséo arterial apés as injecdes bilaterais de &cido quinurénico na
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area RVL fosse um possivel comprometimento na respiragdo dos animais. Porém,
as inje¢cdes de acido quinurénico bilateralmente na area RVL na mesma dose que
produz resposta pressora nao alterou os parametros respiratérios como, volume
corrente, frequéncia respiratéria e ventilacdo pulmonar, como ja havia sido
anteriormente demonstrado por outro estudo (De Paula e Branco, 2005). Nao ha
uma boa explicacdo porque o bloqueio glutamatérgico da area RVL em ratos
acordados aumenta a pressédo arterial. Talvez o aumento de PAM produzida pelo
acido quinurénico seja apenas decorréncia de uma atividade agonista parcial
daguela droga que permaneceria por algum tempo, mas logo desapareceria
(Prescott e cols., 2006). Porém, baseado em um trabalho de Ito e Sved, (1997),
uma das sugestdes seria a existéncia de um circuito de auto inibicdo da area RVL
dependente de glutamato. Esse mecanismo poderia ser importante para “frear” a
area RVL momento a momento. Quando os mecanismos glutamatérgicos sao
bloqueados com acido quinurénico, menos gaba seria liberado na area RVL e com
isso aumentam as despolarizacbes dos neurdnios. Porém, esse aumento ndo €
duradouro porque o mecanismo de barorreflexo, que permaneceu inalterado pelo
blogueio bilateral com &cido quinurénico, conseguiria ajustar novamente a pressao
arterial aos niveis basais.

O fato do mecanismo barorreflexo ndo ser alterado pelo bloqueio
glutamatérgico na area RVL ndo foi surpresa, visto que as mudancas
cronotropicas em resposta a diferentes mudancas de pressdo esta relacionada
principalmente ao funcionamento dos mecanismos vagais. Além disso, (Koshiya e
cols., 1993) analisando os disparos dos neurbnios barosensiveis da area RVL

mostrou que o0 bloqueio glutamatérgico da éarea RVL ndo alterou as
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despolarizacdes dos mesmos apoés injecdes de fenilefrina e nitroprussiato de sédio
endovenosamente. Dessa forma, podemos sugerir que a injecdo de acido
guinurénico na area RVL ndo compromete o0 componente  simpético do
barorreflexo. Na verdade, nossos resultados sugerem que embora o glutamato
injetado na area RVL tenha produzido resposta pressora (Vieira e cols., 2006;
2007), parece que se existir a liberacdo tonica de glutamato na area RVL, essa
ndo é necessaria para manter a ativacdo basal do simpatico e a pressao arterial
basal (Kiely e Gordon, 1994; Ito e Sved, 1997).

Outro resultado interessante foi a observacdo de que o bloqueio dos
receptores glutamatérgicos bilateralmente na area RVL ndo alterou a resposta
pressora produzida pela ativacdo do quimiorreflexo com injecdo endovenosa de
cianeto de potassio (KCN) que ativa os quimiorreceptores periféricos (Barros e
cols., 2002). Esses resultados sugerem que o0 glutamato ndo seria 0
neurotransmissor liberado na area RVL pela ativacdo dos quimiorreceptores
periféricos e estdo de acordo com outros estudos anteriores que ja colocavam em
davida o papel do glutamato como neurotransmissor do quimiorreflexo na area
RVL (Kubo e cols., 1997; Mauad e Machado, 2001). Mesmo que o glutamato néo
seja 0 neurotransmissor liberado na é&rea RVL pela ativacdo dos
guimiorreceptores, ndo € possivel descartar a participagdo da area RVL nas
respostas do quimiorreflexo, pois outros neurotransmissores podem estar
envolvidos e, portanto, outros antagonistas precisam ser testados. Esses
resultados séo diferentes do estudo de (Sun e Reis, 1995) que mostrou que 0s
receptores NMDA presentes na area RVL sdo importantes e participam da

simpatoexcitacdo produzida pela ativacdo do quimiorreflexo. Porém esses
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experimentos foram realizados em ratos anestesiados, fato esse que pode
comprometer a atividade de outras areas encefalicas, como por exemplo, areas
prosencefalicas que em ratos acordados possa ser fundamental para a integridade
das respostas quimiorreflexas.

Existe um estudo sugerindo que o NPV pode estar envolvido nessa
resposta, pois a lesdo do NPV atenua a resposta pressora do quimiorreflexo em
animais ndo anestesiados (Olivan e cols., 2001). Porém, se a conexao direta do
NPV com a area RVL (Cham e Badoer, 2007) for importante para a resposta
pressora do quimiorreflexo, os presentes resultados sugerem que essa projecao
ndo é glutamatérgica. Também é preciso se levar em conta que a ativacdo dos
guimiorreceptores periféricos em animais ndo anestesiados promove ajustes
cardiovasculares e respiratérios, mas também comportamentais (Haibara e cols.,
2002; Antunes e cols., 2005) e estes poderiam ter um papel fundamental no
aumento da pressdo arterial observada. E possivel que o quimiorreflexo possa
ativar projecdes para areas relacionadas a comportamentos defensivos (Rocha e
cols., 2003; Berquin e cols., 2000) e mesmo que o bloqueio glutamatérgico na
area RVL pudesse atenuar os sinais diretos dos quimiorreceptores para a area
RVL, o sinais indiretos vindos das areas de defesa que poderiam depender de
outros neurotransmissores na area RVL predominariam elevando a presséo
arterial.

A figura 32A mostra 0 esquema sugerido para 0 aparecimento das
respostas cardiovasculares produzidas pela injegcdo de KCN (Barros e cols., 2002).
Os quimiorreceptores periféricos sdo ativados pelo KCN. Proje¢cbes dos

guimiorreceptores periféricos ascendem ao SNC onde fazem a primeira sinapse
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na porcdo comissural do NTS (NTScom). A partir dessa primeira sinapse, duas
vias sdo ativadas, uma via parassimpato-excitatoria dependente do componente
vagal no nacleo ambiguo (NA) que ocasionara bradicardia e uma via simpato-
excitatOria que ocasionara a resposta pressora (Figura 32B). No esquema
apresentado na figura 32A sugerimos que a resposta pressora produzida pela
ativacdo dos quimiorreceptores periféricos envolve um complexo circuito entre
projecbes do NTScom para areas hipotalamicas como por exemplo, 0 nucleo
paraventricular do hipotalamo (NPV) e areas relacionadas com o comportamento
defensivo. Além disso, ndo se pode descartar o envolvimento da area RVL na
resposta pressora do quimiorreflexo. Porém pelos presentes resultados,
sugerimos que a projecdo do NTScom para a area RVL, bem como a projecao
NPV para a area RVL nédo envolve liberacdo de glutamato para o aparecimento da

resposta pressora.



114

A B

Resposta HIPOTALAMO o
Comportamental << e m

| AREAS DE 6

S ‘ ' H
DEFESA NPV WM

*,) (nimg)

A \ 4
SIMPATICO
<+ RX L ? (oom)
Resposta pressora

NTScom =———=>pNA

|02 T PARASSIMPATICO
—>»| QUIMIO *
KCN &
Bradicardia

Figura 32: (A) esquema mostrando as possiveis vias envolvidas nas respostas
cardiovasculares do quimiorreflexo periférico em ratos ndo anestesiados; (B)
registro tipico de um rato mostrando as respostas cardiovasculares produzidas
pela injecdo endovenosa de cianeto de potassio (KCN). NPV - nlcleo
paraventricular do hipotdlamo; RVL - area rostro ventrolateral do bulbo; NTScom -
nacleo do trato solitario comissural; NA - nucleo ambiguo; PAP - presséo arterial
pulsétil; PAM - pressao arterial média; FC - frequéncia cardiaca.
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiram mostrar que areas
prosencefalicas, como por exemplo, a regido AV3V tem papel facilitatorio no
aumento da pressdo arterial quando a area RVL é ativada por alguns
neurotransmissores excitatorios como o glutamato (Vieira e cols., 2006) e a ANG Il
(presentes resultados). Parte dessa faciltacdo € devida a mecanismos
colinérgicos e angiotensinérgicos provavelmente presentes no prosencéfalo.
Esses mecanismos quando ativados, podem influenciar diretamente as
despolarizagdes de neurdnios da area RVL pelo glutamato. Uma das sugestdes &
gue esses mecanismos facilitatorios dependeriam da liberacdo de ANG Il na area
RVL, haja vista que o bloqueio desses receptores angiotensinérgicos presentes na
area RVL atenuou a resposta pressora do glutamato.

Além disso, apesar da interacdo existente entre mecanismos colinérgicos,
angiotensinérgicos e glutamatérgicos ser mostrada na literatura (Kubo e cols.,
2000; Freeman e Brooks, 2007) a resposta pressora da injecdo i.c.v. da ANG Il e
do carbacol ndo € dependente da atividade dos receptores glutamatérgicos
presentes na area RVL, sugerindo que em ratos ndo anestesiados, outros
mecanismos dependentes de outras areas, como por exemplo as prosencefalicas,

sao fundamentais para a manutencao da pressao arterial.



116

CONCLUSAO

Em ratos ndo anestesiados, a regido anteroventral do terceiro ventriculo
(AV3V) tem papel facilitatério no aumento da pressao arterial média quando a area
rostroventrolateral do bulbo (RVL) é ativada por alguns neurotransmissores
excitatérios, como por exemplo, glutamato e angiotensina Il (ANG II).

A facilitacdo exercida pela regido AV3V envolve mecanismos colinérgicos e
angiotensinérgicos localizados no prosencéfalo e eventualmente também da ANG
Il diretamente na area RVL.

As respostas pressoras da ativacao colinérgica ou angiotensinérgica central

ou do quimiorreflexo ndo dependem de sinapses glutamatérgicas na area RVL.
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