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Estudos em animais anestesiados mostraram que o aminoacido excitatorio L-glutamato
participa da neurotransmissao do quimiorreflexo no nucleo do trato solitario (NTS). Entretanto,
em animais ndo anestesiados a neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS depende nao
apenas dos receptores glutamatérgicos, mas também de receptores purinérgicos. A origem do
ATP liberado no NTS ainda ndo é conhecida, mas estudos sugerem que a estimulacéo da area
hipotalamica de defesa (AHD) libera ATP no NTS e este facilita as respostas cardiorrespiratérias
do quimiorreflexo. Em estudos de nosso laboratdrio em animais ndo anestesiados observou-se
que o hipotalamo dorsomedial (HDM), regido integrante das AHD, esta envolvido na integracéo
do quimiorreflexo uma vez que o bloqueio glutamatérgico do HDM reduziu a resposta pressora e
aboliu a resposta comportamental deste reflexo. Este estudo teve como objetivo avaliar se a
ativagdo do HDM de fato modula, direta ou indiretamente, a atividade dos neur6nios do NTS,
facilitando a resposta quimiorreflexa. Objetivando a elucidacdo da interacdo HDM-NTS, este
estudo avaliou em animais nao anestesiados, o papel dos receptores purinérgicos do NTS na
neurotransmissdo das respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela
microinjecdo de agonistas NMDA e ndo-NMDA do HDM. Também avaliamos o efeito do
bloqueio conjunto dos receptores glutamatérgicos do HDM e do NTS sobre as respostas
cardiovasculares do quimiorreflexo. Para isso foram utilizados ratos Wistar com peso entre 270-
320g. Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implante bilateral de canulas-
guia em direcdo ao HDM e ao NTS, e canulacao da artéria e veia femoral, para mensuracao dos
parametros cardiovasculares e administracdo de drogas, respectivamente. Os experimentos
foram filmados e a resposta comportamental foi avaliada pela atividade locomotora do animal.
As respostas cardiovasculares induzidas pela microinje¢do unilateral do agonista NMDA (10
pmol/100 nl) ou do agonista ndo-NMDA AMPA (3 pmol/100 nl) no HDM foram avaliadas antes e
10, 20 e 30 minutos ap6s o bloqueio bilateral dos receptores purinérgicos do NTS com o
antagonista Suramin (4 nmol/100 nl). A estimulagdo do HDM com agonista NMDA promoveu
aumento da pressao arterial (+15 + 2 mmHg), taquicardia (+80 = 9 bpm) e resposta
comportamental de locomocgao (187 + 46 cm). O blogueio dos receptores purinérgicos do NTS
reduziu significativamente a resposta pressora aos 20 e 30 min (+2 £ 2 e 6 £ 3 mmHg,
respectivamente) e a resposta taquicardica aos 10, 20 e 30 min (+27 = 13; 21 +22 e 28 £ 11
bpm, respectivamente), bem como a resposta comportamental (8 £ 3; 25 £9 e 26 £ 15 cm)
induzidas pelo agonista NMDA microinjetado no HDM. A estimulacdo do HDM com agonista
AMPA também promoveu aumento da pressao arterial (+16 + 1 mmHg), taquicardia (+104 +£12
bpm) e aumento da atividade locomotora (276 + 55 cm). O bloqueio dos receptores purinérgicos
do NTS reduziu a resposta pressora induzida pelo agonista ndo-NMDA microinjetado no HDM
apenas aos 10 min (+6 £ 2 mmHg). A resposta comportamental do AMPA também foi reduzida
aos 10 e 20 min (67 £ 26 e 39 +15 cm, respectivamente) apds o Suramin no NTS. O
quimiorreflexo foi estimulado cianeto de potassio (KCN, 40-80 ug/0,1 ml, i.v.) e as respostas

avaliadas antes, 5 min apds a microinjecao bilateral de Kinurénico no HDM (2,7 nmol/100 nl) e



nos tempos 5, 10 e 20 min apés a microinjecao bilateral de Kinurénico no NTS (10 nmol/100nl).
A estimulacdo do quimiorreflexo promoveu aumento da pressao arterial (+38 £ 5 mmHg) e
bradicardia (-174 + 28 bpm). Como esperado, o bloqueio glutamatérgico do HDM reduziu a
resposta pressora (+23 £ 4 mmHg) e ndo alterou a resposta bradicardica (-178 + 43 bpm) do
quimiorreflexo. O bloqueio sequencial dos receptores glutamatérgicos do NTS ndo promoveu
reducdo adicional da resposta pressora (5 min: +17 £ 6; 10 min: +20 + 6 e 20 min; +25 £ 7
mmHg) ao passo que a bradicardia foi reduzida aos 5 e 10 min (-28 £ 17 e -4 + 15 bpm,
respectivamente) como esperado apés o bloqueio glutamatérgico do NTS. Estes resultados
sugerem que as respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacdo dos
receptores glutamatérgicos do HDM, particularmente dos receptores NMDA, podem depender
de receptores purinérgicos do NTS. Ao passo que a liberagdo de ATP no NTS durante a
estimulacdo do quimiorreflexo parece ndo depender diretamente da estimulacdo dos receptores
glutamatérgicos do HDM.






Studies in anesthetized animals have shown that the excitatory amino acid L-glutamate
participates in the neurotransmission of the chemoreflex into the nucleus tractus solitarius
(NTS). However, in conscious animals, the chemoreflex neurotransmission into the NTS is
dependent not only the glutamatergic receptors but also purinergic receptors. The origin of the
ATP released into the NTS is not yet known, but studies suggest that stimulation of the
hypothalamic defense area (HDA) releases ATP into the NTS. This ATP released into NTS
facilitates the chemoreflex cardiorespiratory responses. Previous studies from our laboratory,
performed in conscious animals, showed that the dorsomedial hypothalamus (DMH), an
integral part of HAD, is involved in the integration of the chemoreflex, since the glutamatergic
blockade of the DMH reduced the pressor response and abolished the behavioral response of
this reflex. The aim of the present study was evaluate if the activation of the DMH modulates
the NTS neurons activity, facilitating the chemoreflex response. This study evaluated the role
of purinergic receptors of the NTS in the neurotransmission of the cardiovascular and
behavioral responses induced by microinjections of the NMDA or non-NMDA agonists into the
DMH. This study also evaluated, in conscious rats, the effect of glutamatergic blockade of
DMH and NTS on cardiovascular chemoreflex responses. Male Wistar rats were used,
weighting 270-320g. The animals were submitted to stereotaxic surgery to bilateral implant of
guide cannulas in direction to DMH and NTS, and also submitted to cannulation of femoral
artery and vein, for measurement of cardiovascular parameters and systemic drug injections,
respectively. The experiments were recorded by a webcam and the behavioral response was
evaluated by the locomotor activity of the animal. The cardiovascular responses induced by
the NMDA agonist (10 pmol/100 nl) or the non-NMDA AMPA agonist (3 pmol/100 nl)
microinjections into the DHM were evaluated before and 10, 20 and 30 min after the bilateral
blockade of purinergic receptors of the NTS with the antagonist Suramin (4 nmol/100 nl).
Microinjection of NMDA into the DMH produced increase in arterial pressure (+15 + 2 mmHg),
tachycardia (+80 = 9 bpm) and behavioral response (187 + 46 cm). The blockade of the
purinergic receptors was able to significantly reduced the pressor response on 20 and 30 min
(+2 £ 2 and 6 = 3 mmHg, respectively), the tachycardic response in all the period studied (+27
+13; 21 £22 and 28 + 11 bpm, respectively) and the locomotor activity (8 + 3; 25+ 9 and cm)
induced by the NMDA agonist microinjected into the DMH. The stimulation of the DMH with the
AMPA agonist also produced increase in arterial pressure (+16 + 1 mmHg), tachycardia (+104
+12 bpm) and behavioral response (276 + 55 cm). The blockade of purinergic receptors of the
NTS was able to reduce only the pressor response induced by the non-NMDA agonist
microinjected into the DHM on 10 min (+6 + 2 mmHg). The locomotor activity induced by
AMPA also was reduced at 10 and 20 min (67 + 26 and 39 +15 cm, respectively) after Suramin
into the NTS. The chemoreflex was stimulated by potassium cyanide (KCN, 40-80 ug/0,1 ml,

i.v.) and the reflex responses evaluated before, 5 min after the bilateral microinjection of



kynurenic (2,7 nmol/100 nl) into the DMH and 5, 10 and 20 min after the bilateral microinjection
of kynurenic (10 nmol/100nl) into the NTS. The chemoreflex stimulation produced increase of
arterial pressure (+38 £+ 5 mmHg) and bradycardia (-174 + 28 bpm). As expected, the
glutamatergic blockade of the DMH reduced the pressor response (+23 + 4 mmHg) and
produced no changes on bradycardic response (-178 = 43 bpm) of the chemoreflex. The
sequencial blockade of glutamatergic receptors of the NTS produced no additional reduction in
the pressor response (5 min: +17 + 6; 10 min: +20 + 6 and 20 min: +25 + 7 mmHg), but
reduced the bradycardia 5 and 10 min (-28 + 17 and -4 + 15 bpm, respectively) after kynurenic
microinjection into the NTS. These data suggest that the cardiovascular and behavioral
responses induced by stimulation of glutamatergic receptors into the DMH, particularly the
NMDA receptors, seem to be dependent of purinergic receptors of the NTS. However, the
release of ATP into the NTS during chemoreflex stimulation seems not directly dependent on

stimulation of glutamatergic receptors of the DMH.






O sistema circulatério, sob controle do sistema nervoso central (SNC), tem
papel fundamental no controle da homeostase do organismo, controlando o
fornecimento de oxigénio e nutrientes para todas as células e tecidos. A regulacéo
neural do sistema cardiovascular depende da ativacdo de varios grupos de sensores
localizados na periferia. Esses sensores geram informacfes que sdo enviadas ao
SNC, e este leva a modulacdo do sistema nervoso autbnomo (SNA) por meio de
seus componentes simpatico e parassimpatico. Tais componentes atuam como
dispositivo de ajuste da pressdo arterial, no sentido de manter constante a
composicdo do meio interno. Entre os sensores periféricos podemos destacar 0s
barorreceptores arteriais, 0s receptores cardiopulmonares e 0s quimiorreceptores

periféricos (Loewy e Spyer, 1990).

3.1 - Aimportancia dos quimiorreceptores no controle da pressao arterial.

Os quimiorreceptores sdo células altamente especializadas, capazes de
detectar variacbes da pressdo parcial de oxigénio, de diéxido de carbono e da
concentracdo hidrogeniénica do sangue (Biscoe e Sampson, 1967; Biscoe e cols.,
1969). Os quimiosensores estdo distribuidos em corpusculos carotideos e aérticos,
localizados bilateralmente na bifurcacdo da artéria carétida comum
(quimiorreceptores carotideos) ou em pequenos corpusculos espalhados entre o
arco aortico e a artéria pulmonar (quimiorreceptores aorticos) (Sapru e Krieger,
1977). Entretanto, de acordo com Easton e Howe (1983) os corpusculos aorticos
estdo geralmente ausentes no coelho, rato e camundongo que sao modelos
experimentais amplamente usados no estudo do quimiorreflexo.

Estudos anteriores (Bernthal e Woodcock, 1951; Franchini e Krieger, 1993 e

Haibara e cols., 1995) demonstraram que a estimulacdo dos quimiorreceptores



periféricos promove reflexamente, além de taquipnéia, aumento da pressao arterial e
bradicardia. Dessa forma, o papel fisiolégico dos quimiorreceptores periféricos esta
relacionado com a promocdo de ajustes ventilatorios e cardiovasculares,
proporcionando a manutencdo da composicdo dos gases sanguineos em niveis
ideais, bem como uma pressdo de perfusdo sanguinea adequada para todos 0s
tecidos.

Em estudos anteriores, realizados em ratos (Franchini e Krieger, 1993) foi
verificado que os efeitos pressor e bradicardico, assim como o aumento da
resisténcia periférica e da atividade simpatica induzidos pela estimulacdo dos
quimiorreceptores carotideos, foram sensivelmente reduzidos nos animais
anestesiados com cloralose, pentobarbital sédico ou halotano. Esses resultados
indicam que os diferentes anestésicos prejudicam ou atenuam o quimiorreflexo de
forma importante. Em funcdo desses resultados fica evidente que o emprego dos
diferentes anestésicos pode alterar as respostas do quimiorreflexo, e desta forma
torna-se importante o estudo deste reflexo em animais ndo anestesiados. Um
importante aspecto que tem sido considerado € que a ativacdo dos
quimiorreceptores periféricos promove, além de respostas cardiovasculares e
ventilatorias, uma importante resposta comportamental, a qual obviamente é
ausente em animais anestesiados que é caracterizada por uma reacao de fuga,

decorrente da ativacdo de diferentes areas prosencefalicas e mesencefalicas

(Marshall, 1987; Franchini e Krieger, 1993).

3.2 - NTS e a neurotransmissao do quimiorreflexo.
Foi mostrado que células quimiossensiveis, quando estimuladas, deflagram

potenciais de acdo que se propagam pelo nervo do seio carotideo em direcdo ao
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sistema nervoso central (Gonzalez e cols., 1994). Estas aferéncias realizam a sua
primeira sinapse no nucleo do trato solitario (NTS) (Mifflin, 1993). O NTS pode ser
considerado uma das mais importantes estacdes sinapticas do tronco cerebral que
integra informacdes aferentes do sistema cardiovascular, produzindo ajustes
autonbmicos e ventilatérios adequados as diferentes situacdes fisiologicas
(Spyer,1990).

O NTS é constituido por grupos heterogéneos de neurdnios, situados na
porcdo dorsomedial do bulbo. Estende-se rostrocaudalmente como uma coluna
bilateral, desde a porcdo caudal do nucleo facial, local onde as duas estruturas
fundem-se para formar uma estrutura mediana que continua caudalmente até
aproximadamente o nivel caudal da decussacédo piramidal (Blessing e cols., 1982).
Divide-se em rostral, intermediario e comissural, de acordo com a proximidade da
area postrema. E um importante centro de integracdo do controle cardiovascular
(Blessing, 1997). As regifes intermediaria e comissural do NTS podem ser
consideradas como 0s subnucleos envolvidos no controle cardiovascular, pois
recebem as aferéncias dos barorreceptores e quimiorreceptores respectivamente
(Nathan e Reis, 1977, Sato e cols., 2001).

Estudos neuroanatbmicos (Ross e cols., 1985; Aicher e cols., 1996) e
farmacoldgicos (Urbanski e Sapru, 1988) mostram a existéncia de uma via
excitatoria direta do NTS para a area bulbar ventrolateral rostral (RVLM). Estudos da
desinibicdo dos neurbnios pré-motores do RVLM mostraram que esse grupo de
células é capaz de gerar aumento substancial da atividade simpatica e da pressao
arterial (Blessing e cols., 1982). Também tem sido demonstrado por estudos de
Stuesse e Fish (1984), que o nucleo ambiguo (NA), uma area que constitui a origem

das fibras pré-ganglionares parassimpaticas (Stuesse e Powell, 1982), recebe
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projecOes diretas do NTS. Dessa forma, € sugerido que as vias neurais relacionadas
a ativacdo dos quimiorreceptores periféricos envolvam a ativacado de projecdes do
NTS tanto para o RVLM, determinando em aumento da atividade simpéatica vascular
e consequentemente em aumento da pressdo arterial, quanto para o NA,
determinando em aumento da atividade eferente parassimpatica, e consequente

bradicardia. (figura I).

thoracic spinal cord

'.wd

vessels

Figura |: Modelo esquematico da circuitaria neural do quimiorreflexo. As aferéncias dos
quimiorreceptores carotideos terminam no NTS. Neur6nios do NTS projetam-se para dois sitios do
bulbo: neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos do NA e neurdnios bulbo-espinais da RVL. Estes
Ultimos, por sua vez, projetam-se diretamente para os neurbnios pré-ganglionares simpaticos da
CIML. NTS: nucleo do trato solitario; NA: nucleo ambiguos; RVL: area bulbar ventrolateral rostral;
CIML: coluna intermédiolateral; 1X: nervo glossofaringeo; Nor: noradrenalina; Ach: acetilcolina.
(Adaptado de Reis e cols., 1994).

O aminoacido excitatério (AAE) L-glutamato é considerado o mais importante
neurotransmissor liberado no NTS apoOs ativagdo dos reflexos cardiovasculares
(Talman e cols., 1980; Talman e cols., 1989; Vardhan e cols., 1993; Zhang e Mifflin,
1993). Estudos de Vardhan e cols. (1993) mostraram que os receptores de AAEs
possuem importante papel na transmissao de sinais aferentes do barorreflexo e do

guimiorreflexo no NTS. Nesse estudo foi observado que o bloqueio dos receptores
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de AAEs no NTS de ratos anestesiados aboliu a resposta pressora do quimiorreflexo
(Vardhan e cols., 1993). No entanto, em ratos nédo anestesiados foi observado que o
componente simpatoexcitatério do quimiorreflexo (resposta pressora) ndo € alterado
apo0s o antagonismo dos receptores AAEs (Haibara e cols., 1999; Machado e
Bonagamba, 2005; Braga e Machado, 2006). Esses dados sugerem que a
neurotransmissdo do componente simpatoexcitatorio no NTS de ratos nao
anestesiados envolvem outros neurotransmissores, além do L-glutamato. Nesse
sentido, foi observada a existéncia de interacdo entre o ATP e o glutamato nos
neurénios do NTS (Kato e Shigetomi, 2001; Jin e cols., 2004; Shigetomi e Kato,
2004).

A participacdo do ATP e da adenosina como moléculas de sinalizacdo central
foi sugerida inicialmente por Burnstock (1972), dando inicio as investigacdes sobre a
neurotransmissao purinérgica no SNC. Foi mostrado que a microinjecdo do ATP no
NTS caudal de ratos ndo-anestesiados promove respostas pressora e taquipnéica
semelhantes aquelas do quimiorreflexo (de Paula e cols., 2004; Antunes e cols.,
2005a; Antunes e cols., 2005b). Em ratos anestesiados o antagonismo dos
receptores purinérgicos do subtipo P2 bloqueou seletivamente o0s impulsos
excitatérios dos quimiorreceptores periféricos para 0s neurdnios do NTS,
demonstrando assim a participacdo do ATP na mediacéo das vias do quimiorreflexo
a partir de seus sensores periféricos (Paton e cols., 2002). Apesar das evidéncias
em favor a participagdo do ATP na neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS, o
blogueio dos receptores purinérgicos no NTS de animais ndo-anestesiados nao
blogueou as respostas cardiovasculares induzidas pela estimulacdo dos
quimiorreceptores periféricos (Braga e cols., 2007). Neste mesmo estudo, Braga e

cols. (2007) mostraram em animais n&o-anestesiados que o bloqueio simultaneo dos
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receptores glutamatérgicos e purinérgicos no NTS promove reducao significativa da
resposta pressora induzida pela estimulacdo do quimiorreflexo. Esses resultados
sugerem que, diferente do que € observado em animais anestesiados, a
neurotransmissao do quimiorreflexo no NTS depende tanto do glutamato quanto do

ATP.

3.3 - O papel do hipotdlamo dorsomedial no quimiorreflexo.

A ativacdo de areas hipotalamicas de defesa (AHD) pelos quimiorreceptores
tem sido considerada parte integrante da resposta a hipéxia sistémica (Marshall e
Metcalfe, 1988). Estudos mostraram que a estimulacdo dos quimiorreceptores
periféricos pode induzir respostas autonémicas e comportamentais associadas a
estados de alerta e reacdo de defesa (Hilton e cols , 1982; Marshal e cols, 1994).
Outros estudos mostraram ainda que a estimulacdo destas areas pode facilitar as
respostas cardiovasculares e respiratorias evocadas pelo quimiorreflexo. (Hilton &
Joels, 1965; Silva-Carvalho et al. 1993, 1995).

Estudos anatébmicos mostraram a existéncia de conexdes entre o NTS e o0s
nucleos do hipotdlamo (Ricardo e Koh, 1978; ter Horst e Luiten, 1986). O hipotalamo
nos mamiferos € conhecido por participar da integracdo de respostas
comportamentais, neuroenddcrinas termogénicas e cardiorespiratorias a diferentes
situacdes, como medo, defesa e estresse (Bailey e DiMicco, 2001; Stotz-Potter e
DiMicco 1996 A e B; DiMicco e cols, 2002). Dentre os nucleos e sub-regibes
hipotalamicas que organizam tais respostas, podem se destacar nucleo
paraventricular (Swanson e Sawchenko, 1980; Blair e cols., 1996), area hipotalamica
lateral (Bernardis e Bellinger, 1996), hipotalamo posterior (Barron e Heesch, 1990),

area pré-optica medial (Bazzett e cols., 1992) e hipotalamo dorsomedial (DiMicco e
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cols., 2002).

O hipotalamo dorsomedial (HDM) localiza-se adjacentemente ao terceiro
ventriculo, circundado lateralmente pela regido perifornicial e caudalmente pelo
nacleo periventricular (Thompson e cols., 1996) e é considerado parte da chamada
area hipotalamica de defesa (AHD). (Yardley & Hilton, 1986). O HDM ainda é
subdividido em porcao difusa (DMD) e compacta (DMC) (Paxinos e Watson, 1986),

como pode ser observado na figura Il.

Tekegaal 570 i <130 run

Figura Il. O Hipotalamo dorsomedial e suas sub-regides: porcao compacta (DMC) e difusa (DMD). 3V
— terceiro ventriculo. Adaptado de PAXINOS G., WATSON C. The rat brain in stereotaxic coordinates.
1986.

Estudos tém demonstrado que a por¢cdo compacta do HDM é mais responsiva
a estimulacédo pela microinjecdo de aminoacidos excitatérios e de antagonistas de
receptores GABA (Soltis e DiMicco, 1991; De Novellis e cols., 1995). A ativagéo do
HDM através de microinjecbes de antagonistas GABA,, como a bicuculina, ou
agonistas de AAEs (Wible e cols., 1988; Soltis e DiMicco, 1991) resulta em aumento
significativo da frequéncia cardiaca devido a elevagdo na atividade simpatica do
nervo cardiaco (Cao e cols., 2004), aumento de atividade simpatica para 0 nervo

renal e elevacéo da pressao arterial (Fontes e cols., 2001).
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Um importante indicativo da participacdo do HDM nas respostas
cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo foi demonstrado por Queiroz e cols.
(2011), uma vez que a microinjecdo bilateral de lidocaina no HDM reduziu
significativamente a magnitude da resposta pressora induzida pela ativacdo do
quimiorreflexo.

Tem sido relatada a presenca de receptores de aminoacidos excitatorios em
niveis significativos no HDM (Meeker e cols., 1994). Estudo recente mostrou que a
microinjecdo de antagonista de receptores de AAEs, acido kinurénico, no HDM de
animais ndo-anestesiados reduz em 44% a resposta pressora e abole a resposta
comportamental do quimiorreflexo, sugerindo que a ativacdo dos receptores de
aminoéacidos excitatorios do HDM pode modular direta ou indiretamente a resposta
quimiorreflexo (Queiroz e cols., 2011).

Foi observado por Hilton e cols (1965) que a estimulacédo elétrica das areas
hipotalamicas de defesa (AHD) facilitavam os efeitos cardiorrespiratérios do
quimiorreflexo. Posteriormente (Silva-Carvalho e cols., 1993; Silva-Carvalho e cols.,
1995) mostraram que uma parte da facilitacdo desses efeitos pode ocorrer devido a
modulacao excitatéria da AHD sobre a atividade dos neurdnios do NTS que recebem
a informacéo aferente dos quimiorreceptores. Estudos mais recentes mostram ainda
que a estimulagao elétrica da AHD promove a liberacdo de ATP no NTS (Spyer e
Thomas, 2000; Dale e cols., 2002).

Considerando que os anestésicos deprimem tanto a atividade das areas
hipotalamicas (Marshall, 1987) quanto as respostas reflexas dos quimiorreceptores
(Franchini e Krieger, 1993), € possivel que parte das diferencas encontradas nos

estudos da neurotransmissao do quimiorreflexo no NTS em ratos anestesiados e
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nao-anestesiados seja decorrente da menor atividade desta modulacdo hipotalamica
sobre os neurdnios do NTS.

Dessa forma, nossa hipotese é que em animais ndo-anestesiados a resposta
pressora do quimiorreflexo dependa do L-glutamato, liberado a partir das aferéncias
primarias dos quimiorreceptores periféricos no NTS, bem como do ATP, liberado a
partir da via neural que se projeta do HDM para o NTS. Neste contexto o presente
estudo pretende avaliar a possivel influéncia dos receptores purinérgicos no eixo
HDM-NTS, bem como reavaliar o papel dos receptores glutamatérgicos do NTS na
resposta cardiovascular do quimiorreflexo, em animais com 0s receptores

glutamatérgicos do HDM também bloqueados.
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4.1 - Objetivo geral:
Avaliar a contribuicdo da via hipotdlamo dorsomedial - nucleo do trato solitario
(HDM-NTS) nas respostas reflexas a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos

em ratos nao anestesiados.

4.2 - Objetivos especificos:
e Avaliar se as respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela
estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do HDM (receptores NMDA e néo-

NMDA) dependem de receptores purinérgicos do NTS.

e Avaliar o papel dos receptores glutamatérgicos do NTS nas respostas
cardiovasculares do quimiorreflexo em animais com os receptores glutamatérgicos

do HDM também bloqueados.
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5.1 — Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar, com peso entre 270 a 330
gramas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG. Os animais foram mantidos em ambiente adequado com
temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade controladas (14 h luz/ 10 h escuro),
alimentados com racdo e agua a vontade. Os procedimentos experimentais
utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo

Animal (CETEA) da UFMG (protocolo n® 81/2010).

5.2 — Implante de canulas-guia em direcdo ao NTS e HDM

Utilizando um aparelho estereotaxico para animais de pequeno porte
(Stoelting, IL, USA) canulas-guia foram implantadas em direcdo ao NTS e HDM.
Para isso, 0os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250mg/kg - Aldrich
Chemical Company, WI, USA), submetidos a tricotomia da regido dorsal da cabeca,
posicionados no estereotaxico e por meio de duas barras auriculares a cabeca foi
fixada. Apds a assepsia da pele com solucédo de alcool iodado, o anestésico local
lidocaina contendo vasoconstritor (Xylestesin, Cristalia, SP, Brasil) foi injetado
subcutaneamente na regido do escalpo a ser aberta. A seguir, foi realizada uma
incisdo longitudinal na pele e tecido subcutaneo expondo-se a regido da calota
craniana. As canulas-guia (15 mm) foram confeccionadas a partir de agulhas
hipodérmicas de aco inoxidavel (25 x 6 mm), posicionadas em pequenos suportes e
posteriormente fixados na torre do estereotaxico. A torre do estereotaxico foi
colocada em posicéo vertical (angulacdo zero) e a cabeca do animal ajustada até
gue os pontos bregma e lambda da calota craniana estivessem nivelados. A partir do

bregma foram realizadas as leituras dos parametros antero-posterior (AP), latero-
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lateral (LL) e dorso-ventral (DV). As coordenadas estereotaxicas foram determinadas
a partir do Atlas de Paxinos e Watson (1986). Para o NTS foram utilizadas as
seguintes coordenadas: AP: -14,0 mm, LL: -0,5mm e DV: -7,9mm. Para o HDM
foram utilizadas as coordenadas: AP: -3,0mm, LL: -0,6mm e DV: -7,0mm.
Determinados os pontos de introducdo das canulas-guia no NTS e HDM, foi
realizada a trepanacdo da calota craniana com o auxilio de uma broca odontolégica
esférica acoplada a um motor de baixa rotacdo. As canulas-guia foram entéo fixadas
ao cranio do animal por meio de resina acrilica de uso odontolégico e de pequenos
parafusos de aco inox, afixados na calota craniana previamente as leituras das
coordenadas estereotaxicas. Apos a completa fixacdo das canulas-guia, a torre do
estereotaxico foi removida e com o objetivo de se evitar a obstrucdo das canulas foi
introduzido nas mesmas um mandril de aco inoxidavel (15 mm). Como medida
profilatica, apos a cirurgia estereotaxica todos os animais receberam 0,2 ml (i.m.) de
pentabidtico veterinario (Fort Dodge, SP, Brasil) e 0,1 ml (s.c.) do analgésico-
antiinflamataério flunixina meglumina (2,2 mg/Kg, s.c. - Banamine, Schering-Plough,
RJ, Brasil). Os animais foram mantidos em caixas coletivas, com racdo e agua a
vontade, em salas com temperatura e luminosidade controladas por um periodo de 3

a 5 dias para recuperacao pés-cirurgica.

5.3 - Canulacéo da artéria e veias femorais

Um dia antes do experimento foi realizada a canulacdo da artéria e veia
femoral. As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de
polietileno PE-10 (4 cm para a artéria e 2 cm para veia) soldado a outro tubo de
polietileno PE-50 (15 cm). Antes de serem implantadas, as canulas foram

preenchidas com solucéo fisiologica e obstruidas na extremidade livre do PE-50 com
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pinos de metal. Com os animais sob anestesia pelo tribromoetanol (250mg/kg), os
animais tiveram canuladas a artéria femoral e as veias femorais. Uma vez
implantadas, as canulas foram dirigidas subcutaneamente para a cintura escapular
com auxilio de um trocater, onde foram exteriorizadas e fixadas com linha de sutura.
A canula arterial foi utilizada para registro direto da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca e as canulas venosas para administracao sistémica de drogas. Apos a
canulacdo os animais foram colocados em caixas individuais com racdo e agua a

vontade.

5.4 - Estimulacédo dos quimiorreceptores periféricos

Para a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos foi utilizada solucédo de
cianeto de potassio (KCN 40 ou 80 ug/0,1 ml/rato), a qual foi injetada através da
canula venosa previamente implantada. O cianeto € descrito na literatura como um
estimulo potente para os quimiorreceptores periféricos (Biscoe e Duchen, 1990;
Gonzales e cols., 1994; Franchini e Krieger, 1993), atuando por inibicdo da enzima
citocromo-oxidase da cadeia respiratéria, impedindo a reducdo do oxigénio, e
portanto a sua utilizacdo pela célula. Como consequéncia ocorre um déficit
energético celular promovendo uma hipéxia citotoxica, a qual é detectada pelas
células quimiossensiveis do corpusculo carotideo, ativando o quimiorreflexo. As
respostas cardiovasculares e respiratérias observadas sado dependentes da ativacao
das células do corpusculo carotideo uma vez que a ligadura da artéria que irriga o
corpusculo carotideo abole essas respostas. (Franchini e Krieger, 1993; Haibara e

cols, 1995).
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5.5 - Registro da presséao arterial e da frequéncia cardiaca

O registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca foi realizado no dia
seguinte ao da canulacédo, em animais ndo-anestesiados e com livre movimentacao.
Para o registro da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca a céanula arterial,
previamente heparinizada (1:20), foi conectada a um transdutor de pressao acoplado
a um sistema de aquisicdo de dados analogico-digital (Biopac Systems, Inc.), com
frequéncia de amostragem de 200 Hz. ApoOs prévia calibragcdo do equipamento, a
pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) foram registradas. A PAM e a FC foram calculadas pelo programa de

computador Acgknowledge (Biopac Systems, Inc.) a partir dos valores da PAP.

5.6 - Analise da resposta comportamental

A resposta comportamental foi analisada pela mensuracdo da distancia
percorrida pelo animal apés a microinjecdo dos agonistas NMDA ou AMPA no HDM,
simultaneamente ao registro das variaveis cardiovasculares. Para isso o animal foi
colocado em uma caixa preta de 35 x 50 cm, e o experimento foi filmado com auxilio
de uma camera de video digital. A camera filmou o animal apenas no plano superior.
A digitalizacdo da imagem foi feita com taxa de aquisicdo de quadros na frequéncia
de 30 quadros por segundo. Dessa forma, o filme foi transformado numa sequéncia
de fotos com resolugcdo de 240 x 320 pontos por quadro. No processamento
intermediario da imagem foi feita a conversdo das imagens coloridas (RGB) para
preto e branco, seguida da aplicacdo de um filtro passa-baixa. O resultado é uma
figura com o animal branco em um fundo preto. Feita a filmagem, o centro
geomeétrico do animal (figura 1lIA) foi determinado através de um aplicativo do

programa MatLab 7.1, e este valor armazenado como sendo a posi¢do do rato no
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instante em que foi tirada a foto. Sendo assim, foi calculada a posi¢cao do animal em
cada um dos instantes referentes as varias fotos de todo o periodo filmado, pelo
contraste dos pixels brancos e pretos. A distancia percorrida pelo rato foi o
somatorio das distancias euclidianas do centro geométrico, para cada par de fotos

sequenciais (figura IlIB).
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Figura Ill: Foto de um trecho do filme mostrando o centro geométrico da projecdo do corpo do

animal, calculado a partir de um aplicativo do MatLab (A). Deslocamento do centro geométrico do

animal induzido pela estimula¢éo dos quimiorreceptores carotideos com KCN (40 pg/0,1 ml) (B).

5.7 - Microinjecao de drogas no NTS e HDM

As drogas utilizadas foram dissolvidas em solugédo salina fisiolégica (NaCl
0,15 M) e o pH ajustado com bicarbonato de sédio (pH 7,0 — 7,4). As drogas foram
manualmente microinjetadas em seus sitios especificos, utilizando-se uma seringa
Hamilton de 1 pl (Hamilton, Reno, NV), conectada por meio de um tubo de
polietileno PE-10 a agulha injetora (30 gauges). A fim de que as microinjecbes
atingissem diretamente a regido do NTS, o comprimento da agulha injetora foi 0,9
mm a 1,9 mm maior que a céanula-guia (15 mm). A escolha do comprimento da
injetora foi realizada através de microinjecbes de L-glutamato (2,5 nmol/100 nl),

iniciando-se com a injetora de menor tamanho e aumentado de forma gradual até
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gue se identificasse o local de injecdo que produzisse as respostas cardiovasculares
tipicas (Colombari e cols., 1994). Para as microinje¢cdes no HDM o comprimento da
injetora foi 1,6 a 1,8 mm maior que a canula-guia. O volume microinjetado foi de 100
nl em todas as drogas exceto para o antagonista acido kinurénico microinjetado do

HDM, em que foi utilizado um volume de 200 nl.

5.8 - Drogas utilizadas

e Acido kinurénico, KIN (antagonista glutamatérgico ionotrépico ndo seletivo - Sigma
Chemical, St. Louis, MO);

¢ Cianeto de potassio, KCN (inibidor da citocromo oxidase - Sigma, St. Louis, MO);

¢ Nitroprussiato de sodio, NPS (doador de Oxido nitrico - Sigma Chemical, St. Louis,
MO).

e Suramin (antagonista de receptores purinérgicos P2 ndo seletivo - Sigma
Chemical, St. Louis, MO).

e NMDA — N-Metil-D-Aspartato (agonista glutamatérgico dos receptores NMDA -
Sigma Chemical, St. Louis, MO).

¢ AMPA -a- amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolproprionato (agonista glutamatérgico

dos receptores ndo-NMDA - Sigma Chemical, St. Louis, MO).

5.9 - Histologia

Ao final dos experimentos foram realizadas microinje¢cdes do corante Alcian
Blue (2,5 %) nos locais das microinje¢cbes no NTS e HDM, a fim de se determinar os
seus sitios especificos. A seguir, os animais foram profundamente anestesiados
(Tiopental, 90 mg/kg, i.p.) e submetidos a abertura da regido toracica para exposi¢ao

do coracéo, através do qual foi feita a perfusdo com solucdo de formol 10%. Para
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facilitar a perfusdo cerebral, a aorta descendente foi bloqueada com pinca
hemostética e a cava superior seccionada. O cérebro foi removido e mantido em
solucdo de formol 10%. Apdés um periodo minimo de 5 dias os cérebros foram
colocados em solucdo de sacarose (20%) por 48 horas. Apés esse periodo, seccdes
transversais do tronco cerebral foram feitas em microtomo de congelamento em
fatias de 80 um de espessura. Os cortes foram corados pelo vermelho neutro 1%
utilizando-se a técnica de Nissl, e analisados por microscopia Optica. Somente 0s
animais com confirmacéo histologica dos sitios de microinjecdo no NTS e HDM

foram considerados neste estudo.

5.10 - Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (x %
epm). Para a analise estatistica dos resultados dentro de cada grupo experimental
foi aplicado o teste-t pareado. Para a comparacao entre grupos foi utilizada a analise
de variancia (ANOVA) e pos-teste de Dunnet. As alteracbes foram consideradas

estatisticamente significativas com p<0,05.

5.11 - Protocolos experimentais

5.11.1 - Efeito do blogueio dos receptores purinérgicos do NTS sobre as

respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacdo dos

receptores NMDA do HDM.

Com o objetivo de avaliar se as respostas cardiovasculares e
comportamentais induzidas pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do

subtipo NMDA do HDM dependem de receptores purinérgicos do NTS, foi
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microinjetado unilateralmente no HDM o agonista NMDA, e as respostas avaliadas
antes e apos a microinjecao bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS.
Para isso foram utilizados animais previamente submetidos ao implante bilateral de
canulas-guia em direcdo ao NTS e HDM e implante de canula arterial. No dia
seguinte ao da canulacdo e apos um periodo de adaptacdo do animal frente as
novas condicdbes ambientais de aproximadamente 40 a 60 minutos, foi feita a
microinjecao unilateral do agonista glutamatérgico NMDA (10 pmol/100 nl) no HDM.
Em seguida foi microinjetado o antagonista purinérgico Suramin (4 nmol/100 nl) ou o
veiculo Salina (NaCl 0,9%) bilateralmente no NTS. Apds a microinjecdo de Suramin
no NTS, o agonista NMDA foi microinjetado no HDM nos tempos 10, 20 e 30
minutos apO0s o bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS. Essas respostas
foram comparadas com aguelas observadas no periodo controle, ou seja, antes da
microinjecdo de Suramin no NTS. As doses do agonista NMDA (10 pmol/100 nl) e
antagonista Suramin (4 nmol/100 nl), utilizadas neste protocolo foram baseadas em
estudos anteriores (Soltis e DiMicco, 1992; De Paula e cols.,, 2004,

respectivamente).

o T o N o

NMDA Suramin NMDA NMDA NMDA

10 pmol/100 nl 4 nmol/100 nl HDM HDM HDM

HDM NTS 10 min 20 min 30 min
A _J

Ap6s microinjecdo de Suramin no NTS

5.11.2 - Efeito do blogueio dos receptores purinérgicos do NTS sobre as

respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacdo dos

receptores nao-NMDA do HDM.

Com o objetivo de avaliar se as respostas cardiovasculares e

comportamentais induzidas pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do
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subtipo ndo-NMDA do HDM dependem de receptores purinérgicos do NTS, foi
microinjetado unilateralmente no HDM o agonista AMPA, e as respostas avaliadas
antes e apos a microinjecao bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS.
Para isso foram utilizados animais previamente submetidos ao implante bilateral de
canulas-guia em direcdo ao NTS e HDM e implante de céanula arterial. No dia
seguinte a canulacdo e apos um periodo de adaptacdo do animal frente as novas
condicbes ambientais foi feita a microinjecdo unilateral do agonista glutamatérgico
(AMPA, 3 pmol/100 nl) no HDM. Em seguida foi microinjetado o antagonista
purinérgico Suramin (4 nmol/100 nl) bilateralmente no NTS. Apds a microinjecao de
Suramin no NTS o agonista glutamatérgico (AMPA) foi microinjetado no HDM nos
tempos 10, 20 e 30 minutos apos o bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS.
Essas respostas foram comparadas com aquelas observadas no periodo controle,
ou seja, antes da microinjecdo de Suramin no NTS. As doses do agonista AMPA (3
pmol/100 nl) e do antagonista Suramin (4 nmol/100 nl), utilizadas neste protocolo
foram baseadas em estudos anteriores (Soltis e DiMicco, 1992; De Paula e cols.,

2004, respectivamente).

o T o o o

AMPA Suramin AMPA AMPA AMPA

3 pmol/100 nl 4 nmol/100 nl HDM HDM HDM

HDM NTS 10 min 20 min 30 min
. 4

Apo6s microinje¢do de Suramin no NTS

5.11.3 - Efeito do blogueio sequencial dos receptores glutamatérgicos do

HDM e do NTS sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo

Com o objetivo de se avaliar o efeito do bloqueio conjunto dos receptores
glutamatérgicos do HDM e do NTS sobre as respostas cardiovasculares do

quimiorreflexo, foi microinjetado bilateralmente nessas areas o antagonista &acido
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kinurénico. Para isso foram utilizados animais previamente submetidos ao implante
bilateral de canulas-guia em direcdo ao NTS e HDM e implante de canulas na artéria
e veias femorais. No dia seguinte a cirurgia de canulacdo arterial e venosa e apos
um periodo de adaptacdo do animal frente as novas condicbes ambientais, o
quimiorreflexo foi testado através de injecédo intravenosa de KCN (40 ou 80 ug/0,1
ml) (periodo controle). Apés a normalizacdo dos parametros cardiovasculares o
antagonista acido kinurénico (KIN; 2,7 nmol/200 nl) foi microinjetado bilateralmente
no HDM, e o quimiorreflexo foi novamente estimulado. Apds 7 minutos
(aproximadamente) do blogueio do HDM, foi feita uma segunda microinjecao
bilateral de KIN agora no NTS (10 nmol/100 nl). Uma vez que a microinjecéo de KIN
no NTS bloqueia a via simpatoinibitéria do barorreflexo causando elevacdo dos
niveis basais de pressdo arterial (Haibara e cols, 1999), foi necessaria a
normalizacdo da pressao por meio da infusdo intravenosa (2 mil/h) de nitroprussiato
de sddio (NPS 60 pg/ml) (Machado e Bonagamba, 2005). A seguir, o quimiorreflexo
foi novamente estimulado com KCN nos tempos 5, 10 e 20 minutos apds a
microinjecao bilateral de KIN no NTS. Essas respostas foram comparadas com
aguelas observadas no periodo controle e apés a microinjecdo de KIN no HDM. As
doses de acido kinurénico (2,7 nmol/200 nl e 10 nmol/100 nl) utilizadas para
blogueio dos receptores glutamatérgicos do HDM e do NTS foram baseadas em

estudos anteriores (Queiroz e cols., 2011 e Haibara e cols., 1999, respectivamente).
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6.1 - Efeito do bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS sobre as
respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacao

dos receptores NMDA do HDM.

Para avaliar se as respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas
pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA do HDM
dependem de receptores purinérgicos do NTS, foi microinjetado unilateralmente no
HDM o agonista NMDA, e as respostas avaliadas antes e ap0s a microinjecao
bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS.

Um tracado tipico de um animal representativo do grupo estudado mostrando
as alteracbes na pressdo arterial pulséatii (PAP, mmHg), pressdo arterial média
(PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) induzidas pela microinjecao
unilateral do agonista glutamatérgico NMDA (10 pmol/100 nl) no HDM em ratos nao-
anestesiados, antes e apos o bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS com
Suramin (4 nmol/100 nl) € mostrado na figura 1. A microinjecdo de NMDA no HDM
promoveu aumento da pressao arterial e taquicardia (figura 1A). Podemos observar
gque o bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS promoveu alteracdo das
respostas pressora e taquicardica induzidas pelo NMDA (figura 1B).

Os dados obtidos neste grupo experimental (n = 6), sdo mostrados na figura
2, onde se observa que a microinjecao bilateral do antagonista purinérgico Suramin
no NTS produziu reducéo significativa da magnitude da resposta pressora (+13 £ 1
vs. +2 £ 1; +3 £2 e +4 + 3 mmHQ) e da resposta taquicéardica (+87 £ 10 vs. +23 + 14;
+24 = 20 e +26 + 8 bpm) induzidas pelo agonista NMDA no HDM em todos os
tempos analisados (tabela 1). A Figura 2 mostra ainda que o bloqueio dos

receptores purinérgicos do NTS aboliu a atividade locomotora da resposta

Nota: os valores individuais dos protocolos descritos a seguir estdo apresentados nas tabelas no Anexo da Dissertacgao.
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comportamental do NMDA até os trinta primeiros minutos ap0s a microinjecao do
antagonista (187 £ 46 vs. 8 + 3; 25 £ 9 e 26 = 15 cm) (tabela 1).

A microinjecdo bilateral do veiculo salina no NTS (n = 4) ndo alterou as
respostas pressora (+10 £ 1 vs. +9 + 1; +9 + 1 e +9 £ 2 mmHg), taquicardica (+44 *
4vs. +40 £ 9; +46 £+ 5 e +47 £ 5 bpm) e comportamental (115 + 41 vs. 129 + 43; 162
+ 75 e 167 £ 58 cm) induzidas pelo NMDA em nenhum dos tempos analisados
(figura 3, tabela 2).

Em relacdo aos parametros cardiovasculares basais 0 bloqueio dos
receptores purinérgicos do NTS com Suramin neste grupo experimental (n = 6) ndo
promoveu qualquer alteracdo dos parametros cardiovasculares basais de pressao
arterial e frequéncia cardiaca (120 + 3 vs. 124 + 4 mmHg e 378 + 19 vs. 394 + 17

bpm, respectivamente) (figura 4, tabela 3).
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Figura 1. Tracado representativo de um animal do grupo estudado mostrando as alteracdes na
pressédo arterial pulsétil (PAP, mmHg), presséo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca
(FC, bpm), induzidas pela microinjecdo unilateral do agonista NMDA no HDM (10 pmol/100 nl), antes
(painel A) e apds (painel B) a microinjecao bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS (4
nmol/100 nl) de ratos ndo anestesiados. As setas indicam o momento da microinje¢cdo do NMDA no

HDM.
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Figura 2: Alteracdes sobre a pressédo arterial média (A PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (A FC,
bpm) e atividade locomotora (cm), induzidas pela microinjecdo do agonista NMDA no HDM (10
pmol/100 nl), antes (controle), 10, 20 e 30 min apdés a microinjecdo bilateral do antagonista
purinérgico Suramin no NTS (4 nmol/100 nl) em ratos ndo-anestesiados (n = 6). (*) Diferenca

significativa em relacdo ao NMDA controle (ANOVA, poés-teste de Dunnet, p<0,05).
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Figura 3: Alteracdes sobre a pressao arterial média (A PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (A FC,
bpm) e atividade locomotora (cm), induzidas pela microinjecdo do agonista NMDA no HDM (10
pmol/100 nl), antes (controle), 10, 20 e 30 min apds a microinjecao bilateral do veiculo Salina no NTS

(NaCl 0,9%) em ratos ndo-anestesiados (n = 4). ANOVA, p>0,05).
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Figura 4: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm),
antes e 10 minutos ap0s a microinjecao bilateral de Suramin no NTS (4 nmol/100 nl) de ratos n&o-

anestesiados (n = 6). Teste-t pareado.
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6.2 - Efeito do bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS sobre as
respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacao

dos receptores ndao-NMDA do HDM.

Para avaliar se as respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas
pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do subtipo ndo-NMDA do HDM
dependem de receptores purinérgicos do NTS, foi microinjetado unilateralmente no
HDM o agonista AMPA, e as respostas avaliadas antes e ap0s a microinjecao
bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS.

As alteracbes na PAP, PAM e FC induzidas pela microinjecdo unilateral do
agonista glutamatérgico AMPA (3 pmol/100 nl) no HDM em ratos nao-anestesiados,
antes e apd6s o blogueio dos receptores purinérgicos do NTS com Suramin (4
nmol/100 nl) sdo mostradas no tracado tipico da figura 5. A microinjecdo de AMPA
no HDM promoveu aumento da pressao arterial e taquicardia. Podemos observar
gue o bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS, promoveu pequena alteracéo
das respostas pressora e taquicardica induzidas pelo AMPA (figura 5).

Os dados obtidos neste grupo experimental (n = 5) estdo representados na
figura 6. O bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS reduziu significativamente a
resposta pressora apenas aos 10 min (+16 + 1 vs. +6 £ 2 mmHg), mas nao
promoveu alteracdo da resposta taquicardica induzida pelo AMPA em nenhum dos
tempos analisados (+104 = 12 vs. +53 £+ 15; +61 + 16 e +59 = 22 bpm,
respectivamente) (figura 6). A estimulacéo dos receptores ndo-NMDA do HDM, além
de aumentar a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, também induziu resposta
comportamental de aumento da atividade locomotora (237 + 55 cm). O bloqueio dos

receptores purinérgicos do NTS também reduziu esta resposta apos 10 e 20 min (67
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+ 26 e 39 + 15 cm, respectivamente) da microinjecdo do antagonista Suramin (figura
6, tabela 4).

Os efeitos do Suramin sobre as respostas do AMPA foram restritos ao NTS,
uma vez gque a microinjecao deste antagonista em areas adjacentes ao NTS (n = 3)
nao promoveu alteracdes significativas sobre as respostas pressora (+15 + 2 vs. +15
+ 3; +13 £ 1 e +14 £ 1 mmhg), taquicardica (+108 + 28 vs. +100 + 50; +100 + 47 e
+101 £ 45 bpm) ou comportamental (42 £ 18 vs. 89 + 31; 85 £ 34 e 97 £ 36 cm) do
AMPA em nenhum dos tempos analisados (figura 7, tabela 5).

O bloqueio dos receptores purinérgicos do NTS com Suramin neste grupo
experimental (n = 5) também ndo promoveu qualquer alteracdo dos parametros
cardiovasculares basais (116 + 3 vs. 123 £ 6 mmHg e 393 + 14 vs. 367 = 19 bpm)

(figura 8, tabela 6).
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Figura 5: Tracado representativo de um animal do grupo estudado mostrando as alteracdes na
pressao arterial pulsétil (PAP, mmHg), pressdo arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca
(FC, bpm), induzidas pela microinjec@o unilateral do agonista AMPA no HDM (3 pmol/100 nl), antes
(painel A) e apds (painel B) a microinjecao bilateral do antagonista purinérgico Suramin no NTS (4
nmol/100 nl) de ratos ndo anestesiados. As setas indicam o momento da microinjecdo do AMPA no

HDM.
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Figura 6: Alteracdes sobre a pressao arterial média (A PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (A FC,
bpm) e atividade locomotora (cm), induzidas pela microinjecdo do agonista AMPA no HDM (3
pmol/100 nl), antes (controle), 10, 20 e 30 min apdés a microinjecdo bilateral do antagonista
purinérgico Suramin no NTS (4 nmol/100 nl) em ratos ndo-anestesiados (n = 5). (*) Diferenca

significativa em relacdo ao AMPA controle (ANOVA, p6s-teste de Dunnet, p<0,05).
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Figura 7: Alteracdes sobre a pressao arterial média (A PAM, mmHg), frequéncia cardiaca (A FC,
bpm) e atividade locomotora (cm), induzidas pela microinjecdo do agonista AMPA no HDM (3
pmol/100 nl), antes (controle), 10, 20 e 30 min apdés a microinjecdo bilateral do antagonista
purinérgico Suramin em regides adjacentes ao NTS (4 nmol/100 nl) em ratos ndo-anestesiados (n =
3). ANOVA, p>0,05).
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Figura 8: Valores basais de pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm),
antes e 10 minutos ap0s a microinjecao bilateral de Suramin no NTS (4 nmol/100 nl) de ratos néo-

anestesiados (n = 5). Teste-t pareado.
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6.3 - Efeito do bloqueio sequencial dos receptores glutamatérgicos do HDM e

do NTS sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo.

Com o objetivo de se avaliar o efeito do bloqueio conjunto dos receptores
glutamatérgicos do HDM e do NTS sobre as respostas cardiovasculares do
quimiorreflexo, foi microinjetado bilateralmente nessas areas o antagonista acido
kinurénico, e o quimiorreflexo estimulado antes e apos estas microinjecoes.

As alteracbes na PAP, PAM e FC induzidas pela estimulacdo do
quimiorreflexo com KCN (40 pg/0,1 ml) em ratos nao-anestesiados, antes, 5 min
apos o bloqueio dos receptores glutamatérgicos do HDM com &cido kinurénico (2,7
nmol/200 nl), e 5, 10 e 20 min apdés o bloqueio sequencial dos receptores
glutamatérgicos do NTS (KIN, 10 nmol/100 nl), estdo representadas no tracado da
figura 9. As setas indicam o momento da injecao i.v. de KCN. A estimulacdo dos
quimiorreceptores com KCN promoveu aumento da pressado arterial e bradicardia.
Podemos observar, como descrito em estudo anterior (Queiroz e cols., 2011), que o
bloqueio dos receptores glutamatérgicos do HDM, promoveu alteracdo da resposta
pressora, sem modificar a resposta bradicardica deste reflexo. O bloqueio adicional
dos receptores glutamatérgicos do NTS com 4&cido kinurénico, ndo promoveu
alteracdo sobre a resposta pressora, mas aboliu a resposta bradicardica do
quimiorreflexo (figura 9).

Os dados obtidos neste grupo experimental (n = 6) estdo sumarizados na
figura 10, onde se observa que a microinjecdo bilateral do antagonista
glutamatérgico no HDM produziu reducéao significativa da resposta pressora (+38 £ 5
vs. +23 £ 4 mmHg), mas nao da bradicardia do quimiorreflexo (-174 + 28 vs. -178 +

43 bpm) (figura 10). O bloqueio sequencial dos receptores glutamatérgicos do NTS
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nao promoveu reducdo adicional da resposta pressora em nenhum dos tempos
analisados (5 min: +17 + 6; 10 min: +20 £ 6 e 20 min: +25 £ 7 mmHg) ao passo que
a bradicardia foi reduzida 5 e 10 min apés a microinjecdo de kinurénico no NTS (-28

+17 e -4 £ 15 bpm, respectivamente) (figura 10).
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Figura 9: Tracado representativo de um animal do grupo estudado mostrando as alteracdes na

pressao arterial pulsétil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca

(FC, bpm), induzidas pela estimulagdo do quimiorreflexo com cianeto de potassio (KCN 40 pg/0,1ml,

i.v.) antes (controle), 5 min apds a microinjecdo bilateral de &cido kinurénico (2,7 nmol/200 nl) no

HDM e 5, 10 e 20 min ap6s a microinjecao bilateral de acido kinurénico (10 nmol/100 nl) no NTS. As

setas indicam o momento da inje¢&o i.v. de KCN.
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Figura 10: AlteragBes sobre a pressao arterial média (A PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (A FC,
bpm), induzidas pela estimulagdo do quimiorreflexo com cianeto de potassio (KCN 40 ou 80 ug/0,1
ml, i.v.), antes (controle), 5 min apds a microinjecao bilateral do antagonista glutamatérgico acido
kinurénico (2,7 nmol/200 nl) no HDM e 5, 10 e 20 min apds a microinje¢cdo sequencial de acido
kinurénico no NTS (10 nmol/100 nl) em ratos ndo-anestesiados (n = 6) (*) Diferenca significativa em

relagdo ao KCN controle (ANOVA, poés-teste de Dunnet, p<0,05).
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6.4 — Anédlise histoldgica

A figura 11 corresponde a fotomicrografias de seccdes transversais do
cérebro de um animal representativo do grupo estudado, mostrando a localizacdo da
microinjecao bilateral do corante Alcian Blue no HDM (painel A) e no NTS (painel B).
Podemos observar que o HDM localiza-se adjacente ao terceiro ventriculo (3V),
lateral ao fornix (f) e dorsal ao hipotalamo ventromedial (VMH), localizado a 3,30 mm
caudal ao bregma. O NTS localiza-se na porcdo dorsal do tronco cerebral,
lateralmente & area postrema (AP), 14,00 mm caudal ao bregma. A esquerda da
figura 11 temos as representacfes esquematicas de um corte transversal do cérebro
de um rato correspondente ao sitio de microinjecdo no HDM (painel A) e no NTS

(painel B) das fotomicrografias.
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Figura 11. Desenhos esquematicos de um corte transversal do cérebro de um rato mostrando a
localizacdo do HDM (painel A) e do NTS (painel B). Fotomicrografias de um animal representativo
mostrando o local da microinje¢gdo no HDM (painel A) e no NTS (painel B) corados pelo vermelho
neutro 1% utilizando-se a técnica de Nissl. 3V: 3° ventriculo; DMC: por¢cao compacta do HDM; DMD:
porcdo difusa do HDM; VMH: nucleo ventromedial do hipotdlamo; Gr: nucleo graciles, sol: trato

solitério; AP: area postrema.
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O presente estudo avaliou a contribuicdo da via hipotalamo dorsomedial -
ndcleo do trato solitario (HDM-NTS) na modulacao das respostas cardiovasculares e
comportamentais do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.

Para isso nos realizamos o estimulo ou bloqueio do HDM, juntamente com o
bloqueio seletivo dos receptores do NTS para elucidar se parte da neurotransmissao
do quimiorreflexo no NTS em animais ndo-anestesiados depende da modulacdo do
HDM. Desta forma inicialmente foram observadas as respostas cardiovasculares e
comportamentais induzidas pela estimulacéo direta dos receptores glutamatérgicos
do HDM (NMDA e ndo-NMDA) sob a acao do blogueio de receptores purinérgicos do
NTS. Estudos anteriores mostraram que a estimulacdo dos receptores
glutamatérgicos do HDM promove aumento da atividade simpatica além de
respostas comportamentais (Soltis e DiMicco, 1991; Soltis e DiMicco, 1992) e que
estas respostas sdo compativeis com a facilitacdo do quimiorreflexo (Mifflin e cols.,
1988; Silva-Carvalho e cols., 1993), sendo sugerido que estes dois estimulos
possam compartilhar das mesmas vias neurais (Queiroz e cols., 2011).

Os resultados obtidos em nosso estudo mostraram que o bloqueio purinérgico
do NTS reduziu significativamente as respostas cardiovasculares e comportamentais
induzidas pelos agonistas glutamatérgicos microinjetados no HDM, particularmente
do agonista NMDA. Deste modo estes resultados sugerem que as respostas
cardiovasculares e comportamentais induzidas pela estimulacdo direta dos
receptores glutamatérgicos do subtipo NMDA do HDM podem depender de
receptores purinérgicos do NTS.

E sabido que o DMH possui, além de conexdes intrahipotalamicas, conexdes
com telencéfalo e com outros nucleos diencéfalicos, e bulbares. Dentro do

hipotalamo, o DMH envia a maioria de suas projecdes para 0 nucleo ventromedial
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(VMH). Além disso, o nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) também recebe
projecGes oriundas da porcdo anterior do DMH, e envia projecdes da sua regido
parvocelular até a parte ventral da porcao posterior do DMH. Adicionalmente, o DMH
envia projecbes densas para a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), no
mesencéfalo, e para o NTS no bulbo (Ter Horst e Luiten, 1986; Thompson e cols,
1996). Portanto a estimulagcdo dos neurbnios do HDM pode gerar respostas
cardiovasculares e comportamentais por diferentes vias neurais direta ou
indiretamente. Assim, em nosso estudo, inicialmente observamos a contribuicdo da
via entre HDM e NTS nas respostas cardiovasculares e comportamentais gerados
pelo estimulo direto do HDM.

A presenca de receptores NMDA e ndo-NMDA no HDM é bem estabelecida
por uma variedade de técnicas, incluindo ensaios de ligacdo (Meeker e cols, 1994),
estudos eletrofisiologicos (Bailey e cols, 2003) e farmacolégicos (Soltis & DiMicco,
1991, Bailey & DiMicco, 2001). Estudos de Soltis & DiMicco (1991 e 1992) mostram
que as respostas cardiovasculares induzidas pela desinibicdo do HDM ou pelo
estresse experimental dependem da ativagéo tanto dos dois subtipos (NMDA e nédo-
NMDA) uma vez que bloqueio de apenas um subtipo de receptores reduz
parcialmente as respostas cardiovasculares, enquanto o duplo blogueio desses
receptores promove efeito adicional. Esses estudos sugerem a existéncia de dois
componentes distintos nas respostas cardiovasculares ao estresse: um relacionado
a atividade dos receptores NMDA e outro mediado por receptores nao-NMDA.
Estudos de Johnson e Shekhar em 2006 sugeriram que diferentes estimulos podem
ativar apenas um subtipo de receptor glutamatérgico no HDM para evocar a

resposta fisioldgica especifica no animal.
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Apesar da semelhanca entre as respostas cardiovasculares induzidas pelos
agonistas NMDA e AMPA no HDM, o efeito do bloqueio purinérgico do NTS sobre
essas respostas foi diferente. O tratamento prévio com Suramin no NTS promoveu
reducdo de 85% da resposta pressora do NMDA e de 63% da resposta pressora do
AMPA. Ainda, a taquicardia induzida pelo NMDA foi reduzida em 74%, enquanto o
efeito do Suramin na taquicardia do AMPA néo foi significativo. Sobre a resposta
comportamental o bloqueio purinérgico aboliu a resposta comportamental induzida
pelo NMDA, enquanto reduziu em 70% a resposta locomotora induzida pelo AMPA.

Estes resultados vém de encontro com o estudo sobre sindrome do péanico
realizado por Johnson e Shekhar (2006), onde foi observado que a resposta
induzida pelo lactato aumenta a imunorreatividade da proteina C-Fos nos neurdnios
do HDM que expressam receptores NMDA, mas ndo nos neurbnios que expressam
receptores AMPA. Estes dados ainda foram confirmados farmacologicamente, nos
guais microinjecdes de antagonistas NMDA no HDM, mas nédo de antagonistas ndo-
NMDA, resultaram em blogueio dose dependente da resposta taquicardica,
pressora, taquipnéica e comportamental apds o lactato. Assim foi observado no
estudo de Johnson e Shekhar (2006) que os receptores NMDA tem papel
predominante na regulacdo das respostas cardiovasculares, comportamentais e
ventilatérias num modelo experimental de sindrome do panico em ratos.

Os resultados do presente estudo, de forma semelhante ao observado em
estudos do panico (Shekar e cols, 2006), mostram que as respostas
cardiovasculares e comportamentais induzidas por diferentes agonistas
glutamatérgicos do HDM geram respostas diferentes apos o bloqueio purinérgico do

NTS. Desta forma é possivel sugerir que as respostas cardiovasculares e
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comportamentais induzidas pelo agonista NMDA do HDM podem ser mais
fortemente influenciadas pelo bloqueio purinérgico do NTS.

O papel dos receptores de aminoacidos excitatorios do HDM também tem
sido relacionado com a integracdo tanto das respostas cardiovasculares quanto das
respostas comportamentais induzidas em modelos de estresse emocional. Em
situacdes de estresse experimental, como no modelo por jato de ar ou por
desinibicdo dos neurbnios do HDM, pela microinjecdo do antagonista gabaérgico
bicuculina, ocorre um padrdo de respostas caracterizadas por aumento da atividade
simpatica, aumento modesto da pressao arterial, taquicardia, elevacdo dos niveis
circulantes de ACTH, resposta comportamental de locomocdo, dentre outras
(Shekhar e DiMicco, 1987; Soltis e cols., 1991; Bailey e DiMicco, 2001; Menezes e
cols., 2006). Bailey e DiMicco (2001), estimulando os receptores de aminoacidos
excitatérios do HDM, pela microinjecao unilateral de kainato, agonista especifico dos
receptores do subtipo ndo-NMDA, também observaram respostas de taquicardia,
aumento dos niveis circulantes de ACTH e da atividade locomotora. Soltis e DiMicco
(1991) também observaram que a microinjecéo bilateral do agonista NMDA no HDM
promoveu modesto aumento da pressao arterial e acentuada taquicardia. De forma
interessante Soltis e DiMicco (1991 e 1992) observaram que o0 bloqueio dos
receptores de aminoacidos excitatérios do HDM reduz de forma importante as
respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse por jato de ar e também as
respostas induzidas pela bicuculina microinjetada no HDM. Mais recentemente,
estudos de nosso laboratorio mostraram que os receptores glutamatérgicos do HDM
também estédo envolvidos de forma importante na integracao das respostas pressora
e comportamental do quimiorreflexo em animais ndo-anestesiados (Queiroz e cols.,

2011).
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Estudos neuroanatdbmicos, empregando técnicas de marcacdo neuronal
anterograda, mostraram que o HDM envia projecdes diretas para o NTS (Thompson
e cols, 1996). Estudos funcionais mostraram que a estimulacdo elétrica das areas
hipotalamicas de defesa, da qual o HDM faz parte, modula a atividade de neurénios
do NTS (Silva-Carvalho e cols 1995a e Silva-Carvalho e cols., 1995b). Em outro
estudo funcional foi mostrado que a estimulacdo elétrica do HDM bloqueia a
bradicardia barorreflexa através da ativacdo de receptores serotoninérgicos do
subtipo 5-HT3; do NTS, mostrando uma ligacéo funcional entre essas areas. (Sévoz-
Couche e cols, 2003).

O presente estudo mostra ainda que, ndo apenas o NTS participa da
expressdo das respostas cardiovasculares induzidas pela estimulacdo dos
receptores glutamatérgicos do HDM, como também os receptores purinérgicos do
NTS tem importante papel nesta modulacdo. E possivel sugerir que com a
estimulacdo glutamatérgica do HDM, ocorra a liberacdo de purinas no NTS e que
estas purinas podem agir diretamente ou indiretamente no préprio NTS ou através
de vias eferentes, modulando a resposta pressora e comportamental do estimulo
glutamatérgico do HDM. Nosso estudo, entretanto, ndo pode afirmar que a
estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do HDM ative uma via purinérgica
monossinaptica para o NTS, como também néo define qual seria esta via.

Entretanto em estudo recente realizado por Korim e cols (2012), foi sugerida
que a via NTS-RVLM atue no controle das respostas cardiovasculares observadas
em situacdes de reacdo de defesa, sendo demonstrado ainda que esta via €
mediada pela ativacdo de receptores purinérgicos P2 e receptores glutamatérgicos
no tronco cerebral. Estes dados corroboram com os do presente estudo e indicam

uma possivel via envolvida nas respostas cardiovasculares observadas.
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Hilton e Joels (1965) mostraram que a estimulacdo das areas hipotalamicas
de defesa promove facilitacdo dos efeitos cardio-respiratorios induzidos pela
ativacdo do quimiorreflexo. Tem sido demonstrado que esse efeito facilitatorio sobre
o quimiorreflexo ocorre através de uma circuitaria neuronal envolvendo uma
modulacao hipotalamica sobre os neurbénios do NTS (Silva-Carvalho e cols., 1993,
1995a e 1995b). Estudos realizados por Spyer e Thomas (2000) e Dale e cols.
(2002) mostraram ainda que a ativacdo das areas hipotalamicas de defesa produz
aumento dos niveis de adenosina no NTS, que é formada a partir da liberacdo e
quebra do ATP. Assim € possivel ainda sugerir que a ativacdo dos receptores de
aminodacidos excitatorios do HDM pode modular, através de receptores purinérgicos,
a atividade dos neurbnios do NTS que recebem a informacdo aferente dos
qguimiorreceptores, facilitando a resposta quimiorreflexa.

Os estudos da neurotransmissdo do quimiorreflexo em diferentes areas e
nacleos do SNC, particularmente no NTS, mostram resultados conflitantes
dependendo da condicdo experimental do animal utilizada, isto €, anestesiado ou
nao-anestesiado. Por exemplo, enquanto o bloqueio dos receptores glutamatérgicos
no NTS abole o quimiorreflexo em animais anestesiados (Vardan e cols., 1993;
Zhang e Mifflin, 1993), o mesmo bloqueio ndo abole a resposta pressora do
quimiorreflexo em animais n&o-anestesiados (Haibara e cols., 1995; Machado e
Bonagamba, 2005). Da mesma forma, estudos utilizando antagonistas purinérgicos
no NTS mostraram que em animais anestesiados o bloqueio purinérgico no NTS
provoca uma atenuacao da resposta bradicardica (Paton e cols., 2002), ao passo
gque em animais nao-anestesiados 0 antagonismo purinérgico nao bloqueia as

respostas pressora ou bradicardica do quimiorreflexo (Braga e cols., 2007).
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A propria ativagcdo dos quimiorreceptores carotideos nas condicOes
anestesiado e ndo-anestesiado produz respostas reflexas diferentes. A estimulacéo
do quimiorreflexo em animais ndo anestesiados produz um complexo padréo de
respostas como o aumento de pressao arterial, bradicardia, taquipnéia e resposta
comportamental de alerta e exploracéo. (Franchini e Krieger, 1993; Haibara e cols.,
1995; Barros e cols., 2002; Machado e Bonagamba, 2005; Antunes e cols., 2005b,
Braga e Machado, 2006). Porém sob anestesia este complexo padréo € alterado: as
respostas autondmicas e respiratorias a ativacao do quimiorreflexo sdo atenuadas e
a resposta comportamental é completamente abolida. (Franchini e Krieger, 1993).
Em funcdo desses resultados fica claro que o emprego de anestésicos altera as
respostas finais do quimiorreflexo, e desta forma torna-se de importante o estudo da
neurotransmissado dos reflexos cardiovasculares em animais ndo anestesiados.
Considerando que os anestésicos deprimem a atividade das areas hipotalamicas
(Marshall, 1987), e que a integridade das areas hipotalamicas € importante para a
expressdo da resposta pressora induzida pela ativacdo dos quimiorreceptores
(Korner e Uther, 1969), é possivel que parte das diferencas encontradas nos
estudos da neurotransmisséo do quimiorreflexo no NTS em animais anestesiados e
nao-anestesiados seja decorrente da menor atividade desta modulacdo hipotalamica
sobre os neurdnios do NTS.

Outro aspecto interessante € que na preparacdo “coragao-tronco-cerebral”
isolados, onde o0 experimento é realizado numa condicdo livre da acédo de
anestésicos, o blogueio dos receptores glutamatérgicos do NTS também néo
blogueia a resposta pressora do quimiorreflexo (Braga e Machado, 2006). Esse dado
sugere que as diferencas encontradas nos estudos de neurotransmissao do

quimiorreflexo no NTS entre os animais anestesiados (Vardhan e cols., 1993; Zhang
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e Mifflin, 1993) versus nao-anestesiados (Haibara e cols., 1999) ndo estdo apenas
relacionados a utilizacdo ou ndo de agentes anestésicos, mas também a influéncia
(ou auséncia desta) de nucleos superiores sobre os neurdnios do NTS.

E sabido que tanto os receptores glutamatérgicos quanto os purinérgicos do
NTS sdo importantes na neurotransmissdo do quimiorreflexo em animais nao-
anestesiados (Braga e cols., 2007). O bloqueio isolado dos receptores
glutamatérgicos ou purinérgicos ndo modifica a resposta pressora a ativacdo do
guimiorreflexo em animais nao-anestesiados (Haibara e cols., 1995; Machado e
Bonagamba, 2005; Braga e Machado, 2006). Entretanto quando o0s receptores
glutamatérgicos e purinérgicos do NTS sédo blogueados em conjunto a resposta
pressora do quimiorreflexo € abolida em ratos néo-anestesiados (Braga e cols.,
2007). Estes dados suportam a hipdtese que estes dois neurotransmissores
possuem um papel essencial no processamento do componente simpatoexcitatério
do quimiorreflexo em animais ndo-anestesiados.

Considerando que: 1) os receptores glutamatérgicos do HDM fazem parte da
integracdo das respostas pressora e comportamental do quimiorreflexo (Queiroz e
cols., 2011); 2) as areas hipotalamicas de defesa modulam o quimiorreflexo através
de interacdo com neurbnios do NTS (Silva-Carvalho e cols., 1995a e 1995b); 3) as
areas hipotalamicas de defesa liberam ATP no NTS (Spyer e Thomas, 2000); 4) a
resposta pressora do quimiorreflexo é abolida apenas quando do duplo bloqueio dos
receptores glutamatérgicos e purinérgicos do NTS (Braga e cols., 2007) e 5) as
respostas cardiovasculares da estimulacgdo do HDM dependem de receptores
purinérgicos do NTS, observadas no presente estudo, € possivel sugerir que em
animais ndo-anestesiados o ATP seja liberado no NTS a partir de uma via que

envolve o HDM. Em animais anestesiados o HDM nao seria recrutado, e, portanto
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nao seria liberado ATP no NTS. Assim, nesta condicdo experimental, a
neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS dependeria apenas do glutamato
liberado pelas aferéncias primarias. O presente estudo avaliou esta hipotese em
animais ndo-anestesiados com o HDM bloqueado, o efeito do bloqueio
glutamatérgico do NTS sobre as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo.
Assim o presente estudo observou que o bloqueio dos receptores glutamatérgicos
do HDM promoveu reducdo da resposta pressora ao passo que 0 bloqueio
sequencial dos receptores glutamatérgicos do NTS aboliu a resposta bradicéardica,
ambos os resultados esperados. Porém, diferente do esperado, foi observado que o
bloqueio dos receptores glutamatérgicos do NTS nos animais com o HDM
bloqueado n&o produziu reducédo adicional na resposta pressora. Esse resultado
sugere que a liberacdo de purinas no NTS durante a estimulacdo do quimiorreflexo
pode ndo depender apenas da estimulacao dos receptores glutamatérgicos do HDM,
como também pode depender da modulagéo de outras areas do SNC.

Além dos aspectos cardiovasculares e comportamentais, devemos considerar
também as alteracdes ventilatérias do quimiorreflexo, que é principal mecanismo
deste reflexo de restauracdo da pO,. A resposta ventilatoria do quimiorreflexo é
acompanhada de aumento da atividade simpética, e, portanto também pode
influenciar de forma bastante importante as respostas cardiovasculares (Huang e
cols., 1988). Essa interacdo cardiorrespiratoria tem sido proposta através de
conexdes existentes entre 0s neurbnios geradores da atividade respiratéria,
localizados no complexo pré-Botzinger na regido do bulbo ventrolateral, com os
neurdnios geradores da atividade simpatica, localizados no RVLM, e, portanto uma
interacdo simpato-respiratoria (Guyenet e Koshiya, 1992; Koshiya e Guyenet, 1996).

Desta forma, o componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo também pode ser
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modulado a partir de alteracGes da atividade ventilatéria, o que poderia efetivamente
contribuir na expressao da resposta pressora.

De fato, alguns estudos sugerem que o ATP também esteja envolvido na
geracdo e controle do ritmo respiratério (Kanjhan e cols. 1999), inclusive na
mediacdo da resposta ventilatdria o quimiorreflexo, uma vez que camundongos
deficientes de receptores purinérgicos P2x apresentaram significativa reducdo da
resposta de taquipnéia frente a hipoxia (Rong e cols, 2003). Estudo de Antunes e
cols. (2005a) demonstraram que a microinjecdo de ATP no NTS de ratos néo-
anestesiados promove, além de aumento da presséao arterial e bradicardia, resposta
de taquipnéia.

A complexidade dos mecanismos centrais envolvidos no quimiorreflexo retrata
o alto nivel de integracdo neural para a ativacao das respostas necessarias frente a
uma situacdo de hipdxia. O processamento das informac¢des quimiorreflexas pode
incluir outras regides do SNC, caracterizando assim sistemas neurais redundantes,
para garantia da ocorréncia das respostas compensatorias do quimiorreflexo em
situacdes emergenciais.

Os resultados mostrados neste estudo sugerem que as respostas
cardiovasculares induzidas pela estimulacdo direta de receptores de aminoacidos
excitatorios do HDM podem ser moduladas através de receptores purinérgicos do
NTS. Porém, durante o estimulo do quimiorreflexo, outras areas além do eixo HDM-
NTS podem estar envolvidas, uma vez que o bloqueio glutamatérgico do NTS em
animais com o HDM bloqueado ndo produziu reducdo adicional da resposta
pressora deste reflexo. Certamente outros estudos funcionais e neuroanatémicos,
deverdo ser realizados para o completo entendimento da circuitaria neural do

quimiorreflexo em animais ndo-anestesiados.
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Os dados do presente estudo visaram mostrar a contribuicdo da via
hipotalamo dorsomedial - nucleo do trato solitario (HDM-NTS) na modulacdo das
respostas cardiovasculares e comportamentais do quimiorreflexo em ratos nao

anestesiados.

e Foi observado as respostas cardiovasculares e comportamentais induzidas pela
estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do HDM (NMDA e ndo-NMDA) sob a
acdo do blogueio de receptores purinérgicos do NTS. Os resultados obtidos
mostraram que o blogueio purinérgico reduziu significativamente as respostas
pressora e comportamental induzidas pelos agonistas NMDA e ndo-NMDA, assim
como reduziu a resposta taquicardica induzida pelo agonista NMDA microinjetado
no HDM. Desta forma estes resultados sugerem que as respostas cardiovasculares
induzidas pela estimulacdo dos receptores glutamatérgicos do HDM,
particularmente dos receptores NMDA, dependem de receptores purinérgicos do

NTS.

e Também observamos, em animais ndo anestesiados e com o HDM bloqueado pelo
acido kinurénico, o papel dos receptores glutamatérgicos do NTS nas respostas
cardiovasculares e comportamentais do quimiorreflexo. O presente estudo mostrou
gue nao houve reducéo adicional na resposta pressora, sugerindo que a liberacao
de ATP no NTS durante a estimulacdo do quimiorreflexo pode né&o depender

apenas da estimulacao dos receptores glutamatéergicos do HDM.

Os resultados mostrados neste estudo sugerem que as respostas

cardiovasculares induzidas pelo estimulo direto do HDM dependem da liberacéo de
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purinas no NTS, porém durante o estimulo do quimiorreflexo outras areas além do

eixo HDM-NTS podem estar envolvidas.
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