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1. RESUMO
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O sistema circulatorio € essencial para a manutencdo da homeostase do
organismo. A regulacdo neural do sistema cardiovascular envolve a ativagdo de
varios grupos de sensores localizados na periferia gerando informagdes que sao
enviadas para o sistema nervoso central, e a modulacdo dessa informacdo no SNC
com consequente modulagdo do sistema nervoso autbnomo. Entre os sensores
periféricos podemos destacar o0s barorreceptores arteriais, receptores
cardiopulmonares e os quimiorreceptores periféricos.

A area A5 é uma regiao localizada no tronco encefalico, mais especificamente
na ponte, constituida por um grupamento de neurdnios noradrenérgicos. Estudos
neuroanatémicos identificaram conexdes da area A5 com varias areas envolvidas no
controle cardiovascular. Estudo realizado em nosso laboratério demonstrou que a
estimulagdo da area A5 promove resposta pressora e taquicardica e ainda atribuiu
aos neurbnios noradrenérgicos dessa area um papel essencial ao componente
pressor do quimiorreflexo em ratos nao anestesiados. Estudos anteriores
demonstraram que alteragdes dos niveis de pressao arterial modificam a atividade
espontdnea dos neurbnios da area A5, modificacbes estas dependentes da
integridade das vias aferentes barorreceptoras. No entanto o papel da area A5 na
integracao das respostas barorreflexas em ratos ndo anestesiado permanece por ser
melhor investigado.

Dessa forma procuramos nesse trabalho avaliar a neurotransmissdo do
componente simpato-excitatério do quimiorreflexo na area A5, bem como avaliar a
participacdo desta area na regulagao do componente cardiaco do barorreflexo, em
ratos ndo-anestesiados.

Em nossos resultados observamos que o antagonista glutamatérgico
ionotrépico acido kinurénico, assim como o antagonista glutamatérgico metabotropico

MCPG, nao alteraram as respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagdo do
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quimiorreflexo. Também observamos que o bloqueio dos receptores gabaérgicos da
area A5 nao resultou em alteragdo da presséao arterial basal, bem como n&o alterou a
resposta pressora do quimiorreflexo, sugerindo que a neurotransmissao da resposta
simpato-excitatoria deste reflexo na area A5 n&o ocorre por desinibicdo de seus
neurdnios. Outro achado do presente estudo indica que a sensibilidade da bradicardia
bem como da taquicardia barorreflexa ndo foram alteradas apds a inibicdo da area
A5.

O conjunto destes resultados indica que o neurotransmissor L-glutamato, nao
esta envolvido na integragdo do componente simpato-excitatorio da resposta
quimiorreflexa. Em relagao ao barorreflexo concluimos que a area A5 nao participa de

forma importante da modulagéo do controle barorreflexo da frequiéncia cardiaca.
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2. ABSTRACT
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The circulatory system is essential for the maintenance of body homeostasis.
Neural regulation of the cardiovascular system involves the activation of several
groups of peripheral sensors that generates the information to central nervous system,
with consequent modulation of the autonomic nervous system. Among the peripheral
sensors the arterial baroreceptors, the cardiopulmonary receptors and the peripheral
chemoreceptors can be highlighted.

The A5 area is a region localized in the brainstem, more precisely in the pons,
and is comprised of noradrenergic neurons. Neuroanatomy studies have identified
connections between the A5 area and several areas involved in cardiovascular
control. Previous studies conducted in our laboratory demonstrated that stimulation of
the A5 area produced large pressor response and tachycardia. Additionally, this study
demonstrated the essential role of this area in the chemoreflex pressor component in
unanesthetized rats. Other studies have demonstrated that alterations in arterial
pressure modified the spontaneous activity of the A5 area neurons, in within
modifications depends of baroreceptor afferent input integrity. However, the role of the
A5 area in the integration of baroreflex responses in unanesthetized rats still needs to
be further investigated.

Moreover, we evaluated the neurotransmission of the chemoreflex sympatho-
excitatory component within the A5 area, as well, we evaluated the participation of this
area in the cardiac baroreflex regulation, in unanesthetized rats.

In our findings, both the ionotropic glutamatergic antagonist kynurenic acid, as
well as the metabotropic glutamatergic antagonist MCPG, did not altered
cardiovascular responses induced by chemoreflex stimulation. We also demonstrated
that the blockade of gabaergic receptors of the A5 area did not result in alterations in
basal arterial pressure. Additionally, this blockade did not alter the chemoreflex

pressor response, suggesting that the sympatho-excitatory neurotransmission in the
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A5 area does not occur through disinhibition of these neurons. Other findings from the
present study indicate that the sensitivity of baroreflex bradycardia as well as the
baroreflex tachycardia was not altered after the inhibition of the A5 area.

Together these results indicate that the L-glutamate neurotransmitter was not
involved in the integration of the sympatho-excitatory component of the chemoreflex
response. Our data also showed that the A5 area does not participate in baroreflex

control of heart rate.
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3. INTRODUCAO



18

O sistema cardiovascular tem papel fundamental na manutencdo da
homeostase do organismo, proporcionando uma pressdo de perfusdo sanguinea
adequada para todos os tecidos e 6rgaos do organismo. Essa fungdo depende da
acao integrada de mecanismos de controle local, humoral e neural. A regulagéo
neural do sistema cardiovascular envolve a ativagdo de varios grupos de sensores
localizados na periferia, os quais enviam informacdes referentes ao nivel de pressao
arterial, volume sanguineo circulante e tensdo dos gases sanguineos arteriais para o
sistema nervoso central, resultando na modulacao da atividade autonémica eferente,
do padrao respiratério e da liberagdo de agentes humorais para produzir respostas
fisiolégicas apropriadas. Entre os sensores periféricos podemos destacar os
barorreceptores arteriais, os receptores cardiopulmonares e 0s quimiorreceptores

periféricos (Spyer, 1990).

3.1 Barorreceptores arteriais e quimiorreceptores periféricos

Os barorreceptores arteriais sao terminacdes nervosas livres, densamente
ramificadas, localizadas primordialmente nas paredes do arco aodrtico e dos seios
carotideos. As terminagdes barorreceptoras se distribuem na camada adventicia,
proximo a borda médio-adventicial da parede vascular, onde se ancoram fortemente
aos demais constituintes do vaso, envoltas por colageno e elastina. Sao,
consequentemente, parte integrante da estrutura vascular (Kirchheim, 1976).

O principal mecanismo de ativagdo dos barorreceptores € a deformacéao
mecanica das terminagdes neurais, decorrentes da distensdo da parede vascular
determinada pela onda de pulso. Desta forma, os barorreceptores constituem-se, em
ultima analise, em mecanorreceptores (Kirchheim, 1976).

A funcao primordial dos barorreceptores € manter a pressao arterial estavel,

dentro de uma faixa estreita de variagao, esteja o individuo em repouso ou em
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atividade. Elevagbes subitas da pressdo arterial aumentam a atividade dos
barorreceptores, os quais reflexamente inibem a atividade ténica simpatica (Bronk e
cols., 1936; Downing e Siegel, 1963) e aumentam a atividade vagal (Katona e cols.,
1970), produzindo reducdo da resisténcia periférica total, da frequéncia cardiaca e do
débito cardiaco, contribuindo assim para o retorno da pressao arterial aos niveis
normais. Dessa forma os barorreceptores sao os principais responsaveis pela
regulacao rapida da presséao arterial momento-a-momento.

Além dos barorreceptores arteriais, os quimiorreceptores periféricos também
participam do controle da pressao arterial (Marshall, 1994). Os quimiorreceptores
periféricos encontram-se distribuidos em corpusculos carotideos e aorticos,
localizados  bilateralmente na  bifurcagdo 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 estao
geralmente ausentes no coelho, rato e camundongo. O corpusculo carotideo é
irrigado por uma pequena artéria originada da artéria carétida comum, e em conjunto
com a drenagem venosa forma um complexo vascular que ocupa aproximadamente
um ter¢co do volume do corpusculo. Dessa forma o corpusculo carotideo é irrigado
numa propor¢cao 5 a 6 vezes maior que a vascularizagao do cérebro (Gonzales e
cols., 1994).

Os corpusculos carotideos sdo formados por dois tipos celulares, as células do
tipo | ou células glomais, quimiossensiveis, em maior numero, intimamente
associadas aos capilares sanguineos, e envoltas pelas células do tipo Il ou células de
sustentagao (Kock, 1951). As células glomais sao altamente especializadas, capazes
de detectar alteragdes da pressao parcial de oxigénio e pressao parcial de didxido de

carbono e concentragao de hidrogénio do sangue (Biscoe, 1971).
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Heymans e Bouckaert (1930) mostraram, através de experimentos de
circulagdo cruzada, que a perfusdo in situ do seio carotideo com sangue de um
animal doador submetido a hipoventilagdo, promovia reflexamente no animal receptor
respostas de hiperventilagdo, sugerindo que a composicdo quimica do sangue
influenciava reflexamente a atividade dos centros respiratorios. Dessa forma, a
ativacdo dos quimiorreceptores carotideos resulta em ajustes ventilatérios que se
caracterizam por aumento do volume de ar corrente, aumento da frequéncia
respiratéria e aumento do volume minuto respiratorio, exercendo, portanto, um
importante papel no controle reflexo da ventilacdo (Daly e cols., 1965). Além de
promover respostas ventilatorias, a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos
também modifica reflexamente os valores de pressao arterial e frequiéncia cardiaca
(Marshall, 1994). Estudos de Bernthal (1951), Franchini e Krieger (1993) e Haibara e
cols. (1995) demonstraram que a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos
promove reflexamente, além de taquipnéia, aumento da pressdo arterial e
bradicardia. Dessa forma, o papel fisiolégico dos quimiorreceptores periféricos esta
relacionado com a promogéao de ajustes ventilatérios e cardiovasculares no intuito de
proporcionar a manutengao da composi¢ao quimica do sangue em niveis ideais, bem

como uma pressao de perfusdo sanguinea adequada para todos os tecidos.

3.2 Vias neurais do barorreflexo e quimiorreflexo

Os impulsos gerados nos barorreceptores sao conduzidos pelos nervos vago e
glossofaringeo até ao nucleo do trato solitario (NTS) localizado no bulbo, onde
estimulam neurbnios de segunda ordem que se projetam para neurbnios da area
bulbar ventrolateral caudal (CVL) (Dampney, 1994; Spyer, 1994). Os neurdnios da
CVL, por sua vez, inibem os neurdnios da area bulbar ventrolateral rostral (RVL),

através de sinapse gabaérgica (Li, 1991; Jeske, 1995). O RVL possui um grupo de
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neurdnios ativos ou ativados tonicamente que desempenham funcdo essencial na
geragéo do ténus simpatico vasomotor, contribuindo dessa forma para a manutengéo
da presséao arterial (Lipski e cols., 2002). Também foi demonstrado em estudos de
Stuesse e Fish (1984) que o nucleo ambiguo (NA), uma area que constitui a origem
das fibras pré-ganglionares parassimpaticas cardiacas (McAllen e Spyer, 1976;
Stuesse 1982), recebe projecdes diretas do NTS. Ainda, estudos de Cheng e cols.
(2004) demonstraram que a lesdo quimica do NA atenua a bradicardia barorreflexa.
Dessa forma a estimulagao dos barorreceptores produz reducgao reflexa da atividade
simpatica e aumento da atividade parassimpatica vagal, através da ativacdo de
projecoes do NTS para o CVL, que por sua vez inibe o RVL, bem como do NTS para
o NA, resultando em dilatagdo arteriolar e venosa, reducdo da contratilidade
miocardica e bradicardia (Aicher e cols., 2000).

Assim como ocorre com a transmissdo da informacdo detectada pelos
barorreceptores, os impulsos gerados pelos quimiorreceptores, percorrem 0s nervos
vago e glossofaringeo em direcao ao bulbo, também realizando a sua primeira
sinapse no NTS (Mifflin, 1993; Chitravanshi e Sapru, 1995). Dessa forma, o NTS pode
ser considerado como a mais importante estagcdo sinaptica do tronco cerebral que
integra informacdes aferentes do sistema cardiovascular, produzindo ajustes
autonémicos e ventilatérios adequados as diferentes situacdes fisioldgicas (Spyer,
1990). Estudos neuroanatdmicos (Ross e cols. 1985; Aicher e cols., 1996) e
farmacoldgicos (Urbanski e Sapru 1988) sugerem a existéncia de uma via excitatéria
direta do NTS para a area bulbar ventrolateral rostral (RVL). Dessa forma, € possivel
sugerir que as vias neurais relacionadas a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos
envolvam a ativacdo de projecbes do NTS tanto para o RVL quanto para o NA,
determinado aumento do ténus simpatico e parassimpatico, respectivamente,

resultando nas respostas pressora e bradicardica quimiorreflexas.
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Estudos de Sun e Spyer (1991), Koshiya e cols. (1993) e Koshiya e Guyenet
(1996) suportam a hipétese levantada anteriormente sugerindo que o RVL participa,
ao menos em parte, da resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo. Entretanto,
estudos de Amaral (1999) e Mauad e Machado (2001), realizados em ratos n&o
anestesiados, mostraram que o bloqueio do RVL com acido kinurénico ou muscimol,
nao alterou a resposta pressora a ativagdo dos quimiorreceptores carotideos,
sugerindo que o RVL, nesta condicdo experimental, ndo participa de forma importante
da resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo. Esses estudos sugerem ainda que
0 componente pressor da resposta quimiorreflexa seja mediado devido a estimulagao
de outras areas do SNC, a partir do NTS, que nao exclusivamente o RVL. Esta
hipétese € plausivel uma vez que o RVL nédo € a unica estrutura com projecdes
diretas para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos da coluna intermédio lateral
(CIML). Além do RVL, a area bulbar ventromedial rostral, o nucleo caudal da rafe, a
area A5 e o nucleo hipotalamico paraventricular também enviam proje¢des para a
CIML, podendo desempenhar importante papel no controle simpatico vasomotor

(Strack e cols.; 1989).

3.3 Area A5

Varios estudos demonstram a importancia dos neurdnios catecolaminérgicos
centrais em diferentes circuitos neuronais responsaveis pela manutencao da atividade
eferente simpatica e dos niveis normais de pressao arterial (Loewy e cols. 1979;
Westlund, 1983; Minson, 1990; Guyenet, 1990; Madden e cols. 1999). Entretanto, o
papel especifico de cada grupo de neurdnios catecolaminérgicos na regulagao
cardiovascular permanece por ser melhor investigado. Entre esses grupos de
neurénios, Dahlstrom e Fuxe (1964) destacam cinco deles, denominados de area A1,

area A2, area A5, area A6 e area A7.
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A area A5 esta localizada na regido ventrolateral da ponte, entre o nucleo da
oliva superior e fibras do nervo facial (Dahlstrom e Fuxe, 1964). A maioria dos
neurbnios da area A5 é constituida por células que contém a enzima dopamina [3-
hidroxilase, mas n&o a enzima feniletanolamina-N-metil-transferase (PNMT),
caracterizando-se assim como uma area predominantemente de células
noradrenérgicas (Swanson e Hartman, 1975).

Estudos neuroanatdmicos mostram que a area A5 faz conexdes com diferentes
regides do SNC sabidamente envolvidas no controle cardiovascular. A area A5
recebe aferéncias do nucleo hipotaldmico paraventricular, area hipotalamica
perifornical, nucleo parabraquial, NTS, nucleos da rafe e CVL (Byrum e Guyenet,
1987). A area A5 envia projegbes para o NTS, area hipotalamica lateral, nucleo
hipotaldmico paraventricular, substancia cinzenta periaquedutal e nucleo central da
amigdala (Byrum e Guyenet, 1987). A area A5 também envia densas projecdes
(cerca de 90% desses neurdnios) para a CIML na medula espinhal toracica e lombar
(Loewy e cols., 1979; e Westlund e cols., 1983). Essas caracteristicas anatdmicas
sugerem que os neurdnios da area A5 desempenhem papel importante na regulagéo
de fung¢des autondmicas em geral, e em particular da pressao arterial.

Estudos funcionais em ratos anestesiados mostram a participagao da area A5
na modulagao cardiovascular. Estudos utilizando estimulagéo elétrica sugerem que a
area A5 tenha papel simpato-excitatério, uma vez que a estimulacdo desta area
promove resposta pressora (Loewy e cols. 1979; Andrade e Aghajanian, 1982; Byrum
e cols. 1984; Woodruff e cols. 1986; Huangfu e cols. 1991; Huangfu e cols. 1992). Por
outro lado, trabalhos realizados por Neil e cols. (1982); Stanek e cols. (1984); Drye e
cols. (1990); Huangfu e cols. (1992) e Dickerson e cols. (1997) utilizando
microinje¢des de aminoacidos excitatorios diretamente na area A5 sugerem um papel

simpato-inibitério dessa area. Embora a microinjegdo de L-glutamato ou N-metil-
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aspartato na area A5 de ratos anestesiados promova hipotensao, indicando que esta
area tenha funcdo predominantemente simpato-inibitéria, estudos analisando o
registro da atividade eferente simpatica em diferentes leitos vasculares confrontam
essa hipotese. Nesses estudos, Stanek e cols. (1984) e Huangfu e cols. (1992)
mostraram que a estimulagdo da area A5 com L-glutamato em ratos anestesiados
diminuiu a atividade simpatica lombar, enquanto a atividade eferente simpatica renal
e esplancnica aumentou. Diante dessas evidéncias é razoavel sugerir que seja
possivel a ativagao tanto de uma via simpato-inibitéria quanto de uma via simpato-
excitatéria a partir da area A5, pelo menos no que diz respeito ao efeito da
estimulagao da area A5 em animais anestesiados.

Um aspecto importante que merece ser enfatizado em relagdo aos estudos
citados acima é o fato de todos terem sido realizados em ratos anestesiados.
Diferente do observado anteriormente a microinjecdo de L-glutamato na area A5 de
ratos nao-anestesiados promoveu aumento da pressao arterial e taquicardia de forma
dose-dependente (Ramos, 2002). Estes resultados indicam que a area A5, quando
estimulada numa condigao experimental fisiologicamente mais adequada, evitando-se
a possivel interferéncia dos efeitos dos anestésicos no processamento das
informacdes no SNC, apresenta-se preferencialmente como uma area pressora,
sugerindo um importante papel desse conjunto de neurbnios no controle e/ou

modulagao da atividade eferente simpatica.

3.4 Area A5 e reflexos cardiovasculares

Em relagao a participagcao da area A5 nos reflexos cardiovasculares, estudos
imunohistoquimicos de Erickson e Millhorn (1994) e de Hirooka e cols. (1997)
demonstraram a expressao da proteina Fos nos neurdnios noradrenérgicos da area

A5 em animais submetidos a hipoxia, sugerindo que esses neurdnios sao estimulados
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durante a ativacdo do quimiorreflexo. Estudos eletrofisiolégicos de Guyenet e cols.
(1993) mostraram ainda que a hipoxia aumenta a frequéncia de disparos dos
neurdnios da area A5, acompanhado ainda de aumento da pressao arterial e da
atividade do nervo frénico, o que nao foi observado em animais quimiodesnervados.
Estudos funcionais de Koshiya e Guyenet (1994b) demonstraram que a microinje¢cao
de muscimol na A5 promoveu reducédo de 68% do aumento da atividade simpatica
induzida pela estimulagao dos quimiorreceptores periféricos. Em outro estudo de
Koshiya e Guyenet (1994a), utilizando a neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
microinjetada na medula espinhal (ao nivel de T2) e intracisternalmente,
demonstraram que os neurbnios A5 desempenham papel facilitatério no
quimiorreflexo. Ramos (2002) utilizando muscimol e lidocaina microinjetadas
bilateralmente na area A5 de ratos ndo anestesiados, observou atenuacao
significativa (82% e 86%, respectivamente) da resposta pressora do quimiorreflexo
induzido por cianeto de potassio (KCN). Quando os neurénios noradrenérgicos dessa
area foram lesados bilateralmente com 6-OHDA a resposta pressora quimiorreflexa
foi praticamente abolida. O conjunto desses estudos sugere que o0s neurbnios
noradrenérgicos da area A5 desempenham papel essencial na resposta simpato-
excitatoria do quimiorreflexo.

Com relagdo a neurotransmissdo das sinapses envolvidas na mediagao das
informacdes aferentes dos quimiorreceptores periféricos na area A5, ainda néo esta
esclarecido qual ou quais seriam 0s neurotransmissores, bem como os subtipos de
receptores que participam das mesmas.

Um possivel candidato a neurotransmissor da informacado quimiorreflexa na
area A5 é o aminoacido excitatério L-glutamato. Guyenet e cols. (1993) mostraram
que tanto a aplicacao iontoforérica de L-glutamato na area A5 quanto a estimulagao

dos quimiorreceptores por hipéxia promovem aumento da frequéncia de disparos dos
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neurdnios dessa regido. Em estudos anteriores de nosso laboratério (Ramos, 2002)
mostramos ainda que a microinjecdo de L-glutamato na area A5 de ratos nao
anestesiados promove respostas simpato-excitatérias (isto €, aumento da presséo
arterial e taquicardia) de forma dose-dependente, sugerindo que a area A5 é parte
integrante da resposta pressora do quimiorreflexo. Considerando o conjunto desses
trabalhos, o primeiro objetivo deste estudo foi avaliar o papel dos receptores
glutamatérgicos da area A5 na neurotransmissao do quimiorreflexo em ratos néao
anestesiados.

Ja é bem estabelecido na literatura que o L-glutamato atua em diferentes tipos
de receptores de aminoacidos excitatorios, ou seja, os receptores ionotropicos,
aqueles acoplados diretamente a canais idnicos (receptores NMDA, AMPA e kainico)
(Watkins e cols., 1981 e Davies, 1989), e receptores metabotropicos, aqueles
acoplados a proteina G, dependente, portanto, da ativagao intracelular do sistema de
segundos mensageiros (Shoepp e cols., 1990). Desta forma, ainda em relagao a
avaliagdo da neurotransmissao glutamatérgica, também consideramos em nosso
estudo a possibilidade do L-glutamato atuar em diferentes subtipos de receptores de
aminoacidos excitatorios (ionotropicos e metabotrépicos) na mediagcdo do
quimiorreflexo na area A5.

Além do L-glutamato, outras substancias e seus receptores ja foram descritos
e identificados na area A5. Estudos de Burman e cols. (2003) demonstraram que
todos os neurOnios da area A5 (>98%) expressam receptores GABA. Estudos
fisiolégicos e farmacoldgicos tém demonstrado que os receptores GABA participam
da modulagao da transmissao sinaptica em neurdnios catecolaminérgicos (Shefner e
Osmanovic, 1991; Ruggeri e cols., 1996; Morrison e cols., 1999). Kwiat e cols. (1993)
demonstraram ainda que os neurdnios noradrenérgicos da area A5, com projecdes

para a CIML, recebem densas terminagcdes gabaérgicas, e sugerem que essas
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terminagdes regulam, possivelmente através de mecanismos inibitorios, a atividade
dos neurbnios da area AS5. Entretanto, embora o GABA tenha sido encontrado na
area A5, seu papel como neurotransmissor e/ou neuromodulador das aferéncias
cardiovasculares nesta regidao permanece por ser determinado.

O papel da area A5 na modulacdo dos reflexos cardiovasculares nao se
restringe apenas ao quimiorreflexo. Estudos na literatura sugerem que a area A5
também participa da integracao do barorreflexo. Estudos de Coote e MaclLeod (1974)
demonstraram que a integridade das vias eferentes noradrenérgicas para a CIML é
necessaria para a expressdao efetiva do componente simpato-inibitério do
barorreflexo. Considerando que os grupos de células noradrenérgicas localizados na
ponte sdo as unicas fontes de terminais noradrenérgicos na medula espinhal, como
demonstrado por Westlund (1983), é razoavel supor a area A5 participe das
respostas reflexas a estimulagdo dos barorreceptores. Neste sentido, estudos
eletrofisiolégicos de Andrade e Aghajanian (1982), Guyenet (1984) e Huangfu e cols.
(1991) demonstraram que a elevagao da pressao arterial promove redugao da
atividade dos neurbnios da area A5, enquanto que a diminuigdo da pressao arterial
aumenta atividade desses neurbnios. Guyenet (1984) demonstrou ainda que as
alteragbes dos disparos dos neurbnios da area A5 ndao ocorrem em animais com
desnervacdo dos barorreceptores. Esse conjunto de resultados sugere que os
neurbnios da area A5 participem da via neural do barorreflexo. Entretanto a
participacdo efetiva da area A5, bem como os neurotransmissores envolvidos na

modulagao das respostas barorreflexas permanece por ser melhor caracterizado.
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4. OBJETIVOS
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4.1 Objetivo geral:

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a neurotransmissao do componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo na area A5, bem como avaliar a participagao
desta area na regulagdo do componente cardiaco do barorreflexo, em ratos nao-

anestesiados.

4.2 Objetivos especificos:

e Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores de aminoacidos excitatérios
ionotrépicos da area A5 sobre as respostas cardiovasculares induzidas pela

estimulacao do quimiorreflexo.

e Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores de aminoacidos excitatérios
metabotropicos da area A5 sobre as respostas cardiovasculares induzidas

pela estimulagdo do quimiorreflexo.

¢ Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores gabaérgicos da area A5 sobre as

respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagao do quimiorreflexo.

¢ Avaliar o efeito do bloqueio da atividade dos neurbnios da area A5 sobre as

respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagao do barorreflexo.
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5. MATERIAL E METODOS
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5.1 Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar, com peso entre 260 a 300
gramas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFMG. Os animais foram mantidos em ambiente adequado com

temperatura e luminosidade controladas, alimentados com ragao e agua a vontade.

5.2 Implante de canulas-guia dirigidas para a area A5

Através de um aparelho estereotaxico para animais de pequeno porte
(Stoelting Co.) canulas-guia foram implantadas em direcdo a regidao da area A5. As
canulas-guia (15mm) foram confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas de aco
inoxidavel (25 x 7mm), e fixadas no suporte da torre do aparelho estereotaxico. O
animal foi anestesiado com tribromoetanol (250mg/Kg - Aldrich Chemical Company,
Inc.), submetido a tricotomia da regido dorsal da cabeca, posicionado no aparelho
estereotaxico e por meio de duas barras auriculares a cabeca foi colocada em
posicao fixa. Apos a assepsia da pele com solugcado de alcool iodado, o anestésico
local xilocaina contendo vasoconstritor foi injetado subcutaneamente na regido do
escalpo a ser aberta, a fim de se evitar sangramento. A seguir, foi realizada uma
incisao longitudinal na pele e tecido subcutadneo expondo-se a regido da calota
craniana. A torre do estereotaxico foi colocada em posic¢ao vertical (angulagao zero) e
a cabecga do animal ajustada até que os pontos bregma e lambda da calota craniana
ficassem nivelados. A partir do bregma foram realizadas as leituras dos parametros
antero-posterior, latero-lateral e dorso-ventral. O ponto de introdugcdo das canulas-
guia direcionadas para a area A5, foram determinados a partir das coordenadas
estereotaxicas obtidas com o atlas de Paxinos e Watson (1986). As coordenadas
estereotaxicas utilizadas neste trabalho foram: antero-posterior = -9,8mm; latero-

lateral = -2,2mm; dorso-ventral = -6,5mm. Determinado o ponto de introducdo das
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canulas-guia, foi realizada a trepanagao da calota craniana com o auxilio de uma
broca odontolégica esférica acoplada a um motor de baixa rotagdo. Por esse orificio
foram introduzidas as canulas, sendo que as extremidades inferiores destas ficaram
3,6mm acima da area A5. As canulas-guia foram entdo fixadas ao cranio do animal
através de resina acrilica de uso odontolégico e de pequenos parafusos de ago inox,
colocados na calota craniana previamente as leituras das coordenadas
estereotaxicas. Apos a completa fixagao das canulas-guia, a torre do estereotaxico foi
removida e com o objetivo de se evitar a obstrugdo das canulas foi introduzido nas
mesmas um mandril de ago inoxidavel (15mm). Como medida profilatica, apos a
cirurgia estereotaxica todos os animais receberam 0,2ml de pentabidtico veterinario
por via intramuscular. Esses animais foram mantidos em caixas coletivas, em salas

com temperatura e luminosidade controladas por um periodo de 3 a 4 dias.

5.3 Técnica para microinjecdo de drogas na area A5

As drogas utilizadas foram dissolvidas em solugdo salina fisiologica (NaCl
0,9%) e quando necessario o pH foi ajustado com bicarbonato de sédio (pH 7.0 —
7.4). As drogas foram manualmente injetadas na area A5 utilizando-se uma seringa
de 5ul Hamilton (Hamilton, Reno, NV), conectada por meio de um tubo de polietileno
PE-10 a uma agulha injetora (33 gauge). A fim de que as microinje¢des atingissem
diretamente a area A5 o comprimento da agulha injetora foi 3,6mm mais longo que a
canula-guia. O volume microinjetado na area A5 foi sempre de 100nl e a duragao da

microinjegao de aproximadamente 5 segundos.

5.4 Canulacédo da artéria e veia femoral
Um dia antes dos experimentos foi realizada a canulagdo da artéria e veia
femoral. As canulas utilizadas foram confeccionadas a partir de um tubo de polietileno

PE-10 (4cm para a artéria e 2cm para veia) soldado a outro tubo de polietileno PE-50
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com o comprimento ajustado de acordo com o tamanho do animal (15 a 17cm). Antes
de serem implantadas, as cénulas foram preenchidas com solugéo fisiologica e
obstruidas na extremidade livre do PE-50 com pinos de metal. Nos animais sob
anestesia pelo tribromoetanol (250mg/Kg), as canulas foram introduzidas na aorta
abdominal, através da artéria femoral, e na veia femoral. Nos protocolos de
estimulacdo do barorreflexo através de infusdo de drogas vasoativas, foram
introduzidas canulas nas duas veias femorais. Uma vez implantadas, com auxilio de
um trocarte, as canulas foram dirigidas subcutaneamente para a cintura escapular,
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 a canula venosa

para administragao sistémica de drogas.

5.5 Registro da presséo arterial e da frequéncia cardiaca

Os registros da pressao arterial e da frequéncia cardiaca foram realizados no
dia seguinte ao da canulagcdo, em animais nao-anestesiados e com livre
movimentag&o. A canula arterial, previamente heparinizada (1:20), foi conectada a um
transdutor de pressao o qual foi acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
analogico-digital (Biopac Systems, Inc.). Foi utilizado o programa de computador
Acgknowledge (Biopac Systems, Inc.), apos prévia calibragdo do equipamento, para o
registro da presséo arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). PAM e a FC foram calculadas pelo programa de computador a partir

dos valores de PAP.

5.6 Estimulacao dos quimiorreceptores periféricos
Para a estimulacdo dos quimiorreceptores periféricos foi utilizada solugdo de

cianeto de potassio (KCN 40ug/0,1ml/rato), a qual foi injetada através da canula
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venosa previamente implantada. O cianeto € descrito na literatura como um potente
estimulo para os quimiorreceptores periféricos (Biscoe e Duchen, 1990; Gonzales e
cols., 1994; Franchini e Krieger, 1993), atuando por inibicdo da enzima citocromo-
oxidase, a qual esta envolvida na cadeia respiratéria, impedindo a redugdo do
oxigénio, e portanto a sua utilizagdo pela célula. Como consequéncia ocorre um
déficit energético celular associado a indisponibilidade de oxigénio, promovendo uma
hipdxia citotoxica, a qual € detectada pelas células quimiossensiveis do corpusculo
carotideo, ativando o quimiorreflexo. As respostas cardiovasculares e respiratorias
observadas sdo dependentes da ativagcdo 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).

5.7 Estimulag&o dos barorreceptores arteriais

Para a estimulagao dos barorreceptores arteriais foram realizadas injegdes em
bblus (0,1ml) ou infusées (1,2ml/min, durante 15 segundos) intravenosas (i.v.) de
solugdes de fenilefrina (5ug/ml) e nitroprussiato de sodio (NPS, 10ug/ml) através de
seringa 1ml conectada ao cateter venoso. A fenilefrina € um agonista o-adrenérgico,
o qual promove vasoconstriccao periférica, elevagao da pressao arterial, estimulacao
dos barorreceptores e consequente bradicardia barorreflexa. Entretanto o NPS é uma
droga capaz de elevar os niveis de Oxido nitrico resultando assim em vasodilatagéo
periférica, redugcdo da pressado arterial, desativacdo dos barorreceptores e
consequente taquicardia barorreflexa. A sensibilidade do barorreflexo foi avaliada
pela razdo entre as alteracdes reflexas de FC, convertidas em intervalo de pulso (IP =
60.000/FC), induzidas por alteracdes transitorias da PAM (AIP/APAM, ms/mmHg),

denominado indice de sensibilidade barorreflexa (Campagnole-Santos e cols., 1988).
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5.8 Drogas utilizadas

Microinjetadas na area A5

e (+/-)-acido-1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico, ACPD (agonista
glutamatérgico metabotrdpico - Tocris, Ballwin, MO);

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

e a-metil-4-carboxifenilglicina, MCPG (antagonista glutamatérgico metabotrépico - Sigma
Chemical, St. Louis, MO);

e Bicuculina, BIC (antagonista de receptores gabaérgicos - Sigma Chemical, St. Louis, MO);

e L-glutamato, L-Glu (aminoacido excitatério - Sigma Chemical, St. Louis, MO);

o Lidocaina, (anestésico local, Hipolabor Farmacéutica, Sabara, MG);

Muscimol, MUS (agonista de receptores GABA-A - Sigma Chemical, St. Louis, MO).

Estimulacado dos reflexos cardiovasculares

o Cianeto de potassio, KCN (inibidor da citocromo oxidase - Sigma, St. Louis, MO);
o Fenilefrina, Fenil (agonista o;-adrenérgico - Sigma Chemical, St. Louis, MO);

» Nitroprussiato de sédio, NPS (doador de 6xido nitrico - Sigma Chemical, St. Louis, MO).

5.9 Histologia

Ao final dos experimentos foram realizadas microinjegcdes do corante Alcian
Blue (100nl) na area A5, a fim de se determinar os sitios especificos das
microinjegdes. A seguir, os animais foram anestesiados (Tiopental, 40mg/Kg, i.p.) e
submetidos a abertura da regiao toraxica para exposigao do coragao, atraves do qual
foi feita a perfusdo com solugédo de formol 10%. Para facilitar a perfusao cerebral, a
aorta descendente foi bloqueada com pinga hemostatica e a cava superior
seccionada. O cérebro foi removido e mantido em solugcéo de sacarose (20%) por 48

horas. ApoOs esse periodo, secgdes transversais do tronco cerebral foram feitas em
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microtomo de congelamento em fatias de 50um de espessura. Os cortes foram
corados pelo vermelho neutro 1% utilizando-se a técnica de Nissl, e analisados por
microscopia optica. Somente os animais com confirmag&o histolégica dos sitios de

microinje¢ao na area A5 foram considerados neste estudo.

5.10 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdao da média (xtepm).
Na analise estatistica dos resultados dentro de cada grupo experimental foi aplicado o
teste-t pareado ou test-t ndo pareado. Para a comparagao entre grupos foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Newman-Keuls. As alteragdes

foram consideradas estatisticamente significativas com p<0,05.

5.11 Protocolos Experimentais

5.11.1 Efeito da microinjecdo bilateral do acido kinurénico na area A5 sobre as

respostas cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do quimiorreflexo.

Como o objetivo de avaliar a participacdo dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos da area A5 na integragao das respostas cardiovasculares induzidas pelo
quimiorreflexo, o antagonista acido kinurénico (KIN; 2,5nmol/100nl) foi microinjetado
bilateralmente nessa regido, e o quimiorreflexo estimulado antes e apds esta
microinjegao. Para isso, foram utilizados animais previamente submetidos ao implante
bilateral de canulas-guia em direcédo a area A5 e implante de canulas na artéria e veia
femorais. No dia do experimento, apés um periodo de adaptacdo do animal frente as
novas condicbes ambientais, o quimiorreflexo foi testado através de injecdo
intravenosa de KCN (40ug/0,1ml). Apos o retorno da presséo arterial e da frequéncia

cardiaca aos valores basais, o acido kinurénico (2,5nmol/100nl) foi microinjetado
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bilateralmente na area A5. Dez, trinta e sessenta minutos apds a microinjegdo na
area A5, o quimiorreflexo foi novamente estimulado com KCN, e essas respostas
foram comparadas com a primeira (antes da microinjecdo na area A5). O registro dos
parametros cardiovasculares foi realizado por aproximadamente 60 minutos apos a
microinjegdo do acido kinurénico, tempo necessario para se verificar a completa
reversao dos efeitos deste antagonista (Colombari e cols., 1994). Com o objetivo de
verificar a eficacia do KIN, na dose utilizada, no bloqueio dos receptores
glutamatérgicos, em alguns animais o L-glutamato também foi microinjetado na area

A5 antes e 10 minutos apds o antagonista KIN.

5.11.2 Efeitos cardiovasculares induzidos pela microinjecdo unilateral do agonista

glutamatérgico metabotrépico ACPD na area A5.

Com o objetivo de avaliar as respostas cardiovasculares induzidas pela
ativacdo dos receptores glutamatérgicos metabotropicos da area A5, o agonista
ACPD foi microinjetado nessa regiao. Para isso foram utilizados animais previamente
submetidos ao implante de canulas-guia em dire¢cao a area A5 e implante de canula
na artéria femoral. No dia do experimento, apds um periodo de adaptacdo do animal
frente as novas condigdes ambientais, foi microinjetado o veiculo salina (NaCl
0,9%/100nl), L-glutamato (2,5nmol/100nl) e o agonista glutamatérgico metabotrépico
ACPD (0,5, 1,0 e 2,5nmol/100nl) unilateralmente na area A5, e as alteracbes dos
parametros cardiovasculares foram registrados.

Com o intuito de observar a especificidade das alteragdes cardiovasculares
promovidas pela microinjecdo do agonista glutamatérgico metabotropico, a

microinjegcao deste agonista foi avaliada antes e dez minutos apds a microinje¢cao
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ipsilateral do antagonista glutamatérgico metabotrépico MCPG (2,5nmol/100nl) na
area AS.

5.11.3 Efeito da microinjecdo bilateral do MCPG na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacio do quimiorreflexo.

Com o objetivo avaliar a participagdo dos receptores glutamatérgicos
metabotrépicos da area A5 na integracao das respostas cardiovasculares produzidas
pela estimulagdo do quimiorreflexo, o antagonista glutamatérgico metabotrépico
MCPG (2,5nmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente nessa regido, e o
quimiorreflexo foi estimulado antes e apds essa microinjegdo. Para isso os animais
foram previamente submetidos ao implante bilateral de canulas-guia direcionadas a
area A5 e implantes de canulas na artéria e veia femorais. No dia do experimento,
ap6s um periodo de adaptagcao do animal frente as novas condi¢gdes ambientais, o
quimiorreflexo foi testado através de injecao intravenosa de KCN (40ug/0,1ml). Apos
o retorno da presséao arterial e da frequéncia cardiaca aos valores basais, o MCPG
(2,5nmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente na area A5. Dez, vinte e cinco,
quarenta e sessenta minutos apds a microinjecdo na area A5, o quimiorreflexo foi
novamente estimulado com KCN, e essas respostas foram comparadas com a
primeira (antes da microinjecdo na area A5). O registro dos parametros
cardiovasculares foi realizado por aproximadamente 60 minutos apds a microinjecao
do MCPG, tempo necessario para se verificar a completa reversdo dos efeitos deste

antagonista (Haibara e cols., 1999).

5.11.4 Efeito da microinjecdo bilateral de bicuculina na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do quimiorreflexo.

Como o objetivo de avaliar a participagao dos receptores gabaérgicos da area

A5 na integragao das respostas cardiovasculares induzidas pelo quimiorreflexo, o
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antagonista gabaérgico bicuculina (10pmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente
nessa regiao, e o quimiorreflexo estimulado antes e apds esta microinje¢cdo. Para isso
foram utilizados animais previamente submetidos ao implante bilateral de canulas-
guia em diregdo a area A5 e implante de canulas na artéria e veia femorais. No dia do
experimento, apdés um periodo de adaptacdo do animal frente as novas condi¢cdes
ambientais, o quimiorreflexo foi testado através de injecao intravenosa de KCN
(40ug/0,1ml). Apds o retorno da pressao arterial e da frequiéncia cardiaca aos valores
basais, a bicuculina (10nmol/100nl) foi microinjetada bilateralmente na area AS5. Dez,
vinte e cinco, quarenta e sessenta minutos apds a microinjecado na area A5, o
quimiorreflexo foi novamente estimulado com KCN, e as respostas foram comparadas
com a primeira (antes da microinjecdo na area A5). O registro dos parametros
cardiovasculares foi realizado por aproximadamente 60 minutos apds a microinjecao
da bicuculina, tempo necessario para se verificar a completa reversdo dos efeitos

deste antagonista.

5.11.5 Efeito da microinjecdo bilateral de muscimol na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do barorreflexo.

Como o objetivo de avaliar a participagdao dos neurbnios da area A5 na
integracdo das respostas cardiacas induzidas pelo barorreflexo, o agonista
gabaérgico muscimol, nas doses de 250pmol/100nl e 1,0nmol/100nl, foi microinjetado
bilateralmente nessa regido, e o barorreflexo estimulado (por fenilefrina e
nitroprussiato de sédio) antes e apds esta microinje¢cdo. Para isso foram utilizados
animais previamente submetidos ao implante bilateral de canulas-guia em direcédo a
area A5 e implante de canulas na artéria e veias femorais. No dia do experimento,

ap6s um periodo de adaptagcao do animal frente as novas condi¢gdes ambientais, o
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barorreflexo foi testado por injecdo em bdlus (0,1ml) ou infus&o (1,2ml/min, durante
15 segundos) intravenosa de fenilefrina (Fenil, 5ug/ml) e nitroprussiato de sodio
(NPS, 10ug/ml). Apos o retorno da pressao arterial e frequéncia cardiaca aos valores
basais, o muscimol (250 pmol e 1,0nmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente na
area A5. Dez e vinte e cinco minutos apds a microinje¢cao do agonista na area A5, o
barorreflexo foi novamente estimulado com fenilefrina e NPS, e essas respostas
foram comparadas com as primeiras (antes da microinje¢cao na area A5). O registro
dos parametros cardiovasculares foi realizado por aproximadamente 30 minutos apos
a microinjecao do muscimol, tempo necessario para se verificar a completa reversao

dos efeitos deste agonista (Ramos, 2002).

5.11.6 Efeito da microinjecdo bilateral de lidocaina na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do barorreflexo.

Como o objetivo de avaliar a participagcdo da area A5 na integracdo das
respostas cardiacas induzidas pelo barorreflexo, o anestésico local lidocaina
(2%/100nl) foi microinjetado bilateralmente nessa regido. Para isso foram utilizados
animais previamente submetidos ao implante bilateral de canulas-guia em direcédo a
area A5 e implante de canulas na artéria e veias femorais. No dia do experimento,
ap6s um periodo de adaptagcao do animal frente as novas condi¢des ambientais, o
barorreflexo foi testado por injecdo intravenosa em bolus de fenilefrina (Fenil;
5ug/0,1ml) e nitroprussiato de sodio (NPS; 10ug/0,1ml). Apds o retorno da pressao
arterial e frequéncia cardiaca aos valores basais, a lidocaina foi microinjetada
bilateralmente na area A5. Dois, cinco, dez, vinte e trinta minutos apos a microinjegao
do anestésico na area A5, o barorreflexo foi novamente estimulado com fenilefrina e

NPS, e essas respostas foram comparadas com a primeira (antes da microinjecéo na
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area A5). O registro dos parédmetros cardiovasculares foi realizado por
aproximadamente 30 minutos apds a microinjegdo da lidocaina, tempo necessario
para se verificar a completa reversdo dos efeitos deste anestésico (Haibara e cols,

2002).
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6. RESULTADOS
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6.1 Efeito da microinjecdo bilateral do acido kinurénico na area A5 sobre as

respostas cardiovasculares induzidas pela estimulacao do guimiorreflexo.

Com o objetivo de avaliar a participagdo dos receptores glutamatérgicos
ionotropicos da area A5 na integragao das respostas cardiovasculares induzidas pelo
quimiorreflexo, o antagonista acido kinurénico (KIN; 2,5nmol/100nl) foi microinjetado
bilateralmente nessa regido, e o quimiorreflexo estimulado (KCN 40ug/0,1ml) antes e
apos esta microinjegao.

A figura 01 corresponde a um tragado representativo de um animal do grupo
estudado, mostrando as alteragcbes da pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséo
arterial média (PAM, mmHg) e frequéncia cardiaca (FC, bpm) em resposta a
estimulacdo do quimiorreflexo antes e apds a microinjecdo bilateral do acido
kinurénico na area A5. Podemos observar que, como descrito em estudos anteriores
(Franchini e Krieger, 1993), a estimulagao dos quimiorreceptores periféricos com KCN
promoveu resposta pressora e bradicardica. Dez, trinta e sessenta minutos apos a
microinjegdo do acido kinurénico na area A5 a magnitude dessas respostas
cardiovasculares nao foi diferente do periodo controle.

A figura 02 representa os dados obtidos nesse grupo, mostrando que a
microinjegao bilateral na area A5 do antagonista glutamatérgico ionotrépico acido
kinurénico, ndo promoveu alteragdes significativas sobre a resposta pressora (+45t4
vs. +41+3; +4515; +44+5 mmHg) e bradicardica (-212+21 vs. -202+23; -216£19; -
240413 bpm) do quimiorreflexo (tabela 01).

A dose utilizada do acido kinurénico (2,5 nmol/100nl) foi eficaz em bloquear os
receptores glutamatérgicos, uma vez que a resposta pressora (+22+3 mmHg) e a
taquicardia (+25+14 bpm) induzida pela microinjecdo ipsilateral do agonista L-

glutamato na area A5 foram reduzidas em aproximadamente 70 e 80%,
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respectivamente, apos a microinjecdo do acido kinurénico (+6+2 mmHg, +3+6 bpm)
(figura 03, tabela 02).

Em relagdo aos parametros cardiovasculares basais (figura 04), a microinjegao
bilateral de acido kinurénico ndo alterou significativamente os valores da pressao
arterial média (113+3 vs. 115+3 mmHg), bem como os valores de frequéncia cardiaca
(394118 vs. 411+20 bpm), quando comparados com o periodo controle, anterior a

microinjecao (tabela 03).
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Apo6s KIN (2,5nmol/100nl)

KCN KCN
Controle )

200

PAP 150
(mmHg)

100

200

PAM 150
(mmHg)

100

400

FC 300
(bpm)

200

Figura 01 - Tragado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as alteragdes na
pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiéncia cardiaca (FC,
bpm) em resposta a estimulagdo do quimiorreflexo com KCN (40ug/0,1ml, i.v.), antes (controle) e apds

(10, 30 e 60 minutos) a microinjecao bilateral de acido kinurénico (KIN 2,5nmol/100nl) na area A5.
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Figura 03 - Alteragcbes na presséo arterial média (A PAM, mmHg) e freqiéncia cardiaca (A FC, bpm),
produzidas pela microinjegcédo de L-glutamato (2,5nmol/100nl) antes (controle) e apds (10, 30 e 60
minutos) a microinjegdo de acido kinurénico (KIN, 2,5nmol/100nl) na area A5 de ratos nao
anestesiados (n=07). (*) Diferenca significativa em relagdo ao periodo controle (Teste-t pareado;

p<0,05).
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6.2 Efeitos cardiovasculares induzidos pela microinjecdo unilateral do agonista

glutamatérgico metabotrépico ACPD na area A5.

Com o objetivo de avaliar as respostas cardiovasculares induzidas pela
ativacdo dos receptores glutamatérgicos metabotropicos da area A5, o agonista
ACPD foi microinjetado nessa regiao.

A figura 05 corresponde a um tragado representativo de um dos animais dos
grupos estudados mostrando as alteragdes cardiovasculares induzidas pela
microinjecao unilateral na area A5 do veiculo salina (NaCl; 0,9%/100nl), L-glutamato
(2,5nmol/100nl) e ACPD em duas doses (0,5 e 1,0nmol/100nl). A figura 06
corresponde a outro tragado representativo de outro animal dos grupos estudados
mostrando as alteragdes cardiovasculares promovidas pela microinjecao do agonista
ACPD na dose de 2,5nmol/100nl, antes e apdés a microinjegao ipsilateral do
antagonista glutamatérgico metabotrépico MCPG (2,5nmol/100nl) na area A5.

Os dados referentes a estes grupos estdo agrupados nas figuras 07 e 08. A
figura 07 mostra que a microinjecdo unilateral do agonista glutamatérgico
metabotropico ACPD, na dose de 2,5nmol/100nl, promoveu respostas pressora (+6x1
vs. +16£3 mmHg) e taquicardica (+7+2 vs. +58+15 bpm) significativas quando
comparadas as alteragbes promovidas pela microinje¢cao do veiculo salina (controle)
(tabela 04). Ao passo que o agonista ACPD quando microinjetado nas doses 0,5 e
1,0nmol/100nl ndo promoveu alteragdes significativas dos paradmetros
cardiovasculares de pressao arterial (+6x1 vs. +7t1 e 61 mmHg) e freqléncia
cardiaca (+7+2 vs. +156 e +91+4 bpm) quando comparadas ao controle (veiculo
salina) (tabela 04). O L-glutamato foi utilizado como indice funcional de estimulagao

dos neurdnios da area A5. Como esperado, a microinje¢ao de L-glutamato promoveu
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aumento da pressao arterial (+16£3 mmHg) e taquicardia (+24+7 bpm) em relagdo ao
grupo salina (tabela 04).

A figura 08 mostra que a microinjecao ipsilateral do antagonista glutamatérgico
metabotropico MCPG (2,5nmol/100nl) na area A5 promoveu redugéo significativa da
resposta pressora (+16+3 vs. +7+0,4 mmHgQ) e taquicardica (+58+15 vs. +31£13 bpm)

induzida pela microinje¢ao unilateral do agonista ACPD (2,5nmol/100nl) (tabela 05).
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L-Glu ACPD ACPD
salina (2.5nmol/100nl) (0.5nmol/100nl) (2.0nmol/100nl)
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Figura 05 - Tragado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as altera¢cdes na
pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) em resposta a microinjecao unilateral na area A5 de salina (NaCl 0,9%/100nl), L-glutamato (L-

Glu, 2,5nmnol/100nl) e ACPD (0,5 e 1,0nmol/100nl).
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Figura 06 - Tragado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as alteragcdes na
pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), presséao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) em resposta a microinje¢do unilateral na area A5 de ACPD (2,5nmol/100nl), antes e apés a

microinjecao ipsilateral do antagonista MCPG (2,5nmol/100nl).
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Figura 07 - Alteragbes na pressao arterial média (A PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (A FC, bpm)
induzidas pela microinjecao unilateral de salina (NaCl 0,9%/100nl), L-glutamato (L-Glu, 2,5nmol/100nl)
e ACPD (0,5; 1,0 e 2,5nmol/100nl) (n=04). (*) Diferenga significativa em relagdo ao grupo salina (Teste-

t n&o pareado, p<0,05).
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6.3 Efeito da microinjecdo bilateral do MCPG na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do quimiorreflexo.

Com o objetivo avaliar a participagdo dos receptores glutamatérgicos
metabotropicos da area A5 na integragdo das respostas cardiovasculares produzidas
pela estimulagdo do quimiorreflexo, o antagonista glutamatérgico metabotrépico
MCPG (2,5nmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente nessa regido, e o
quimiorreflexo estimulado (KCN 40ug/0,1ml) antes e apds esta microinjecao.

A figura 09 corresponde a um tragado representativo de um animal do grupo
estudado mostrando as respostas cardiovasculares induzidas pela estimulagédo do
quimiorreflexo antes e apds a microinjegao bilateral do antagonista MCPG na area
A5. Podemos observar que a estimulagcao dos quimiorreceptores periféricos com KCN
promoveu resposta pressora e bradicardica. A microinjecado de MCPG nao modificou
as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo.

A figura 10 representa os dados obtidos nesse grupo, mostrando que a
microinjecao bilateral na area A5 do antagonista glutamatérgico metabotropico
MCPG, nao promoveu alteragdes significativas sobre a resposta pressora (+42+4 vs.
+38+4; +4515; +44+6; +38+3 mmHg) e bradicardica (-199+11 vs. -245+16; -23817; -
226%15; -240+11 bpm) do quimiorreflexo (tabela 06).

Em relagao aos parametros cardiovasculares basais (figura 11), a microinjecao
bilateral de MCPG néo alterou significativamente os valores da pressao arterial média
(12013 vs. 122+3 mmHg), bem como n&o alterou os valores de frequéncia cardiaca
(36415 vs. 379+13 bpm), quando comparados com o periodo controle, anterior a

microinje¢ao do antagonista (tabela 07).



56

Apo6s MCPG (2,5nmol/100nl)

KCN KCN KCN KCN KCN
controle 10° 25 40° 60°
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Figura 09 - Tracado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as alteragbes na
pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) em resposta a estimulagédo do quimiorreflexo com KCN (40ug/0,1ml, i.v.), antes (controle) e apds

(10, 25, 40 e 60 minutos) a microinjecao bilateral do MCPG (2,5nmol/100nl) na area A5.
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6.4 Efeito da microinjecdo bilateral de bicuculina na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do quimiorreflexo.

Com o objetivo de avaliar a participagdo dos receptores gabaérgicos da area
A5 na integragdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo quimiorreflexo, o
antagonista gabaérgico bicuculina (10pmol/100nl) foi microinjetado bilateralmente
nessa regido, e o quimiorreflexo estimulado (KCN 40ug/0,1ml) antes e apods esta
microinjegao.

A figura 12 corresponde a um tragado representativo de um animal do grupo
estudado, mostrando a resposta quimiorreflexa antes (controle) e apds (10, 25 e 40
minutos) da microinjecdo bilateral do antagonista bicuculina na area AS5. A
microinjegdo de bicuculina ndo promoveu alteracbes das respostas pressora e
bradicardica do quimiorreflexo.

A figura 13 representa o conjunto desses resultados, e mostra que ndo houve
alteragdes significativas entre a magnitude da resposta pressora do quimiorreflexo
observada no periodo controle (+38+5 mmHg) e as obtidas nos tempos dez minutos
(+43+5 mmHg), vinte e cinco minutos (+39+4 mmHg), quarenta minutos (+3815
mmHg) e sessenta minutos (+36+4 mmHg), apos a microinje¢cao de bicuculina (tabela
08). Da mesma forma, a resposta bradicardica do quimiorreflexo (-203+35 bpm) n&o
foi alterada pela bicuculina em nenhum dos tempos analisados (-184+32; -207+29; -
220432 e -220+25 bpm, respectivamente) (tabela 07).

Em relagdo aos parametros cardiovasculares basais (figura 14), a microinjegao
bilateral de bicuculina n&o alterou significativamente os valores de pressao arterial
média (11314 vs. 11624 mmHg), bem como nao alterou os valores de frequéncia
cardiaca (357+12 vs. 36112 bpm), quando comparados com o periodo controle

(tabela 09).
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Ap6bs bicuculina (10pmol/100nl)

KCN
40’
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Figura 12 - Tragado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as alteragdes na
pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,
bpm) em resposta a estimulagédo do quimiorreflexo com KCN (40ug/0,1ml, i.v.), antes (controle) e apds

(10, 25 e 40 minutos) da microinjegéo bilateral de bicuculina (10pmol/100nl) na area A5.
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6.5 Efeito da microinjecao bilateral de muscimol na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do barorreflexo.

Com o objetivo de avaliar a participagdo dos neurbnios da area A5 na
integracdo das respostas cardiacas induzidas pelo barorreflexo, o agonista
gabaérgico muscimol, nas doses de 250pmol/100nl e 1,0nmol/100nl, foi microinjetado
bilateralmente nessa regido, e o barorreflexo estimulado (por fenilefrina e
nitroprussiato de sodio) antes e apds esta microinjecao.

As figuras 15 e 16 correspondem a tracados representativos de dois animais
dos grupos estudos, mostrando as respostas barorreflexas antes (controle) e nos
periodos de tempo dez e vinte e cinco minutos apds a microinjecdo bilateral do
muscimol na area A5 de ratos nao anestesiados. A figura 15 corresponde ao tragado
de um animal que recebeu microinjecdo bilateral de muscimol na dose de
250pmol/100nl, e submetido ao estimulo do barorreflexo por infusdo de fenilefrina e
NPS. A figura 16 corresponde ao tragado de outro animal que recebeu microinjecao
bilateral de muscimol na dose de 1,0nmol/100nl, e submetido ao estimulo do
barorreflexo por injecao em bélus de fenilefrina e NPS.

As figuras 17 e 18 mostram o conjunto dos dados obtidos nesses grupos
experimentais, onde observamos que a microinjegao bilateral do muscimol, nas duas
doses utilizadas, ndo promoveu alteragdes significativas na sensibilidade da
bradicardia e taquicardia barorreflexas em nenhum dos tempos analisados (tabelas
10, 11 e 12).

Em relagdo aos parametros cardiovasculares basais (figura 19), a microinjecao
bilateral de muscimol (250pmol/100nl ou 1,0nmol/100nl) também nao alterou
significativamente os valores da pressao arterial média (11314 vs. 112t4 mmHg;

10816 vs. 11314 mmHg, respectivamente), bem como nao alterou os valores de
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frequéncia cardiaca (348%+11 vs. 366118 bpm; 374108 vs. 379123 bpm,
respectivamente), quando comparados com o periodo controle (antes da

microinjegao) (tabelas 13 e 14).
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Figura 15 - Tragado de um rato, representativo do grupo estudado, mostrando as alteragdes na

pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,

bpm) em resposta a estimulagdo do barorreflexo com infusdo (1,2ml/min/15seg, i.v.) de fenilefrina

(5ug/ml — painel A) e nitroprussiato de sodio (NPS, 10ug/ml — painel B), antes (controle) e apés (10 e

25 minutos) da microinjecéo bilateral de muscimol (250pmol/100nl) na area A5.
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Figura 16 - Tragado de um rato, representativo de dos grupos estudados, mostrando as alteragdes na

pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg), pressao arterial média (PAM, mmHg) e freqiiéncia cardiaca (FC,

bpm) em resposta a estimulagdo do barorreflexo com inje¢cdes em bélus de fenilefrina (Fenil; Sug/ml,

i.v. — painel A) e nitroprussiato de sédio (NPS; 10ug/ml, i.v. — painel B), antes (controle) e apés (10 e

25 minutos) da microinjecao bilateral de muscimol (1,0nmol/100nl) na area A5.
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Figura 17 - Alteragbes da frequéncia cardiaca, expressas em intervalo de pulso (AIP, ms), em

resposta as alteragdes de pressao arterial média (A PAM. mmHg) induzidas pela infus&o de fenilefrina

(painel A) e NPS (painel B) (5ug/ml e 10ug/ml, respectivamente, a 1,2ml/min/15seg), antes e dez

minutos apds a microinjecao bilateral de muscimol (MUS, 250pmol/100nl) na area A5 de ratos nao

anestesiados (n=06). As linhas inclinadas representam as retas de melhor ajuste calculadas por

regressao linear. Os graficos representam a sensibilidade do barorreflexo (A IP/A PAM, mmHg).
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antes e apds microinjecado bilateral de muscimol (painel A, 250pmol/100nl, n=06) e (painel B,

1,0nmol/100nl, n=06) na area A5 de ratos ndo anestesiados.
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6.6 Efeito da microinjecao bilateral de lidocaina na area A5 sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pela estimulacdo do barorreflexo.

Os estudos anteriores da literatura que sugerem que a area A5 pode participar
da via neural do barorreflexo (Andrade e Aghajanian, 1982; Guyenet, 1984; Huangfu
e cols., 1991), entretanto em nossos estudos a microinje¢cdo de muscimol, o qual
promove hiperpolarizacdo neuronal, ndo modificou de forma significativa a
sensibilidade do barorreflexo. Com o objetivo de avaliar, ou descartar, a participacao
da area A5 na integracao do barorreflexo, o anestésico local Lidocaina (2%/100nl) foi
microinjetado bilateralmente nessa regido, com o objetivo de promover um bloqueio
reversivel da atividade dessa regido.

A figura 20 mostra o conjunto dos dados desse grupo experimental, onde
podemos observar que a microinjecao bilateral do anestésico lidocaina (2%/100nl),
nao promoveu alteracdes significativas na sensibilidade da bradicardia ou da
taquicardia barorreflexa em nenhum dos tempos analisados (tabela 15).

Em relagcdo aos efeitos da Lidocaina sobre os parametros cardiovasculares
basais, podemos observar na figura 21 que a microinjecao bilateral do anestésico na
area A5, nao alterou significativamente os valores basais de pressao arterial média

(11216 vs. 112+3) e frequiéncia cardiaca (396133 vs. 395t4) (tabela 16).
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6.7 Analise Histoldgica

A figura apresentada a seguir (figura 22) corresponde a fotomicrografia de uma
secgcao transversal do tronco cerebral de um animal representativo do grupo
estudado, mostrando a localizagdo da microinje¢cdo do corante Alcian Blue. O painel A
da figura 22 mostra um sitio tipico de microinjecdo na area A5, localizado 426um
anterior ao 6bex. Podemos observar que a area A5 localiza-se na ponte ventrolateral,
logo abaixo do nervo facial. O painel B da figura 22 corresponde a representagao
esquematica de um corte transversal do tronco cerebral de rato correspondente ao

sitio de microinjecdo na area A5 da fotomicrografia.
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Figura 22 - Painel A, fotomicrografia de uma secgéo transversal do tronco cerebral de um animal
representativo do grupo estudado, mostrando o sitio tipico de microinjecdo na area A5. Painel B,
representacdo esquematica de um corte transversal do tronco cerebral de rato correspondente ao sitio
de microinjecdo na area A5 da fotomicrografia acima. 7n, Nervo facial; A5, area A5. (modificado de

Paxinos e Watson, 1986)
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7. DISCUSSAO



76

Este estudo demonstrou que os receptores de aminoacidos excitatérios nao
participam da neurotransmissao da resposta pressora do quimiorreflexo na area A5, e
ainda que a desinibicdo desta area ndo modifica esta resposta. Os resultados obtidos
nesse estudo também indicam que a area A5 nao participa de forma importante da
modulagao das respostas cardiacas reflexas a estimulagao dos barorreceptores.

A participacao da area A5 na regulagao das repostas reflexas a estimulagao
dos quimiorreceptores periféricos ja € bem estabelecida na literatura. A estimulagao
dos quimiorreceptores carotideos através da inalaggo de N, aumenta
significativamente a atividade espontanea dos neurbnios da area A5, além de
promover aumento da descarga do nervo frénico e aumento moderado da pressao
arterial (Guyenet e cols, 1993). Koshiya e Guyenet (1994) observaram que a
microinjecdo de muscimol, um agonista gabaérgico, na area A5 de ratos
anestesiados, promoveu reducdo da resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo.
Outros estudos, realizados em animais nao-anestesiados, demonstraram ainda que a
integridade dos neurdnios noradrenérgicos da area A5 € essencial para a expressao
da resposta pressora do quimiorreflexo (Ramos, 2002). Apesar das evidéncias
relacionando a area A5 com o quimiorreflexo, a neurotransmissdo da informagao
aferente dos quimiorreceptores na area A5 ainda nao foi suficiente explorada.

A participacdo do aminoacido excitatério L-glutamato na regulacéo da atividade
dos neurbnios da area A5 no controle cardiovascular tem sido sugerida
principalmente baseado no fato de que a microinjecao de aminoacidos excitatérios
nesta regido promove respostas cardiovasculares, as quais sao abolidas quando da
microinjegao prévia dos seus antagonistas seletivos (Close e cols., 1982; Drye e cols,
1990). Particularmente em relacdo ao quimiorreflexo foi observado que tanto a
estimulagdo dos quimiorreceptores quanto a microinje¢cao de L-glutamato na area A5

promovem respostas semelhantes, isto € aumentam a atividade dos neurdnios dessa
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regidao, bem como a atividade do nervo frénico (Guyenet e cols., 1993). Ainda, em
animais nao-anestesiados, a microinjecdo de L-glutamato na area A5 promove
respostas cardiovasculares simpato-excitatérias (aumento da pressao arterial e
taquicardia), sendo a area A5 uma regido essencial para a expressao da resposta
pressora do quimiorreflexo (Ramos, 2002). Mais recentemente, Rosin e cols. (2006)
observaram a presencga de terminais glutamatérgicos na area A5 provenientes do
nucleo retrotrapezdide, o qual €& estimulado quando da ativacdo dos
quimiorreceptores carotideos (Takakura e cols., 2006). Considerando este conjunto
de evidéncias é razoavel supor que o L-glutamato participe da neurotransmissao do
quimiorreflexo na area A5.

Considerando que o L-glutamato atua em diferentes subtipos de receptores,
ionotropicos e metabotropicos (Cunningham e cols 1994), avaliamos ainda a
contribuicdo desses receptores na neurotransmissdo do quimiorreflexo através dos
seus antagonistas seletivos.

Nossos resultados mostraram que o bloqueio dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos da area A5 com o antagonista acido kinurénico ndo promoveu alteragcao
significativa das respostas cardiovasculares do quimiorreflexo. Este antagonista, na
dose utilizada, foi eficaz em bloquear os receptores glutamatérgicos, uma vez que as
respostas cardiovasculares induzidas pelo L-glutamato, na presenga do acido
kinurénico, foram significativamente atenuadas. Estudos realizados por Guyenet e
cols. (1993) em animais anestesiados demonstraram que o acido kinurénico também
nao foi capaz de atenuar o aumento da frequéncia de disparos dos neurbnios da area
A5 induzido pela estimulagdo do quimiorreceptores. Esses resultados indicam que os
receptores ionotropicos da area A5 nao participam da neurotransmissao das

respostas cardiovasculares do quimiorreflexo.
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Antes de investigarmos o papel dos receptores metabotrépicos da area A5 na
regulagdo do quimiorreflexo, inicialmente avaliamos se esses receptores
desempenham papel relevante no controle cardiovascular. Com o intuito de investigar
os efeitos cardiovasculares a estimulacdo dos receptores glutamatérgicos
metabotropicos dos neurdnios da area A5, trés doses do agonista metabotropico
ACPD foram eleitas para os protocolos de microinjegcdo. Duas dessas (0,5 e
1,0nmol/100nl) sdo comumente utilizadas em estudos na literatura que realizam
estimulacbées de areas envolvidas no controle cardiovascular (Braga e cols, 2006).
Como nao foram observadas alteragbes dos parametros cardiovasculares com essas
doses, optamos em um outro grupo experimental utilizar uma dose com maior
concentracao do agonista (2,5nmol/100nl). Nesse protocolo observamos que o ACPD
na area A5 promove, de forma semelhante ao L-glutamato, respostas pressora e
taquicardica, as quais foram atenuadas na presenca do antagonista glutamatérgico
metabotropico MCPG (2,5nmol/100nl). Entretanto esta mesma dose do MCPG
quando microinjetada bilateralmente nado foi capaz de modificar as respostas
cardiovasculares do quimiorreflexo. Esses resultados sugerem que os neurdnios da
area A5 possuem receptores glutamatérgicos metabotropicos que participam da
regulacao cardiovascular, mas nao da neurotransmissao do quimiorreflexo.

Diante dos resultados apresentados, sugerimos que o L-glutamato nédo € o
neurotransmissor responsavel pela estimulacdo dos neurdnios da area AS durante a
transmissao da resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo em ratos nao
anestesiados.

Outros neurotransmissores ja foram identificados na area A5, e podem estar
envolvidos na transmissdo do componente simpato-excitatério da resposta
quimiorreflexa. Yao e cols. (2000) identificaram através de imunohistoquimica a

presencga de receptores purinérgicos do tipo P2x nos neurdnios noradrenérgicos da
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area A5. Os receptores P2x sao receptores de membrana ligados a canais idnicos,
ativados pela molécula de ATP, conferindo assim a propriedade de neurotransmissor
de agao rapida a molécula de ATP extracelular (Burnstock, 2006). Esses receptores
s&o encontrados em varios locais do SNC, dentre esses, areas relacionadas com
controle motor, processos sensoriais e areas relacionadas com a regulagéo
cardiovascular (Yao e cols., 2000; Burnstock, 2006). Alguns estudos indicam ainda
que o ATP, via seus receptores P2, estejam envolvidos no processamento das
respostas autondmicas do quimiorreflexo. Estudos de Zhang e Nurse (2004) e
Gourine e cols. (2005) demonstraram que o ATP participa da transdugdo da
quimiorrecepcao central na RVL. No NTS também foi demonstrado que o
antagonismo dos receptores P2 bloqueou seletivamente os impulsos excitatérios do
quimiorreceptores periféricos (Paton e cols., 2002). De forma interessante, estudos
recentes de Braga e cols. (2007) mostraram que o bloqueio isolado dos receptores
purinérgicos ou glutamatérgicos do NTS nao foram capazes de reduzir a resposta
simpato-excitatéria do quimiorreflexo, o que sé foi observado apds o bloqueio
simultaneo desses receptores. De acordo com os estudos de Gu e Macdeermott
(1997), os receptores P2x estdo localizados pré-sinapticamente em terminais de
neurdnios excitatérios e podem facilitar a liberacdo do L-glutamato, sendo o ATP,
neste caso, um co-transmissor da liberacdo do L-glutamato. Desta forma,
considerando a existéncia de terminais glutamatérgicos e de receptores purinérgicos
P2x na area A5, e ainda que o bloqueio isolado dos receptores glutamatérgicos nesta
regido ndo modificou as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo, € possivel que
o L-glutamato e o ATP também possam atuar como co-transmissores da informacéao
aferente dos quimiorreceptores na area A5. Entretanto até o momento nenhum
estudo mostrando que os receptores P2x da area A5 participam, de alguma forma, da

regulacao cardiovascular foram ainda realizados.
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Ainda em relagdo aos possiveis candidatos a neurotransmissores na area A5,
Allen e cols. (1991) em experimentos de autoradiografia in vitro de tecidos cerebrais
humanos, identificaram quantidades razoaveis do peptideo angiotensina Il ligados
aos seus receptores nos neurdnios da area A5. Experimentos com a administragao,
no quarto ventriculo cerebral, de angiotensina Il demonstraram aumento da atividade
neuronal dos neurdnios da area A5 através do aumento da expressao da proteina
Fos (Hirooka e cols., 1996). Estudos funcionais de Maiorov e cols. (1999)
demonstraram que a microinjecao bilateral de angiotensina Il na area A5 de coelhos
nao anestesiados produz aumento da descarga simpatica para o nervo renal de forma
dose dependente. Entretanto se a angiotensina Il participa da mediagao da resposta
pressora do quimiorreflexo na area A5 isto ainda nao é possivel de ser definido.

Outra possibilidade a ser explorada em relagdo a neurotransmissdo do
quimiorreflexo na area A5 refere-se ao papel dos receptores ap-adrenérgicos. A
clonidina € um agonista ay-adrenérgico, com efeitos anti-hipertensivos de acéao
mediada centralmente (Kobinger, 1978). Em particular, tem sido mostrado que um
dos principais sitios da acdo hipotensora da clonidina € a RVL (Bousquet e
Guertzenstein, 1973). Entretanto, a clonidina também afeta neurénios de outras
regides do tronco cerebral. Hauesler (1974) demonstrou previamente que embora o
efeito hipotensor da clonidina n&o seja abolido pela destruicdo das vias
noradrenérgicas centrais, sua poténcia é reduzida em trés vezes, sugerindo que esta
reducao da poténcia hipotensora da clonidina é devido a perda do efeito inibitério pré-
sinaptico da droga sobre os neurdnios noradrenérgicos centrais. Huangfu e cols.
(1991) demonstraram que a clonidina € capaz de inibir os neurdnios
catecolaminérgicos da area A5, sendo que 95% dos neurdnios catecolaminérgicos da
area A5 possuem receptores ay-adrenérgicos (Guyenet e cols., 1994). A clonidina,

além do efeito inibitério sobre a atividade dos neurdnios da area A5, também potencia
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o efeito inibitério do barorreflexo sobre a atividade elétrica desses neurbnios
(Guyenet, 1984). Além disso, estudos em andamento em nosso laboratério mostram
que a microinjecdo de clonidina na area A5 abole a resposta pressora do
quimiorreflexo. Entretanto, apesar desse estudo demonstrar que a ativacdo dos
receptores ap-adrenérgicos da area A5 tem efeitos inibitérios importantes na
modulagdo da resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo, ndo podemos afirmar
ainda que exista uma via ténica catecolaminérgica sobre os neurdnios da area A5 e
que a diminuicdo da atividade desta via possa participar da ativacado da area A5
produzindo o componente simpato-excitatorio da resposta quimiorreflexa.

Desta forma, estudos adicionais sdo ainda necessarios para identificar o
neurotransmissor envolvido na transmissdo do componente simpato-excitatério da
resposta quimiorreflexa.

Estudos eletrofisioldgicos demonstraram que os neurbnios da area A5
possuem atividade espontanea, sendo que essa autoatividade pode ser silenciada
pela elevagcdo da pressdo arterial (Andrade e Aghajanian, 1982; Guyenet, 1984;
Byrum e cols., 1984; Huangfu e cols., 1991), sugerindo assim que esses neurdnios
recebem sinapses inibitérias envolvidas na modulac&o da pressao arterial. Huangfu e
cols. (1991) relataram que a frequéncia de disparos dos neurbnios da area A5 se
correlaciona com as descargas elétricas do nervo simpatico esplancnico, e sugeriram
ainda que essa propriedade é semelhante aos neurdnios excitatérios da RVL que se
projetam para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos na CIML. Estes neurdnios da
RVL estdo em constante modulagao inibitéria por sinapses vindas dos neurdnios da
CVL (Li, 1991; Jeske, 1995). Em relagdo a area A5, Kwiat e cols. (1993) também
identificaram sinapses gabaérgicas nos neurbnios noradrenérgicos dessa area e
ainda sugeriram que esses possam estar em constante inibigdo. Anteriormente ja

haviamos observado que a ativacado dos receptores GABA da area A5 com muscimol
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abole a resposta pressora do quimiorreflexo (Ramos, 2002). Desta forma podemos
sugerir que a retirada dessa inibigdo possa ser o mecanismo pelo qual a ativagdo do
quimiorreflexo resulte na ativacdo da area A5 produzindo o componente simpato-
excitatério da resposta quimiorreflexa. Para investigar esta possibilidade avaliamos o
efeito da microinjegdo do antagonista GABA-A, bicuculina, sobre as respostas
cardiovasculares do quimiorreflexo.

Em nossos resultados observamos que o bloqueio dos receptores gabaérgicos
da area A5 nao resultou em alteragdao da presséo arterial basal, bem como nao
alterou a resposta pressora do quimiorreflexo, sugerindo que a neurotransmissao da
resposta simpato-excitatoria deste reflexo na area A5 nao ocorre por desinibicdo de
seus neurodnios.

Achados eletrofisiolégicos de Guyenet (1984) e Huangfu e cols. (1991),
sugerem que os neurdnios noradrenérgicos da area A5 possuem baixa atividade
espontanea. Huangfu e Guyenet (1997b) atribuem a baixa atividade espontanea dos
neurdnios noradrenérgicos da area A5 a propriedades intrinsecas das células do que
influéncias sinapticas. Huangfu e Guyenet em outro trabalho (1997a) relataram que a
presenca de receptores ap-adrenérgicos inibitérios nos neurbnios da area A5
sugerem que essas células autoregulam a prépria atividade ou s&o alvo de neurénios
noradrenérgicos de outras areas do SNC que modulam a atividade elétrica desses
neurénios. As influéncias das sinapses gabaérgicas na area A5, portanto, podem
estar envolvidas na modulagdo de outras fungdes fisiologicas, como o controle
ventilatério ou com a nocicepcao.

Além do quimiorreflexo, estudos anteriores tém sugerido que a éarea A5
também possa participar da regulagdo do barorreflexo. Estudos eletrofisiolégicos
correlacionaram a atividade espontanea dos neurdnios da area A5 com alteragdes na

pressao arterial, induzidas por administracdo i.v. de farmacos com vasopressina,



83

angiontensina Il (Guyenet, 1984), fenilefrina (Huangfu e cols., 1991), noradrenalina
(NA), ou nitroprussiato de sédio (NPS) (Andrade e Aghajanian, 1982; Guyenet, 1984;
Guyenet e Byrum, 1985). Estes estudos observaram que elevagdes dos niveis
pressoricos se correlacionam com a diminuicdo da atividade espontanea dos
neurdnios da area A5, enquanto que a reducido da pressao arterial resulta em efeito
oposto. Achados do aumento da expressao da proteina Fos na area A5 resultante da
hipotensao obtida com infusdo continua de NPS (Li e Dampney, 1994; Polson e cols.,
2002), ou modelos de hemorragia (Chan e Sawchenko, 1994) corroboram com as
observacgdes anteriores. Guyenet (1984) demonstrou ainda, em animais submetidos a
desnervacgao sino-adrtica, que as alteragcbes na atividade dos neurdnios da area A5
resultantes das alteragdes na pressao arterial dependem da integridade das vias
aferentes barorreceptoras. Uma vez que a ativacdo dos barorreceptores resulta em
reducao da atividade eferente simpatica e da presséao arterial, podemos sugerir que a
inibicdo dos neurbnios da area A5 resultante da ativagdo dos barorreceptores
contribua para a geracao da resposta simpato-inibitoria do barorreflexo.
Demonstramos no presente estudo que a inibigdo dos neurbnios da area A5
com o agonista gabaérgico muscimol, bem como a inibicdo da regido que
compreende a area A5 com o anestésico local lidocaina, nao alterou a bradicardia ou
mesmo a taquicardia barorreflexa. Diferente do observado em nosso estudo, Maiorov
e cols. (2000) realizando estudos em coelhos ndo anestesiados, demonstrou que a
inibicdo da area A5 com o agonista gabaérgico resulta em aumento do ganho
barorreflexo. E importante destacar que neste estudo de Maiorov e cols. (2000) a
analise do barorreflexo foi feita analisando-se as alteracdes na atividade simpatica do
nervo renal. Essa diferenga metodolégica pode ter contribuido para a divergéncia de
respostas encontradas. Em acordo com nossos resultados, estudo de Madden e Sved

(2003) demonstrou que a destruicdo de aproximadamente 75% dos neurdnios
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noradrenérgicos da area A5, através da neurotoxina 6-hidroxidopamina, n&o alterou a
sensibilidade da bradicardia ou taquicardia barorreflexa. Esses resultados nos
indicam que a area A5 nao é parte integrante ou ndo possui papel importante na
modulagao do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca.

Nossos resultados mostraram ainda que o bloqueio bilateral desta area com
lidocaina ou muscimol nao promoveu qualquer alteragao significativa sobre os niveis
basais da pressao arterial e da frequéncia cardiaca. Esses dados sao confirmados
pelos estudos de Koshiya e Guyenet (1994) e Schreihofer e Guyenet (2000), os quais
também observaram que os neurdnios da area A5 n&o contribuem para a

manutencao da atividade simpatica basal.



85

8. SUMARIO E CONCLUSOES
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A inibicao dos receptores glutamatérgicos, ionotrépicos com acido kinurénico ou
metabotrépicos com MCPG, ndo promoveu alteragdes das respostas pressora e
bradicardica do quimiorreflexo, bem como nao alterou os parametros
cardiovasculares basais. Sugerindo assim que os receptores glutamatérgicos nao
estdo envolvidos na neurotransmissdo da resposta simpato-excitatéria do
quimiorreflexo na area A5; assim como esses receptores néo estdo envolvidos na
modulacdo da pressao arterial e frequéncia cardiaca basais em ratos nao

anestesiados.

A inibicdo dos receptores gabaérgicos do tipo A nos neurdnios da area A5 com
bicuculina, ndo alterou a respostas pressora e bradicardica do quimiorreflexo bem
como nao modificou os valores basais de pressao arterial e frequéncia cardiaca.
Esses dados sugerem que a desinibicdo da area A5 nao parece ser componente
integrante da neurotransmissao da resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo

em ratos nao anestesiados.

A inibigdo dos neurdnios da area A5 com o agonista gabaérgico muscimol ou com
0 anestésico local lidocaina, ndo alterou a sensibilidade da bradicardia ou mesmo
da taquicardia barorreflexa, sugerindo assim que a area A5 néao é parte integrante
ou nao participa de forma importante para a modulagao das respostas cardiacas

barorreflexas em ratos ndo anestesiados.

O conjunto desses resultados nos permite concluir que, em ratos néao

anestesiados, a neurotransmissao da resposta pressora do quimiorreflexo na area A5

nao ocorre através de sinapses glutamatérgicas, ou mesmo por desinibicdo desta

area. Os resultados obtidos nesse estudo indicam ainda que a area A5 nao participa
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de forma importante da modulacdo das respostas cardiacas reflexas a estimulagao

dos barorreceptores.
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