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Resumo:

Encontramos no bulbo diversos nucleos, assim como diversos
neurotransmissores, relacionados com a manutencdo da pressdo arterial. Dentre os
ntcleos, o nicleo do trato solitdrio se destaca por ser um dos principais moduladores do
sistema nervoso autdonomo, sendo o primeiro a receber aferéncias dos barorreceptores e
encaminha-los para diversos outros ntcleos. Dentre estes neurotransmissores,
encontramos o glutamato e as catecolaminas, sendo ambos essenciais para a
manutengio da pressio arterial. E sabido que a atuacdo de transmissores em células do
sistema nervoso pode levar a alteragdes em outras vias de neurotransmissao, alterando
assim a resposta das células a estimulos. Levando em consideracdo a importancia do
glutamato e das catecolaminas na modulagdo da pressdo arterial, e que tanto os
receptores glutamatérgicos quanto catecolaminérgicos podem interferir no metabolismo
celular e gerar mudancas estruturais nos neurdnios, cogitamos que a atuac¢ao do sistema
glutamatérgico poderia modular o sistema catecolaminérgico. Neste trabalho, avaliamos
se o sistema glutamatérgico e catecolaminérgico podem interagir em culturas de células
do bulbo de ratos neonatos, a partir de tratamentos das culturas com glutamato ou
noradrenalina. Observamos que o tratamento destas culturas com glutamato leva a uma
redugdo nos niveis de proteina e de mRNA da enzima tirosina hidroxilase e do receptor
a2 adrenérgico. A modulagcdao do sistema glutamatérgico a partir de tratamentos com
noradrenalina ndao mostrou variacdes significativas. Concluimos que o sistema
glutamatérgico pode modular o sistema catecolaminérgico em células do bulbo de ratos
neonatos, e que esta modulacdo pode ser importante na regulacdo da pressao arterial
pelos nucleos bulbares.

Palavras-chave: Transmissao nervosa. Neurobiologia. Glutamato. Catecolaminas



Abstract

It is found in the medulla oblongata several nuclei, as well as several
neurotransmitters, related with the maintenance of the arterial pressure. Among these
nuclei, the nucleus of the solitary tract stands aside for being one of the main
modulators of the autonomic nervous system, being the first to receive afferences from
baroreceptors and to send their stimuli to other nuclei. Among these neurotransmitters,
glutamate and the catecholamines are both essentials to the maintenance of the arterial
pressure. It is known that the stimulation of brain cells by neurotransmitters can result in
changes in other neurotransmitter pathways, changing the cell response to certain
stimuli. Taking in consideration the importance of glutamate and the catecholamines in
the modulation of the arterial pressure, and that both of them can interfere in the cellular
metabolism and create structural changes in neurons, we have speculated that the
stimulation of the glutamatergic system could modulate the catecholaminergic system.
In this work, it was evaluated if the glutamatergic and catecholaminergic systems could
interact in cell cultures of the medulla oblongata of newborn rats, from treatments of the
cultures with glutamate or noradrenaline. It was found that the treatment of these
cultures with glutamate leads to a reduction in the protein and mRNA levels of the
enzyme tyrosine hydroxylase and the receptor a2 adrenergic. The modulation of the
glutamatergic system from treatments with noradrenaline did not show significative
variation. We concluded that the glutamatergic system can modulate the
catecholaminergic system in medulla oblongata cell cultures, and that this modulation
can be important in the regulation of the arterial pressure by nuclei present in the
medulla oblongata.

Keywords: Nervous transmission. Neurobiology. Glutamate. Catecholamines
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1 - Introducao

1.1 - Controle da pressao arterial pelo sistema nervoso

Neurdnios da regido caudal inferior do tronco encefdlico, compreendendo o
bulbo e a ponte, sdo criticos para a regulacdo tonica e reflexa da pressdo arterial
sist€émica. Estes neurOnios sdo importantes por manter niveis normais de repouso da
pressao arterial (Alexander, 1946; Kumada et al., 1979; Dampney, 1981) e por serem o
sitio de terminacdo das aferéncias de barorreceptores, quimiorreceptores e receptores
cardiopulmonares (Miura; Reis, 1969; Kalia; Mesulam, 1980; Kalia, 1981; Spyer,
1981).

Na regido dorso-medial do bulbo, encontra-se um ntcleo importante para a
regulacdo do sistema nervoso autdnomo, o nucleo do trato solitario (Van Giersbergen et
al., 1992). Este nucleo recebe aferéncias primdrias que derivam de diversos receptores
viscerais, dentre eles barorreceptores, receptores cardiopulmonares, viscerais, hepaticos
e pancredticos e quimiorreceptores, através dos nervos vago e glossofaringeo (Mifflin et
al., 1988; Andresen; Kunze, 1994), além de aferéncias de centros superiores do encéfalo
(Van Der Kooy et al., 1984) e de aferéncias somaticas (Potts, 2006), sendo assim um
dos principais controladores das atividades viscerais.

A participacdo do nucleo do trato solitdrio ocorre de diversas maneiras. O
controle de atuacdo mais rdpida e significativa se da pelo barorreflexo. O principal
proposito do barorreflexo € prover estabilizacdo rdpida e eficiente da pressdo arterial
através de sensores estrategicamente localizados que sao sensiveis a variagdes da
pressao arterial e sdo conhecidos como barorreceptores arteriais. Estes receptores, cujas

terminacdes se localizam primariamente na adventicia do seio carotideo e do arco
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adrtico, possuem o seu soma localizado respectivamente nos ganglios petroso e nodoso,
e sdo inervados pelos nervos cranianos glossofaringeo (IX) e vago (X) (Spyer, 1981).

O aumento da pressdo arterial promove um estiramento dos barorreceptores.
Estes enviam estimulos excitatdrios, através principalmente da liberagdo de glutamato
(Talman et al., 1980) para neurdnios de segunda ordem do nucleo do trato solitdrio.
Estes neurdnios de segunda-ordem se projetam para o bulbo ventrolateral caudal, onde
eles fazem sinapse excitatorias, usando para isso, dentre outros neurotransmissores, O
glutamato (Gordon, 1987). Os neurdnios do bulbo ventrolateral caudal, por sua vez,
enviam estimulos inibitdrios, através do neurotransmissor GABA, para neurdnios
simpatoexcitatorios localizados no bulbo ventrolateral rostral (Blessing, 1988; Jeske et
al., 1995) (FIGURA 1). Em paralelo, neur6nios de segunda ordem do nucleo do trato
solitirio mantém uma influéncia excitatéria direta, através do glutamato, sobre
neurdnios pré-ganglionares parassimpdticos localizados principalmente no nucleo
ambiguo (Machado; Brody, 1988). Logo, barorreceptores arteriais mantém um controle
momento-a-momento de ambas as inervacdes simpdtica e vagal para o sistema
cardiovascular (Spyer; Loewy, 1990; Chalmers et al., 1992; Cowley, 1992; Aicher et
al., 2000).

O aumento da pressao arterial, desta forma, leva a redu¢do do tonus simpético e
aumento do tonus vagal, resultando em reducdo na contragdo dos vasos sanguineos, na
liberacdo de catecolaminas pelas glandulas supra-renais, na redu¢do da forca de
contragdo do coracdo e em bradicardia. A reducdo da pressdo arterial, por outro lado,
leva a um aumento do tonus simpético e redugdo do tdnus vagal, resultando em repostas

opostas ao aumento da pressao (Sagawa, 1983).
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FIGURA 1 - Esquema ilustrativo do barorreflexo. Corte longitudinal do bulbo de rato
ilustrando o bulbo (laranja), os nudcleos envolvidos no controle reflexo da pressdao
arterial e as projecdes modulatérias do sistema nervoso autdbnomo simpdtico (linha
continua) e parassimpdtico (linha tracejada). A explicacdo detalhada se encontra no
texto. Abreviaturas: CVL: bulbo ventrolateral caudal; IML: coluna intermediolateral da
medula espinhal; NTS: nicleo do trato solitdrio; RVL: bulbo ventrolateral rostral. Setas
azuis: aferéncias glutamatérgicas; setas vermelhas: aferéncias GABAérgicas; setas
pretas: eferéncias colinérgicas; setas verdes: eferéncias noradrenérgicas. Imagem

adaptada de (Dampney et al., 2002).
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Outras vias reflexas estdo relacionadas com a manutencdo da pressdo arterial,
mas de modo menos significativo que o barorreflexo. Dentre elas, encontramos o
reflexo quimiorreceptor, que também promove ajustes na fun¢do cardiovascular, além
de ajustes na ventilacdo, como uma tentativa de manter perfusdo adequada aos 6rgdos
vitais. (Housley; Sinclair, 1988; Mifflin, 1992).

As respostas enviadas pelos barorreceptores sdo integradas ndo apenas em niveis
bulbares, mas também envolvem a participacdo de estruturas mais altas dentro do
sistema nervoso, tais como o hipotdlamo, que contém importantes dreas responsiveis
pela integracdo de fungdes vegetativas e comportamentais. Entre o0s centros
modulatérios do hipotdlamo, o nicleo supradtico e paraventricular sdo dreas de grande
importancia para o controle autondmico e neuroendécrino. O nucleo supradtico do
hipotdlamo contém neurdnios vasopressinérgicos e ocitocinérgicos que sintetizam e
liberam estes transmissores no sangue via neurohipéfise. Neuro6nios do ntcleo
paraventricular do hipotdlamo se projetam para nucleos encefdlicos (nicleo do trato
solitdrio, nicleo motor dorsal do vago, nicleo ambiguo, bulbo ventrolateral) e para as
células da coluna intermediolateral da medula espinal, estando envolvidos no controle
autondmico da circulacdo (Buijs et al., 1978; Nilaver et al., 1980; Sawchenko;

Swanson, 1982).

1.2 - Neurotransmissores atuantes na modulacao da pressao
arterial

A modulacio neural da pressdo arterial ocorre ndo somente pela interacao entre
diversos nucleos, mas também pela ativacdo de diversas vias de neurotransmissores.
Nao somente os neurotransmissores induzem respostas distintas de acordo com os

neurOnios em que atuam e com 0s receptores que sdo ativados, mas também as vias de
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neurotransmissores podem interagir entre si, gerando respostas, intracelulares e
sist€émicas, ainda mais complexas.

O nucleo do trato solitdrio € o niicleo que mostra maior complexidade em mediar
suas funcOes. Foram encontrados nele mais de 30 transmissores (e seus respectivos
receptores na maior parte dos casos), em concentracdes relativamente altas, a maioria
destes influenciando a modulagdo da pressao arterial (Van Giersbergen et al., 1992).

Dentre os neurotransmissores e receptores relacionados com a modulagdo da
pressdo arterial, encontramos o glutamato, presente tanto na via do barorreflexo quanto
nas vias do quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar (Machado et al., 1997).
Observamos também que diversos neurdnios participantes do controle barorreflexo sdao
encontrados em centros catecolaminérgicos bulbares, e a atividade destes neurdnios é
alterada mediante estimulacdes do barorreflexo (Blessing et al., 1986; Dampney et al.,
2003). Estas duas vias de neurotransmissdo possuem ndo sO papel chave na regulacdo

da pressdo arterial, mas em diversas outras vias neuronais.

1.2.1 - Glutamato

O aminoécido I-glutamato estd, de diversas formas, envolvido na maior parte dos
aspectos das funcgdes encefdlicas, normais e patoldgicas, assim como no funcionamento
de orgaos periféricos (Attwell, 2000; Petroff, 2002). Este € considerado o maior
mediador de sinais excitatérios no sistema nervoso mamaliano e estd envolvido na
maior parte das funcdes normais encefdlicas, incluindo cogni¢do, memoria e
aprendizado (Danbolt, 2001). O glutamato também possui grande importancia no
desenvolvimento do sistema nervoso central, incluindo indug¢do e eliminacdo de
sinapses, migracao celular, diferencia¢io e morte celular (Sarichelou et al., 2008).

A sua sintese em neurdnios se d4d mais comumente dentro das mitocondrias pela

conversao do aminodcido glutamina em glutamato, através da enzima glutaminase. O
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glutamato € entdo transportado para fora das mitocOndrias € novamente para as
vesiculas sindpticas. Apds ser liberado na fenda sindptica, o glutamato € removido
através da recaptacdo por neurdnios e por células gliais. Quando o glutamato €
recaptado pelos neurdnios, ele é em grande parte transportado para vesiculas sindpticas
(Van Den Berg; Garfinkel, 1971; Daikhin; Yudkoff, 2000). Em astrécitos, o glutamato,
apos ser absorvido do meio extracelular, € convertido em glutamina através da enzima
glutamina sintetase. A glutamina € entdo liberada no meio extracelular e reconvertida
em glutamato dentro dos neurdnios pela via ja descrita. (Martinez-Hernandez et al.,
1977; Ottersen et al., 1992; Laake et al., 1995).

O glutamato ndo € necessariamente derivado da glutamina, tampouco ¢é
necessariamente convertido em glutamina apds absorcdo pelos astrocitos. Alguns
neurdnios glutamatérgicos, por exemplo, ndo expressam a enzima glutaminase, obtendo
o glutamato por outras vias (Ottersen et al., 1998; Laake et al., 1999). Deste modo, ndo
€ sempre possivel caracterizar um neurdnio como glutamatérgico através das enzimas
que ele expressa, uma vez que este pode obter o glutamato por outras formas.

Os receptores glutamatérgicos sdo divididos em dois grupos distintos: receptores
ionotrépicos e metabotropicos associados a proteina G (Monaghan et al., 1989; Watkins
et al., 1990; Young; Fagg, 1990). Os receptores ionotrépicos compreendem os canais
i0nicos que seletivamente sdo permedveis a cations e sao divididos em 3 subgrupos, de
acordo com seus agonistas seletivos: N-metil-D-aspartato (NMDA), cainato e a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) (Monaghan et al., 1989). Estes dois
ultimos sdo comumente referidos como receptores nao-NMDA.

Todos os receptores i0nicos glutamatérgicos sdo formados por quatro
subunidades. Duas das subunidades que formam os receptores NMDA sé@o do tipo NR1

enquanto as outras duas sdo do tipo NR2. Existem diferentes variantes das subunidades
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NRI1 e NR2, e estas estdo relacionadas com a localizacdo e a atuacdo dos receptores nos
neuronios. Os receptores do tipo AMPA sdo compostos por diferentes combinagdes de
quatro tipos das subunidades GluR1, GluR2, GluR3 e GluR4, enquanto os receptores de
cainato podem ser formados por diferentes combinacdes de GIluRS, GluR6, GluR7,
KA1 e KA2. As diferentes combinag¢des possiveis acarretam em diferencas na atuagdo
dos canais, podendo variar a condutancia idnica e o tempo de abertura dos canais
(Hassel; Dingledine, 2006).

Os receptores de NMDA sdo caracterizados por seu bloqueio voltagem-
dependente pelo Mg™ (Mayer et al., 1989) e por uma alta permeabilidade a Ca™. Para a
abertura de seus canais, € necessdrio que a membrana plasmética seja despolarizada
previamente (Mayer; Westbrook, 1987). Os receptores AMPA e cainato sdo permeaveis
a Na" e K', e seus canais i0nicos abrem rapidamente apds a ligacdo do glutamato com
seus receptores (Pralong et al., 2002).

Na maioria das sinapeses glutamatérgicas, a liberacdo de glutamato produz uma
corrente excitatdria pés-sindptica com 2 componentes (Mayer; Westbrook, 1987;
Forsythe; Westbrook, 1988; Bekkers; Stevens, 1989; Collingridge; Lester, 1989;
Hestrin, Nicoll et al., 1990; Hestrin, Sah et al., 1990; Keller et al., 1991). Receptores
ionotropicos ndo-NMDA sdo responsdveis pela primeira por¢do da despolarizacdo,
caracterizada por um ripido inicio e rdpido decaimento da despolarizacdo, enquanto os
receptores NMDA mediam o segundo componente com um aumento lento e um
decaimento de centenas de milissegundos (Collingridge et al., 1983; Mayer; Westbrook,
1987; Forsythe; Westbrook, 1988; Bekkers; Stevens, 1989; Sansom; Usherwood, 1990).

Ja quanto aos receptores metabotropicos glutamatérgicos, sao conhecidos até o
momento 8 tipos, classificados de mGluR1 a mGIluR8. Estes 8 receptores sdao

subdivididos em trés grupos. O grupo I, formado pelos receptores mGluR1 e mGIuRS,
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estd associado a proteina G, estimulando a atividade da fosfolipase C e a liberacdo de
Ca'™ de reservas citoplasmadticas. A ativa¢do da fosfolipase C também leva a formacdo
de diacilglicerol, que por sua vez ativa a proteina quinase C. J4 a ativacdo dos grupos II
(mGluR2-3) e III (mGluR4 e mGIluR6-8), associados com a proteina G, resulta na
inibicdo da adenilil ciclase (Schoepp et al., 1990).

Os receptores ionotropicos glutamatérgicos estdo envolvidos com dois processos
relacionados com a eficdcia da conexdo sindptica, chamados de potenciacdo de longo-
prazo (LTP) e depressdo de longo prazo (LTD). Quando receptores glutamatérgicos sao
estimulados em alta freqiiéncia (acima de 100Hz) pode ocorrer a LTP, onde a
transmissdo de impulsos ocorre de modo mais eficiente por horas, meses ou mais.
Contudo, em estimulagdes de baixa freqiiéncia (1-5Hz), pode-se observar a LTD, que
leva a uma menor eficidcia na transmissdo do impulso (Hassel; Dingledine, 2006).
Ambos 0s processos estdo relacionados com a abertura de canais NMDA apds a
despolarizacdo da membrana plasmdtica pelos receptores ndo-NMDA e sdo
desencadeados pelo célcio. O que vai determinar qual processo serd desencadeado é
principalmente por quanto tempo, em que concentragdes e em que lugares ele estard no
neuronio (Massey; Bashir, 2007).

E aceito que o glutamato é o neurotransmissor liberado no niicleo do trato
solitdrio em resposta a ativacdo dos barorreceptores e a ativagdo de receptores
cardiopulmonares (Talman ef al., 1980). Encontramos neste nicleo todos os subtipos de
receptores AMPA, havendo predominio da subunidade GluR?2, subunidade que, quando
presente, impede influxo de calcio por este canal (Sato et al., 1993; Cull-Candy et al.,
2006). Ja dentre os receptores NMDA no ntcleo do trato solitdrio, ocorre predominio
das subunidades NR1 e NR2D (Guthmann; Herbert, 1999). Os receptores NMDA do

ntcleo do trato solitdrio se encontram predominantemente fora da regido sindptica tanto
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na membrana pré- quanto pds-sindptica (Aicher et al., 1999; Glass et al., 2004).
Encontramos todos os receptores metabotropicos glutamatérgicos no nicleo do trato
solitdrio (Hoang; Hay, 2001).

Tanto os receptores metabotrdpicos quanto os ionotrépicos glutamatérgicos,
quando ativados no nucleo do trato solitdrio, resultam em respostas depressoras e
bradicdrdicas. Estes efeitos podem ser devidos tanto pela ativagdo de receptores pré-
sindpticos quanto pds-sindpticos. O papel de receptores glutamatérgicos ionotropicos no
barorreflexo, quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar € bem conhecido. O modo como
receptores metabotropicos atuam, contudo, ainda ndo € claro (Talman ef al., 1980;

Vardhan et al., 1993b; a; De Paula; Branco, 2005).

1.2.2 - Catecolaminas

Assim como os receptores glutamatérgicos metabotrépicos, todos os receptores
catecolaminérgicos sao associados a proteina G. Estes sdo ativados pelas catecolaminas,
transmissores derivados do aminodcido tirosina, sendo estes a dopamina, noradrenalina
e adrenalina (Kuhar er al., 2006). Encontramos 19 centros catecolaminérgicos no
sistema nervoso central, sendo 10 centros dopaminérgicos, 6 centros noradrenérgicos e
3 adrenérgicos. Em geral, estes centros sdo encontrados abaixo da regido cortical. Os
centros dopaminérgicos se localizam entre a regido da retina e o bulbo olfatério até a
regido do mesencéfalo. Os seis centros noradrenérgicos sao encontrados ao longo do
bulbo, ponte e mesencéfalo, enquanto os centros adrenérgicos se localizam
principalmente na regidao do bulbo (Cooper et al., 1977; Niewenhuys, 1985; Paxinos,
1995; Kuhar et al., 2006).

Todos os neurdnios catecolaminérgicos tém em comum duas das primeiras
etapas da sintese de catecolaminas: a conversao da tirosina em I-dopa através da enzima

tirosina hidroxilase e a conversdo de l-dopa em dopamina pela enzima aminodcido
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decarboxilase. A noradrenalina e a adrenalina compartilham uma mesma terceira etapa:
a conversdo da dopamina em noradrenalina pela enzima dopamina-B-hidroxilase.
Apenas em neuronios adrenérgicos ocorre a conversiao da noradrenalina em adrenalina
pela enzima fenil-etanolamina N-metil transferase (Cooper et al., 1977; Bjoklund;
Hokfelt, 1984).

Os efeitos da noradrenalina e da adrenalina sdo mediados através de nove
receptores distintos agrupados em trés familias, sendo estas al, a2 e [. Estas trés
familias de adrenoceptores ativam diferentes tipos de proteina G, induzindo sinais
intracelulares especificos. Os adrenoceptores ol estdo ligados vias mediadas pelas
proteinas G4, que aumentam a sintese de inositol 1,4,5 trifosfato e de diacil glicerol,
resultando em um aumento de atividade da proteina quinase C e aumento de célcio
intracelular. Os receptores a2 induzem efeitos intracelulares via proteinas Gj, que
inibem a adenilil ciclase, levando a reduc¢do niveis de AMP ciclico e reduzindo a
fosforilagdo da proteina quinase A. Receptores a2 adrenérgicos também podem ser
acoplados a canais de cdlcio, inibindo sua fun¢ao (Boehm; Huck, 1996; Cussac et al.,
2002). Os receptores P adrenérgicos estdo ligados a proteina G, que quando acionados
levam a um aumento da atividade da adenilil ciclase, resultando em aumento da sintese
de AMP ciclico e da atividade da proteina quinase A (Kuhar et al., 2006). Comparada
com a noradrenalina, contudo, a adrenalina é menos especifica a a2-adrenoreceptores e
estimula B-adrenoceptores e al adrenoceptores de modo similar (Berthelsen; Pettinger,
1977; Bylund; U'prichard, 1983).

A noradrenalina e a adrenalina possuem papel inibitério na regulagcdo da pressao
arterial e nos batimentos cardiacos (Bhargava et al., 1972; Baum; Shropshire, 1973).
Apesar de ainda ndo ser claro o papel de cada receptor, evidéncias indicam que os

efeitos adrenérgicos partem principalmente da ativacdo de receptores o2 adrenérgicos,
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sendo este controle fundamental para a manuten¢do da regulacdo do barorreflexo pelo
nicleo do trato solitdrio (Tung et al., 1988; Sved et al., 1992). Os receptores a2
adrenérgicos estdo presentes em maior quantidade no nucleo do trato solitdrio do que os
receptores al e  adrenérgicos (Young; Kuhar, 1979), sendo que até o momento, ndo é
certo o envolvimento destes ultimos na modulacdo da pressdo arterial (Aoki; Pickel,
1992; Dampney, 1994; Tsukamoto et al., 2002).

O receptor 02 adrenérgico interage com diversos outros receptores importantes
para o controle da pressdo arterial, dentre eles os receptores de angiotensina II e do
neuropeptideo Y (Fior et al., 1994; Yang et al., 1997; Diaz-Cabiale et al., 2007). O
neurotransmissor angiotensina II, por exemplo, ao atuar em receptores AT1 no nicleo
do trato solitdrio, pode reduzir a afinidade da noradrenalina pelos receptores o2
adrenérgicos, e esta interacao entre os receptores acontece ao nivel da membrana celular
(Fior et al., 1994). Deste modo, os receptores 02 sdo importantes no controle da pressao
arterial ndo apenas pelo seu efeito direto sobre a pressdo arterial, mas também através
de sua interacdo com outros receptores.

Acredita-se que alteragdes no sistema catecolaminérgico no sistema nervoso,
principalmente nos nucleos relacionados ao controle da pressdo arterial, estejam
relacionadas com o desenvolvimento da hipertensdo essencial. Existe uma menor
quantidade de receptores 02 adrenérgicos em ratos espontaneamente hipertensos em
relacdo aos animais normotensos, sendo que 0s animais normotensos sao mais sensiveis
a noradrenalina (Hayward et al., 2002). Em animais hipertensos, observamos também
que hid maior liberacdo de noradrenalina pelos neurdnios apds estimulagdo. Os
neurdnios de ratos hipertensos também se mostram, comparados com normotensos,
mais sensiveis a estimulacdo por angiotensina II, importante neurotransmissor

relacionado com a regulagdo da pressdo arterial (Teschemacher et al., 2008).



23

1.3 — Interacao entre sistemas de neurotransmissao

Existem diversas formas pelas quais a atuacio de receptores pode ser modulada
em células do sistema nervoso. Dependendo do estimulo realizado nas células, os
receptores podem ter sua sensibilidade aos transmissores alterada, como formar
oligdmeros com outros receptores, ou mesmo serem internalizados ou degradados,
dentre outras respostas. Caso os estimulos sejam intensos ou durem por longos
intervalos de tempo, estes podem influenciar o controle da transcri¢do de genes, e assim
resultar tanto no aumento como na reducdo da sintese de receptores. Sabe-se, por
exemplo, que a estimulacdo de receptores a2 adrenérgicos reduz a quantidade de
receptores 02 adrenérgico na célula (Heck; Bylund, 1997). O receptor glutamatérgico
NMDA e o receptor dopaminérgico D1, por sua vez, podem interagir de diversos
modos, dentre eles formacdo de dimeros e alteracdo da sensibilidade a transmissores
(Cepeda; Levine, 2006).

Da mesma forma que ocorre com os receptores, as diversas etapas envolvidas
com a sintese e liberacio de neurotransmissores também estio sujeitas a modulagdo. E
sabido, por exemplo, que ha aumento de recaptacdo de noradrenalina apés estimulo de
células em cultura por angiotensina II (Lu er al., 1996). Observamos também que
fatores relacionados com o aumento do AMP ciclico (cAMP) nos neurdnios
catecolaminérgicos levam ao aumento na sintese de catecolaminas (Lewis-Tuffin et al.,
2004).

As diferentes formas pelas quais um sistema de neurotransmissao (envolvendo
os transmissores e o0s receptores, transportadores e enzimas relacionadas) pode ser
modulado podem ocorrer como uma conseqiiéncia da ativagdo de mensageiros
secundérios. Em cultura de células do tronco encefdlico, receptores de adenosina Al,

quando estimulados, aumentam a afinidade de receptores a2 adrenérgicos através de
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uma via dependente de fosfolipase C (Carrettiero et al., 2009). A alteracao da atuacdo
de uma via de neurotransmissio por outra via também pode ser direta, onde a ativacdo
de um receptor especifico atua diretamente sobre outros receptores. As respostas
geradas por essa atuacdo podem ser diversas, incluindo formacdo de dimeros com
outros receptores, aumento ou reducao da atividade do canal, internalizacdo do receptor,
entre outras. Sabe-se, por exemplo, que receptores glutamatérgicos e dopaminérgicos
podem desencadear respostas diretas um sobre o outro em diversos niicleos do sistema

nervoso (Cepeda; Levine, 2006).

1.4 — Estudos em organismos vivos e em culturas de células

Em um organismo vivo, os neurdnios € as células gliais de um nucleo encefélico
especifico podem receber estimulos de diversas regides diferentes, oriundos tanto do
proprio sistema nervoso como a partir de receptores periféricos. Estas mesmas células
também podem enviar estimulos tanto para outros ntcleos encefdlicos como para o
organismo. Como exemplo, podemos citar o nucleo ambiguo, que recebe e envia
estimulos ao organismo a partir do nervo vago, e também interage com o nticleo do
trato solitdrio.

Ap6s, por exemplo, o tratamento do nucleo do trato solitdrio com glutamato,
observa-se reducdo da pressdo arterial, resultando em uma menor estimulacdo dos
barorreceptores. Da mesma forma, o tratamento do bulbo ventrolateral rostral com
glutamato leva a um aumento da pressdo arterial, o que resulta em aumento da
estimulagdo dos barorreceptores, resultando em reducdao da estimulacdo do bulbo
ventrolateral rostral. Desta forma, quando se estuda, em um organismo vivo, as
possiveis respostas de um dado nicleo encefdlico a uma estimulacdo especifica,

devemos levar em consideracdo que os possiveis efeitos do tratamento se devem
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N

também a interacdo da regido tratada com o organismo, bem como em resposta as
alteracOes na pressao arterial.

Ao realizarmos uma cultura de células de um nicleo especifico, isolamos as
células deste nidcleo em um ambiente controlado, onde as unicas estimulacdes que as
células recebem sao oriundas das préprias células presentes na cultura. Desta forma, ao
expormos estas células a um estimulo especifico, as respostas observadas se devem a
atuacao do estimulo sobre as células e da interacdo entre as células presentes na cultura.

Muitos trabalhos sobre o nucleo do trato solitdrio encontrados na literatura,
assim como de outros nucleos bulbares relacionados com o controle da pressao arterial,
foi realizada em secc¢des histolégicas de encéfalos de animais adultos (tratados ou ndo)
(Van Giersbergen et al., 1992; Maley, 1996) ou através da andlise comportamental apds
introducgdo de substincias diretamente na drea desejada em animais vivos, estando estes
anestesiados ou ndo (Johnson; Ascher, 1987; Le Galloudec et al.,, 1989; Machado;
Bonagamba, 1992; Colombari et al., 1994; Colombari et al., 1996; Potts, 2006). Estes
trabalhos, apesar de caracterizarem bem a atuacdo do Nicleo do Trato Solitdrio no
controle da pressdo arterial e de mostrarem a presenca dos neurotransmissores,
neurorreceptores € enzimas envolvidas, ndo caracterizam bem a atuacdo das células
deste, tampouco a importancia de cada tipo celular. Por isto, consideramos importante a
realizacdo de estudos de modulagdo de sistemas de neurotransmissdo de células do

bulbo em cultura.

1.5 — Importancia da interacao entre vias de neurotransmissao

A interagdo entre sistemas de neurotransmissao tem sido bastante estudada entre
os mais diversos neurotransmissores e tem se verificado que isso ocorre quase como via
de regra no sistema nervoso central. A interacdo entre o sistema catecolaminérgico e

glutamatérgico, apesar da reconhecida importancia de ambos, foi pouco explorada até o
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momento. O estudo de modulacdo do sistema catecolaminérgico pelo glutamato é de

grande relevancia devido a agdes que estes apresentam no sistema nervoso central.

Deste modo, considerando-se que:

- Os sistemas glutamatérgico e catecolaminérgico sio muito importantes no
sistema nervoso, estando relacionados com diversas fungoes;

- O glutamato e a noradrenalina sdo neurotransmissores encontrados em grande
quantidade nos principais centros controladores da pressado arterial;

- A cada dia hd mais evidéncias de que os neurotransmissores exercem efeitos

modulatdrios uns sobre os outros;

Acreditamos que a interacdo entre os sistemas catecolaminérgico e
glutamatérgico possa desempenhar papel importante na via de regulagdo da pressdo
arterial. Assim sendo, propomos uma anéalise dos mecanismos envolvidos na modulagado
dos sistemas catecolaminérgicos e glutamatérgicos em cultura primdria de células do

bulbo.
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2 - Objetivos

-Verificar se hd existéncia de modulagdo entre a via glutamatérgica e noradrenérgica em

culturas de células do bulbo de ratos neonatos.

Objetivos especificos:

Realizar cultura priméria de células do bulbo de ratos. A partir desta:

- Caracterizar o nimero de células e neurdnios nas culturas, assim como a
presenca de células gliais, através de técnicas de imunohistoquimica.

- Observar se a presenca do glutamato na cultura de células influencia a
producdo de tirosina hidroxilase, através de técnicas de PCR em tempo real e Western
Blotting.

- Observar se a presenca do glutamato na cultura de células influencia a

producdo do receptor a2 adrenérgico, através de técnicas de PCR em tempo real e
Western Blotting.

- Observar se a presenca de antagonista do receptor glutamatérgico NMDA
influencia a producdo do receptor a2 adrenérgico, através de Western Blotting.

- Observar se a presenga de noradrenalina na cultura de células influencia a

producdo do receptor glutamatérgico NMDA NRI1, através de Western Blotting.
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3 - Conclusao

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que:

O glutamato € capaz de modular os niveis da enzima tirosina hidroxilase
em culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressao
de mRNA e de proteinas desta enzima 24 horas apds o tratamento

O glutamato é capaz de modular os niveis do receptor a2 adrenérgico em
culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressdo de
mRNA e de proteinas deste receptor 24 horas apds o tratamento

O receptor NMDA modula os niveis do receptor a2 adrenérgico em
culturas de células do bulbo de ratos neonatos, reduzindo a expressao de

proteinas deste receptor 24 horas apds tratamento com agonista
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