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RESUMO



As reacdes de alerta e defesa compreendem ajustes cardiovasculares
proporcionando um fluxo sangtiineo muscular adequado nas situacdes de “luta
ou fuga”. As vias centrais e 0s possiveis neurotransmissores envolvidos nestes
ajustes permanecem ainda, em grande parte, desconhecidas. Neste estudo
buscamos analisar a participacdo da neurotransmissao purinérgica e
glutamatérgica no nucleo do trato solitario (NTS) na génese da vasodilatacéo
muscular durante reacdes de defesa e o papel das vias glutamatérgicas do

NTS para o nucleo rostroventrolateral (RVL) nestas respostas. Ratos Wistar
machos (250-350 g) foram anestesiados (uretana 600 mg/kg + a-chloralose

50 mg/kg, i.v.), paralisados (d-Tubocurarina, 0,5 mg/kg, i.v.) e ventilados
artificialmente. Registramos a pressdo arterial média (PAM), a frequéncia
cardiaca (FC) e o fluxo sanglineo dos membros posteriores (FSMP). A
condutancia vascular dos membros posteriores (CVMP) foi determinada como
a razdo FSMP/PAM e expressa como percentagem do valor basal. A
estimulacdo elétrica (EE; 150 pA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s) do hipotalamo lateral
provocou hipertensao, taquicardia e vasodilatacdo nos membros posteriores. A
microinjecao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl), um antagonista nao
especifico de receptores P2x no NTS, reduziu a vasodilatagdo nos membros
posteriores durante a EE do hipotalamo (173+19,0 vs 28+14,1% do basal) sem
alterar as respostas pressora e taquicardica. A microinjecdo do agonista P2x
a,pB-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS produziu hipotenséo, bradicardia
e vasodilatacdo dos membros posteriores. A microinjecdo de suramin (100

pmol/50 nl) bloqueou a vasodilatagdo muscular (76+£15,2 vs 9+2,1% do basal)



e a hipotensdo (-47+4,5 vs -6+2,0 mmHg). A microinjecdo de acido
quinurénico (4 nmol/50 nl), um antagonista glutamatérgico ionotrépico nao
seletivo no NTS bloqueou, de forma semelhante ao suramin, a vasodilatagéo
durante a EE do hipotalamo (134+21,5 vs 27+12,7% do basal) sem alterar as
respostas pressora ou taquicardica. O bloqueio bilateral no RVL com
microinjecdes de acido quinurénico reduziu intensamente a resposta
hipotensora (-60+6,1 vs -9+3,7 mmHg) e vasodilatadora (126+16,9 vs 17+4,6%
do basal) provocada pelas microinje¢cbes de o,-methylene ATP (100 pmol/50
nl) no NTS. O agonista purinérgico A2a, CGS21680 (20 pmol/50 nl) no NTS,
evocou hipotensao, bradicardia e vasodilatacdo muscular de longa duracdo. O
bloqueio do RVL com éacido quinurénico (4 nmol/50 nl) reduziu a hipotensao (-
41+4,7 vs -7+1,9 mmHg), a bradicardia (-33+9 vs -10+3,1 bpm) e a
vasodilatacdo nos membros posteriores (81+5,6 vs 8+1,5% do basal). Estes
resultados sugerem que a vasodilatacdo muscular nas repostas de defesa
depende da ativacdo de receptores P2x e receptores glutamatérgicos no NTS.
Ajustes cardiovasculares por ativacdo dos receptores purinérgicos P2x e A2a
no NTS provocam vasodilatacdo muscular que depende da liberacdo de
glutamato no RVL, provavelmente ativando interneurénios inibitorios ali

presentes.



INTRODUCAO



1-INTRODUCAO GERAL

A perfusdo do leito vascular capilar constitui um elemento essencial da
homeostasia. E através do fluxo sangiiineo percorrendo este territério e das trocas
ai realizadas que o intersticio pode ser renovado, mantendo-se as condicdes
ideais para a homeostasia celular. Uma vez que o gasto energético da maioria dos
tecidos do organismo ndo é constante, mas muito variavel, os mecanismos de
ajustes do fluxo sanglineo e da taxa de perfusdo sao essenciais para a
manutencdo do equilibrio interno e das fungbes vegetativas basicas. Estes
mecanismos e ajustes sdo especialmente necessarios durante a emissdo de
comportamentos que demandem mobilizagdo de multiplos sistemas do organismo.
Ao emitir um determinado comportamento o sistema nervoso central (SNC)
mobiliza sistemas efetores que compreendem os sistemas motores, envolvidos
com a ativacdo de musculatura esquelética, e os sistemas neurovegetativos,
compreendendo a mobilizagdo das divisdes simpatica e parassimpatica do assim
chamado sistema nervoso autbnomo, do sistema respiratério e os sistemas
neuroenddcrinos. Os ajustes do fluxo sanguineo constituem um dos principais
componentes vegetativos, uma vez que se relacionam diretamente com a
adequacao da perfusdo. Os ajustes do fluxo sanguineo e da resisténcia vascular
periférica (ou do seu inverso, i.e., a condutancia vascular) se realizam
essencialmente por modificagbes rapidas do calibre das arteriolas, i.e., de graus
variaveis de vasoconstricdo e vasodilatacao.

Dentre as numerosas classes de comportamento emitidas pelos animais os
comportamentos de alerta se destacam devido a sua relevancia na protecao da

vida e da integridade fisica do individuo. Os comportamentos de alerta e defesa



sao fundamentais para a sobrevivéncia das espécies devido a capacidade de
antecipar e preparar o organismo para uma situagao de alta demanda fisica-
mental, otimizando o desempenho das atitudes e respostas a serem tomadas
frente a um estimulo. Embora quase que exclusivamente referidos como os
comportamentos exibidos por um individuo frente a estimulos potencialmente
lesivos ou a um agressor mais poderoso, os comportamentos defensivos
provavelmente constituem um continuo, incluindo desde o simples abanar de uma
orelha ou cauda para afastar um inseto, a retragdo de um membro
(comportamento de flexdo) ou a cabega de um agente nocivo, a esquiva ou fuga,
i.e., a retragdo de todo o corpo destes agentes ou, ainda, manifestagdes verbais
de desculpa, de justificativa etc (Timo-laria, 1985). Os assim chamados
“exercicios fisicos” , como o correr, nadar etc, podem também ser classificados
como uma manifestacdo deste comportamento. Respostas ao exercicio fisico
mobilizam todos os sistemas fisioldgicos, ajustando o organismo a um maior nivel
de trabalho e demanda, sendo assim, com um consequente aumento no consumo
energético e no nivel metabdlico. A Figura 1 representa o modelo do componente

periférico desses sistemas integrados.

Artery Fig 1 — Possiveis

componentes periféricos
envolvidos nos ajustes
hemodinamicos durante
comportamentos de
defesa.
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Dentre os ajustes cardiovasculares caracteristicos dos comportamentos de
alerta podemos citar: os aumentos da pressao sanguinea arterial, da forga e da
frequéncia cardiacas e do débito cardiaco. O aumento do débito cardiaco é
seletivamente dirigido aos territérios musculares mobilizados, com graus variaveis
de vasodilatacdo muscular, enquanto se observa vasoconstricdo de outros
territérios como, por exemplo, o leito vascular esplancnico. As vias neurais
responsaveis por estes ajustes ainda ndo sdo completamente conhecidas e tem
constituido uma linha de pesquisa em nosso laboratério.

A caracterizagdo dos ajustes vegetativos envolvidos com as reagdes de
defesa recebeu um notavel impulso a partir dos trabalhos de Hilton e
colaboradores na década de 1960 (Abraham et al. 1962). Estes investigadores
demonstraram que em animais anestesiados a estimulagédo elétrica de regides
hipotalamicas e mesencefalicas provocava ajustes cardiovasculares compativeis
com aqueles descritos nas reagdes de alerta e defesa, i.e., aumento transitorio da
pressao arterial, taquicardia, intensa vasodilatacdo muscular esquelética e
vasoconstricdo mesentérica. Em animais despertos a estimulacdo destas mesmas
areas também provocava ajustes motores como rosnados, grunhidos,
abaixamentos do corpo etc. Desenvolvendo técnicas de registro cronico de fluxo
sanguineo e pressao arterial, estes autores puderam demonstrar o carater
concomitante e integrado destas reagbes motoras e vegetativas, demonstrando
finalmente que os comportamentos de alerta eliciados pela estimulagao destas
regides eram semelhantes aqueles obtidos naturalmente por estimulagdo auditiva,

visual ou tactil (Abraham et al., 1962).



Posteriormente, Yardley e Hilton (1987) propuseram que, no rato, a
estimulagao elétrica hipotalamica desencadeava uma resposta vasodilatadora em
membros posteriores. Segundo estes autores, nestes animais, a vasodilatagao
muscular observada era devido a combinag¢ao da redugao do tono vasoconstritor
simpatico e a vasodilatacdo induzida pela secre¢ao de catecolaminas circulantes
agindo em receptores [y-adrenérgicos. Todavia, estes estudos demonstraram
ainda que uma resposta vasodilatadora dos membros posteriores podia ser
observada mesmo apos a combinagao de adrenalectomia bilateral e administracao
sisttmica de um antagonista o4 adrenérgico sugerindo a existéncia de outros
mecanismos capazes de promover vasodilatacdo muscular.

Evidéncias experimentais obtidas nos ultimos anos (Possas & Lewis, 1997,
Davisson et al., 1994, 1997) sugerem o envolvimento de um terceiro mecanismo,
ja citado, durante a vasodilatagdo muscular nos comportamentos de alerta. Este
mecanismo parece envolver a liberacdo de NO nos terminais nervosos ou
compostos nitrosilados contendo NO em sua estrutura quimica (Davisson et al.,
1994, 1997).

Estudos anteriores demonstraram a presengca da enzima Oxido nitrico
sintase (NOS), responsavel pela sintese e liberacdo de NO, em neurbnios pré-
ganglionares e em fibras pos-ganglionares da cadeia simpatica lombar de ratos.
Nesses neurdnios simpaticos a NOS ¢ sintetizada no corpo celular e transportada
anterogradamente aos botbes terminais por sistemas de transporte axonal
(Davisson et al., 1997). A estimulagédo elétrica da cadeia simpatica lombar com

baixas frequéncias provoca uma vasodilatagdo do membro posterior, a qual pode



ser abolida pela administracdo sistémica de 7-nitroindazole (7-ni), um inibidor
especifico da NOS neuronal (Davisson et al., 1997).

O bloqueio da NOS neuronal pela administragao sistémica de 7-ni abole a
vasodilatagcdo dos membros posteriores induzida pela estimulagado elétrica de
aferentes dos baroceptores no nervo laringeo superior (Possas & Lewis, 1997).
Resultados prévios do nosso laboratério indicam que a vasodilatagcdo muscular
nos membros posteriores em ratos anestesiado induzida por estimulacio elétrica
hipotalamica é abolida apds a combinacdo de adrenalectomia bilateral e infusédo
sistémica de fentolamina, seguido pela administragdo sistémica de L-NAME, um
antagonista competitivo da NOS neuronal e endotelial (Ferreira-Neto et al., 2005).
Essas evidéncias sugerem uma vasodilatagdo muscular a qual depende de trés
componentes: 1) a retirada do tbnus vasoconstritor simpatico, 2) a liberagao de
catecolaminas pela medula da adrenal e 3) a liberagao de 6xido nitrico e fatores

nitrozilados nas terminagdes nervosas; conforme mostra a Figura 2.

Fig 2 — Possiveis componentes
NO presentes na vasodilatagao

— durante reacgbes de alerta e
,noradrenalina
. defesa.
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Finalmente, Davisson et al (1994) demonstraram que, em ratos acordados,
a vasodilatagdo em membros posteriores, durante reacdes de alerta produzidas
pela aplicacdo de um jato de ar na regido do focinho, era abolida apds a

administragao sistémica de hexametdnio (um antagonista nicotinico ganglionar) ou



apos L-NAME, sugerindo a dependéncia da vasodilatagdo e a ativacédo de fibras
simpaticas pds-ganglionares e a sintese de NO (Colombari et al., 1998).

O conjunto destes estudos sugere a existéncia de uma via nitrérgica capaz
de modular a resisténcia / condutancia vascular dos membros posteriores, capaz
de ser ativado durante ajustes reflexos homeostaticos, como os associados aos
reflexos baroceptores, mas também durante a vasodilatagdo muscular de

auténticas reacdes de alerta / defesa.

2-O NUCLEO ROSTROVENTROLATERAL (RVL)

A circuitaria responsavel pelos mecanismos de vasodilatacdo acima
descritos envolve a integridade de regides responsaveis pela regulagido
neurovegetativa no SNC, dentre essas areas destacamos alguns nucleos
localizados no tronco cerebral capazes de se projetarem para a medula espinal e
para algumas regides do diencéfalo.

A partir dos estudos de Feldberg e Guertzeinstein (1976) sobre a
localizac&o das areas bulbares responsaveis pela manuteng¢ao do tono vasomotor
e da pressao artérial, Reis e colaboradores (Ross et al., 1984) demonstraram uma
notavel coincidéncia entre estas areas e a localizagdo do grupo C1 de neurdnios
adrenérgicos em ratos. Baseados nas caracteristicas funcionais, na presencga dos
neurdnios adrenérgicos, nas projecdes a coluna intermédio lateral (IML) e na
hodologia desta area, Reis e colaboradores propuseram a existéncia de uma nova
entidade anatémica que foi denominada nucleus reticularis rostroventrolateralis ou

nucleo reticular rostroventrolateral (RVL). (Ross et al., 1984).



Evidéncias experimentais obtidas nos ultimos trinta anos demonstraram que
o RVL constitui a principal fonte de excitagao tonica de neurdnios simpaticos pré-
ganglionares na IML. Anatomicamente, neurbnios bulbo-espinais do RVL
projetam-se diretamente e monosinapticamente a neurbnios simpaticos pré-
ganglionares estabelecendo sinapses excitatdrias. Estudos utilizando técnicas
eletrofisiolégicas demonstraram no RVL a presencga de neurdnios cuja atividade é
sincronizada com o ciclo cardiaco e cuja descarga precede, sistematicamente, a
descarga de neurbnios simpaticos pré-ganglionares e a atividade simpatica em
fibras pds-ganglionares cardiacas e vasomotoras (Brown & Guyenet, 1984, 1985;
Morrison & Reis, 1989). Diversas evidéncias experimentais suportam a hipotese
de que o L-glutamato constitua o neurotransmissor preferencial em rapidas
sinapses excitatérias entre o RVL e neurdnios simpaticos pré-ganglionares na IML
(Morrison et al., 1991; Morrison et al., 1989).

Os neurbnios do RVL s&o os responsaveis pela atividade simpatica ao
coragao, vasos e da medula da adrenal (revisdo em Dampney, 1994, Guyenet,
2006). O RVL constitui o brago eferente final comum de diversos ajustes
cardiovasculares incluindo os ajustes reflexos provocados pela estimulagdo de
aferentes dos baroceptores (Granata et al., 1983, 1985), quimioceptores (De Paula
& Machado, 2001) e na resposta isquémica cerebral (Sun et al., 1992). O RVL
parece constituir ainda a via eferente das respostas pressoras e de ajustes
hemodindmicos provocadas pela estimulacido elétrica do nervo ciatico ou
provocados pela estimulagdo da contragdo muscular (Stornetta et al., 1989;

Morrison et al, 1989; Possas et al., 2001; Bauer et al. 1989, Cravo et al. 2003).



Estudos anteriores demonstraram que em ratos anestesiados a possivel
participacdo do RVL em ajustes cardiovasculares presentes durante a estimulagao
elétrica de aferentes cutaneos e musculares. A estimulagcdo desses aferentes
provoca aumento transitério da pressdo arterial (Kiely & Gordon, 1994),
taquicardia e vasodilatagdo do membro estimulado. (Possas et al., 2001). Estes
ajustes sao integrados no RVL contralateral ao sitio de estimulagao. Além disto, foi
possivel demonstrar que no RVL sinapses glutamatérgicas medeiam a resposta
pressora a estimulacido nociceptiva, enquanto a vasodilatagdo muscular depende
de sinapses GABAérgicas.

Em um estudo posterior Cravo et al (2003) buscaram determinar a
participacdo do RVL na vasodilatagdo muscular durante o alerta induzido pela
estimulacao hipotalamica. Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que
no rato a vasodilatagdo muscular parece envolver pelo menos trés mecanismos: 1)
a reducao do tono vasoconstrictor simpatico, 2) a secre¢ao de catecolaminas pela
medula da adrenal e 3) um mecanismo dependente da sintese/liberagdo de NO.
Essa vasodilatacdo muscular obtida era completamente abolida apds o bloqueio
dos receptores glutamatérgicos no RVL, por microinjecdo bilateral de &cido
quinurénico, um antagonista glutamatérgico ionotropico nao-seletivo. Estes
resultados confirmaram e expandiram os resultados anteriores, indicando o papel
fundamental do RVL na vasodilatacdo durante as reacdes de alerta. A interacao
das projegdes purinérgicas e dos receptores glutamatérgicos localizados nesse

nucleo envolvidos nesta resposta, todavia, permanece desconhecido.
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3-OS NUCLEOS DO TRATO SOLITARIO (NTS)

Localizado na regidao dorso-medial do tronco cerebral, os nucleos do trato
solitario (NTS) recebem projecdes de diversas regides do SNC e integram
informagdes vegetativas contribuindo para a regulagdo homeostatica de diversos
sistemas como o respiratério e o cardiovascular (Ciriello et al., 1994). No sistema
cardiovascular, o NTS possui um papel de extrema importancia para os ajustes de
perfusao tecidual compreendendo a pressao arterial (Colombari et al., 1996) e o
fluxo sanglineo em diversos territorios (Dias e Colombari, 2006).

O NTS tem conexdes diretas com numerosas estruturas do tronco cerebral
e diencéfalo envolvido na regulagédo cardiovascular como, por exemplo, a area e
defesa hipotalamica correspondente ao hipotadlamo lateral (Mifflin et al., 1988;
Silva Carvalho et al., 1995; Rocha et al., 2003), o RVL (Meeley et al., 1985), para a
regido caudoventrolateral do bulbo, a area parabraquial e o nucleo paraventricular
do hipotalamo (Hermes et al., 2006; Ruggiero et al., 1990).

O NTS também é integrante das vias centrais controladoras da condutancia
vascular no territério muscular. Ha muito tempo sabe-se que lesdo do NTS
provoca hipertensdo neurogénica muitas vezes fulminante, com faléncia
ventricular esquerda e edema agudo de pulmdo (Talman et al., 1981). A
estimulacédo do NTS por microinje¢cbes de agentes excitatérios como o L-glutamato
provoca respostas cardiovasculares complexas que dependem de diversos fatores
como o uso de anestésicos e/ou a sub-regido do NTS estimulada (Sapru, 2002;
Colombari, 1996). Em animais anestesiados a estimulagdo das porgdes
intermediarias do NTS provoca um padrdo de respostas caracterizadas por

hipotensao, bradicardia e vasodilatagdo muscular (Foley et al., 1998; Canesin et
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al., 2000). Em animais nao anestesiados, a microinjecdo destas mesmas areas
provoca ajustes bifasicos na pressado arterial, caracterizando uma hipotenséo
rapida e curta, seguida de hipertensao (Colombari et al., 1998; Dias et al., 2001).
Quanto a resisténcia vascular dos membros posteriores, a estimulagdo do NTS
nestas condigbes provoca vasoconstrigdo inicial, seguida por uma intensa
vasodilatagcdo no trem posterior. A vasodilatacdo muscular obtida parece conter
um componente dependente de NO, uma vez que ela é abolida apds a
administragcado sistémica de L-NAME (Colombari et al.,1998). No NTS a
vasodilatacdo muscular pode ser obtida pela estimulacao seletiva de receptores
glutamatérgicos do subtipo ndo-NMDA (Dias et al., 2001). O bloqueio
farmacolégico com a microinjecdo de L-NAME no NTS reduziu ajustes
cardiovasulares de pressao arterial, freqiéncia cardiaca e atividade simpatica
renal em resposta a estimulagcado de receptores NMDA e ndo NMDA (Dias et al.,
2005). Estes resultados demonstram a possibilidade da ativagdo, a partir do NTS,
de vias vasodilatadoras da musculatura esquelética nos membros posteriores
(Dias e Colombari, 2006).

Estas vias do NTS sao partes integrantes dos circuitos neurais de regulagao
reflexa cardiovascular, porém € muito provavel o seu envolvimento nos ajustes
cardiovasculares durante a emissdo de comportamentos defensivos. Trabalhos
utilizando ratos ja demonstraram a participagdo de neurotransmissores como a
serotonina (5HT) provenientes de neurbnios da area de defesa hipotalamica
(HDA) sobre o NTS inibindo o barorreflexo (Sevéz-Couche et al.,, 2003) e
facilitando o quimiorreflexo (Rocha et al., 2003). Diversos estudos anteriores com

gatos demonstraram uma relagcéo da ativagdo nas areas de defesa hipotalamica
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sobre o NTS, o barorreflexo e o quimiorreflexo (Spyer et al., 1997; Silva-Carvalho

et al., 1995; Mifflin et al., 1988).

4-RECEPTORES PURINERGICOS

Nas ultimas décadas novas formas de comunicagcdo celular foram
descobertas e diversas substancias tiveram novas propriedades identificadas. Os
efeitos do ATP juntamente com seus compostos derivados tém sido
documentados em estudos envolvendo desde uma célula in vitro até mesmo
respostas fisioldgicas em todo o organismo (Ralevic & Burnstock, 1998; Ralevic et
al., 1999). Os receptores para as purinas podem ser encontrados ao longo de todo
organismo em diversos sistemas envolvidos com a contragdo da musculatura lisa,
na secrec¢ao exocrina e enddcrina, na resposta imune, na resposta inflamataéria, na
agregacao plaquetaria, na dor, na modulagdo cardiovascular entre todas outras
mais. Sabe-se hoje que o ATP e a adenosina (seu principal catabdlito) (Fig 3)
podem também atuar como neurotransmissores, neuromoduladores e até mesmo
como cotransmissores nas sinapses dos sistemas nervoso central e periférico
(Burnstock, 1999, 2004).

O possivel papel do ATP e seus derivados como neurotransmissores em
transmissdes nervosas purinérgicas foi primeiramente relatado na literatura em
1972 por Burnstock (Burnstock, 1972) descrevendo receptores especificos para
estes compostos primariamente no sistema nervoso periférico e em seguida
outros autores inferiram a participacdo desses receptores no sistema nervoso
central (Wu & Phillis, 1976). Dentre as classes de receptores purinérgicos o0s

receptores P1 para adenosina podem ser subdivididos em A1, A2a, A2b, e A3;
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funcionando por meio de um acoplamento com a proteina G. Em contrapartida os
receptores P2 para ATP se dividem em duas familias: P2x (ionotrépicos) e P2y
(metabotrépicos). Nos mamiferos temos o espectro P2x variando com sete
subtipos (P2x4.7) e os P2y com cinco subtipos (P2y4, P2y, P2ys, P2ys, P2y14,)
(Ralevic & Burnstock, 1998; Burnstock 1999).

0- 0— o-— = i 5
H 'l Fig 3 — Representagao
> | . \‘)trmj esquematica da molécula de

adenosina e adenosina tri-fosfato.

ATP

Estudos envolvendo métodos autorradiograficos no sistema nervoso central
demonstraram alta distribuigdo dos receptores purinérgicos A1(St Lambert et al.,
1996; Carretiero & Fior-Chadi, 2004), A2a (Thomas et al., 2000) e P2x (Kanjhan et
al., 1999; Tuayu et al., 1997) ao longo do tronco cerebral e principalmente no NTS
de ratos. Estes subtipos de receptores estavam densamente distribuidos em
nucleos responsaveis pela regulagdo cardiovascular localizados nas superficies
ventral e dorsal do bulbo de ratos.

Foi demonstrado que os receptores A1 no NTS possuem fungdes
importantes no componente hipertensor durante os ajustes hemodinamicos
evocados pela estimulagdo elétrica do hipotalamo em ratos anestesiados. St
Lambert et al (1996) observaram que a administragdo do antagonista DPCPX para

receptores A1 na porcdo posterior do IV ventriculo reduzia a hipertenséo
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decorrente da estimulagao hipotalamica. Estes mesmos autores realizaram cortes
seriados in vitro utilizando troncos cerebrais de ratos marcados com [PH]DPCPX,
estas marcagdes indicaram alta densidade desses receptores nas imediagdes dos
nucleos RVL e NTS.

Ainda estudando subtipos de receptores para adenosina, utilizando o
antagonista ['?°1]ZM241385 para receptores do subtipo A2a, Thomas e
colaboradores (2000) demonstraram a distribuicdo desses receptores no tronco
cerebral de ratos. Os sitios que apresentaram receptores com alta afinidade foram
os territérios rostrais do NTS e do RVL, o NTS comissural e o nucleo dorsal motor
do vago possuiam niveis intermediarios de afinidade, finalmente baixos niveis de
afinidade foram encontrados nas mediagdes caudais do NTS e no nucleo
caudoventrolateral (CVL). O bloqueio do subtipo de receptor A2a com a
microinjecdo do antagonista ZM241385 n&o alterou os niveis basais de pressao
arterial e freqUéncia cardiaca. Durante a estimulacdo do nervo adrtico depressor
ipsilateral houve uma diminuigdo da resposta bradicardica enquanto a resposta
hipotensora e a redugao da atividade do nervo frénico permaneceram inalteradas,
tendo-se concluido que os receptores A2a podem participar nos ajustes do
barorreflexo.

Por sua vez os receptores purinérgicos P2x para ATP também estdo
presentes em diversas regides ao longo do tronco encefalico e da medula espinal
(Tuyau et al., 1997; Kanjhan et al., 1999; Yao et al., 2001). Através da marcagao
imuno-histoquimica por meio de anticorpos P2x2R96ab projetados para se ligarem
as proteinas dos receptores ionotropicos P2x2, Kanjhan e colaboradores (1999)

notaram uma intensa marcagdo desses receptores na regido do RVL, porém
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ocorrendo de forma moderada quando toda extensao da regido C1 de neurbnios
catecolaminérgicos era analisada. O nucleo ambiguo apresentou niveis
relativamente baixos, enquanto a regido reticular caudoventrolateral do bulbo
apresentou a maior expressao. Outros dois nucleos bulbares que apresentaram
forte marcagao imunoistoquimica foram o NTS e o nucleo dorsal motor do vago.

A transmissdo purinérgica possui papel fundamental na regulagao
cardiovascular, estando envolvida com ajustes da pressao arterial, da frequéncia
cardiaca e do fluxo sangliineo muscular. Como ja foi demonstrado, os receptores
purinérgicos estdo densamente presentes em neurbénios dos nucleos vasomotores
na medula oblongata e a ativagdo quimica de seus subtipos evoca ajustes reflexos
e comportamentais caracteristico. E plausivel que esses receptores estejam
envolvidos nos ajustes reflexos de baroceptores, quimoceptores e até mesmo nas
reacoes de defesa hipotalamica.

A estimulacdo dos receptores A1 no NTS comissural, por microinjegdo de
adenosina, provoca uma hipertensdo de longa duragdo sem alterar os niveis
basais de frequéncia cardiaca. Em ratos acordados, De Paula e Machado (2001)
tentaram bloquear a resposta hipertensora do quimioreflexo induzida pela infusao
sistémica de cianeto de potassio (KCN). Apds a microinjegdo do antagonista A1
,DPCPX, em sitios do NTS comissural e intermediario, o aumento transitério da
pressado arterial pela infusdo de KCN nao sofreu alteragbes significativas. Num
estudo prévio de Barraco e Phillis (1991) com ratos anestesiados, a microinjegao
do agonista A1, CPA, provocou ajustes pressores similares aos dados observados

por De Paula e Machado (2001), a microinjegdo do antagonista DPCPX bloqueou
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esses ajustes demonstrando ser um farmaco eficaz para o bloqueio de receptores
A1l.

Os receptores purinérgicos no NTS participam em importantes ajustes
cardiovasculares além de participar nos ajustes pressores por meio dos receptores
A1. A vasodilatagdo muscular e a regulagdo do fluxo sanguineo muscular
possuem importantes papéis entre os ajustes cardiovasculares reflexos nos ratos
e outros receptores purinérgicos contribuem significantemente para estas
respostas. Dentre as categorias dos receptores purinérgicos os subtipos
relacionados com as respostas de vasodilatagdo e aumentos do fluxo sanglineo
sao os ionotropicos P2x para ATP e o subtipo metabotrépico A2a para adenosina.

A ativagdo quimica dos diferentes tipos de receptores purinérgicos em
determinadas regides do NTS €& capaz de evocar variados padrdes de
vasodilatagao e vasoconstricdo caracteristicos em diversos leitos vasculares nos
ratos anestesiados. Mensurando a pressao arterial, a frequéncia cardiaca, o fluxo
sanguineo mesentérico, fluxo sanguineo renal e o fluxo sanguineo iliaco, assim
como suas respectivas condutancias, Barraco et al (1996) demonstraram que a
ativacdo dos receptores A2a no NTS provoca hipotensdo, bradicardia e
vasodilatagdo do territério iliaco muscular prolongados. A estimulagdo quimica
excitatéria dos receptores P2x nos mesmos sitios do NTS também demonstrou
hipotensdo, bradicardia e vasodilatacdo iliaca, porém em associagdo com
vasodilatagdo mesentérica e renal por periodos breves.

A excitagdo quimica de receptores A2a na regido subpostremal do NTS
gera uma prolongada hipotensao, bradicardia e uma vasodilatagdo em territério

ililaco com aumento do fluxo sanguineo do trem posterior de ratos a qual
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permanece em média por 30 minutos, padrdo que foi observado por Barraco e
colaboradores (1996). Kitchen et al (2000) demonstraram que essa vasodilatagao,
consequente da estimulacdo dos receptores A2a no NTS, parece estar
intimamente relacionada com a liberacdo de catecolaminas pela medula da
adrenal. Esses autores realizaram bloqueios adrenérgicos com a administragao
sistémica de propanolol e com adrenalectomia bilateral, abolindo a vasodilatagao
para os membros posteriores induzida pela microinjegdo do agonista A2a
CGS21680 em regides comissurais do NTS. Varios autores concluiram que a
estimulacao dos receptores A2a no NTS aumenta a atividade nervosa simpatica
para a adrenal enquanto diminui a atividade nervosa simpatica renal e néao
modifica a atividade nervosa simpatica do segmento lombar (Scislo et al 1998,
Kitchen et al 2000).

Na mesma regido do NTS, quando ativados quimicamente os receptores
P2x produzem hipotenséo (Ergene et al., 1994), bradicardia (Scislo et al., 1998b) e
vasodilatagdo significativa nos territorios de membros posteriores, mesentérico e
renal (Barraco et al., 1996). Comparando os componentes de débito cardiaco e
resisténcia vascular periférica o estudo de Kitchen et al (2001) provou por meio do
registro da presséo arterial, da frequéncia cardiaca e da implantagdo de um
fluxdmetro Doppler na aorta ascendente, que a hipotensdo esta principalmente
relacionada com a reducdo da resisténcia periférica total e ndo pela reducido do
débito cardiaco.

Ergene et al (1994) demonstraram que a ativagdo de receptores P2x no
NTS subpostremal era capaz de evocar uma resposta hipotensora através da

microinje¢gdo do agonista ionotrépico a,B-methylene ATP para receptores P2x,
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para comprovar a participagao desses receptores esses autores microinjetaram no
NTS seu respectivo antagonista suramin na dose de 500 pmol bloqueando a
resposta hipotensora pelo a,3-methylene ATP. Ja este mesmo grupo de
pesquisadores em 1998 (Scislo et al., 1998b) realizou o bloqueio desses mesmos
receptores com suramin no NTS, durante a bradicardia evocada nas respostas do
barorreflexo. A microinje¢cao de suramin na dose de 500 pmol, nas media¢des do
NTS, bloqueou os ajustes da frequéncia cardiaca decorrentes do barorreflexo
induzido pela infusdo de fenilefrina e de nitroprussiato de soédio. Paton e
colaboradores (2002) propuseram uma nova dose de suramin, 100 pmol, para o
bloqueio dos receptores P2 no NTS, demonstrando que essa dose era capaz e
bloquear a resposta bradicardica induzida pela microinjegdo de a,B-methylene
ATP sem bloquear receptores glutamatérgicos testados pela microinjecdo de
agonistas NMDA e ndo NMDA.

A vasodilatagdo em territorio iliaco foi induzida pela microinjecdo de af-
MeATP na regido do NTS subpostremal. Esta resposta vasodilatadora possui um
pico de resposta maxima maior quando comparado a vasodilatacdo decorrente da
estimulacado dos receptores A2a. Embora esta variagdo maxima de condutancia
vascular seja maior, sua duragdo permanece por um periodo mais curto
diferentemente dos ajustes hemodindmicos em virtude da estimulagédo quimica
dos receptores A2a no NTS onde foram observadas vasodilatagdes com duracdes
de aproximadamente 20 minutos (Barraco et al., 1996). Estes padrbes de
respostas vasodilatadoras descrito acima decorrem de uma simpatoinibicdo em
todos esses territérios (Scislo et al., 2001). Esses ajustes sdo acompanhados de

reducdo da frequéncia cardiaca, muito semelhante aos padrées observados no
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barorreflexo e na estimulagdo dos receptores glutamatérgicos da mesma regiao
(Scislo et al., 1998b). Scislo e O’Leary observaram, por microinjecdo de acido
quinuréncio no NTS, que o bloqueio dos receptores glutamatérgicos no NTS
comissural abolindo os ajustes cardiovasculares induzidos pela microinjecdo do
agonista P2x a,B-methylene ATP no mesmo local. Segundo esses autores o0s
receptores purinérgicos P2x estdo possivelmente atuando como co-transmissor do
glutamato ou por meio da ativagao de interneurénios glutamatérgicos localizados
no préprio NTS (Scislo et al., 2000).

Como pudemos observar os receptores purinérgicos A2a e P2x no NTS
estdo intimamente ligados aos fendmenos de vasodilatagdo em diversos
territérios. Os receptores A1, também localizados no NTS, estdo vinculados aos
ajustes de aumento da presséo arterial. Curiosamente as reagdes de alerta e
defesa sdo altamente conhecidas por esses padrbes de ajustes hemodinamicos
com hipertensao e intensa vasodilatagdo muscular.

A ativacdo quimica dos receptores A1 localizados no NTS comissural
provoca um aumento transitorio da pressao arterial de longa duragéao (Philis et al.,
1997; Barraco & Philis, 1991, Spyer & Thomas, 2000) Scislo e colaboradores
(2001) observaram que o aumento da pressao arterial era acompanhado de
simpatoexcitacdo nos territorios lombar, adrenal e renal. A administragdo de
DPCPX, um antagonista para receptores A1 em diversas doses, na porgao
posterior do quarto ventriculo foi capaz de diminuir os componentes primario e
secundario da resposta hipertensora durante a estimulacado elétrica da HDA,
demonstrando a participacao dos receptores A1 nas reacdes de alerta e defesa

(St Lambert et al., 1996, 1994).
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Durante as reagdes de alerta e defesa St Lambert et al (1997)
demonstraram que o ATP liberado no meio extracelular na regido comissural do
NTS e no RVL, durante a estimulacao elétrica do hipotalamo, é catabolizado em
adenosina pela enzima 5 -ectonucleotidase sendo assim capaz de estimular os
receptores purinérgicos do subtipo A1 nessas regides. A inibicdo da 5°-
ectonucleotidase por meio de a,-meADP no NTS comissural, impedindo dessa
forma a catabolizacdo do ATP em adenosina, foi capaz de bloquear parcialmente
a resposta hipertensora na sua fase primaria, ou seja, durante o periodo de
estimulagcdo. O mesmo bloqueio, quando realizado no RVL, aboliu a segunda fase
da resposta hipertensora que se desenvolve nos momentos seguintes a
estimulacéo elétrica (St Lambert et al., 1997, Spyer & Thomas, 2000). Esses
dados corroboram para indicar o papel fundamental dos receptores A1 e
consequentemente da rapida liberacdo de adenosina nas mediagbes do NTS
comissural em meio as respostas pressoras do alerta.

Dale et al (2002) também estudaram a participacado da rapida liberagao de
adenosina nos receptores A1 do NTS comissural, nas respostas hipertensoras em
ratos durante a estimulacdo da area de defesa hipotalamica. Pela implantacédo de
um transdutor no NTS de ratos anestesiados, eles foram capazes de quantificar
um rapido aumento do nivel de adenosina liberado no meio extracelular assim
como de seus metabdlitos no NTS. Esses autores observaram que a maior
liberagdo de adenosina ocorria em torno de 0,2 a 0,7 mm rostral ao calamus
scriptorius. A quantidade de adenosina liberada no NTS nesses sitios em resposta

a EE da HDA tem se demonstrado mais que suficiente para saturar os receptores
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A1 contribuindo nas primeiras fases do alerta. Os locais onde se encontrou maior
liberacdo de adenosina coincidem com os sitios aferentes dos baroceptores,
sendo assim, o aumento da liberacdo de adenosina poderia excitar uma via
quimioceptora e inibir a via baroceptora a qual seria responsavel pelo aumento da
pressao arterial provocada pela EE hipotalamica.

A rapida liberagcdo de adenosina (proveniente do ATP extracelular)
demonstrou ser um componente importante nas reacbes de alerta e defesa,
colaborando para os ajustes pressores por intermédio da ativagdo de receptores
A1. Sabemos que a estimulacdo elétrica do hipotdlamo produz ajustes
cardiovasculares com hipertensao, taquicardia e intensa vasodilatacdo muscular.
Outra observacao importante € que existem comunicagdées da HDA para o NTS e
a ativacao de receptores purinérgicos presentes no NTS, dos subtipos A2a e P2x,
estao diretamente relacionados com respostas de vasodilatagdo muscular.

Em conjunto os resultados até aqui discutidos permitem sugerir a hipétese
de que vias purinérgicas do NTS constituam parte das vias centrais envolvidas
com a vasodilatacdo muscular dos comportamentos de alerta e defesa, e que esta
vasodilatagdo seja possivelmente mediada pela interagdes com o RVL. No NTS a
participacdo dos receptores purinérgicos e sua interagdo com receptores
glutamatérgicos de outras regides do sistema nervoso, envolvido nas respostas

vasodilatadoras, ainda permanecem desconhecidas.
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HIPOTESE:

A vasodilatacdo muscular nas reacdes de alerta e defesa, provocadas pela
estimulacao elétrica da area de defesa hipotalamica, dependeria da presenca
de ATP extracelular e da consequiente ativacdo de receptores purinérgicos do
subtipo P2x nas mediacbes do NTS intermediario. Quando ativados, 0s
receptores do subtipo P2x e A2a presentes no NTS provocariam vasodilatacao
devido a uma excitacdo de neurbnios do RVL por meio de sinapses
glutamatérgicas. A vasodilatacdo em trem posterior de ratos anestesiados,
provocada pela ativacdo de receptores P2x no NTS, estaria relacionada

preferencialmente com a retirada do tdnus vasoconstritor simpatico.

Fig 4 — Modelo experimental proposto para o estudo das vias centrais

envolvidas com as reacdes de alerta e defesa.
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OBJETIVOS:
1. Caracterizar a funcdo dos receptores purinérgicos P2x do NTS na
regulacdo da vasodilatacdo muscular em membros posteriores de ratos
durante as reacOes de alerta, promovido pela estimulacéo elétrica da area

de defesa hipotalamica.

2. Estudar a interacdo entre NTS e o0 nucleo RVL por meio de projecdes
glutamatérgicas nos ajustes cardiovasculares ativados pela estimulacao de

receptores purinérgicos no NTS.

3. Verificar a participacao dos receptores purinérgicos P2x no componente de

retirada do tdnus simpatico vasoconstritor durante a vasodilatagdo muscular

presente nas reagdes de alerta e defesa.
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METODOS



1-PROCEDIMENTOS GERAIS:

Todos os experimentos foram realizados em ratos adultos machos Wistar
(250-350 g, N=32), fornecidos pelo Biotério Central da Escola Paulista de
Medicina (CEDEME). Ap6s indugao da anestesia com Halotano (3% em Oz 100%)
e canulagao da veia jugular, todos os animais foram anestesiados com Uretana,
(0,6 g/kg, i.v.) e a—cloralose (50 mg/kg, i.v.). A traquéia foi canulada para redugao
da resisténcia das vias aéreas e ventilagao artificial. Os animais foram paralisados
com d-tubocurarina (0,5 mg/kg, i.v.) e ventilados artificialmente em ar ambiente
(7025 Rodent Ventilator — UGO BASILE) com volume corrente de 0,6 ml/100 g de
peso corporal e frequéncia de 70 a 90 ciclos por minuto. A temperatura retal foi

mantida em 37,5+0,5 °C por meio de uma mesa aquecida (Figura 5).

Fig 5 — Cateterizagbes e
traqueostomia. Abaixo na foto da
esquerda para a direita:
cateterizagao da veia jugular,
traqueostomia e cateterizagao da
artéria carétida comum (setas em
preto).
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A pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada a partir da canulagdo na
artéria carétida direita com tubos de polietileno (PE-50) preenchidas com solugéo
fisiolégica heparinizada, conectados a um transdutor de pressao acoplado a um
amplificador (ETH-2000CB SCIENCES INC) e a um sistema de aquisi¢cdo e
analise de dados (PowerLab, ADInstruments).

A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC) foram obtidas
simultaneamente a partir de derivagdes do sinal de PAP. A PAM foi calculada a
partir do registro da presséao arterial pulsatil com a formula: PAM = PAdiastdlica +
1/3 (PAsistdlica - PAdiastdlica).

O fluxo sanguineo muscular ao trem posterior (FSMP) foi mensurado com
fluxometria por tempo de transito (Transonic) através de uma sonda miniaturizada
colocada ao redor da porgéo final da aorta abdominal (Figura 6), imediatamente
acima da bifurcacdo das artérias iliacas. A media da conduténcia vascular do trem
posterior (CVMP) foi calculada através da razdo do sinal de fluxo sobre o sinal da
PAM. Variagbes percentuais do fluxo sanguineo do trem posterior e da
condutancia vascular foram expressas como % do valor basal e calculadas pelas

féormulas:

AF% = (Ffinai-Finiciar)/ Finicial X 100%

AC% = (Cfina-Cinicial)/Cinicial X 100%
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Fig 6 — Regido para implantacao da
sonda na artéria aorta abdominal
inferior (seta branca).

Para a estimulagao elétrica (EE) da area de defesa hipotalamica (HDA), os
animais foram fixados em um aparelho estereotaxico com a barra nasal fixada a
3,4 mm abaixo da linha interaural. Apds os animais serem fixados, foi feito uma
incisdo longitudinal da pele da cabega e tecido subcutaneo. Determinado o l6cus
de introdugédo dos eletrodos utilizando como referéncia o Bregma, em seguida
realizou-se a trepanacgao do cranio utilizando-se para isto uma broca odontoldgica.
Perfuramos discretamente a dura-mater com uma agulha hipodérmica para
faciltar a introdugdo do eletrodo, certificando que este incidisse
perpendicularmente.

Para a realizagdo das microinjegdes no RVL e no NTS utilizamos a barra

nasal posicionada a 11 mm abaixo da linha interaural, apds a fixagdo da cabeca

27



no aparelho estereotaxico, a musculatura posterior da regido cervico-occiptal foi
retirada expondo o 0sso occiptal e a membrana atlanto-occiptal. Esta membrana
foi seccionada e rebatida expondo o calamus scriptorus (CS), o qual utilizamos

como referéncia para as coordenadas estereotaxicas nas microinjegoes.

2-ESTIMULAGAO ELETRICA DO HIPOTALAMO

Os ajustes vegetativos das reacdes de alerta e defesa foram provocadas
pela estimulagado elétrica de sitios especificos da regiao hipotalamica perifornical
com eletrodos bipolares concéntricos (1 mm de didmetro externo) conectados a
um estimulador (Grass) com pulsos quadrados de 0,6 ms de duragdo, 100 Hz de
frequéncia e intensidade de 150 pA por 6 s. As coordenadas utilizadas (AP 2,8 a
4,3 mm caudal ao bregma; ML 0,5 a 2,5 mm lateral ao bregma; DV -8,0 a -9,5 mm
ventral a dura-mater) tinham como referéncia o Atlas de Paxinos e Watson (1997).
Nestes experimentos pretendiamos explorar sistematicamente estas regides e
estabelecer os sitios capazes de promover respostas de aumento da PA,

freqUéncia cardiaca e vasodilatagdo muscular.

3-MICROINJECOES NO RVL E NTS

As microinjecdes foram realizadas através de um sistema pneumatico de
pressao (Picospitzer) utilizando-se capilares de vidro com didmetro interno de (0,5
mm). Os capilares foram estirados (Vertical Peipette Puller — MOD 700C) e as
pontas ajustadas a um diametro final de 30 a 50 um. O volume injetado (50 nL)

fora controlado pelo deslocamento do menisco no interior da pipeta, através de um
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microscopio cirurgico (DF-Vasconcelos / M-900) dotado de um reticulo graduado
em uma das lentes oculares.
As microinjecdes serao feitas nas seguintes coordenadas:

Nucleo rostroventrolateral (RVL)

AP: 25 a 2,7 mm rostral ao CS; ML: 1,9 a 2,1 mm lateral ao CS; DV: 2,5-2,6 mm
ventral ao CS.

Nucleo do Trato Solitario (NTS)

As microinjecdes serao feitas nas seguintes coordenadas:
AP: 0,5 a 0,8 mm rostral ao CS; ML: 0,5 mm lateral ao CS; DV: 0,3 mm ventral ao

CS.

4-HISTOLOGIA

Ao final de cada experimento os sitios de estimulagcdo elétrica no
hipotalamo foram marcados por lesdes eletroliticas (DC, 500 pyA — 1 mA, 20 s), ja
os sitios de microinjecdo no RVL e no NTS foram marcados pela inje¢do de 50 nl
de uma solugado a 2% de azul de Evans. Os animais foram sacrificados com uma
dose letal de anestésico e perfundido via transcardiaca com salina (200ml),
seguido por folmaldeido 10% (300 a 400 ml). O encéfalo retirado e mantido no
mesmo fixador por 18-24 horas e em seguida transferido para uma solugdo de
sacarose 30% por 24 a 48 horas. As regides de estimulagao hipotalamica, do RVL,
e do NTS foram seccionados em cortes coronais de 40 um de espessura em um
microtomo de congelamento. Os cortes obtidos foram montados em laminas de
vidro e corados pela técnica de vermelho neutro 1%. Os cortes obtidos foram

analisados com microscopia oOptica em campo claro (Nikon-Optiphot-2) para
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observacado do sitio de estimulagdo e microinjegdo. A microinjecao de azul de
Evans e a lesao eletrolitica estdo representadas na Figura 7 abaixo e os cortes

histolégicos ao final apds os protocolos experimentais.

du.

Figura 7 — Representagao da leséo eletrolitica no hipotalamo e microinjecéo de

azul de Evans ao término do experimento.
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5-DROGAS UTILIZADAS
A lista abaixo contém os farmacos inicialmente a serem utilizados neste
projeto.
Anestésicos
Halotano: anestésico geral — (2% em O, 100%) — (Halotano; Cristalia — Produtos
Quimicos farmacéuticos Ltda; Itapira; SP, Brasil)
Uretana: 0,6g/kg, i.v. (Sigma Chemical Co)
a-cloralose: 50mg/kg, i.v. (Sigma Chemical Co)
Injecbes endovenosas

Solucéo fisioldgica: NaCl 0,9% - estéril

d-tubocurarina: 0,5 mg/kg — Bloqueador Neuromuscular (Sigma Chemical Co)

fentolamina: 1,5mg/kg — antagonista a-adrenérgico (Sigma Chemical Co)
MicroinjecOes

Solucio fisioldgica: NaCl 0,9% - estéril

acido _quinurénico: antagonista glutamatérgico ionotropico nao seletivo (Sigma

Chemical Co)

a,B-methylene ATP: a,p-Methylene-adenosine-5'-triphosphate agonista para

receptores de ATP — P2x
CGS21680: 2-p-(2-Carboxyethyl)phenethylamino-5'-N-ethylcarboxamidoadenosine
agonista para receptores de Adenosina — A2a (Tocris)

suramin: antagonista para receptores de ATP — P2x (Tocris)
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6-ANALISE ESTATISTICA

Para cada episodio de estimulacdo elétrica do hipotalamo, foram
registrados variagdbes maximas de PAM, FC, Fluxo sanguineo de membros
posteriores e Condutancia vascular dos membros posteriores. Para avaliacao das
variagdes da condutancia vascular, utilizamos: 1) area total da resposta, calculada
como a area total sob a curva da variagao percentual da condutancia vascular
desde o inicio da estimulagéo até o retorno ao valor basal; 2) pico da resposta,
através do valor maximo atingido expresso como % em relagao ao valor basal.
Os dados foram expressos na forma de média * erro padrao da média. Na
comparagao entre os valores basais e as respostas cardiovasculares a
estimulacdo elétrica do hipotalamo durante periodo controle e o periodo
experimental entre dois grupos, a comparagao sera feita utilizando-se teste t
pareado de Student. Quando comparados mais de 2 grupos ou situagdes
experimentais utilizaremos analise de variancia de uma via seguida pelo pos-teste
de Newman-Keuls. O nivel de significancia estabelecido para comparagao das

amostras foi a = 5% (p < 0,05).
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7-PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

7.1 Efeito do bloqueio de receptores purinérgicos P2x no NTS durante as
reacdes de alerta e defesa

Para verificarmos a participacdo dos receptores P2x no NTS durante as reagdes
de alerta realizamos a EE da HDA antes e 30 minutos apds a microinjecao

bilateral de Suramin (100 pmol/50 nl) no NTS.

7.2 Eficacia no blogueio dos receptores purinérgicos P2x no NTS

Para verificarmos a eficacia do bloqueio dos receptores P2x no NTS e da dose
utilizada do respectivo antagonista suramin (100 pmol/50 nl), verificamos os
ajustes cardiovasculares durante a microinjecdo do agonista P2x a,3-methylene
ATP (100 pmol/50 nl) antes e 30 minutos apds o bloqueio bilateral do NTS com

Suramin.

7.3 Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotropicos no NTS
nos ajustes cardiovasculares devido a EE do Hipotalamo

Ao investigarmos a participacdo dos receptores glutamatérgicos do NTS
intermediario nas reagdes de alerta e defesa, utilizamos a EE da HDA antes e 30
minutos apds a microinjecao bilateral do antagonista acido quinurénico (5 nmol/50

nl) no NTS.

7.4 Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotropicos no RVL

durante a estimulagdo quimica do NTS com agonista purinérgico P2x
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Para verificarmos a participacdo dos receptores glutamatérgicos no RVL nas
respostas hemodinamicas produzidas pela estimulagdo quimica no NTS com o
agonista a,3-methylene ATP (100 pmol/50 nl), blogueamos o RVL bilateralmente o
antagonista acido quinurénico (5 nmol/50 nl) e realizamos estimulagdo do NTS

antes e 30 minutos apoés o bloqueio bilateral no RVL.

7.5 Participacdo dos receptores glutamatérgicos ionotropicos no RVL
durante a estimulacdo quimica do NTS com agonista purinérgico A2a

Para verificarmos novamente o papel dos receptores glutamatérgicos no RVL,
microinjetamos o agonista A2a - CGS21680 (20 pmol/50 nl) no NTS antes e 30
minutos apds o bloqueio bilateral do RVL com o antagonista acido quinurénico (5

nmol/50 nl).

7.6 Relacao entre os receptores P2x no NTS e a retirada do tdnus simpatico
nas reacoes de defesa

Para estudarmos a participacdo dos receptores a—adrenérgicos periféricos na
retirada do tbnus simpatico, durante as reacdes de alerta e defesa e durante a
ativacdo dos receptores P2x no NTS, estimulamos eletricamente a HDA e
microinjetamos a,B-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS antes e 15 minutos
apos a infusdo sistémica de fentolamina (1,5 mg/kg i.v.). Num segundo momento
realizamos novamente a estimulagcdo elétrica da HDA e microinjetamos a,[3-
methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS 30 minutos apds o bloqueio bilateral do

NTS com Suramin.
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Bregma: -2,80 mm

Fig 8 — Verificacdo histolégica da leséo eletrolitica do sitio de estimulagao elétrica
do hipotalamo. Fotomicrografia de um corte coronal (40um) do hipotadlamo lateral
corado pela técnica de vermelho neutro, mostrando os sitios de EE (seta preta)
como indicado pela lesdo eletrolitica realizada ao final do experimento.
Abreviaturas: mt: trato mamilotalamico; 3V: terceiro ventriculo, VMH: nudcleo
hipotalamico ventromedial, DMD: nucleo hipotalamico dorsomedial.
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Bregma: -11,96 mm

Fig 9 - \Verificacdo histologica do local de microinje¢cdo do nucleo
rostroventrolateral (RVL). Fotomicrografia de um corte coronal (40um) do bulbo de
rato corado com vermelho neutro com os locais da injecdo (setas) de azul de
Evans 2%. Abreviaturas: py: trato cortico espinal, SPV: nucleo espinal do
trigémeo, NA: nucleo ambiguo.
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Bregma: -13,80 mm

Fig 10 — Verificagcdo histologica do local de microinje¢cdo do nucleo do trato
solitario (NTS). Fotomicrografia de um corte coronal (40um) do bulbo de rato
corado com vermelho neutro com os locais da injecao (setas) de azul de Evans
2%. Abreviaturas: Xll: nucleo hipoglosso, X: nucleo dorsal motor do vago, NTS:
nucleo do trato solitario, cc: canal central, ap: area postrema.
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RESULTADOS



1-Efeito do bloqueio de receptores purinérgicos P2x no NTS durante as
reacoes de alerta e defesa

Para observarmos a participacdo dos receptores P2x localizados no NTS
nos ajustes cardiovasculares devido a EE do hipotdlamo realizamos a
microinje¢ao bilateral do antagonista P2x suramin (100 pmol/50 nl) no NTS de
ratos anestesiados e paralisados.

Na Figura 11 observamos, em um animal representativo do grupo, os
ajustes cardiovasculares de PAP, FC, PAM e FSMP provocados pela EE da HDA
antes (A) e 30 minutos ap6s (B) o bloqueio bilateral do NTS com a microinjecéo de
suramin.

A EE da HDA produziu hipertensao, taquicardia e aumento do FSMP na
situacao controle; 30 minutos apds o bloqueio bilateral dos receptores P2x no NTS
realizamos nova EE da HDA onde o incremento no FSMP foi reduzido, enquanto a
hipertensédo e a taquicardia permaneceram inalteradas. Na Figura 11 os valores
basais de pressao arterial e fluxo sanguineo permaneceram inalterados apds a
microinje¢ao de suramin no NTS enquanto observamos redugéo nos niveis basais
da frequéncia cardiaca. A Figura 12 expressa os valores de condutancia vascular
na forma de % em relacido ao valor basal, variando durante a EE da HDA na
situacao controle e apés o bloqueio bilateral do NTS com suramin. Ao inicio da EE
observamos um intenso aumento da CVMP em relagdo ao seu valor basal
reduzindo lentamente apds cessar o estimulo, porém o aumento da condutancia
ainda permaneceu elevado em relagdo ao seu nivel basal até apos 90 segundos
do inicio do estimulo. Apds a microinjecdo bilateral de suramin no NTS a

magnitude do pico de resposta maximo reduziu assim como a sua duragao.
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Fig 11 — Registros de pressédo arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela EE do hipotalamo (150 yA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s) antes (A), apos
(B) a microinjecdo bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS. As barras
escuras na parte inferior da figura representam o periodo de estimulacdo do
hipotalamo.
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Fig 12 — Efeito da EE do hipotalamo na conduténcia dos membros posteriores,
antes (linha azul), e apds a microinjecao bilateral (linha verde) de suramin (100
pmol/50 nl) no NTS. As barras horizontais indicam o periodo de EE do hipotalamo.

A Tabela | sumariza, neste grupo com 8 animais, os valores basais de PAP,
PAM, FC, FSMP e CVMP. Podemos notar que esses parametros nao se
modificaram 30 minutos apdés o bloqueio bilateral no NTS com suramin. Os
graficos representativos do grupo estao apresentados na Figura 13, demonstrando
que apos o bloqueio bilateral dos receptores P2x no NTS, as variagdes da PAM
(3846 vs 32+6 mmHg) e da FC (62+14 vs 32+7 bpm) durante a EE do hipotalamo
ndo se modificaram. A variacdo de FSMP, por sua vez, diminuiu (172+31 vs
64+24% do basal) apds o bloqueio bilateral do NTS com suramin.

Na Figura 14 analisando o aumento médio da conduténcia vascular dos

membros posteriores neste grupo, durante a EE, observamos significativa redugéo
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do pico de resposta maxima de vasodilatacdo (173+19 vs 28+14% do basal).
Analisando a area total sob a curva de condutancia podemos notar a redugao de
aproximadamente 90% deste componente durante a EE da HDA, antes e 30
minutos apds o bloqueio bilateral com suramin (3680+618 vs 399+178% do basal)

respectivamente.

Tabela | — Média e respectivos erro padrdao da média dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores
(CVMP) antes (controle) e apds a microinjecao bilateral de suramin (100 pmol/50
nl) no NTS.

Controle SUR-BIL
PAM (mmHg) 11345 114+12
FC (bpm) 396+11 351+19
FSMP (ml/min) 71 5+1
CVMP ( pI*(min*mmHg)™") 57+7 42+4

N=8

*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 13 — Média £+ EPM das variagdes de presséao arterial (A), frequéncia cardiaca
(B) e fluxo sangliineo dos membros posteriores (C) durante a EE do hipotalamo
(150 pA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 8) antes (controle) e
apos (pos suramin NTS) a microinjegao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no
NTS. *p<0,05 comparado ao controle
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Fig 14 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a EE do hipotalamo (150 pA; 0,6 ms; 100
Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 8) antes (controle) e apds (pds suramin NTS)
a microinjegao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS. *p<0,05 comparado
ao controle
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2-Eficacia no bloqueio dos receptores purinérgicos P2x no NTS

Os experimentos anteriores demonstraram a participacao dos receptores P2x
no NTS, na vasodilatagdo muscular dos membros posteriores de ratos em reagdes
de alerta e defesa induzidas pela EE do hipotalamo. Para testarmos se o bloqueio
estava sendo realmente eficaz, e se a dose do antagonista fora realmente efetiva,
microinjetamos o agonista P2x, a,B-methylene ATP, no NTS (100 pmol/50 nl),
comparando-se os efeitos provocados antes e apds a microinje¢cdo da mesma
dose de suramin.

A Figura 15 apresenta o tragado tipico de um animal representativo do
grupo com ajustes hemodinamicos de PAP, FC, PAM e FSMP devido a
estimulag&o quimica do NTS com o agonista P2x, o,B-methylene ATP, antes (A),
30 minutos apds o bloqueio bilateral do NTS com o antagonista P2x, suramin, (B)
e 80 minutos apds a microinje¢ao de suramin (C).

A microinjecao de a,p-methylene ATP no NTS na situag&o controle produziu
hipotensao, bradicardia e associado ao aumento do FSMP (Figura 15A). Na curva
de condutancia vascular notamos aumento com um pico de resposta maxima e
aumento da area sob a curva representando a intensidade e a duragdo da
vasodilatagao respectivamente, expressos na figura 16. Trinta minutos apds o
bloqueio bilateral do NTS com suramin os valores basais de PAP e PAM
permaneceram inalterados enquanto o FSMP e a FC aumentaram (Figura 15B),
na Figura 16 observamos redugdo nos valores basais de CVMP. Durante a
microinjecao de a,p-methylene ATP no NTS a hipotensdo, a bradicardia e o

aumento do FSMP foram praticamente abolidas. A resposta vasodilatadora dos
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membros posteriores, com a microinjecao de o,B-methylene ATP apds bloqueio
bilateral com suramin também foi praticamente abolida (Figura 16). Passado um
periodo de 80 minutos realizamos nova microinjecdo de o,B3-methylene ATP no
NTS onde pudemos presenciar novamente a resposta de aumento da CVMP,
demonstrando, dessa forma, a reversdo do bloqueio de receptores P2x com
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Fig 15 — Registros de pressao arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela microinjecdo de a,p-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS
antes (A), apds (B) a microinjecao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS e
80 minutos apos o bloqueio (C). As barras escuras na parte inferior da figura
representam o periodo de estimulacdo quimica do NTS.
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Fig 16 — Efeito da microinjecao de a,-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS na
condutancia vascular dos membros posteriores, antes (linha azul), apdés a
microinje¢do bilateral (linha verde) de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS e 80
minutos apds o bloqueio (linha vermelho). As barras horizontais indicam o periodo
de estimulacido quimica do NTS.

A analise deste grupo (N = 7) demonstrou que o bloqueio bilateral do NTS
com o antagonista suramin diminuiu os valores basais de CVMP, porém os valores
basais de PAP, FC, PAM e FSMP permaneceram inalterados (Tabela II).

As médias das variagbes de PAM, FC e FSMP deste grupo, consequentes
a estimulagdo quimica do NTS, estdo representadas na Figura 17. Quando
comparadas, a situacao apos o bloqueio bilateral dos receptores P2x no NTS e a

situagcdo controle, a bradicardia (-35+7 vs -29+18 bpm) e o aumento do FSMP

(2010 vs 9+5% do basal) permaneceram inalterados durante a estimulagéo
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quimica do NTS com a«,B-methylene ATP. A resposta hipotensora por sua vez
reduziu (-47+5 vs -6+t2 mmHg) apds o bloqueio bilateral dos receptores P2x em
comparagao com a situacgao controle.

Analisando a média do aumento de conduténcia vascular dos membros
posteriores neste grupo (figura 18), consequente a microinjecao de a,p-methylene
ATP, observamos a redugdo dos parametros da resposta de vasodilatagdo. A
resposta maxima de condutancia vascular reduziu (76+15 vs 9+2% do basal) 30
minutos apos o bloqueio bilateral com suramin. Da mesma forma a area total sob
a curva de condutancia reduziu apds o bloqueio bilateral indicando diminuicdo na
duracao da resposta vasodilatadora (3255+471 vs 219+72 % do basal).

Tabela Il — Média e respectivos erro padrao da média dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores

(CVMP) antes (controle) e apds a microinjecao bilateral de suramin (100 pmol/50
nl) no NTS.

Controle SUR-BIL
PAM (mmHg) 13317 126+12
FC (bpm) 364+12 354+18
FSMP (ml/min) 1343 1042
CVMP ( pI*(min*mmHg)™") 99+22 87+23 *

N=7

*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 17 — Média £+ EPM das variacdes de pressao arterial (A), frequiéncia cardiaca
(B) e fluxo sanglineo dos membros posteriores (C) durante a microinjegao de o, f-
methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 7) antes
(controle) e apds (pds suramin NTS) a microinjegao bilateral de suramin (100
pmol/50 nl) no NTS. *p<0,05 comparado ao controle
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Fig 18 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a microinjegéo de a,3-methylene ATP (100
pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 7) antes (controle) e apos (pos
suramin NTS) a microinjegcao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS.
*p<0,05 comparado ao controle
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3-Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotréopicos no NTS

nos ajustes cardiovasculares devidos a EE do Hipotalamo

Devida a intima relagdo entre receptores purinérgicos e glutamatérgicos,
através de modelos envolvendo interneurénios e co-transmissdo no NTS,
desenvolvemos uma série de experimentos para testar a possivel participagao dos
receptores ionotropicos glutamatérgicos do NTS na vasodilatagdo muscular em
reacoes de alerta e defesa.

Para determinarmos a participacdo de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos nos fendbmenos de vasodilatacdo muscular provocada por EE da
HDA, microinjetamos acido quinurénico (5 nmol/50 nl), um antagonista n&o
seletivo de receptores glutamatérgicos ionotropicos, bilateralmente no NTS.

A Figura 19 apresenta as variagcbes de PAP, FC, PAM e FSMP de um
animal durante EE hipotalamica antes (A) e 30 minutos apds o bloqueio bilateral
do NTS com o antagonista acido quinurénico (B).

Neste animal a EE da HDA desencadeou hipertensao transitéria com
taquicardia e aumento do FSMP na situagao controle (Figura 19A). Nas curvas de
CVMP demonstradas na Figura 20, a EE da HDA desencadeou vasodilatagédo no
leito vascular dos membros posteriores de grande intensidade. Apds a
microinje¢ao bilateral de acido quinurénico no NTS o animal permaneceu em
repouso por 30 minutos para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares. Os
niveis basais de PAM e FC aumentaram enquanto o FSMP e a CVMP néo
modificaram apdés 30 minutos de bloqueio farmacolégico. Durante a EE

hipotalamica os parametros de PAP, PAM, FC e FSMP foram bloqueadas com a
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microinje¢gdo de acido quinurénico no NTS (Figura 19B). Nos graficos de
condutancia vascular da Figura 20 a curva de condutancia controle indica intensa
vasodilatacdo dos membros posteriores, devida a estimulacdo da HDA, com o
bloqueio bilateral a vasodilatagdo sofreu grande queda no seu pico de resposta
maxima e na area sob a curva restando um discreto componente no final do

periodo analisado (Figura 19B).
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Fig 19 — Registros de pressao arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela EE do hipotalamo (150 yA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s) antes (A), apos
(B) a microinjegao bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no NTS. As barras
escuras na parte inferior da figura representam o periodo de estimulagdo do
hipotalamo.
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Fig 20 — Efeito da EE do hipotalamo na conduténcia dos membros posteriores,
antes (linha azul), e apés a microinjecdo bilateral (linha verde) de acido
quinurénico (5 nmol/50 nl) no NTS. As barras horizontais indicam o periodo de EE
do hipotalamo.

Neste grupo (N = 6) a microinjecéo bilateral de acido quinurénico no NTS
nao provocou nenhuma alteracdo nos niveis basais de PAM, FC, FSMP e CVMP
conforme a Tabela lll.

Os graficos da Figura 21 representam as respostas evocadas com EE do
hipotalamo antes e apds o bloqueio bilateral do NTS com acido quinurénico (5
nmol/50 nl). Podemos observar a resposta hipertensora (19+5 vs 24+10 mmHgQ)
nao sendo modificada, e podemos notar que o0 mesmo ocorreu com a

taquicardia(15+4 vs 1643 bpm). Neste grupo o FSMP reduziu de forma

significativa com a EE da HDA (92+19 vs 23+11% do basal).
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Tabela lll — Média e respectivos erro padrdo da média dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores
(CVMP) antes (controle) e apds a microinjegdo bilateral de acido quinurénico (5
nmol/50 nl) no NTS.

Controle Kyn bilat
PAM (mmHg) 102+6 106+11
FC (bpm) 373+31 378+27
FSMP (ml/min) 1343 1547
CVMP ( pI*(min*mmHg)™") 123426 150466

N=6

*p<0,05 comparado ao controle

Analisando as variagdes de CVMP durante a EE hipotalamica e apés o
bloqueio do NTS com acido quinurénico, notamos drastica reducdo na variacao
maxima da resposta vasodilatadora (134122 vs 27+13% do basal) (Figura 22A) e
diminuicdo da area total sob a curva, ou seja, da duragcdo da resposta
vasodilatadora (4902+1066 vs 889+600% do basal) na Figura 22B. E de grande
interesse destacar que os ajustes cardiovasculares apos o bloqueio do NTS com
acido quinurénico foram semelhantes aos padrdées encontrados no primeiro grupo
experimental, com EE da HDA e bloqueio bilateral do NTS com a microinje¢ao do

antagonista P2x, suramin.
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Fig 21 — Média £+ EPM das variacdes de pressao arterial (A), frequiéncia cardiaca
(B) e fluxo sanguineo dos membros posteriores (C) durante a EE do hipotalamo
(150 pA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 8) antes (controle) e
apos (Kyn bilat NTS) a microinjec&o bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl)
no NTS. *p<0,05 comparado ao controle
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Fig 22 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a EE do hipotalamo (150 pA; 0,6 ms; 100
Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 8) antes (controle) e apds (Kyn bilat NTS) a
microinje¢ao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS. *p<0,05 comparado
ao controle
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4-Efeito do bloqueio dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos no RVL

durante a estimulagao quimica do NTS com agonista purinérgico P2x

Nas séries de experimentos descritos anteriormente, determinamos a
participacdo de receptores P2x e de receptores glutamatérgicos ionotropicos
localizados no NTS, nos ajustes cardiovasculares dos comportamentos de alerta e
defesa gerados pela estimulagdo da HDA. Trabalhos anteriores demonstraram a
participacdo do NTS com o nucleo RVL, na superficie ventral do bulbo, nas
respostas de vasodilatagdo muscular esquelética. Com estas evidéncias
buscamos testar se a vasodilatagdo dos membros posteriores provocadas por
estimulacdo dos receptores purinérgicos do subtipo P2x no NTS, depende da
transmissao glutamatérgica no RVL.

Para tanto as respostas a microinjecdo de agonista P2x, o,-methylene
ATP, (100 pmol/ 50 nl) no NTS foram testadas antes e apdés a microinjecao
bilateral de acido quinurénico (5 nm/50 nl) no RVL.

No tragado tipico da Figura 23 estdo as alteragdes cardiovasculares de um
animal representante do grupo onde foram medidas as variaveis PAP, PAM, FC e
FSMP durante a microinjegdo de a,p-methylene ATP no NTS antes (A), 30
minutos apds o bloqueio bilateral do RVL com o antagonista acido quinurénico (B)
e aproximadamente 90 minutos apds a microinjecdo com reversao do bloqueio
(C).

Na situagcdo controle a microinjecdo de o,B-methylene ATP no NTS

produziu hipotensao, bradicardia e aumento do FSMP (Figura 23A). O calculo da
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CVMP demonstrou vasodilatagdo com aumento da intensidade (pico de resposta
maxima) e duragao (area sob a curva) da condutancia durante o periodo de
estimulagcdo em relagédo ao seu nivel basal (Figura 24A). Passados 30 minutos de
bloqueio bilateral do RVL com acido quinurénico os valores basais de PAP, PAM,
FSMP e CVMP permaneceram inalterados, enquanto houve aumento do nivel
basal de FC (Figura 23B). Com a estimulagcédo quimica dos receptores P2x no NTS
as respostas transitérias dos componentes de PAP, PAM, FC e FSMP foram
totalmente abolidos. A condutancia vascular sofreu uma drastica queda abolindo a
resposta vasodilatadora frente a microinjegcdo no NTS. Apés um periodo de 90
minutos realizamos nova microinjegcdo de o,B-methylene ATP confirmando a

reversao do bloqueio dos receptores glutamatérgicos no RVL.
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Fig 23 — Registros de pressédo arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela microinjegdo de a,p-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS
antes (A), ap6s (B) a microinjegéo bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no
RVL e 80 minutos apds o bloqueio (C). As barras escuras na parte inferior da
figura representam o periodo de estimulag&o quimica do NTS.
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Fig 24 — Efeito da microinjecao de a,p-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS na
condutancia vascular dos membros posteriores, antes (linha azul), apdés a
microinjecao bilateral (linha verde) de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no RVL e
80 minutos apds o bloqueio (linha vermelha). As barras horizontais indicam o
periodo de estimulagdao quimica do NTS.

Neste grupo de animais (N = 6) o bloqueio bilateral do RVL com a
microinje¢cdo do antagonista acido quinurénico nao foi capaz de alterar os valores
basais de PAP, FC e PAM, porém o nivel basal do FSMP diminuiu
significantemente assim como os valores basais da CVMP apresentados na
Tabela IV.

Os valores de PAM, FC e FSMP do grupo, durante a estimulagdo quimica

do NTS, estédo expressos na Figura 25. Durante a microinjegdo de a,B-methylene
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ATP apés o bloqueio bilateral do RVL a hipotensédo (-60+6 vs -9+4 mmHg) e o
aumento no FSMP (3548 vs 3+3% do basal) diminuiram de forma significativa
enquanto a bradicardia nao foi reduzida em comparagao com a situacido controle
(-40+12 vs -21£12 bpm).

A variacdo maxima da CVMP devido a estimulagdo dos receptores P2x no
NTS foi intensamente reduzida apdés o bloqueio do RVL (126+17 vs 17+5% do
basal). Analisando a area sob a curva na situagao controle e 30 minutos apds o
bloqueio bilateral também verificamos uma drastica redugdao da resposta de
condutéancia (35141947 vs 130+66 % do basal) assim como o seu retorno para os
niveis basais passados 90 minutos (Figura 26).

Tabela IV — Média e respectivos erro padrdo da média dos valores basais
de presséao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores

(CVMP) antes (controle) e apds a microinjegao bilateral de acido quinurénico (5
nmol/50 nl) no RVL.

Controle Kyn-BIL
PAM (mmHg) 144+7 14648
FC (bpm) 35546 359+22
FSMP (ml/min) 7+1 541 *
CVMP ( pl*(min*mmHg)™) 48+7 3647 *

N=6

*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 25 — Média £+ EPM das variacbdes de pressao arterial (A), frequiéncia cardiaca
(B) e fluxo sanglineo dos membros posteriores (C) durante a microinjegéao de o, f-
methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 6) antes
(controle) e apds (Kyn bilat RVL) a microinjegdo bilateral de acido quinurénico (5
nmol/50 nl) no RVL. *p<0,05 comparado ao controle
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Fig 26 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a microinjegao de a,-methylene ATP (100
pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 6) antes (controle) e apos (Kyn
bilat RVL) a microinjecdo bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no RVL.
*p<0,05 comparado ao controle
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5-Participacao dos receptores glutamatérgicos ionotrépicos no RVL durante
a estimulagao quimica do NTS com agonista purinérgico A2a

Diversos estudos na literatura sugerem o envolvimento dos subtipos de

receptores purinérgicos P2x (ATP) e A2a (Adenosina) na vasodilatagdo muscular
dos membros posteriores de ratos. Dando continuidade no estudo da
vasodilatacdo dos membros posteriores e da interacdo entre os receptores
purinérgicos e glutamatérgicos, procuramos pesquisar os efeitos da ativacdo dos
receptores purinérgicos A2a localizados no NTS sobre as possiveis projecdes
para o RVL envolvendo o glutamato como neurotransmissor. Estimulando os
receptores A2a do NTS com seu respectivo agonista CGS21680 (20 pmol/50 nl)
observamos um padrdo caracteristico de vasodilatacdo, e para verificarmos a
possivel participacdo do RVL nestas respostas cardiovasculares microinjetamos
bilateralmente o antagonista ionotropico acido quinurénico (5 nm/50 nl) no RVL.
A Figura 27 apresenta os valores da PAP, FC, PAM e do FSMP de um animal
representativo do grupo, nele observamos os ajustes cardiovasculares devido a
estimulagcdo quimica do NTS com o agonista CGS21680 antes (A), 30 minutos
apos o bloqueio bilateral do RVL com o antagonista acido quinurénico (B).

Na situacao controle a estimulacdo quimica do NTS provocou hipotensao,
com queda transitéria da frequéncia cardiaca e discreto aumento do FSMP Figura
27A. Nas curvas de condutancia vascular dos membros posteriores na Figura 28
podemos observar vasodilatacdo nos membros posteriores de moderada
intensidade e longa duragédo. Apds a microinjecéo bilateral do nucleo RVL com
acido quinurénico houve um intervalo de 30 minutos para bloqueio dos receptores

e estabilizacado dos parametros cardiovasculares. Os niveis basais de PAP, PAM,
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FC, FSMP e CVMP ndo modificaram apds 30 minutos de bloqueio. Em resposta a
microinje¢cdo de CGS21680 no NTS as variagbes em todos os parametros: PAP,
PAM, FC, FSMP foram praticamente abolidas. Nos graficos de condutancia da
Figura 28 a resposta de aumento transitério da CVMP sob a estimulagdo dos

receptores A2a no NTS foi totalmente reduzida em intensidade e duracgao.
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Fig 27 — Registros de pressao arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela microinjegcdo de CGS216880 (20 pmol/50 nl) no NTS antes (A) e
apos (B) a microinjecao bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no RVL. As
barras escuras na parte inferior da figura representam o periodo de estimulagao
quimica do NTS.
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Fig 28 — Efeito da microinjecdo de CGS216880 (20 pmol/50 nl) no NTS na
condutancia vascular dos membros posteriores, antes (linha azul) e apds a
microinjegao bilateral (linha verde) de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no RVL. As
barras horizontais indicam o periodo de estimulagéo quimica do NTS.

Conforme a Tabela V, neste grupo de animais (N = 6) o bloqueio bilateral
dos receptores ionotropicos glutamatérgicos no RVL com acido quinurénico
(5nmol/50nl) reduziu os niveis basais de FSMP sem alterar os niveis de PAM, FC
e CVMP.

A Figura 29 demonstra as variagbes de PAM, FC e FSMP durante a
microinje¢cao de CGS21680 no NTS. Apds o bloqueio glutamatérgico bilateral no
RVL a hipotensao ocorrida durante a estimulagdo do NTS reduziu em relagao a

situacao controle (-41+5 vs -7+2 mmHg), assim como a bradicardia (-33+9 vs -

1043 bpm) e 0 aumento do FSMP (2544 vs 5+1% do basal).
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As variagcbes nas curvas de CVMP demonstram apdés 30 minutos de
bloqueio bilateral no RVL que uma nova estimulagdo do NTS comprovou queda do
pico maximo de vasodilatagao (81+6 vs 8+2% do basal) e queda da area calculada
sob a curva de condutancia (1172+179 vs 3+1% do basal) como pode ser
observado na Figura 30.

Tabela V — Média e respectivos erro padrdao da média dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores

(CVMP) antes (controle) e apods a microinjegdo bilateral de acido quinurénico (5
nmol/50 nl) no RVL.

Controle KYN-BIL
PAM (mmHg) 12848 119+12
FC (bpm) 390+26 390+24
FSMP (ml/min) 1342 8+2 *
CVMP ( pl*(min*mmHg)™) 108461 73454

N=6

*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 29 — Média £+ EPM das variagdes de presséao arterial (A), frequéncia cardiaca
(B) e fluxo sangliineo dos membros posteriores (C) durante a microinjecao de
CGS216880 (20 pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 6) antes (controle)
e apos (Kyn bilat RVL) a microinjecao bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl)
no RVL. *p<0,05 comparado ao controle
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Fig 30 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a microinjecédo de CGS216880 (20 pmol/50
nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 6) antes (controle) e apds (Kyn bilat RVL) a
microinje¢do bilateral de acido quinurénico (5 nmol/50 nl) no RVL. *p<0,05
comparado ao controle
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6-Relacao entre os receptores P2x no NTS e a retirada do ténus simpatico

nas reacoes de defesa

A estimulacdo dos receptores P2x no NTS tem demonstrado um padrao de
vasodilatagao caracteristico nos grupos estudados acima. A vasodilatagdo dos
membros posteriores durante o baroreflexo esta integrada no NTS e a estimulagéo
de diversos tipos de receptores mimetiza este padrao de resposta. Sabemos que o
principal componente envolvido nessa vasodilatacdo € a retirada do ténus
simpatico vasoconstritor. Na tentativa de compreender melhor a relagdo da
retirada do ténus simpatico nas respostas vasodilatadoras e sua associacdo com
os receptores P2x no NTS durante o alerta, estudamos o bloqueio de receptores
a—adrenérgicos durante a ativagao quimica dos receptores P2x no NTS e durante
a EE da HDA.

Para verificarmos o papel dos receptores a—adrenérgicos infundimos
sistemicamente fentolamina (1,5 mg/kg) por via endovenosa e para estudarmos
participacdo dos receptores P2x no NTS microinjetamos bilateralmente no NTS o
antagonista suramin (100 pmol/50 nl).

A Figura 31 esboga os parametros hemodinamicos de PAP, FC, PAM e
FSMP de rato representativo do grupo na situagdo de EE do hipotalamo no
controle (A), 15 minutos apds a infusdo endovenosa de fentolamina (B) e 30
minutos apos a microinjegao bilateral de suramin no NTS (C).

Neste mesmo animal temos um segundo controle demonstrado na Figura
33, com os parametros hemodinamicos de PAP, FC, PAM e FSMP durante a

estimulacdo quimica dos receptores P2x no NTS com o agonista o,3-methylene
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ATP (100 pmol/50 nl) antes (A) e 15 minutos apds a infusdo endovenosa de
Fentolamina (B).

Assim como os padrdes replicados nos grupos anteriores, neste animal
(representativo do seu grupo) a EE da HDA gerou ajustes cardiovasculares com
hipertensao, taquicardia e aumento do FSMP (Figura 31A); a estimulagdo quimica
dos receptores P2x no NTS realizada por meio da microinjecao de a,B-methylene
ATP no NTS evocou hipotensédo, bradicardia e discreto aumento do FSMP (Figura
33A). Na curva de CVMP este animal apresentou vasodilatagdo muscular em
ambas situagcdes controle, porém de forma mais intensa durante a EE da HDA
(Figuras 32 e 34). Trinta minutos apos a administragdo sistémica de fentolamina o
nivel basal de PAM diminuiu, enquanto os demais parametros cardiovasculares se
mantiveram inalterados. Com a EE da HDA apds o bloqueio dos receptores a-
adrenérgicos houve queda no aumento do FSMP, uma taquicardia por um periodo
mais prolongado e queda na magnitude da resposta de vasodilatagao (Figura 32).
Ao realizarmos a microinjecdo de o,B-methylene ATP todas as variaveis
cardiovasculares sofreram importantes redugdes proximas de serem abolidas
(Figura 33). Nestas condi¢gbes a condutancia vascular sofrera drastica reducao na
resposta maxima de condutancia e na area sob a curva (Figura 34).

Seguindo nosso roteiro experimental realizamos o bloqueio bilateral dos
receptores P2x no NTS através da microinjecao bilateral de suramin no NTS. Os
niveis basais permaneceram constantes com exce¢ido de um aumento no nivel
basal do FSMP. A resposta vasodilatadora reduziu predominantemente em pico

comparado com as situagdes controle e pds fentolamina (1,5 mg/kg) durante a EE
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hipotalamica. Uma vez que as respostas foram abolidas quando estimulamos
quimicamente os receptores P2x no NTS apds o bloqueio com fentolamina, nao

observamos nenhuma diferenca apds o bloqueio bilateral do NTS com suramin.
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Fig 31 — Registros de pressao arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela EE do hipotalamo (150 pA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s) antes (A), apds a
administragao de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. (B) e apds a microinjecao bilateral de
suramin (100 pmol/50 nl) no NTS (C). As barras escuras na parte inferior da figura
representam o periodo de estimulagdo do hipotalamo.
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Fig 32 — Efeito da EE do hipotalamo na conduténcia dos membros posteriores,
antes (linha azul), apés a administracdo de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. (linha
verde) e apds a microinjecao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS (linha
vermelha). As barras escuras na parte inferior da figura representam o periodo de
estimulagao do hipotalamo.
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Fig 33 — Registros de pressédo arterial pulsatii (PAM), fluxo sanguineo em
membros posteriores (FSMP), pressao arterial média (PAM) e freqiéncia cardiaca
(FC) de um rato anestesiado e paralisado, mostrando ajustes cardiovasculares
produzidos pela microinjegdo de a,p-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS
antes (A) e apos (B) a administragdo de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. As barras
escuras na parte inferior da figura representam o periodo de estimulagao quimica
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Fig 34 — Efeito da microinjecao de a,p-methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS na
condutancia vascular dos membros posteriores, antes (linha azul) antes (A) e apos
(linha verde) a administragdo de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. As barras escuras na
parte inferior da figura representam o periodo de estimulagéo quimica do NTS.

76



A analise deste grupo de animais (N = 5) indicou 15 minutos apos a
administracao de Fentolamina, que os niveis basais de PAM reduziram enquanto
as demais variaveis ndao se modificaram. Trinta minutos apdés o bloqueio dos
receptores P2x no NTS nenhuma mudanga ocorrera em nenhuma das variaveis
cardiovasculares em relacao a situagao pos fentolamina conforme esta expresso
na Tabela VI.

Na Figura 35 temos os graficos de variagdo dos parametros hemodinamicos
deste grupo antes e apds a administracdo de fentolamina e num terceiro momento
apos a microinjecao bilateral de suramin no NTS. Quando evocamos os ajustes
cardiovasculares por meio da EE hipotalamica, apds a infusdo de fentolamina, a
hipertensdo (1945 vs17+6 mmHg) e a taquicardia (24+5 vs 25+4 bpm) n&o
sofreram alteragbes conforme visto na Figura 35. Enquanto isso a reposta de
aumento do FSMP em resposta a EE da HDA sofreu uma reducao (129+28 vs
62+11% do basal). Apés o bloqueio bilateral do NTS com suramin nao
observamos diferengas significativas nas respostas de hipertensao (1746 vs 18+5
mmHg), taquicardia (254 vs 25+6 bpm) e FSMP (62+11 vs 39+8% do basal) sob
EE.

Como fora mencionado acima o segundo controle foi realizado por meio da
estimulacédo quimica dos receptores P2x no NTS seguido da infusdo sistémica de

fentolamina. Apds o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos a hipotensao evocada
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pela microinjecdo de a,B-methylene ATP no NTS foi reduzida (-38+4 vs -12+2
mmHg) assim como o aumento do FSMP foi drasticamente reduzido (25+10 vs
0+0% basal). A bradicardia sofreu uma queda, porém nao chegando a ser
significativa (-75+29 vs -40+19 bpm). Estes resultados estdo expressos na Figura
37.

A Figura 36 possui as curvas de condutdncia vascular deste grupo
resultante da EE do hipotalamo antes e apdés o bloqueio sistémico com
fentolamina e da microinjecéo bilateral de suramin no NTS. O bloqueio realizado
com a administragdo de fentolamina reduziu o pico de resposta maxima (174+28
vs 94+27% do basal), mas n&o alterou a area sob a curva de forma significativa
(4997+1057 vs 2481+893% basal). Apos a inativagao dos receptores P2x com a
microinjegdo de suramin o pico maximo de vasodilatagdo (94+27 vs 49+4% do
basal) ndo foi alterado mesmo a duragao da resposta de condutancia (2481+893
vs 854+212 % do basal) também permaneceu inalterada. Quando comparamos as
duas situagdes pods fentolamina e pds suramin no NTS n&o ha diferencas
significativas das respostas de vasodilatagao, apenas observamos uma redugéo
significante da area sob a curva quando comparamos ambas situagbes com a
situacao controle (4997+1057 vs 8541212 % do basal).

Ap6s o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos com a administragao
endovenosa de fentolamina a vasodilatacdo dos membros posteriores induzida
pela estimulagdo quimica dos receptores P2x no NTS foi praticamente abolida,

havendo diminuigao do pico de resposta maxima (61+10 vs 12+3 % do basal) e da

78



area sob a curva (14784398 vs 162+106 % do basal) conforme estd demonstrado

nos graficos de barras da Figura 38.

Tabela VI — Média e respectivos erro padrdo da média dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), fluxo sanguineo dos
membros posteriores (FSMP) e condutancia vascular dos membros posteriores
(CVMP) antes (controle), apés administragao sistémica de fentolamina 1,5 mg/kg,
i.v. e apos a microinjegao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS.

Controle Fentolamina SUR-BIL
PAM (mmHg) 11644 7847 * 88+8 *
FC (bpm) 398+16 392+30 378127
FSMP (ml/min) 8+1 6+1 1243
CVMP ( pI*(min*mmHg)™) 69+13 80+13 128+34

N=8

*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 35 — Média £+ EPM das variagdes de presséao arterial (A), frequéncia cardiaca
(B) e fluxo sangliineo dos membros posteriores (C) durante a EE do hipotalamo
(150 pA; 0,6 ms; 100 Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 5) antes (controle), apos
a administracdo de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. (Fentolamina) e apds a
microinjegao bilateral de suramin (100 pmol/50 nl) no NTS (Sur bilat NTS). *p<0,05
comparado ao controle
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Fig 36 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a EE do hipotalamo (150 pA; 0,6 ms; 100
Hz; 6 s), de um grupo de ratos (N = 5) antes (controle), apos a administracéo de
fentolamina 1,5 mg/kg, i.v. (Fentolamina) e apdés a microinjecao bilateral de
suramin (100 pmol/50 nl) no NTS (Sur bilat NTS). *p<0,05 comparado ao
controle
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Fig 37 — Média £+ EPM das variacdes de pressao arterial (A), frequiéncia cardiaca
(B) e fluxo sanglineo dos membros posteriores (C) durante a microinjegao de o, f-
methylene ATP (100 pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 5) antes
(controle) e apos (Fentolamina) a administragao de fentolamina 1,5 mg/kg, i.v.
*p<0,05 comparado ao controle
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Fig 38 — Média £ EPM das variagbes maximas de condutancia vascular (A) e area
total sob a curva de CVMP (B) durante a microinjegao de a,-methylene ATP (100
pmol/50 nl) no NTS, de um grupo de ratos (N = 5) antes (controle) e apos
(Fentolamina) a administracéo de fentolamina 1,5mg/kg, i.v. *p<0,05 comparado
ao controle
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Em ratos anestesiados, paralisados e ventilados artificialmente a
estimulacdo elétrica do hipotalamo provocou ajustes cardiovasculares
semelhantes aqueles observados nas reacdes de alerta e defesa. Entre esses
ajustes destacamos uma intensa vasodilatagdo muscular para a musculatura
esquelética dos membros posteriores. E provavel que esta vasodilatacdo n&o
esteja restrita ao territério dos membros posteriores, mas represente uma
resposta vasodilatadora para todo o leito vascular dos musculos esqueléticos.

Nestas mesmas condigdes a microinje¢cao de agonistas purinérgicos P2x
(a,B-methylene ATP) e A2a (CGS21680) no NTS também produziu uma
vasodilatagdo no mesmo territério, porém de menor intensidade e duracao.
Estas evidéncias sao compativeis com a hipotese da existéncia de vias centrais
envolvidos na producao de vasodilatacdo muscular durante os comportamentos
de alerta e defesa, essas vias dependem de integragdes com nucleos
vasomotores no tronco cerebral. A inativacdo farmacolégica de receptores
purinérgicos no NTS e glutamatérgicos no RVL promove redugdes substanciais
desse componente vasodilatador, demonstrando a participacdo desses
receptores na resposta vasodilatadora dos membros posteriores em ratos. O
hipotalamo parece constituir uma das estruturas nervosas de maior importancia
na vasodilatacdo muscular observado em reagdes de defesa, aparentemente a
area de defesa hipotalamica (HDA) atuaria, em parte, estimulando neurénios
purinérgicos localizados no NTS. A ativagado desses receptores no NTS parece
envolver a ativacdo de neurbnios no RVL por meio de sinapses
glutamatérgicas. Estudando os nucleos vasomotores do tronco cerebral
pudemos demonstrar que possivelmente existe uma relacdo entre a ativacao

dos receptores purinérgicos no NTS e projegcdes glutamatérgicas para o RVL,
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mediando respostas de vasodilatagcdo muscular. Finalmente demonstramos a
interacdo dos receptores purinérgicos ionotrépicos P2x no NTS com a retirada
do ténus simpatico nas repostas vasodilatadoras da reacéo de alerta.

Em 1970 Burnstock (Revisado em Ralevic e Burnstock, 1998) propbs o
papel do ATP e seus derivados na neurotransmissao do sistema nervoso
denominando-a de “purinérgica”, porém seu papel no sistema nervoso ainda se
restringia somente ao sistema nervoso periférico. Em seguida Wu e Phillis
(1978) evidenciaram em seus estudos a distribuicdo uniforme do ATP nos
cérebros de ratos, evidenciando e propondo a participacdo da transmissao
purinérgica no sistema nervoso central.

Numa série de trabalhos Scislo e colaboradores (Scislo & O’Leary, 2002;
Scislo & O’Leary, 1998; Scislo et al., 2002) demonstraram que estes receptores
estavam intimamente relacionados com supostas vias neurais do tronco
cerebral ativadas durantes ajustes cardiovasculares. Mensurando a pressao
arterial, a frequéncia cardiaca e a atividade simpatica neural em ratos
anestesiados, caracterizaram os efeitos da estimulagao quimica e do bloqueio
desses receptores no NTS. Quando os receptores A1 sao estimulados existe
uma simpatoexcitagdo com aumento da pressao arterial, bradicardia e aumento
da atividade simpatica lombar, renal e adrenal. A estimulagdo do subtipo A2a
provoca hipotensao e bradicardia com aumento da atividade nervosa simpatica
para adrenal, o segmento lombar manteve-se inalterado enquanto houve
diminuicdo na regiao renal, nesses achados os autores observaram que a
duracido dessas respostas durava em torno de 30 minutos. Finalmente
estimulagao quimica dos receptores P2x no NTS provocou queda transitéria da

pressao arterial, bradicardia e reducdo da atividade simpatica em todos os
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territérios mensurados. A estimulagdo dos subtipos de receptores purinérgicos
A1, A2a e P2x no NTS demonstrou envolver alteracbes na atividade simpatica
de diferentes territérios com padrdes distintos de ajustes no fluxo sanguineo
regional. Além desse fator, a ativacao desses diferentes subtipos purinérgicos
pode participar em diferentes momentos desses ajustes.

A ativacao de receptores P2x no NTS é capaz de desencadear intensa e
rapida vasodilatacido em territério muscular nos membros posteriores de ratos
anestesiados (Barraco et al., 1996) enquanto os receptores A2a participam em
ajustes vasodilatadores de menor magnitude e longa duragao (Barraco et al.,
1996; Kitchen et al., 2001). O subtipo P2x estd envolvido com uma
simpatoinibicdo generalizada demonstrando fortes evidéncias de estar
envolvido com um componente de ajuste rapido do fluxo sanguineo enquanto
receptores A2a, por sua vez, apresentam um aumento da atividade neural para
adrenal resultando no fendbmeno vasodilatador prolongado.

Esta série de trabalhos estudou a atividade simpatica na regulagao
simpatica do fluxo sanglineo de diversos territorios viscerais. Quando unimos
esses dados com outros achados envolvendo a analise do fluxo sanguineo,
obtemos fortes evidéncias de um possivel circuito no tronco cerebral
responsavel pela regulacdo da vasodilatagdo em membros posteriores de
ratos, o qual é dependente de ativagdes purinérgicas.

Uma categoria de comportamentos na qual também observamos
importante vasodilatacdo no leito muscular sdo as reagdes de defesa e alerta,
presente em situagdes como de “luta ou fuga”.

Em 1962 Abrahams e colaboradores demonstraram que a estimulacao

elétrica das areas de defesa hipotalamica em gatos anestesiados
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desencadeava ajustes comportamentais semelhantes as reagcdes de alerta e
defesa (Abrahams et al.,, 1962). Nestes experimentos o0s ajustes vegetativos
eram semelhantes entre si independente da natureza do estimulo estressor,
demonstrando que a estimulacao elétrica era um meio confiavel para replicar
os padrées comportamentais observados nas reagdes de defesa.

Em estudos com ratos anestesiados de Yardley e Hilton (1986,1987)
utilizaram a estimulacdo da HDA para evocar ajustes cardiovasculares com
aumento da pressao arterial, aumento da frequéncia cardiaca e vasodilatacao
muscular nos membros posteriores. Estudos mais recentes de (Davisson et al.,
1997; Possas et al.,, 1997; Cravo et al., 2003; Ferreira-Neto et al., 2005)
indicam a vasodilatagdo como resultante de trés principais mecanismos: 1)
retirada do tdnus simpatico vasoconstritor, 2) liberacdo de catecolaminas pela
medula da adrenal, 3) liberagao de 6xido nitrico e fatores nitrosilados.

Os ajustes hemodinamicos observados neste trabalho decorrentes a EE
da HDA foram compativeis ndo somente com os padrdes descritos acima, mas
com padroes observados por outros autores que estimularam a mesma area
hipotalamica (Kiely e Gordon, 1994; St Lambert et al., 1997). Nosso estudo
utilizou sistematicamente como paradmetro do sitio de estimulagao elétrica, a
area ventral a lamina medial externa, perifornicial e lateral ao terceiro
ventriculo.

A existéncia de possiveis vias da HDA se projetando para o NTS na
superficie dorsal do bulbo ja esta relatada na literatura (Spyer et al., 1997).
Segundo este modelo os sitios do NTS que estariam recebendo as proje¢des
da HDA participariam em ajustes hemodinamicos por estimulagédo da mesma.

Diversos autores aceitam a teoria de comunicagao entre areas hipotalamicas e
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o NTS. Segundo esses autores, ativando as respostas de alerta a HDA
mobiliza o sistema cardiorespiratério por meio de inibicdo do barorreflexo
(Mifflin et al., 1988; Sev6z-Couche et al., 2003) enquanto o quimiorreflexo
estaria sendo facilitado (Spyer et al., 1997; Rocha et al., 2006) permitindo o
desenvolvimento da hipertensdo e hiperventilagdo que acompanham estas
reacoes.

O subtipo de receptor A1 para adenosina esta densamente concentrado
nas regides caudais do NTS, sugerindo uma importante participagdo dos
receptores A1 na modulagdo dos ajustes cardiovasculares (St Lambert et al.,
1996; Carretiero & Fior-Chadi, 2004). St Lambert e colaboradores
(1994,1996,1997) pesquisaram o bloqueio desses receptores no NTS em
situagbes de estimulagcdo elétrica (EE) hipotaldamica e observaram reducgao
parcial na resposta hipertensora. Os receptores A1 do NTS estariam
envolvidos, ao menos em parte, no ajuste transitério da pressao arterial nas
situagdes de alerta sem influir sobre a regulagdo da freqiéncia cardiaca e do
fluxo sangliineo muscular.

A transmisséo purinérgica no NTS esta relacionada com fenbmenos de
vasodilatagdo muscular. A ativagado dos receptores purinérgicos por meio de
microinjegdo dos seus respectivos agonistas produz vasodilatagbes de
diferentes caracteristicas, seja pela regulagdo do tbnus vasomotor ou pela
liberacdo de catecolaminas. No entanto poucos estudos analisaram o papel
dos receptores P2x (ATP) e A2a (adenosina) na vasodilatagdo muscular
provocada pela EE do hipotalamo. A maioria destes trabalhos buscou

determinar a participagcdo dos receptores A1 no componente pressor (St
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Lambert et al., 1994, 1996, 1997; Spyer et al.,, 1997, De Paula & Machado,
2001).

Dale et al (2002) demonstrou, por meio da implantagdo de um sensor
para adenosina e seus compostos derivados, rapida e intensa liberacdo de
adenosina em regides intermediarias do NTS provocado pela EE do
hipotalamo. Estudos com autorradiografia e imuno-histoquimica (Tuyau et al.,
1997; Kanjhan et al., 1999; Thomas et al., 2000; Yao et al., 2001) também
mostraram uma alta densidade de receptores P2x e A2a em outras regides
mais intermediarias e rostrais do NTS. No rato, os sitios onde est&o localizados
os receptores purinérgicos do NTS intermédio coincidem com as regides
responsaveis pelas aferéncias do barorreflexo (Dias et al., 2005) e com os
sitios de resposta cardiovascular frente a microinje¢ao de glutamato (Colombari
et al., 1996; Sapru, 2002).

Em nossos experimentos a estimulagédo elétrica da HDA gerou uma
vasodilatacdo no leito muscular esquelético de membros posteriores
compativel com resultados de outros trabalhos (Yardley & Hilton, 1986; Cravo
et al., 2003; Ferreira-Neto et al., 2005). A microinjecdo de suramin (antagonista
P2x de amplo espectro) bilateralmente no NTS provocou redugéo intensa da
resposta vasodilatadora durante a estimulacdo elétrica do hipotalamo. E
importante notar que este bloqueio reduziu a curva de condutancia vascular em
pico e area sob a curva, isto €, nos componentes de intensidade e duragao da
vasodilatagdo. Estes dados vao de encontro com a hipotese proposta na
literatura de que receptores P2x estariam relacionados primordialmente com
um componente de ajuste rapido dos parametros hemodindmicos (Scislo &

O’Leary, 2000).
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Para excluirmos a possibilidade de nossos resultados serem devidos a
ineficacia do bloqueio sobre os receptores P2x no NTS ou apenas uma eficacia
parcial, realizamos a estimulagdo quimica desses receptores nos mesmos
sitios com a microinjecdo do seu respectivo agonista a,f-methylene ATP,
mimetizando o papel do ATP antes e apds o bloqueio bilateral do NTS com
suramin.

O suramin esta descrito na literatura como um antagonista P2x1, P2x2,
P2x3, P2x5, P2x7 e P2y2. Pelo fato de possuir um amplo espectro, muitos
autores discutem a possibilidade de haver um bloqueio em receptores
glutamatérgicos. De fato Ralevic et al (1999) demonstraram em neurdnios do
RVL que a microinje¢do de suramin, 200 mM, ha um bloqueio dos receptores
glutamatérgicos desses neurbnios, porém o mesmo nao ocorre quando se
utilizava 20 mM. Paton et al (2002) utilizaram no NTS suramin na quantidade
2mM (a mesma utilizada em nosso estudo) bloqueando a ativacdo dos
receptores P2x pelo agonista a,-methylene ATP, sem perturbar a atividade do
nervo frénico e a frequéncia cardiaca e sem bloquear as respostas evocadas
pela microinjegcdo de agonistas glutamatérgicos dos subtipos NMDA e AMPA.
Outros trabalhos descrevem microinjegdes no NTS com uma quantidade até
cinco vezes maiores (10 mM) para realizar o bloqueio dos receptores P2x
(Scislo et al., 1998, Ergene et al., 1994). De modo a evitar efeitos inespecificos
sobre a transmissdo glutamatérgica, em nosso estudo optamos por utilizar a
dose proposta por Paton e seus colaboradores.

Os resultados obtidos em nosso protocolo demonstraram que o suramin
foi capaz de abolir as respostas cardiovasculares provocadas pela microinje¢cao

do agonista P2x. Em diversos experimentos pudemos observar uma reversao
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das respostas apdés 80 min da microinje¢ao de suramin quando realizamos a
estimulacdo com a,B-methylene ATP. Isto permite descartar a hipétese de que
a reducao na resposta vasodilatadora observada apds suramin fosse devida a
um bloqueio inespecifico ou lesao dos neurénios do NTS.

O agonista P2x a,B-methylene ATP é farmacologicamente seletivo para
receptores purinérgicos ionotropicos dos subtipos P2x1-P2x3, sobre os quais
também sdo bloqueados com o antagonista suramin. O q,B-methylene ATP
possui uma propriedade farmacoldgica diferente do ATP que favorece nosso
estudo, o ATP extracelular é facilmente convertido em adenosina dificultando
uma analise mais precisa dos resultados. O fato de o composto a,3-methylene
ATP néao ser catabolizavel certifica uma acdo exclusiva sobre os receptores
ionotrépicos para o ATP. Ensaios experimentais anteriores demonstraram que
a catabolizacdo do ATP em adenosina é um fator complicador da analise dos
padrées cardiovasculares em situagdes de microinje¢cdo no NTS de ratos
acordados. Estes autores necessitaram utilizar um bloqueio englobando
variados tipos de antagonistas para excluir efeitos sobre outros receptores,
como de adenosina e do glutamato (De Paula et al., 2004). Além disso, a
microinje¢cdo no NTS de a,B-methylene ATP (100 pmol/50 nl) utilizada neste
estudo ja fora previamente descrita como sendo suficiente para desencadear
uma vasodilatacdo muscular de magnitude maxima estudando o seu
comportamento dose-resposta (Barraco et al., 1996).

O bloqueio observado em nossa série de experimentos condiz com as
observagbes descritas na literatura (Ergene et al., 1994; Scislo et al.,1998;
Paton et al., 2002) em que a dose de suramin utilizada em nosso estudo

bloqueou receptores P2x frente a microinje¢cao do agonista a,B-methylene ATP.

91



E importante ressaltar a incapacidade do Suramin bloquear todos os subtipos
de receptores P2x, tais como os receptores P2x4, P2x6 e os receptores P2y,
com excegao do P2y2. Diante disso ndo podemos excluir a hipdtese de a
vasodilatagcdo restante, decorrente da EE da HDA apds o bloqueio com
suramin, ser devida aos subtipos de receptores remanescentes (nao
bloqueados pelo Suramin) assim como ao papel dos receptores A2a
(adenosina) e glutamatérgicos na vasodilatagdo, como sera discutido a seguir.
Em experimentos com ratos anestesiados, Scislo e O’Leary (2000)
concluiram que os ajustes rapidos no sistema cardiovascular observada na
estimulacao dos receptores P2x no NTS subpostremal eram mediados por
neurénios glutamatérgicos na mesma regiao do NTS. Nesse estudo a situagao
controle foi caracterizada por uma hipotensao, bradicardia e queda da atividade
simpatica para os segmentos renal e adrenal. Bloqueando os receptores
glutamatérgicos do NTS com acido quinurénico, praticamente aboliu-se os
ajustes hemodinamicos rapidos (fase primaria da resposta) provocados pela
microinje¢ao de a,B-methylene ATP no NTS. Neste mesmo trabalho, o acido
quinurénico nao foi capaz de bloquear o componente de longo prazo da
resposta, nem os ajustes cardiovasculares prolongados devido a estimulacéo
dos receptores A2a com o agonista CGS21680. Segundo esses autores os
receptores P2x, responsaveis pelo componente rapido de reducéo da atividade
simpatica renal e para a adrenal, estariam localizados em interneurbnios
purinérgicos no NTS, estimulando uma via eferente glutamatérgica, ou estariam
atuando no mesmo neurbénio por meio de co-transmissdao com o glutamato.
Burnstock (1999, 2004) ja havia proposto modelos de cotransmissao do ATP

envolvendo liberagcdo de diversos tipos de neurotransmissores e
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neuromoduladores, como o neuropeptideo Y, a noradrenalina, o polipeptideo
vasoativo intestinal, o GABA entre outros e até mesmo com o glutamato.
Outros autores também discutiram uma possivel interatividade entre os
receptores purinérgicos e glutamatérgicos no NTS. Farmacologicamente ja foi
demonstrado que o suramin € uma droga potencialmente capaz de bloquear
receptores de glutamato (Gu et al., 1998; Nakatsuka & Gu, 2001; Suzuki et al.,
2004). Em experimentos anteriores observamos uma vasodilatagdo
remanescente apds o bloqueio bilateral do NTS com Suramin durante a
estimulacao elétrica do hipotalamo. Um dos principais componentes
relacionado a vasodilatacido remanescente poderia ser atribuido aos receptores
glutamatérgicos.

Se o modelo proposto por Scislo e O’Leary (2000) estiver correto os
receptores para glutamato sdo os principais responsaveis pela via eferente
purinérgica do NTS nos ajustes cardiovasculares. Seguindo este raciocinio, em
reacoes de alerta e defesa o bloqueio dos receptores P2x ou dos receptores
glutamatérgicos deve provocar redugdes semelhantes nos ajustes
cardiovasculares. Microinjetando acido quinurénico bilateralmente no NTS e,
apos isso, estimulando o hipotalamo eletricamente, obtivemos bloqueio parcial
da vasodilatagdo muscular dos membros posteriores de ratos. Os resultados
deste grupo indicaram uma redugao na magnitude da resposta vasodilatadora
em proporgcdes muito proximas a redugdo encontrada no primeiro grupo
experimental com suramin.

A semelhanga entre o grupo de bloqueio do NTS com suramin e com
acido quinurénico, ambos frente a estimulagao hipotalamica, encontrado em

NOsSsOS ensaios experimentais suporta o mecanismo de interagéo purinérgica-
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glutamatérgica proposto por Scislo e seus colaboradores (Scislo e O’Leary
2000), assim como o modelo de co-transmissao proposto por Burnstock (1999,
2004). E interessante ressaltar que nossos dados reforcam esse mecanismo
proposto, porém destacamos o fato de nossos experimentos remeterem
exclusivamente aos ajustes vasodilatadores presenciado nos comportamentos
de defesa.

Outro foco de interesse em nosso estudo foi analisar a interagao entre o
NTS e o nucleo RVL nas respostas vasodilatadoras. Guertzenstein et al (1978)
realizaram experimentos administrando glicina no nucleo RVL de ratos e assim
bloquearam os ajustes cardiovasculares evocados nas reacgbOes de alerta e
defesa, reduzindo principalmente o tdnus vasoconstritor simpatico. Muitos
estudos posteriores descreveram o RVL como centro vasomotor,
representando o brago eferente de ajustes cardiovasculares gerados pela
estimulacao de aferentes cutaneos e musculares (Stornetta et al., 1989; Kiely &
Gordon 1994; Possas et al., 2001). Dentre os diversos ajustes cardiovasculares
Possas e colaboradores (2001) observaram uma resposta vasodilatadora
muscular no membro posterior ipsolateral quando estimulavam eletricamente o
nervo ciatico de ratos anestesiados. Segundo esses autores a vasodilatagcéo
por reducdo do tdnus vasoconstritor simpatico decorrente da inibicao seletiva
de neurdnios do RVL por sinapses GABAérgicas.

De fato Cravo et al (1991) haviam demonstrado que a regulagdo do
barorreflexo, em situacbes de estimulacdo do nervo adrtico depressor,
dependia de projecbes inibitérias das por¢cdes rostrais da area
caudoventrolateral do bulbo (CVL) para o RVL por uma modulagédo

simpatoinibitdria. Estes autores realizaram essa diferenciagao topografica entre
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os dois nucleos microinjetando e lesando essas regides com acido cainico.
Este composto é excitotoxico em tecido nervoso o qual € capaz de excitar
receptores para cainato e em seguida lesa o sitio de injecao.

Meeley e colaboradores (1985), na tentativa de descobrir a origem da
inibicdo tébnica GABAérgica sobre os neurdnios adrenérgicos C1 do RVL,
concluiram que projegdes do NTS para o RVL nédo sdo GABAérgicas, mas
neurénios GABAérgicos podem estar contidos no préprio RVL inibindo os
neurdnios da area C1.

Posteriormente Cravo et al (2003) microinjetaram acido quinurénico, um
antagonista ionotrépico ndo seletivo para receptores glutamatérgicos, no RVL
bloqueando a resposta vasodilatadora nos membros posteriores de ratos
durante a EE hipotaldmica. Nossos resultados demonstraram que a
vasodilatagdo muscular e os ajustes cardiovasculares provenientes da
estimulacao de receptores P2x ou dos receptores A2a no NTS dependem de
projecdes glutamatérgicas para o RVL. A inativagdo funcional dos receptores
glutamatérgicos no RVL com 4&cido quinurénico aboliu a hipotensdo, a
bradicardia e a vasodilatacdo dos membros posteriores provocados pela
microinjecao de a,B-methylene ATP ou de CGS21680 no NTS intermédio.

Em conjunto, os nossos resultados e os estudos prévios sobre a
participagcdo do RVL nos ajustes hemodindmicos confirmam uma possivel
projecéo direta do NTS para o RVL sem a intermediagdo do nucleo CVL.
Aparentemente esta via estaria envolvida nos fenbmenos de vasodilatagao, foi
demonstrado anteriormente por Cravo et al (2003) que o bloqueio do RVL néo
alterou os ajustes transitérios de pressao arterial (hipertensao) e frequéncia

cardiaca (taquicardia) na EE do hipotalamo. No entanto, a vasodilatacédo dos
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membros posteriores evocada pela estimulagado quimica dos receptores P2x no
NTS foi totalmente abolida juntamente com os componentes hipotensor e
bradicardico, devido ao bloqueio do RVL com acido quinurénico.

Esse bloqueio implica na possibilidade de as projecdes diretas do NTS
para o RVL propostas por Meeley et al (1985) estarem envolvidas nos ajustes
cardiovasculares de pressao, frequéncia e fluxo sanguineo por ativagdo de
receptores purinérgicos. Nas reagdes de alerta e defesa, por outro lado, este
mecanismo participaria somente no componente de vasodilatagdo muscular.
Neste modelo o glutamato estimularia interneurénios GABAérgicos localizados
no proprio RVL.

Segundo nossa hipotese, o controle da vasodilatagdo muscular ocorre
por meio independentes mecanismos de controles da pressido arterial e da
freqUéncia cardiaca nas reagdes de alerta provenientes da ativacdo da HDA.
Entretanto, no tronco cerebral, este modelo esta integrado aos mecanismos de
ajuste da frequéncia cardiaca e presséao arterial. Finalmente no NTS a ativagéo
deste mecanismo vasodilatador pela ativacdo de receptores purinérgicos,
liberaria glutamato nas suas terminagdes nervosas localizadas no RVL,
excitando interneurdbnios GABAérgicos localizados do proprio RVL. A ativagéo
GABAérgica seria responsavel pelos componentes bradicadico e hipotensor
observados, resultantes da inibicao de projecdes eferentes do RVL.

Os componentes centrais envolvidos nos ajustes cardiovasculares de
vasodilatagdo em territério muscular analisados até este ponto se restringem
aos nucleos RVL e NTS do tronco cerebral e a area de defesa hipotalamica.

Em virtude disso outra perspectiva de nosso estudo foi tentar compreender a
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relacdo entre a estimulagcdo dos receptores P2x localizados no NTS e os
possiveis componentes periféricos responsaveis pela vasodilatagao do alerta.
Yardley e Hilton (1987) haviam estudado os componentes presentes na
vasodilatagdo muscular dos membros posteriores de ratos associando a
adrenalectomia bilateral com a administragdo endovenosa de guanetidina
durante a EE hipotalamica. Esta associagao aboliu a vasodilatacdo muscular,
porém devido ao aumento nos niveis basais de condutancia vascular outros
mecanismos vasodilatadores estariam possivelmente sendo mascarados.
Durante a emissdao dos comportamentos de defesa observamos uma
vasodilatacdo composta por dois componentes. A primeira etapa consiste
numa fase rapida desse ajuste e resume-se na retirada do tbnus simpatico
vasoconstritor (Ferreira-Neto et al., 2005), semelhante a simpatoinibicao
observada no barorreflexo por Scislo et al (1998a), enquanto o segundo
componente € uma resposta prolongada. A fim de demonstrar a participagao
dos receptores a-adrenérgicos na retirada do tobnus simpatico vasoconstritor,
Ferreira-Neto e colaboradores administraram sistemicamente fentolamina, um
antagonista competitivo para receptores a1 e a2 (Ferreira-Neto et al., 2005).
Nesse estudo o bloqueio dos receptores a-adrenérgicos associado a
adrenalectomia reduziu a magnitude da vasodilatagcdo em aproximadamente
150%. A participacédo dos receptores P2x do NTS em ajustes cardiovasculares
foi discutida por Scislo e colaboradores (2001). A ativagdo dos receptores P2x
no NTS produz ajustes hemodindmicos semelhantes aos ajustes com
microinje¢ao de glutamato no mesmo local e com a estimulagao do barorreflexo
induzido por meio da infusdo de nitroprussiato e fenilefrina (Scislo et al.,

1998a). Esses autores encontraram uma simpatoinibicdo com hipotensao,
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bradicardia e queda na atividade simpatica nos segmentos lombar, renal e
adrenal. Barraco et al (1996) obteve resultados similares mensurando fluxo
sanguineo para o territdrio muscular e observando intensa vasodilatagdo para
0s membros posteriores de ratos. Este mesmo grupo ainda demonstrou com a
microinjegdo de suramin no NTS, o bloqueio da bradicardia em resposta a
estimulagao do baroreflexo (Scislo et al., 1998b).

Os trabalhos desses autores corroboram na vasodilatacdo dos membros
posteriores por meio da retirada do ténus simpatico vasoconstritor ser devido a
ativacao de receptores P2x no NTS. A partir dessas informacdes a transmissao
purinérgica no NTS poderia contribuir para o mecanismo vasodilatador durante
as reacbes de alerta e defesa na primeira fase (rapida) da resposta
vasodilatadora, assim como na vasodilatacdo em resposta a ativacido do
barorreflexo. Este mecanismo inclui interagdes da HDA para o NTS, ativacao
de receptores purinérgicos no NTS, projegcdes glutamatérgicas para o RVL e a
ativacdo de mecanismos vasodilatadores mediados por esse nucleo.

Em nosso estudo a administragao sistémica de fentolamina reduziu
parcialmente a resposta vasodilatadora devido a EE do hipotalamo e aboliu a
vasodilatagao induzida pela microinje¢cao de a,3-methylene ATP no NTS. Uma
vez abolida a vasodilatacdo pela estimulagdo quimica de receptores P2x no
NTS podemos inferir uma relacao direta entre a ativagcao desses receptores e a
retirada do tonus simpatico vasoconstritor a-adrenérgico. Nas reag¢des de alerta
consequente a EE hipotalamica observamos que, apdés o bloqueio dos
receptores a-adrenérgicos com fentolamina, a microinjecao bilateral do NTS
com suramin nao reduziu significativamente a resposta vasodilatadora.

Entretanto nas condi¢cdes experimentais observadas ndo podemos atribuir uma
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relacado direta dos receptores P2x no NTS com receptores a-adrenérgicos, na
vasodilatagdo muscular em situagdes de alerta e defesa. Apesar dos bloqueios
em nossos resultados nao serem significativamente diferentes observamos
redugcdo na area sob a curva de condutancia e no pico de resposta maxima do
nosso grupo entre as situagdes com fentolamina e suramin. Isto representa
uma diminuicdo na duracdo e na intensidade da resposta vasodilatadora
mesmo que nao significativa.

Nossos achados mostraram que a fentolamina foi capaz de reduzir
parcialmente a resposta vasodilatadora maxima frente a EE da HDA, mas a
area sob a curva de condutancia nao sofreu redugao significativa. Ferreira-Neto
et al (2005) descreve, apos o bloqueio com fentolamina, uma discreta reducgéo
do pico maximo de vasodilatagdo muitas vezes nao significativa de laténcia
prolongada. Nossos resultados correspondem com o aumento da laténcia na
resposta vasodilatadora, porém o0 mesmo nao ocorre em relagdo ao pico
maximo de resposta. Segundo esses autores a nao redugao do pico maximo de
vasodilatacdo muscular, assim como o aumento da laténcia de resposta
expresso pelo intervalo de ascensao da curva de condutancia € o momento da
estimulagdo, seria decorrente de uma compensacao pela liberagao de
catecolaminas da medula da adrenal. Todavia em nosso estudo utilizamos
ratos anestesiados com infusdo sistémica de uretana e a-cloralose enquanto
esses autores realizaram experimentos em ratos anestesiados com tiopental
sodico, que possui propriedades simpatomiméticas.

Como ja foi discutido anteriormente, Mifflin et al (1988) demonstraram
vias descendentes do hipotalamo incidindo sobre sitios aferentes do

barorreflexo no NTS, dando indicio a uma inibicdo do baroreflexo nas situacdes
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de alerta. Embora tenhamos observado uma vasodilatacdo muscular
acompanhada de hipertensao e taquicardia, € necessario destacar que tanto na
ativacdo do barorreflexo quanto nas reagbes de defesa constatamos
vasodilatacdo em membros posteriores. Esses fatos reforcam nossa hipotese
de vias provenientes da HDA exclusivas para regulagcdo da vasodilatagao e
independente das vias responsaveis pela frequéncia cardiaca e pressao arterial
(Cravo et al., 2003). Segundo estes autores esta via poderia ser inclusive uma
projecdo direta do hipotalamo para o RVL por meio de interneurdnios
GABAérgicos intrinsecos do proprio RVL.

Nossos resultados parecem confirmar a relagdo envolvendo projecoes
da HDA para o RVL na vasodilatagdao em reacdes de alerta e defesa, porém
descarta a possibilidade delas ocorrerem exclusivamente para o RVL uma vez
que o bloqueio no NTS com suramin ou com acido quinurénico no NTS reduziu
as respostas de vasodilatacdo. Neste caso propomos que a resposta de
vasodilatagao poderia depender 1) de outro sitio de integragao além do NTS; 2)
de outros tipos de receptores envolvidos com a regulagdo da vasodilatagao
localizados no NTS ou nao; 3) parcialmente de vias para o NTS e vias diretas
para o RVL. Independente da complexidade dessas integragdes nos nucleos
vasomotores do tronco cerebral, todas essas possibilidades dependem do
nucleo RVL como brago eferente das respostas vasodilatadoras nas reacdes
de alerta e defesa. O seguinte modelo proposto na pagina seguinte representa

as possiveis conclusdes desta série de estudos (Figura 39).
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Fig 39 — Possiveis vias centrais envolvidas na regulacdo simpatica da
vasodilatacdo muscular durante as reacdes de alerta e defesa.
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ABSTRACT



The electrical stimulation (ES) of the hypothalamus in the rat produces a well-
defined pattern of cardiovascular adjustments including hypertension,
tachycardia and skeletal muscle vasodilation. These hemodynamic responses
can also be observed in natural conditions during fight and/or flight behaviors.
However the neural pathways and possible neurotransmitters involved remain
largely unknown. In this study we sought to determine the role of purinergic and
glutamatergic receptors into the nucleus tractus solitarius (NTS) in the
cardiovascular responses induced by hypothalamic ES, also we aimed to
analyze the role of glutamatergic neural pathways from the NTS to the rostral
ventrolateral medulla (RVLM) in these responses. Male Wistar rats (250-350 g)
were anesthetized (urethane 600 mg/kg + a-chloralose 50 mg/kg, iv), paralyzed
(d-tubocurarine 0.5 mg/kg, iv) and artificially ventilated. Mean arterial blood
pressure (MAP), heart rate (HR) and hindquarter blood flow (HQBF) were
recorded. Hindquarter vascular conductance (HQVC) was calculated as the
ratio HQBF/MAP and expressed as percentage of baseline. Hypothalamic ES
(6s trains, 0.6 ms square pulses, 100 Hz, 150 pA) evoked a transitory
hypertension, tachycardia and hindlimb muscle vasodilation. After bilateral
microinjections of suramin (100 pmol /50 nl), a non-specific P2x receptor
antagonist, into the NTS the hindlimb vasodilation was reduced (173+19.0 vs
28+14.1% of baseline), even so the transitory hypertension and tachycardia
remained unchanged. A similar vasodilation reduction (134+21.5 vs 27+12.7%
of baseline) was observed after microinjections of kynurenic acid bilaterally at
the same NTS sites. Microinjections of the P2x receptor agonist o,B-methylene
ATP (100 pmol/50 nl) into the NTS produced hypotension, bradycardia and

hindlimb muscle vasodilation. Bilateral microinjections of suramin at the same
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NTS site reduced the hypotension (-47+4.5 vs -6+2.0 mmHg) and the
vasodilation (76+15.2 vs 9+2.1% of baseline). After bilateral microinjection of
kynurenic acid into the RVLM, both hypotension (-60+6.1 vs -9+3.7 mmHg) and
the vasodilation response (126+16.9 vs 17+4.6% of baseline) induced by o,f-
methylene ATP into the NTS were reduced. The A2a agonist CGS21680 (20
pmol/50 nl) into the NTS produced a long-lasting hypotension, bradycardia and
hindlimb vasodilation. Bilateral RVLM glutamatergic blockade reduced the
hypotension (-41+4.7 vs -7+1.9 mmHg), the tachycardia (-33+9.0 vs -10+3.1
bpm) and the muscle vasodilation (81+5.6 vs 8+1.5% of baseline) when
CGS21680 was injected into the NTS. Therefore the results suggest that in
alerting defense reaction, hindquarter vasodilation is mediated by NTS P2x and
also by glutamatergic receptors into the intermediate NTS. Cardiovascular
responses evoked by either P2x or A2a receptors stimulation in the NTS are
mediated by glutamatergic synapses into the RVLM probably through activation

of inhibitory interneurones in this area.
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