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RESUMO

O nucleo supra-6ptico do hipotalamo (NSO) contém neurbnios
magnocelulares que sintetizam e secretam vasopressina e ocitocina. A
estimulacao elétrica do NSO causa resposta pressora atraves da liberagado de
vasopressina. O L-glutamato (L-glu) é o principal neurotransmissor excitatorio
do Sistema Nervoso Central, estando presente no NSO. No presente trabalho
relatamos os efeitos cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no NSO e
identificamos os possiveis receptores e mecanismos envolvidos na génese
destes efeitos. Drogas foram microinjetadas em um volume de 100 nL. A
microinjegdo de L-glu no NSO causou resposta pressora e bradicardica em
ratos ndo-anestesiados. As respostas cardiovasculares foram concentragéo-
dependente, apresentando CEsy de aproximadamente 0,1M. As respostas
cardiovasculares a injecao de L-glu no NSO foram significativamente reduzidas
em ratos anestesiados com uretana. Em animais ndo anestesiados, a resposta
pressora e bradicardica foi bloqueada pelo pré-tratamento local com NBQX
(0.02M), um antagonista seletivo dos receptores ndao-NMDA, n&o sendo
afetadas pelo pré-tratamento local com LY (0.02M), antagonista seletivo de
receptores NMDA. Estes resultados sugerem que receptores glutamateérgicos
do subtipo ndo-NMDA medeiam estas respostas. A resposta pressora ao L-glu
foi potencializada pela injecdo i.v. de pentolinio, bloqueador ganglionar,
enquanto a resposta de bradicardia foi bloqueada. A resposta pressora e
bradicardica foi bloqueada pelo pré-tratamento i.v. com dTir (CH2)s(Me) AVP,

um antagonista vasopressinérgico. Os resultados sugerem ser a bradicardia de



origem reflexa, bem como sugerem o envolvimento de vasopressina na génese
da resposta pressora ao L-glu no NSO.

Em conclusdo, os resultados indicam que a resposta pressora a
microinje¢cdo de L-glu no NSO é dependente da ativagdo de receptores
glutamatérgicos do subtipo ndo-NMDA, sendo mediada por liberagdo de

vasopressina para a circulacao periférica.



ABSTRACT

The supra-optic hypothalamic nucleus (SON) contains magnocellular
cells that release vasopressin and oxitocin. SON electrical stimulation causes
pressor responses due to vasopressin release. L-glutamate (L-glu) is involved
in cardiovascular control and it is present in the SON. We attempted to verify
the cardiovascular effects of L-glu microinjection in the SON and to identify
possible receptor and mechanisms involved. Drugs were injected in the final
volume of 100 nL. L-glu microinjection into the SON caused pressor and
bradycardic responses in unanesthetized rats. The cardiovascular response
was dose-related and the approximate ECsy value was 0.1M. These responses
were markedly reduced in the urethane-anesthetized rats. The pressor and
bradycardic response was blocked by local pretreatment with NBQX (0.02M), a
selective non-NMDA antagonist and it was not affected by pretreatment with LY
235959 (0.02M), a selective NMDA antagonist, suggesting that non-NMDA
glutamate receptors mediate the responses. The pressor response to L-glu was
potentiated by intravenous pretreatment with the ganglionic blocker pentolinium,
whereas the bradycardic response was abolished by ganglion blockade. The
pressor and bradycardic response to L-glu were blocked by i.v. treatment with
the vasopressin antagonist dTyr(CH;)s(Me)AVP. Results suggest a reflex nature
of the bradycardic response and involvement of circulating vasopressin in the
evoked pressor response. In conclusion, the present results indicate that the
pressor response to L-glu microinjection into the SON is dependent on non-
NMDA glutamate receptors activation and is mediated by vasopressin release

into the circulation.



INTRODUCAO



O sistema cardiovascular desempenha um papel fundamental na
homeostase, garantindo uma distribuicdo adequada do fluxo sanguineo aos
diferentes 6érgéos e tecidos do corpo. O controle do sistema cardiovascular
pode ser dividido em trés niveis distintos, segundo uma organizagao
hierarquica (FOLKOW, 1987): controle local, exercido pela atividade miogénica
do musculo liso vascular e do miocardio, assim como por substancias
vasoativas liberadas pelo endotélio vascular; controle por estruturas neurais
bulbares e controle por centros neurais suprabulbares.

Fatores humorais tais como a vasopressina e o0 sistema renina-
angiotensina promovem o ajuste da pressao arterial em longo prazo, tanto por
controlar o volume sanguineo quanto por sua atividade vasoconstritora
(COWLEY; QUILLEN; SKELTON, 1983; COWLEY & LIARD, 1988;
SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 1996).

A regulacao central do sistema cardiovascular envolve centros bulbares,
tais como o nucleo do trato solitario (NTS) e os nucleos bulbares
rostroventrolateral (RVLM) e caudoventrolateral (CVLM), responsaveis pela
manutencao do tonus pressorio geral e pelo controle instantaneo da pressao
arterial. Os neurbénios do RVLM determinam a frequéncia de descarga dos
neurénios pré-ganglionares simpaticos, mantendo o ténus vascular (ROSS et
al., 1984; REIS et al., 1988; SUN et al.,1988; VERBERNE & OWENS, 1998).
Em situagdes de alteragbes posturais, respiratérias e de volume sanguineo, a
pressao arterial € mantida em uma faixa estreita de variagao por ativacado de
mecanismos reflexos, que incluem o barorreflexo, o quimioreflexo e o reflexo

cardiopulmonar (GOLDSTEIN, 1991).



Além dos centros bulbares, que s&o as principais estruturas envolvidas
no controle cardiovascular, estdo também envolvidas areas suprabulbares, tais
como estruturas da ponte dorsal e ventral, incluindo o complexo do nucleo
parabraquial e de Kolliker-FlUse, o grupo de células A5, a substancia cinzenta
periaquedutal (SCP), o nucleo cuneiforme, o nucleo central da amigdala e
também regides do coértex cerebral e do hipotalamo (DAMPNEY, 1994).

Dentre os nucleos hipotalamicos envolvidos no controle cardiovascular,
0 nucleo supra-6ptico (NSO) contém células neuroenddécrinas magnocelulares
que produzem vasopressina e ocitocina as quais sdo transportadas para
neurohipofise, sendo secretadas para circulacdo sistémica. A ocitocina esta
envolvida, principalmente, na estimulagcdo de contragcdes uterinas durante o
trabalho de parto e na ejecéo de leite (CUNNINGHAM & SAWCHENKO, 1991).
Estimulos diversos tais como alteracdes cardiovasculares, variagbes osmoéticas
e estresse promovem liberagéo de ocitocina, sugerindo que esse hormdnio seja
importante nessas situacdes, porém essas funcbes ainda nido estdo bem
estabelecidas.

A vasopressina exerce papel importante no controle dos fluidos
extracelulares e na manutengéao do volume sanguineo (BISSET, 1988). A acéo
antidiurética da vasopressina € o principal efeito deste horménio, envolvendo o
aumento da reabsor¢do de agua nos ductos coletores renais. A vasopressina
circulante ativa receptores vasopressinérgicos do tipo V, das membranas
luminais das células tubulares, levando a um aumento de cAMP intracelular e
fosforilagdo da cadeia COOH-terminal da aquaporina (vesicula que tem poros
altamente permeaveis a agua), fazendo com que essas vesiculas sejam

inseridas na membrana celular apical, fornecendo assim muitas areas de alta



permeabilidade a agua. O outro efeito da vasopressina deve-se a sua atuagao
nas arteriolas, ativando os receptores vasopressinérgicos do tipo Vj,
promovendo vasoconstricdo e consequente aumento de pressao arterial.

Estimulos fisiolégicos tais como variagdes na pressao arterial, volume
sanguineo e osmolalidade promovem ou inibem a liberagdo de vasopressina
(CUNNINGHAM et al., 2004). Com o aumento ou redugédo na concentragéo do
liquido extracelular, ocorre saida ou entrada de agua da célula osmoreceptora
por osmose, diminuindo ou aumentando seu tamanho e iniciando sinais
nervosos apropriados no hipotalamo, para estimular ou inibir a secrecdo de
vasopressina. Outro estimulo que causa secrecao intensa de vasopressina € a
reducdo do volume sanguineo com queda na pressao arterial. Os atrios, em
especial, o atrio direito, tém receptores de estiramento que sao excitados por
sobrecarga decorrente de aumento no volume sanguineo, causando inibicao na
liberacdo de vasopressina. Por outro lado, quando ha reducdo no volume
sanguineo estes receptores ndo sédo excitados, aumentando a secregao de
vasopressina.

A concentragdo plasmatica destes hormdnios pode ser alterada pela
atividade dos neurénios do NSO, assim como por outros centros neuroniais
conectados ao NSO (CUNNIGHAM et al.,, 2004). Estudos eletrofisiolégicos
demonstraram que a estimulacdo dos barorreceptores cardiacos inibe a
atividade de neurbnios vasopressinérgicos, mas nao afeta significantemente
neurbnios ocitocinérgicos do NSO, sugerindo que o0s neurdnios
vasopressinérgicos estariam mais envolvidos na modulagao cardiovascular do

que os ocitocinérgicos (CUNNIGHAM et al., 2002).



Yang e Coote (2006) relataram que a injecao intratecal de L-glu e
vasopressina causaram um aumento na atividade simpatica renal. A redugao
do volume sanguineo pela retirada de 1mL de sangue também causou
aumento na atividade simpatica renal. Este aumento na atividade simpatica
causado tanto por injecdo de agonistas quanto por redugdo do volume
sanguineo foram reduzidos por antagonista glutamatérgico (acido quinuréncio)
ou antagonista dos receptores vasopressinérgicos do tipo V4. Quando o acido
quinurénico foi administrado conjuntamente com o antagonista
vasopressinérgico, a reducao foi maior do que cada pré-tratamento em isolado,
sugerindo uma integracdo entre os sistemas glutamatérgico e
vasopressinérgico centrais, na modulagdo da atividade simpatica
cardiovascular.

Com o objetivo de investigar o papel do nucleo paraventricular (NPV) e
do NSO na regulacao cardiovascular, Ciriello e Calaresu (1980) estimularam
eletricamente estas areas em gatos e observaram respostas cardiovasculares
caracterizadas por aumento da pressao arterial e da frequéncia cardiaca. Em
gatos vagotomizados e simpatectomizados por lesdo espinhal ao nivel da C2, o
aumento na frequéncia cardiaca foi abolido, porém a resposta pressora foi
apenas parcialmente reduzida. Esses autores sugeriram que essa resposta
remanescente seria decorrente de liberagdo aguda de vasopressina, embora
eles ndo a tenham comprovado experimentalmente. Portanto, a estimulacao
elétrica do NPV e do NSO de gatos promove respostas pressoras que podem
ser mediadas por fatores neurais (simpatico) e humorais (vasopressina).

A estimulagdo quimica do NPV com L-glutamato (L-glu) causou

respostas depressoras em ratos anestesiados, devido a uma inibicdo da



atividade simpatica (KANNAN, NIIJIMA, YAMASHITA, 1988). Em auséncia de
anestesia ocorre inversao da resposta. Assim sendo, a microinjecdo de L-glu
no NPV de ratos acordados causou respostas pressoras mediadas por ativacao
do sistema simpatico, sem a participacdo de vasopressina, ja que a
microinje¢gdo de um antagonista vasopressinérgico, dTir(CH2)s(Me)AVP nao
alterou a resposta ao L-glu (KANNAN, HAYASHIDA, YAMASHITA, 1989;
MARTIN E HAYWOOD, 1992). Portanto, varios estudos mostraram o
envolvimento do NPV no controle do sistema cardiovascular e na liberagcdo de
vasopressina. Entretanto, ndo existem estudos correlatos mostrando a
participacdo do NSO no controle cardiovascular.

Em outras areas do SNC tais como a banda diagonal de Broca (dbB) e a
SCP, a microinjegdo de L-glu causou respostas pressoras mediadas por
liberagdo de vasopressina (TAVARES & CORREA, 2003; PIZZIRUSSO et al.,
1998). Estes resultados mostraram o envolvimento dos receptores
glutamatérgicos dessas regides cerebrais na liberagdo de vasopressina.

O L-glu é o principal aminoacido excitatério do SNC. Os neurbnios
magnocelulares do hipotdlamo s&o densamente inervados por sinapses
glutamatérgicas (BOUDABA, DI, TASKER, 2003). Estudos moleculares e
funcionais confirmaram a presenca de receptores glutamatérgicos no NSO.
Além de receptores, foi detectada a presengca de RNA mensageiros para os
mesmos (PAK & CURRAS-COLLAZO, 2002). A importancia dos receptores
glutamatérgicos na liberagdo dos hormdnios dos neurdnios magnocelulares do
NSO foi descrito pela primeira vez por Sladek et al. (1995) os quais

demonstraram que a aplicagdo de acido quinurénico, um antagonista
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glutamatérgico, inibe a liberagdo de vasopressina durante a estimulagao
hiperosmética em preparacdes isoladas do hipotalamo.

Em estudos realizados em nosso laboratério foi observado que a
microinje¢ao de L-glu no hipotalamo lateral causava respostas hipotensoras, e
que quando os sitios de injegcdo eram ventrais ao hipotalamo lateral, proximos
ou diretamente no NSO, respostas pressoras e bradicardicas foram observadas
(PAJOLLA & CORREA, 2004). Porém, os mecanismos centrais e periféricos
envolvidos nestas respostas pressoras nao foram investigados.

Diante destas evidéncias e da auséncia de dados na literatura, nos
propusemos a investigar se a ativagao dos receptores glutamatérgicos do NSO
causa respostas cardiovasculares, se essas respostas sdo mediadas por
liberacdo de vasopressina e por qual subtipo de receptor estas respostas séo

desencadeadas.



11

OBJETIVOS
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O presente trabalho teve por objetivo avaliar a participagdo do NSO no

controle cardiovascular. Para isso foram avaliados:

1) O efeito da microinje¢cao de L-glu no NSO sobre a pressao arterial em ratos

anestesiados e ndo anestesiados;

2) O tipo de receptor glutamatérgico envolvido na resposta pressora a

microinjegao de L-glu no NSO;

3) Os mecanismos periféricos envolvidos na efetuagdo das respostas

cardiovasculares a estimulagédo quimica do NSO pelo L-glu.
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MATERIAL E METODOS
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1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de peso corporal variando entre
250 e 280g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da
USP de Ribeirdo Preto e foram mantidos em caixas individuais, com acesso
livre a ragcdo granulada e agua, e submetidos a alternancia de luz (12 h claro/12
h escuro). O Comité de Etica da Faculdade de Medicina de Ribierdo Preto da
Universidade de Sao Paulo aprovou as condi¢des de manutencdo dos animais

e os protocolos experimentais.

2. Técnica de implante de canula guia no NSO

Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (Aldrich Chemical Co.
Inc.) na dose de 250 mg/Kg por via intraperitoneal. Apds a tricotomia, a cabega
do rato foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, EUA), e foi realizada
assepsia do campo cirurgico com alcool a 70%. Para redugao do sangramento
durante a cirurgia, foi injetado 0,3 mL de solucdo de lidocaina com
vasoconstritor (3% de levoarterenol, Harvey Quimica Farmacéutica Ind. e
Comércio Ltda, Catanduva, SP). A calota craniana foi exposta por meio de
uma incisao na pele de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se completamente
o periésteo. A limpeza da regido foi feita utilizando-se solugao salina e agua
oxigenada a 10%. Todas as coordenadas tiveram como referéncia os
parametros obtidos do Atlas de Paxinos e Watson (1986), ajustados ao peso
corporal do animal (BORGES,1999). O bregma foi utilizado como ponto de

referéncia para a coordenada lateral.
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NSO unilateral

Antero-posterior: +6,9 mm em relacao a interaural,

Lateral: + 1,7 mm a partir do bregma;

Vertical: -8,1 mm em relagao ao 0sso;

Incisivo = 3,2.

Apds o posicionamento da canula de aco inoxidavel, foi feito um orificio
no cranio do animal utilizando-se uma broca odontolégica, por onde foi
introduzida a canula constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26 x
0,6 mm, 23G), com 15 mm de comprimento. A canula foi fixada ao cranio com
uma resina acrilica autopolimerisavel (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro,
RJ) e pequenos parafusos foram previamente implantados na calota craniana.
Um mandril, com 0,2 mm de didmetro externo foi introduzido na céanula,
evitando a obstrugcdo da mesma durante o periodo de recuperagcdo do animal.
Como medida profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de
pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, S&o Paulo, Brasil) por via

intramuscular.

3. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca de ratos nao

anestesiados

Quarenta e oito horas ap6s a implantagéo das canulas guias no NSO, os
animais foram anestesiados novamente com tribomoetanol (Aldrich Chemical
Co. Inc.) na dose de 250 mg/Kg por via intraperitoneal e foram implantados
cateteres nas artérias femorais. Estes vasos foram dissecados e cateteres de

polietileno foram introduzidos até a artéria aorta abdominal inferior. Os
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cateteres sao constituidos por segmentos de polietilieno PE-10 (4-5 cm)
soldados a segmentos de polietieno PE-50 (12-13 cm), previamente
preenchidos por solugdo salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em
solugdo salina), e obstruidos com pino de metal.

Apds implantagdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados na
regido dorsal do animal através de um trocater e fixados a pele por sutura
cirurgica.

O cateter arterial foi utilizado para registro da pressao arterial e o cateter
venoso para injegao de drogas. O registro da presséao arterial foi realizado pelo
menos 24 h apds o procedimento cirurgico para implantagdo do cateter na
artéria femoral, permitindo a recuperacao dos animais dos efeitos anestésicos.
Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pds-
operatorio e de registro da pressao arterial.

Antes do inicio dos registros, 0,1 mL de solugao salina com heparina (15
U/mL) foi injetada no interior dos cateteres, evitando obstrugbes. O cateter
implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao arterial
Hewlett Packard por um segmento de polietiieno PE-50. A pressao arterial e
frequéncia cardiaca foram registradas em um poligrafo HP7754-A (Hewlett
Packard, EUA) conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (Biopac, EUA).

Os registros foram iniciados ap6s um periodo de 15 minutos para

adaptacao dos animais as condigdes de som e iluminagao do laboratdrio.
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4. Microinjecédo de drogas no NSO

O L-glu foi dissolvido em liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) e foi
injetado diretamente no NSO no volume de 100nL, utilizando-se uma seringa
de 1 ul (7001KH - Hamilton, EUA) conectada a um tubo de polietileno (PE-10) e
uma agulha injetora (0,25 mm de diametro externo), 1 mm mais longa do que a

canula guia fixada ao cranio.

5. Drogas utilizadas

- L-glutamato (SIGMA, EUA)

- LY 235959 (TOCRIS, EUA)

-NBQX (1, 2, 3,4-tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzo(f)quinoxaline-7-
sulfonamide) (TOCRIS, EUA).

- Pentolinio, bloqueador ganglionar (Sigma, EUA)

-dTir(CHz)s(Me)AVP, antagonista dos receptores vasopressinérgicos
(fornecido pelo Dr Maurice Manning, Medical College, Ohio, EUA)

- Veiculo — liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (NaCl 100mM; NazPO4
2mM; KCI 2,5mM; MgCl, 1,0mM; NaHCO3; 27mM; CaCl; 2,5mM; pH=7,4).

- Tribomoetanol (SIGMA, EUA)

- Uretana (SIGMA, EUA)
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6. Determinacdo anatémica do sitio de injecdo da droga

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com
uretana na dose de 1,2 g/kg intraperitoneal, antes do inicio da perfusdo. Foi
injetado o corante azul de Evan a 1% no local da microinjegdo da droga. Em
seguida, os ratos foram submetidos a abertura da caixa toracica para
exposi¢ao do coracdo. Para facilitar a perfusao cerebral, a aorta descendente
foi bloqueada com uma pinga hemostatica. Uma incisao foi feita na auricula
direita para o escoamento do sangue e do perfusado, e uma agulha para
perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo. A perfusdo foi realizada
inicialmente com 20 mL de solugao fisioldégica de NaCl 0,9%, seguida por 20
mL de solugédo tamponada de formalina 10%.

Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana, sendo
pos-fixados em solugao de perfusdo. Os cérebros foram seccionados com o
auxilio de um criostato. Foram feitas varias sec¢oes da area do NSO, coradas
com cresil violeta e analisadas utilizando-se o Atlas de Paxinos e Watson

(1986) como referéncia.

7. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM).
Quando indicada, a analise estatistica dos dados foi realizada através do
programa PRISM 2,01 (GraphPad, EUA). Foram utilizados os seguintes testes:

1) Teste t de Student pareado e ndo pareado assumindo-se p< 0,05;
2) Regressdo né&o-linear para construgdo da curva dose-resposta,

assumindo-se p< 0,05.



19

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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O experimento foi realizado 24 h apds a colocacido do cateter na artéria
femoral. Os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de
experimentagao por 15 minutos antes do experimento. Os experimentos foram
realizados com os animais em livre movimentagdo, e a microinjecao foi

realizada apos estabilizagao da pressao arterial.

1. Efeito da administracdo de diferentes concentracdes de L-glu no NSO
de ratos ndo anestesiados sobre a presséao arterial (curva concentracao-

resposta)

Este experimento teve por objetivo verificar as alteragdes
cardiovasculares causadas pela microinjecdo de diferentes concentragdes de
L-glu no NSO e determinar a concentragao que promove 50% do efeito (CEsp)
para ser utilizada nos experimentos subsequentes. Para tanto, o L-glu foi
injetado no NSO nas concentragcdes de 0,01M, 0,03M, 0,1M e 0,5M. Os
animais receberam de uma a quatro concentragbes de L-glu, mantendo-se o
intervalo de 15 min entre cada injegdo ja que ndo existe o fenbmeno de
taquifilaxia. As diferentes concentragbes foram injetadas em sequéncia

aleatoria.
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2. Efeito de sucessivas microinje¢cbes de L-glu no NSO de ratos nao

anestesiados

Este experimento teve por objetivo comprovar a inexisténcia de
taquifilaxia na resposta a microinjegcdo de L-glu no NSO. Desta forma, os

animais receberam a microinjecao de L-glu 15 min apds a primeira injegao.

3. Alteragdes cardiovasculares causadas pela microinjecao L-glu no NSO

de ratos ndo anestesiados ou anestesiados por uretana

Este experimento teve por objetivo verificar o efeito da anestesia por
uretana sobre o padrdo da resposta desencadeada pela inje¢cdo de L-glu no
NSO. Desta forma, os animais foram anestesiados com uretana (1,2g/kg) e,

uma hora depois receberam a microinjegcao de L-glu 0,1M.

4. Pré-tratamento local com LY

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento de
receptores glutamatérgicos NMDA na resposta pressora a microinjecéo de L-
glu no NSO. Foi feita microinje¢do de L-glu (0,1M) no NSO 15 min antes e 15
min apds a microinjegdo de antagonista glutamatérgico do tipo NMDA (LY

0,02M).
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5. Pré-tratamento local com NBQX

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento de
receptores glutamatérgicos ndo-NMDA na resposta pressora a microinjecao de
L-glu no NSO. Foi feita microinjecao de L-glu (0,1M) no NSO 15 min antes e 15
min apdés a microinjecdo de antagonista glutamatérgico do tipo ndo-NMDA

(NBQX 0,02M).

6. Pré-tratamento com Pentolinio

Este experimento teve por objetivo verificar se a resposta pressora a
microinje¢ao de L-glu no NSO era mediada pela ativagado do sistema nervoso
simpatico. Foi feita microinje¢cao de L-glu (0,1M) no NSO 15 min antes e 15

apo6s a administragao do bloqueador ganglionar pentolinio i.v.

7. Pré-tratamento com dTir(CH2)s(Me)AVP

Neste experimento estudamos o possivel envolvimento do mecanismo
vasopressinérgico na mediagao da resposta pressora a microinjecéo de L-glu.
Foi feita a microinje¢cdo de L-glu (0,1M) no NSO 15 min antes e 15 minutos
ap6s a administracdo do bloqueador de vasopressina, dTir(CH2)s(Me)AVP

50ug/Kg i.v.
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RESULTADOS
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1. Efeito da microinjecdo de L-glu no NSO de ratos ndo anestesiados

sobre a pressao arterial e freqiéncia cardiaca

A microinjecdo de Liquido cefalorraquidiano artificial LCA (100nL) no
NSO nao causou alteragdes na pressao arterial basal e frequéncia cardiaca
(ANTES: PAM=96+5 mmHg; FC=316x17 bpm; APOS: PAM=97+6 mmHg;
FC=291+28 bpm, n=6).

A microinjecao de diferentes concentracdes de L-glu (0,01; 0,03; 0,1 e
0,5M) no NSO de ratos normotensos causou respostas pressoras e
bradicardicas concentracdo-dependentes (FIGURA 1 e TABELA 1). A analise
de regressao nao-linear indicou uma correlagao significante entre concentragéo
e resposta pressora (R? = 0,93; p < 0,05) ou bradicardica (R? = 0,81; p < 0,05).
A concentragao de L-glu de 0,1M, préxima CEsp, foi utilizada nos experimentos
subsequentes.

A microinje¢do de L-glu (0,1M) no NSO de ratos normotensos (PAM=
10144 mmHg, FC=353110 bpm, n=6) causou respostas pressoras
significativas (APAM= 20+1 mmHg) que foram acompanhadas por reducéo na
frequéncia cardiaca (AFC= -504£5 bpm). Por outro lado, a microinje¢do de LCA
(100nL) no NSO n&o causou alteragdes significativas na pressao arterial
(APAM= 2+0,8 mmHg) e frequéncia cardiaca (AFC= -219 bpm) (FIGURA 2). A
laténcia para o inicio e duragao da resposta com a concentracédo de 0,1M foram
respectivamente 163 s e 7£0,2 min.

A figura 3 apresenta um tragado da pressao arterial pulsatil, média e

frequéncia cardiaca de um animal representativo do grupo, que recebeu
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microinje¢ao de L-glu (0,1M). Na figura 4 é apresentada a fotomicrografia de
um corte de cérebro de rato mostrando o sitio de injegao de L-glu no NSO.

A administragado de L-glu (0,1M) em areas adjacentes ao NSO causou
respostas pressoras e bradicardicas significantemente menores (APAM=1+1
mmHg, AFC=0,3x4 bpm, n=7) quando comparadas as respostas do L-
glutamato microinjetado no NSO (APAM =20+£1* mmHg, AFC=-50+5* bpm, n=6,
*p<0,05, t= 11,5 para valores de pressao arterial; *p<0,05, t = 7,24 para valores

de freqUéncia cardiaca, teste t de Student ndo-pareado, bi-caudal).
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Tabela 1 — Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca
(AFC), em resposta a microinjegdo de diferentes concentragdes de L-glu no

NSO de ratos ndo-anestesiados.

L-glutamato APAMZEPM AFCEPM N
(M/100nL) (mmHg) (bpm) (amostra)
LCA 2+0,7 -2+0.8 6
0,01 3+0,7 -9+2 6
0,03 5+ 1 -16+3 6
0,1 20+1 -50+5 6
0,5 29+2 -5115 6
40+
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FIGURA 1 — Efeito da microinjegdo de diferentes concentragbes de L-glutamato (L-glu)
(circulos fechados) ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (tridngulo aberto) no NSO ou
fora do NSO (circulos abertos) de ratos ndo anestesiados, sobre a pressao arterial média
(APAM) e a freqiiéncia cardiaca (AFC). As concentragdes injetadas foram: 0,01; 0,03; 0,1; 0,5M

(n=6 para cada concentragéo).
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FIGURA 2 — A) Variagbes na pressao arterial média (APAM,) e frequiéncia cardiaca (AFC) apos
microinjecao de liquido cefalorraquidiano artificial LCA (coluna aberta, n=6) ou L-glutamato (L-
glu) na concentragao de 0,1M (coluna fechada, n=6) no NSO de ratos ndo anestesiados.
*p<0,05, teste t de Student ndo-pareado, bicaudal. B) Representacido diagramatica dos sitios
de injecao de L-glu no NSO (circulos fechados) e fora do NSO (circulos abertos), modificada do

Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotdlamo lateral; ox — quiasma o6ptico; 1A —

interaural.
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FIGURA 3 — Registros de presséo arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil (PAP) e
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frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da

microinje¢ao de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO.

FIGURA 4 — Fotomicrografia de corte histolégico do cérebro de um rato representando o sitio

de injecao de L- glutamato no NSO.
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2. Efeito de microinjecdes sucessivas de L-glu no NSO de ratos nao

anestesiados

Foi relatado que microinjecbes sucessivas de L-glu no hipotalamo lateral
apresentavam taquifilaxia, ou seja, as respostas subsequentes eram reduzidas
(PAJOLLA, 2004). Para verifica possivel ocorréncia de taquifilaxia a injecao de
L-glu no NSO, a injecao de L-glu foi repetida 30 min apds a primeira injecao. A
primeira microinje¢cao causou uma resposta de APAM=20+1 mmHg; AFC=
-38+5 bpm n=6 e a segunda resposta foi de APAM=21+1 mmHg; AFC=-46+7
bpm, ndo havendo diferenca estatistica e descartando a possibilidade de
taquifilaxia (FIGURA 5).

A figura 6 apresenta um tragado da pressao arterial pulsatil, média e

freqUéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 5 — A) Variagdes na pressdo arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC)
causadas pela microinjegdo de L-glutamato (L-glu) antes (colunas abertas) e apds (colunas
fechadas) a microinjegdo de liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) no NSO de ratos nao
anestesiados, mostrando a ndo ocorréncia de taquifilaxia. B) Representagéo diagramatica dos

sitios de injecdo no NSO (circulos fechados), modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1986).

HL — hipotalamo lateral; ox — quiasma 6ptico; IA — interaural.
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FIGURA 6 — Registros de pressdo arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil (PAP) e
frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da

microinjecao de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO antes e apds a microinjegdo de LCA.
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3. Efeito da anestesia por uretana sobre a resposta pressora a

microinjecdo de L-glu no NSO

A anestesia com uretana reduziu de forma significativa a resposta
pressora e bradicardica (APAM=512 mmHg; AFC=-6t4 bpm, n=5) a
microinjegado de L-glu quando comparada a resposta pressora e bradicardica
controle (APAM=20+1* mmHg; AFC=-50£5* bpm, n=6) (*p<0,05, t= 6,6 para
valores de pressdo arterial; *p<0,05, t = 6,5 para valores de freqléncia
cardiaca, teste t de Student ndo-pareado, bi-caudal).

A figura 7 mostra a variagdo na pressao arterial média e na frequéncia
cardiaca a microinjegdo de L-glu no NSO ratos ndo anestesiados e
anestesiados por uretana. A figura 8 apresenta um tragado da presséao arterial

pulsatil, média e frequéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.
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Figura 7 — A) Variagdes na pressao arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC) apods
microinjecdo de L-glutamato (L-glu) na concentracdo de 0,1M no NSO de ratos néao
anestesiados (coluna aberta, n=6) ou anestesiados por uretana (coluna fechada, n=5). *p<0,05,
teste t de Student ndo-pareado, bicaudal. B) Representagdo diagramatica dos sitios de injegdo
no NSO (circulos fechados), modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotalamo

lateral; ox — quiasma optico; IA — interaural.
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FIGURA 8 — Registros de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil (PAP) e
freqUéncia cardiaca (FC) de um rato anestesiado representativo do grupo, mostrando o efeito

da microinjecao de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO.
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4. Efeito do pré-tratamento local com LY235959 sobre a resposta pressora

a microinjecdo de L-glu no NSO de ratos ndo anestesiados

A administragdo de 0,02M de LY235959 (um antagonista seletivo dos
receptores glutamatérgicos NMDA) no NSO néo alterou a presséo arterial e a
frequéncia cardiaca basais (ANTES: PAM=97+4 mmHg; FC=357+18 bpm,;
APOS: PAM=99+5 mmHg; FC=345+26 bpm, n=6). A resposta pressora e
bradicardica a microinjecédo de L-glu no NSO (APAM=20+2 mmHg; AFC=-4816
bpm) também nao foi alterada pelo pré-tratamento com LY (APAM=18+3
mmHg; AFC=-46+4 bpm) (FIGURA 9). A concentragc&o de antagonista utilizada
foi baseada em estudo anterior de nosso laboratério, em que se estudou o
efeito do pré-tratamento com LY235959 sobre a resposta cardiovascular a
microinjecdo de L-glu no hipotalamo lateral (PAJOLLA, PELOSI & CORREA,
2005).

A figura 10 apresenta um registro da pressédo arterial pulsatil, média e

freqUéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.



36

A
) 30+
=)
£ 20-
£
Z
& 10-
o 10
0 7
ANTES APOS
0
‘E .25
o
2
%)
L
S
_50_

-75-

AAN

Y~
RN

s

FIGURA 9 — Variagbes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
causadas pela microinjecdo de L-glutamato (L-glu) antes (colunas abertas) e apds (colunas
fechadas) a microinjecdo de LY235959 (LY) no NSO de ratos ndo anestesiados. B)
Representacao diagramatica dos sitios de injegdo no NSO (circulos fechados), modificada do
Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotalamo lateral; ox — quiasma 6ptico; IA — interaural.
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FIGURA 10 — Registros de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil (PAP) e
frequiéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da
microinje¢do de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO antes e apds a microinje¢do de LY235959
no NSO.
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5. Efeito do pré-tratamento local com NBQX sobre a resposta pressora a

microinjecdo de L-glu no NSO de ratos ndo anestesiados

A administracédo de 0,02M de NBQX (um antagonista seletivo dos
receptores glutamatérgicos nao-NMDA) no NSO nao alterou a pressao arterial
e freqiéncia cardiaca basais (ANTES: PAM=93t6 mmHg; FC=336+4 bpm;
APOS: PAM=96+3 mmHg; FC=357+17 bpm, n=6), mas bloqueou a resposta
pressora e bradicardica a microinje¢cao de 0,1M L-glu (APAM=3+0,5 mmHg;
AFC=-5+5 bpm) quando comparada com a resposta pressora e bradicardica
controle (APAM=20+2* mmHg; AFC=-46+6* bpm, *p<0,05, t= 8,3 para valores
de pressao arterial; *p<0,05, t = 7,0 para valores de freqliéncia cardiaca, teste t
de Student pareado, bi-caudal), conforme representado pela figura 11. A
concentragao de antagonista utilizada foi baseada em estudo anterior de nosso
laboratério, em que se estudou o efeito do pré-tratamento com NBQX sobre a
resposta cardiovascular a microinjecdo de L-glu no hipotalamo lateral
(PAJOLLA, PELOSI & CORREA, 2005).

A figura 12 apresenta registros da pressao arterial pulsatil, média e

freqUéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 11 — A) Variagdes na pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
causadas pela microinjecdo de L-glutamato (L-glu) antes (colunas abertas) e apods (colunas
fechadas) a microinjegdo de (NBQX) no NSO de ratos n&do anestesiados. *p<0,05, teste t de
Student pareado, bicaudal. B) Representagdo diagramatica dos sitios de injegdo no NSO

(circulos fechados), modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotalamo lateral;

0X — quiasma o6ptico; IA — interaural.
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FIGURA 12 — Registros de pressao arterial média (PAM), pressado arterial pulsatil (PAP) e
frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da
microinjecao de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO antes e apds a microinjegcdo de NBQX no

NSO.
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6. Efeito do pré-tratamento com pentolinio sobre a resposta pressora a

microinjecdo de L-glu no NSO de ratos ndo anestesiados.

O pré-tratamento i.v. com pentolinio (bloqueador ganglionar) 5 mg/Kg
causou uma redugdo na pressdo arterial basal (ANTES: PAM=94+5* mmHg;
APOS: PAM=66+2* mmHg, n=4, *p<0,05, t= 8,6 para valores de pressdo
arterial, teste t de Student pareado, bi-caudal) (fig 13), mas nao alterou a linha
de base da freqiiéncia cardiaca (ANTES: FC=363+12 bpm; APOS: FC=372+5
bpm) (fig 14). A injecdo intravenosa de 50mg/kg pentolinio (bloqueador
ganglionar) potencializou a resposta pressora a microinjegdo de L-glu no NSO
(ANTES: APAM=16+2 mmHg; APOS: APAM=38+5* mmHg, *p<0,05, t= 5,3
para valores de pressao arterial, teste t de Student pareado, bi-caudal). e
bloqueou a bradicardia em resposta ao L-glu no NSO (ANTES: AFC=-4318
bpm; APOS: AFC=-5+3* bpm, *p<0,05, t = 4,5 para valores de freqiiéncia
cardiaca, teste t de Student pareado, bi-caudal), conforme representado na
figura 15.

A figura 16 apresenta registros da pressao arterial pulsatil, média e

freqUéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 13 - Presséo arterial média (PAM) antes (colunas abertas) e apds a microinjecao de L-
glutamato (L-glu, colunas fechadas), registradas antes e apdés o pré-tratamento com o
bloqueador ganglionar pentolinio (5mg/Kg i.v.), em ratos ndo anestesiados. *p<0,05, teste t de

Student pareado, bicaudal.
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FIGURA 14 — Freqliiéncia cardiaca (FC) antes (colunas abertas) e apds a microinje¢do de L-
glutamato (L-glu, colunas fechadas), registradas antes e apo6s o pré-tratamento com o
bloqueador ganglionar pentolinio (5mg/Kg i.v.), em ratos ndo anestesiados. *p<0,05, teste t de

Student pareado, bicaudal.
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FIGURA 15 — A) Variagdes na pressao arterial média (APAM) e freqiiéncia cardiaca (AFC)
causadas pela microinjecdo de L-glutamato (L-glu) antes (colunas abertas) e apds (colunas
fechadas) a injegéo i.v. de pentolinio de ratos ndo anestesiados. *p<0,05, teste t de Student
pareado, bicaudal. B) Representagdo diagramatica dos sitios de injegdo no NSO (circulos
fechados), modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotalamo lateral; ox —

quiasma o6ptico; IA — interaural.
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FIGURA 16 — Registros de pressao arterial média (PAM), pressdo arterial pulsatil (PAP) e
frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da

microinjecao de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO antes e ap6s a injegao i.v. de pentolinio.
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7. Efeito do pré-tratamento com dTir(CH,)s(Me)AVP sobre a resposta

pressora a microinjecdo de L-glu no NSO de ratos ndo anestesiados.

A injecéo intravenosa de 50ug/kg dTir(CH2)sMeAVP (um antagonista
seletivo dos receptores vasopressinérgicos do tipo V4) nao causou alteragdes
significativas na pressao arterial e na frequéncia cardiaca basais (ANTES:
PAM=89+4 mmHg; FC=345+14 bpm; APOS: PA=86+2 mmHg, FC=359+19
bpm n=5) mas bloqueou a resposta pressora e bradicardica a microinje¢cao de
L-glu (APAM=2+ 0,7 mmHg, AFC=-842 bpm) quando comparada com a
resposta pressora e bradicardica controle (APAM=21+3* mmHg, AFC= -48t4*
bpm, *p<0,05, t= 7,1 para valores de pressao arterial; *p<0,05, t = 8,7 para
valores de frequéncia cardiaca, teste t de Student pareado, bi-caudal),
conforme representado na figura 17.

A figura 18 apresenta registros da presséo arterial pulsatil, média e

frequéncia cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 17 — A) Variagdes na presséao arterial média (APAM) e freqiéncia cardiaca (AFC)
causadas pela microinjegdo de L-glutamato (L-GLU) antes (colunas abertas) e apds (colunas
fechadas) a injegéo i.v. de dTyr(CH,)sMeAVP de ratos ndo anestesiados. *p<0,05, teste t de
Student pareado, bicaudal. B) Representagdo diagramatica dos sitios de injegdo no NSO
(circulos fechados), modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1986). HL — hipotalamo lateral;

0X — quiasma o6ptico; IA — interaural.
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FIGURA 18 — Registros de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil (PAP) e
frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o efeito da
microinjecdo de L-glutamato (L-glu, 0,1M) no NSO antes e apdés a injegdo i.v. de
dTir(CH,)sMeAVP.
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No presente estudo nds relatamos que a administragdo de L-glu no NSO
causa respostas cardiovasculares caracterizadas por elevagdo da pressao
arterial e queda da frequéncia cardiaca. As respostas ao L-glu foram dose-
dependente, apresentando uma CEsg de aproximadamente 0,1M/100nL.

O L-glu, ao contrario da estimulagdo elétrica ativa somente corpos
celulares, néo ativando fibras de passagem (GOODCHILD et al., 1982; NEIL &
LOEWY, 1982). No entanto, altas concentragdes de glutamato (0.5M a 1.0M)
podem causar supressao da atividade neuronial devido a bloqueio por
despolarizacédo persistente (LIPSKI et al., 1988). Baseado nesta observagéo,
nds utilizamos no presente trabalho uma concentragdo de L-glu cinco vezes
menor do que aquela utilizada por Lipski et al. (1988), para minimizar possiveis
efeitos inespecificos relacionados as altas doses de L-glu.

Microinje¢des de L-glu em areas circunvizinhas ao NSO ndo alteraram a
pressdo arterial ou frequéncia cardiaca, sugerindo que as respostas
cardiovasculares por nos observadas s&o decorrentes de agcdo do L-glu no
NSO.

A resposta pressora e bradicardica a microinjegado de L-glu no NSO foi
significantemente reduzida quando L-glu foi microinjetado em ratos
anestesiados com wuretana. O padrdo das respostas cardiovasculares
desencadeadas por estimulagdo SNC é geralmente alterado pelo uso de
anestésico. Evidéncias prévias indicam que anestesia pode inverter respostas
pressoras mediadas pelo SNC em resposta hipotensoras, tal como aquelas

causadas pela microinjecdo de L-glu no NPV ou no nucleo trato-solitario
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(KANNAN, HAYASHIDA, YAMASHITA, 1989; YAMASHITA et al., 1987,
MACHADO & BONAGAMBA, 1992) ou mesmo bloquea-las, como no caso da
injecao intracerebroventricular de angiotensina Il (HOFFMAN & PHILLIPS,
1976; SEVERS & DANIEL-SEVERS, 1973). A auséncia de resposta a
microinje¢cdo de L-glu no NSO de animais anestesiados pode ser explicada
pelo intenso aumento da concentracido plasmatica de vasopressina observado
em ratos anestesiados com uretana. Consequentemente, a liberacao adicional
de vasopressina nao causaria uma resposta significante. Resultados
semelhantes foram relatados apdés a injegdo intracerebroventricular de
noradrenalina em ratos anestesiados com uretana (CORREA et al, 1985). A
importancia da vasopressina circulante para o controle da pressao arterial em
ratos anestesiados com uretana foi evidenciada apds observacdo de que
administracdo de  d(CH2)5Tir(Me)AVP, um potente  antagonista
vasopressinérgico, reduziu a pressao arterial basal de ratos anestesiados por
uretana para valores iguais aqueles observados em ratos anestesiados
hipofisectomizados (CORREA, 1990).

Os receptores glutamatérgicos sao divididos em 2 subfamilias, os
receptores ionotropicos e os metabotrépicos. Os receptores glutamatérgicos
ionotrépicos sdo acoplados a canais idnicos, os quais permitem fluxo de Na®,
K* e algumas vezes de Ca** através da membrana pré e pos-sinaptica. Estes
receptores sdo classificados em receptores do subtipo N-metil-D-aspartato
(NMDA) e receptores ndo-NMDA, os quais sdo subdivididos em receptores
sensiveis ao a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) e
receptores sensiveis ao cainato (KA) (HOLLMAN & HEINEMANN, 1994). Os

receptores metabotrépicos (MGLURs) s&o acoplados a proteina G, ativando a
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formagao de segundos mensageiros que podem afetar outros canais ibnicos ou
processos intracelulares (PAK & CURRAS-COLLAZO, 2002). Portanto os
efeitos cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no NSO poderiam ser
determinados por ativacdo de receptores glutamatérgicos NMDA, nao-NMDA
e/ou metabotropicos.

Estudos imunohistoquimicos e farmacolégicos mostraram que o
hipotalamo é uma das areas envolvidas na regulagao cardiovascular, contendo
altas concentragdes de glutamato e receptores glutamatérgicos ionotropicos
(MEEKER et al., 1994; SINGEWALD & PHILLIPU, 1996). Para determinar qual
receptor glutamatérgico estaria envolvido na resposta pressora e bradicardica a
microinje¢ao de L-glu no NSO, nds pré-tratamos os animais com antagonistas
seletivos dos receptores glutamatérgicos NMDA e n&o-NMDA. A resposta
pressora a microinjecdo de L-glu no NSO foi bloqueada pelo pré-tratamento
local com NBQX (antagonista seletivo dos receptores ndo-NMDA) e nao foi
afetada pelo pré-tratamento local com LY235959 (antagonista seletivo dos
receptores NMDA), sugerindo o envolvimento de receptores nado-NMDA na
mediagao da resposta ao L-glu no NSO. Em experimentos funcionais, Dhruva
et al. (1998) mostraram que os receptores glutamatérgicos do tipo AMPA foram
bloqueados por uma dose de NBQX cinco vezes menor do que a dose de AP7
necessaria para bloquear os receptores glutamatérgicos do tipo NMDA. Além
disso, estes autores testaram a especificidade desses antagonistas; um
antagonista NMDA (AP-7) n&o alterou a resposta cardiovascular ao AMPA e
um antagonista ndo-NMDA (NBQX) ndo alterou a resposta ao NMDA,
sugerindo uma alta seletividade de cada antagonista por seu respectivo

receptor. O pré-tratamento com LY235959 em concentragdo equimolar a de
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NBQX nao alterou a resposta pressora a microinje¢ao de L-glu no NSO de
ratos nao-anestesiados, reforcando a idéia que os receptores nao-NMDA
estariam envolvidos na resposta pressora ao L-glu. Sladek et al. (1998)
mostraram que o bloqueio da desensibilizagao de receptores AMPA (subtipo de
receptor ndo-NMDA) por ciclotiazida aumentou a liberagdo de vasopressina
estimulada por L-glu, sugerindo o envolvimento destes receptores na liberagao
do horménio.

Yang e Coote (2006) mostraram que o sistema glutamatérgico esta
envolvido em respostas mediadas por ativacido simpatica. Para determinar se o
sistema nervoso simpatico estaria envolvido na mediagcao periférica da
resposta pressora ao L-glu injetado no NSO pré-tratamos animais com o
bloqueador ganglionar pentolinio. A inje¢ao intravenosa de pentolinio reduziu
significativamente a pressao arterial basal confirmando o bloqueio ganglionar.
A resposta pressora ao L-glu foi aumentada apds pré-tratamento com
pentolinio. Esta observacado descarta o envolvimento do sistema nervoso
simpatico na mediagao da resposta pressora ao L-glu no NSO. O aumento da
resposta pressora a microinjecao de L-glu deve-se em parte a uma reducgao da
linha de base da pressdo arterial apdés o bloqueio do sistema nervoso
simpatico, principal responsavel pela manutencdo do tébnus vascular. Este
aumento também sugere o envolvimento de mecanismos humorais na
mediacao da resposta pressora ao L-glu no NSO. Similarmente, respostas
pressoras a injecao intracortical e intracerebroventricular de noradrenalina ou
intraseptal de acetilcolina foram potencializadas em ratos nao anestesiados
pelo pré-tratamento com pentolinio (FERNANDES et al., 2003; CORREA et al.,

1985; PERES-POLON & CORREA, 1994). Por outro lado, o fato do bloqueio
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ganglionar haver bloqueado a resposta bradicardica ao L-glu no NSO, sem
afetar a resposta pressora indica a sua natureza reflexa, via ativacdo do
componente parassimpatico do barorreflexo.

Considerando que o sistema nervoso simpatico ndo esta envolvido na
mediacao periférica da resposta pressora a microinjecdo de L-glu no NSO, foi
investigada a participacao de fatores humorais nesta resposta. Para verificar se
o0 sistema vasopressinérgico estaria envolvido na resposta pressora a
microinje¢ao do L-glu no NSO, nés pré-tratamos os animais com um potente
antagonista vasopressinérgico, o dTir(CH;)s(Me)AVP (50ug/Kg i.v). Esta dose
de dTir(CH2)s(Me)AVP foi anteriormente utilizada para inibir o componente
vasopressinérgico das respostas pressoras a injegdes i.c.v. de noradrenalina
(CORREA et al, 1985), intraseptal de acetilcolina (PERES-POLON &
CORREA, 1994) ou injecdo de L-glu na banda diagonal de Broca (TAVARES &
CORREA, 2003) de ratos ndo anestesiados. A resposta pressora a
microinje¢cdo de L-glu no NSO foi bloqueada pelo pré-tratamento i.v. com
dTir(CH2)s (Me)AVP, sugerindo ser esta resposta pressora causada por
liberagdo aguda de vasopressina. O fato de a resposta bradicardica haver sido
também bloqueada pelo antagonista vasopressinérgico fortalece a idéia de sua
origem reflexa.

A vasopressina além de promover reabsor¢do de agua pelo rim é um
potente agente vasoconstrictor (BISSET, 1988). A ativacdo do sistema
neurohumoral hipotalamo-hipofise pode gerar respostas pressoras através da
liberagdo de vasopressina na circulacdo sisttmica (CORREA et al., 1985,
PERES-POLON & CORREA, 1994). A vasopressina é sintetizada por células

magnocelulares localizadas no NSO e NPV do hipotadlamo. Estes neurdnios
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sintetizam precursores da vasopressina os quais sao transportados até a
neurohipofise, a partir da qual a vasopressina € liberada para a circulagao
sistémica. A liberacao de vasopressina € mediada tanto por fatores osmoticos
quanto nao osmoéticos, envolvendo varios fendbmenos fisioloégicos,
hemodindmicos, nociceptivos, hipdoxia e estimulos relacionados ao estresse
(SKLAR & SCHRIER, 1983). Os estimulos que promovem liberagdo de
vasopressina sio: elevacao na osmolalidade plasmatica, redugao no volume ou
pressdo sanguinea, elevagdo na concentragcdo plasmatica de angiotensina II,
estimulos estressores, febre e dor (CUNNINGHAM & SAWCHENKO, 1991;
SHARE, 1996).

O estimulo osmético ativa neurénios osmosensiveis na regiao anterior e
ventral do terceiro ventriculo (AV3V), no 6rgao vasculoso da lamina terminal
(OVLT), no 6rgao subfornical e nucleo mediano (LENG et al., 1998). O OVLT é&,
particularmente, a area mais importante para a osmorregulagao, além disso,
enviam projecdes glutamatérgicas diretas para o NSO (BOURQUE et al., 1994)
Onaka e Yagi (2001) demonstraram que o estimulo osmoético promove
liberagao de L-glu no OVLT, bem como a existéncia de projegbes diretas desta
regido para os neurdnios magnocelulares. Esses neurdnios provavelmente
liberam L-glu no NSO, ja que foi também demonstrado que em experimentos in
vitro a aplicagao de acido quinurénico, um antagonista glutamatérgico, inibe a
liberacdo de vasopressina durante a estimulagdo hiperosmoética em
preparagdes isoladas do hipotalamo (SLADEK et al., 1995).

Estimulos estressantes causam alteragdes na pressao arterial (LAM et
al., 1995, VAN DE BUUSE, 2001) e aumentam a liberagdo de vasopressina

(SMITH & DOBSON, 2002; JORGENSEN et al., 2002). Uma vez que o NSO
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recebe projecdes de estruturas cerebrais do sistema limbico e também de
estruturas envolvidas no controle neurovegetativo, é possivel que o NSO
exerca um papel modulador da pressao arterial, através da liberacdo de
vasopressina frente a estimulos estressantes. Nesse sentido, um mecanismo
eficiente de reabsorgédo de agua e integracao entre repostas cardiovasculares e
comportamentais envolvendo o sistema limbico seria extremamente relevante
para a sobrevivéncia de roedores em seu meio.

Nossos resultados favorecem a idéia do envolvimento do NSO na
modulagao cardiovascular. A resposta cardiovascular a microinjegdo de L-glu
no NSO caracterizada por aumento da pressao arterial e queda da frequéncia
cardiaca foi dependente da ativagdo dos receptores glutamatérgicos do tipo
nao-NMDA, sendo mediadas por liberacdo aguda de vasopressina para a
circulagao sistémica. Sendo assim, o sistema glutamatérgico presente no NSO
seria um importante mediador da liberacdo de vasopressina, tanto em
situacdes normais quanto em situagdes de hipotensdo, hipovolemia ou de

aumento na osmolalidade plasmatica.
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CONCLUSOES
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Podemos concluir que a microinjegao de L-glu no NSO de ratos néao
anestesiados causa aumento de pressao arterial acompanhado de queda da
frequéncia cardiaca. Os receptores glutamatérgicos envolvidos nesta resposta
sao do tipo ndao NMDA e a mediacao periférica da resposta se da pela

liberacdo de vasopressina para a circulagao sistémica.
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Abstract

We report on the cardiovascular effects of L-glutamate (L-glu)
microinjection in the hypothalamic supraoptic nucleus (SON) and possible
receptor and mechanisms involved. Microinjection of L-glu in 100 nL in the SON
caused dose-related pressor and bradycardic responses in unanesthetized rats.
Responses were markedly reduced in the urethane-anesthetized rats. The
response to L-glu 10 nmol was blocked by local pretreatment with 2 nmol of the
non-NMDA-receptors antagonist NBQX and not affected by 2 nmol of the
selective NMDA-receptor antagonist LY 235959, suggesting that non-NMDA
receptors mediate these responses. The pressor and bradycardic response to
L-glu was potentiated by intravenous pretreatment with the ganglionic blocker
pentolinium and blocked by the vasopressin antagonist dTyr(CHz)s(Me)AVP,
suggesting involvement of circulating vasopressin in this response. In
conclusion the results indicate that pressor responses to SON microinjection of
L-glu are due to non-NMDA glutamate receptors activation and vasopressin

release.
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1. INTRODUCTION

The hypothalamic supraoptic nucleus (SON) contains cells magnocellular that
release vasopressin and oxytocin, which regulates water balance,
cardiovascular function, parturition and lactation. Electrophysiological studies
showed that vasopressinergic but not oxytocinergic neurons are inhibited by
baroreceptor stimulation, suggesting their involvement in cardiovascular
modulation (Cunnigham et al., 2002).

Ciriello and Calaresu (1980) reported increase in blood pressure and
heart rate responses after electrical stimulation of the paraventricular nucleus
(PVN) or the SON in cats. Because heart increase was abolished in
vagotomized and sympathectomized cats whereas the pressor response was
only partially reduced, these authors suggested that the remaining response
could be related to vasopressin release.

Glutamate is an abundant excitatory amino acid in the central nervous
system (CNS) and magnocellular hypothalamic neurons receive dense
glutamatergic innervation (Boudaba, Di and Tasker, 2003). SON magnocellular
neurons were reported to be involved in osmotically induced vasopressin
release (Sladek et al., 1995). These authors reported inhibition of hyperosmotic
stimulation-induced vasopressin release in hypothalamic explants after
kynurenic acid administration. Although there is strong evidence of vasopressin-
mediated pressor responses after SON stimulation, there is none on the effects
of excitatory amino acid administration in the SON of conscious freely moving
rats. In the present study we report pressor effects after L-glutamate (L-glu)

microinjection in the SON as well as their mediation by vasopressin release.
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2. MATERIALS E METHODS

2.1. Animal preparation

Male Wistar rats weighing between 250 and 270 g were used. Animals were
kept in the Animal Care Unit of the Department of Pharmacology of the School
of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo. Rats were housed
individually in plastic cages in a 23—25°C temperature-controlled room, with free
access to water and commercial food. The Institution’s animal ethics committee
approved housing conditions and experimental protocols.

Rats were anesthetized with tribromoethanol, 250 mg/kg (i.p.). After local
anesthesia with 2% lydocaine, the skull was surgically exposed and a stainless
steel guide cannula (0.6 mm o.d., 23G) was implanted 1 mm above the injection
site using a stereotaxic apparatus (Stoelting, USA). Stereotaxic coordinates for
cannula implantation into the SON were selected from the brain atlas of Paxinos
and Watson (1986): AP = +6.9 mm, L = +1.8 mm from the medial suture and V
= - 8.1 mm deep from the skull. Cannulas were fixed to the skull with dental
cement and one metal screw. A tight-fitting mandrill was kept inside the guide
cannula to avoid its occlusion. After surgery, animals were treated with 100,000
units of benzyl penicillin. Two days later, animals were anesthetized with
tribromoethanol and a polyethylene catheter was implanted into the femoral
artery for blood pressure recording. The arterial catheter consisted of a segment
of PE-10 tubing (4-5 cm) heat-bonded to a longer segment of PE-50 tubing
(12-14 cm). The catheter was filled with 0.3% heparin (5000 U/mL) in sterile

saline (150 mM NaCl). The PE-10 segment was introduced into the femoral
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artery until the tip reached the aorta. The catheter was secured in position with
thread and the PE-50 segment was passed under the skin to be extruded on
the dorsum of the animals.

After surgery, the animals were allowed to recover for 24 h. When the i.v. route
was used for drug injection, another similar catheter was simultaneously
inserted into the femoral vein.

In one protocol anesthetized rats (urethane 1.25 g/kg) were used to study
anesthesia effects on the blood pressure response. Brain guide cannula and the
arterial catheter were implanted in the same surgical session. Experimental
procedures were initiated 1 h after anesthesia onset. Absence of somatic motor
reflexes in response to tail pitching indicated deep anesthesia and analgesia.
Because of the short duration of the experimental procedures, no anesthetic

supplementation was necessary.

2.2. Measurement of cardiovascular responses

During experiments, freely moving rats were kept in individual cages and
arterial pressure was recorded using a pressure transductor (HP1280, Hewlett-
Packard, USA) and a preamplifier (model 7754A, Hewlett-Packard, USA)
coupled to a computerized acquisition system (MP100, Biopac, USA). Mean
arterial blood pressure (MAP) and heart rate (HR) were derived from pulsatile
blood pressure recordings. Responses were calculated based on the average

MAP and HR recordings at effect plateau.
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2.3. Drug injections

Drugs were dissolved in artificial cerebrospinal fluid (ACF). Injections in the
SON were performed in a volume of 100 nL using a 1 L syringe (KH7001,
Hamilton, USA) connected to a 33G microinjection needle by PE-10. The

microinjection needle was 1 mm longer than the guide cannula.

2.4. Drugs

The following drugs were used: - L-glutamic acid monosodium salt and
urethane (SIGMA, USA); LY 235959 and NBQX (TOCRIS, USA); Pentolinium
(SIGMA, USA); dTyr(CHy)s(Me)AVP (Peninsula, USA) and tribomoethanol
(Aldrich, USA). Vehicle — artificial cerebrospinal fluid (ACF) had the following
composition: NaCl 100mM; NasPO4 2mM; KCI 2,5mM; MgCl, 1,0mM; NaHCO;

27mM; CaCl,; 2,5mM; pH=7, 4.

2.5. Histological procedure

At the end of the experiments, the rats were anesthetized with urethane, 1.25
g/kg, i.p. and 100 nL of filtered 1% Evan’s blue dye was injected into the brain
as a marker of the injection site. The chest was surgically opened, the
descending aorta occluded, the right atrium severed and the brain perfused with
10% formalin through the left ventricle. The brains were post fixed for 48 h at
4°C, and 40 um sections were cut with a cryostat (CM1900, Leica, Germany).

Brain sections were stained with 1% neutral red. Placements of the injection
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needles were verified in serial sections, using the rat brain atlas of Paxinos and

Watson (1986) as reference.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Student’s t-test paired or unpaired,

assuming p < 0.05. Non-linear regression was performed using commercial

software (Prism 3.0, Graph Pad, USA). Data are represented as mean + SEM.
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3. RESULTS

3.1 Blood pressure and heart rate responses to L-glu microinjection in the SON

of unanesthetized rats

Microinjections of ACF in the SON did not affect baseline MAP or HR
(before: MAP=96+5 mmHg, HR=316+17 bpm; after. MAP=9716 mmHg,
HR=291+28 bpm, n=6).

Injections of 1, 3, 10 or 50 nmol of L-glu in the SON caused dose-related
pressor and bradycardic response (Fig. 1). Nonlinear regression analysis
indicated a significant correlation between dose and the hypertensive (r?=0.93,
p<0.05) or bradycardic response (r?=0.81, p<0.05), with an estimated 10 nmol
EDso.

L-glu 10 nmol in the SON (basal MAP= 101+ 4 mmHg and HR=353+10
bpm, n=6) caused pressor response (AMAP=20+1 mmHg) and HR decrease
(AHR= -50 + 5 bpm), Fig 2. The latency to the onset and the response were
respectively 1612 s and 7+0.2 min.

The hypertensive and bradycardic responses were markedly reduced
(AMAP = 1+1 mmHg, AHR=0.3t4 bpm, n=7) when L-glu microinjections were
applied outside the SON.

Recordings showing the cardiovascular response to L-glu microinjection

in the SON of one unanesthetized rat are shown in Fig 3.



7

3.2 Effect of local pretreatment with ACF, LY 235959 or NBQX on the pressor
and bradycardic response to L-glu microinjection in the SON of unanesthetized

rats

Microinjection of ACF caused no changes in baseline MAP or HR (before
ACF: MAP=9615 mmHg, HR=316+17 bpm and after: AMAP=97+6 mmHg,
AHR=323+17 bpm, n=6).

Pretreatment with ACF did not affect the pressor and bradycardic
response to L-glu microinjected in the SON (before ACF: A=19 +1 mmHg,
AHR=-3815 bpm; after: AMAP= 21 + 1 mmHg, AHR=-46+7 bpm, Fig. 4).

Microinjection of LY 2 nmol in the SON did not affect baseline MAP or
HR (before LY: MAP=97+4 mmHg, HR=357£18 bpm and after: AMAP=9915
mmHg, AHR=345+26 bpm, n=6) or the pressor and bradycardic response to L-
glu microinjection in the SON (before LY: AMAP=20+2 mmHg, AHR=-48+6 bpm
and after: AMAP=18+3 mmHg, AHR=-46+4 bpm, Fig. 4).

Microinjection of NBQX 2 nmol in the SON did not affect baseline MAP or
HR (before NBQX: MAP=93+6 mmHg, HR=33614 bpm and after: AMAP=97+3
mmHg, AHR=357+17 bpm, n=6). However, NBQX blocked the pressor and
bradycardic response to L-glu microinjection in the SON (before NBQX:
AMAP=20+2 mmHg, AHR=-461+6 bpm; after: AMAP= 3 + 0.5 mmHg, AHR=-515

bpm, Fig. 4, paired Student’s t test, p<0.05).
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3.3 Blood pressure and heart rate changes to L-glu microinjection in the SON of

anesthetized rats

Baseline MAP and HR of the urethane-anesthetized rats were
respectively 90+1 mmHg and 391+29 bpm, n=5.

Anesthesia markedly reduced the response to L-glu 10 nmol in the SON
(AMAP= 5 + 2 mmHg, AHR=-6+4 bpm) when compared to control response
(AMAP=20 + 1 mmHg, AHR=-5015 bpm), paired Student’s t-test, p<0.05.

Recordings showing cardiovascular response to L-glu 10 nmol
microinjected in the SON of one urethane-anesthetized rat are presented in

figure 5.

3.4 Effect of systemic pretreatment with dTyr(CH,)s(Me)AVP or Pentolinium on
the pressor and bradycardic response to L-glu microinjection in the SON of

unanesthetized rats

The pretreatment with dTyr(CH2)s(Me)AVP (50ug/kg, i.v.) did not affect
baseline MAP or HR (before dTyr: MAP=89+t4 mmHg, HR=345t£14 bpm; after:
MAP=86+2 mmHg, HR=359+19 bpm, n=5), but blocked the pressor and
bradycardic response to L-glu microinjection in the SON (before dTyr:
AMAP=21+3 mmHg, AHR=-4814 bpm; after: AMAP=2+1 mmHg, AHR=-
8+2bpm, Fig. 6, paired Student’s t-test, p<0.05).

The pretreatment with pentolinium (5mg/kg, i.v.) reduced baseline MAP
(before pentolinium: MAP=94+5 mmHg; after: MAP=66+2 mmHg, n=4, paired

Student’s t-test, p<0.05)) but not altered the baseline HR (before pentolinium:
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HR=363112 bpm; after: HR=372+5 bpm). Pentolinium injection (5mg/Kg, i.v.)
significantly potentiated the pressor response to L-glu microinjection in the SON
(before pentolinium: AMAP=16+2 mmHg; after: AMAP=38+5 mmHg, Fig. 6,
paired Student’s t-test, p<0.05), and blocked the bradycardic response to L-glu
microinjection in the SON (before pentolinium: AHR=-42,5+8 bpm; after: AHR=-

513 bpm, Fig. 6, paired Student’s t-test, p<0.05).

3.5 Distribution of microinjection sites

A diagrammatic representation showing the distribution of microinjection

sites throughout the SON and outside the SON is presented in Fig 7.
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4. DISCUSSION

In the present study we report on the cardiovascular responses to the
injection of L-glu in the SON. Microinjection of L-glu in the SON caused dose-
related blood pressure increases and bradycardic responses. No significant
blood pressure responses were observed when L-glu was microinjected in
hypothalamic structures immediately surrounding the the SON, reinforcing the
idea of an action at the SON.

Glutamatergic receptors are divided in ionotropic and metabotropic
receptor subfamilies. These receptors are further classified according to agonist
selectivity and amino acid homology in N-methyl-D_aspartate (NMDA) and non-
NMDA receptor. The later was subdivided in a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionate (AMPA) and kainate (KA) subtypes (Hollman and
Heinemann, 1994). Metabotropic glutamate receptors (MGLURSs) are coupled to
G-protein, which activates second messengers and can affect other ion
channels as well as intracellular processes (Pak and Curras-Collazo, 2002).
Immunohistochemical and pharmacological studies showed that the
hypothalamus is one of the areas involved in the regulation of cardiovascular
function and contains high levels of glutamate and ionotropic glutamate
receptors (Meeker et al, 1994; Singewald and Phillipu, 1996).

The cardiovascular effects of L-glu microinjection in the SON could be
evoked by action on NMDA, non-NMDA or metabotropic glutamate receptors.
To determine which glutamate receptor is involved in the pressor response to L-
glu microinjection in the SON we pretreated animals with selective nhon-NMDA

and NMDA glutamate receptors antagonists. The pressor and bradycardic
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response to L-glu microinjection in the SON was blocked by local pretreatment
with the potent non-NMDA selective antagonist NBQX and not affected by local
pretreatment with the potent NMDA selective antagonist LY 235959, suggesting
that non-NMDA receptors are involved in this response. The pressor response
to L-glu microinjection in the SON was markedly reduced in urethane-
anesthetized rats. The possible leakage of drug from the central nervous
system to the peripheral circulation should also be considered when similar
responses are observed after central or systemic drug injection. Blood pressure
responses to centrally injected catecholamines and notably to NA were reported
to be markedly affected by anesthesia (Corréa et al., 1982). Previous evidence
also indicated that anesthesia may invert hypertensive cns-mediated blood
pressure increases into hypotensive responses, such as those caused by
microinjection of the L-glu into the PVN or the nucleus solitary tract (Kannan,
Hayashida, Yamashita, 1989; Yamashita et al., 1987; Machado and
Bonagamba, 1992) or to block them, as in the case of the i.c.v injection of
angiotensin Il (Hoffman and Phillips, 1976; Severs and Daniel-Severs, 1973).
The fact that the pressor response to the injection L-glu into the SON of
unanesthetized rats was markedly reduced by urethane anesthesia roles out a
possible leakage from the injection site in the SON to the systemic circulation. It
also suggests that the neural circuitry is dampened under anesthesia.
Additionally, this observation precludes the use of anesthetized animals to study
the cardiovascular effects of the injection of L-glu in the SON.

The absence of the response in the anesthetized rat could be explained
by the fact that circulating vasopressin levels are markedly increased in

urethane-anesthetized rats. Consequently further vasopressinergic stimulation
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would not yield significant response, as previously observed after the i.c.v.
injection of noradrenaline into urethane-anesthetized rats (Corréa et al, 1985).

Sladek and co-workers (1998) reported that blockade of AMPA receptors
with cyclothiazide increased glutamate-stimulated vasopressin release from
hypothalamic explants, suggesting the involvement of these receptors in
vasopressin release.

Vasopressin promotes water reabsortion by the kidney, but is also a
potent vasoconstrictor agent (Bisset, 1988). Vasopressin is synthesized by the
cells magnocellular located in the SON and PVN of hypothalamus. These
neurons produce vasopressin precursors that are carried to posterior
hypophysis to be released in the systemic circulation. Vasopressin release is
stimulated by reduction in the blood pressure and blood volume, and by
increase in plasma osmolality (Cunningham et al., 2004). So, vasopressin is a
putative mediator of the pressor response observed after microinjection of L-glu
in the SON stimulation.
Attempting to verify if the vasopressinergic system is involved in the pressor
response to L-glutamate microinjection into the SON we pretreated animals with
the potent vasopressin antagonist dTyr(CH;)s(Me)AVP. This vasopressin
antagonist has been previously used to evidence vasopressin involvement in
the mediation of inhibit pressor responses caused by i.c.v. injection of
noradrenaline (Corréa et al., 1985), intraseptal injection of acetylcholine (Peres-
Polon and Corréa, 1994) or L-glu injection into the diagonal band of Broca
(Tavares and Corréa, 2003).

The pressor response to L-glu microinjection in the SON was blocked

with dTyr(CH,)s (Me)AVP, thus suggesting that the pressure and bradycardic
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response to SON stimulation is caused by acute vasopressin release.
Moreover, the pressor response to L-glu was potentiated by pretreatment with
the ganglionic blocker pentolinium. This observation rules out the involvement
of the sympathetic nervous system in the mediation of the pressor response to
L-glu into SON.

In conclusion, results indicate that injection of L-glu in the SON causes
pressor responses due to activation of local non-NMDA glutamate receptors
involved in vasopressin release. Data also support the idea of an SON

involvement in cardiovascular modulation.
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Figure 1 — Dose-effect curves for L-glutamate (L-glu) microinjected in the SON
on mean arterial pressure (APAM) and heart rate (AHR) of unanesthetized rats.

L-glu doses were: 1, 3, 10 and 50 nmol/100 nL, n=6. ACF - artificial

cerebrospinal fluid.
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Figure 2 - Mean arterial pressure (APAM) and heart rate (AHR) changes in
response to the microinjection of artificial cerebrospinal fluid (ACF) (open

column, n=6) or L-glutamate (L-glu) 10 nmol/100 nL (filled column, n=6) in the

SON of unanesthetized rats. * p<0.05, unpaired Student’s t-test.
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Figure 3 - Mean arterial pressure (MAP), pulsatile arterial pressure (PAP) and
heart rate (HR) recordings illustrating the pressor and bradycardic response to
L-glutamate (L-glu) 10 nmol/100 nL microinjected in the SON of one

unanesthetized rat.
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Figure 4 — Mean arterial pressure (APAM) and the heart rate (AHR) changes in
response to the microinjection of L-glu in the SON of unanesthetized rats before
(open columns) and after (filled columns) local pretreatment with ACF, 2 nmol of

the selective NMDA antagonist LY 235959 or 2 nmol of the potent non-NMDA

antagonist NBQX. * p<0.05, Paired Student’s t-test.
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Figure 5 - Mean arterial pressure (MAP), pulsatile arterial pressure (PAP) and
heart rate (HR) recordings illustrating the pressor and bradycardic response to

L-glu 10 nmol/100 nL microinjected in the SON of one anesthetized rat.
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Figure 6 - Mean arterial pressure (APAM) and the heart rate (AHR) changes in
response to the microinjection of L-glu 10 nmol/ nL in the SON of
unanesthetized rats before (open columns) and after (filled columns) i.v.
pretreatment with the potent vasopressin antagonist dTyr(CH,)s (Me)AVP

(50ug/kg) or ganglionic blocker pentolinium. * p<0.05, paired Student’s t-test.
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Figure 7 - Diagrammatic representation based on the rat brain atlas of Paxinos
and Watson (1986), indicating the dispersion of L-glu injection sites among
experiments. Filled circles indicate injection sites in the SON. Open circles
indicate injection sites immediately outside the SON. IA - Interaural; SON -

supraoptic nucleus; OX - optic chiasm and LH - lateral hypothalamus.
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