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RESUMO

Tem sido atribuida a por¢ao ventral do cértex pré-frontal medial (vCPFM) a
capacidade de influenciar a atividade cardiovascular em ratos. Essa influéncia do
vCPFM sobre a atividade cardiovascular parece ser apenas modulatéria, uma vez
que sua destruicado ou inativacdo nao altera os valores basais da presséao arterial e
frequéncia cardiaca.

A modulacdo do sistema cardiovascular exercida pelo VCPFM pode ser
observada sobre a atividade do barorreflexo. Dentre varios neurotransmissores
presentes no VCPFM, envolvidos com respostas cardiovasculares, o L-glutamato
(L-glu) aparece como candidato a neuromodulador da atividade do barorreflexo.
Além disso, pouco se sabe sobre a influéncia da neurotransmissao glutamatérgica
do vVMPFC sobre o sistema cardiovascular.

Nossos dados mostram que o sistema glutamatérgico do vCPFM modula
tonicamente a atividade parassimpatica do barorreflexo, sem alterar o componente
simpatico, através de receptores NMDA. Além disso, a administragao de L-glu no
VCPFM de ratos ndo anestesiados causa aumento da pressdo arterial, como
consequiéncia do aumento da frequéncia cardiaca, dependente da atividade
simpatica cardiaca. Da mesma forma que a modulacdo da atividade do
barorreflexo, as respostas cardiovasculares desencadeadas pela administracdo de
L-glu no vCPFM também s&o dependente de receptores NMDA.

A sintese de 6xido nitrico pela isoforma neuronial da oxido nitrico sintase
(nNOS) esta associada a ativacdo de receptores NMDA no sistema nervoso

central. Com base nesse dado, ndés observamos que tanto a modulacdo do
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barorreflexo quanto as respostas cardiovasculares causadas pela ativacdo de
receptores NMDA dependem da sintese de 6xido nitrico via nNOS.

Em resumo, nossos resultados sugerem que o sistema glutamatérgico
presente no vVCPFM, interagindo com o sistema nitrérgico através de receptores
NMDA, esta envolvido com a modulagdo cardiaca, mais especificamente
facilitando tonicamente o componente parassimpatico do barorreflexo e

aumentando a atividade simpatica cardiaca.
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SUMMARY

It has been reported that the ventral portion of medial prefrontal cortex
(VMPFC) modulates cardiovascular activity in rats. vVMPFC lesion or its functional
blockade do not affect basal mean arterial pressure or heart rate values, indicating
lack of tonic influence of the vVMPFC on the cardiovascular system.

The vMPFC cardiovascular modulation can be observed on the baroreflex
activity. Among the neurotransmitters present into the vMPFC that are involved in
cardiovascular responses, L-glutamate (L-glu) is a putative neurotransmitter for
baroreflex modulation. Moreover, no data are available on the role of VMPFC
glutamatergic system in cardiovascular control.

Our results showed a tonic vMPFC-glutamatergic modulation on the
parasympathetic baroreflex activity, without affecting the sympathetic component
during arterial pressure increases caused by activation of NMDA receptors.
Moreover, microinjection L-glu into the vVMPFC of unanesthetized rats evoked
arterial pressure increase as a consequence of heart rate increase due to
increased cardiac sympathetic activity. The cardiovascular response evoked by L-
glu microinjection in the VMPFC was associated with activation of NMDA-
receptors.

The neuronal isoform of nitric oxide sintase (nNNOS) produces nitric oxide
almost exclusively after activation of NMDA receptors in central nervous system.
We report that baroreflex modulation and the cardiovascular responses evoked by
L-glu, which are NMDA-receptor-dependent, involve nitric oxide synthesis by

nNOS.
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In summary, our results show that a vVMPFC glutamatergic system, involving
NMDA receptor-nitric oxide interaction, tonically modulates the parasympathetic

component of baroreflex and facilitates cardiac sympathetic activity.



15

INTRODUCAO

Antes da década de 60 supunha-se que o rato nao apresentava uma
estrutura cortical que pudesse ser considerada analoga ao cortex pré-frontal de
primatas. Leonard (1969) mostrou que o nucleo talamico médio-dorsal do cérebro
do rato projetava-se para duas regides distintas do cortex frontal, que de acordo
com a definicdo de Rose & Woolsey (1948), poderiam ser consideradas analogas
ao cortex pre-frontal (CPF).

O CPF do rato pode ser divido topograficamente em duas regides
diferentes. A primeira, uma regidao medial denominada cértex pré-frontal medial
(CPFM), e a segunda, uma regiao ventrolateral denominada cértex pré-frontal
lateral (CPFL) (LEONARD, 1972, KRETTEK & PRICE, 1977, SARTER &
MARKOWITSCH, 1983, SARTER & MARKOWITSCH, 1984, GROENEWEGEN,
1988, SESACK et al., 1989).

O CPFM é uma estrutura do sistema limbico (CECHETTO & SAPER, 1990;
VERBERNE & OWENS, 1998) que esta envolvida na modulacdo de respostas
autonOmicas, exercendo influéncia sobre os sistemas hormonal, gastrintestinal e
cardiovascular do rato (HENKE, 1983; BURNS & WYSS, 1985; HURLEY-GIUS &
NEAFSEY, 1986; HARDY & HOLMES, 1988; DUNN, 1990). O CPFM ¢ dividido
em cértex cingulo 1 e 2 (Cg1 e Cg2), cortex pré-limbico (PL), cértex infralimbico
(IL) e cortex dorsopenduncular (DP), (ZILLES & WREE, 1995).

Em experimentos com estimulagdo elétrica pdde-se observar que a
influéncia do CPFM sobre o sistema cardiovascular ocorre principalmente na sua
por¢gao ventral (vVCPFM), composta pelo PL, IL e DP. Respostas pressoras,

depressoras ou bifasicas foram relatadas, dependendo do sitio de estimulagcédo no
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vCPFM e das condi¢des experimentais, tais como anestesia (BURNS & WYSS,
1985; TAVARES et al, 2004). A influéncia do vCPFM sobre o sistema
cardiovascular parece ser apenas modulatéria, ndo atuando na manuteng¢ao do
tbnus basal da pressao arterial (PA) ou da frequéncia cardiaca (FC). A leséo
completa dessa area cortical ou o seu bloqueio com lidocaina n&o alteram quer a
PA, quer a FC basal de ratos normotensos ou hipertensos (VERBERNE et al.,
1987, 1988; RESSTEL et al., 2004).

Em ratos anestesiados, a estimulagao elétrica do vCPFM promove apenas
efeito hipotensor (BURNS & WYSS, 1985), o qual é precedido por redugdo da
atividade simpatica registrada nos nervos esplénico e lombar (VERBERNE, 1996;
OWENS et al.,, 1999), sugerindo que o vVCPFM poderia influenciar de forma
diferenciada o fluxo vasomotor simpatico para os leitos vasculares. Além disso,
tem sido descrito que o VCPFM teria uma atividade inibitéria sobre o sistema
cardiovascular durante o processo de habituagdo (a resposta cardiovascular é
caracterizada por aumento de PA e FC), observado em ratos sobmetidos a
imersao da cauda em agua gelada (GLASER & GRIFFIN, 1962).

A influéncia do CPFM sobre o sistema cardiovascular também pode ser
observada durante situacées comportamentais relacionadas a rea¢des defensivas,
tais como na resposta emocional condicionada (REC - FRYSZTAK & NEAFSEY,
1991). Realizando lesdes bilaterais do cortex pré-limbico (PL) e do cortex
infralimbico (IL) duas estruturas que compdéem a porgdo ventral do CPFM
(VCPFM), FRYSZTAK & NEAFSEY (1994) observaram uma reducédo na resposta
taquicardica simpatica, mas ndo no aumento da pressao arterial induzidos pelo

medo condicionado em ratos durante a REC.
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Refor¢cando a hipétese de que o vVCPFM modularia o sistema cardiovascular
durante exposicao a estimulos estressantes, tais como na reagao de defesa, é
descrito que a exposicdo de ratos ao modelo de labirinto em cruz elevado, a
protocolos de condicionamento usando choque nas patas (modelo do medo
condicionado), a aplicacdo de jatos de ar no focinho, ao nado for¢cado ou ao
estresse de restricdo induzem expressao de proteina fos em células do vVCPFM
(IMAKI et al., 1993; BECK & FIBIGER, 1995, CULLINAN et al., 1995; DUNCAN et
al., 1996). Assim, podemos atribuir ao vVCPFM uma atuagdo modulatéria sobre o
sistema cardiovascular durante eventos aversivos, levando a alteragdes na
pressao arterial e frequéncia cardiaca.

FISK & WYSS (1997), utilizando técnica de tracejamento neuronial,
descreveram que o IL e o PL apresentavam projecbes para regides
conhecidamente envolvidas na modulagdo do sistema nervoso autondémico, tais
como o hipotalamo, a amigdala (IWATA et al., 1986 a,b; Reis & LEDOUX, 1987) e
0 nucleo do trato solitario (LAWRENCE & JARROTT, 1996), as quais poderiam
constituir substrato neuroanatébmico para as respostas cardiovasculares
observadas durante a estimulacdo do vVCPFM. Além disso, o hipotalamo e a
amigdala sao estruturas prosencefalicas particularmente envolvidas com as
respostas cardiovasculares que acompanham o medo condicionado em modelo
que mimetiza o comportamento apresentado em situacdes de defesa (FENDT &
FANSELOW, 1999; IWATA et al, 1986 a, b; REIS & LEDOUX, 1987;
ROOZENDAAL et al., 1991 a, b; ARMONY et al., 1995; BOHUS et al., 1996).

Essas estruturas ndo apenas se conectam com o VCPFM como também séao
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ativadas a partir da estimulagcdo do mesmo (HOSOYA & MATSUSHITA, 1980;
BRUTUS et al., 1984; HURLEY et al., 1991; MCDONALD et al., 1996).

Um importante mecanismo de regulagao do sistema cardiovascular utilizado
pelo sistema nervoso central € o barorreflexo (NOSAKA, 1996; LANFRANCHI &
SOMERS, 2002). O barorreflexo encontra-se atenuado durante reagbdes de
defesa, favorecendo as respostas cardiovasculares decorrentes do estimulo
aversivo (NOSAKA & MURATA, 1989; NEAFSEY, 1990; NOSAKA et al., 1991).
Usando N-metil-D-aspartato, Verberne et al. (1987) realizaram lesdes bilaterais do
CPFM de ratos e observaram que a atividade do barorreflexo apresentava-se
alterada em animais com o CPFM lesado, em comparagdo com 0s animais que
nao sofreram lesdo, sugerindo que essa area participaria da modulagdo da
atividade do barorreflexo em ratos.

Em experimentos realizados em nosso laboratério (RESSTEL et al., 2004),
investigamos o envolvimento do vCPFM na modulagdo da atividade do
barorreflexo em ratos, através do estudo do efeito do seu bloqueio com lidocaina
injetada bilateralmente na area. O bloqueio agudo do vVCPFM interferiu apenas no
componente parassimpatico do barorreflexo, o que foi caracterizado por uma
reducdo da resposta bradicardica reflexa a aumentos de pressado arterial
decorrentes de infusdo i.v. de fenilefrina. Além disso, observamos que a
administracdo de CoCl,, um bloqueador ndo seletivo de sinapses (KRETZ, 1984),
no VCPFM causou efeitos similares aqueles da lidocaina. Assim, podemos sugerir
que a modulacdo tdnica da atividade parassimpatica do barorreflexo envolve

neurotransmissao local no vCPFM.
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Dentre os neurotransmissores presentes no vVCPFM que poderiam modular
a atividade tbnica do barorreflexo estdo a acetilcolina (LEHMANM, et al., 180;
GAYKEMA et al., 1990) que via receptores muscarinicos promove hipotensao
(CRIPPA et al., 1999) e modulagao cardiaca durante reagdes de defesa (PIRCH et
al., 1992) e a noradrenalina (MORRISSON et al., 1979; DIOP et al., 1987) que
promove hipertensdo via receptores alfa-1 (FERNANDES et al., 2003). Entretanto,
a administragdo quer de atropina (antagonista muscarinico) quer de antagonistas
seletivos a4-adrenérgico (WB4101) ou ap-adrenérgico (RX821002), bilateralmente
no VCPFM nao afetou a atividade do componente parassimpatico do barorreflexo
em resposta a aumentos da PA (RESSTEL et al., 2005), ficando em aberto a
possivel participacdo de outros neurotransmissores presentes nessa area cortical
na modulacdao do componente parassimpatico do barorreflexo.

Um importante neurotransmissor presente no vVCPFM é o glutamato (GIGG
et al., 1994). Verberne (1996) descreveu que a administracéo de L-glutamato (L-
glu) no vVCPFM causava quedas na pressao arterial por redugdo na atividade
simpatica em ratos anestesiados. Além disso, estudo com ligantes marcados
revelou que o CPFM apresenta grande quantidade de receptores ionotrépicos
glutamatérgicos, dentre eles o receptor NMDA (NICOLLE & BAXTER, 2003).
Assim, o sistema glutamatérgico presente no vVCPFM, aparece como possivel
candidato a modulador da atividade do barorreflexo em ratos.

Garthwaite et al. (1988 e 1989) demonstraram que a ativagdo de receptores
NMDA levava a liberacado de 6xido nitrico (NO) no SNC. A liberagdo do NO apds

estimulagéo do receptor NMDA ocorria como resultado da ativagdo da enzima que



20

catalisa a sintese de NO a partir da L-arginina, chamada de sintase do NO (NOS).
O mapeamento histoquimico da NOS em cérebro de ratos evidenciou a presenca
dessa enzima no cortex frontal, mais especificamente no cértex piriforme e no
CPFM (VINCENT & KIMURA, 1992). Esses resultados levantam a possibilidade
de existir no vVCPFM uma atuagdo do sistema glutamatérgico através de
receptores NMDA e NO sobre o sistema cardiovascular.

Considerando o envolvimento de sistema glutamatérgico presente no
vCPFM com respostas cardiovasculares; a existéncia de receptores ionotrdpicos
para aminoacidos excitatérios e de NOS no vCPFM e o fato de ocorrer interagao
entre esses receptores e a NOS, o presente projeto teve como hipotese que o
sistema glutamatérgico interagindo com o sistema nitrérgico presente no vCPFM,
poderia influenciar a atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados. Além
disso, também testamos a hipotese de que a estimulacdo de receptores
glutamatérgicos ou do sistema nitrérgico no vVCPFM causaria efeitos diretos sobre
pressao arterial e frequéncia cardiaca, podendo o sistema glutamatérgico atuar

nessas respostas através de uma interagao entre receptores NMDA e NOS.
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OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos especificos:

1- Estudar a participagdo da neurotransmissao glutamatérgica do vCPFM na

modulagéo barorreflexa da frequéncia cardiaca. Além disso, estudar os efeitos
cardiovasculares decorrentes da estimulacdo farmacolégica de receptores
glutamatérgicos no vCPFM sobre o sistema cardiovascular em ratos nao
anestesiados, caracterizando o tipo de receptor e os mecanismos periféricos

envolvidos.

Estudar a possivel interagdo entre o sistema nitrérgico e o sistema
glutamatérgico do vCPFM na modulacao barorreflexa da frequéncia cardiaca,
bem como os efeitos cardiovasculares decorrentes da administracédo
farmacologica de doador de NO no vCPFM e sua interacdo com o sistema

glutamatérgico.
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MATERIAIS E METODOS
1. Animais:

Foram utilizados 177 ratos Wistar pesando entre 230-270 g. Os animais
foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto, e
mantidos durante todo o tempo de experimento em caixas individuais sendo
alimentados com ragao granulada e agua. O comité de ética animal da instituicao
aprovou previamente todas as condigdes de manutencdo e procedimentos
experimentais utilizadas com os animais (4° reunido ordinaria, realizada em 25 de
novembro de 2002).

2. Técnica de implante de canula quia no VCPFEM:

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (Sigma-Aldrich, USA)
na dose de 250 mg/ Kg, i.p. Apoés tricotomia na cabega, os animais foram
imobilizados em um estereotaxico (Stoelting, USA) e a calota craniana foi exposta
por meio de uma incisdo na pele, de aproximadamente 1,5 cm de didmetro. O
periosteo foi retirado e a calota craniana secada com H;O, a 10%. Todas as
coordenadas tiveram como referéncia parametros do Atlas de Paxinos & Watson
(1986), ajustados ao peso do animal. O bregma foi utilizado como ponto de
referéncia para a coordenada lateral.

vCPEM unilateral:

A torre do estereotaxico foi posicionadas em um angulo de 23 graus.
Antero-posterior: +11,7 mm em relacéo a linha interaural.
.Lateral: +0,5 mm a partir do bregma.

Vertical: -2,6 mm em relacdo ao 0sso.
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vCPEM bilateral:

As torres do estereotaxico foram posicionadas em um angulo de 23 graus.
Antero-posterior: +11,7 mm em relagdo a linha interaural.

.Lateral: +2,5 mm a partir do bregma.

Vertical: -3,2 mm em relacdo ao 0sso.

Uma canula de aco inoxidavel de 11 mm de comprimento e 0,55 mm de
didmetro externo foi introduzida no vCPFM do animal através de um orificio, feito
com uma broca odontoldgica. A cénula foi fixada ao cranio com resina acrilica
autopolimerisavel. Um mandril, de 0,2 mm de diametro, foi introduzido na canula
para evitar a obstru¢do da mesma durante o periodo de recuperagado do animal.

Como medida profilatica, cada animal recebeu por via intramuscular 0,2 mL
de Pentabiodtico veterinario (Fontoura-Wyeth, BR), ao final da cirurgia.

3. Canulacao da artéria e veia femoral e reqistro da atividade cardiovascular:

Quatro dias apdés o procedimento com o estereotaxico, o animal foi
novamente anestesiado com tribromoetanol, na dose de 250 mg/ kg, aplicado i.p.
Um cateter foi implantado na artéria femoral para registro da pressao arterial e
outro na veia homdénima para administracdo sistémica de drogas. Os cateteres
eram constituidos de um segmento de polietilieno PE-10 (3-4 cm) soldado a um
outro seguimento PE-50 (12-13 cm), preenchidos com anticoagulante (heparina a
0,3% em salina) e obstruidos em sua terminagdo externa com um pino de metal.
Uma vez implantados, os cateteres foram exteriorizados na regido escapular no
dorso do rato, sendo fixados por linha de sutura.

O registro da atividade cardiovascular (PA e FC) foi realizado 24 horas apés

o0 procedimento cirurgico para a implantacdo dos cateteres na artéria e veia
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femoral, permitindo a completa recuperagdo dos animais dos efeitos do
anestésico. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante o periodo
pos-operatério e de registro da PA e FC. O catéter arterial, previamente
heparinizado, foi conectado a um transdutor de pressdo, acoplado a um
amplificador HP7754-A (Hewlett Packard, USA), por sua vez conectado a um
sistema de aquisigdo de dados computadorizado (Biopac, USA). Foram
registradas as pressdes arteriais pulsatil (PAP), a pressao arterial média (PAM) e
a FC.

4. Microinjecao de drogas no VCPFM.

A lidocaina foi administrada em um volume de 0,5 uL e as demais drogas
foram administradas em um volume de 0,2 uL, através de uma agulha injetora 1
mm mais longa do que as canulas guias. A agulha injetora foi conectada a uma
seringa de 1uL(Hamilton, USA) por meio de um tubo de polietileno (PE-10, Clay-
Adams, USA).

5. Estimulacdo dos barorreceptores arteriais.

A estimulacao dos barorreceptores arteriais foi realizada por infusdo i.v. de
fenilefrina (50ug/ mL) causando efeito pressor ou nitroprussiato de sodio (NPS,
50ug/ mL) causando efeito depressor, utilizando-se uma bomba de infusao (KD.
Scientific, USA). O catéter da veia femoral foi conectado através de um tubo de
polietilieno PE-50 a uma seringa de 1 mL preenchida com a solu¢do vasoativa. A
seringa, por sua vez, foi montada na bomba de infusdo a qual foi programada para
uma velocidade de infusdo de 0,34 mL/ min/ Kg para a fenilefrina e 0,8 mL/ min/

Kg para o NPS. Sob estas condigdes foi possivel a obtengdo de uma variagao na
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pressao arterial (pressora ou depressora) entre 50 a 60 mmHg em um periodo de
tempo de 40 a 50 segundos de infusao.

6. Padronizacdo do método de analise da atividade do barorreflexo.

Apos a infusdo dos agentes vasoativos os dados registrados (PAM e FC)
foram analisados para a observagado da atividade do barorreflexo. A analise foi
feita relacionando os pontos da variacdo de PAM com a variagado da FC reflexa
correspondente. Utilizando os pontos obtidos da correlagdo na variagdo da PA e
FC durante as infusdes de fenilefrina e NPS, foram tragadas curvas sigmdides
como descrito na literatura (KORNER et al, 1972). A avaliacdo de cada curva
sigmdide foi feita com base em trés parametros (Figura 01): 1- variagdo da FC
(AP, bpm, diferenga entre os valores maximos e minimos dos platés da frequéncia
cardiaca); 2- Pressao arterial média (PAsp, mmHg, valor de PAM que promove
50% de variagao na FC) e 3- Variagdo do ganho (G, bpm/ mmHg, é a variagéo da

inclinagao da curva).

450

Figura 01- Paréametros da curva
sigmoide do barorreflexo relacionando
frequéncia cardiaca (FC) e pressao
arterial média (PAM). P1 (bpm), platé
minimo da frequéncia cardiaca. P2
(bpm), platd maximo da frequéncia
cardiaca. (P (bpm), diferenga entre P1 e
P2. PAsy (mmHg), média da presséo
arterial quando a freqléncia cardiaca
variar 50%. G, ganho (inclinagdo da
curva).

350
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Partindo dos mesmos pontos obtidos da correlacdo dos valores de PAM e
FC correspondente, foram tragadas curvas de regresséao linear e determinada a
atividade do barorreflexo separando a atividade barorreflexa durante o efeito
pressor e depressor na PA. O valor da FC para cada valor de PA foi assumido
decorrido 1,2 s. Este retardo na resposta reflexa da FC deve-se a dois fatores: o
tempo de processamento das sinapses do barorreflexo, que de acordo com
estudos de Su et al., (1992), é de aproximadamente 700 ms e o retardo eletronico
do proprio sistema de registro, que € de aproximadamente 500 ms.

7. Solucdes e drogas utilizadas:

- Fenilefrina (agonista adrenérgico - o), (SIGMA, USA).

- Nitroprussiato de sodio (doador de 6xido nitrico), (SIGMA, USA).

- Veiculo - salina - NaCl a 0,9%.

-Tribromo etanol (SIGMA, USA).

-Uretana (SIGMA, USA).

- Cloridrato de lidocaina a 0,2% (ASTRA, BR).

- Acido quinurénico (antagonista de receptores ionotropicos glutamatérgicos),
(TOCRIS, USA).

- L-glu (agonista glutamatérgico), (TOCRIS, USA).

- Pentolinio (ganglioplégico), (SIGMA, USA).

- Atenolol, (antagonista seletivo beta1-adrenoceptor), (SIGMA, USA).

- Metilbrometo de homatropina (antagonista muscarinico), (Sigma, USA).
- DL-AP7 (antagonista seletivo NMDA), (TOCRIS, USA).

- NBQX (antagonista seletivo para receptores ndo NMDA), (TOCRIS, USA).
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- N(G)-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, inibidor da éxido nitrico sintase),
(RBI, USA).

- N®-Propyl-L-Arginine (N-Propyl, inibidor seletivo da o6xido nitrico sintase
neuronial), (TOCRIS, USA).

8. Determinacdo anatdmica dos sitios de injecdo de droga no VCPEM:

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
na dose de 1,25 g/ kg, i.p. antes de iniciar-se a perfusdo. Foram injetados 0,2 uL
de corante azul de Evan a 1% unilateralmente ou bilateralmente (a depender do
protocolo) no vVCPFM, para evidenciar o sitio de inje¢ao na area. Em seguida, os
ratos foram submetidos a abertura do térax para a exposicdo do coracdo, uma
inciséo foi feita na auricula direita para o escoamento do sangue e do perfusado e
uma agulha para perfusao foi entédo introduzida no ventriculo esquerdo. A perfuséo
foi realizada inicialmente com 20 mL de salina, seguida por 20 mL de solugao
tamponada de formalina a 10%.

Ao final da perfusado, o cérebro foi retirado da caixa craniana e poés-fixado
em solucado de perfusdo. No dia seguinte, o cérebro foi secionado em cortes
frontais de 40 um de espessura, utilizando um criostato (modelo CM 1900, Leica,
Alemanha) e corados com acetato de cresil violeta 0,5 % (ACROS ORGANICS,
USA) diluido em uma solucdo de etanol a 20 %. Os cortes foram analisados

utilizando o Atlas de Paxinos & Watson (1986) como referéncia.
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9. Protocolos experimentais

Parte 01

Estudo da neurotransmissdo glutamatérgica do vVCPFM na modulacdo do

barorreflexo.

Os protocolos experimentais descritos a seguir tiveram como objetivo
estudar os efeitos da administracdo local no vCPFM de antagonistas
farmacoldgicos ou de inibidores da NOS sobre a modulagdo da atividade do
barorreflexo, em ratos n&o anestesiados.

A atividade do barorreflexo foi estudada verificando a resposta reflexa da
FC a infusédo i.v. de fenilefrina ou NPS. Apds adaptacédo dos animais as condi¢oes
ambientais do laboratério, foram realizadas inicialmente trés infusdes de fenilefrina
e trés infusdbes de NPS de forma randémica para verificar a atividade do

barorreflexo antes dos tratamentos.

9.1. Efeitos da administracdo bilateral de lidocaina no vVCPFM sobre a

atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

A lidocaina 2% (anestésico local) foi administrada em um volume 0,5 pL,
bilateralmente no vCPFM, com objetivo de avaliar a participacdo dessa area na

modulacao do barorreflexo.

Fenil. ou NPS  Fenil. ou NPS  Fenil. ou NPS Fenil. ou NPS  Fenil. ou NPS  Fenil. ou NPS | Fenil. ou NPS  Fenil. ou NPS
iv i.v iv iv iv iv Lido iv iv
(0,5pL)
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9.2. Efeitos da administracao bilateral de acido quinurénico no vVCPEM sobre

a atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

O acido quinurénico (KIN, antagonista ndo seletivo para receptores
ionotropicos) foi administrado na dose de 16 nmol/ 0,2 pyL (dose baseada no
trabalho de HAIBARA et al., 1999), bilateralmente no vCPFM, com objetivo de
avaliar a participacao de receptores ionotropicos para aminoacidos excitatorios

presentes nessa area na modulacao do barorreflexo.

Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v ili
KIN Fenil. i.v

(0.2 pL)

9.3. Efeitos da administracdo bilateral de DL-AP7 no vCPEM sobre a

atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

O AP7 (antagonista seletivo para receptores NMDA) foi administrado na
dose de 4 nmol/ 0,2 pL (dose baseada no trabalho de VIARD & SAPRU, 2002),
bilateralmente no vCPFM, com objetivo de avaliar a participagdo de receptores

NMDA presentes nessa area na modulagao do barorreflexo.

Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v
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9.4. Efeitos da administracao bilateral de NBOX no vCPFM sobre a atividade

do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

O NBQX (antagonista seletivo para receptores ndo-NMDA) foi administrado
na dose de 4 nmol/ 0,2 yL (mesma dose utilizada de AP7), bilateralmente no
vCPFM, com objetivo de avaliar a participagdo de receptores ndo-NMDA

presentes nessa area na modulacao do barorreflexo.

Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v

9.5. Efeitos da administracdo bilateral de L-NAME no vCPEM sobre a

atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

O L-NAME (inibidor da NOS) foi administrado na dose de 80 nmol/ 0,2 pL
(dose baseada no trabalho de LIU et al., 2004), bilateralmente no vCPFM, com
objetivo de avaliar a participacdo da NOS presente nessa area na modulagao do

barorreflexo.

Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v
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9.6. Efeitos da administracdo bilateral de N®-Propyl-L-Arginine no vVCPFM

sobre a atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados.

O N®-Propyl-L-Arginine (N-Propyl, inibidor seletivo da NOS neuronial-
NNOS) foi administrado na dose de 0,08 nmol/ 0,2 uL (dose baseada no trabalho
de ZHANG et al.,, 1997), bilateralmente no vVCPFM, com objetivo de avaliar a

participacao da NOS presente nessa area na modulagao do barorreflexo.

Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v Fenil. i.v

Parte 02

Estudo dos efeitos sobre a PA e FC causados pela estimulacdo do sistema

glutamatérgico no vVCPFM.

Com a utilizagdo de agonistas e antagonistas farmacoldgicos, os protocolos
experimentais descritos a seguir tiveram como objetivo estudar os efeitos da
estimulagdo farmacolégica do vCPFM sobre a PA e FC em ratos nao
anestesiados, caracterizando os tipos de receptores e os possiveis mecanismos
periféricos envolvidos com essas respostas cardiovasculares.

Uma céanula guia foi implantada no vCPFM dos ratos. Apds quatro dias
apos a cirurgia de implante da canula guia foi feita a canulagéo da artéria femoral
e no dia seguinte foi realizado o experimento. Nos experimentos onde se fez

necessaria a administracao i.v. de drogas, os animais tiveram cateteres colocados
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na veia femoral. Os animais estavam em livre movimentagdo durante todo o
experimento, e as drogas foram injetadas apés a estabilizagdo da PA e FC.

9.7. Efeitos da administracdo de L-glu no vCPFM sobre a pressdo arterial e

fregiiéncia cardiaca de ratos ndo anestesiados.

Foram construidas curvas dose-resposta com administragdo unilateral no
vCPFM de L-glu (agonista glutamatérgico), a partir da dose 20 nmol/ 0,2 uL (dose
baseada no trabalho de VERBERNE, 1996), com o objetivo de avaliar seu efeito
sobre a PA e FC em ratos ndo anestesiados. Para a construgao das curvas de PA
e FC, cada animal recebeu no minimo duas e no maximo trés doses de L-glu, em
ordem variada.

9.8. Efeitos do pré-tratamento sistémico com blogueador gangdlionar

pentolinio sobre as respostas cardiovasculares da administracdo de L-glu no

vCPFEM de ratos ndo anestesiados.

O objetivo desse experimento foi verificar se as respostas cardiovasculares
produzidas pela administragdo de L-glu no vCPFM ocorrem com a participagcéo do
sistema nervoso autondémico. Inicialmente os animais receberam L-glu (81nmol/
0,2uL) no vCPFM. Apdés 10 minutos da administracdo de L-glu os animais
receberam a administragdo i.v. (1mL/ Kg) de salina ou pentolinio (10mg/ Kg, dose
baseada no trabalho de MORIGUCHI et al, 1998). Passado o tempo necessario
para a PA e FC voltarem aos niveis controle, os animais receberam uma nova

administracédo de L-glu no vCPFM.
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9.9. Efeitos do pré-tratamento sistémico com antagonista seletivo beta;-

adrenérgico atenolol sobre as respostas cardiovasculares da administracdo

de L-glu no vCPFEM de ratos ndo anestesiados.

O objetivo desse experimento foi verificar se as respostas cardiovasculares
produzidas pela administragdo de L-glu no vCPFM ocorrem com a participacéo de
receptores betas-adrenérgicos cardiacos. Inicialmente os animais receberam L-glu
(81nmol/ 0,2uL) no vVCPFM. Apdés 10 minutos da administracdo de L-glu os
animais receberam a administracao i.v. (1mL/ Kg) de salina ou atenolol (1,5 mg/
Kg, dose baseada no trabalho de LAHLOU, 2003). Passado o tempo necessario
para a PA e FC se estabilizarem, os animais receberdao uma nova administragao
de L-glu no vCPFM.

9.10. Efeitos do pré-tratamento Sistémico com antagonista muscarinico

metilbrometo de homatropina sobre as respostas cardiovasculares da

administracdo de L-glu no vCPFM de ratos ndo anestesiados.

O objetivo desse experimento foi verificar se as respostas cardiovasculares
produzidas pela administragdo de L-glu no vCPFM ocorrem com a participacéo de
receptores muscarinicos cardiacos. Inicialmente os animais receberam L-glu
(81nmol/ 0,2uL) no vVCPFM. Apdés 10 minutos da administragcdo de L-glu os
animais receberam a administracéo i.v. (1mg/ Kg) de salina ou metilborometo de
homatropina (MBH, 1,5 mg/ Kg, dose baseada no trabalho de COLEMAN, 1980).
Passado o tempo necessario para a PA e FC se estabilizarem, os animais

receberdo uma nova administragao de L-glu no vCPFM.
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9.11. Efeito da pré-administracdo de DL-AP7 no vCPFM sobre as respostas

cardiovasculares da administracido de L-glu no vCPEM de ratos nao

anestesiados.

O objetivo do presente experimento foi verificar o efeito da administragao de
um antagonista seletivo para receptores NMDA (AP7) no vCPFM nas respostas
cardiovasculares desencadeadas pela administracdo de L-glu no vCPFM. Para
tanto, os animais desse grupo receberam uma administracdo de L-glu (81nmol/
0,2uL) no vCPFM. Passados 20 minutos do final dos efeitos cardiovasculares da
administracdo do L-glu, foi administrado o AP7 (4 nmol/ 0,2uL, dose baseada no
experimento 3) ou salina, e apoés 10 minutos foi novamente administrado o L-glu.

9.12. Efeito da pré-administracdo de NBOX no VCPFM sobre as respostas

cardiovasculares da administracdo de L-glu no vCPEFM de ratos nédo

anestesiados.

O objetivo do presente experimento foi verificar o efeito da administragao de
um antagonista seletivo para receptores ndo-NMDA (NBQX) no vCPFM nas
respostas cardiovasculares desencadeadas pela administragdo de L-glu no
vCPFM. Para tanto, os animais desse grupo receberam uma administracdo de L-
glu (81nmol/ 0,2uL) no vCPFM. Passados 20 minutos do final dos efeitos
cardiovasculares da administragdo do L-glu, foi administrado o NBQX (4 nmol/
0,2uL, dose baseada no experimento 4) ou salina, e apés 10 minutos foi

novamente administrado o L-glu.
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9.13. Efeito da pré-administracao de L-NAME no vCPFM sobre as respostas

cardiovasculares da administracdo de L-glu no vCPEM de ratos néo

anestesiados.

O objetivo do presente experimento foi verificar o efeito da administragao de
um inibidor da NOS, L-NAME, no vCPFM para observar o envolvimento da sintese
de NO nas respostas cardiovasculares desencadeadas pela administragcao de
L-glu no vCPFM. Para tanto, os animais desse grupo receberam uma
administracado de L-glu (81nmol/ 0,2uL) no vCPFM. Passados 20 minutos do final
dos efeitos cardiovasculares da administragdo do L-glu foi administrado o L-NAME
(80 nmol/ 0,2uL dose baseada no experimento 5) ou salina, e apés 10 minutos foi
novamente administrado o L-glu no vCPFM.

9.14. Efeito da pré-administracdo de N®-Propyl-L-Arginina no VCPFM sobre

as respostas cardiovasculares da administracdo de L-glu no vCPFM de ratos

ndo anestesiados.

O objetivo do presente experimento foi verificar o efeito da administragao de
um inibidor da seletivo para nNOS, N-Propyl, no vVCPFM para observar o
envolvimento da sintese de NO via nNOS nas respostas cardiovasculares
desencadeadas pela administragdo de L-glu no vCPFM. Para tanto, os animais
desse grupo receberam uma administracao de L-glu (81nmol/ 0,2uL) no vCPFM.
Passados 20 minutos do final dos efeitos cardiovasculares da administragcao do L-
glu foi administrado o L-NAME (0,08 nmol/ 0,2ul dose baseada no experimento 6)

ou salina, e apés 10 minutos foi novamente administrado o L-glu no vCPFM.
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9.15. Efeitos da administracdo de NPS no vCPFEM sobre a pressdo arterial e

freqgiéncia cardiaca de ratos ndo anestesiados.

O objetivo do presente experimento foi verificar o efeito da administragao do
doador de oxido nitrico (NO) NPS no vCPFM para observar o possivel
envolvimento desse composto nas respostas cardiovasculares. Para tanto, foram
construidas curvas dose-resposta com administragao unilateral no vVCPFM de
NPS, a partir da dose de 20 nmol/ 0,2uL (dose baseada no trabalho de Inoue et
al., 1997). Para a construcdo das curvas de PA e FC, cada animal recebeu duas
ou trés doses de NPS, em ordem variada.

10. Anéalise estatistica:

Os parametros das curvas sigmoides foram comparados antes e apés o
tratamento com lidocaina utilizando teste t de Student pareado.

A inclinagdo das curvas de regressao linear e o intercepto das curvas no
eixo x foram determinados e comparados antes e apods os tratamentos para
verificar alteracdes no ganho do barorreflexo e deslocamento das curvas
(respectivamente) utilizando teste t de Student pareado.

Para verificar o efeito dos tratamentos sobre a bradicardia reflexa induzida
pelo aumento na PA, foi comparada a bradicardia reflexa antes e apds os
tratamentos correspondente ao aumento de 10, 20, 30 e 40 mmHg na PAM.
Partindo dessas comparagdes foi determinada a variagdo percentual média da
resposta bradicardica reflexa induzida em cada tratamento, e essa variacéo foi
entdo compara com a variagdo obtida com o grupo controle (administragdo de
salina 0,9% no vCPFM). Esses dados foram analisados utilizando one-way

ANOVA seguido do pos-teste de Dunnett's.
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Nos protocolos em que foram testados os efeitos da estimulacdo direta
dos sistemas glutamatérgico ou administrado doador de NO no vCPFM bem como
os efeitos do pré-tratamento com antagonistas ou inibidor da NOS ou os efeitos da
inibicdo de mecanismos periféricos que atuam sobre o sistema cardiovascular
sobre as respostas maximas de PA e FC foi utilizado teste t de Student pareado. A
PA e FC também foram analisadas utilizando a analise de variancia (ANOVA) de
duas vias com tratamento como principal fator e o tempo como medida repetida.
Em caso de interacdo significativa entre os fatores foi realizado o pos-teste de
Boferroni para comparar os tratamentos em cada tempo. Todos os testes

estatisticos foram realizados assumindo-se o nivel de significancia de p< 0,05.
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RESULTADOS

1. Efeitos da administracdo bilateral de lidocaina no vVCPFM sobre a atividade

do barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A administracao bilateral de salina no vCPFM (n= 6) ndo causou mudancgas
nos valores basais da PAM (antes= 99 + 6 e ap6s= 99 + 5 mmHg; t= 0,9; p> 0,05)
ou FC (antes= 355 + 9 e apds= 375 + 10 bpm; t= 0,5; p> 0,05). A administragao de
salina ndo produziu qualquer efeito sobre a atividade do barorreflexo (inclinagao
das curvas de regressao linear durante queda da FC antes e apos a administracéo
de salina foram: -1,4 + 0,2 e -1,1 £ 0,3 bpm/ mmHg; t= 0,3; p> 0,05 e durante o
aumento da FC antes e apés foram -2,6 + 0,3 e -2,5 + 0,3 bpm/ mmHg; t= 0,7; p>

0,05).

A administragao bilateral de lidocaina no vVCPFM (n= 8) nado afetou os
valores basais da PAM (antes= 92,6 + 6,2 e apos= 99,3 + 5,2 mmHg; t= 0,4; p>

0,05) ou FC (antes= 355,2 + 9,6 e apds= 375,1 + 12,6 bpm; t= 0,5; p> 0,05).

A administragcéo de lidocaina no vCPFM foi capaz de alterar a atividade do
barorreflexo. A variagdo da atividade do barorreflexo nas curvas sigmdides, antes
e apos a administragao da lidocaina no vVCPFM esta representada na Figura 02. A
administragcdo da lidocaina no vCPFM alterou o platdé minimo da FC (P1)
caracterizado por menor queda na FC (293 + 2 para 320 = 11 bpm; t= 2,4; p<
0,05). Nenhum dos outros parametros das curvas sigmoides avaliados foi diferente

apos a administracédo da lidocaina no vCPFM: platé maximo da FC (P2, 458 + 11
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para 461 = 7 bpm; t= 0,2; p> 0,05), AP (165 + 12 para 141 £ 17 bpm; t= 1,1; p>
0,05), PAso (88 + 2 para 84 + 2 mmHg; t= 0,05; p> 0,05) e G (inclinagéo, -16,3 +

0,9 para -16,1 + 4,7 bpm/ mmHg; t= 1,1; p> 0,05).

Para uma melhor avaliagdo dos efeitos da administracdo de lidocaina no
vCPFM sobre a atividade do barorreflexo, nés analisamos separadamente a
bradicardia e a taquicardia reflexa promovidas pela variagdo da PA usando curvas

de regresséao linear (Figura 03).

Tanto os valores da inclinagao quanto do intercepto no eixo x nas curvas de
regressao linear geradas com o aumento da FC como fungdo da queda da PAM
apo6s a administracédo de lidocaina no vCPFM foram similares aqueles observados
antes da lidocaina (inclinagdo antes=-2,6 + 0,2 e ap6s = -2,5 + 0,3 bpm/ mmHg; t=
0,6; p> 0,05; intercepto—x antes = -3,2 + 2,8 e ap6s = -3,6 + 3,5 mmHg; t= 0,9; p>

0,05; Figura 03).

A administracao de lidocaina no vCPFM causou um deslocamento da curva
de regressao linear para a direita mudando a FC como fungdo do aumento da
PAM (Figura 03). O aumento no intercepto do eixo x foi significativo apds a
administragédo da lidocaina (antes= -3,3 + 3,5 e apds= 7,5 + 1,4 mmHg; t= 5,6; p<
0,05) e nenhuma mudancga foi observada na inclinagédo da curva (antes = -1,2 +
0,2 e ap6s = -1,1 £ 0,2 bpm/ mmHg; t= 0,4; p> 0,05) (Figura 03). O bloqueio do
VCPFM pela lidocaina causou um “reset’” do inicio da bradicardia reflexa para
aumentos da PAM. Ap6s 10 minutos da administracdo bilateral de lidocaina no

vCPFM ocorreu uma reducao significativa na bradicardia reflexa (44,6 = 3,2 %) em
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relacdo a bradicardia reflexa anterior a administracdo da lidocaina para os
mesmos aumentos da PAM de forma significativa quando comparadas com a
variagao da bradicardia observada apds a administragao de salina (-2,4 + 9,3 %;
F= 23,9; p< 0,01) Figura 04 B). A recuperacao da atividade do barorreflexo para
aumentos da PAM pbde ser observada apds 60 minutos da administracido de
lidocaina (Figura 04 B, 1,2 + 2,1 %; teste t de Student, t= 0,2; p> 0,05; comparado
com o grupo salina) indicando a reversibilidade do efeito da lidocaina. Como
apenas o componente parassimpatico do barorreflexo (bradicardia) foi afetado
pelo bloqueio agudo do vVCPFM com a lidocaina, os experimentos subseqientes

foram realizados apenas com a infusao i.v. de fenilefrina.
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Figura 02- Curvas sigmoéides representando a atividade do barorreflexo antes
(linha continua, r’= 0,95) e ap6s (linha tracejada, r’= 0,9) a administracéo bilateral
de 0,5 pL de lidocaina a 2% no vCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 8). FC:

frequéncia cardiaca; PAM: pressao arterial média.
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Figura 03- As curvas de regressao linear representam a atividade do barorreflexo
antes (linha continua) e apods (linha tracejada) a administragao bilateral de 0,5 pL
de lidocaina a 2% no VCPFM de ratos n&do anestesiados (n= 8). FC: frequéncia
cardiaca; PAM: pressao arterial média. Correlagcdo dos valores das curvas de
regressdo (r?) para a bradicardia foram 0,91 antes e apds a lidocaina. Correlagédo
dos valores das curvas de regressao (r%) para a taquicardia foram 0,9 antes e 0,94

apos a lidocaina.
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2. Efeitos da microinjecao bilateral de acido quinurénico no vCPFM sobre o

componente parassimpatico do barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A microinjecao bilateral de KIN no vCPFM (n= 7)ndo afetou os valores
basais da PAM (antes= 95 + 7 e ap6s= 99 + 6 mmHg; t= 0,7; p> 0,05) ou FC
(antes= 344 + 11 e apo6s= 365 + 10 bpm; t= 0,02; p> 0,05).

A administracdo de KIN no vCPFM causou deslocamento da curva de
regressao linear para a direita mudando a FC como fungdo do aumento da PAM
(Figura 04 A). O aumento no intercepto do eixo x foi significativo apds a
administracado do KIN (antes=-2,8 + 3,1 e ap6s= 7,1 + 2,3 mmHg; t= 4,7; p< 0,01)
e nenhuma mudanca foi observada na inclinagdo da curva (antes=-1,13 + 0,17 e
apos= -1,20 + 0,18 bpm/ mmHg; t= 0,7; p> 0,05) (Figura 04 A). O aumento no
intercepto do eixo x retornou aos valores anteriores a administragao do KIN apés
60 minutos de sua administragdo (-1,1 + 1,2 mmHg; t= 1,5; p> 0,05) e nenhuma
mudanca foi observada na inclinagdo da curva (-1,2 £ 0,1 bpm/ mmHg; t= 0,6; p>
0,05) (Figura 04 A).

O bloqueio do vVCPFM pelo KIN diminuiu a bradicardia reflexa para os
aumentos da PA (Figura 05). Aumentos na PAM apds 10 minutos da
administracdo de KIN no vCPFM resultaram em reducao da resposta bradicardica
reflexa,ocorrendo uma reducao significativa da resposta bradicardica reflexa (52,8
+ 4,1 %) em relagao a bradicardia reflexa anterior a administracdo de KIN para os
mesmos aumentos da PAM de forma significativa quando comparadas com a
variagao da bradicardia observada com a administragao de salina (2,4 + 9,3 %; F=

23,9; p< 0,05; Figura 04 B). A recuperagdo na integridade da atividade do
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barorreflexo para aumentos da PAM pbde ser observada apdés 60 minutos da
administracado de KIN (Figura 04, 3,7 + 4,1 %; teste t de Student, t= 0,9; p> 0,05;
comparado com o grupo salina) indicando a reversibilidade do efeito do KIN. A
reducao da resposta bradicardica provocada pela administracao de KIN no vCPFM
foi similar aquela observada apds a administracao de lidocaina, 52,8 + 4,1 € 44,6 +

3,2 % (teste t de Student, t= 1,7; p> 0,05) respectivamente.
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Figuras 04- (A) Curvas de regressao linear representando a atividade do
barorreflexo antes (controle, linha tracejada, r’= 0,9 ) e apds 10 e 60 minutos
(linhas continuas, r?= 0,78 e r’= 0,86 respectivamente) a administracdo bilateral de
16 nmol/ 0,2 pL de acido quinurénico (KIN) no vCPFM de ratos ndo anestesiados
(n= 7). (B) Variacdo meédia da resposta bradicardica (% do controle) em cada
grupo durante a resposta pressora 10 e 60 minutos apdés administracédo de
lidocaina (n= 8) ou acido quinurénico (n= 7) no vCPFM comparada a variagao do
grupo salina (n= 6). As colunas representam as médias + EPM, *significativamente

diferente do grupo salina, p< 0,05, one way-ANOVA e Dunnett’s pos-teste.



46

Controle 10 minutos
~— 150
/ -
£ 100 —— . oo
=
a a
E 50
150=

"

PAP (mmHg)
=
|

50 =
- 450=
€
Q
L 350 "\’"’"\ ]
O \
250m o KIN _
—_— Fenil (i.v) (vCPFM) Fenil (i.v)
20s

Figura 05- Tragados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando
o efeito 10 minutos apds a administracao bilateral de 16 nmol/ 0,2uL de acido
quinurénico (KIN) no vCPFM sobre a resposta bradicardica reflexa. As linhas

verticais (a) indicam o aumento de 10 mmHg na PAM.
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3. Efeitos da administracdo bilateral de DL-AP7 no vCPEFM sobre o

componente parassimpatico do barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A administracédo bilateral de AP7 no vCPFM (n =6) ndo afetou os valores
basais da PAM (antes= 100 + 6 e apos= 99 + 5 mmHg; t= 0,7; p> 0,05) ou FC
(antes= 341 £ 17 e apos= 352 + 13 bpm; t= 0,06; p> 0,05).

A administragdo de AP7 no vCPFM causou deslocamento da curva de
regressao linear para a direita mudando a FC como fungao do aumento da PAM
(Figura 06 A). O aumento no intercepto do eixo x foi significativo apds a
administragdo do AP7 (antes=-5,8 £ 5,2 e apd6s= 7,1 £ 2,6 mmHg; t= 4,3; p< 0,01)
e nenhuma mudanga foi observada na inclinagdo da curva (antes = -1,1 + 0,2 e
apoés = -1 = 0,1 bpm/ mmHg; t= 0,8; p> 0,05; Figura 06 A). O aumento no
intercepto do eixo x retornou aos valores anteriores a administragdo do AP7 apés
60 minutos de sua administragdo (-2,4 + 3,6 mmHg; t= 0,7; p> 0,05) e nenhuma
mudanca foi observada na inclinagdo da curva (-1,3 £ 0,2 bpm/ mmHg; t= 0,9; p>
0,05) (Figura 06 A). O bloqueio do vVCPFM pelo AP7 causou um “reset’ da
bradicardia reflexa para os aumentos da PAM (Figura 07).

Aumentos na PAM apd6s 10 minutos da microinjecao bilateral de AP7 no
VCPFM resultaram em respostas bradicardicas reflexas (63 = 11 %)
significativamente menores quando comparadas aquelas apos a administragdo de
salina (2,4 + 9,3 %; F= 23,9; p< 0,05; Figura 06 B). A recuperacéo da atividade do
barorreflexo para aumentos da PAM pbde ser observada apdés 60 minutos da
administracéo de AP7 (Figura 06 B, 1,7 + 8,2%; teste t de Student, t= 0,7; p> 0,05,

comparado com o grupo salina) indicando a reversibilidade do efeito do AP7. A



48

reducdo da resposta bradicardica provocada pela administracdo bilateral de AP7
no VCPFM foi similar aquela observada apés a administracao bilateral de KIN, 53

+ 11 vs. 52,8 £ 4,1 % (teste t de Student, t= 0,2; p> 0,05) respectivamente.



49

A PAM (mmHg)
A 10 20 30 40 50

N
(=
1

- -o- — Controle

A FC (bpm)

)
T

-80
B salina KIN AP7

o 109 10 10 60 10 60 (min)
8 T
T 10
£3
o £ 20
8s
(o]
%O 30—

[®)
i o
© 2 -40-
T~
o 50
On
B i
S 60 = * *
>

-70 =

Figuras 06- (A) Curvas de regressao linear representando a atividade do
barorreflexo antes (controle, linha tracejada, r°= 0,85) e apds 10 e 60 minutos
(linhas continuas, r’= 0, 96 e r’= 0,87 respectivamente) a administragdo bilateral
de 4 nmol/ 0,2 yL de AP7 no vCPFM de ratos nédo anestesiados (n= 6). (B)
Variacdo média da resposta bradicardica (% do controle) em cada grupo durante a
resposta pressora 10 e 60 minutos apdés administragdo de acido quinurenico (KIN,
n =7) ou AP7 (n= 6) no vVCPFM comparada a variagdo do grupo salina (n= 6). As
colunas representam as médias + EPM, *significativamente diferente do grupo

salina, p< 0,01, one way-ANOVA e Dunnett’s pos-teste.
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Figura 07- Tragcados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil

(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando

o efeito 10 minutos ap6s a administragdo bilateral de 4 nmol/ 0,2uL de AP7 no

vCPFM sobre a resposta bradicardica reflexa. As linhas verticais (a) indicam o

aumento de 10 mmHg na PAM.
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4. Efeitos da microinjecdo bilateral de NBOX no vCPFM sobre a atividade do

barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A microinjecéo bilateral de NBQX no vCPFM (n= 6) ndo afetou os valores
basais da PAM (antes= 102 + 7 e ap6s= 95 + 8 mmHg; t= 0,8; p> 0,05) ou FC
(antes= 363 £ 19 e apos= 341 + 19 bpm; t= 0,6; p> 0,05).

A microinjecdo bilateral de NBQX no vCPFM nao alterou a curva de
regressao linear (Figura 08 A). A variagdo do intercepto no eixo x nao foi
significativa apds a administracdo do NBQX (antes= -2,9 + 5,6 e apés= 1 + 6,3
mmHg; t= 0,4; p> 0,05) e nenhuma mudanca foi observada na inclinagéo da curva
(antes =-1,1+ 0,2 e apds = -1,4 £ 0,2 bpm/ mmHg; t= 1; p> 0,05; Figura 08 A).

Aumentos na PAM apd6s 10 minutos da microinjecao bilateral de NBQX no
vCPFM néo alteraram a resposta bradicardica reflexa (3 = 14 %) em relacéo a
administracdo de salina (2,4 + 9,3 %; teste t de Student, t= 0,03; p> 0,05; Figura
08 B). Os valores da curva gerada 60 minutos apods a administragdo de NBQX nao

foram diferentes dos valores observados antes da administragao (Figura 08 B).
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Figuras 08- (A) Curvas de regressao linear representando a atividade do
barorreflexo antes (controle, linha tracejada, r’= 0,79) e apds 10 e 60 minutos
(linhas continuas, r’= 0,86 e r’= 0,88 respectivamente) a administracdo bilateral de
4 nmol/ 0,2 yL de NBQX no vCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 5). (B)
Variacdo média da resposta bradicardica (% do controle) em cada grupo durante a
resposta pressora 10 e 60 minutos apds administragcdo de AP7 (n =6) ou NBQX
(n= 5) no vVCPFM comparada a variagdo do grupo salina (n =5). As colunas
representam as médias + EPM, *significativamente diferente do grupo salina, p<

0,05, one way-ANOVA e Dunnett’'s pés-teste.
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5. Efeitos da microinjecdo bilateral de L-NAME no vCPEM sobre a atividade

do barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A microinjecao bilateral de L-NAME no vCPFM (n= 6) ndo afetou os valores
basais da PAM (antes= 97 + 8 e apds= 96 + 5 mmHg; t= 0,7; p> 0,05) ou FC
(antes= 358 + 12 e apos= 355 + 12 bpm; t= 0,08; p> 0,05).

A microinjegao bilateral de L-NAME no vCPFM causou deslocamento da
curva de regressao linear para a direita mudando a FC como fungdo do aumento
da PAM (Figura 09 A). O aumento no intercepto do eixo x foi significativo apos a
administracdo do L-NAME (antes= -2 + 2,1 e ap6s= 7,7 + 3,1 mmHg; t= 2,6; p<
0,05) e nenhuma mudancga foi observada na inclinagdo da curva (antes = -1,5 +
0,1 e apos = -1 + 0,5 bpm/ mmHg; t= 0,5; p> 0,5; Figura 09 A). O aumento no
intercepto do eixo x retornou aos valores anteriores a administracdo do L-NAME
apés 60 minutos de sua administragdo (-5,7 + 6 mmHg; t= 0,6; p> 0,05) e
nenhuma mudanga foi observada na inclinagéo da curva (-1,3 £ 0,1 bpm/ mmHg;
t=0,8; p> 0,05) (Figura 09 A).

Aumentos na PAM apés 10 minutos da microinjegao bilateral de L-NAME no
VCPFM resultaram em redugdo da resposta bradicardica reflexa (49 £ 7,5 %)
significativamente diferente da administracao de salina (2,4 + 9,3 %; F= 23,9; p<
0,01; Figura 09 B). A recuperacao da atividade do barorreflexo para aumentos da
PAM pode ser observada apos 60 minutos da administracdo de L-NAME (Figura
10, 0,15 + 2 %; teste t de Student, t= 0,7; p> 0,05, comparado com o grupo salina)
indicando a reversibilidade do efeito do L-NAME (Figura 09 B). A reducdo da

resposta bradicardica provocada pela administracido bilateral de L-NAME no



54

vCPFM foi similar aquela observada apds a administragao bilateral de AP7, 49 +

7,5 vs. 53 £ 11 (teste t de Student, t= 0,7; p> 0,5) respectivamente.
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6. Efeitos da microinjecdo bilateral de N®-Propyl-L-Arginina ho vCPFM sobre

a atividade do barorreflexo em ratos ndo anestesiados .

A microinjegao bilateral de N-Propyl no vCPFM (n= 6) nao afetou os valores
basais da PAM (antes= 101 + 4 e apos= 98 + 5 mmHg; t= 0,4; p> 0,05) ou FC
(antes= 368 + 13 e apos= 335 + 11 bpm; t= 0,18; p> 0,05).

A microinjegao bilateral de N-Propyl no vCPFM causou deslocamento da
curva de regressao linear para a direita mudando a FC como fun¢cdo da PAM
(Figura 09). O aumento no intercepto do eixo x foi significativo apos a
administracdo do N-Propyl (antes= -4,4 + 4,2 e ap6s= 7,9 + 3,1 mmHg; t= 2,4; p<
0,05) e nenhuma mudancga foi observada na inclinagdo da curva (antes = -1,2 +
0,15 e apos = -1.1 = 0,15 bpm/ mmHg; t= 0,4; p> 0,5; Figura 09). O aumento no
intercepto do eixo x retornou aos valores anteriores a administragcdo do N-Propyl
apo6s 60 minutos de sua administragdo (-6,8 + 5 mmHg; t= 0,36; p> 0,05) e
nenhuma mudancga foi observada na inclinagéo da curva (-1,1 £ 0,2 bpm/ mmHg;
t= 0,4; p> 0,05) (Figura 09 A). A administragao de N-Propyl no vVCPFM causou um
“reset” da bradicardia reflexa para os aumentos da PAM (Figura 10).

Aumentos na PAM apds 10 minutos da microinjecéo bilateral de N-Propyl
no VCPFM resultaram em redugdo da resposta bradicardica reflexa (55 + 9,9 %)
significativamente diferente da administracdo de salina (2,4 + 9,3 %; F= 23,9; p<
0,01; Figura 09). A recuperacao da atividade do barorreflexo para aumentos da
PAM péde ser observada apdés 60 minutos da administracdo de N-Propyl (0,8 +
53 %; teste t de Student, t= 0,5; p> 0,05, comparado com o grupo salina)

indicando a reversibilidade do efeito do N-Propyl. A reducdo da resposta
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bradicardica provocada pela administragdo bilateral de N-Propyl no vCPFM foi
similar aquela observada ap6s a administracao bilateral de L-NAME, 55 + 9,9 vs.
49 + 7,5 (teste t de Student, t= 0,6; p> 0,05) respectivamente.

A Figura 11 mostra uma representagao diagramatica do vCPFM (PAXINOS
& WATSON, 1986) indicando o centro dos sitios de injegdo KIN, AP7, NBQX, L-
NAME e N-Propyl e uma fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um

rato representativo que recebeu microinje¢cdes bilaterais no vCPFM.
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Figuras 09- (A) Curvas de regressao linear representando a atividade do

barorreflexo antes (controle, linha tracejada, r’= 0,96 e r’= 0,74) e apés 10 e 60

minutos (linhas continuas, r’= 0,83 e r’= 0,89, r’= 0,73 e r’= 0,7,respectivamente)

a administracao bilateral de 80 nmol/ 0,2 ul de L-NAME ou 0,08 nmol/ 0,2 pyL de N-

Propyl no vCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 6). (B) Variagdo meédia da

resposta bradicardica (% do controle) em cada grupo durante a resposta pressora

10 e 60 minutos apos administragcdo de L-NAME (n= 6) ou N-Propyl (n= 6) no

vCPFM comparada a variagao do grupo salina (n= 6). As colunas representam as

médias £ EPM, *significativamente diferente do grupo salina, p< 0,05, one way-

ANOVA e Dunnett’s pos-teste.
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Figura 10- Tragcados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando
o efeito 10 minutos apds a administragao bilateral de 0,08 nmol/ 0,2uLde N-Propyl
no VCPFM sobre a resposta bradicardica reflexa. As linhas verticais (a) indicam o

aumento de 10 mmHg na presséao arterial.



59

Y L ]
"oloa
)|

w
L. .

e o

~, H
PN Wil TN

SR O
\ n,-

1A=12.2

1mm

\,'_{

IA=11.7

Figura 11-Esquerda: Fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um
animal representativo mostrando os sitios das microinje¢cdes bilaterais no vVCPFM.
Cg1- cortex cingulado, area 1; PL- coértex pré-limbico; IL- cértex infralimbico; DP-
cortex dorsal peduncular; cc- corpo caloso e TT- tenia tecta. Direita:
Representagcdo diagramatica baseada no Atlas de Paxinos e Watson (1986),
indicando o centro dos sitios de injecédo do KIN (e), AP7 (o), NBQX (o), L-NAME

(m) e N-Propyl(A). IA- interaural.
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7. Efeitos da microinjecdo de L-glu no vCPFEM sobre a pressdo arterial e

freqgiéncia cardiaca de ratos ndo anestesiados.

A microinjecéo de diferentes doses de L-glu (9; 27; 81; 150; 300 nmol) no
vCPFM de ratos ndo anestesiados, desencadeou respostas pressoras (r= 0,8; df=
54; p< 0,05) e taquicardias (r= 0,74; df= 54; p< 0,05) de forma dose-dependente
(Figura 12). Foi observada uma significativa correlagéo entre os valores de AFC e
APAM correspondentes aos aumentos das doses de L-glu administradas no
vCPFM (r= 0,99; df= 2; p< 0,05), Figura 12.

Os efeitos da administragcdo de L-glu sobre a PA e FC nao foram diferentes
nas trés areas que compdem o VCPFM, quando comparadas entre si (Figura 13,
Tabela 1 e 2 no apéndice). A dose de 81 nmol/ 0,2 pL de L-glu foi a dose
escolhida para ser utilizada nos experimentos subseqlientes por se aproximar da
DEso. A Figura 14 apresenta um tragado de um rato representativo do grupo,
mostrando os efeitos cardiovasculares promovidos pela administragao de 81 nmol/
0,2 uL de L-glu no vCPFM.

A microinjecédo de 81 nmol/ 0,2 yL de L-glu no vCPFM de ratos normotensos
(PAM= 98 + 4 mmHg, n= 14) causou resposta pressora (APAM= 18, + 1 mmHg,
n= 14) que foi acompanha de taquicardia (AFC= 28,2 + 4,2 bpm, n= 14),
significativamente diferente da administracao de salina (APAM= 2,1 + 1,8 mmHg,
AFC= 3,4 + 4,3 bpm, t= 8,2; p< 0,05 e t= 4,1; p< 0,05, n= 9, respectivamente). O
tempo de laténcia para o efeito do L-glu foi de 126 + 17 s (PAM) e 117 + 12 s (FC)
com duragao de 217 + 29 s (PAM) e 224 + 25 s (FC) (Figura 15), havendo efeito
do tratamento (PAM: F= 63,26; p< 0,05 e FC: F= 48,7; p< 0,05), efeito do tempo

(PAM: F= 3,5; p< 0,05 e FC: F= 1,9; p< 0,05), com interagao entre esses fatores
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(PAM: F= 3,6; p< 0,05 e FC: F=1,7; p< 0,05) em relagcdo a administragcéao de salina
(Figura 15).

Nao foram observadas alteragdes na PA e FC apds a administragdo de L-glu
no cortex do cingulo-area 1 (Cg1; PAM antes= 100 + 3 e ap6s= 104 + 3 mmHg; t=
0,7; p> 0,05 e FC antes= 354 + 10 e apos= 348 + 13 bpm; t= 1,9; p> 0,05; n= 4),
corpo caloso (cc; PAM antes= 100 + 3 e apdés= 103 + 2 mmHg; t= 0,9; p> 0,05 e
FC antes= 361 + 9 e apos= 359 + 11 bpm; t= 0,8; p> 0,05; n= 5) e ténia tecta (TT;
PAM antes= 101 + 3 e ap6s= 104 + 4 mmHg; t= 0,4; p> 0,05 e FC antes= 347 + 14
e apos= 361 + 16 bpm; t= 0,6; p> 0,05; n= 4) de ratos ndo anestesiados (Figura

16).
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Figura 12- (A) Efeito da administracdo de diferentes doses de L-glu ou salina (V)
no VCPFM de ratos ndo anestesiados sobre a pressao arterial média (APAM) e
frequéncia cardiaca (AFC). As doses de L-glu administradas foram: 9; 27; 81; 150;
300 nmol. Os circulos representam a variacdo média apds a administracao de L-
glu e as barras representam o erro padrdao das médias. (B) Curva de regressao
linear mostrando a correlacdo entre a pressdo arterial média (APAM) e a
frequéncia cardiaca (AFC) apo6s injecéo de doses crescentes de L-glu no vCPFM
de ratos n&o anestesiados (n= 22). Os circulos representam as médias e as barras
os EPM.
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Figura 13- Esguerda: As colunas representam as variagdes na pressao arterial
media (APAM) e na frequéncia cardiaca (AFC) ap6s a administracéo de diferentes
doses de L-glu nas trés areas que compéem o VCPFM: cértex infralimbico (IL),
cortex pré-limbico (PL) e cértex dorsal peduncular (DP) de ratos ndo anestesiados.
As colunas representam as médias + EPM, One-way ANOVA (doses de 9, 27, 81
e 150) p> 0,05; teste t de Student (dose de 300) p> 0,05. Direita: Representacao
diagramatica indicando o centro dos sitios de injecdo de L-glu nas trés areas
(quadrados brancos- PL; quadrados pretos- IL; circulos pretos- DP) do vCPFM,
relativos as respostas obtidas no grafico ao lado. Modificado do Atlas de Paxinos
& Watson (1986). |A- interaural.
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Figura 14- Tragados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando

os efeitos da administragdo de 81 nmol/ 0,2uL de L-glu (glu) no vCPFM.
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Figura 15- (A) Variagbes na presséao arterial (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)

apos a administragao de 0,2 pL de salina (n= 9) ou 81 nmol/ 0,2 uL de L-glu (glu,

n= 14) no vCPFM de ratos n&o anestesiados. As colunas representam as médias

+ EPM, * p< 0,01, teste t de Student. (B) Variacdo da pressao arterial média

(APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apds administragdo de

salina ou L-glu no vCPFM. As administragdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os

pontos representam a média £ EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pods-teste de

Bonferroni.
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Figura 16- Esquerda: Pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC)
antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas) a administragdo de 81 nmol/
0,2uL de L-glu no cértex do cingulo-area 1 (Cg1), corpo caloso (cc) e ténia tecta
(TT) de ratos ndo anestesiados. As colunas representam as médias + EPM.
Direita: Representacédo diagramatica indicando o centro dos sitios da injecéo do
L-glu (e) no cértex do cingulo-area 1 (Cg1), corpo caloso (cc) e ténia tecta (TT),

modificada do Atlas de Paxinos & Watson (1986). IA- interaural.
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8. Efeitos do pré-tratamento sistémico com bloqueador ganglionar pentolinio

sobre as respostas cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no vCPEM de

ratos ndo anestesiados.

O pré-tratamento i.v. com salina ndo afetou as respostas cardiovasculares
provocadas pelo L-glu injetado no vVCPFM (APAM antes = 17,4 + 1,4 e apds salina
=19,2 + 2,2 mmHg; t=0,5; p> 0,05 e AFC antes = 24.2 + 4 e ap06s salina = 30,2 +
3,8 bpm; t=0,7; p> 0,05; n= 8) (Figura 17).

A administracdo i.v. de pentolinio reduziu aos valores basais de PAM
(antes= 110 + 6 mmHg e apos= 67 + 4 mmHg; t= 4,3; p< 0,05), porém nada
ocorreu com a FC (antes= 341 + 24 bpm e ap6s= 347 + 24 bpm; t= 0,3; p>0,05; n=
5).

O pré-tratamento com pentolinio (n= 5) causou uma significativa redugéo
nas respostas cardiovasculares causadas pelo L-glu (PAM: F= 59,9; p< 0,01 e FC:
F= 95,3; p< 0,01; Figura 17), foi também observado significante efeito do tempo
(PAM: F= 111; p< 0,01 e FC: F= 2,5; p< 0,01), havendo interagdo entre
tratamento e tempo (PAM: F= 2,6; p< 0,01 e FC: F= 3,1; p< 0,01). A redugado
promovida pelo pentolinio sobre o efeito maximo da resposta pressora (APAM
antes= 17,4 + 1,8 mmHg e apés= 2,4 + 3,2 mmHg; t= 5; p< 0,01) e resposta
maxima taquicardica (AFC antes= 24,2 + 3,7 bpm e apés= 0,6 + 1,4 bpm; t=7; p<
0,01; n=5) produzidas pelo L-glu administrado no vCPFM estao representadas na

Figura 17.
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Figura 17- (A) Variagdo maxima da pressao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apés a administracdo de 81 nmol/ 0,2 uL de L-glu no vCPFM de
ratos ndo anestesiados antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas)
administracdo i.v. de salina 0,9 % ou 10 mg/ Kg de pentolinio (pnt, n= 5). As
colunas representam as médias + EPM, * p< 0,01, teste t de Student pareado. (B)
Variagao da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo
do tempo causada pela administracdo de L-glu no vCPFM antes e apods
administracao i.v. de pentolinio (n= 5). As administragbes foram feitas no tempo 0
(zero). Os pontos representam a média + EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, poés-

teste de Boferroni.



69

9. Efeitos do pré-tratamento sistémico com antagonista seletivo betal-

adrenoceptor atenolol sobre as respostas cardiovasculares da microinjecdo

de L-glu no vCPFEM de ratos ndo anestesiados.

A administracdo i.v. de atenolol ndo alterou os valores basais de PAM
(antes= 105 £+ 4 mmHg e apd6s= 107 £+ 4 mmHg; t= 0,8; p> 0,05) e frequéncia
cardiaca (antes= 351 + 22 bpm e apd6s= 355 + 19 bpm; t= 0,7; p> 0,05; n=5).

Similar ao pentolinio, o atenolol (n= 5) alterou de forma significativa as
respostas cardiovasculares causadas pela administragcdo de L-glu no vCPFM
(PAM: F= 142,6; p< 0,01 e FC: F= 123,5; p< 0,01; Figura 18), foi também
observado significante efeito do tempo (PAM:F= 63,2; p< 0,01 e FC: F= 48,7; p<
0,01) havendo interagao entre tratamento e tempo (PAM: F= 5,2; p< 0,01 e FC: F=
2,3; p< 0,01) (Figura 18). O pré-tratamento com atenolol reduziu significativamente
a resposta pressora maxima (APAM antes= 18,1 + 1,8 mmHg e apdos o atenolol=
1,1 + 2,4 mmHg; t= 4,1; p< 0,01) e a taquicardia maxima (AFC antes= 34,2 + 3,4
bpm e apdés o atenolol= 0,6 + 2,5 bpm; t= 9,3; p< 0,01) causados pela

administragado de L-glu no vCPFM (Figura 18).
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Figura 18- (A) Variagdo maxima da pressao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apés a administracdo de 81 nmol/ 0,2 uL de L-glu no vCPFM de
ratos ndo anestesiados antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas)
administragdo i.v. de salina 0,9 % ou de 1,5mg/ Kg de atenolol (atn, n= 5). As
colunas representam as médias + EPM, * p< 0,01, teste t de Student pareado. (B)
Variagao da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo
do tempo apds administracdo de L-glu no vCPFM antes e apds administragao i.v.
de atenolol (n= 5). As administragdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos

representam a média £ EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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10. Efeitos do pré-tratamento sistémico com antagonista muscarinico

metilbrometo de homatropina sobre as respostas cardiovasculares da

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

A administragao i.v. de metilbrometo de homatropina (MBH) nao alterou os
valores basais de PAM (antes= 105 + 4 mmHg e ap6s MBH = 107 + 4 mmHg; t=
0,5; p< 0,05; n= 7). Porém, os valores de FC foram aumentados (antes= 344 + 19
bpm e apds metilbrometo de homatropina= 405 + 18 bpm; t= 2,5; p< 0.05; n=7).

O pré-tratamento com MBH (n= 7) alterou as respostas cardiovasculares
causadas pela administracdo de L-glu no vCPFM (PAM: F= 7,6; p< 0,05 e FC: F=
8,6; p< 0,05; Figura 19 e 20), foi também observado efeito do tempo (PAM:F=
11,4; p< 0,01 e FC: F= 14,1; p< 0,01) havendo interagao entre tratamento e tempo
(PAM: F= 2,2; p< 0,05 e FC: F= 2,1; p< 0,05) (Figura 19). O pré-tratamento com
MBH reduziu a laténcia para a resposta maxima da PAM e FC (PAM: 25 + 9s e
FC: 19 £ 7s, apos o MBH) sem afetar a duragao da resposta (PAM: 225 + 20s e

FC: 219 £ 16s, Figura 19 e 20).
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Figura 19- Tracados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando
o efeito do pré-tratamento com 1,5 mg/ Kg de metilbrometo de homatropina (MBH)
sobre as respostas cardiovasculares da administracdo de 81 nmol/ 0,2uL de L-glu
(glu) no vCPFM.
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Figura 20- (A) Variagdo maxima da pressao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apds a administracao de 81 nmol/ 0,2 uL de L-glu (glu) no vCPFM
de ratos ndo anestesiados antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas)
administracdo i.v. de salina 0,9 % ou 1 mg/ Kg de metilbrometo de homatropina
(MBH, n= 7). As colunas representam as médias + EPM. (B) Variagao da pressao
arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apés
administracéo de L-glu no vCPFM antes e apds administragao i.v. de i.v. de MBH
(n= 7). As administragcbes foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos representam

a média = EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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11. Efeito da pré-administracao de DL-AP7 no VCPFEM sobre as respostas

cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no vCPEM de ratos né&o

anestesiados.

O pré-tratamento do VCPFM com salina ndo afetou as respostas
cardiovasculares desencadeadas pelo L-glu (APAM antes= 18,2 + 1,9 e apods
salina= 20 £ 1,3 mmHg; t= 0,6; p> 0,05 e AFC antes= 29,2 + 4 e ap0ds salina= 33,6
+ 3,3 bpm; t= 0,7; p> 0,05; n= 6), Figura 21.

O pré-tratamento do vVCPFM com 4 nmol/ 0,2uL de AP7 (n= 6) ndo produziu
alteragbes nos valores basais de PA (PAM antes= 93 + 3 e apdés= 97 + 3 mmHg;
t= 0,5; p> 0,05) e FC (antes= 348 + 13 e apdés= 361 = 13 bpm; t= 0,7; p> 0,05),
porém reduziu significativamente a resposta pressora (APAM antes= 18,5+ 1,8 e
apos= 1,3 + 2,1 mmHg; t= 6,8; p< 0,05) e taquicardica (AFC antes= 32,5+ 3,4 e
apos= 4,6 £ 3,6 mmHg; t= 5,3; p< 0,05) a administragcado de 81nmol/ 0,2uL de L-glu
no VCPFM (n= 6, Figura 21 e 22).

O AP7 alterou os efeitos do L-glu (Figura 21 e 22), havendo efeito do
tratamento (PAM: F= 61,3; p< 0,05 e FC: F= 93; p< 0,05), efeito do tempo (PAM:
F=2,3; p< 0,05 e FC: F= 3,2; p< 0,05), com interagao entre esses fatores (PAM:
F=2,3; p< 0,05 e FC: F= 3,1; p< 0,05) comparado aos efeitos do L-glu antes do

tratamento com AP7.
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Figura 21- (A) Variagdo maxima da pressao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apd6s a administracao de 81 nmol/ 0,2 pL de L-glu (glu) de ratos
nao anestesiados antes (colunas brancas) e apds (colunas pretas) o pré-
tratamento com 0,2 uL de salina 0,9 % ou 4 nmol de AP7 no vCPFM de ratos néo
anestesiados (n= 6). As colunas representam as médias + EPM, * p< 0,01, teste t
de Student pareado. (B) Variagdo da presséao arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) ao longo do tempo apds administragao de L-glu no vVCPFM antes e
ap6s o pré-tratamento com AP7. As administracbes foram feitas no tempo 0
(zero). Os pontos representam a média + EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, poés-

teste de Bonferroni.
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Figura 22- Tragcados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando
o efeito do pré-tratamento com 4 nmol/ 0,2uL de AP7 sobre as respostas

cardiovasculares da administragéo de 81 nmol/ 0,2puL de L-glu (Glu) no vCPFM.
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12. Efeito da pré-administracdo de NBOX no vCPFM sobre as respostas

cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no vCPEM de ratos né&o

anestesiados.

O pré-tratamento do vVCPFM com 4 nmol/ 0,2uL de NBQX (n= 6) ndo
produziu alteragdes nos valores basais de PA (PAM antes= 98 £+ 3 e apés= 101 £
3 mmHg; t= 0,65; p> 0,05) e FC (antes= 312 £ 20 e ap6s= 341 + 16 bpm; t= 1,1;
p> 0,05), além de nao alterar significativamente a resposta pressora (APAM
antes= 17,5 £ 1,7 e apés= 20,2 + 1 mmHg; t= 0,9; p> 0,05) e taquicardica (AFC
antes= 31,6 £ 4,1 e apdés= 25,9 =+ 5,4 bpm; t= 0,9; p> 0,05) a administracdo de
81nmol/ 0,2uL de L-glu no vCPFM (Figura 23).

A administragao previa de 4 nmol/ 0,2uL de NBQX (n= 6) ndao produziu
qualquer efeito sobra a resposta pressora (APAM antes= 17,3 £ 1,7 e apos= 18,8
+ 1,3 mmHg; t= 1; p> 0,05) e taquicardica (AFC antes= 28,3 + 3,8 e ap6s= 32,6
4,8 mmHg; t= 0,6; p> 0,05) a administragdo de L-glu no vCPFM (Figura 23), ndo
havendo efeito do tratamento (PAM: F= 2,1; p> 0,05 e FC: F= 3,5; p> 0,05), sem
interagao entre tratamento e tempo (PAM: F= 0,4; p> 0,05, e FC: F= 0,3; p> 0,05)

comparado aos efeitos do L-glu antes do tratamento com NBQX.
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Figura 23- (A) Variagdo maxima da presséo arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apdés a administracdo de 81 nmol/ 0,2 pl de L-glu (glu) antes
(colunas brancas) e ap6s (colunas pretas) o pré-tratamento com 0,2 uL de salina
0,9 % ou 4 nmol de NBQX no VCPFM de ratos n&do anestesiados (n= 6). As
colunas representam as médias + EPM. (B) Variagdo da pressao arterial média
(APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apés administragcéo de L-
glu no vVCPFM antes e apos o pré-tratamento com NBQX. As administragdes

foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos representam a média + EPM.
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13. Efeito da pré-administracdo de L-NAME no vCPFEM sobre as respostas

cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no vCPEM de ratos né&o

anestesiados.

O pré-tratamento do vVCPFM com 80 nmol/ 0,2uL de L-NAME (n= 6) nao
produziu alteragdes na PA (antes= 97 £ 3 mmHg e apés= 99 + 3 mmHg; t= 0,36;
p> 0,05) e FC (antes= 381 + 19 bpm e apds= 377 = 18 bpm; t= 0,13; p> 0,05),
porém reduziu significativamente a resposta pressora (APAM antes= 20,7 £ 2,3
mmHg e apés= 0,2 £ 2,2 mmHg; t= 8,6; p< 0,05) e taquicardica (AFC antes= 30,5
t+ 6,2 bpm e apés= 1,5 £ 0,7 bpm; t= 4,8; p< 0,05) a administragcdo de 81nmol/
0,2uL de L-glu no vCPFM (Figura 24).

Os efeitos do L-glu foram alterados pelo tratamento com L-NAME (n= 6)
(Figura 24), havendo efeito do tratamento (PAM: F= 78,3; p< 0,05 e FC: F= 90,8;
p< 0,05), efeito do tempo (PAM: F= 3,5; p< 0,05 e FC: F= 2,8; p< 0,05), com
interacdo entre esses fatores (PAM: F= 3,2; p< 0,05, e FC: F= 2,8; p< 0,05),

comparado aos efeitos do L-glu antes do tratamento com L-NAME.
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Figura 24- (A) Variagdo maxima da presséao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apds a administracdo de 81 nmol/ 0,2 pL de L-glu (glu) antes
(colunas brancas) e apds (colunas pretas) o pré-tratamento com 0,2 ul de salina
0,9 % ou 80 nmol de L-NAME no vCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 6). As
colunas representam as médias + EPM, * p< 0,05, teste t de Student pareado. (B)
Variagao da presséao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo
do tempo apds administracdo de L-glu no vCPFM antes e apos o pré-tratamento
com L-NAME. As administracdes foram feitas no tempo O (zero). Os pontos
representam a média £ EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pods-teste de Boferroni.
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14. Efeito da pré-administracao de N-Propyl no vCPEM sobre as respostas

cardiovasculares da microinjecdo de L-glu no vCPEM de ratos né&o

anestesiados.

O pré-tratamento do vVCPFM com 0,08 nmol/ 0,2uL de N-Propyl (n= 6) ndo
produziu alteragdes na PA (antes= 98 £ 2 mmHg e apdés= 97 + 2 mmHg; t= 0,81;
p> 0,05) e FC (antes= 364 + 13 bpm e apds= 367 + 14 bpm; t= 0,72; p> 0,05),
porém reduziu significativamente a resposta pressora (APAM antes= 22,5 £+ 1,1
mmHg e apés= 1,2 + 1,8 mmHg; t= 12,8; p< 0,05) e taquicardica (AFC antes= 33,8
t+ 4,3 bpm e apos= 5 = 1,2 bpm; t= 5,5; p< 0,05) a administracdo de 81nmol/
0,2uLde L-glu no vCPFM (Figura 25).

Os efeitos do L-glu foram alterados pelo tratamento com N-Propyl (n= 6)
(Figura 25), havendo efeito do tratamento (PAM: F= 24,9; p< 0,05 e FC: F= 17,5;
p< 0,05), efeito do tempo (PAM: F= 2,7; p< 0,05 e FC: F= 7,7; p< 0,05), com
interacdo entre esses fatores (PAM: F= 2,9; p< 0,05 e HR: 7,5; p< 0,05)
comparado aos efeitos do L-glu antes do tratamento com N-Propyl.

A Figura 26 mostra uma representacédo diagramatica do vCPFM (PAXINOS &
WATSON, 1986) indicando o centro dos sitios de inje¢cao de salina, AP7, NBQX,

L-NAME e N-Propyl.
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Figura 25- (A) Variagdo maxima da pressao arterial media (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apos a administragao de 81 nmol/ 0,2 yL de L-glu (glu) antes
(colunas brancas) e apos (colunas pretas) o pré-tratamento com 0,2 uL de salina
0,9 % ou 0,08 nmol de N-Propyl no vVCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 6). As
colunas representam as médias + EPM, * p< 0,05, teste t de Student pareado. (B)
Variagao da presséao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo
do tempo apdés administragdo de L-glu no vCPFM antes e apds o pré-tratamento
com N-Propyl. As administragdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos
representam a média £ EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pés-teste de Boferroni.
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Figura 26- Representacao diagramatica baseada no Atlas de Paxinos & Watson
(1986), indicando o centro dos sitios de injecdo de salina (o), AP7 (o), NBQX (m),

|
L-NAME (e) e N-Propyl (A). PL- cortex pré-limbico; IL- cértex infralimbico; DP-
cortex dorsal peduncular. |A-interaural.
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15. Efeitos da microinjecdo NPS no vCPEFM sobre a pressao arterial e

freqgiéncia cardiaca de ratos ndo anestesiados.

A microinjecéo de diferentes doses de NPS (3; 9; 27; 81;nmol) no vCPFM
de ratos ndo anestesiados, desencadeou respostas pressoras (r= 0,82; df= 20; p<
0,05) e taquicardias (r= 0,88; df= 20; p< 0,05) de forma dose-dependente (n= 6,
para cada uma das doses, Figura 27). Foi observada uma significativa correlagéo
entre os valores de AFC e APAM correspondentes aos aumentos das doses de L-
glu administradas no vCPFM (r= 0,98; df= 1; p< 0,05), Figura 27.

A microinje¢cao de 27 nmol/ 0,2 pyL de NPS (n= 6) no vCPFM de ratos
normotensos (PAM= 101 + 4 mmHg) causou resposta pressora (APAM= 18,3 +
1,4 mmHg) que foi acompanha de taquicardia (AFC= 31,7 + 2,5 bpm, Figura 28 e
29) significativamente diferente da administracéo de 0,2 ul de salina (APAM= 1 +
1,3 mmHg; t= 8,2; p< 0,05 e AFC= 2 + 2,6 bpm; t= 19,2; p< 0,05; n= 6) (Figura 29).

As respostas cardiovasculares causadas pela administracdo de NPS no
vCPFM apresentaram um tempo de laténcia de 131 + 12 s, e duragao de 225 + 28
s (Figura 29), havendo efeito do tratamento (PAM: F= 77; p< 0,05 e FC: F= 67,7,
p< 0,05), efeito do tempo (PAM: F= 3,1; p< 0,05 e FC: F= 3,6; p< 0,05), com
interagao entre esses fatores (PAM: F= 3,1; p< 0,05 e FC: F= 3,4; p< 0,05) em
relagdo a administracédo de salina (Figura 29).

Comparando as respostas provocadas pelas administracbes de 27 nmol/
0,2uLde NPS (n= 6) e aquelas provocadas pela administracdo de 81 nmol/ 0,2uL
de L-glu (n= 7) no vCPFM (Figura 30), ndo se observou diferengas entre o

tratamento (PAM: F= 0,7; p> 0,05 e FC: F= 0,1; p> 0,05) e n&o ocorreu interagéao
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entre o tempo e tratamento (PAM: F= 0,4; p> 0,05 e FC: F= 0,16; p> 0,05). Porém,
apo6s o pré-tratamento com 4 nmol/ 0,2 yL de AP7 no vCPFM somente os efeitos
cardiovasculares provocados pelo L-glu foram bloqueados, o quais foram
significativamente diferentes daqueles provocados pelo NPS (MAP: F= 24,9; p<
0,05 e FC: F= 20,9; p< 0,05) e interagao entre tempo e tratamento (PAM: F= 2,9;
p< 0,05 e FC: F= 3,3; p< 0,05) apods o pré-tratamento com AP7 (Figura 30).

A Figura 31 mostra uma representagao diagramatica do vCPFM (PAXINOS
& WATSON, 1986) indicando o centro dos sitios de injecdo de NPS e L-glu e uma
fotomicrografia de um corte coronal do encéfalo de um rato representativo que

recebeu microinjecdo no VCPFM.
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Figura 27- (A) Efeito da administracéo de diferentes doses de NPS no vCPFM de
ratos ndo anestesiados sobre a pressdo arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC). As doses administradas foram: 3; 9; 27; 81 nmol (n= 6, para todas
as doses). Os circulos representam a variagdo média apos a administracédo NPS e
as barras representam o erro padrao das médias. (B) Curva de regressao linear
mostrando a correlagdo entre a pressao arterial média (APAM) e a frequéncia
cardiaca (AFC) apés injecao de doses crescentes de NPS no vCPFM de ratos nao

anestesiados (n= 17). Os circulos representam as médias e as barras os EPM.
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Figura 28- Tracados de pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando
os efeitos da administragcao de 27 nmol/ 0,2 uL de NPS no vCPFM.
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Figura 29- (A) Variagbes maximas na pressao arterial (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) ap6s a administragao de 0,2 uL de salina 0,9% ou 27 nmol de NPS
no VCPFM de ratos ndo anestesiados (n= 6). As colunas representam as médias +
EPM, * p< 0,05, teste t de Student pareado. (B) Variagdo da pressao arterial
média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apods
administracao de 0,2 uL de salina 0,9% ou 27 nmol de NPS no vCPFM (n= 6). As
administracdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos representam a média +
EPM, * p< 0,05, two-way ANOVA, pos-teste de Boferroni.
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Figura 30- Variagdo da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca

(AFC) ao longo do tempo apds administragao de 81 nmol/ 0,2uL de L-glu ou 27

nmol/ 0,2uL de NPS no vCPFM de ratos ndo anestesiados antes e apds o pré-

tratamento do vVCPFM com 4 nmol/ 0,2 ul de AP7. As administracdes foram feitas

no tempo 0 (zero). Os pontos representam a média + EPM, * p< 0,05, two-way

ANOVA, pés-teste de Boferroni.
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Figura 31- Esquerda: Fotomicrografia de uma secc¢éo coronal de um cérebro de
um rato representativo mostrando os sitios de injegdo unilateral no vCPFM.
Direita: Representacdo diagramatica baseada no Atlas de Paxinos e Watson
(1986), indicando o entro dos sitios de injecao de NPS (o) e L-glu (e). Interaural:
11,7 mm. PL (pré-limbico), IL (cortex infralimbico), DP (cortex dorsal peduncular) e

cc (corpo caloso).
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DISCUSSAO

Os principais achados da presente Tese foram: 1) O vCPFM exerce uma
modulagdo tbnica sobre a atividade parassimpatica do barorreflexo; 2) Essa
modulacdo da atividade parassimpatica depende da uma interacdo entre
receptores NMDA e nNOS presentes no VCPFM; 3) A interacéo entre receptores
NMDA e nNOS também esta envolvida com respostas cardiovasculares
(taquicardia e hipertensao) provocadas pela administragdo de L-glu no vCPFM de
ratos ndo-anestesiados.

Resultados anteriores do nosso laboratério mostraram que o bloqueio
agudo do vCPFM com lidocaina interfere com a bradicardia reflexa durante
respostas pressoras geradas pela infusao de fenilefrina (RESSTEL et al., 2004).
Porém, o mesmo nao foi observado durante respostas depressoras.

Para verificar a possibilidade de o vVCPFM estar modulando a atividade do
barorreflexo durante o efeito depressor, realizamos infusao i.v. de nitroprussiato de
sddio (NPS) em ratos n&do anestesiados. Inicialmente foi realizada a analise da
atividade do barorreflexo como um todo (bradicardia e taquicardia). Partindo dos
pontos obtidos com a correlagdo da variagdo da PA e FC durante infusbes de
fenilefrina e NPS, foram tragadas curvas sigmoéides (KORNER et al., 1972) antes e
apos a administracado de lidocaina no VCPFM. A analise das curvas sigmoéides
mostrou apenas uma reducdo do platé inferior (P1) ap6s a administracdo de
lidocaina no vVCPFM, caracterizada por uma menor queda na FC para os efeitos
maximos de aumento da presséao arterial. De acordo com Head & McCarty (1987),
a variacao do platé inferior indica alteragdes no componente parassimpatico do

barorreflexo, o que em nossos resultados esta caracterizado por reducdo da
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atividade parassimpatica. Por outro lado, as curvas sigmdéides mostraram que o
componente simpatico do barorreflexo nao apresentava alteragdes apds o
bloqueio agudo do VCPFM com lidocaina. A analise do ganho do barorreflexo nas
curvas sigmoéides mostrou que o bloqueio agudo do vVCPFM com lidocaina nao
interfere com esse componente.

Quando separamos os pontos que formam as duas por¢des das curvas
sigmoides (os pontos gerados pela infusao de fenilefrina e os gerados pelo NPS) e
tracamos curvas de regressao linear, referentes ao efeito taquicardico e ao efeito
bradicardico, a alteragdo do componente parassimpatico do barorreflexo causado
pelo bloqueio agudo do vVCPFM com a lidocaina pdde ser melhor observada. A
alteracao do componente parassimpatico provocada pela lidocaina nas curvas de
regressao linear foi caracterizada por um deslocamento da curva para a direita,
sem alteracao na inclinagao, revelando um “reset” do inicio da bradicardia reflexa.
Como as curvas de regressao obtidas antes e apds o tratamento com lidocaina
foram paralelas, ndo apresentando diferenga entre suas inclinagdes, a redug¢ao na
bradicardia reflexa foi constante, possibilitando o calculo da redugdo média da
bradicardia reflexa causada pela administracdo da lidocaina no vCPFM. Por outro
lado, a taquicardia reflexa ao efeito depressor causado pela infusdo de NPS nao
foi alterada. Assim, podemos atribuir ao VCPFM uma ag¢do modulatéria ténica
apenas sobre o componente parassimpatico do barorreflexo.

Uma vez que o bloqueio agudo do vCPFM com lidocaina apenas alterou a
atividade parassimpatica do barorreflexo (alteragdo do P1, na analise da curva

sigmoide e desvio da curva para a direita na regressao linear), mas nao os outros
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parametros do barorreflexo (tanto na curva sigmdéide quanto na regressao linear),
nos experimentos que se seguiram foram apenas sobre a bradicardia reflexa.

A administragdo bilateral de CoCl, no vVCPFM mimetizou os efeitos da
lidocaina (RESSTEL et al., 2005), mostrando que a modulacdo do componente
parassimpatico do barorreflexo pelo VCPFM envolve participagdo de sinapses
locais, uma vez que o CoCl, atua bloqueando ndo seletivamente sinapses sem
efeito sobre axdnios presentes no local de sua administracao (KRETS, 1984).

Dentre os neurotransmissores presentes no vCPFM, a acetilcolina, a
noradrenalina e o L-glu estdo envolvidos em respostas cardiovasculares (GIGG et
al., 1994; CRIPPA et al.,, 1999; FERNANDES et al., 2003; VERBERNE, 1996).
Consequentemente, poderia mediar a modulagao do vCPFM sobre a atividade do
barorreflexo.

O bloqueio de a4-adrenoceptores, ayp-adrenoceptores ou receptores
muscarinicos do vVCPFM, por administracao bilateral de respectivamente WB4101,
RX821002 ou atropina no vCPFM, n&o afetou a resposta do barorreflexo
(RESSTEL et al., 2005). Esses resultados indicam que o-adrenoceptores e
receptores muscarinicos presentes no VCPFM n&o modulam a atividade
parassimpatica. Todavia, essas observagdes nao excluem a possibilidade desses
mediadores (acetilcolina e noradrenalina) apresentarem uma influéncia fasica
sobre o barorreflexo.

A administracdo de agonistas glutamatérgicos no vCPFM de ratos
anestesiados € capaz de promover alteragdes cardiovasculares (VERBERNE,

1996; FISK & WYSS, 1997). Além disso, estudos utilizando ligantes marcados
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demonstraram a presencga de receptores ionotropicos para L-glu no vVCPFM de
ratos (NICOLLE & BAXTER, 2003). Nossos resultados demonstraram que o
bloqueio desses receptores, utilizando a microinjecao bilateral de um antagonista
nao seletivo, o acido quinurénico (KIN), afetou a resposta bradicardica de forma
similar ao CoCl;, ocorrendo uma reducédo da resposta bradicardia reflexa em
decorréncia de um “reset” do inicio da resposta reflexa para os aumentos da PA.
Esses resultados indicam que o sistema glutamatérgico, através de receptores
ionotrépicos, exerce influéncia facilitatéria sobre o componente parassimpatico do
barorreflexo.

Os receptores ionotropicos para o L-glu sdo canais permedveis a cations
que sao classificados em dois subtipos de acordo com sua maior seletividade para
determinados agonistas: N-methyl-D-aspartate (NMDA) ou a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-isoxazole-4-proprionate (AMPA)/kainato (ndo NMDA) (HOLLMANN &
HEINEMANN, 1994; KEMP & MCKERNAN, 2002). Assim, para caracterizar o
subtipo de receptor ionotrépico glutamatérgico envolvido na modulagdo do vCPFM
sobre a atividade do barorreflexo, os efeitos da administracao bilateral de AP7, um
antagonista seletivo de receptores NMDA, foram comparados com os efeitos
induzidos pela administracao bilateral de NBQX, um potente e seletivo antagonista
de receptores nao-NMDA. A administracao de AP7 causou efeito similar ao KIN na
bradicardia reflexa, favorecendo a idéia de um envolvimento de receptores NMDA
na modulagdo tbnica do componente parassimpatico do barorreflexo. A
administracdo de NBQX né&o afetou a reposta bradicardica, o que reforgou a idéia

de que os efeitos do AP7 ocorrem sobre os receptores NMDA.
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Os resultados com esses antagonistas mostraram o envolvimento de
receptores NMDA na modulagdo glutamatérgica da atividade parassimpatica.
Dessa forma, demonstramos que o sistema glutamatérgico presente no vCPFM,
atuando em receptores NMDA, modula a atividade do barorreflexo.

Inibicdo similar da atividade do barorreflexo foi descrita apds a ativagao de
outras estruturas do sistema nervoso central, como o hipotalamo (BAUER et al.,
1988) e a porgao dorso-lateral da substancia cinzenta pereaquedutal (NOSAKA,
1996), areas que sabidamente recebem projecdbes do vCPFM (BROWN &
GUYNET, 1985; CARRIEVE & DAMPNEY, 1988; SESACK et al., 1989; BARMAN,
1990; TAKAGISHI & CHIBA, 1991; FISK & WYSS, 2000; VERTES, 2004). A
inibicdo do barorreflexo associada com essas duas estruturas é caracterizada por
redugdo da resposta bradicardica, em particular a bradicardia de origem vagal
(HOCKMAN et al., 1969; DJOJOSUGITO et al., 1970; HOCKMAN & TALESNIK,
1971; COOTE et al.,, 1979; NOSAKA et al., 1993). A similaridade entre as
respostas sugere que essas areas podem fazer parte de uma via neuronial
envolvida com a modulagéo parassimpatica da atividade do barorreflexo modulada
pelo vVCPFM.

O NO, um radical livre gerado pela sintase do oxido nitrico neuronial
(nNOS), Ca?*/calmodulina-dependente, atua como um mensageiro que se difunde
através do SNC e esta envolvido em diversas respostas neuroniais (GARTWAITE
& BOULTON, 1995; HAWKINS et al., 1998). Evidéncias apontam para uma
interac&o entre receptores NMDA e a nNOS (GARTHWAITE et al., 1988 e 1989).

Receptores NMDA estado localizados proximos a nNOS (BRENMAN & BREDT,
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1997) e a geragao de NO tem sido descrita apds a ativagéo de receptores NMDA
(GARTHWAITE et al., 1988).

Para investigar se a inibicdo da NOS presente no vVCPFM afetaria o
componente parassimpatico do barorreflexo, foram avaliados os efeitos da
administracao bilateral de L-NAME (um inibidor ndo seletivo de NOS) no vVCPFM
sobre a resposta bradicardica reflexa gerada pela infusdo de fenilefrina. A
administracdo de L-NAME causou reducédo da bradicardia reflexa em resposta a
infusdo i.v. de fenilefrina, sem efeito significativo sobre o ganho do barorreflexo.
Os efeitos provocados pelo L-NAME foram similares aqueles observados apés a
administracdo de AP7 no vCPFM. Considerando que os efeitos do L-NAME séo
devidos ao bloqueio de NOS (KNOWLES & MONCADA, 1994; MOORE & HANDY,
1997), nossos dados sugerem que a influéncia modulatéria dos receptores NMDA
no VCPFM sobre a atividade tonica do componente parassimpatico do barorreflexo
poderia envolver a geragao de NO no vCPFM.

Todavia, como o L-NAME n&o € um inibidor especifico para nNOS
(ALDERTON et al., 2001), foi realizada também a administracdo bilateral de um
inibidor seletivo para nNOS, o N“-Propyl-L-arginine (N-Propyl - ZHANG et al.,
1997), no vCPFM. A administracao bilateral de N-Propyl causou um redugédo da
bradicardia reflexa provocada pelo aumento da PA induzido pela infusdo i.v. de
fenilefrina, sem efeito significativo sobre o ganho do barorreflexo, de forma similar
aos efeitos observados ap6s a administracdo de L-NAME no vCPFM. O N-Propyl
€ descrito como sendo entre 3.000 e 150 vezes mais potente para inibir a nNOS
do que a as outras duas isoformas da NOS, a NOS induzida (iNOS) e a NOS

endotelial (eNOS), respectivamente (HEVEL, et al., 1991, MARTASEK et al., 1996,
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ZHANG et al., 1997). Assim, considerando que o N-Propyl foi administrado em
doses 100 vezes menores do que aquelas de L-NAME e que sua constante de
inibicdo (ki) € 1.000 vezes menor que a do L-NAME para inibir a nNOS, os
resultados indicam que a nNOS presente no vVCPFM esta envolvida na mediagao
da modulagao tonica da atividade do barorreflexo, exercida pelo L-glu.

Resultados da literatura indicam que inibicdo da atividade do barorreflexo
esta associada a reagdes de defesa (SCHLOR et al.,, 1984; KNUEPFER et al.,
1991). O vCPFM, como parte do sistema limbico, estd envolvido na integracéo
entre respostas autondmicas e estimulos emocionais (NEAFSEY, 1990;
FRYSZTAK & NEAFSEY, 1994). Assim, as alteracées do barorreflexo observadas
em nossos experimentos sugerem que o sistema glutamatérgico presente no
vCPFM, assim como a nNOS, estaria envolvido na modulagdo das respostas
cardiovasculares associadas a respostas emocionais ou ao exercicio fisico.

Durante o exercicio fisico ocorre um aumento na PA de forma moderada
que se mantém durante toda a atividade fisica, porém ndo é acompanhada por
bradicardia, mas sim por taquicardia (MICHELINI, 1998). Essa taquicardia é
importante para manter ndo apenas o débito cardiaco, mas também os niveis de
PA. Mesmo durante a atividade fisica, a atividade baroceptora apresenta-se
normal (DICARLO & BISHOP, 1990). Todavia, os mecanismos que permitem que
ocorra taquicardia na presengca de aumento da PA durante o exercicio fisico
modulando a resposta bradicardica reflexa ainda ndo sao totalmente conhecidos.
Dessa forma, o sistema glutamatérgico presente no vCPFM poderia estar

participando desse fendbmeno, uma vez que é capaz de modular a atividade
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parassimpatica do barorreflexo de forma similar aquela observada na atividade
fisica.

Apesar de relatos anteriores de que a administragcdo farmacolégica de
agonistas glutamatérgicos no vVCPFM provocaria alteragbées cardiovasculares em
ratos anestesiados (BACON & SMITH, 1993; VERBERNE, 1996; FISK & WYSS,
1997; OWENS & VERBERNE, 2001), os seus efeitos em ratos ndo anestesiados
ainda ndo haviam sido descritos. Com o objetivo de verificar se a anestesia
poderia influenciar nas respostas cardiovasculares decorrentes da estimulagao
farmacoldgica do sistema glutamatérgico, foi realizada a administragao de L-glu no
vCPFM de ratos ndo anestesiados. Nossos resultados mostraram que anestesia
influencia nas respostas cardiovasculares induzidas pela administracédo de L-glu
no VCPFM, uma vez que apenas observamos taquicardia e hipertensao, as quais
poderiam estar sendo mascarados ou suprimidas quando em presenga de
anestesia.

A anestesia pode atuar invertendo respostas cardiovasculares mediadas
pelo sistema nervoso central, de hipertensivas em animais ndo anestesiados para
hipotensivas em animais anestesiados (CORREA et al., 1982; BURNS & WYSS,
1985). Dessa forma, € importante estudar os efeitos cardiovasculares decorrentes
da estimulagcao do sistema nervoso central em diferentes condicbes, a fim de que
se possa compreender melhor os mecanismos envolvidos.

Os nossos resultados favorecem a hipétese de que o vVCPFM estaria
envolvido com a modulagdo cardiovascular tanto de respostas pressoras quanto

depressoras. Corroborando essa idéia, Tavares et al. (2004) descreveram a
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ocorréncia de respostas pressoras apos a estimulagao elétrica do vVCPFM de ratos
nao anestesiados e respostas hipotensoras em ratos anestesiados.

Microinjecbes de L-glu foram aplicadas nas trés areas que compdem o
vCPFM (IL:cértex infralimbico, PL: cortex prélimbico e DP: coértex dorso
penduncular, ZILLES & WREE, 1995), ndo sendo observadas respostas
cardiovasculares diferentes. Por outro lado, as microinje¢cdes de L-glu em areas
adjacentes ao vVCPFM, (Cg1, TT ou CC) nao causaram efeito cardiovascular.
Esses resultados sugerem que os efeitos cardiovasculares decorrentes da
administracdo de L-glu sdo restritos a estimulacdo do vCPFM. Além disso, os
resultados mostram que a porgdo ventral do CPFM apresenta uma
homogeneidade nas respostas cardiovasculares desencadeadas pela estimulagao
quimica com L-glu, resultados esses que corroboram aqueles descritos com o uso
de estimulagao elétrica do vVCPFM, em ratos anestesiados (VERBERNE, 1996).

O fato da resposta pressora causada pela administracdo de L-glu no
VCPFM estar associada a taquicardia, ndo estando associada a bradicardia
reflexa, sugere uma possivel fungéo facilitatoria do vCPFM sobre o mecanismo de
barorreflexo em ratos ndo anestesiados. Esses dados corroboram evidéncias que
apontam para o envolvimento do vCPFM na modulagdo do barorreflexo
(VERBERNE et al., 1987; RESSTEL et al., 2004). Além disso, durante a reagao
emocional condicionada, ratos que sofreram lesdo quimica do CPFM
apresentaram uma redugdo das respostas taquicardicas ou até mesmo uma
inversao para respostas bradicardicas (FRYSZTAK & NEAFSEY, 1994), sugerindo

uma acado modulatéria do CPFM sobre a ativacdo do sistema nervoso simpatico
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cardiaco e um efeito concomitante de inibicdo do componente parassimpatico do
barorreflexo durante respostas cardiovasculares decorrentes de reacéo de defesa.

Uma vez que a ocorréncia de respostas taquicardicas e pressoras poderia

decorrer de ac&o do sistema nervoso autondmico, realizamos o pré-tratamento i.v.
com pentolinio, um ganglioplégico, que bloqueou tanto a taquicardia quanto a
resposta pressora, provocadas pela administragao de L-glu no vCPFM, mostrando
que respostas cardiovasculares dependem de uma ativagdo do sistema nervoso
autondmico. Uma vez que o pentolinio promove bloqueio indiscriminado do
componente cardiaco e do componente vascular do sistema nervoso autbnomo
(HEAD, 2003), foi necessario verificar a possibilidade de uma relagao causal entre
as duas respostas.

Com o intuito de investigar a participagdo do sistema nervoso simpatico
cardiaco nas respostas cardiovasculares a estimulagdo do vCPFM com L-glu, nés
realizamos o pré-tratamento i.v. com atenolol, um antagonista B4-adrenérgico. O
atenolol bloqueou completamente a taquicardia e a resposta pressora do L-glu,
indicando ser a resposta pressora decorrente de aumento na atividade simpatica
cardiaca. Essa idéia é favorecida pela significativa correlagdo entre as variagbes da
FC e da PAM desencadeadas pelas doses crescentes de L-glu, além da
similaridade na duragao das respostas.

Enquanto os resultados apresentados com o pentolinio e o atenolol
claramente indicaram que a taquicardia e o efeito pressor causados pela
administracédo de L-glu no vCPFM sao devidos a uma ativagao do sistema nervoso
simpatico cardiaco, o lento inicio das respostas e o fato da resposta maxima ocorrer

em média 90 segundos apos a administracdo de L-glu necessita maiores
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explicagdes. Considerando a predominancia do sistema nervoso parassimpatico
sobre o ténus cardiaco e o fato de receptores NMDA estarem envolvidos com a
modulagdo parassimpatica cardiaca (como descrito anteriormente), estudamos os
efeitos do bloqueio de receptores muscarinicos pelo pré-tratamento i.v. com
metilorometo de homatropina, um antagonista muscarinico que nao atravessa a
barreira hemato-encefalica, sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da
administragcao de L-glu no vCPFM.

O pré-tratamento com metilbrometo de homatropina nédo afetou os efeitos
maximos da taquicardia ou da resposta pressora produzidas pelo L-glu. Porém,
reduziu significativamente a laténcia para o inicio das respostas cardiovasculares.
As respostas maximas foram observadas 25 segundos apés a administragéo do L-
glu, quando anteriormente ocorriam em meédia 90 segundos apds a sua
administracdo. Consequentemente, o inicio das respostas cardiovasculares
analisadas nas curvas temporais apés a administracdo do L-glu foi deslocado para
a esquerda, mostrando que atividade parassimpatica estaria retardando o inicio das
respostas cardiovasculares mediadas pelo sistema nervoso simpatico.

O fato da inibicdo da atividade parassimpatica cardiaca adiantar o inicio das
respostas cardiovasculares, sem afetar a intensidade ou duracido das mesmas,
sugere que o L-glu também ativa o componente parassimpatico cardiaco quando
administrado no vCPFM, além de uma predominante ativagdo do componente
simpatico. Partindo do fato que a resposta parassimpatica ocorreu imediatamente
apos a administragdo do L-glu, a ativagdo do sistema nervoso parassimpatico ndo
pode ser atribuida a uma resposta do barorreflexo ao efeito pressor da

administracéo de L-glu no vCPFM. As evidéncias que mostram que o bloqueio de
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receptores NMDA no vCPFM afeta a atividade do componente parassimpatico do
barorreflexo favorecem a idéia de que a estimulagcdo de receptores NMDA no
VCPFM possa também ativar o sistema nervoso parassimpatico cardiaco.

O aparecimento da resposta parassimpatica a injecado de L-glu, logo apos
sua administracdo no VCPFM, vai de encontro a observacgdes classicas de que a
atividade vagal cardiaca seria mais evidente imediatamente apds a estimulagdo dos
barorreceptores, apresentando uma tendéncia a adaptar-se mais rapidamente do
que o componente simpatico (WANG & BORISON, 1947). A reunido desses
resultados mostra que a administragdo de L-glu no vCPFM de ratos néao
anestesiados promoveria aumento tanto da atividade parassimpatica quanto da
simpatica cardiaca de tal forma que a atividade parassimpatica inicialmente estaria
se sobrepondo a simpatica, inibindo o aparecimento da taquicardia. A taquicardia e
consequentemente a resposta pressora se manifestariam no momento em que a
atividade simpatica predominasse sobre a atividade parassimpatica.

Foi relatado que ratos submetidos a protocolos de condicionamento
usando choque nas patas (modelo de medo condicionado) apresentavam
hipertensao e taquicardia durante o condicionamento; resposta caracteristica do
aumento da atividade simpatica observada durante reag¢des de defesa (LEDOUX
et al., 1984, CARRIVE, 2000). Além disso, a analise histolégica dos cérebros
desses animais revelou expresséo de proteina fos em células do vCPFM (BECK &
FIBIGER, 1995).

Embora existam evidéncias de proje¢des diretas do vCPFM para nucleos
bulbares envolvidos com o controle do sistema nervoso auténomo cardiovascular,

incluindo o nucleo do trato solitario, o nucleo ambiguo e o bulbo caudal e rostral
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ventrolateral (CVLM e RVLM respectivamente) (HURLEY et al., 1991; BUCHANAN
et al., 1994; VERTES, 2004), a possivel existéncia de conexdes intermediarias nas
vias envolvidas na atividade cardiovascular do vVCPFM nao pode ser excluida.
Essa idéia é sustentada por estudos funcionais que indicam a existéncia de
conexdes com o hipotdlamo e a amigdala (como discutido anteriormente) ou até
mesmo com o cortex pré-frontal lateral (HARDY & MACK, 1990).

Lesdes de varias estruturas do sistema limbico alteram significativamente
repostas autonémicas cardiovasculares durante situacbes de defesa. Lesbes do
hipotalamo diminuem significativamente as respostas cardiovasculares
decorrentes da resposta emocional condicionada que séao mediadas pelo sistema
nervoso simpatico (IWATA et al., 1986; LE DOUX et al., 1988). Lesbes realizadas
na amigdala, estrutura que apresenta proje¢cdes para o hipotdlamo, também
atenuam as respostas cardiovasculares observadas durante a resposta emocional
condicionada (GALENO et al., 1984; GENTILE et al., 1986). Extensas conexdes
neuroniais tem sido demonstradas entre esses nucleos e o VCPFM (BECKSTEAD,
1979; HOSOYA & MATSUSHITA, 1980; ROOM et al.,, 1985; HURLEY et al.,
1991). Além disso, existem ainda proje¢cdes que partem do IL para subdivisdes
centrais dos nucleos da amigdala (BECKSTEAD, 1979; ROOM et al., 1985;
HURLEY et al.,, 1991), o qual apresenta extensas conexdes com o0 nucleo
parabraquial (SAPER, 1982), o complexo motor dorsal do vago (SCHWABER et
al., 1982) e o nucleo do trato solitario (VAN DER KOOY et al., 1984), estruturas
que exercem uma importante fungédo na regulagao cardiovascular.

Favorecendo a idéia de que o vVCPFM modularia o sistema cardiovascular

durante reagbes de defesa, Al-Maskati & Zbrozyna (1989) descreveram que a
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estimulacdo do vVCPFM em ratos foi capaz de inibir o componente cardiovascular
da reacao de defesa (hipertensao e taquicardia) evocado a partir da estimulagao
do hipotalamo ou da amigdala, além de suprimir outros componentes
cardiovasculares tais como vasoconstriccdo renal e vasodilatagdo nos musculos
esqueléticos. Porém, mais experimentos se fazem necessarios para esclarecer se
o sistema glutamatérgico presente no vCPFM participaria na modulagcdo de
respostas cardiacas observadas durante respostas em situacdes de defesa, como
o0 modelo do medo condicionado.

Uma vez que observamos que receptores NMDA presentes no vCPFM
estariam envolvidos na modulagdo parassimpatica do barorreflexo e que essa
modulagcdo € importante para o ajuste cardiaco durante reagdes de estresse
(NOSAKA, 1996), bem como o fato da administracéo de L-glu no vCPFM produzir
respostas cardiovasculares caracterizadas por taquicardia e aumento da pressao
arterial, foram testados os efeitos da inibicdo de receptores NMDA ou nao—NMDA
do vCPFM sobre as respostas cardiovasculares decorrentes da estimulagao desta
area por L-glu. Tanto a resposta pressora quanto a taquicardia provocada pela
administracao de L-glu no vCPFM foram inibidas apds o pré-tratamento do vVCPFM
com AP7, um antagonista seletivo para receptores NMDA. Porém o mesmo néo foi
observado apods o pré-tratamento com salina ou NBQX (mesma dose administrada
de AP7), um antagonista de receptores ndao-NMDA. As doses utilizadas nesses
protocolos foram as mesmas utilizadas nos protocolos para o estudo da atividade
do barorreflexo. Dhurva et al. (1998) relataram que NBQX foi efetivo em bloquear
efeitos cardiovasculare associados a receptores AMPA em uma dose cinco vezes

menor do que aquela de AP-7 necessaria para bloquear efeitos causados por
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ativacao de receptores NMDA. Assim sendo, o fato do pré-tratamento com NBQX
na mesma dose utilizada de AP-7 nao ter afetado a resposta ao L-glu favorece a
idéia de um envolvimento preferencial de receptores NMDA na mediacdo da
resposta ao L-glu injetado no vCPFM.

Com os resultados descritos até agora demonstramos que a administragao
de um antagonista seletivo (AP7) para receptores NMDA no vCPFM (mas ndo o
NBQX) foi capaz de promover redugdo da atividade parassimpatica cardiaca
durante o aumento da PA e bloquear completamente as respostas
cardiovasculares decorrentes da administracdo farmacologica do L-glu no vCPFM.
Assim, neurdnios glutamatérgicos presentes no vVCPFM atuando em receptores
NMDA aparecem como provaveis moduladores das respostas cardiacas
desencadeadas durante a resposta emocional condicionada, modulando
tonicamente o componente parassimpatico do barorreflexo e modulando a
atividade simpatica cardiaca. Refor¢gando essa hipétese, foi descrito na literatura
que durante estagios iniciais de estresse, as concentragdes de L-glu no CPFM de
ratos estdo aumentadas (MONGHADDAM, 1993).

Com o intuito de saber se a NOS participaria da resposta cardiovascular
produzida pelo L-glu no vVCPFM via receptores NMDA, foi pré-administrado L-
NAME no vCPFM. A administracdo de L-NAME aboliu significativamente as
respostas cardiovasculares causadas por L-glu no vCPFM. Entretanto, como o L-
NAME néo é um inibidor especifico da nNOS, foi administrado também o inibidor
seletivo da nNOS, o N®-Propyl-L-arginine (N-Propyl) no vVCPFM. O bloqueio
seletivo da nNOS pelo N-Propyl aboliu as respostas cardiovasculares causadas

por L-glu. O bloqueio promovido pelo N-Propyl foi similar ao do L-NAME. Como foi



106

discutido anteriormente, o N-Propyl apresenta uma seletividade para nNOS
significativamente maior do que para iINOS e eNOS (HEVEL, et al.,, 1991,
MARTASEK et al., 1996, ZHANG et al., 1997). Além disso, quando comparada
sua seletividade para nNOS em relacdo ao L-NAME, essa chega a ser 1.000
vezes maior, reforcando do envolvimento especifico da nNOS nos efeitos
cardiovasculares provocados pela administragdo de L-glu no vCPFM.

Assim sendo, tanto AP7 quanto N-Propyl foram eficientes em inibir os
efeitos cardiovasculares decorrentes da administragdo de L-glu no vCPFM. Esses
resultados favorecem a hipdtese da existéncia de interacdo entre receptores
NMDA e a nNOS no vMPFC na modulagao do sistema cardiovascular.

O NO atua primariamente como um mensageiro intracelular (GUIX et al.,
2005), podendo difundir-se rapidamente da ceélula onde foi gerado e atingir alvos
celulares a uma distancia de aproximadamente 0.3-0.4 mm (LANCASTER, 1997;
WOOD & GARTHWAITE, 1994). Assim, o NO liberado pode influenciar neurénios
ou glia préximos de onde foi liberado. O NO induz mudangas neuroniais
sinalizando fung¢des por diversas vias. O seu efeito mais evidente envolve a
sintese de cGMP. A ativagdo da guanilato ciclase soluvel aumenta os niveis de
cGMP e a agao de proteinas quinases dependente de cGMP tem sido sugerida
como a principal via de transdugao do sinal do NO (WANG & ROBINSON, 1997;
SMOLENSKI et al., 1998).

Visando investigar os efeitos cardiovasculares decorrentes da
administracdo de NO no vCPFM, injetamos um doador de NO, o nitroprussiato de
sédio (NPS). O NPS causou respostas cardiovasculares caracterizadas por

aumentos dose-dependentes na PA e FC, similares aqueles observados apds



107

administragdo de L-glu. Esses resultados reforcam a idéia que o NO participaria
na geragao das respostas cardiovasculares, sendo sintetizado pela nNOS apds a
atuacao do L-glu em receptores NMDA do vCPFM.

Tem sido descrita uma relagao inversa entre NO e L-glu. Estudos realizados
in vitro e in vivo utilizando doadores de NO, inibidores da NOS e agonistas
glutamatérgicos sugerem que em varias areas no sistema nervoso central, o NO
aumentaria as concentragdes de L-glu liberado pelas terminagbes nervosas
(PRAST et al., 1998). Assim, o NO doado pelo NPS causaria seus efeitos por meio
do aumento na liberagdo de L-glu, por estimular terminagdes glutamatérgicas
presentes no VCPFM. Para verificar se as respostas cardiovasculares causadas
pelo NO envolveriam liberagdo de L-glu, foi administrado AP7 antes da
administragdo de NPS ou de L-glu. O bloqueio dos receptores NMDA com AP7 foi
apenas eficaz em abolir as respostas cardiovasculares ao L-glu (como
demonstrado anteriormente), sem alterar as respostas desencadeadas pelo NPS.
Esses resultados mostram que os efeitos cardiovasculares causados pela
administracdo de NPS no vCPFM n&o decorrem de liberagédo pré-sinaptica de L-
glu e sua consequente interagdo com receptores NMDA péds-sinapticos. Dessa
forma, os dados confirmam que a fungéo regulatéria do L-glu no vCPFM sobre o
sistema cardiovascular dependeria da formacao de NO através de uma interacao
entre os receptores NMDA e nNOS.

Nossos resultados mostram que o VvCPFM, através do sistema
glutamatérgico, via ativagao de receptores NMDA, atua diretamente na modulagao
cardiaca influenciando o sistema nervoso autonémico. Estes receptores seriam

importantes na manutencéo tonica da atividade parassimpatica do barorreflexo e
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na mediacado de respostas pressoras e taquicardicas em resposta a injegao de L-
glu em ratos ndo anestesiados. Além disso, essas respostas cardiovasculares
envolvem a formacao de NO, decorrente da ativagao da nNOS.

As respostas cardiovasculares causadas pela administragdo de L-glu ndo
foram diferentes entre as areas que compdem o VCPFM, ja que essas respostas
nao foram observadas quando o L-glu foi administrado em areas adjacentes ao
vCPFM, mostrando que as respostas cardiovasculares decorrentes da
administracédo de L-glu s&o restritas ao VCPFM. Além disso, essas respostas
dependem de interagao receptores NMDA e nNOS presentes no vVCPFM, levando
a ativacao do sistema nervoso simpatico cardiaco. A resposta pressora observada
apos a administragdo de L-glu esta associada a taquicardia. Foi também
evidenciada uma curta agao parassimpatica logo apds a administracao de L-glu,
mascarada pela predominancia da resposta simpatica.

O conjunto de dados apresentados sugere que o sistema glutamatérgico
presente no VCPFM interagindo com sistema nitrérgico local estaria envolvido na

modulacgéo cardiaca associada a respostas comportamentais em ratos.
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CONCLUSOES
Concluimos que a neurotransmissao glutamatérgica presente no vCPFM de
ratos atuando via receptores NMDA associados a nNOS exerce uma influéncia
facilitatoria tbnica sobre o componente parassimpatico do barorreflexo. Além
disso, nossos resultados permitem concluir que a ativagao de receptores NMDA
no VCPFM também estariam envolvidos na modulagcdo da atividade simpatica

cardiaca.
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APENDICE

Tabelas

Tabela 1. Média + erro padrdo dos valores de pressao arterial (APAM, mmHg)
induzidos pela administracédo de L-glu no vVCPFM de ratos ndo anestesiados nas
deferentes areas que o compdem e em diferentes doses. One-way ANOVA (doses
de 9, 27, 81 e 150 nmol) and teste t de Student (dose de 300 nmol).

Dose/ area infralimbico  prélimbico  dorsal penduncular p/ F ou t*
9 nmol/ 0,2ul 0,9+0,5 1,4+0,1 1,1+£0,7 0,9/ 0,1
27 nmol/ 0,2ul 96+1,2 9,8+22 12,3 + 3,1 0,6/0,4
81 nmol/ 0,2ul 17,3+24 18,2+1,8 19,614 0,8/0,2
150 nmol/ 0,2yl 24 + 4.7 221+24 20,3+ 3,6 0,8/ 0,1
300 nmol/ 0,2l 21,3257 23+27 XXXXXXXXXXXXXX 0,8/ 0,2#

Tabela 2. Média + erro padrédo dos valores de frequéncia cardiaca (AFC, bpm)
induzidos pela administracédo de L-glu no vCPFM de ratos ndo anestesiados nas
deferentes areas que o compdem e em diferentes doses. One-way ANOVA (doses
de 9, 27, 81 e 150 nmol) and teste t de Student (dose de 300 nmol).

Dose/ area infralimbico  prélimbico  dorsal penduncular p/ F ou t*
9 nmol/ 0,2ul 3,5+0,8 75+£25 5+1,1 0,9/ 0,1
27 nmol/ 0,2ul 20,3+4,3 19,557 10+£4,3 0,6/ 0,4
81 nmol/ 0,2ul 276 £55 32+4,8 31,7+ 15,8 0,8/ 0,2
150 nmol/ 0,2yl 43,5+ 10 45 16,2 20,3+ 9,1 0,8/ 0,1

300 nmol/ 0,2ul 41,6 + 6,7 35+9,1 XXXXXXXXXXXXXX 0,8/ 0,2%
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