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1. INTRODUCAO



Os sistemas cardiovascular e respiratorio atuam de maneira integrada no sentido de
manter aequadamente o suprimento de oxigénio essencial para a sobrevivéncia das
células do organismo. O sistema respiratorio viabiliza as trocas gasosas, as quais ocorrem
quando das difusdes do oxigénio do meio externo para 0 sangue e do gas carbdnico no
sentido oposto, enquanto que o sistema cardiovascular, ao promover o deslocamento do
sangue pelos vasos e capilares, distribui 0 oxigénio e as substancias essenciais para as
células e remove das células 0 gas carbdnico e os produtos do metabolismo. Esses
sstemas (cardiovascular e respiratério), complexamente integrados entre s, S&0
reflexamente modulados por mecanismos neurais que promovem gjustes compensatérios
na dinamica dos mesmos.

Os mecanismos de controle neural da fungdo cardiovascular asseguram uma
adequada distribuicdo e redistribuicdo do fluxo sanguineo para os diferentes territorios
vasculares, modulam o bombeamento cardiaco e controlam rapidamente a pressdo

arterial. Esses mecanismos neurais de controle da circulagdo, conhecidos como reflexos
cardiovasculares, sdo perifericamente acionados em funcdo de ateragbes em
determinados pardmetros circulatorios, tais como: pressdo parcia de oxigénio (PO.) no
sangue arterial; pressdo arterial pulsdtil; pressdo venosa central. Uma vez acionado um
determinado reflexo cardiovascular, a informagdo sensorial alcangca 0 sistema nervoso
central trafegando por meio de fibras nervosas que fazem singpses com neurénios do
nucleo do trato solitario (NTS) (Mifflin, 1992; Ciriello e cols., 1994). No NTS e a partir
dele a informacdo sensoriad € integrada e induz, em dUltima andlise, as respostas

apropriadas ao estimulo periférico que a desencadeou.



O NTS localiza-se dorsomediamente no bulbo e se estende no plano rostrocaudal
como duas colunas que se unem na por¢éo mais caudal (Ciriello e cols.,1994). De acordo
com sua extensdo rostrocaudal, o NTS pode ser subdividido em rostral, intermediario e
caudal (Loewy, 1990). Estudos mostraram que as aferéncias que sdo estimuladas pelos
quimiorreceptores periféricos acancam principalmerte a por¢do cauda do NTS
(Vardhan e cols., 1993; Chitravanshi e cols., 1994).

Os reflexos responsaveis pela homeostase circulatéria (reflexos cardiovasculares)
sd0. 0 barorreflexo (ativado pelo aumento da pressdo arterial pulsatil), o reflexo
cardiopulmonar (ativado pelo aumento da pressdo venosa central) e o quimiorreflexo
(ativado pela diminuicio da PO, no sangue arterial). O barorreflexo, por ser
continuamente ativado pelos barorreceptores, regula a presséo arteria (PA) momento a
momento, evitando grandes variagdes. Os barorreceptores sdo terminagbes neurais
mecanorreceptoras localizadas nas paredes vasculares do arco adrtico e da bifurcagéo

carotidea que sdo estimuladas pela distensdo arterial que ocorre durante cada sistole
cardiaca. O reflexo cardiopulmonar é ativado pelos receptores cardiopulmonares, os quais
sdo terminacOes neurais sensivels a substancias como a serotonina e a histaminag, e a
distensdo vascular provocada pelo aumento da volemia. As terminacOes neurais
(receptores cardiopulmonares) que acionam esse reflexo estéo localizadas nas paredes do
ario direito, dos ventriculos e da artéria pulmonar. Os corpos celulares (neurénios) das
terminagbes neurais, tanto do barorreflexo quanto do reflexo cardiopulmonar, estdo
localizados no ganglio nodoso; a outra extremidade axonal desses neurénios do ganglio

nodoso faz singpse com os neurdnios do NTS. O nosso laboratorio dedicase



principalmente a0 estudo da neurotransmissdo dos componentes cardiovascular e
respiratorio do quimiorreflexo no NTS de ratos.

O quimiorreflexo, diferente dos outros dois reflexos cardiovasculares, € um reflexo
emergencid, i.e., ele é ativado apenas em situagdes extremas, e ndo continuamente como
o barorreflexo ou eventualmente como o reflexo cardiopulmonar. Outra particularidade
do quimiorreflexo € a resposta comportamental exploratoria, da qual participam areas
hipotaldmicas e corticais, que se caracteriza pela busca angustiante por oxigénio no
ambiente em funcdo da sensacdo da morte iminente. A reducdo expressiva e abrupta da
PO, no sangue arterial (hipoxemia), a diminuicdo do fluxo sanguineo para as células
quimiorreceptoras (células glomus) e a administracdo intravenosa de cianeto de potéssio
(KCN) sdo os estimulos capazes de ativar as células quimiorreceptoras e
consegiientemente o quimiorreflexo. O KCN promove uma hipoxia citotoxica nas células

quimiorreceptoras localizadas nos corpusculos carotideos, situados bilateralmente na

bifurcacdo da artéria carétida comum (Biscoe e cols., 1967; 1969; Biscoe e Duchen,
1990). Ao inibir a atividade da enzima citocromo oxidase da cadeia respiratéria
mitocondrial, o KCN induz um padréo de respostas quimiorreflexas semelhante aguele
decorrente da hipoxia hipdxica (reducdo da PO, no ar inspirado que leva a uma
diminuicdo da PO, sanguinea) (Barros e cols., 2002).

Uma vez acionadas, as células quimiorreceptoras estimulam as terminacOes
periféricas de axdnios que fazem sinapses com os neurdnios do NTS envolvidos com as
vias neurais do quimiorreflexo. Esses ax6nios compdem 0 nervo do seio carotideo
(Gonzéles e cols.,1995) e seus corpos celulares (neurénios) estdo localizados o ganglio

petroso. A partir dos neurdnios do NTS se inicia, entdo, o processo de integracdo central



da informagéo aferente, processo esse que culmina com as respostas cardiovasculares,
respiratorias e comportamentais do quimiorreflexo. Participam do processo de integracéo
ndo apenas os neurbnios do NTS, mas também os neurdnios de outras areas centrais
(bulbares, pontinas, mesencefdlicas, hipotaldmicas e corticais). Estudos de Franchini e
Krieger (1993) e de Haibara e cols. (1995) mostraram que a ativagcao do quimiorreflexo
com KCN em ratos ndo-anestesiados promoveu um aumento na pressdo arterial,
bradicardia e taguipnéia. Haibara e cols. (1995) mostraram também que o0 aumento na PA
e a bradicardia decorrentes da ativagdo do quimiorreflexo foram mediados por
mecanismos autondmicos (Simpatico e parassimpético) independentes.

Foi mostrado no estudo de Franchini e Krieger (1993) que os anestésicos
pentobarbital e cloralose alteram as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo. Esses
autores relataram que 0 anestésico pentobarbital quase aboliu a resposta bradicardica e,

de modo similar a0 anestésico cloralose, blogqueou a resposta pressora. Por meio de

estudos el etrofisioldgicos, Accorsi-Mendonga e cols. (2007) mostraram gue 0 anestésico
uretana inibiu a freqiiéncia de correntes poOs-singpticas espontaneas GABAé&rgicas nos
neurbnios do NTS. Considerando-se, pois, essas evidéncias relativas aos efeitos centrais
dos anestésicos, justifica-se a realizagcdo preferencial de estudos cardiovasculares em
model os experimentais nos quais ndo sejam utilizados anestésicos, especialmente quando
se trata de estudos que envolvemn multiplos aspectos integrativos no SNC, como € 0 caso
do quimiorreflexa

Ha evidéncias na literatura a favor do papel do glutamato como principal
neurotransmissor das aferéncias dos reflexos cardiovasculares no NTS (Gordon e

Talmam, 1992; Ciriello e cols., 1994). Mizusawa e cols. (1994) mostraram que ocorreu



um aumento na respiracdo e nos niveis extracelulares do glutamato no NTS durante a
hipdxia sistémica ou a estimulagdo dos quimiorreceptores. A microinjecdo do glutamato
no NTS de ratos ndo-anestesiados promoveu respostas cardiovasculares (respostas
pressora e bradicardica) semelhantes aquelas decorrentes da ativagdo do quimiorreflexo
(Colombari e cols.,, 1994). Porém, quanto a0 componente respiratério, diferente da
resposta taquipnéica a ativacdo do quimiorreflexo, a microinjecdo de AMPA ou NMDA
(agonistas de receptores ionotropicos do glutamato) no NTS caudd de ratos néo-
anestesiados induziu apnéia (Almado e Machado, 2005) e a microinjecdo do glutamato
no NTS caudal na preparacdo coracdo-tronco cerebral isolados promoveu uma redugdo na
freqiéncia de disparos do nervo frénico (Braga e cols., 2006).

A fim de avaliar se os receptores ionotropicos do glutamato estariam envolvidos na
neurotransmissdo dos componentes cardiovascular (Simpatico e parassimpatico) e
respiratério do quimiorreflexo no NTS de ratos ndoanestesiados, Haibara e cols. (1995)
mostraram gue apenas 0 componente parassimpético (bradicardia) do quimiorreflexo no
NTS intermediario € mediado por receptores ionotropicos do glutamato, e que esses
receptores sdo do subtipo NMDA, pois a microinjecdo prévia de AP-5 (antagonista
seletivo de receptores ionotropicos do glutamato do subtipo NMDA) produziu uma
reducdo, concentracacdependente, na bradicardia do quimiorreflexo, sem afetar as
respostas pressora e taquipnéica desse reflexo.

No intuito de determinar se a resposta pressora do quimiorreflexo seria mediada por
receptores do glutamato do subtipo ndo-NMDA, Haibara e cols. (1999) mostraram que 0
DNQx (antagonista seletivo de receptores ionotropicos do glutamato do subtipo ndo-

NMDA) ou o acido quinurénico (KYN, antagonista ndo-seletivo de receptores
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ionotropicos do glutamato), quando microinjetado em diferentes sub-regides do NTS de
ratos ndo-anestesiados, promoveu uma atenuagdo da resposta pressora do quimiorreflexo.
A microinjegdo desses antagonistas no NTS promoveu, entretanto, um aumento da
pressdo arterial media (PAM) basal. Esse aumento, resultante provavel mente de um ténus
vascular aumentado decorrente de uma inibicdo da via ssimpato-inibitéria do barorreflexo,
limita a ocorréncia de aumentos adicionais. Os autores sugeriram, entdo, que a atenuagéo
da resposta pressora do quimiorreflexo pode ter ocorrido em funcéo da elevacdo prévia
do tdnus vascular gerada por uma maior atividade simpatica sobre os vasos de resisténcia,
e gue esse aumento da atividade simpética ocorrera apds um possivel bloqueio da via
simpato-inibitéria do barorreflexo por parte dagueles antagonistas. Haibara e cols. (1999)
também mostraram por meio de microinjecdes de MCPG (antagonista seletivo de
receptores metabotropicos do glutamato) no NTS intermedidrio e cauda que os

receptores metabotropicos do glutamato ndo estdo envolvidos na resposta pressora do

quimiorreflexo. Machado e Bonagamba (2005) realizaram experimentos com o objetivo
de avdliar se a atenuacdo da resposta pressora do quimiorreflexo, observada apos o
blogueio dos receptores ionotropicos do glutamato com o &cido quinurénico, tinha ou ndo
sido decorrente do aumento da linha de base da PAM. O aumento da PAM basal que
ocorre apds a microinjecdo do écido quinurénico no NTS foi, entdo, normalizado por
meio da infusdo intravenosa de nitroprussiato de sodio, um doador de éxido nitrico. O
Oxido nitrico atua como um vasodilatador e, portanto, € capaz de reduzir a PA. O
quimiorreflexo foi ativado sob a condigdo experimental na qual a PA encontrava-se nos
seus valores normais; a resposta pressora do quimiorreflexo apos a normalizacéo da PA

ndo foi diferente da resposta controle, i.e, da resposta promovida pela ativagdo do
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quimiorreflexo antes da microinjecdo do acido quinurénico. Machado e Bonagamba
(2005) concluiram, pois, que a atenuacdo da resposta pressora do quimiorreflexo, quando
das microinjecdes do acido quinurénico no NTS, tinha sido, conforme proposto por
Haibara e cols. (1999), decorrente do aumento da PAM basal. Machado e Bonagamba
(2005) sugeriram, entdo, que provavelmente outro neurotransmissor, aém do glutamato,
poderia estar envolvido na neurotransmissdo do componente simpato-excitatorio do
quimiorreflexo no NTS. Ja tinha sido mostrado em outros trabahos do nosso laboratério
que o GABA (Cdlera e cols., 1997 e 1999), a glicina (Pimentel e cols, 2003), a
adenosina (de Paula e Machado, 2001) e a substancia P (Zhang e cols., 2000) n&o
estavam envolvidos na neurotransmissdo do componente pressor do quimiorreflexo no
NTS de ratos ndo-anestesiados.

Alguns estudos evidenciaram o envolvimento do ATP como um neurotransmissor

excitatorio liberado por terminais aferentes ou por interneurénios do NTS (Edwards e

Gibb, 1993; Ergene e cols., 1994) e como um neurotransmissor ou neuromodulador dos
reflexos cardiovasculares nos neurénios do NTS (Ergene e cols.,1994; Barraco e cols.,
1996; Scido e cols, 1997 e 1998; Scido e O'Leary, 1998). Foi mostrado que os
receptores purinérgicos, ativados pelas purinas, ATP e adenosina, sd0 capazes de
promover efeitos bioldgicos (Fredholm, 1995; Burnstock, 1996; Raevic e Burnstock,
1998; Fagura e cols., 2000). O conceito de neurotransmisséo purinérgica foi introduzido
por Burnstock (1972). Os receptores purinérgicos foram primeiramente agrupados em
duas classes. P; e P,. Os receptores da classe P; sdo ativados exclusivamente pela
adenosina e s&o subdivididos em 4 tipos. Az, Az, Azp € As. Os receptores da classe P, séo

ativados exclusivamente pelo ATP e sdo subdivididos em 2 tipos: Pox € Poy. Os receptores
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P,y 80 subdivididos em 7 subtipos (P2x1 a Px7) € ativam canais ionicos (ionotrépicos).
Os P,y (metabotropicos) sdo subdivididos em 5 subtipos (Pay1, Poy2, Pya, Pye € Py11),
estdo acoplados a proteina G e operam por meio do inositol trifosfato (Ralevic e
Burnstock, 1998). Por meio de métodos imunohistoquimicas foi demonstrada a presenca
de receptores purinérgicos P a0 longo de todo o NTS, com uma predominancia dos
receptores Py, € Pxys no NTS caudal (Llewellyn-Smith e Burnstock, 1998; Yao e cols,

2001).

Estudos realizados no nosso laboratdrio, relaivos a neurotransmissao purinérgica
nos neurdnios do NTS de ratos ndo-anestesiados eao envolvimento desses receptores
com as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo, mostraram que microinjegoes de
adenosina em concentragdes crescentes no NTS intermedi&io promoveram aumentos
concentracdo-dependentes de peguena magnitude e longa duracdo na PAM, mas ndo
afetaram a freguéncia cardiaca de ratos ndo-anestesiados (de Paula e Machado, 2001).
Esses autores também mostraram que a microinjecéo prévia de DPCPX (antagonista
seletivo dos receptores A; da adenosing) no NTS reduziu significativamente a resposta
pressora promovida pela microinjecdo da adenosina; porém, esse antagonista nao
promoveu alteragoes significativas nes respostas cardiovasculares do quimiorreflexo,
sugerindo que a adenosina e os seus receptores A; ndo participam da neurotrans missao do
componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo no NTS intermediario.

Considerando, entdo, que a adenosina nd participa da neurotransmisséo do
quimiorreflexo, de Paula e cols. (2004) estudaram a participagdo dos receptores P,
(ativados pelo ATP) nos neurdnios do NTS, aplicando microinjecbes do ATP em

concentragfes crescentes no NTS intermediario de ratos ndoanestesiados. Essas



13

microinjecbes do ATP promoveram respostas pressoras dependentes da concentracéo e
resposta bradicardica, por mecanismos autondmicos independentes, que foram
semelhantes aguelas decorrentes da ativacdo do quimiorreflexo com KCN. Essas
respostas cardiovasculares desencadeadas pela microinjecdo do ATP no NTS
intermediario ndo foram decorrentes da catabolizacdo do ATP em adenosing, e a
consegiiente ativacdo dos receptores A1 pela adenosing, pois 0 antagonismo desses
receptores com DPCPX, antagonista seletivo de receptores da adenosina do tipo Ag, ndo
aterou as respostas promovidas pela microinjecdo do ATP.

Conforme mencionado, a ativacdo do quimiorreflexo, além de promover gustes
cardiovasculares, também promove respostas respiratérias. Considerando os efeitos das
microinjeces do ATP no NTS intermedi&io sobre os parametros cardiovasculares,
Antunes e cols. (2005a) passaram a avaliar, além das respostas cardiovascul ares, também

as respostas respiratorias decorrentes da microinjecdo do ATP, e ndo somente no NTS

intermediario, mas também no NTS cauda de ratos nao-anestesiados. A microinjecéo
ATP no NTS intermediario promoveu apnéia e respostas pressora e bradicardica.
Respostas pressora, bradicardica e taguipnéica foram promovidas quando da
micoinjecdo do ATP no NTS caudal. Comparando-se os efeitos cardiovasculares e
respiratorios causados pela ativagdo do quimiorreflexo com agqueles promovidos pelas
microinjecbes do ATP no NTS caudal, Antunes e cols. (20058) observaram que a
resposta taquipnéica deflagrada pela ativacdo quimiorreflexa foi de magnitude
semelhante aquela decorrente da microinjegdo do ATP no NTS cauda. Além disso, a
microinjecdo do ATP no NTS caudal de ratos nao-anestesiados promoveu uma resposta

pressora de magnitude semelhante aquela promovida quando da ativacdo do
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quimiorreflexo. Além desses achados em ratos ndo-anestesiados, Antunes e cols. (2005b)
avaliaram na preparagdo coracdo-tronco cerebral isolados (CTCIl), uma abordagem
experimental que possibilita o registro direto das atividades dos nervos frénico e
simpético, os efeitos da microinjecdo do ATP em concentragdes crescentes no NTS
caudal. Os resultados obtidos na preparacéo CTCI apos as microinjecdes do ATP no NTS
caudal foram: reducdo da fregUéncia cardiaca; aumento concertracdo-dependente da
atividade do nervo frénico; e nenhuma alteracdo da atividade do nervo simpético
torécico.

A preparacao CTCI, desenvolvida por Paton (1996), consiste numa preparagao ‘in
stu” do coragdo e do tronco cerebral, na qual podem ser &itos registros diretos dos
nervos simpaético (toréacico) e frénico. Uma das vantagens de se registrar diretamente a
atividade simpética, ao invés do registro da PA, pode ser justificada pelo fato que durante
0s registros da PA a linha de base desse paré@metro pode se dterar apds a microinjecdo de

determinados antagonistas que podem influenciar as vias neurais do barorreflexo no NTS
(Haibara e cols., 1999; Machado e Bonagamba, 2005), dificultando as andlises e a
interpretacdo dos resultados relativos a neurotransmissdo do componente simpato-
excitatorio do quimiorreflexo resse niclea Pelo fato da preparacdo CTCI ser perfundida,
por meio de uma bomba, a uma pressdo média de 65 mmHg, de carater ndo-pulsétil, os
barorreceptores encontranmse inativos nessa abordagem experimental; desse modo, néo
ocorrem possiveis influéncias do barorreflexo sobre a resposta simpato-excitatoria do
quimiorreflexo. A resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo observada na
preparacdo CTCI revela que a atividade simpatica ndo é maxima nessa abordagem

experimental apesar da inativagdo do barorreflexo. A preparagdo CTCI, por ser uma
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preparacdo na qual o animal € descerebrado ao nivel précolicular, ndo requer 0 uso de
anestésicos durante os experimentos, assim como os estudos realizados em animais néo-
anestesiados. Uma outra vantagem da preparacdo CTCl deve-se ao fato da superficie
dorsal do bulbo ficar exposta, facilitando o acesso das microinjetoras, aumentando o
indice de acerto das microinjecdes, especialmente considerandose as porgdes mais
caudais do NTS, primordiamente envolvidas com a neurotransmissdo do quimiorreflexo
(Vardhan e cols., 1993; Chitravanshi e cols., 1994; Chitravanshi e Sapru, 1995).

Umavez que amicroinjecdo do ATP no NTS caudal promoveu efeito taguipnéico
e pressor em ratos nacanestesiados (Antunes e cols., 2005a) e aumento da atividade do
nervo frénico na preparacdo CTCI (Antunes e cols., 2005b), sendo esses efeitos, em
ambos os estudos, semelhantes agueles decorrentes da ativagdo do quimiorreflexo, os
autores sugeriram, entdo, a importancia de se avaliar 1) um possivel papel do ATP e dos
seus receptores P, na neurotransmisséo do quimiorreflexo no NTS caudal; e, em funcéo

dos achados de Machado e Bonagamba (2005) e de evidéncias na literatura (Scislo e
O'Leary, 2000; Kato e Shigetomi, 2001; de Paula e cols., 2004; Jin e cols., 2004,
Shigetomi e Kato, 2004), 2) uma possivel interacdo entre o glutamato e o ATP nos
complexos mecanismos envolvidos nas respostas simpética e respiratoria deflagradas
pela ativagcdo quimiorreflexa.

A interagdo entre & efeitos da estimulagdo seletiva de sub-tipos de receptores
purinérgicos e 0S mecanismos ionotrépicos glutamatérgicos no NTS cauda foi
primeiramente estudada por Scislo e O’ Leary (2000). Foi mostrado no estudo de de Paua
e cols. (2004) que a resposta bradicardica decorrente da microinjecdo @ ATP no NTS

intermediario foi atenuada pelo acido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de receptores
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ionotropicos do glutamato). Existem algumas evidéncias mostrando que a liberacdo
glutamato no NTS pode ser estimulada ou inibida pelo ATP. Apoés a catabolizacgo do
ATP, a adenosina resultante desse processg, ap atuar présinapticamente nos seus
receptores Ag, inibiu a liberacdo do glutamato, enquanto que a liberagdo do glutamato,
por outro lado, pdde ser estimulada pelo efeito do ATP atuando pré-sinapticamente nos
seus receptores Py (Kato e Shigetomi, 2001). Jin e cols. (2004) mostraram gue a ativagéo
seletiva dos receptores purinérgicos By pdo a,b-metileno-ATP @gonista seletivo dos
receptores Pox) nos neurbnios do NTS caudal facilitou a liberagdo pré-singptica do
glutamato; essa liberacdo recrutou um mecanismo dependente de canais de Ca'? nos
neurbnios do NTS (Shigetomi e Kato, 2004).

Considerando que 1) o componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo ndo é
atenuado pelo antagonismo dos receptores ionotropicos e/ou metabotropicos  do
glutamato (Haibara e cols., 1999; Machado e Bonagamba, 2005; Braga e Machado,
2006); 2) ocorre uma interacdo entre o ATP e o glutamato nos neurdnios do NTS caudal
(Kato e Shigetomi, 2001; Shigetomi e Kato, 2004; Jin e cols., 2004); e 3) a microinjecao
do ATP no NTS caudal promove respostas pressora e taquipnéica semelhantes aguelas do
quimiorreflexo (Antunes e cds., 2005a; 2005b), a hipdtese do presente trabalho foi a
seguinte: o ATP atuando sobre os receptores By e interagindo com o glutamato estaria
envolvido na neurotransmissdo dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do
quimiorreflexo no NTS caudal.

No estudo de Braga e Machado (2006) foi testado o envolvimento dos receptores
ionotropicos do glutamato na neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS cauda na

preparacdo CTCI. Paratanto, naquele trabaho, o quimiorreflexo foi ativado antes e 2, 10,
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30 e 45 minutos apds microinjecdes do antagonista seletivo de receptores ionotrépicos do
glutamato, acido quinurénico (KYN), no NTS cauda. A microinjecdo do KYN no NTS
caudal na concentracdo 250 mM, testada frente as ativagfes do quimiorreflexo no estudo
de Braga e Machado (2006), tinha sido efetiva em antagonizar os efeitos promovidos pela
microinjecdo do glutamato numa concentragdo capaz de promover aproximadamente
50% da resposta maxima desse agonista (Braga e cols., 2006). Como mencionado no
parégrafo anterior, 0 antagonismo dos receptores ionotropicos do glutamato com 0 KYN
no NTS caudal ndo afetou a resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo. Portanto,
uma vez que ja havia sdo mostrado que apenas o0 blogueio s receptores ionotropicos
glutamatérgicos ndo interfere na neurotransmissao do quimiorreflexo no NTS cauda na
preparacdo CTCI (Braga e Machado, 2006), ndo foi avaliado no presente trabalho o efeito
da ativagdo do quimiorreflexo antes e apds a microinjecéo do KYN. Vale salientar que no
nosso protocolo relativo ao efeito do duplo blogueio, i.e., bloqueio simultaneo dos
receptores ionotrépicos purinérgicos e glutamatérgicos, sobre a neurotransmissdo do
quimiorreflexo no NTS caudad o KYN foi testado na concentragdo 250 mM;
concentragdo essa que foi efetiva em antagonizar os efeitos promovidos pela

microinjecdo do glutamato (Braga e cols., 2006).
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2. OBJETIVOS
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Avaliar o envolvimento dos receptores Py e 0 efeito do bloqueio ssmultaneo dos
receptores ionotropicos purinérgicos (P2x) e glutamatérgicos sobre a neurotransmisséo
dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do quimiorreflexo no NTS cauda na

preparacdo coragcdo-tronco cerebral isolados de ratos.



3. MATERIAISE METODOS
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3.1) Animais

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos (70-90g) fornecidos pelo
Biotério Central do campus da USP de Ribeiréo Preto- SP. Esses animais foram mantidos
sob condi¢des controladas de temperatura e umidade e sob ciclo claro-escuro de 12 horas
no biotério de manutencdo do Departamento de Fisiologia e aimentados com racéo
granulada e &gua de torneira ad libitum Os experimentos foram conduzidos de acordo
com as normas e principios éticos de experimentacd0 em animais de laboratério
estabelecidos pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA ) e aprovados
pela Comissiio de Etica para a Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto da Universidade de S0 Paulo.

3.2) Preparacéo Coragdo-Tronco cerebral isolados

Todos os experimentos deste trabalho foram realizados na preparagdo coracao-
tronco cerebra isolados (CTCI) (“working heartbrainstem preparation” - WHBP)
descrita por Paton (1996). Para a obtencdo da preparacdo CTCl os animais foram
submetidos a um procedimento cirdrgico que era iniciado apds a anestesia dos mesmos
por meio da inaacdo de halotano (AstraZeneca do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil) em uma
camara previamente saturada com esse anestésico de agdo fugaz. Os animais foram hemi -
seccionados sub-diafragmaticamente, e a cabeca e o térax imersos em uma solucéo de

aCSF (ver item 3.2.1), gelada e aerada com carbogénio (95% Q e 5% de CQOy),
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acondicionada em uma cuba de vidro em contato com gelo, na qual era feita a
descerebracdo ao nivel pré-colicular e a remocgéo total da pele. Em uma placa de Petri 1)
os pulmdes foram retirados, 2) a aorta descendente (para posterior canulacdo) e o nervo
frénico (seccionado na base do diafragma) foram isolados; 3) toda a parte dorsolateral
esquerda do térax foi removida, por meio de um corte paralelo as vértebras toracicas,
para possibilitar 0 acesso a0 nervo simpatico toracico; e 4) a superficie dorsa do tronco
cerebral foi exposta apds a remogdo do 0sso occipital, da duramater e do cerebelo. A
perfusdo foi iniciada apos esses procedimentos cirdrgicos, os quais duravam em média 11
minutos. A preparacdo foi imediatamente transferida para uma camara de registros, onde
a oorta descendente foi canulada ao nivel toracico inferior, para ser perfundida
retrogradamente com aCSFmodificado (ver item 3.2.1). A perfuséo era realizada por
meio de uma bomba (Watson-Marlow 505S, Falmouth, Inglaterra) que proporcionava um

fluxo médio de 32 ml/min, o qual induzia a geracdo de uma pressdo de perfusdo média de

65 mmHg para que o tronco cerebral e coracéo fossem perfundidos adequadamente.
Retentores de bolhas acoplados ao sistema de perfusdo impediam que bolhas de ar
alcancassem a preparacdo e amorteciam as eventuals pulsacOes geradas pela bomba. A
solugdo de perfusdo (aCSF-modificado; 200 ml) era continuamente aerada com
carbogénio e aguecida por um trocador de calor a uma temperatura de aproximadamente
32°C. Como a solucéo de perfusdo recirculava pelo sistema durante todo o experimento,
filtros de polipropileno (25 mm de diéametro, formado por poros de 25 mm de didmetro -
Millipore, PP25) acoplados ao sistema de perfusdo impediam que codgulos sanguineos e

restos de tecidos em suspensdo alcangassem a preparacao.
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A figura 1(pag. 27) esquematiza o sistema de perfusdo, a locdizacdo do NTS
caudal, e os registros que sdo obtidos a partir dessa abordagem experimental. Todos os
tubos do sistema eram impermeaveis a0 G e ao CO, (Tygon Cole Pamer, ID: 1,56 mm,
OD: 4,7 mm). A porcdo final do tubo estava conectada a uma canula de duplo limen
(Portex: ID: 0,28mm; OD: 0,61 mm), sendo um lUmen para a perfusdo e o outro para o
registro da pressdo de perfusdo (PP). Essa canula estava conectada a um transdutor de
pressdo (PT 300, Grass Telefactor, West Warwick, RI, USA), de onde os sinais eram
conduzidos para um amplificador (Modd 15A12 DC/AC Strain Gage Amplifier; Grass
Telefactor, West Warwick, RI, USA). Esses sinais referentes a PP eram, ent8o, enviados
desse amplificador para um computador, no qual encontrava-se instalado o programa
‘Spike 2 (Cambridge Eletranic Design, Cambridge, Reino Unido), para a visualizacéo e

0 monitoramento dos niveis dessa pressdo durante todo o experimento.

3.2.1) Solugéo de Perfusdo [Fluido cerebroespinha artificia (aCSF) modificado]

A solucéo artificial (aCSF-modificado) usada para perfundir a preparacdo CTCI
substitui 0 sangue e mantém a preparacdo viavel durante todo o experimento. O aCSF-
modificado € uma solucdo de sais e glicose - 125 mM de NaCl; 24 mM de NaHCOg; 5
mM de KCI; 2,5 mM de CaClp; 1,25 mM de MgSQOy; 1,25 mM de KH,POy; e 3,6 g de
glicose - cujo solvente é a &gua deionizada, acrescida de Ficoll 70 (agente oncético,
1.25%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e brometo de vecurénio (droga blogueadora

da transmissdo neuromuscular, 0,04 g/ml, Organon do Brasil, SdoPaulo, SP, Brasil). O
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brometo de vecuronio foi usado para impedir os movimentos de expansdo da caixa
torécica, os quais ocorrem na fase inspiratria do ciclo respiratorio. Esses movimentos
comprometem a disseccao, a captacdo e o registro do nervo simpatico toréacico. Durante
todo o periodo de perfusdo, o aCSF-modificado era aerado com uma mistura carbogénica
(95% de O, e 5% de CO,) para fornecer O, a solucdo e manter o pH entre 7,0 e 7,4.

O fluido cerebroespinhal artificial (aCSF) sem a adicdo do Ficoll e do brometo de

vecurdnio foi usado apenas durante o procedimento cirdrgico (ver item 3.2).

3.2.2) Registros da freguiéncia cardiaca e das atividades dos nervos frénico e simpético

torécico na preparacéo CTCI

Na camara de registros, o nervo frénico foi introduzido por succdo em um
eletrodo monopolar de vidro (micropipeta de vidro com diametro de 0,2 - 03 mm
contendo um fio de prata no seu interior) para o registro de seus potenciais. Esse eletrodo
estava conectado aum pré-amplificador (INSIGHT Equipamentos Cientificos, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil), que por sua vez enviava sinais para um amplificador (INSIGHT
Equipamentos Cientificos, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A partir do amplificador, os sinais
eram convertidos de analdgicos para digitais por uma unidade conversora anal 0gico-
digital CED 1401 (Cambridge Eletronic Design, Cambridge, Reino Unido). O sina era,
entdo, enviado dessa unidade para o computador, onde era processado pelo programa
Spike 2 (Cambridge Eletronic Design, Cambridge, Reino Unido). Os potenciais do nervo

frénico foram adquiridos numa fregiiéncia de amostragem de 5000 Hz e foram analisados
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‘off-lin€  por meio do programa Spike 2. O eetrocardiograma (ECG) era obtido
simultaneamente com os registros da atividade do nervo frénico. Por meio de um
biotacdbmetro digital, o programa Spike 2, a0 derivar os batimentos cardiacos a partir das
ondas R do detrocardiograma, determinava ‘off-line a freqliéncia cardiaca.

Mediante disseccdo da cadeia simpética toracica paravertebral, entre os niveis T5
e T10 da medula espinha, um nervo eferente simpatico era isolado, seccionado e
introduzido por suc¢do em um eletrodo bipolar de vidro conectado a um pré-amplificador
conectado a um amplificador (ambos foram fabricados na Universidade de Bristol,
Inglaterra). Os sinais relativos a freqliéncia de despolarizacéo do nervo eferente simpético
toracicoforam conduzidos do amplificador para o computador, onde foram registrados e
analisados. Os potenciais do nervo simpatico torécico foram adquiridos numa fregtiéncia

de amostragem de 10000 Hz e foram analisados * off-line’ por meio do programa Spike 2

3.2.3) Ativacdo do Quimiorreflexo

O cianeto de potéssio (KCN 0,05%) foi administrado, via aorta descendente, com
uma seringa que estava acoplada ao sistema de perfusdo. O KCN promove uma hipdxia
citotoxica nas células quimiorreceptoras do corpusculo carotideo, gerando ativacdo do
quimiorreflexo. As respostas decorrentes da ativagdo do quimiorreflexo, diminuicdo na
freqUéncia cardiaca, aumento na freqiiéncia de disparos dos nervos frénico e simpético,

foramregistradas e posteriormente analisadas.
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3.2.4) Microinjecbes no NTS caudal na preparagédo CTCI

No presente trabalho todas as microinjecdes foram aplicadas com micropipetas de
vidro do tipo ‘multibarrel’, confeccionadas em nosso laboratorio, conectadas a uma
bomba (PICOSPRITZER Il — Parker Hannifin Corporation, General Vave Division,
Fairfield, NJ, USA) que permite a microinjecdo de drogas por meio de pulsos de pressao.
As micropipetas do tipo ‘multibarrel’ apresentam 3 vias de entrada e uma via de saida
comum. Assim, é possivel microinjetar 3 tipos diferentes de drogas exatamente num
mesmo sitio de microinjecdo, bastando-se, para isso, apenas alterar a conexdo entre a
mangueira da bomba e a via de entrada da micropipeta. A bomba (‘ Picospritzer I1') foi
calibrada para que o volume microinjetado fosse sempre de aproximadamente 20 nl. O
sitio das microinjegdes no NTS cauda foi determinado com auxilio das coordenadas
estereotaxicas de Paxinos e Watson (AP = - 0,3; L = 03; DV = 04 mm) em relacdo ao
calamus scriptorius, o qua era visuamente identificado com o auxilio de uma lupa
estereoscopica (Zeiss). O pH das solugdes microinjetadas foi gustado com bicarbonato

de sodio (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para valores proximos a 7,4.
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Figura 1 Desenho esquematico do sistema de perfusdo da preparacdo coragdotronco
cerebral isolados (CTCI) e da locdlizagdo do NTS cauda. ANF: atividade do nervo
frénico; ECG: eletrocardiograma; PP: pressdo de perfusdo; ANS. atividade do nervo

simpético; NTS: nucleo do trato solitario (Modificado de Potts e cols., 2000).



3.3) Solugdes e drogas utilizadas

- M (9 % -metileno-ATP - Agonista sintético seletivo de receptores purinérgicos Pa

(Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);

- ATP - Agonista de receptores purinérgicos P

(Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);

- (@ denosina- Agonista de receptores purinérgicos Py

(RBI, Natick, MA, EUA);

- Adido L-glutamico monossddico (glutamato) - Aminoécido excitatorio (AAE),

agonista de receptores de AAE (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);

- Pyrinoxalphospathe-6-azophenil-2' ,4’ -disulphonic acid tetrasodium salt (PPADS) -

antagonista seletivo de receptores purinérgicos Poy (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);

- Acido Quinurénico (KYN) - Antagonista ndo-seletivo de receptores ionotropicos de

AAE (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);

- Cianeto de Potéssio (KCN) - Para a ativacéo do quimiorreflexo

(Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA);
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- Brometo de Vecuronio (0,4 mg/ml) — bloqueador da transmissdo neuromuscular

(Organon do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil);

- Solucdo Salina (NaCl 0,9%) - usada como veiculo;

- aCSF - usado como veiculo daadenosina.

3.4) Andlise dos resultados

Conforme mencionado, as aralises dos nervos frénico e simpético e da freqiiéncia
cardiaca foram feitas *off-line por meio do programa Spike 2. A integracdo dos registros
dos nervos frénico e simpatico fo feta a uma janda de tempo de 100 ms. A
quantificacdo dhs alteragdes na frequéncia de despolarizacéo do nervo frénico (andlise
temporad), expressa em gréficos de linha, foi redlizada a cada 10 segundos, sendo iniciada
40 segundos antes e findizada 50 segundos apds os tratamentos. Também foi realizada
uma andlise do pico da resposta da atividade do nervo frénico a0 se considerar a
diferenca na frequiéncia de despolarizacéo desse nervo 10 segundos antes e 10 segundos
apos os tratamentos. Uma vez que foram utilizados eletrodos de sucgdo monopolares para
se registrar os potenciais do nervo frénico, ndo foi possivel considerar e quantificar a
amplitude dos disparos, pois essa depende da quaidade do sdo que se estabelece entre 0
nervo e a ponta do eletrodo. Sendo assim, apenas as variagOes da freqiiéncia (expressas

como DHZz) de despolarizacdo do nervo frénico foram quantificadas.
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A atividade do nervo simpatico toracico, cujos valores foram normalizados e
expressos como valores percentuais (D %), foi integrada e avaliada 20 segundos antes e
20 segundos apos os tratamentos. O valor do pico da resposta apds @& tratamentos foi
quantificado.

Quanto afreqiiéncia cardiaca - expressa em variagdes s batimentos cardiacos
por minuto (D bpm) - derivada ‘off-line€ a partir do ECG foram consideradas as

diferencas entre os valores basais e os vaores pos-tratamentos.

3.5) Andlises Histolégicas

Apls os experimentos, 0s troncos cerebrais foram removidos e imersos em
formalina 10% parafixacdo por pelo menos uma semana. Laminas histolégicas foram em
seguida preparadas (insercdo dos troncos cerebrais em blocos de parafina, cortados em
fatias de 16 mm de espessura) e coradas pelo método de Nissl. Apenas s ratos nos quais
as microinjecdes atingiram o NTS caudal foram considerados nas anélises. Todas as
microinjegdes foram redlizadas em relacdo ao calamus scriptorius nas seguintes

coordenadas; AP=-0,3, DV=0,4 e L= 0,3 mm.

3.6) Andlise estatistica dos resultados
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Os resultados est0 expressos como média + EPM (erro padrdo da média). A
excecdo da andlise temporal da atividade do nervo frénico, na qual foi aplicada a andlise
de varidncia para medidas repetidas (ANOVA Two-way) seguida pelo pos-teste de
Bonferroni, a andlise de varidncia para medidas repetidas (ANOVA One-way) foi
aplicada aos dados obtidos e 0 pos-teste de Tukey pareado para multiplas comparactes
foi utilizado quando houve diferenca estatistica. O nivel de significancia estabelecido em

todos os casos foi p= 0,05 bicaudal.

3.7) Protocolos experimentais

3.7.1. Curva concentracao- efeito do a, [3-metileno- ATP microinjetado no NTS caudal

Obs.: As doses equivalentes as concentragdes das drogas testadas estéo indicadas no Anexo, pag. 131.

Este protocolo foi realizado a fim de se determinar, a partir da curva concentragcao
efeito, a concentracdo do a,b-metileno-ATP capaz de promover uma resposta
correspondente a aproximadamente 50% da resposta maxima produzida, considerando-se
os trés parémetros registrados, por esse agonista seletivo de receptores P,y. Para tal
finalidade, foram realizadas microinjegcdes do a,b-metilenccATP em concentragctes
crescentes (10, 25, 50, 100 e 200 mM; doses indicadas no Anexo, pag. 131). As
microinjecbes do a,b-metileno-ATP nas diferentes concentragbes ou do seu veiculo
(solucdo salina; NaCl 0,9%) foram realizadas em seguéncia aeatéria e espacadas entre s
por intervalos de aproximadamente 15 minutos. No maximo 3 microinjecdes (20 nl cada)

foram testadas em cada lado do NTS caudal. A concentracdo do a,b-metileno-ATP capaz
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de promover uma resposta correspondente a aproximadamente 50% da resposta maxima foi
50 mM (dose: 1 nmol / 20 nl).
371 a Comparacédo dos efeitos da microinjecdo do a,>metileno-ATP com os da

microinjecdo do ATP no NTS caudal

A necessidade da realizac@o deste protocolo surgiu em fungdo da disparidade das
respostas promovidas pelas microinjecdes unilaterais de a,b-metileno-ATP no NTS caudal
observadas neste trabalho em relacéo as respostas promovidas por microinjeces unilaterais
de ATP no NTS cauda encontradas na literatura (Antunes e cols., 2005b). Neste protocolo,
portanto, foram comparadas as respostas as microinjecdes unilaterais dea,b-metileno-ATP
(50 mM) com as respostas promovidas por microinjegdes contralaterais e unilaterais de

ATP (25 mM; determinada nos estudos de Antunes e cols., 2005b) no NTS caudal de um

mesmo animal. As microinjecdes foram realizadas aleatoriamente tanto em sequéncia
quanto em relacdo a0 lado do NTS caudal. Uma determinada microinjecdo do a,b-
metileno-ATP foi, por exemplo, redlizada no lado direito do NTS caudd e uma
microinjecdo do ATP foi, entdo, realizada - aproximadamente 15 minutos depois - quando

amicropipeta foi deslocada contralateralmente (lado esquerdo) e inseridano NTS.

3.7.1. b. Avaliago dosefeitos da microinjecao de adenosina no NTS caudal

Este protocolo foi redlizado devido as diferengas que foram observadas - no

protocolo anterior (ver item 3.7.1. @ - entre as respostas promovidas pelas microinjecdes

unilateraisdo a,b-metileno-ATP e do ATP, no NTS caudal de um mesmo animal, sobre a
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atividade do nervo frénico. Com a finalidade de se determinar se os efeitos observados
quando das microinjectes unilaterais do ATP (25 mM) no NTS caudal eram decorrentes da
degradacéo do ATP em adenosina, microinjeces unilaterais de adenosina (35 mM) foram
feitas no NTS caudal. Vale ressaltar que as tais microinjecdes unilaterais de adenosina no
NTS cauda foram realizadas apenas apOs microinjecao prévia do glutamato. Uma vez que
as respostas promovidas pela microinjegdo unilateral do glutamato (250 mM) no NTS
caudal ja eram conhecidas na preparacdo CTCl (Braga e cols., 2006) e as possivels
respostas a adenosina ndo, a microinjegdo do glutamato serviu como indicio da locaizagdo
funciona do sitio para microinjecdo no NTS caudal e foi realizada aproximadamente 15
minutos antes da microinjecdo de adenosina. As microinjegdes de adenosina, do seu
veiculo (aCSF) ou do glutamato foram aplicadas com as micropipetas ‘multibarrels’, assim
como todas as demais microinjecdes no presente trabalho, de modo que era possivel
microinjetar adenosina exatamente no mesmo sitio onde se aplicou a microinjecdo de
glutamato, bastando-se, para isso, apenas aterar a conexao entre a mangueira da bomba

(‘ Picospritzer 11') e a entrada da micropipeta, conforme mencionado no item 3.2.4.

3.7.2. Determinacdo da concentracdo de PPADS efetiva em antagonizar as respostas

promovidas pela microinjecéo do a,l>metileno-ATP

A findidade da redizagdo deste protocolo foi estabelecer a concentracdo do
antagonista seletivo de receptores purinérgicos By (PPADS) efetiva em antagonizar as
respostas promovidas pela microinjecdo unilateral de a,b-metileno-ATP (50 mM). Sendo
assim, foram realizadas microinjegdes unilaterais de a,b-metileno-ATP no NTS caudal

antes e 2, 10, 30 e 45 minutos apds o0 bloqueio dos receptores purinérgicos com PPADS.



A

PPADS foi inicidmente microinjetado unilateramente na concentragcdo 10 mM e em
seguida na concentragdo 20 mM (dose: 0,4 nmol / 20 nl).
3.7.3. Avaliacdo da possivel participacdo dos receptores Py na neurotransmissao do

quimiorreflexo no NTS caudal

Para se avaliar a possivel participacdo dos receptores purinérgicos ionotrépicos
P2x na neurotransmissao do quimiorreflexo no NTS caudal, o quimiorreflexo foi ativado,
com injegdo de KCN (0,05%) no sistema de perfusdo, antes e 2, 10, 30 e 45 minutos apos
o blogueio dos receptores purinérgicos P,y realizado por meio de microinjecdes bilaterais
de PPADS (20 mM). PPADS na concentracdo 20 mM tinha sido capaz de atenuar as
respostas promovidas pelas microinjecdes unilaterais do a,b-metileno-ATP (50 mM) no

NTS caudal.

3.74. Avaliacdo da possivel participacdo dos receptores purinérgicos P,x e dos
receptores ionotropicos de aminoacidos excitatorios (AAE) na neurotransmssdo do
quimiorreflexo no NTS caudal

Neste Ultimo protocolo foi avaliada uma possivel participacd do ATP e do
glutamato (AAE) na neurotransmissdo do quimiorreflexo no NTS caudal por meio da
ativacdo do quimiorreflexo antes e 2, 10, 30, 45 e 60 min apds microinjecdes bilaterais ce
&cido quinurénico (KYN, 250 mM; dose: 5 nmol / 20 nl) e de PPADS (20 mM; dose: 0,4
nmol / 20 nl) no NTS caudal. Num mesmo sitio do NTS caudal, e no seu respectivo sitio
contralateral, microinjegdes sequenciais dos dois antagonistas, KYN e PPADS, foram

aplicadas.



4. RESULTADOS
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4.1. Curva concentragdo-efeito do a,3-metileno-ATP microinjetado no NTS caudal

A figura 2 ilustra tracados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo,
mostrando os registros da frequiéncia cardiaca (FC), da atividade integrada do nervo
frénico (?ANF), da atividade integrada do nervo simpético torécico (PANSY) e o registro
original do nervo simpético toracico (ANSY). Podemos observar nos tragados que a
microinjecéo unilatera de a,b—metileno-ATP (50mM) no NTS caudal promoveu uma
reducéo na frequéncia cardiaca (bradicardia), uma reducdo ra atividade do nervo frénico
e um aumento na atividade do nervo simpético toracico (simpato-excitacdo). A figura 3
representa graficamente o conjunto dos resultados mostrando os efeitos concentragéo-
dependentes decorrentes de microinjegdes unilaterais de concentragbes crescentes de
a,b—-metileno-ATP no NTS cauda. As microinjecbes de a,b-metileno-ATP nas
concentragoes 10, 25, 50, 100 e 200 mM promoveram, respectivamente, diminuicéo de -
4+2, -18+9, -47+14, -57+9 e -62+10 batimentos por minuto (bpm) na freqiéncia
cardiaca; reducdo de -0,07+0,03, -0,14+0,07, -0,31+0,03, -0,4+0,09 e -0,4+0,03 Hz na
ANF; e aumento na atividade smpética de 3+1, 13+7, 23+6, 30+6 e 32+6%. A figura4
ilustra uma avaliacdo no dominio do tempo das ateragcbes na frequéncia de
despolarizagdo do nervo frénico frente as microinjecdes de concentragdes crescentes a,b-
metileno-ATP no NTS cauda. Os vaores individuais da ANF, da FC e da ANSt em
resposta as microinjecoes de a,b—metil-ATP e de salina estdoapresentados nas tabelas 1,

2 e 3 do apéndice.
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Figura 2. Tragados representativos de uma preparacdo CTClI mostrando a frequiéncia
cardiaca (FC), a atividade integrada do nervo frénico (PANF), a atividade integrada do
nervo simpético toracico (?ANS) e o seuregistro original (ANSY), bem como os efeitos
de uma microinjecdo unilateral de a,b-metileno-ATP (50 mM) no NTS caudal sobre

esses parametros. (bpm: batimentos por minuto; ua: unidades arbitrarias; v: volts).
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Figura 3: Efeitos de microinjeces unilaterais de a,b-metileno—ATP em concentractes
crescentes (10, 25, 50, 100 e 200 mM) aplicadas em seqliéncia aleatériano NTS caudal
sobre a freqliéncia cardiaca (FC), a atividade do nervo frénico (ANF) e a atividade do

nervo smpatico torécico (ANSt). O nimero de animais que compde cada grupo esta

indicado entre parénteses.



Figura4: Avaliacdo no dominio do tempo das alteractes na frequiéncia de despolarizacdo
do nervo frénico decorrentes de microinjecdes unilaterais (momento 0) de concentragOes
crescentes de a,b-metilenc-ATP (indicadas na legenda da figura) no NTS caudal. O
nimero de animais que compde cada grupo € o mesmo daguele que esta representado na
figura anterior (figura 3, painel intermediério). * diferente em relacdo a microinjecéo de

salinano NTS cauda (p = 0,05).
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4. 1. a Comparacdo dos efeitos da microinjecdo de a,3-metileno-ATP com os da

microinjecéo de ATP no NTS caudal

A figura 5 ilustra tracados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo,
mostrando que a microinjecdo unilateral de a,[>metileno-ATP (50 mM) e a microinjecéo
unilateral, contralateral, de ATP (25 mM) no NTS cauda de um mesmo animal
promoveram ateracdes na FC, na ANF e na ANSt. A figura 6 representa graficamente o
conjunto dos resultados mostrando que as microinjecdes de a, > metileno-ATP promoveram
bradicardia (-69+7 bpm), reducdo na ANF (-0,33+0,03 Hz) e simpato-excitacdo (27+3 ?%)),
enquanto que as microinjecdes de ATP promoveram bradicardia (-35+6 bpm), aumento na
ANF (0,17£0,03 Hz) e simpato-excitagdo (29+2 ? %). Os valores individuais da ANF, da
FC e da ANSt em resposta as microinjegdes unilaterais doa ,b—-metileno-ATP e do ATP no

NTS caudal estédoapresentados nas tabelas 4, 5 e 6 do apéndice.
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Figura 5: Tracados obtidos em um animal, representativo do grupo, mostrando os efeitos

de uma microinjecdo unilateral de a,3-metileno-ATP (50mM; paind a esquerda) e de

uma microinjecdo unilateral de ATP (25mM; painel a direita) no NTS cauda sobre a

freqiéncia cardiaca (FC), a atividade integrada do nervo frénico (?ANF), a atividade

integrada do nervo simpético toracico (?ANSt) e seu registro original (ANSt). A

microinjecdo do a,l3-metileno-ATP promoveu bradicardia, diminuicéo na ANF e simpato-

excitagdo, enquanto que a microinjegdo do ATP promoveu bradicardia, aumento na ANF

e simpato-excitacdo. (bpm: batimentos por minuto; ua: unidades arbitrérias; v: volts).
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Figura 6. Efeitos de microinjectes unilaterais do af3-metileno-ATP (50 mM, n=6) edo
ATP (25 mM, n = § no NTS caudal sobre a freqiéncia cardiaca (FC), a freqiéncia da

atividade do nervo frénico (ANF) e a atividade do nervo simpatico torécico (ANSt). *
diferente em relagdo ao efeito promovido pela microinjecdo de a,f3-metileno-ATP (p =

0,05).



4.1. b. Avaliagdo dos efeitos da microinjecdo de adenosinano NTS caudal

A figura 7 ilustra tracados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo,
mostrando que a microinjecdo unilateral de adenosina (35 mMM) no NTS caudad n&o
promoveu nenhuma alteracéo na ANF e na FC. A figura 8ilustra tragados de uma outra
preparacdo CTCI, representativa do grupo, mostrando que a microinjecdo unilateral de
adenosina (35 mM) no NTS caudal também ndo aterou a ANSt. A figura 9 representa
graficamente o conjunto dos resultados mostrando que as microinjecdes de adenosina (35
mM) no NTS caudal ndo promoveram nenhuma ateracéosignificativa na FC (-3x0 bpm),
na ANF (-0,02+0,01 Hz) e na ANSt (1+0%), enquanto que microinjegdes unilaterais de
glutamato (250 mM), aplicadas apenas como indicador funciona do sitio de microinjecéo,
promoveram bradicardia (-84+6 bpm), reducdo na ANF (-0,28+0,04 Hz) e simpato-
excitacdo (22+1%). Os valores individuais da ANF, da FC e da ANSt em resposta as
microinjecdes unilaterais de glutamato (250 mM) e adenosina (35 mM) no NTS cauda

estéo apresentados nas tabelas 7, 8 e 9 do apéndice.
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Figura 7. Tragados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo, mostrando a
auséncia de efeitos sobre a atividade integrada do nervo frénico (?ANF) e a freqiéncia
cardiaca (FC) quando da microinjecdo unilateral de adenosina (35 mM; a direita da figura)
no NTS caudal. A microinjecdo unilateral de glutamato (250 mM; a esquerda da figura) no
NTS caudal promoveu reducdo na ANF e bradicardia. (ua: unidades arbritérias, bpm:

batimentos por minuto).
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Figura 8: Tracados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo, mostrando a
auséncia de efeitos sobre a atividade integrada (?ANSt) e o registro origina do nervo
simpético torécico (ANSt) quando da microinjecdo unilateral de adenosina (35 mM) no
NTS caudal. A microinjecéo unilateral de glutamato (250 mM) no NTS caudal promoveu

aumento da ANSt. (ua: unidades arbritarias; v: volts).
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Figura 9: Auséncia de ateracbes na frequéncia cardiaca (FC), na atividade do nervo
frénico (ANF) e na atividade do nervo simpdtico toracico (ANSt) em resposta as
microinjegdes unilaterais de adenosina (35 MM, n = 5) no NTS caudal. As microinjecdes
de glutamato (250 mM, n = 5) no NTS cauda promoveram bradicardia, reducdo na ANF e

simpato-excitacéo.
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4.2. Determinacdo da concentracdo de PPADS efetiva em antagonizar as respostas

promovidas pela microinjecao do a,l3-metileno-ATP

A fim de se determinar a concentracdo de PPADS efetiva no antagonismo das
respostas promovidas pela microinjecdo unilateral do a,3metileno-ATP (50 mM),
microinjecOes unilaterais de PPADS, inicialmente na concentracdo 10 mM, foram
aplicadas no NTS cauda de um grupo de animais. A bradicardia ¢ 69+28 bpm), a
reducdo na ANF (- 0,33t0,03 Hz) e a simpato-excitagdo (27+3 %) promovidas pelas
microinjegfes de a,b—metileno-ATP no NTS caudal ndo foram dteradas pela
microinjecdo de PPADS (10 mM) no NTS caudd. Em funcdo da auséncia de
antagonismo quando das microinjegbes de PPADS na concentracdo 10 mM,
microinjecdes de PPADS numa concentracdo duas vezes maior (20 mM) foram
utilizadas num outro grupo de animais. A figura 10 representa graficamente o conjunto
dos resultados mostrando as alteragdes na FC, ANF e na ANSt decorrentes de
microinjecOes unilaterais de a,b—metileno—ATP (50 mM) antes (controle) e 2, 10, 30 e
45 minutos apos microinjecdo unilateral de PPADS no NTS caudal. O painel superior
da figura 12 ilustra uma avaliaco no dominio do tempo das alteracbes na freqiiéncia de
despolarizacdo do nervo frénico promovidas por microinjecoes de a,b-metileno—ATP
antes e apds microinjecdes de PPADS (10 mM). Os valoresindividuais da ANF, da FC

eda ANSt estdoapresentados nas tabelas 10, 11 e 12 do apéndice.
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Figura 10: AlteracOes na atividade do nervo simpatico toracico ANSt), na freguéncia
cardiaca (FC) e na atividade do nervo frénico (ANF) promovidas por microinjecfes
unilaterais de a,b—metileno-ATP (50 mM, n = 6) no NTS caudal, antes (controle: C) e 2,

10, 30 e 45 minutos apds microinjecdo unilateral de PPADS (10 mM) no NTS caudal.
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A figura 11 representa graficamente o conjunto dos resultados referentes s
dteragbes na FC, ANF e na ANSt decorrentes de microinjegdes unilaterais de a,b-
metilenoATP (50 mM) antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apOs microinjecdo
unilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal As alteracOes promovidas pelas
microinjecdes de a,b—metileno-ATP sobre a ANSt, a FC e a ANF foram
significativamente atenuadas aos 2, 10 e 30 minutos, e revertidas aos valores controles
aos 45 minutos, apos microinjecdo unilateral de PPADS (20 mM). O aumento na ANSt
(30£4 %) foi atenuado aos 2 (10+2 %), 10 (6£2 %) e 30 minutos (13+3 %); a bradicardia
(-76£29 bpm) foi atenuada aos 2 (-10+9 bpm), 10 (-15+4 bpm) e 30 minutos (-31+3 bpm);
e areducdo na ANF (-0,26+0,03 Hz) foi atenuada aos 2 (-0,11+0,04 DHz), 10 (-0,06+0,05
DHz) e 30 minutos (-0,13+0,06 Hz). O painel inferior da figura 12 ilustra uma avaliacéo
no dominio do tempo das ateragdes na frequiéncia de despolarizagdo do nervo frénico em
resposta as microinjecoes de a,b-metilenc-ATP antes e apds o0 bloqueio dos receptores
purinérgicos P.x, 0 qual foi realizado por meio da microinjecdo unilateral de PPADS (20
mM) no NTS caudal. Os valores individuais da ANF, FC e ANSt deste protocolo, no qual
foi testado PPADS na concentracdo 20 mM, estéo apresentados nas tabelas 13, 14 e 15 do

apéndice.
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Figura 11: AlteracOes na atividade do nervo simpatico toracico ANSt), na freguéncia
cardiaca (FC) e na atividade do nervo frénico (ANF) promovidas por microinjecfes
unilaterais de a,b—metil-ATP (50 mM, n = 7) no NTS caudal, antes (controle: C) e 2, 10,

30 e 45 minutos apos microinjecdo unilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal.
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Figura 12: Avadiacd no dominio do tempo das dteracdes na frequéncia de
despolarizagcdo do nervo frénico decorrentes de microinjecfes de a,b-metil-ATP (50
mM), antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apos microinjegdo unilateral no NTS
caudal de PPADS na concentragdo 10 mM (n = 6; paine A) ou na concentracéo 20 mM
(n=7; paind B). * diferente em relacdo a resposta promovida pela microinjecéo controle

dea,b—metil-ATP (p = 0,05).
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4.3. Avaliacdo da possivel participacdo dos receptores Px na neurotransmissdo do

quimiorreflexo no NTS caudal

A figura 13 ilustra tacados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo,
mostrando as ateracdes na freqiiéncia cardiaca (FC), nas atividades integrada (PZANSt) e
origina do nervo simpatico torécico (ANSt), e na atividade integrada do nervo frénico
(?ANF) em resposta a ativagdes do quimiorreflexo antes (controle) e 2, 10, 30 e 45
minutos apos microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal. As respostas
decorrentes da ativagdo do quimiorreflexo (respostas controles) ndo foram
significativamente diferentes daquelas observadas quando o quimiorreflexo foi ativado
ap0s a microinjecdo bilatera de PPADS no NTS cauda. A figura 14 representa
graficamente o conjunto dos resultados mostrando que a ativagdo controle do
quimiorreflexo promoveu um aumento na atividade do nervo simpético torécico (55+2
%), uma bradicardia (-120+13 bpm) e um aumento na ANF (0,25+0,03 DHz). O aumento
na ANSt ndo foi atenuado pelo blogueio dos receptores purinérgicos, pois as ativacdes do
quimiorreflexo aos 2 (52+4 %), 10 (485 %), 30 (54+2 %) e 45 minutos (51+2 %) apds
microinjecdo bilatera de PPADS (20 mM) no NTS caudal promoveram aumentos na
atividade simpética semelhantes aqueles da condi¢do controle. A bradicardia promovida
pela ativagdo controle do quimiorreflexo (-120+13 bpm) ndo foi diferente daquelas
promovidas aos 2 (—111+16), 10 (-114+15), 30 (-125+16) e 45 (-130+14) minutos apds
microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM). A ativagdo controle do quimiorreflexo
promoveu um aumento na atividade do nervo frénico de 0,25+0,03 DHz, aumento esse

gue ndo foi significativamente alterado aos 2 (0,24+0,03 Hz), 10 (0,25+0,02 Hz), 30
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(0,23+0,03 Hz) e 45 minutos (0,23+0,04 Hz) apds o antagonismo dos receptores
purinérgicos pelo PPADS. A figura 15 ilustra uma andlise tempora das ateragdes na
freqliéncia de despolarizagéo do nervo frénico decorrentes da ativacéo do quimiorreflexo
antes e apds microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal. Os vaores
individuais da ANF, FC e ANSt em resposta a ativactes do quimiorreflexo antes e apds o
blogqueio dos receptores purinérgicos estédo apresentados nas tabelas 16, 17 e 18 do

apéndice.
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Figura 13: Tragados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo, mostrando as
alteracbes na frequéncia cardiaca (FC), nas atividades integrada PANSt) e origina do
nervo simpético toracico (ANSt), e na atividade integrada do nervo frénico (ANF)
promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo (KCN 0,05%) antes (controle) e 2, 10, 30 e
45 min apo6s microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTScaudal. (ua: unidades

arbritérias; v: volts, bpm: batimentos por minuto).



75

© %)

ANSt

FreqUéncia da
ANF (D Hz)
o
&

0.00

C 2 10 30 45 min
l J

ap6s PPADS 20 mM |

KCN 0.05%

Figura 14: AlteracOes na atividade do nervo simpatico toracico ANSt), na freqiéncia
cardiaca (FC) e na atividade do nervo frénico (ANF) decorrente de ativagdes do
quimiorreflexo (KCN 0.05%, n = 8) antes (controle: C) e 2 10, 30 e 45 minutos apds

microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal.



Figura 15. Avadiacdo no dominio do tempo das dteracbes na freqiéncia de
despolarizagdo do nervo frénico decorrentes de ativactes do quimiorreflexo com KCN
(0,05%, n = 8) antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apos microinjecdo bilateral de

PPADS (20 mM) no NTS caudal.



S7

4.4. Avaliacdo da possivel participacdo dos receptores purinérgicos (P2x) e dos
receptor es ionotr opicos de aminoacidos excitatorios (AAE) na neurotransmissdo do

quimiorreflexo no NTS caudal

A figura 16 ilustra tracados de uma preparacéo CTCI, representativa do grupo,
mostrando as alteracOes na frequéncia cardiaca (FC), nas atividades integrada (?ZANSt) e
origina do nervo simpatico torécico (ANSt), e na atividade integrada do nervo frénico
(?ANF) decorrentes de ativages do quimiorreflexo antes (controle) e 2, 10, 30, 45 e 60
minutos apos duplo bloqueio no NTS caudd, i.e, o0 antagonismo de receptores
glutamatérgicos ionotropicos, redlizado por meio de microinjecdo bilateral de &cido
quinurénico (250 mM), e o antagonismo de receptores purinérgicos ionotrépicos R,
realizado por meio de microinjecéo bilateral de PPADS (20 mM). A figura 17 representa
graficamente 0 conjunto dos resultados mostrando que a ativagdo controle do

quimiorreflexo promoveu um aumento na atividade do nervo simpético torécico (52+2
%), atenuado apds o duplo blogueio, uma bradicardia (-151+17 bpm), atenuada apos o
duplo blogueio, € um aumento na ANF (0,24+0,02 DHz) que ndo foi aterado apds o
duplo blogueio. O aumento na ANSt foi significativamente atenuado aos 2 (171 %), 10
(18+£2 %) e 30 minutos (31+2 %) apds duplo bloqueio no NTS caudal. A bradicarda
promovida por ativacdo do quimiorreflexo foi significativamente atenuada aos 2 (-21+3),
10 minutos (-17+2), 30 minutos (-37+8) e 45 (-72+13) apbs o duplo bloqueio no NTS
caudal. O aumento na atividade do nervo frénico decorrente da ativagdo controle do
quimiorreflexo néo foi significativamente alterado aos 2 (0,20+0,02 DHz), 10 (0,22+0,03

DHz), 30 (0,20+0,04 DHz), 45 (0,22+0,03 DHZz) e 60 minutos (0,21+0,05 DHZz) apds o
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duplo blogueio. A figura 18 ilustra uma anaise no dominio do tempo das dteracbes na
freqUiéncia de despolarizacdo do nervo frénico decorrentes de ativagdes do quimiorreflexo
antes (controle) e ap6s o duplo bloqueio no NTS caudal. Os vaores individuais da ANF,
FC e ANSt decorrentes das ativagdes do quimiorreflexo antes e apds o duplo bloqueio

estéo apresentados nas tabelas 19, 20 e 21 do apéndice.

A figura 19 ilustra uma fotomicrografia de uma lamina histolégica do tronco
cerebral de um animal no qual foi aplicada uma microinjecéo unilateral no NTS caudal.
O painel A da figura 20 mostra uma fotomicrografia de [amina histologica de tronco
cerebral a0 nivel do NTS caudd de um animal no qual foram aplicadas duas
microinjegdes (microinjecdo bilateral); e o painel B da mesma figura esquematiza o NTS

caudal e alocalizac&o relativa dos sitios das microinjecoes bilaterais.
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Figura 16: Tragcados de uma preparacdo CTCI, representativa do grupo, mostrando as
ateracBes na frequéncia cardiaca (FC), nas atividades integrada PANSY) e origina do
nervo simpético toracico (ANSt), e na atividade integrada do nervo frénico (?ANF)
promovidas por ativagdes do quimiorreflexo (KCN 0,05%, n = 9) antes (controle) e 2, 10,
30, 45 e 60 min apds duplo bloqueio, o qua foi redizado por melo de microinjecdo

bilateral de PPADS (20 mM) e de &cido quinurénico (KYN, 250 mM) no NTS caudal.
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Figura 17: Alteragdes na atividade do nervo simpético torécico ANSt, n = 9), ma
freqiéncia cardiaca (FC, n = 9) e na atividade do nervo frénico (ANF, n = 7) decorrentes
de ativagOes do quimiorreflexo (KCN 0.05%), antes (controle: C) e 2, 10, 30, 45 e 60
minutos apos duplo blogueio [PPADS (20 mM) + KYN (250 mM)]. * diferente da

ativacdo controle do quimiorreflexo (p= 0,05).
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Figura 18 Avaiacdo no dominio do tempo das dteracbes na freqUéncia de
despolarizacdo do nervo frénico decorrentes de ativactes do quimiorreflexo com KCN
(0,05%, n = 7) antes (controle) e aos 2, 10, 30, 45 e 60 minutos apds duplo bloqueio no

NTS caudal.



Figura 19: Fotomicrografia de uma secgdo transversal do tronco cerebral de um animal
no qua foi aplicada uma microinjecdo unilateral no NTS caudal. O sitio da microinjecéo

esta indicadopela seta.



Figura 20: A: Fotomicrografia de uma seccdo transversal do tronco cerebral ao nivel do
NTS caudal de um animal no qua foram aplicadas duas microinjeces (microinjecéo
bilateral). As setas indicam os sitios das microinjecfes. B: Representacdo esquemética do
NTS caudal baseada no atlas de Paxinos e Watson (1996). Os circulos escuros
representam a localizac8o relativa dos sitios das microinjeces bilaterais (n = 9). 10:

Nucleo motor dorsal do vago; 12: Nucleo hipoglosso; CC: Canal Central.



5. DISCUSSAO



65

As microinjecoes bilaterais do PPADS ou da combinacdo PPADS e KYN (duplo
blogueio) ndo afetaram a resposta taquipnéica do quimiorreflexo, sugerindo que os
receptores ionotropicos purinérgicos e glutamatérgicos, pelo menos ao nivel do NTS
caudal, ndo parecem estar envolvidos com processamento dessa resposta. Por outro lado,
a resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo foi significativamente atenuada apds o
bloqueio simultdneo dos receptores purinérgicos e glutamatérgicos, implicando no
envolvimento do ATP e do glutamato na neurotransmissdo do componente simpato-

excitatorio do quimiorreflexo no NTS caudal.

Os receptores purinérgicos P, € a neurotransmissiao dos componentes simpato-
excitatorio e taquipnéico do quimiorreflexo no NTS caudal

Para avaliarmos o possivel envolvimento dos receptores ionotrdpicos purinérgicos
Pox na neurotransmissdo dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do

quimiorreflexo no NTS caudal, precisdvamos estabelecer a principio a concentracdo
efetiva do antagonista seletivo (PPADS) desses receptores para posteriormente testa-lo
frente a ativagdes do quimiorreflexo antes e apds a microinjecdo bilateral do mesmo no
NTS caudal. Essa concentracédo do antagonista pode ser determinada apos a realizagdo de
um primeiro protocolo no qua o0 agonista seletivo dos receptores ionotrOpicos
purinérgicos P.x (a,3-metileno-ATP) foi microinjetado unilateralmente em concentragtes
crescentes no NTS cauda para o estabelecimento da sua curva concentracdo-efeito. A
partir dessa curva, determinamos qual a concentragdo desse agonista capaz de promover
cerca de aproximadamente 50% da sua resposta méxima, considerando-se seu efeito

sobre os trés parametros registrados. Num segundo protocolo, testamos o agonista (50
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mM) frente ao antagonista (PPADS) na concentragdo 10 mM; essa concentragdo foi

baseada em experimentos realizados com o PPADS em ratos ndo-anestesiados no nosso
laboratério (Braga e cols.). Nessa concentracdo o antagonista ndo promoveu alteractes
significativas nas respostas promovidas pelo agonista. Apds aumentarmos a concentracéo
do antagonista para 20 mM realizamos novamente o protocolo e, dessa vez, as respostas
promovidas pela microinjecdo do agonista foram significativamente atenuadas. Uma vez
determinada a concentragcéo do antagonista (PPADS, 20 mM) efetiva em antagonizar os
efeitos promovidos pelo agonista, avaliamos, num terceiro protocolo experimental, o

efeito das ativagbes do quimiorreflexo com KCN (0,05%) antes e apods o boqueio dos
receptores purinérgicos Py, 0 qua foi realizado por meio da microinjecdo bilateral do
antagonista desses receptores (PPADS, 20 mM) no NTS caudal, para, assm, testarmos a
nossa hipétese que o ATP e seus receptores ionotropicos P,y participariam da

neurotransmissdo dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do quimiorreflexo

no NTS caudal.

A primeira etapa do nosso estudo foi, como mencionado acima, determinar a
curva concentracao-efeito do agonista (@,3-metileno-ATP). Para tanto, foram aplicadas
microinjecdes unilaterais do a,l3-metileno-ATP em concentragdes crescentes (10, 25, 50,
100 e 200 mM) no NTS cauda, as quais promoveram as seguintes alteragdes
concentracdo-dependentes autondmicas e respiratorias. reducdo da frequéncia cardiaca
(FC), aumento da atividade do nervo smpdtico torécico (ANSt) e diminuicdo da

atividade do nervo frénico (ANF).

Respostas autondmicas promovidas pelo a,b-metileno-ATP
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O aumento concentracéo-dependente da atividade simpética em resposta ao a,b-
metileno-ATP no NTS caudal esta de acordo com os estudos de Antunes e cols. (2005a)
no qual os autores mostraram que o ATP microinjetado no NTS cauda de ratos nao-
anestesiados promoveu aumento concentragao-dependente ra pressao arterial. O aumento
na ANSt observado apés a microinjecdo do a,b-metileno-ATP no NTS cauda foi
bloqueado pelo PPADS e pode ter sido mediado pela ativacdo dos receptores
purinérgicos Pox pés-sinapticos. Essa sugestdo se fundamenta no estudo de de Paula e
cols. (2004), no qual foi mostrado que a Smpato-excitagdo promovida pela microinjecéo
do ATP no NTS intermedidrio de ratos ndo-anestesiados ndo foi atenuada pelo bloqueio
dos receptores ionotropicos do glutamato e nem pelo blogueio dos receptores A; da
adenosina, implicando que essa resposta ndo envolve a participacéo do glutamato, o qual
poderia ser liberado na fenda sindptica a partir da ativacdo dos receptores Py pré-
sinapticos pelo ATP; e também ndo é mediada pela formacdo da adenosing, a partir do
catabolismo do ATP, e a consequiente ativacdo dos receptores A; da adenosing, 0s quais
inibem a liberagdo do glutamato (Kato e Shigetomi, 2001). De aguma forma, a partir da
microinjecdo do a,b-metileno-ATP no NTS caudal, parece ter ocorrido a excitagdo de
neur onios do NTS que enviam projegdes excitatOrias para neurbnios pré-simpéticos
(geradores da atividade simpética) do RVLM (Koshiya e Guyenet, 1996), os quais, por
sua vez, estimulam a atividade dos neurbnios pré-ganglionares simpaticos da coluna
intermédio-lateral (IML) da medula espinhal. Os registros da atividade do nervo
simpético no nosso trabalho foram feitos na regido toracica da cadeia simpética
paravertebral. Os neurdnios dessa cadeia simpatica sdo estimulados pelos neurdnios da

IML.
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A bradicardia pomovida pela microinjecdo do a,b-metileno-ATP no NTS caudal
estd de acordo com os estudos de Antunes e cols (2005a; 2005b) redizados,
respectivamente, em ratos nao-anestesiados e na preparagdo CTCI, nos quais tambem
foram realizadas microinjegoes unilaterais do ATP no NTS caudal. O a,3-metileno-ATP
ao atuar sobre os receptores Pox pré-sindpticos pode estimular a liberagdo do glutamato
(Shigetomi e Kato, 2004), o qual promove bradicardia quando microinjetado no NTS
caudal na preparacdo CTCI conforme foi mostrado no estudo de Braga e cols. (2006). A
favor do envolvimento dos receptores By présingpticos e a conseqliente liberagéo do
glutamato na resposta bradicardica ao a,3-metileno-ATP estéo 1) o trabalho de de Paula e
cols. (2004) no qua o bloqueio dos receptores Px com o PPADS e o blogueio dos
receptores ionotropicos do glutamato com 0 &cido quinurénico atenuaram a bradicardia
ao ATP; e 2) os achados do presente estudo, no qual o PPADS, ao bloquear os receptores
P2x pré-sindpticos, impedindo a suposta liberagdo do glutamato, atenuou a bradicardia ao
a,lXmetileno-ATP. A ativacdo de neurbnios do NTS que enviam projecOes excitatorias
para o nucleo ambiguo [NA, (Kaia e Sullivan, 1982)] estimularia os neurbnios pré-
ganglionares parassimpéticos do NA promovendo parassmpato-excitacdo e,
conseqiientemente, kradicardia. E possivel especular, pois, que a excitago de neurénios
do NTS seria promovida a partir da ativagdo dos receptores Py pré-sinpticos pelo a,b-
metileno-ATP no NTS caudal, ocorrendo a liberacdo do glutamato e, em Ultima instancia,
a estimulagdo de neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos do nlcleo ambiguo pelos
neurdnios do NTS caudal. Kitchen e cols. (2005) mostraram que acontribuicdo relativa
da diminuicdo da atividade simpatica cardiaca e do aumento da atividade parassimpatica

na bradicardia promovida pela ativacdo dos receptores By de neurdnios do NTS com o
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a,b-metileno-ATP dependeu da extensdo da ativagdo desses receptores, i.e., em baixas
concentragOes do agonista a bradicardia foi mediada predominantemente pela reducéo da
atividade simpatica cardiaca, enquanto que em concentragoes mais elevadas a bradicarda
promovida pela ativacdo dos receptores P,y foi mediada por ambos os efeitos: reducéo da

atividade simpatica cardiaca e parassimpato-excitagéo.

AlteracOes respiratorias promovidas pelo a,b-metileno-ATP

A reducdo na ANF pode ter sido mediada pela liberagcdo do glutamato a partir da
ativagdo dos receptores By pré-singpticos pelo a,b-metileno-ATP, pois no estudo de
Braga e cols. (2006) foi mostrado que a microinjecdo do glutamato no NTS caudal
também promoveu uma diminuicdo na ANF (apnéid). A liberacdo do glutamato apos
ativacao dos receptores P,y pré-sindpticos pelo a,b-metileno-ATP poderia ter estimulado
neurbnios do NTS (grupo respiratério dorsal) que enviariam projecdes excitatérias para
0S neurdnios expiratdrios do Kolliker-Fuse (K-F) e do nucleo parabraquial (PBN),
determinando a inibicdo de neurdnios inspiratorios e a excitagdo de neurbnios

expiratérios, prolongando assim o intervalo entre os disparos do nervo frénico (Koshiya e

Guyenet, 1994; Chamberlin e Saper, 1994; 1998).

Diferente da apnéia promovida pela microinjecdo do a,b-metileno-ATP no NTS
caudal, no estudo de Antunes e cols. (2005b) a microinjecdo do ATP (25 mM) na mesma
regido e também na preparacdo CTCl promoveu um aumento na ANF. No intuito de
avaiar essa disparidade qualitativa nas respostas promovidas pelo ATP e pdo a,b

metileno-ATP realizamos um protocolo experimental comparativo no qua foram
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aplicadas microinjeces dos agonistas purinérgicos, a,b-metileno-ATP num lado e ATP
no outro lado, no NTS caudal de um mesmo animal.

A microinjecdo unilateral do ATP no NTS cauda, huma concentragdo (25 mM)
capaz de promover aproximadamente 50% da resposta méxima, considerando-se seu
efeito sobre a ANF, estabelecida a partir da curva concentragdo-efeito do ATP no estudo
de Antunes e cols. (2005b), promoveu bradicardia, aumento na ANF e aumento na ANSL.
Asrespostas a0 a,b-metileno-ATP foram bradicardia, reducdo na ANF e aumento na
ANSY; respostas essas que ja tinham sido obtidas quando da realizagcdo do protocolo da
curva concentracdo-efeito do a,b-metileno-ATP.

No trabalho de Antunes e cols. (2005b) o ATP (25 mM) também tinha promovido
bradicardia e aumento na ANF, porém nenhuma alteracdo na ANSt tinha sido observada.
Num trabalho anterior dos mesmos autores (Antunes e cols., 2005a) foi mostrado que a
microinjecdo do ATP no NTS caudal de ratos ndo-anestesiados promoveu bradicardia,
taguipnéia e resposta pressora. Num estudo de de Paula e cols. (2004) foi mostrado que a
resposta pressora ao ATP no NTS intermedi&rio foi decorrente da estimulagdo simpética
(smpato-excitagao), pois a administracdo intravenosa de prazosin (antagonista al-
adrenérgico) praticamente aboliu essa resposta. As respostas pressora, taquipnéica e
bradicardica que tinham sido observadas em ratos ndo-anestesiados (Antunes e cols.,,
2005a) foram também obtidas na preparacdo CTCI quando da microinjecéo do ATP no
NTS caudal no nosso protocolo comparativo como simpato-excitagdo, aumento da ANF e
bradicardia No trabalho de Antunes e cols. (2005b) redlizado na preparacdo CTCI,
embora ndo tenha sido evidente, aparentemente ocorreu um aumento da atividade

smpatica quando da microinjecéo do ATP no NTS cauda, principalmente em fun¢do do
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acoplamento observado entre os disparos do nervo frénico e a atividade smpatica no
momento da resposta taquipnéica ao ATP. Assim, é possivel que os achados de Antunes e
cols. (2005b) tenham sido afetados por algum tipo de problema técnico na aquisicdo dos
potenciais gerados pelo nervo simpético toracico.

No protocolo comparativo observamos 1) que a microinjecdo do a,l3-metileno-
ATP no NTS cauda promoveu uma reducdo na ANF, enquanto que o ATP promoveu um
aumento na ANF, aumento esse que foi observado tanto no presente trabalho quanto
naguele de Antunes e cols. (2005b); 2) que esses agonistas purinérgicos P> promoveram
respostas opostas apenas quanto a ANF; e 3) que houve diferenga quantitativa na resposta

bradicérdica, mas ndo na simpato-excitatoria.

A primera hipétese que nos pareceu plausivel para explicar as razfes dessa
disparidade entre as respostas promovidas pelo ATP e pelo a,3-metileno-ATP foi que o
ATP estaria sendo catabolizado em adenosina pela agdo da 5 -ectonucleotidase (Raevic e
Burnstock, 1998; Zimmermann, 2000) e a adenosina formada a partir desse processo
poderia estar exercendo seus efeitos biologicos. A adenosina ao interagir com 0s
receptores purinérgicos A; e Ay desempenha um paped neuromodulatério nos
mecanismos de controle cardiovascular no NTS (Barraco e cols., 1991). Scislo e O’ Leary
(2000) mostraram, por meio da estimulacdo seletiva dos receptores A, e 0 blogueio
seletivo dos receptores ionotrépicos do glutamato, que, diferente do que havia sido
proposto em trabalhos anteriores, as respostas a ativagdo dos receptores A, no NTS
caudal é mediada, pdo menos em parte, por mecanismos nac glutamatérgicos. Scislo e
O’ Leary (2005) também mostraram que a estimulacdo seletiva de receptores A; promove

respostas de ativagdo simpatica regional diferentes. Kato e Shigetomi (2001) mostraram
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gue ap0s a catabolizacdo do ATP, a adenosina resultante, ao atuar pré-sinapti camente nos
seus receptores A;, inibiu a liberacdo do glutamato, enquanto que a liberacdo do
glutamato, por outro lado, pbde ser estimulada pelo efeito do ATP atuando pré-
snapticamente nos seus receptores P,y Trabahos na literatura mostram que a
microinjecdo de adenosina no NTS promoveu ateracbOes na pressdo arterial e na
frequiéncia cardiaca (Barraco e cols., 1988; Tseng e cols., 1988; de Paula e Machado,

2001).

Diante das evidéncias que a adenosina pode ser gerada a partir do ATP liberado
na fenda sinaptica (Ralevic e Burnstock, 1998; Zimmermann, 2000) e que exerce um
papel neuromodulatorio sobre a liberagdo de neurotransmissores ou neuromoduladores
(Scido e O'Leary, 2000; 2005; Kato e Shigetomi, 2001), realizamos um protocolo
relativo a0 efeito da adenosna no NTS caudal, considerando principamente a
possibilidade da adenosina ser responsavel pela resposta taquipnéica a0 ATP no NTS
caudal. Nossos resultados mostraram, porém, que amicroinjegdo de adenosina no NTS
ndo promoveu nenhuma resposta, nem mesmo nos parémetros cardiovasculares, pelo
menos na maxima concentracdo passivel de diluicdo obtida nos nossos experimentos (35
mM). Como ndo sabiamos se a microinjecdo da adenosina no NTS caudal na preparacéo
CTCI promoveria algum efeito, e nos experimentos-pilotos nenhum efeito estava sendo
obtido, diferente dagueles experimentos realizados com o a,[>metileno-ATP, aplicamos
microinjecdes prévias do glutamato apenas nesse protocolo, com a finalidade de indicar o
sitio efetivo de microinjecdo, pois as respostas ao glutamato no NTS caudal na

preparacdo CTCI (Braga e cols., 2006) ja eram conhecidas.
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Frente a esses nossos achados da auséncia de efeitos quando da microinjecéo de
adenosina no NTS cauda, desconsideramos na nossa hipétese a possibilidade da
formacdo da adenosina a partir do ATP, e, assm, a nossa segunda hipdtese para explicar
as razdes da disparidade entre as respostas promovidas pelo ATP e pelo a,3-metileno-
ATP foi baseada 1) na seletividade diferencial de ativagao dos receptores P> (Pox € Poy); e
2) na localizagéo e expressdo diferenciais dos receptores purinergicos Pox e P>y em sub-
populagdes de neurdnios fenotipicamente diferentes do NTS caudal, sub-populacdes
essas que estariam envolvidas com as vias neurais de processamento de cada um dos

componentes avaliados (simpatico, parassimpético e respiratorio).

Estudos de Paula e cols. (2004) mostraram que a microinjecdo do ATP no NTS
intermediario de ratos nao-anestesiados promoveu uma resposta pressora mediada por
simpato-excitacdo. Esses autores mostraram, ainda, que a resposta pressora ao ATP néo
foi atenuada pelo bloqueio dos receptores ionotrdpicos do glutamato e nem pelo bloqueio
dos receptores A; da adenosina. O fato da resposta pressora ao ATP néo ter sido aterada
apos 0 bloqueio desses receptores consolidou a nossa hipotese de que a resposta simpato-
excitatoria ao ATP teria ssido mediada pela interacdo do ATP com seus receptores Pox
pGs-sinapticos, agindo como um neurotransmissor independente de ac8o rapida (Edwards
e cols., 1992; Edwards e Gibb, 1993). A smpato-excitacdo ao ATP ndo ocorreria pela
interacdo desse agonista com seus receptores Py pré-sindpticos, 0s quais estimulam a
liberacdo do glutamato (Gu e Macdermott, 1997; Khakh e Henderson, 1998), e nem pela
formagdo da adenosing, a partir da acdo catabdlica da 5’ -ectonuclectidase sobre o ATP
liberado na fenda sindptica (Ralevic e Burnstock, 1998; Zimmermann, 2000), e a

consequiente acdo neuromoduladora da adenosina sobre a liberac&o de neurotransmissores
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ou neuromoduladores pela sua interacdo com 0s receptores purinérgicos A; e Aga
(Barraco e cols.,, 1995; 1996; Scido e cols, 2001). O ATP € o neurotransmissor
enddgeno dos receptores purinérgicos P, €, portanto, é capaz de ativar tanto os receptores
P2y (ionotropicos) quanto os By (metabotrépicos) (Ralevic e Burnstock, 1998). O af3-
metileno- ATP é um agonista seletivo para os receptores purinérgicos Py, estavd, i.e, ndo
€ catabolizado em adenosina na fenda sinaptica pela 5’ -ectonucleotidase, e que, portanto,
exerce seus efeitos bioldgicos por meio da ativacdo exclusiva dos receptores P,y pré- e
pés-sinapticos (Ralevic e Burnstock, 1998). Assm como o ATP, a ativacdo dos
receptores P, pré-sindpticos pelo a,3-metileno-ATP pode estimular a liberagdo do

glutamato (Nakatsuka e Gu, 2001; Shigetomi e Kato, 2004).

Uma vez que o ATP ndo parece ter atuado, conforme sugestdo do estudo de de
Paula e cols. (2004), por meio de mecanismos glutamatérgicos ionotropicos e nem a
partir da formagd da adenosina para promover seu efeito pressor mediado pela
estimulacdo simpdtica, e também que no presente trabalho promoveu simpato-excitacéo
de mesma magnitude quando comparada aquela promovida pelo seu andogo néo-
catabolizavel, o a,3-metileno-ATP, sugerimos que esses agonistas B, o ATPeo af3-
metileno-ATP, parecem ter promovido os efeitos sSimpato-excitatorios ao ativarem os
receptores P, pds-singpticos de neurdnios do NTS cauda. Essa hipGtese relativa a
simpato-excitacdo promovida por ambos os agonistas purinérgicos P, seria plausivel
somente se considerarmos a possibilidade de ndo haver a expressdo de receptores pré-
sinépticos P,y e Py nos axonios dos neurdnios do NTS caudal envolvidos com a resposta
simpato-excitatéria a ativacdo purinérgica. A simpato-excitacdo parece ter ocorrido em

funcdo dos neurbnios geradores da atividade smpatica da regido pressora bulbar,
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conhecida como RVLM, terem sido excitados pelos neurdnios do NTS que foram
estimulados pelos agonistas purinérgicos P,. A projecdo excitatoria do NTS para o
RVLM foi demonstrada por meio de estudos eletrofisiol égicos realizados por Koshiya e

Guyenet (1996).

Conforme ja mencionado, para explicarmos as razfes das diferentes respostas
promovidas pelo ATP e pelo a,3-metileno-ATP sobre os componentes avaliados
precisam ser consideradas a localizagdo e a expressdo diferenciais dos sub-tipos de
receptores purinérgicos em sub-populagdes de neurdnios fenotipicamente diferentes do
NTS caudal. Além disso, cada sub-populacdo estd envolvida no processamento de uma
resposta especifica. Uma vez mencionados esses aspectos, e acrescentando ainda as
evidéncias que o glutamato promove bradicardia quando microinjetado no NTS cauda na
preparacdo CTCI (Braga e cols, 2006); e que a ativagdo dos receptores By inibe a
liberacdo do glutamato (Mendoza-Fernandez e cols.,, 2000), a bradicardia ao ATP
apresentou-se de menor magnitude em relacdo aquela ao a,[3-metileno-ATP supostamente
pelas seguintes razbes. 1) o ATP atuaria @) sobre receptores Py présinapticos,
estimulando a liberagcdo do glutamato (Nakatsuka e Gu, 2001; Shigetomi e Kato, 2004), o
qual promoveria a bradicardia quando da microinjegdo do ATP, e b) sobre os receptores
P,y (Ralevic e Burnstock, 1998) pré-sindpticos, os quais podem inibir a liberagdo do
glutamato (Mendoza-Fernandez e cols., 2000), modulando o efeito bradicardico ao ATP,
enquanto que 2) o a3-metileno-ATP ativaria apenas 0s receptores P, (Ralevic e
Burnstock, 1998) pré-sindpticos, estimulando a liberagdo do glutamato (Nakatsuka e Gu,
2001; Shigetomi e Kato, 2004), sem a ocorréncia de modulagéo mediada pelos By pre-

sindpticos. Essa nossa hipétese foi baseada no estudo de de Paula e cols. (2004) no qual a
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resposta bradicardica a0 ATP foi atenuada apds a microinjecdo prévia do é&cido
quinurénico, o que indica que o efeito bradicardico ao ATP é mediado pela liberacdo do
glutamato. O a,3-metileno-ATP atuando sobre os receptores P,y pré-sinapticos poderia
estimular a liberagdo do glutamato, liberacdo essa que ndo seria modulada pelos
receptores By présinapticos, pois esses ndo sdo ativados pelo a,3-metileno-ATP; em
funcado, pois, da auséncia de nmodulacéo, a bradicardia aoa,3-metileno-ATP foi de maior
magnitude que aquela ao ATP. A favor do envolvimento dos receptores P pré-
singpticos na resposta bradicardica, tanto a0 ATP quanto ao a,f3-metileno-ATP, estdo o
trabalho de de Paula e cols. (2004) ro qual o PPADS atenuou a bradicardia ao ATP e 0

presente estudo no qual o PPADS atenuou a bradicardia aoa,3-metileno-ATP.

Uma vez que 0s aspectos gerais da nossa hipotese acerca das respostas
autondmica e respiratdria aos agonistas purinérgicos ja foram destacados, resta-nos
considerar a disparidade quaitativa das dteragbes da ANF observada frente a
microinjecdo do ATP e do a,b-metileno-ATP. Para tanto, vamos mas uma vez
mencionar o papel do glutamato, porém, desta vez, atuando no controle da respiracéo. Foi
observado num estudo do nosso laboratério (Bracciali, comunicagdo pessoa) realizado
em ratos ndcanestesiados que o bloqueio dos receptores ionotropicos do glutamato no
NTS caudal com acido quinurénico promoveu um aumento da freqiiéncia respiratéria
basal. Isso nos leva a crer que o glutamato exerce um papel ténico inibitdrio da
freqliéncia respiratéria basal. Além dessa evidéncia relativa ao papel do glutamato em
inibir tonicamente a freqiiéncia respiratéria, também j& foi mostrado que a microinjecéo
do glutamato no NTS caudal na preparacdo CTCI (Braga e cols., 2006) e a microinjecéo

dos agonistas de receptores ionotrépicos do glutamato (AMPA e NMDA) no NTS caudal



7

de ratos nao-anestesiados (Almado e Machado, 2005) promoveram reducéo da atividade
respiratoria (apnéia). A nossa hipotese acerca dos efeitos do ATP e do a,3-metileno-ATP
sobre a ANF (frequiénciarespiratoria) baseia-se nos seguintes fatos: 1) o glutamato parece
inibir tonicamente a frequéncia respiratéria (Braccialli, comunicacdo pessoa); 2) a
ativacdo dos receptores Py pré-singpticos pelo ATP promove uma inibigéo da liberagéo
do glutamato (Mendoza-Fernandez e cols., 2000); 3) a ativagdo seletiva dos receptores
P,y pré-sinapticos pelo a,3-metileno-ATP estimula a liberagdo do glutamato (Shigetomi e
Kato, 2004); e na suposicdo que 4) sub-populagbes distintas de neurdnios
fenotipicamente diferentes entre s @) quanto a expressao de receptores P, eb) quanto as
suas projecdes para diferentes areas envolvidas no controle central da respiragdo estariam
envolvidas nas respostas ventilatorias a ativacdo purinérgica P.. Nesse contexto, o ATP
atuaria sobre os receptores P,y, 0s quais inibem a liberagdo do glutamato (Mendoza-
Fernandez e cols., 2000), teriam maior expressdo que 0s P,y présindpticos e estariam

exclusivamente localizados em neurénios do NTS que seriam estimulados pelo glutamato
e que enviariam projecdes excitatorias para neurénios inspiratorios, fazendo com que a
ANF aumentasse. O ATP a0 ativar os receptores By, os quais inibem a liberagdo do
glutamato, promoveu um aumento da ANF, aumento esse que também ocorreu quando
foram antagonizados os receptores ionotrépicos do glutamato (Braccialli, comunicacéo
pessoal). O envolvimento exclusivo dos receptores Py na respiragéo foi estudado apenas
no trabalho de Gourine e cols. (2005). Esses autores mostraram que a aplicacéo de UTP
(agonista seletivo de receptores Ppy) na superficie ventra do bulbo promoveu um
aumento na atividade respiratoria (taquipnéia). O a,b-metileno-ATP é um agonista

seletivo para receptores Pox (Ralevic e Burnstock, 1998; Burnstock, 2006) que ao atuar
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nos receptores P, pré-sindpticos libera glutamato (Jin e cols., 2004; Shigetomi e Kato,
2004). Estudos de Almado e Machado (2005) e de Braga e cols. (2006) mostraram que 0
glutamato promoveu um efeito apnéico quando microinjetado no NTS caudal. Assim, 0
a,[>metileno-ATP atuaria sobre os receptores Pox pré-singpticos, os quais estimulariam a
liberagdo do glutamato (Shigetomi e Kato, 2004), teriam menor expressdo que os Py e
estariam localizados em neurdnios do NTS caudal que seriam estimulados pelo glutamato
e enviariam projecOes excitatorias para neurénios expiratérios, prolongando o intervalo
entre os disparos do nervo frénica Uma outra possibilidade seria que a liberagdo do
glutamato pelo a,b-metileno-ATP poderia estimular os neurbnios do NTS (grupo
respiratério dorsal), neurdnios inspiratorios do tipo I3, os quais por sua vez inibem a
atividade do neurénios inspiratérios do tipo la, promovendo a apnéa. No NTS os
neurdnios I3 séo estimulados e inibem os neurdnios la quando da ativagéo do reflexo de
insuflacdo pulmonar de Hering-Breuer (Bonham e McCrimmon, 1990; Bonham e cols.,

1993).

O blogueio dos receptores purinérgicos ionotropicos P2x e a neurotransmissdo do
quimiorreflexo no NTS caudal

Uma vez determinada a concentracdo do PPADS (20 mM), efetiva em
antagonizar os efeitos promovidos pela microinjecao do agonista (a,b-metileno-ATP; 50
mM), testamos a nossa hipGtese de que os receptores By estariam envolvidos com a
neurotransmisséo dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do quimiorreflexo

no NTS caudal por meio de ativagdes do quimiorreflexo com KCN (0,03%) antes e 2, 10,

30 e 45 minutos apos o blogqueio dos receptores purinérgicos Pyy.
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O antagonismo dos receptores purinérgicos P, realizado por meo da
microinjecdo bilateral do PPADS no NTS caudal ndo afetou as respostas autonémicas e
respiratorias promovidas pela ativacdo do quimiorreflexo, indicando que o ATP ndo

participaria isoladamente do processamento das respostas quimiorreflexas.

Diferente dos nossos achados, estudos de Paton e cols. (2002) mostraram gue a
microinjegdo bilatera do PPADS no NTS caudd na preparacdo CTCl atenuou a
bradicardia do quimiorreflexo. De acordo com os resultados de Braga e Machado (2006),
a microinjecdo bilateral do &cido quinurénico no NTS cauda na preparacdo CTCI foi
capaz de atenuar a bradicardia do quimiorreflexo, indicando que o glutamato esta
envolvido nessa resposta; 0 envolvimento do glutamato na bradicardia do quimiorreflexo
também foi observado nos estudos de Haibara e cols. (1995; 1999). Paton e cols. (2002)
observaram que a resposta taquipnéica do quimiorreflexo ndo foi atenuada apls a
microinjecdo bilateral do PPADS no NTS cauda, o que esta de acordo com 0S NOssos
resultados. Também estdo de acordo com os achados do presente trabalho estudos em
andamento no nosso laboratdrio (Braccialli, comunicagdo pessoal) o qual a microinjecdo
bilateral do PPADS no NTS caudal de ratos ndo-anestesiados ndo alterou a resposta
taquipnéica do quimiorreflexo, e os estudos de Braga e cols. no qua as respostas

simpato-excitatéria e bradicardica do quimiorreflexo também néo foram atenuadas apds

microinjegdes do PPADS no NTS intermediario (bilateral) e caudal (media) de ratos

nao-anestesiados.
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O duplo bloqueio (bloqueio dos receptores P, e dos receptores ionotropicos do
glutamato) e a neur otransmissao dos componentes simpato-excitatorio e ventilatorio
do quimiorreflexo

A neurotransmissdo mediada simultaneamente pelo glutamato e pdo ATP esta
sendo consideravelmente estudada em diversas estruturas do sistema nervoso central,
inclusive nos neurénios do NTS caudal, de modo que existem vérios trabahos relativos
as interagdes sindpticas entre mecanismos purinérgicos e glutamatérgicos (Kato e
Shigetomi, 2001, Jin e cols., 2004; Shigetomi e Kato, 2004). Foi mostrado que a ativacéo
dos receptores P, présingpticos dos terminais de axdnios de neurdnios excitatérios
estimulou a liberacdo sinptica do glutamato em culturas de neurbnios da medula
espinha (Gu e Macdermott, 1997). Estudos de Nakatsuka e Gu (2001) mostraram que 0
a,b-metileno-ATP estimulou a liberagdo sindpticado glutamato em fatias dalaminaV do
corno dorsal da medula espinha de ratos. Além da interagdo entre o ATP e o glutamato,
ja foi documentada também a ocorréncia de uma interagdo modulaoria sobre o sistema
cardiovascular envolvendo ATP, glutamato e noradrenalina no locus coeruleus de ratos

anestesiados (Yao e Lawrence, 2005).

A interacdo entre 0 ATP e o glutamato nos neurbnios do NTS caudd foi
primeiramente estudada por Kato e Shigetomi (2001). Nesse estudo foi documentado, em
neurdnios de segunda ordem do NTS caudal, que o ATP atuando pré-sinapticamente nos
receptores P, estimulou a liberacdo do glutamato, e que o ATP apds ser catabolizado em
adenosing, e essa ter atuado nos seus receptores A; pré-sinapticos, inibiu a liberagdo do
glutamato. Estudos de Jn e cols (2004) mostraram que a ativagdo dos receptores

purinérgicos P,x pelo a,b-metileno-ATP no NTS caudal promoveu liberacdo do
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glutamato, e Shigetomi e Kato (2004) mostraram que 0 a,b-metileno-ATP estimulou a
liberagdo db glutamato em neurdnios do NTS caudal por um mecanismo dependente de
canais de Ca'. Portanto, h4 evidéncias na literatura a favor da interagdo entre o
glutamato e 0 ATP no NTS, especiamente na sub-regido caudal do NTS, onde foram
feitas as nossas microinjegdes. Diante desse cenario na literatura relativo a interagdo entre
0 ATP e o glutamato no NTS caudal, e levando-se em consideragcéo 1) os achados do
presente trabalho no qual o a,b-metileno-ATP, assim como o ATP, promoveu simpato-
excitacdo, e que apenas 0 blogueio dos receptores purinérgicos P,x ndo aterou as
respostas quimiorreflexas; e 2) os achados de outros trabalhos realizados no nosso
laboratério nos quais foi mostrado que a microinjecdo do glutamato no NTS cauda na
preparacdo CTCl também promoveu simpato-excitagdo (Braga e cols., 2006), e que
apenas 0 bloqueio dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos ndo aterou a resposta
simpato-excitatéria do quimiorreflexo (Machado e Bonagamba, 2005; Braga e Machado,
2006) e também ndo afetou a resposta taquipnéica desse reflexo (Braga e Machado, 2006),
testamos a nossa hipétese que poderia ocorrer uma interacdo purinérgica e glutamatérgica
nas vias neurais do quimiorreflexo no NTS caudal. Uma vez que foram estabelecidas a)
no presente estudo a concentracéo do antagonista de receptores purinérgicos P (PPADS,
20 mM), efetiva em antagonizar em mais de 50% a magnitude das respostas a DEsg do
agonista (a,b-metileno-ATP), e b) no estudo de Braga e cols. (2006) a concentracéo
efetiva do antagonista ndoseletivo de receptores ionotropicos glutamatérgicos (acido
quinurénico, KYN, 250 mM), realizamos um protocolo experimental no qual as respostas
autondmicas e respiratorias decorrentes da ativacdo do quimiorreflexo foram avaliadas

antes e ap0s microinjecdes bilaterais e seqlienciais do acido quinurénico (antagonista
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ionotropico glutamatérgico) e do PPADS (antagonista ionotropico purinérgico, Py) no
NTS caudal. Por meio da realizacdo desse praocolo de duplo bloqueio, constatamos, pela
primeira vez, que a resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo foi significativamente

atenuada.

A resposta simpato-excitatéria promovida pela ativacdo do quimiorreflexo ndo
tinha sido bloqueada, de acordo com o estudo de Braga e Machado (2006) na preparacéo
CTCI no NTS caudd, 1) apés a microinjecéo bilateral do &cido quinurénico (KYN); 2)
apos a microinjecdo bilateral do MCPG (antagonista de receptores metabotropicos do
glutamato); 3) apos microinjecdes bilaterais e sequenciais do KYN e do MCPG, ou sga,
apos o bloqueio simultaneo dos receptores iono- e metabotrépicos do glutamato no NTS
caudal; e nem no presente estudo 4) apds a microinjecdo bilateral do PPADS no NTS
caudal. Os dados apresentados no presente estudo mostram que a Simpato-excitacéo
quimiorreflexa é blogueada apenas sob a condi¢do do bloqueio simulténeo dos receptores

ionotropicos do ATP e do glutamato.

A atenuacdo do componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo no NTS
caudal na preparacdo CTCI, ap6s o duplo bloqueio, verificada no nosso protocolo
experimental, também foi observada num estudo realizado em ratos ndc-anestesiados no
nosso laboratério (Braga e cols.). Esses autores ativaram o quimiorreflexo com KCN
antes e 3, 10, 30 e 60 minutos apds microinjecdes seqlienciais do acido quinurénico
(KYN) e do PPADS nas sub-regides intermediaria e cauda do NTS Como o KYN
promove um aumento da PA basal (Haibara e cols., 1999; Machado e Bonagamba, 2005),
aos 3, 10 e 30 minutos apds as microinjecbes dagueles antagonistas no NTS o

quimiorreflexo foi ativado durante ainfusdo i.v. de nitroprussiato de sodio (NPS) para a
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normalizacdo da PA. Nessas condices experimentais foi observada uma atenuacéo da
resposta pressora do quimiorreflexo apds o duplo bloqueio. Portanto, de acordo com os
dados obtidos no presente estudo realizado na preparacdo CTCI, assm como naguele
estudo de Braga e cols. redlizado em ratos ndo-anestesiados, o ATP e o glutamato
parecem atuar conjuntamente na neurotransmissdo do componente simpato-excitatorio do

quimiorreflexo no NTScaudal.

Considerando-se a limitacdo da nossa técnica, i.e., microinjeces de antagonistas
no NTS, podemos sugerir o envolvimento de sub-populactes distintas de neurnios, 0s
quais @) se utilizariam de neurdransmissores diferentes, como o glutamato e o ATP; b)
expressariam predominantemente em suas membranas receptores purinérgicos ou
glutamatérgicos; e c) enviariam projecdes para dferentes centros integradores do sistema
nervoso central relacionados com a geracd ou a modulacdo da atividade eferente
simpética, como, por exemplo, oRVLM, o nucleo paraventricular do hipotadlamo (PVN)
e 0 nucleo parabraguia (PBN). Uma vez que no procedimento cirdrgico para a obtencéo
da preparagdo CTCI é feita uma descerebracdo e uma transecgdo suprajacente ao coliculo
superior, nd0 podemos considerar 0 papel do PVN na modulacdo da atividade eferente
simpatica nessa abordagem experimental. As consideragdes citadas acima sdo vélidas
para explicar as razdes pelas quais a microinjecdo bilateral no NTS caudal de apenas um
dos antagonistas - no caso deste nosso estudo, 0 PPADS, ou no caso do estudo de Braga e
Machado (2006), o KYN - ndo atenuou a resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo
no NTS caudal. Nesse contexto, quando do bloqueio dos receptores de um dos
neurotransmissores, 0 outro neurotransmissor assumiria o papel na via neural, recrutando

uma sub-populagéo diferente de neurdnios, os quais enviariam projecoes excitatorias para
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uma outra regido do SNC envolvida com resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo.
Uma provével via neura adiciona, recrutada supostamente quando do blogueio da outra
via, caracterizaria 0 processamento neural do quimiorreflexo como um sistema de
redundancia. Nesse sentido, a Unica maneira de se abolir a simpato-excitagdo
quimiorreflexa seria por meio do blogueio concomitante dos receptores dos dois
neurotransmissores.

A atenuacdo da resposta bradicardica do quimiorreflexo apds o duplo bloqueio
observada no presente estudo era esperada, pois g tinha sido mostrado @) nos estudos de
Braga e Machado (2006) que a microinjecdo bilateral do acido quinurénico (KYN) no
NTS cauda promoveu uma atenuagdo da resposta bradicardica do quimiorreflexo e b)
nos estudos de Habara e cols. (1995) que o0 componente parassmpético do
quimiorreflexo no NTS é mediado pelos receptores NMDA. Portanto, apenas o blogueio
dos receptores ionotropicos glutamatérgicos ja € suficiente para atenuar a bradicardia

quimiorreflexa. O achado do presente trabalho no qual o duplo blogueio ndo promoveu
uma atenuacdo de maior magnitude na bradicardia do quimiorreflexo quando comparada
aquela atenuacdo promovida apos a microinjecdo do KYN no NTS caudal [Braga e
Machado (2006)] esta de acordo com os achados anteriores.

Embora tenha ocorrido uma atenuacéo significativa das respostas simpato-
excitatoria e parassimpato-excitatéria do quimiorreflexo apds o bloqueio simultaneo dos
receptores ionotropicos purinérgicos e glutamatérgicos no NTS caudal, a resposta
taguipnéica desse reflexo ndo foi atenuada apds o duplo bloqueio no NTS caudal. Diante
desses achados, percebemos que, diferente do processamento autondmico do

quimiorreflexo, o processamento do componente respiratério desse reflexo ndo parece
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limitar-se a0 envolvimento dos neurotransmissores ATP e glutamato, pelo menos ao nivel
do NTS caudal. O componente ventilatério do quimiorreflexo ndo deveria realmente ser,
e parece ndo ser, processado a partir de uma Unica regido, o NTS caudal. Assim, o duplo
blogqueio dos receptores ionotropicos do ATP e do glutamato no NTS cauda néo foi

capaz de atenuar a principal resposta quimiorreflexa, a taquipnéia, a qual parece contar
com vias neurais aternativas. No estudo de Braga e Machado (2006) foi mostrado que a
microinjecdo bilateral do acido quinurénico (KYN), do MCPG ou da combinacdo de
ambos os antagonistas no NTS caudal na preparacéo CTCI também n&o alterou a resposta
taquipnéica do quimiorreflexo, indicando que o glutamato, pelo menos no NTS caudal,

ndo parece estar envolvido com a neurotransmissdo do componente ventilatério do
quimiorreflexo. No presente estudo, a microinjecdo do PPADS no NTS caudal também
nao afetou a taguipnéia quimiorreflexa, implicando que o ATP também ndo parece estar
envolvido nessa resposta. A microinjecao bilateral e seqiiencial de ambos os antagonistas

(KYN e PPADS) no NTS cauda no presente estudo e no estudo de Braga e cols.
realizado em ratos ndoanestesiados, ndo afetou o componente ventilatorio do
quimiorreflexo, indicando que esse componente ndo parece ser mediado pelos

neurotransmissores ATP e glutamato, pelo menos no NTS caudal.



6. SUMARIO
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- A microinjegdo do a,3-metileno-ATP promoveu bradicardia, simpato-excitagdo e
reducdo na atividade do nervo frénico, enquanto que a microinjegdo do ATP gerou

bradicardia, s mpato-excitagdo e aumento na atividade do nervo frénico.

- Os efeitos promovidos pela microinjegdo do ATP ndo parecem ser decorrentes de sua
degradacdo em adenosina, uma vez que a microinjecdo dessa purina ndo promoveu
nenhuma alteracdo nos parametros registrados. Especialmente quanto a ANF o efeito do
ATP parece ser dependente da ativagéo dos receptores By de neurdnios do NTS caudal
envolvidos, direta ou indiretamente, com a modulagdo da fase inspiratéria do ciclo

respiratorio.

- O antagonista de receptores purinérgicos, PPADS, foi efetivo no bloqueio das respostas
promovidas pela microinjecdo do a,l>metileno-ATP, porém ndo afetou as respostas do
quimiorreflexo, indicando que apenas o bloqueio dos receptores ionotrépicos
purinérgicos no NTS caudal ndo afeta a neurotransmissdo dos componentes autonémico e

ventilatorio do quimiorreflexo.

- As microinjegdes hilaterais do PPADS ou da combinagdo PPADS + KYN ndo
alteraram a resposta taquipnéica do quimiorreflexo, sugerindo que o componente
ventilatério do quimiorreflexo parece ndo ser dependente de mecanismos purinérgicos e

glutamatérgicos, pelo menos ao nivel do NTS caudal.
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- A resposta simpato-excitatéria do quimiorreflexo foi significativamente atenuada
apenas gpos o duplo bloqueio dos receptores purinérgicos e glutamatérgicos, implicando
na participagdo conjunta de mecanismos purinérgicos e glutamatérgicos na

neurotransmissao do componente simpético do quimiorreflexo no NTS caudal.



7. CONCLUSOES



0

A neurotransmissao do componente respiratorio do quimiorreflexo no NTS caudal
ndo parece ser mediada pelos sistemas purinérgico e glutamatérgico, enquanto a
neurotransmissdo do componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo no NTS caudal
parece ser dependente desses sistemas, 0s quais atuam por meio de mecanismos que

ainda precisam ser estudados e esclarecidos.
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8. RESUMO
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Diante das evidéncias encontradas na literatura que: a8 o0 componente simpato-
excitatorio do quimiorreflexo ndo é dterado apds o antagonismo dos receptores
ionotropicos e/ou metabotropicos do glutamato (Haibara e cols.,, 1999; Machado e
Bonagamba, 2005 Bragae Machado, 2006); b) a microinjecdo @ glutamato no NTS
caudal promove simpato-excitacdo (Braga e cols., 2006); ¢) ocorre uma interacao entre o
ATP e o glutamato nos neurdnios do NTS caudal (Kato e Shigetomi, 2001; Shigetomi e
Kato, 2004; Jin e cols., 2004); e g a microinjecdo do ATP no NTS caudd promove
respostas pressora e taguipnéica semelhantes aquelas do quimiorreflexo (Antunes e cols.,
2005a; 2005b), o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar se 0 ATP atuando
sobre 0s receptores P,x e interagindo com o glutamato estaria envolvido na
neurotransmissdo dos componentes simpato-excitatorio e respiratorio do quimiorreflexo
no NTS caudal.

Utilizamos em todo 0 nosso estudo a preparacdo coragdo-tronco cerebral isolados,
a qua @ consiste numa preparacdo descerebrada, ndo sendo necessario, pois, 0 uso de
anestésicos durante os experimentos; b) permite o registro direto da atividade smpética e
do nervo frénico; c) é retrogradamente perfundida a uma pressao de perfusdo média de 65
mmHg, funcionando, portanto, sem a influéncia ténica c barorreflexo; e d) apresenta a
superficie dorsal do tronco cerebra exposta, 0 que facilita as microinjegdes no NTS,
aumentando o indice de acerto.

Nossos resultados mostraram que a microinjecéo do a,3-metileno-ATP, agonista
de receptores purinérgicos P,x, promoveu bradicardia, simpato-excitacéo e reducdo na
ANF, enquanto que a microinjecdo do ATP gerou bradicardia, simpato-excitacdo e

aumento na ANF. Os efeitos promovidos pela microinjecdo do ATP ndo parecem ser
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decorrentes de sua degradacdo em adenosina, pois a microinjecdo dessa purina, na
concentracdo maxima testada (35 mM), ndo promoveu nenhuma ateracdo na FC, ANF
ou ANSt. Por essa razéo, parece que a disparidade entre os efeitos promovidos pelos
agonistas P,, a,3-metileno-ATP e ATP, pode ser atribuida a interacdo do ATP com seus
receptores P,y. O antagonista de receptores purinérgicos Py, PPADS (20 mM), foi efetivo
no bloqueio das respostas promovidas pela microinjecdo do a,3-metileno-ATP, porém
ndo afetou as respostas do quimiorreflexo. As microinjecdes bilaterais do PPADS ou da
combinacdo PPADS + KYN (duplo bloqueio) ndo afetaram a resposta taquipnéica do
quimiorreflexo, indicando que os receptores ionotropicos purinérgicos e glutamatérgicos,
pelo menos a0 nivel do NTS caudal, ndo parecem estar envolvidos com processamento
dessa resposta. A resposta simpato-excitatoria do quimiorreflexo foi significativamente
atenuada apds o duplo blogueio dos receptores purinérgicos e glutamatérgicos.

Diante desses achados concluimos que a neurotransmissdo do componente

respiratério do quimiorreflexo no NTS caudal ndo parece ser mediada pelos sistemas
glutamatérgico e purinérgico, enquanto a neurotransmissdo do componente simpato-
excitatério do quimiorreflexo no NTS caudal envolve esses dois sistemas, os quais atuam

por meio de mecanismos que ainda precisam ser estudados e esclarecidos.



9. ABSTRACT
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Considering the following evidences. @) chemoreflex sympathoexcitatory
component is not atered after the antagonism of ionotropic and/or metabotropic
glutamatergic receptors in the NTS (Haibara e cols., 1999; Machado e Bonagamba, 2005;
Braga e Machado, 2006); b) glutamate microinjection into caudal NTS evokes
sympathoexcitation (Braga e cols., 2006); c¢) interaction involving ATP and glutamate
takes place in the caudal NTS neurons (Kato e Shigetomi, 2001; Shigetomi e Kato, 2004,
Jn e cols, 2004); and d) ATP microinjection into caudal NTS produces pressor and
tachypnoeic responses similar to those evoked by chemoreflex activation, the main aim
of this study was to evaluate whether ATP acting on P,y receptors and interacting
together with glutamate would be playing a role in the mediation of the
sympathoexcitatory and respiratory components of the chemoref lex at caudal NTS level.

Our study was performed in the working heart brain stem preparation, which a) is
a decerebrated preparation, and, therefore, anaesthetics are not necessary during
experiments; b) permits direct recordings of the sympathetic and phrenic nerves; c) is
retrogradely perfused under perfusion pressure of 65 mmHg, working, thus, without the
tonic influence of the baroreflex; and d) presents exposed dorsal surface of the brain
stem, which facilitates the microinjections into the NTS, increasing the index of positive
histologies.

The results showed that a,[3-methylene-ATP microinjection evoked bradycardia,
sympathoexcitation and decrease in the frequency of phrenic nerve activity, whereas ATP
microinjection evoked bradycardia, sympathoexcitation and increase in the frequency of
phrenic nerve activity. Effects produced by ATP microinjection do not seem to be due to

ATP catabolism, since Adenosine microinjection, in a maximum used concentration (35



9%

mM), did not change any recorded parameters. Thus, it seems that the differences
between the responses produced by microinjection of P, receptors agonists, a3
methylene-ATP and ATP, can be attributed to ATP action on its By receptors. PPADS
(20 mM), a purinergic receptors antagonist, antagonized the responses evoked by a3
methylene-ATP microinjection, however it did not change chemoreflex responses.
Bilatera microinjections of PPADS or both PPADS and KYN (double blockade) did not
modify the chemoreflex tachypnoea, indicating that ionotropic, purinergic and
glutamatergic receptors, at least at caudal NTS level, does not seem to play arole in this
response. Chemoreflex sympathoexcitation was significantly attenuated following double
blockade on purinergic and glutamatergic receptors.

We conclude that the neurotransmission of the chemoreflex respiratory
component at caudal NTS level does not seem to be mediated by either purinergic or

glutamatergic system, whereas the neurotransmisson of the chemoreflex

sympathoexcitatory component at caudal NTS level involves these two systems, which

work by means of mechanisms that need to be studied and elucidated.
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Tabela 1. Alteracbes na atividade do nervo frénico (? ANF, em Hz) promovidas por
microinjecdes unilaterais doa,b—metileno-ATP em concentractes crescentes (10, 25, 50,
100, 200 mM) no NTS caudal. A freqiéncia média basal de disparos do nervo frénico era
0,33+0,02 Hz. As dteracOes na freguéncia de despolarizacdo do nervo frénico foram

avaliadas durante os 10 primeiros segundos apos as microinjegdes (pico da resposta).

a,b- a,b a,b- a,b a,b-
Animal Sdina metileno- | metileno- | metileno- | metileno- | metileno-
ATP ATP ATP ATP ATP
A0mMm) | (25mM) | (B0 mM) | (100 mM)| (200 mM)
1 0,02 0 0 0,2 0,4 04
2 0,05 0 07 0,2 03 03
3 0,02 0 01 0,4 06 0,4
4 0,01 01 0,1 0,2 01 05
> 0,02 0,2 01 0,2 06 0,4
6 0,03 01 01 03 i i
! i i 01 03 i i
8 i i 03 04 : :
9 i i 01 05 i i
10 : : 0 0,4 i :
11 ] ] ] 03 ] ]
Médiatepm | -0,03:001 -0,07+0,03 | -0,140,07 | -0,31+0,03 | -0,4£0,09 | -04+0,03
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Tabela 2: Alteragdes na fregiéncia cardiaca (® FC, em bpm) promovidas por
microinjecOes unilaterais doa,b—metileno-ATP em concentragdes crescentes (10, 25, 50,

100, 200 mM) no NTS caudal.

a,b- a,b- a,b- a,b- a,b-
Animal Sdina | metileno- | metileno- | metileno- | metileno- | metileno-
ATP ATP ATP ATP ATP
A0mMm) | 25 mM) | (50 mM) | (100 mM) | (200 mM)
1 0 ] —26 —62 —89 78
2 - ~13 2 =70 63 ~49
3 -1 1 —105 18 —31 -39
4 1 -1 22 -136 -51 91
5 3 -1 —2 17 51 51
6 2 -6 -2 -13 - -
7 -2 -8 -3 -119 — —
8 3 - 8 0 - -
9 — — =12 19 - —
10 - - -23 -10 - -
11 - - —7 —76 - -
12 — — — 59 — —
M édiatepm 1+1 —4+2 —18+9 4714 5719 —62+10
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Tabela 3: Alteragdes percentuais (D%) na atividade do nervo simpético torécico (ANSt)

promovidas por microinjecOes unilaterais do a,b—metileno-ATP em concentracOes

crescentes (10, 25, 50, 100, 200 mM) no NTS caudal.

a,b- a,b- a,b- a,b- a,b-
Animal Salina | metileno- | metileno- | metileno- | metileno- | metileno
ATP ATP ATP ATP ATP
(10mM™M) | 25mM) | (50mM) | (200 mM) | (200 mM)
1 4 3 10 14 55 51
2 7 =3 18 13 24 16
3 3 1 -8 43 21 34
4 1 2 7 14 24 24
5 0 5 36 13 26 32
6 -2 0 24 48 - -
7 - - — 28 - -
Médiatepm 2+1 31 13+7 23+6 3046 32+6
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Tabela 4. AlteracGes na atividade do nervo frénico (? ANF, em Hz) promovidas por
microinjecGes unilaterais do a,b-metilenoATP (50 mM) e do ATP (25 mM) no NTS

caudal. As alteragoes na frequiéncia de despolarizacdo do nervo frénico foram avaliadas

durante os 10 primeiros segundos apos as microinjegdes (pico da resposta).

a,b-
Animal metileno- ATP

ATP (25 mM)

(50 mM)
1 -0,30 0,30
2 -0,40 0,20
3 -0,30 0,10
4 -0,40 0,20
5 -0,40 0,10
6 -0,20 0,10

Meédiatepm | -0,33+0,03 | 0,17+0,03*

* diferente em relacdo a microinjecdo do a,b—metileno—ATP no NTS caudd (p = 0,05).
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Tabela 5: Alteragdes na freqiéncia cardiaca (? FC, em bpm) promovidas por

microinjeges unilaterais do a,b-metileno-ATP (50 mM) e do ATP (25 mM) no NTS

caudal.

a,b-
Animal metileno- ATP
ATP (25 mM)
(50 mM)
1 -70 -26
2 74 -39
3 94 65
4 -40 27
5 -58 23
6 77 -32
Médiatepm| _gg+7 -35+6 *

* diferente em relagdo a microinjecdo de a,b—metil-ATP no NTS cauda (p = 0,05).
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Tabela 6: AlteracOes percentuais (D%) na atividade do nervo simpético toracico (ANSt)

promovidas por microinjecoes unilaterais do a,b—metileno-ATP (50 mM) e do ATP (25

mM) no NTS caudal.

a,b-

Animal metileno- ATP

ATP (25 mM)
(50 mM)

1 25,5 28,6

2 21,9 32,1

3 315 333

4 32,6 324

5 16,8 27,9

6 31,9 21,2

Médiatepm| 57,3 2042
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Tabela 7: Alteragbes na atividade do nervo frénico (? ANF, em Hz) promovidas r
microinjecGes unilaterais do glutamato (250 mM), adenosina (35 mM) ou seu veiculo
(aCSF) no NTS caudal. As dteractes na frequéncia de despolarizagdo do nervo frénico

foram avaiadas durante os 10 primeiros segundos apOs as microinjecfes (pico da

resposta).

glutamato | Adenosina aCSFE
Animal (250 mM) (35 mM)
1
-0,20 0,00 0,00
2 -0,30 0,03 0,00
3 040 | -003 0,02
4
-0,20 -0,02 0,02
S -0,30 0,02 0,01
M édiatepm | -0,28£0,04 | -0,02£0,01 | -0,01+0,00
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Tabela 8: Alteragbes na freqiéncia cardiaca (? FC, em bpm) promovidas por

microinjecGes unilaterais do glutamato (250 mM), adenosina (35 mM) ou seu veiculo

(aCSF) no NTScaudal.

glutamato | Adenosina aCSF
Animal (250 mM) (35 mM)
! 96 2 3
2 84 3 4
3 62 4 2
4 82 3 4
> 97 3 2
Médiatepm| -84%6 -3:0 -1+1
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Tabela 9: AlteracOes percentuais (D%) na atividade do nervo simpatico toracico (ANSt)

promovidas por microinjecfes unilaterais do glutamato (250 mM), adenosina (35 mM) ou

seu veiculo (aCSF) no NTS caudal.

glutamato | Adenosina aCSF
Animal (250 mMm) (35 mM)
1 22 2 1
2 20 0 0
3 20 1 1
4 21 1 0
5 25 1 1
Meédiatepm| 221 10 10
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Tabela 10: AlteragBes na atividade do nervo frénico (DANF, em Hz) promovidas por

microinjecOes unilaterais doa,b—metileno-ATP (50 mM) no NTS caudal, antes (controle)

e 2, 10, 30 e 45 minutos apos microinjecdo unilateral de PPADS (10 mM) no NTS caudal.

As alteracOes na freqiéncia de despolarizacdo do nervo frénico foram avaliadas durante

os 10 primeiros segundos apds cada microinjecdo do a,b-metileno-ATP (pico da

resposta).
Microinjecdo de a,b—metileno—ATP (50 mM)
2 10 30 45 min apos
Animal
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mMm) (20 mMm) (10 mMm) (10 mM)
1 -0,3 -04 -04 -0,3 -0,3
2 -014 -0,4 '0,3 '0,3 -0!3
3 -03 03 04 0,4 03
4 -04 -04 -04 -04 -0,3
S -04 -04 -0,4 -0,2 -0,4
6 -0,2 -0,2 -0,2 -0,3 0,4
Médiatepm | -0,33+0,03 | -0,35+0,03 | -0,35+0,03 | -0,32+0,03 | -0,33+0,02
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Tabela 11: Alteracbes na freqiéncia cardiaca (D FC, em bpm) promovidas por

microinjecOes unilaterais doa,b—metileno-ATP (50 mM) no NTS caudal, antes (controle)

e 2, 10, 30 e 45 minutos apds microinjecdo unilateral de PPADS (10 mM) no NTS

caudal.
Microinjecdo de a,b—metileno—ATP (50 mM)
Animal 2 10 30 45 min apos
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(10 mMm) (10 mMm) (10 mMm) (10 mM)
1 —70 -2 -53 -107 -0
2 —74 —60 —47 —40 51
3 -94 —79 -39 -56 —60
4 —40 -50 —65 —49 -56
5 -58 -50 —48 —69 79
6 =77 =17 -89 —66 -89
M édiatepm —69+28 —46+19 —57+23 —65+10 —71+7
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Tabela 12: AlteragBes percentuais na atividade do nervo simpético torécico (ANSt, em

D%) promovidas por microinjecdes unilaterais do a,b-metileno—ATP (50 mM) no NTS

caudal, antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apds microinjecdounilateral de PPADS

(10 mM) no NTS caudal.

Microinjecéo de a,b—metileno—ATP (50 mM)

Anima 2 10 30 45 min apds
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(10 mMm) (10 mM) (10 mM) (10 mM)
1 25 21 37 A 36
2 22 30 25 31 23
3 31 24 24 29 25
4 33 23 22 33 24
5 17 10 11 14 29
6 32 14 16 19 32
M édiatepm 2743 20+3 22+4 27+3 28+2
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Tabela 13: Alteraces na atividade do nervo frénico (D ANF, em Hz) promovidas por

microinjecdes unilaterais doa,b—metileno-ATP (50 mM) no NTS caudal, antes (controle)

e 2, 10, 30 e 45 minutos apds microinjecaounilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal.

As dteracOes na frequéncia de despolarizacdo do nervo frénico foram avaliadas durante

os 10 primeros segundos apGs cada microinjecdo do a,b-metileno-ATP (pico da

resposta).
Microinjecéo de a,b—metileno—ATP (50 mM)
Animal 2 10 30 45 min apds
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mM) (20 mM) (20 mM) (20 mM)
1 -03 -02 -0,1 -0,1 -0,3
2 -04 02 0,2 02 0,3
3 -02 -01 -0,2 0 0,3
4 -02 01 01 0 -0,3
S -02 -01 01 0 0,4
6 -02 -02 0 -0,2 -0,2
7 -03 -01 -0,1 -0,4 -0,3
Meédiatepm | -0,26+0,03 | -0,11+0,04* | -0,06+0,05% | -0,13+0,06* | -0,30+0,02

*diferente em relacdo a resposta controle (pE 0,05).
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Tabela 14: Alteragdes na frequéncia cardiaca (D FC, em bpm) promovidas por

microinjecOes unilaterais doa,b—metileno-ATP (50 mM) no NTS caudal, antes (controle)

e 2, 10, 30 e 45 minutos ap6s microinjecdo unilateral de PPADS (20 mM) no NTS

caudal.
Microinjecdo de a,b—metileno—ATP (50 mM)
Animal 2 10 30 45 min apos
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mMm) (20 mMm) (20 mM) (20 mM)
1 —66 —43 -2 -38 —86
2 —63 -1 -10 —26 21
3 —62 22 -1 -30 -117
4 -100 3 -23 -23 51
5 -103 11 -29 —45 -89
6 55 -25 -12 —26 —65
7 -85 =27 -8 —26 -50
M édiatepm —76+29 —10+9* —15+4* —31+3* —68+12

*diferente em relagdo a resposta controle (p£ 0,05).
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Tabela 15: Alteragdes percentuais na atividade do nervo simpético torécico (ANSt, em

D%) promovidas por microinjecdes unilaterais do a,b-metileno—ATP (50 mM) no NTS

caudal, antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apds microinjecdounilateral de PPADS

(20 mM) no NTS caudal.

Microinjecdo de a,b—metileno—ATP (50 mM)

Animal 2 10 30 45 min apos
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mM) (20 mMm) (20 mMm) (20 mM)
1 32 14 4 4 23
2 10 19 7 3 13
3 38 11 4 9 28
4 23 7 5 10 20
5 26 1 1 20 31
6 37 7 5 15 38
7 41 11 17 28 40
M édiatepm 30+4 10+2* 6+2* 13+3* 28+4

*diferente em relacdo a resposta controle (p£ 0,05).
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Tabela 16: AlteracOes na atividade do nervo frénico (DANF, em Hz) promovidas por
injecOes de KCN (0,05%) no sistema de perfusdo, antes (controle) e 2, 10, 30 e 45
minutos apos microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal. As ateragdes na
frequéncia de despolarizacdo do nervo frénico foram avaliadas durante os 10 primeiros

segundos apds cacdh injecdo de KCN (pico da resposta).

Injecao de KCN (0,05%)

Animal 2 10 30 45 min apds
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mMm) (20 mM) (20 mM) (20 mM)

1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1
2 0,2 0,3 03 0,2 0,2
3 0,3 0,3 03 0.2 0,2
4 0,2 0,2 0.2 01 0,1
S 0,4 0,3 03 03 0,3
6 0,3 0,3 03 03 0,4
7 0,2 0,1 0,2 03 0,3
8 0,2 0,2 0.2 0.2 0,2

Meédiatepm | 0,25+0,03 0,24+0,03 0,25+0,02 0,23+0,03 0,23+0,04

*diferente em relacdo a resposta controle (p£ 0,05).
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Tabela 17: Alteraces na frequéncia cardiaca (D FC, em bpm) promovidas por injecdes

de KCN (0,05%) no sistema de perfusao, antes (controle) e 2, 10, 30 e 45 minutos apos

microinjecdo bilateral de PPADS (20 mM) no NTS caudal.

Injecio de KCN (0,05%)

Anima 2 10 30 45 min apds
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mM) (20 mM) (20 mMm) (20 mM)
1 -148 =75 —40 -102 -82
2 -109 -90 -119 -128 -109
3 -137 -189 =177 -218 -201
4 =177 -173 -133 -150 -151
5 -134 -99 -151 -119 -168
6 —69 -108 -100 -115 -133
7 -81 —55 —77 —60 -99
8 -103 -95 =117 -108 -100
M édiatepm —120£13 111+16 —114+15 -125+16 -130+14
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Tabela 18: Alteracfes percentuais na atividade do nervo ssmpético toracico (ANSt, em

D%) promovidas por injegdes de KCN (0,05%) no sistema de perfusdo, antes (controle) e

2, 10, 30 e 45 minutos apds microinjecdo bilatera de PPADS (20 mM) no NTS caudal.

Injecio de KCN (0,05%)

Anima 2 10 30 45 min apos
Controle PPADS PPADS PPADS PPADS
(20 mM) (20 mM) (20 mMm) (20 mM)
1 57 61 52 4 42
2 47 43 49 40 52
3 56 50 62 56 56
4 43 46 44 55 53
5 59 62 60 59 55
6 62 57 49 59 40
7 60 61 51 54 60
8 56 32 21 54 47
M édiatepm 55+2 52+4 4845 54+2 51+2
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Tabela 19: AlteracOes na atividade do nervo frénico (DANF, em Hz) promovidas por
injecOes de KCN (0,08%) no sistema de perfusdo, antes (controle) e 2, 10, 30, 45 e 60
minutos apds microinjecdes bilaterais de PPADS (20 mM) e de acido quinurénico (KY N,
250 mM) (duplo blogueio) no NTS caudal. As alteracGes na freqiiéncia de despolarizagéo
do nervo frénico foram avaliadas durantes os 10 primeiros segundos ap0s cada injecao de

KCN (pico da resposta).

Injecio de KCN (0,05%)
2 10 30 45 60 min apds
Animal PPADS PPADS PPADS PPADS PPADS
Controle + + + + +
KYN KYN KYN KYN KYN
1 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3
2 03 02 03 02 0,1 04
3 0,3 02 0,3 02 0,2 0.2
4 0,2 02 0,2 03 0,2 01
5 0,2 0,3 0,2 0,1 0,2 0,3
6 0,2 01 0,1 0,1 0,3 0
/ 0,3 0,2 - - - 0,2
8 0,2 - - - - -
Meédiatepm | 0,24+0,02 | 0,20+0,02 | 0,22+0,03 | 0,20+0,04 | 0,22+0,03 | 0,21+0,05
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Tabela 20: Alteragdes na frequiéncia cardiaca © FC, em bpm) promovidas por injecdes

de KCN (0,05%) no sistema de perfusdo, antes (controle) e 2, 10, 30, 45 e 60 minutos

apbs microinjegdes bilaterais de PPADS (20 mM) e de &cido quinurénico (KYN, 250 mM)

(duplo bloqueio) no NTS caudal.

Injecio de KCN (0,05%)

2 10 30 45 60 min ap6s
Animal PPADS PPADS PPADS PPADS PPADS
Controle T + + + +

KYN KYN KYN KYN KYN
1 —86 21 8 22 —26 69
2 -133 —/ 21 -38 53 —127
3 -112 —26 -13 -14 -30 -85
4 -128 -13 -10 -17 -20 -38
5 —158 -13 -13 =30 -85 —103
6 -194 25 —28 -39 -112 -168
7 —99 —-29 21 21 =115 —205
8 214 -35 -13 —/9 -110 —149
9 —231 21 —22 —/3 -101 —202

Médiatepm | —151+17 —21+3* —17+2* —37+8* —=72+£13* | -127+20

*diferente em relacdo a resposta controle (p£ 0,05).
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Tabela 21: Alteragdes percentuais na atividade do nervo simpético toracico (ANSt, em
D%) promovidas por injegdes de KCN (0,05%) no sistema de perfusdo, antes (controle) e
2, 10, 30, 45 e 60 minutos apds microinjecdes bilaterais de PPADS (20 mM) e de &cido

quinurénico (KYN, 250 mM) (duplo bloqueio) no NTS caudal.

Injecio de KCN (0,05%)
2 10 30 45 60 min apés
Animal PPADS PPADS PPADS PPADS PPADS
Controle 4 + + + +
KYN KYN KYN KYN KYN
1 45 17 15 18 40 56
2 54 13 14 27 61 4
3 a4 14 18 29 36 V)
4 57 16 17 36 42 55
5 65 26 29 37 48 55
6 46 20 12 A 42 50
7 53 13 12 40 42 52
8 53 16 25 27 36 44
9 55 18 23 30 38 51
M édiatepm 52+2 17+1* 18+2* 31+£2* 43+3 52+2

*diferente em relacdo a resposta controle (p£ 0,05).
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12. ANEXO
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Anexo: Tabela indicativa das doses equivalentes as concentragdes das drogas testadas.

Drogas Concentracdo (mM) Dose (nmol/20nl)
10 0,2
25 0,5
a,[>metileno ATP 50 1
100 2
200 4
ATP 25 0,5
Adenosina 35 0,7
Glutamato 250 S
10 0,2
PPADS
20 0,4
KYN 250 5
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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