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As células quimiossensiveis do corpusculo carotideo sdo ativadas em situagdes de
alteragdo na pO, do sangue arterial. A primeira sinapse das aferéncias dos
quimiorreceptores periféricos ocorre no nucleo do trato solitario (NTS). A partir do NTS
duas vias autonOmicas e distintas sdo ativadas; a via simpato-excitatdria e a via
parassimpato-excitatoria, desencadeando assim as respostas cardiovasculares a ativacao
do quimiorreflexo. Além disso, sdo também geradas respostas respiratorias e
comportamentais. Estudos funcionais sugerem a participacdo do nucleo paraventricular
do hipotdlamo (PVN) na via simpato-excitatoria do quimiorreflexo. O PVN ¢ um
importante centro de controle autondmico e neuroendocrino. Varios trabalhos sugerem a
participacdo de mecanismos GABA¢érgicos, nitrérgicos e glutamatérgicos na modulacao
tonica da atividade simpatica no PVN, sugerindo a existéncia de um balanco entre os
receptores excitatorios e inibitorios no PVN sobre a modulagdo tonica da atividade
simpatica. Recentes estudos sugerem o envolvimento dos receptores purinérgicos do
PVN na modulagdo autondémica simpatica. O objetivo do nosso estudo foi avaliar a
participagdo de mecanismos GABA¢érgicos, nitrérgicos, glutamatérgicos e purinérgicos
do PVN na modulagao tonica cardiovascular e nas respostas cardiovasculares a ativagao
do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. Para tanto, utilizamos ratos Wistar (300-
320g); canulas-guia foram implantadas em direcdo ao PVN 4-5 dias antes dos
experimentos. A artéria e a veia femoral esquerda dos animais foram canuladas, um dia
antes dos experimentos. O quimiorreflexo foi ativado com KCN (80 pg/0.05 ml, iv) antes
e em diferentes tempos apds a microinjecao bilateral de bicuculina (antagonista GABA,),
L-NAME (inibidor ndo seletivo da enzima oxido nitrico sintase), acido quinurénico
[KYN (antagonista inespecifico dos receptores ionotropicos do L-glutamato)] e PPADS
(antagonista dos receptores purinérgicos P2). Realizamos também a microinjecdo

bilateral do coquetel PPADS + KYN no PVN de ratos ndo anestesiados. Os resultados



Resumo 7

mostraram que a microinje¢do bilateral de bicuculina (n=7) no PVN de ratos nao
anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM (94 + 3 vs 113 = 5 mmHg) e
na FC (350 = 9 vs 439 £ 18 bpm) basais dos animais. Contudo, a microinjecao bilateral
de bicuculina no PVN nao promoveu alteragdes significativas nas respostas pressora (49
+ 5 vs 47 £ 6 mmHg) e bradicardica (-213 £ 23 vs -276 £ 42 bpm) a ativacdo do
quimiorreflexo. A microinje¢do de L-NAME (n=8) no PVN promoveu um aumento
significativo na PAM (94 = 2 vs 110 = 3 mmHg) e na FC basais (352 £ 11 vs 448 + 20
bpm), contudo nao promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora (52 = 5 vs
47 + 6 mmHg) e bradicardica (-253 + 19 vs -320 + 24 bpm) a ativa¢ao do quimiorreflexo.
A microinje¢ao de KYN (n=6) no PVN nao promoveu alteragdes significativas na PAM
(98 £3 vs 100 + 3 mmHg), FC basais (330 = 5 vs 339 £ 1 bpm) ou nas respostas pressora
(50 = 4 vs 42 + 4 mmHg) e bradicardica (-252 £ 4 vs -285 = 16 bpm) a ativagdo do
quimiorreflexo. A microinje¢do de PPADS no PVN (n=6) promoveu um aumento
significativo na PAM (99 £+ 2 vs 112 = 3 mmHg) e na FC basais (332 + 8 vs 375 £ 8
bpm), mas nao alteraram as respostas pressora (53 = 4 vs 56 + 8 mmHg) e bradicardica (-
245 £ 13 vs — 286 £+ 14 bpm) a ativacdo do quimiorreflexo. A microinje¢do do coquetel
PPADS + KYN (n=7) no PVN nao promoveu alteracdes significativas na PAM (93 + 2
vs 99 £ 3 mmHg), FC basais (357 = 11 vs 380 & 11 bpm) ou nas respostas pressora (58 £
4 vs 49 £ 4 mmHg) e bradicardica (-252 = 17 vs -273 + 13 bpm) a ativagdo do
quimiorreflexo em ratos nao anestesiados.

Concluimos que a) os receptores GABA,, o oxido nitrico € o0s receptores
purinérgicos no PVN de ratos nao anestesiados estdo envolvido com a modulagdo tonica
cardiovascular, mas ndo estdo envolvidos com as respostas cardiovasculares a ativagdo do
quimiorreflexo em ratos nao anestesiados e b) que os receptores ionotropicos de L-

glutamato no PVN de ratos ndo anestesiados ndo estdo envolvidos com a modulacio
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tonica cardiovascular ou com as respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo

em ratos ndo anestesiados.
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The chemosensitive cells, located in the carotid body, are activated in hypoxia
situation (low arterial PO,). The first synapse of chemoreflex afferents occurs in the
nucleus tractus solitary (NTS). From the NTS, different autonomics neural pathways are
activated to produce cardiovascular, respiratory and behavioral responses. There is
evidence showing the involvement of the paraventricular nucleus (PVN) of the
hypothalamus on the cardiovascular response to chemoreflex activation in anesthetized
and awake rats. However the neurotransmitter in the PVN involved in the
cardiovascular response to chemoreflex activation in awake rats, remains to be
characterized. In this regard, different functional studies have shown that GABAergic,
nitrergic and glutamatergic mechanisms in the PVN have an important role in the
maintenance of tonic autonomic modulation. Besides, recent studies suggest the
involvement of purinergic receptors (P2X) in the PVN on the sympathetic modulation.
In the present study we evaluated the role of GABAergic, nitrergic, glutamatergic and
purinergic mechanisms in the PVN on the tonic autonomic modulation of the
cardiovascular system and on the cardiovascular responses to chemoreflex activation in
awake rats. Guide-cannulaes were bilaterally implanted in the PVN of male Wistar rats.
Femoral artery and vein were catheterized one day before of the experiments.
Chemoreflex was activated with KCN (80 pg/ 0.05 ml, iv) before and after
microinjections performed into the PVN. Microinjection of bicuculline, a GABAx
receptor antagonist, into the PVN (n=7) produced an increase in baseline MAP (94 + 3
vs 113 £ 5 mmHg) and HR (350 + 9 vs 439 + 18 bpm), but had no effect on the pressor
(49 £ 5 vs 47 £ 6 mmHg) or bradicardic (-213 + 23 vs -276 + 42 bpm) responses to
chemoreflex activation. Microinjection of L-NAME, a non-selective inhibitor of nitric
oxide-synthase, into the PVN (n=8) produced an increased in the baseline MAP (94 + 2

vs 110 + 3 mmHg) and HR (352 &+ 11 vs 448 £+ 20 bpm), but had no effect on the pressor
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(52 £ 5 vs 47 £ 6 mmHg) or bradicardic (-253 £+ 19 vs -320 £+ 24 bpm) response to
chemoreflex activation. Microinjection of Kynurenic acid, a non-selective antagonist of
ionotropic, glutamate receptors, (n= 6) into the PVN had no effect in the baseline MAP
(98 £2 vs 110 =3 mmHg) and HR (330 £ 5 vs 339 & 1 bpm) or in the pressor (50 + 4 vs
42 + 4 mmHg) and bradicardic (-252 + 4 vs -285 £+ 16 bpm) response to chemoreflex
activation. Microinjection of PPADS, a non selective P2X antagonist, into the PVN
(n=6) produced an increased in the baseline MAP (99 + 2 vs 112 = 3 mmHg) and HR
(332 £ 8 vs 375 + 8 bpm), but had no effect on the pressor (53 + 4 vs 56 = 8 mmHg) or
bradicardic (-245 + 13 vs -286 + 14 bpm) response to chemoreflex activation.
Microinjection of cocktail PPADS + KYN (n= 7) into the PVN had no effect in the
baseline MAP (93 £+ 2 vs 99 +£ 3 mmHg) and HR (357 + 11 vs 380 = 11 bpm) or in the
pressor (58 = 4 vs 49 = 4 mmHg) and bradicardic (-252 + 17 vs -273 + 13 bpm)
response to chemoreflex activation.

We conclude that a) GABA,, purinergic receptors and nitric oxide in the PVN are
involved in maintenance of the baseline autonomic function to the cardiovascular system
but not in the modulation of the cardiovascular responses to chemoreflex activation in
awake rats; b) the ionotropic glutamate receptors in the PVN are not involved neither
with the maintenance of the tonic autonomic function to the cardiovascular system nor
with the modulation of the cardiovascular responses to chemoreflex activation in awake

rats.
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O sistema cardiovascular apresenta diferentes mecanismos de controle, os quais
tém por finalidade manter a pressao arterial (PA) continuamente dentro de faixas normais
de variagdo, garantindo a perfusdo adequada de todos os tecidos e os 6rgaos. H4 assim,
mecanismos de ajustes rapidos que modulam a variacao da pressao arterial em diferentes
situagoes. Tais ajustes envolvem a ativagdo de sensores periféricos que detectam as
minimas variagdes da PA, enviando essas informagdes para areas especificas do sistema
nervoso central, cujas eferéncias promovem ajustes simpaticos e parassimpaticos. Dentre
os mecanismo de modulacdo a curto prazo da pressdo arterial destacamos os
quimiorreceptores periféricos.

Os quimiorreceptores periféricos estao localizados principalmente nas células dos
corpusculos carotideos (quimiorreceptores carotideos) e sdao altamente irrigados por uma
pequena artéria proveniente diretamente da bifurcacdo das cardtidas comuns ou das
carétidas externas, a artéria do corpusculo carotideo, a qual confere as células
quimiossensiveis o maior fluxo sanguineo por grama de tecido. As células
quimiossensiveis periféricas também estdo presentes na curvatura da artéria aorta
[quimiorreceptores aodrticos (Comroe, 1939)]. No entanto, sabe-se que no rato, os
quimiorreceptores carotideos sdo mais importantes na quimiorrecepcdo do que os
quimiorreceptores adrticos, pois a remocao cirurgica destes corpusculos (ligadura das
artérias dos corpusculos carotideos) abole as respostas cardiovasculares, respiratorias e
comportamentais a ativacdo do quimiorreflexo em ratos nao anestesiados (Haibara e
cols., 1995; Barros e cols., 2002). Os quimiorreceptores periféricos sdo ativados em
situagdes de alteracdes na pressao parcial de oxigénio (pO,), gas carbonico (pCO,) e por
alteracdes no pH sanguineo. Em situacdes de queda na pO, (abaixo de 60 mmHg), canais
de K'-O, dependentes, localizados na membrana das células quimiossensiveis, sdo

inibidos, resultando na ativacio de canais de Ca*" voltagem dependentes (Biscoe ¢ cols.,



Introducdo 14

1990), com a entrada de Ca’" ocorre & despolarizacio da membrana e em seguida a
liberacdo de neurotransmissores na fenda sindptica. As células quimiossensiveis
apresentam vesiculas contendo varios tipos de neurotransmissores e varios indicios
sugerem ser a dopamina, o neurotransmissor liberado nas fendas sinapticas dos
corpusculos carotideos, em situacdes de hipoxia (Bairam e cols., 1998; Jiang e cols.,
2004).

Os quimiorreceptores periféricos sdo altamente sensiveis a redug¢do da pO, e
quando ativados resultam em respostas cardiovasculares (hipertensao e bradicardia),
ventilatorias (taquipnéia) e resposta comportamental de exploragdo do ambiente. Estudos
de Haibara e cols.(1995) mostraram que as respostas cardiovasculares a ativa¢ao do
quimiorreflexo, derivam de vias distintas, a simpato-excitatoria, uma vez que o prazosin
(antagonista adrenoceptor al) bloqueou a resposta pressora quimiorreflexa, e a via
parassimpato-excitatdria, uma vez que a bradicardia quimiorreflexa foi bloqueada pela
metil-atropina (antagonista de receptores muscarinicos). Experimentalmente as células
quimiossensiveis periféricas sdo ativadas com o cianeto de potassio (KCN), o qual atua
inibindo a enzima citocromo-oxidase da cadeia respiratoria, produzindo
conseqiientemente uma hipoxia-citotoxica, originando respostas cardiovasculares e
respiratorias semelhantes aquelas promovidas pela hipoxia-hipoxica em ratos nao
anestesiados (Franchini e Krieger, 1993; Bao e cols., 1997; Barros e cols., 2002).

As células quimiossensiveis quando ativadas realizam sinapses com neurdnios
pseudo-unipolares, cujos corpos celulares encontram-se no ganglio petroso, € ao serem
estimulados enviam potenciais de acdo que se propagam por meio do nervo do seio
carotideo. O nervo do seio carotideo se junta ao glossofaringeo (IX par craniano),
alcangando assim a regido dorso medial bulbar, onde estabelecem as primeiras sinapses

no nucleo do trato solitario [NTS) (Lowey, 1990)]. Estudos do nosso laboratoério (Cruz e
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cols. 2004) mostraram um aumento na expressao da proteina Fos no NTS comissural
intermediario e caudal apos o estimulo do quimiorreflexo, sugerindo a participagao
especifica destes sub-ntcleos nas vias neurais do quimiorreflexo. Estudos de Colombari e
cols. (1994) mostraram que a microinjecao de L-glutamato no NTS promove respostas
pressora e bradicardica similares aquelas promovidas pela ativagao periférica do
quimiorreflexo. Em estudos posteriores, Haibara e cols. (1995, 1999) evidenciaram que a
microinjecao de AP-5 (antagonista seletivo dos receptores NMDA de L-glutamato) no
NTS comissural intermediario bloqueou a resposta bradicardica a ativagdo do
quimiorreflexo, sugerindo a participagdo do L-glutamato, via ativagdo dos receptores
NMDA do NTS comissural intermedidrio, no componente parassimpato-excitatorio do
quimiorreflexo. No entanto a microinjecdo no NTS de diferentes antagonistas de
receptores do L-glutamato ndao bloquearam a resposta pressora a ativacdo do
quimiorreflexo, sugerindo o possivel envolvimento de outros tipos de neurotransmissores
e/ou de outras areas do sistema nervoso central (SNC) na neurotransmissdo do
componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo. Estudos recentes de Braga e cols.
(2007) mostraram que o duplo bloqueio dos receptores glutamatérgicos e purinérgicos no
NTS promove uma reducdo significativa na resposta simpdtica a ativagao do
quimiorreflexo, sugerindo a participagdo dos mecanismos glutamatérgicos e purinérgicos

do NTS no componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo.

A partir do NTS diferentes nucleos do SNC sdo ativados promovendo ajustes
autondmicos. A  parassimpato-excitacdo observada apdés o estimulo dos
quimiorreceptores, provém de neurénios do NTS que se projetam para o niicleo ambiguo
(NA) onde estdo localizados os neurdnios pré-ganglionares parassimpdaticos que se
projetam para o coragdo, via nervo vago, o qual ao liberar a acetilcolina nas células do

’ . , + .
marca-passo cardiaco promove o aumento da permeabilidade ao ion K', dificultando
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assim a sua despolarizacdo, com conseqiiente redugdo na freqiiéncia cardiaca basal
(resposta bradicardica). A via simpato-excitatoria do quimiorreflexo ¢ composta por
neurénios do NTS que enviam proje¢des para a regido ventrolateral rostral da medula
[(RVLM), Aicher e cols., 1996; Koshiya e Guyenet, 1996], a qual ¢ responsavel pela
geracao ¢ modulacao da atividade simpatica (Sun e cols., 1988). Os neurénios da RVLM
enviam projecdes direta ou indiretas para a coluna intermédia lateral (CIL) da medula
espinhal (Pyner e Coote, 2000; Badoer e Merolli, 1998) onde estdo localizados os
neurdnios pré-ganglionares simpaticos, produzindo assim a resposta pressora do

quimiorreflexo.

Estudos de Mauad e Machado (2001), com a ligadura unilateral da artéria que
irriga o corpusculo carotideo, mostraram que a microinjecdo de antagonistas de
receptores de aminodcido excitatério (AAE) na RVLM ipsilateral ao corpusculo
carotideo intacto, ndo afetou a resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo com
KCN, sugerindo que o componente simpato-excitatorio do quimiorreflexo, ndo parece
estar restrito as projegoes ipsilaterais do NTS para a RVLM e que proje¢des do NTS
para outras regides do sistema nervoso central podem participar dessa resposta. Nesse
sentido, diferentes estudos ainda evidenciam a participagdo do nilicleo parabraquial
[NPB (Haibara e cols. 2002)], retro-trapezoide [RTZ (Moreira e cols., 2006)] e do
nlicleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) na via simpato-excitatéria do
quimiorreflexo (Cruz e cols., 2008; Olivan e cols., 2001). Dentre os nucleos citados
acima, destacamos a participagdo do PVN nas vias neurais do quimiorreflexo; estudos
de Berquim e cols. (2000 **) observaram um aumento significativo na expressdo da
proteina Fos no PVN de ratos submetidos a hipoxia moderada (pO,, 11%). Estudos do
nosso laboratdrio (Olivan e cols., 2001) evidenciaram a participagdo do PVN na via

simpato-excitatoria do quimiorreflexo, pois a lesdo eletrolitica bilateral deste ntcleo
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promoveu uma reducao significativa na resposta pressora a ativagao do quimiorreflexo
em ratos ndo anestesiados e estudo posterior avaliando a expressdao da proteina Fos em
resposta a ativagao do quimiorreflexo mostraram a participagao especifica dos sub-
nucleos parvocelulares pré-autondmicos dorso-medial, ventro-medial e posterior do
PVN nas vias neurais do quimiorreflexo (Cruz e cols., 2008). Evidéncias anatdmicas
mostram conexodes entre 0 PVN e o NTS (Kannan e Yamashita,1985; Kooy e cols.,
1984; Ricardo e Koh, 1978), bem como com outras areas do SNC como a RVLM
(Badoer e Merolli, 1998; Cunningham e cols., 1990; Pyner e Coote, 2000) e com o0s
neurdnios da medula espinhal (Swanson e Sawchenko, 1980; Kannan e Yamashita,
1985; Badoer e Merolli., 1998; Shafton e cols. 1998; Pyner e Coote 2000). Estudos
recentes do nosso laboratorio (Cruz e cols., 2008) mostraram que cerca de 30% dos
neurdnios do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) que se projetam para a
RVLM expressao a proteina Fos apds o estimulo intermitente do quimiorreflexo,
sugerindo a participagdo de projecdes do PVN para a RVLM na via simpato-excitatoria

do quimiorreflexo.

O PVN contém diferentes sub-nucleos incluindo o magnocelular, o parvocelular
neuroenddcrino e o parvocelular pré-autondmico (Swanson e Sawchenko, 1980,
1983),com diferentes caracteristicas anatomicas e funcionais, conferindo a este nucleo
hipotaldmico um importante papel na modulacdo neuroenddcrina e cardiovascular
(Swanson e Sawchenko, 1980; 1983). Diferentes tipos de neurotransmissores sao
encontrados no PVN (Moga e Saper, 1994; Swanson e Sawchenko, 1980; 1983), tais
como: ATP (adenosine-5"-triphosphate), noradrenalina, acetilcolina, glutamato, 6xido
nitrico (NO) e GABA. Dentre esses, destacamos inicialmente o GABA (4cido v-
aminobutirico), pois estudos de Decavel e Van den Pol (1990) sugeriram que o GABA ¢

0 neurotransmissor inibitério mais importante no hipotdlamo. A microinjecdo de
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bicuculina (antagonista GABA,) no PVN de ratos anestesiados promoveu um aumento
significativo na PAM, FC e na atividade simpatica renal [ASR (Zhang e Patel, 1998; Li e
cols., 2001; Li e Patel, 2003) e trabalhos de Martin e Haywood (1991) e Schelenker e
cols. (2001) mostraram que a microinjecdo de bicuculina no PVN de ratos nao
anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM, FC, nos niveis de
noradrenalina plasmatica (Martin e Haywood, 1991) e também na ventilagao (Schelenker
e cols., 2001). Todos esses estudos sugerem a participagao de mecanismos GABAérgicos

do PVN no controle tonico da atividade simpatica.

Trabalhos de Horn e cols. (1994) mostraram existir uma interagdo entre
mecanismos GABAérgicos e o 0xido nitrico (NO) no PVN, pois a perfusdo deste nucleo
com liquido cerebroespinhal artificial contendo NO promoveu o aumento dos niveis de
GABA. Estudos de Li e Stern (2003) mostraram que 30 % dos neurdnios pré-
autondmicos do PVN que se projetam para a RVLM expressam NO-sintase (NOs). O
uso de inibidores da NOs promove um aumento na freqiiéncia de disparo dos neurdnios
do PVN que se projetam para a RVLM ou complexo dorso-vagal, sugerindo um controle
tonico inibitorio exercido pelo NO nestes neurdonios do PVN (Li e cols., 2001; Li e
Stern, 2003). Estudos de eletrofisiologia realizados por De-Pei e cols. (2002) mostraram
que doadores de NO ou L-arginina (aminoédcido precursor do NO) causaram um
aumento significativo nas correntes inibitorias pos-sinapticas em miniatura de neurdnios
do PVN que se projetam para a medula espinhal, esta resposta foi eliminada pela prévia
microinjecdo de bicuculina, sugerindo o controle tonico do NO sobre esses neurdnios do
PVN que se projetam para a medula espinhal por meio de mecanismos GABAérgicos.
Estudos realizados com microinje¢des no PVN de ratos anestesiados mostraram que o
6xido nitrico promove uma diminui¢do significativa na PAM, FC e na ASR basal

(Zhang e cols., 1997, 1998; Li e cols., 2001; Li e Patel 2003). Nesse sentido, Zhang e
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Patel (1998) mostraram que esse efeito simpato-inibidor do 6xido nitrico no PVN foi
eliminado pela prévia microinjecao de GABA, os autores sugerem que o efeito simpato-

inibitorio do 6xido nitrico no PVN ¢ mediado por mecanismos GABA¢érgicos.

Os RNAs mensageiros (mRNAs) de receptores ionotropicos de L-glutamato sao
expressos em neurdnios de diferentes sub-nucleos do PVN (Herman e cols., 2000). A
microinjecao de L-glutamato no PVN aumenta significativamente a PAM, FC, ASR e nos
niveis de noradrenalina plasmética (Kannan e Yamashita, 1989; Martin e Haywood,
1992). Os receptores ionotropicos de glutamato parecem ser importante no PVN para a
modulacdo autondmica, pois a microinje¢cdo de AP-5 no PVN de ratos ndo anestesiados
bloqueou a resposta pressora a microinje¢do de NMDA intracerebroventricular (Goren e
cols., 2000). Estudos de eletrofisiologia, por meio da técnica de “patch clamp”,
mostraram que o NMDA promove a despolarizagdo das células do PVN, sendo essa
resposta potencializada pela prévia aplicacdo de L-NAME (inibidor ndo especifico da
NO-sintase) na perfusdo (Bains e Ferguson, 1997). Esses estudos sugerem existir uma
interacdo entre os receptores ionotropicos de L-glutamato e o 6xido nitrico no PVN, por
sua vez a perfusdo do PVN com NO promove aumento na concentragdo de glutamato
(Horn e cols., 1994) e a perfusdo do PVN com glutamato ou NMDA promove um

aumento significativo na concentracdo de 6xido nitrico no PVN (Li e cols., 2001).

Estudos funcionais mostraram que a microinje¢do de NMDA no PVN de ratos
anestesiados promove um aumento significativo na PAM, FC e na ASR dos animais e
que essas respostas foram potencializadas pela microinjecdo prévia de um inibidor ndo
especifico da NO-sintase no PVN (Li e cols., 2001; Li e Patel, 2003). Todos esses
trabalhos sugerem a existéncia de um feedback negativo entre o o6xido nitrico e os

receptores de NMDA no PVN, o qual pode contribuir para a manutencdo do ténus
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simpatico. H& também uma interagdo entre os mecanismos glutamatérgicos e
GABAérgicos do PVN atuando na modulagdo ténica autonOmica, pois a prévia
microinjecao de AP-5 ou NBQX (antagonista ndo NMDA) no PVN de ratos anestesiados
aboliu a resposta pressora ¢ o aumento da ASR a microinjecdo de bicuculina (Chen e
cols., 2003). Estudos de Zhang e Patel (1998) e Li e cols. (2001) sugerem que o
glutamato no PVN promove a liberagdo de 6xido nitrico o qual atua inibindo diretamente
os neuronios pré-autondmicos do PVN ou indiretamente por meio da liberacao de GABA.
Estudos recentes mostraram que os mecanismos GABAérgicos e nitrérgicos do PVN
estao envolvidos com a modulagdo do componente simpato-excitatdrio do quimiorreflexo
em ratos anestesiados (Reddy e cols., 2005 e 2007) e estudos de Kubo e cols. (1997)
sugerem a participagdo dos receptores ionotropicos de glutamato na modulacao da
resposta pressora do quimiorreflexo em animais anestesiados e com transec¢ao da medula
espinhal. No entanto, estudos de Kannan e Yamashita (1989) documentaram que o uso de
anestésicos promove a atenuagdo ou reversdo das respostas cardiovasculares a
estimulagdo do PVN e estudos de Franchini e Krieger (1993) mostraram que as respostas
cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo estdo atenuadas em ratos anestesiados.
Considerando os estudos de Zhang e Patel (1998) e Li e cols. (2001), nossa hipdtese €
que a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos promoveria a des-inibicdo tdnica
exercida pelos mecanismos GABA¢rgicos e nitrérgicos do PVN sobre os neurdnios
glutamatérgicos, os quais atuariam modulando a atividade dos neurdnios pré-
autonomicos do PVN responsaveis pelos ajustes cardiovasculares observados apos a

ativacdo dos quimiorreceptores periféricos.

Outro importante neurotransmissor presente no PVN ¢ o ATP. Os receptores
purinérgicos sdo ativados por meio da abertura de canais idnicos (receptores P2X

ionotropicos) ou ativagdo de segundo mensageiro [receptores P2Y metabotropicos
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(Burnstock e Kennedy, 1985)]. Estudos de Cham e cols. (2007) mostraram que todas as
subunidades P2X dos receptores purinérgicos sdo expressas no PVN incluindo os sub-
nucleos parvocelulares pré-autondmicos dorsal cap e ventro-medial. O ATP atua
facilitando a liberacdo de glutamato e GABA no SNC (Robertson e cols., 1999;
Shigetomi e Kato, 2004). Contudo pouco ainda ¢ conhecido sobre o papel funcional das
diferentes sub-unidades dos receptores purinérgicos expressos nas células do PVN.
Neste sentido, estudos realizados com cultura organotipica de células do PVN
mostraram que o ATP no banho induz um aumento significativo na medida do Ca”
intracelular (Roychowdhury e cols., 2005). Estudos de Cham e cols. (2007) mostraram
ainda que 14-29% dos neur6nios do PVN que expressam as diferentes subunidades P2X
dos receptores purinérgicos projetam-se para a RVLM. Esses autores também sugerem a
participacdo desses receptores do PVN na modulagdo simpatica, contudo estudos
funcionais sdo necessarios para elucidar o papel dos receptores purinérgicos do PVN na
modulagdo autondmica. Em relagdo ao quimiorreflexo, Kubo e cols. (1997)
documentaram que a microinjecao de suramin (antagonista P2) no PVN ndo promoveu
alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo,
entretanto esses estudos foram realizados em animais anestesiados e com transecc¢ao da

medula espinhal.

Considerando que os estudos sugerindo o envolvimento dos mecanismos
GABA¢érgicos, nitrérgicos, glutamatérgicos e purinérgicos do PVN nas respostas
cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo foram realizados em animais
anestesiados, no presente estudo analisamos a participacdo desses mecanismos do PVN

nas respostas cardiovasculares a ativa¢ao do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.



4. OBIETIVOS
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Analisar por meio de estudos farmacologicos a participacdo de mecanismos
GABA¢érgicos, nitrérgicos, glutamatérgicos e purinérgicos do nucleo paraventricular do
hipotalamo na modulacao da pressao arterial e da freqiiéncia cardiaca basal, bem como

nas respostas cardiovasculares a ativa¢do do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.



5. MATERIAL E METODOS
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5.1) Animais:

Utilizamos ratos Wistar machos pesando de 300-320 gramas, fornecidos pelo
Biotério Central do Campus da USP de Ribeirdo Preto. Os animais, ao chegarem do
Biotério central foram alojados em caixas adequadas com no maximo 5 animais por caixa
¢ alimentados com ragdo granulada e agua de torneira “‘ad libitum’’. As caixas foram
colocadas em uma estante ventilada ALESCO, na qual a temperatura, umidade e a
ventilagdo foram mantidas adequadamente. A estante de animais esta localizada em uma
das salas climatizadas, com ciclo claro/escuro controlado (12/12h) do biotério de
manutengdo de animais em experimentacdo do Departamento de Fisiologia da
FMRP/USP. Apos os procedimentos cirargicos, os animais foram alojados em caixas
individuais, as quais foram mantidas na sala de experimentos.

Os protocolos realizados em animais nao anestesiados foram conduzidos de
acordo com as normas e principios de experimentagdo em animais de laboratério
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados
pela comissao de ética em experimentagdo animal da Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto da Universidade de Sdo Paulo (protocolo n° 039/2005).

5.2) Implante de canulas- guia dirigidas ao PVN:

Utilizamos um aparelho estereotaxico (David-Kopf, Tujunga, CA, EUA), para o
implante de canulas-guia bilateralmente em dire¢do a regido do PVN de acordo com a
técnica descrita por Michelini and Bonagamba (1988). Canulas de aco inoxidavel (15 mm
de comprimento) confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (25 x 0,7 mm) foram
fixadas no suporte da torre do estereotaxico. Os animais foram anestesiados com

tribromoetanol [2.5 mg/Kg, i.p. (Aldrich Chemical Co. Inc., Milwaukee, EUA)],
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depilados na regido dorsal da cabeca e posicionados no aparelho de estereotéxico, a
cabeca dos animais foi fixada por meio de barras auriculares. A seguir injetamos,
subcutaneamente na regido do escalpo a ser aberta, um anestésico local com
vasoconstrictor (cloridrato de lidocaina a 3% com bitartarato de adrenalina 1:50.000), a
fim de se evitar o sangramento apds a incisdo cirurgica. Na seqiiéncia realizamos uma
incisdo longitudinal na pele e tecido subcutaneo, expondo a regido da calota craniana. A
torre do estereotaxico foi posicionada verticalmente (angulacdo zero) e a cabeca do
animal ajustada até¢ que os pontos das suturas sagital (bregma) e occipital (lambda) da
calota craniana ficassem na posi¢ao horizontal e entdo os parametros antero-posterior
(AP), laterais (L) e dorso-ventral (DV) foram anotados a partir do bregma. Uma vez
determinado o ponto de introducdao da canula guia, realizamos a trepanacdo da calota
craniana bilateralmente com o auxilio de uma broca odontolédgica esférica acoplada a um
motor de baixa rotacdo. Com um afastador, posicionamos o seio venoso lateralmente para
que este nao fosse danificado durante o implante. Através do orificio feito na calota
craniana introduzimos bilateralmente as canulas-guia, de acordo com os parametros
previamente estabelecidos em nosso laboratério seguindo as coordenadas estereotaxicas
do Atlas de Paxinos e Watson [1986 (AP = -1.2 mm em relagdo ao bregma; L = 0.4 mm
da linha média e DV = -4.8 mm ventral a superficie do o0sso)]. Assim as extremidades
inferior das canulas-guia foram posicionadas 3 mm acima do PVN evitando o
sangramento apos o posicionamento dorso-ventral das canulas-guia. Ap6s o implante, as
canulas-guia foram fixadas ao cranio com resina acrilica de uso odontoldgico (Simplex,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil) presas por pequenos parafusos de aco-inoxidéavel, previamente
introduzidos na regido occipital da calota craniana. Ap6s a completa fixacdo das canulas-
guia a torre de estereotdxico foi removida, na seqiiéncia mandris (15 mm) de ago

inoxidavel foram introduzidos no interior das canulas-guia para que estas ndao fossem
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obstruidas, os mandris foram removidos antes do inicio dos experimentos. Ao final do
implante, os animais foram retirados do aparelho estereotdxico ¢ como medida de
profilaxia pos-cirurgica, injetamos 0.3 ml (intramuscular) de Pentabidtico Veterinario de
amplo-espectro (associagdo de penicilina e estreptomicina, 1.200.000 UI, Fort Dodge,
Campinas, SP, Brasil). Em seguida, para recuperagao pos- cirurgica, os animais foram
alojados em caixas com agua e ragdo “ad-libitum” ¢ mantidos na estante ventilada
ALESCO localizada no biotério do departamento de Fisiologia da Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto por um periodo de 4-5 dias.

5.3) Canulacdo da artéria e veia femoral:

Um dia antes dos experimentos uma artéria € uma veia femoral dos animais foram
canuladas para a obtengdo dos registros cardiovasculares e inje¢do de drogas,
respectivamente. As canulas foram confeccionadas a partir de tubos de polietileno [PE-10
Clay Adams, Parsippany, NJ, EUA (3 cm para canulagdo da veia femoral € 5 cm para a
artéria femoral)], soldadas a outro tubo de polietileno PE-50 de aproximadamente 18 cm.
Antes de iniciarmos a canulagdo, preenchemos as canulas com solucdo fisiologica [salina
(0,9%)] e obstruimos com pinos de metal a extremidade livre do PE-50. Os ratos foram
anestesiados com tribromoetanol [2.5 mg/Kg, i.p. (Aldrich Chemical Co. Inc.,
Milwaukee, EUA)] e as canulas foram entdo inseridas e fixadas na veia e na artéria
femoral dos animais, as extremidades livres das canulas foram dirigidas subcutaneamente
com o auxilio de um trocater para a cintura escapular, onde foram exteriorizadas e fixadas

com linha de sutura.
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5.4) Registros cardiovasculares:

Um dia ap6s a canulagao, para o implante das canulas arterial e venosa, a canula
conectada a arteria femoral dos animais foi heparinizada e em seguida conectada a um
transdutor de pressao (MLT 0380, AD-Instruments, NSW, Australia). O sinal foi entdo
transferido para um amplificador (Bridge Amp, ML221, AD-Instruments, NSW,
Australia) e deste para o computador no qual se encontra instalado o software “Power
Lab” (Power Lab, AD-Instruments, NSW, Australia) para aquisi¢do e analise dos sinais.
A freqliéncia cardiaca (bpm) foi registrada por meio de um biotacometro digital
acionado a partir dos pulsos de pressao arterial.

Os registros cardiovasculares dos animais do grupo microinjecdo bilateral de
bicuculina no PVN de ratos ndo anestesiados foram obtidos por meio da canula arterial
conectada a um transdutor de pressdo Cobe (modelo CDX III, Cobe Laboratories,
Lakewood, CO, EUA), acoplado a um poligrafo de 8 canais ( Narco Bio-System,
Austin, TX, EUA) para registro da pressao arterial pulsatil (PAP) e da pressdo arterial
média (PAM). A FC, nesse grupo, foi registrada através de um biotacometro (Narco

Biotachometer Coupler, Model 7302) acionado a partir dos pulsos da pressdo arterial.

5.5) Microinjecéo de drogas no PVN de ratos ndo anestesiados:

As drogas utilizadas foram dissolvidas em solugao fisiologica estéril (salina 0.9%)
com pH ajustado com bicarbonato de sodio (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) para
valores proximos a 7.4. As drogas foram microinjetadas bilateralmente no PVN através
de uma seringa Hamilton de 1 pl (Hamilton, Reno, NV) conectada por meio de um tubo
de polietileno PE-10 a uma microinjetora (33 gauge) cerca de 3 mm mais longa que a
canula-guia. O volume microinjetado bilateralmente de acordo com os protocolos foi de

50 ou 100 nl.
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5.6) Drogas e solugdes utilizadas:

e Acido quinurénico {antagonista ndo seletivo dos receptores ionotropicos de L-
glutamato [7.2 nmol/50 nl (Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA)]}

¢ Bicuculline methbromide {antagonista GABA, [50 pmol/50 nl (Sigma Chemical, St
Louis, MO, EUA)]}

¢ Cianeto de Potassio {inibidor da citocromo oxidase [80 um/0.05 ml iv (KCN-Merck,
Darmstadt, Alemanha)]};

e L-glutamato monossddico [3.75 nmol/50 nl (amino &cido excitatdrio- Sigma St. Louis,
MO, EUA)J;

e L-NAME- N,-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride {inibidor ndo seletivo da
NO-sintase [50 pmol/50 nl (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA)]}

e PPADS- Pyridoxal phosphate-6-azo (benzene-2,4-disulfonic acid) tetrasodium salt
hydrate {antagonista P2 [0.25 nmol/50 nl (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA)]}

¢ Solucao salina estéril [NaCl 154 mM (0,9%)-veiculo];

e Tiopental s6dio [0.01 ml/100 g ip (anestésico- Sigma, St Louis, MO, EUA)];

e Tribromoetanol [0.1 ml/100 g ip (anestésico- Aldrich Chemicol Co. Inc., Milwaukee,
EUA)J;

e Uretana- Urethane [1.2 g/kg ip (Sigma-aldrich, St. Louis, MO, EUA)].

5.7) Histologia:

Ao final dos experimentos fizemos a microinjecao bilateral no PVN do corante
azul de Evans 2% (Vetec, Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) no volume de

50 nl, para a determinagdo dos sitios especificos das microinjegdes. A seguir, os animais
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foram anestesiados com tionembutal [50 mg/kg i.p. (tiopental soédico; Abbott
Laboratorios do Brasil Ltda)] e perfundidos com solucdo de salina (0.9%) seguido de
perfusdao com solug¢do de formol (10%) tamponada. O cérebro foi removido e fixado em
formol (10%) por 48 horas e entdo incluido em bloco de parafina e seccionado
transversalmente, por meio de um micrétomo, em fatias de 15 pum. Os cortes histoldgicos
foram corados pelo método de Nissl e posteriormente analisados por microscopia de luz
[Axioskop (Carl Zeiss, Alemanha)] para identificagdo dos sitios das microinje¢des. As
histologias foram consideradas positivas quando os centros das microinje¢des atingiram o
interior ou os limites (borda) do PVN medial (bregma -1.8 mm) ou posterior (bregma -

2.12 mm).

5.8) Analise estatistica:

A andlise estatistica foi realizada com andlise de variancia para medidas repetidas
(ANOVA one-way) e quando houve significancia estatistica (p<0.05) utilizamos o pds-
teste de Tukey pareado para multiplas comparagdes. Os resultados foram expressos como

média = EPM (erro padrao da média).



6. Protocolos experimentais
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6.1) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a

microinjecdo bilateral de bicuculina no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizagcdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas inje¢des de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso nao houvesse semelhanga no padrao dessas respostas,
uma terceira injecdo de KCN foi realizada. Apoés as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinje¢ao bilateral de
bicuculina [50 pmol/50 nl (Schelenker e cols., 2001)] no PVN de ratos nao anestesiados e
o quimiorreflexo foi ativado com KCN (80 ug/0.05 ml, i.v.) aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos ap6s as microinjegdes. O objetivo deste protocolo foi avaliar a participagdo dos
receptores GABAs do PVN na modulagdo autondmica cardiovascular basal e nas

respostas cardiovasculares a ativagcdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.

( (e
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6.2) Respostas cardiovasculares a ativacéo do quimiorreflexo em ratos anestesiados com

uretana:

Trinta minutos apods o final dos experimentos de microinje¢do de bicuculina no

PVN de ratos nao anestesiados realizamos duas inje¢cdes de KCN (80 ug/0.05 ml, i.v.) a

intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o estimulo do
quimiorreflexo. Caso ndo houvesse semelhanga no padrao dessas respostas, uma terceira
injecdo de KCN foi realizada. Apos a estabilizagdo dos parametros cardiovasculares, os
animais foram anestesiados com uretana (1.2 g/kg ip) e o quimiorreflexo foi ativado aos
aol5, 60, 90 ou 120 minutos ap6s a indugdo da anestesia. Durante todo o experimento
pincavamos a cauda dos animais para confirmarmos se estes estavam sob o efeito do
anestésico, pois caso houvesse alguma reagao reflexa a esse estimulo, suplementavamos a

anestesia com 15% da dose inicial.

O objetivo deste protocolo foi avaliar as respostas cardiovasculares a ativacao do

quimiorreflexo antes e apos a anestesia (ip) com uretana.

KCNiv KCN iv

uretana (ip)
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6.3) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a

microinjecé&o bilateral de L-NAME no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizagcdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas inje¢des de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso nao houvesse semelhanga no padrao dessas respostas,
uma terceira injecdo de KCN foi realizada. Apoés as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizagcdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinjecdo bilateral de L-
NAME (50 pmol/50 nl, KD=10°) no PVN de ratos nio anestesiados ¢ o quimiorreflexo

foi ativado com KCN (80 pug/0.05 ml, i.v.) aos 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos apos as

microinjecdes.

O objetivo deste protocolo foi avaliar a participagdo do Oxido nitrico na
modulacdo autondmica cardiovascular basal e nas respostas cardiovasculares a ativagao

do quimiorreflexo no PVN de ratos ndo anestesiados.
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6.4) Respostas cardiovasculares a microinjecdo unilateral de L-glutamato antes e apés a

microinjecdo ipsilateral de acido quinurénico no PVN de ratos ndo anestesiados.

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apos a ambientagdo dos animais e estabilizagdo dos
parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas microinje¢des unilaterais de L-
glutamato (3.75 nmol/50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados, uma terceira
microinjecao foi realizada, caso as respostas anteriores a microinje¢do de L-glutamato no
PVN nao fossem semelhantes. Apds as microinjegdes controle de L-glutamato esperamos
por um periodo de 15 minutos para a estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares e
entdo realizamos a microinjecao ipsilateral de acido quinurénico [7.2 nmol/50 nl (Chen e
cols., 2003)]. A microinjecdo de L-glutamato foi realizada novamente aos 15 e 90
minutos apos a microinjecao ipsilateral de 4cido quinurénico. O objetivo deste protocolo
foi verificar se a dose de 7.2 nmol/50 nl de acido quinurénico utilizada estava
antagonizando efetivamente os receptores ionotrdpicos de L-glutamato no PVN de ratos

ndo anestesiados.

[ (- -
I

L-glut. L-glut. L-glut.

unilateral KYN unilateral unilateral
ipsilateral
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6.5) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a

microinjec&o bilateral de acido quinurénico no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizagcdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas inje¢des de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso nao houvesse semelhanga no padrao dessas respostas,
uma terceira injecdo de KCN foi realizada. Apoés as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinjecao bilateral de acido
quinurénico (KYN, 7.2 nmol/ 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados ¢ o quimiorreflexo

foi ativado com KCN (80 ug/0.05 ml, i.v.) aos 5, 10, 15, 30, 60 ¢ 90 minutos apos as

microinjecdes.

O objetivo deste protocolo foi avaliar a participacdo dos receptores ionotropicos
de L-glutamato do PVN na modulacdo autondmica cardiovascular basal e nas respostas

cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.
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6.6) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apds a

microinjecdo bilateral de PPADS no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdao. Apos a ambientagao dos animais e estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas injecoes de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso ndo houvesse semelhanga no padrdo dessas respostas,
uma terceira inje¢do de KCN foi realizada. Apos as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos parametros cardiovasculares realizamos a microinjecdo bilateral de

PPADS [0.25 nmol/ 50 nl (Braga e cols., 2007)] no PVN de ratos ndo anestesiados e o

quimiorreflexo foi ativado com KCN (80 ug/0.05 ml, i.v) aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds

as microinjecoes.

O objetivo deste protocolo foi avaliar a participacdo dos receptores purinérgicos
do PVN na modulagdo autondmica cardiovascular basal e nas respostas cardiovasculares

a ativagdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.
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6.7) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apds a

microinjecdo bilateral do coquetel PPADS + KYN no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas inje¢cdes de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso ndao houvesse semelhanga no padrao dessas respostas,
uma terceira injecdo de KCN foi realizada. Apoés as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinjecdo bilateral do
coquetel (50 nl) PPADS + KYN no PVN de ratos ndo anestesiados e o quimiorreflexo foi

ativado com KCN (80 pug/0.05 ml, i.v.) aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds as microinjecoes.

Para a preparacdo do coquetel volumes iguais das solu¢des de PPADS (0.5 nmol/50 nl) e
de KYN (14.4 nmol/50 nl) foram misturadas para obtermos ao final concentracdes
semelhantes as concentragdes utilizadas nos protocolos de microinje¢des individuais de
PPADS (0.25 nmol/ 50 nl) e KYN (7.2 nmol/ 50 nl). O objetivo deste protocolo foi
avaliar a participacdo da interacdo entre os receptores ionotropicos de glutamato e dos
receptores purinérgicos do PVN na modulagdo autondmica cardiovascular basal e nas

respostas cardiovasculares a ativagcdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.

B —
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6.8) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a

microinjecdo bilateral de lidocaina (2%) no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi

conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas injecoes de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso ndo houvesse semelhanga no padrdo dessas respostas,
uma terceira inje¢do de KCN foi realizada. Apos as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinje¢do bilateral de
lidocaina (2%, 50 ou 100 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados e o quimiorreflexo foi

ativado com KCN (80 ug/0.05 ml, i.v.) aos 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds as

microinjecdes. O objetivo deste protocolo foi checar se a microinje¢do de um anestésico
local em um mesmo volume usado para a microinjecdo de diferentes antagonistas no
PVN, seria suficiente para alterar as respostas cardiovasculares do quimiorreflexo, uma
vez que estudos anteriores ja haviam documentado a participagdo do PVN nas vias

neurais do quimiorreflexo (Olivan e cols., 2001; Cruz e cols., 2008).
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Trinta minutos ap6s o final dos experimentos realizamos a microinjecao unilateral
de bicuculina (50 pmol/ 100 nl) antes e aos 2 ¢ 40 minutos apos a microinje¢ao ipsilateral
de lidocaina (2%, 100 nl). O objetivo deste protocolo foi avaliar a eficacia da lidocaina

como anestésico local no PVN de ratos ndo anestesiados.

Bicuculina T Bicuculina Bicuculina

unilateral Lidocaina 2% unilateral unilateral
ipsilateral 2 min 40 min
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6.9) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a

microinjecdo bilateral de salina (0.9%) no PVN de ratos ndo anestesiados:

No dia do experimento, a canula inserida na artéria femoral dos animais foi
conectada ao transdutor de pressdo. Apds a ambientacdo dos animais e estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares realizamos pelo menos duas injecoes de KCN (80 ug/0.05

ml, i.v.) a intervalos de 10 minutos, cujas respostas serviram como controle para o
estimulo do quimiorreflexo. Caso ndo houvesse semelhanga no padrdo dessas respostas,
uma terceira inje¢do de KCN foi realizada. Apos as ativagdes controle do quimiorreflexo
e estabilizacdo dos registros cardiovasculares realizamos a microinje¢do bilateral de
salina (0.9%, 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados e o quimiorreflexo foi ativado com

KCN (80 ug/0.05 ml, i.v.) aos 2, 5, 10, 15 ¢ 30 minutos ap0ds as microinjegdes.

O objetivo deste protocolo foi verificar se o veiculo (salina 0.9%) utilizado para
diluir as drogas poderia estar afetando os parametros cardiovasculares basais e/ou as

resposta cardiovasculares a ativacao do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.
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6.10) Medidas do peso, da ingestdo de racdo, agua e excrecdo de urina antes e apds o

implante de canulas-guia em dire¢do ao PVN de ratos alojados em gaiolas metabdlicas:

Os ratos foram alojados em gaiolas metabolicas individuais trés dias antes do
inicio dos experimentos para a ambientagdo dos animais. Apds este periodo foram
avaliados o peso, a ingestao de racdo e de agua e a excrecdo de urina dos animais 24, 48 ¢
72h antes e 24, 48, 72 ¢ 96 h e ap6s o implante bilateral de canulas-guia em direcdo ao

PVN.

O objetivo do protocolo foi avaliar se o implante de canulas-guia em direcdo ao
PVN poderia promover alteragdes no peso, ingestdo de ragdo, agua e excre¢ao de urina
dos animais e conseqiientemente promover alteragdes nos parametros cardiovasculares

basais.

[ gaiola metabglica _ gaiola metabélica

72 48 24 24 48 72 96 horas
implante
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6.11) Medida do peso, da ingestdo de racdo, 4gua e excrecdo de urina antes e apos a

anestesia (ip) de ratos alojados em gaiolas metabdlicas:

Os ratos foram alojados em gaiolas metabolicas individuais trés dias antes do
inicio dos experimentos para a ambientagdo dos animais. Apds este periodo foram
avaliados o peso, a ingestao de racdo e de agua e a excrecao de urina dos animais 24, 48 ¢
72h antes e 24, 48, 72 ¢ 96 h e ap6s a anestesia (tribromoetanol 2.5% 10 ml/kg ip) dos

animais.

O objetivo do protocolo foi avaliar se anestesia (ip) dos animais poderia promover
alteragdes no peso, na ingestao de racdo e de dgua e na excrecdo de urina dos animais

conseqiientemente promovendo alteracdes nos parametros cardiovasculares basais.

[ gaiola metabglica _ gaiola metabdlica

=72 -48 -24 .. 24 48 72 96 horas
anestesia (ip)
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7.1) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apos a
microinjecdo bilateral de bicuculina dentro ou fora dos limites do PVN de ratos nédo

anestesiados:

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e ap6s a microinje¢do bilateral de bicuculina no PVN medial e
posterior de ratos ndo anestesiados podem ser observados nas figuras de 1 a 4. Os painéis
superiores da figura 1 ilustram os centros das microinjecdes bilaterais de bicuculina
realizadas no interior (circulos fechados) ou fora (circulos abertos) dos limites do PVN
medial (painel A) e posterior (painel B). Os painéis inferiores da figura 1 apresentam
fotomicrografias de histologias positivas de animais representativos do grupo, cujos
centros das microinje¢des estdo localizados na regido do PVN medial (painel C) e
posterior (painel D). A figura 2 mostra os tragados de um animal representativo do grupo,
com as variagdes na FC, PAP, PAM basal e as altera¢des cardiovasculares a ativacao do
quimiorreflexo antes e apds a microinje¢do bilateral de bicuculina no PVN. Podemos
observar no tracado da figura 2 uma grande variabilidade no registro da FC basal; isso
ocorre porque apds a microinje¢do bilateral de bicuculina no PVN promove a ativacao do
reflexo de “grooming” ou de auto-limpeza, a qual perdura por um periodo de 10 a 15
minutos. O conjunto dos resultados esta graficamente representados nas figuras 3 e 4. A
microinjecdo bilateral de bicuculina no PVN (n=7) promoveu um aumento significativo
na PAM basal dos animais aos 5 minutos [94 = 3 vs 113 £ 5 mmHg (figura 3, painel A)]
e na FC basal aos 5 (350 = 9 vs 493 + 18 bpm), 10 (350 £ 9 vs 411 £ 17 bpm) e aos 15
minutos [350 = 9 vs 417 + 19 bpm (figura 3, painel B)]. Nos painéis da figura 4 podemos
observar que a microinjecdo de bicuculina ndo promoveu alteragdes significativas nas
respostas pressora [49 £ 5 vs 47 £ 6 mmHg (painel A)] ou bradicéardica [-213 £ 23 vs -

276 + 42 bpm (painel B)] a ativacdo do quimiorreflexo. Também ndo observamos
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alteragdes significativas na andlise da area sobre a curva (UA) da resposta pressora a
ativacdo do quimiorreflexo apds a microinjecao bilateral de bicuculina no PVN (figura 5,

tabela V do apéndice).

A microinje¢do de bicuculina (50 pmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e
posterior (n=4) ndo promoveu alteragdes significativas na PAM [101+1 vs 105+5 mmHg
(figura 6 painel A)] ou na FC [373 £ 27 vs 435 £+ 31 bpm (figura 6, painel B)] basal, bem
como nao promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora ( 40 + 6 vs 45 + 11
mmHg) ou bradicardica ( -240 + 43 vs -188 = 60 bpm) a ativagdo do quimiorreflexo

(figura 7, painéis A e B, respectivamente).

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteragdes na PAM e
na FC basal a ativa¢do do quimiorreflexo antes e aos 5, 10, 15, 30 ¢ 60 minutos apos a
microinjecao bilateral de bicuculina dentro e fora dos limites do PVN de ratos nao

anestesiados encontram-se nas tabelas de [ a IV e de VI a IX do apéndice.

7.2) Respostas cardiovasculares a ativacédo do quimiorreflexo em ratos anestesiados:

Na figura 8 ilustramos o grafico, de um animal representativo do grupo,
mostrando as variagdes na FC, PAP e na PAM basal a ativagdo do quimiorreflexo no
animal n3o anestesiado e aos 120 minutos apds a indu¢do da anestesia (ip) com uretana.
Os resultados mostram que a ativacdo do quimiorreflexo em animais ndo anestesiados
promoveu respostas pressora e bradicardia e aos 15, 90, 60 e 120 minutos apds a indugdo
da anestesia com uretana as respostas a ativacao do quimiorreflexo foram de hipotensdo e
de bradicardia, embora esta tenha sido significativamente de menor amplitude em relagao

a condi¢do ndo anestesiados. Os graficos das figuras 8, 9 e 10 representam o conjunto dos
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Figura 1: Painéis superiores: representagdo esquematica dos sitios de

microinjecdes bilaterais de bicuculina no interior (circulos fechados) e fora
dos limites (circulos abertos) do PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A) e
do PVN posterior (bregma -2.12 mm, painel B). Painéis inferiores:
fotomicrografias (2.5x) de sec¢des transversais do PVN medial (painel C) e
do PVN posterior (painel D), representativas do grupo, mostrando os sitios
de microinje¢des bilaterais de bicuculina (setas). Opt: supra Optico; Qopt:

quiasma Optico; f: fornix; 3V: terceiro ventriculo; barra: 200 pm.
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Figura 2: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteracdes na

freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao

arterial média (PAM, mmHg) a ativacao do quimiorreflexo antes [KCN controle (80 pg/

0.05 ml/iv)] e aos e aos 5, 10 e 60 minutos ap6s a microinje¢do bilateral de bicuculina

(50 pmol/ 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 3: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painel A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 5, 10, 15, 30 e 60

minutos apds a microinjecdo bilateral de bicuculina no PVN de ratos ndo

anestesiados. (*) diferente em relagdo ao controle (p < 0.05).
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Figura 4: Alteragdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painel A)] e na
freqliéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagdo do
quimiorreflexo [KCN (80 pg/0.05 ml/iv)] antes (controle c) e aos 5, 10, 15,30 e

60 minutos apds a microinje¢do bilateral bicuculina no PVN de ratos nao

anestesiados.
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Figura 5: Alteracdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativacao do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 5,

10 15 e 30 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de bicuculina no PVN

de ratos ndo anestesiados.
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Figura 6: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painel A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle ¢) e aos 5, 10, 15, 30 ¢ 60

minutos ap6s a microinje¢do bilateral de bicuculina fora dos limites do PVN de

ratos ndo anestesiados.
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Figura 7: Alteragdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painel A)] e na
freqliéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao do
quimiorreflexo [KCN (80 ng/0.05 ml/iv)] antes (controle c) e aos 5, 10, 15, 30 e

60 minutos ap6s a microinjecao bilateral de bicuculina fora dos limites do PVN

de ratos ndo anestesiados.
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Figura 8: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando
as variagdes na freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressdo arterial pulsatil
(PAP, mmHg) e na pressdo arterial média (PAM, mmHg) a ativacao do
quimiorreflexo (KCN, 80 pg/0.05 ml/ iv) em ratos ndo anestesiados
(painel A) e 120 minutos apds a inducdo da anestesia com uretana

[(1.2g/kg, ip), painel B].
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resultados relativos a ativagdo do quimiorreflexo em animais nao anestesiados € aos 15 e
120 minutos apés a anestesia. Aos 15 minutos apds a inducao da anestesia ndo
observamos alteracdes significativas na PAM [99 £ 1 vs 76 + 9 mmHg (figura 9, painel
A)] ou na FC [355 + 21 vs 398 + 13 bpm (figura 9, painel B)] basal dos animais ¢ a
ativagcdo do quimiorreflexo 15 minutos apds a anestesia promoveu hipotensao [-4 + 10
mmHg (figura 10, painel A), mas ndo promoveu alteragdes significativas na FC [3 £+ 15
bpm (figura 10, painel B)] basal dos animais. Aos 120 minutos apds a indugdo da
anestesia ndo observamos alteragdes significativas na PAM basal [83 + 15 vs 84 +
15mmHg (figura 9, painel C)], contudo houve um aumento significativo na FC basal dos
animais [362 + 10 vs 438 + 19 bpm (figura 9, painel D)]. A ativa¢io do quimiorreflexo
120 minutos apos a anestesia promoveu hipotensao [-19 + 6 mmHg (figura 10, painel C)]
e uma atenuacao significativa na resposta bradicardia [-2 + 4 bpm (figura 10, painel D)].
Na tabela X (ver apéndice) apresentamos o conjunto dos resultados com as médias dos
valores basais e das alteracoes na PAM e FC apos a ativacdo do quimiorreflexo aos 15,
60, 90 e 120 minutos apos a indug¢dao da anestesia com uretana (ip) dos animais em
comparac¢ao com os resultados obtidos nos mesmos animais na condi¢dao acordados antes

da anestesia.

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteragdes na PAM e
na FC em resposta a ativacdo do quimiorreflexo em animais ndo anestesiados e aos 15,
60, 90 e 120 minutos apds a indu¢do da anestesia com uretana (ip) encontram-se nas

tabelas de XI a XVIII do apéndice.
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Figura 9: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A e C)] e freqiiéncia
cardiaca basais [FC, bpm (painel B e D)] de ratos ndo anestesiados e aos 15
(painéis A e B) e aos 120 minutos (painéis C e D) apos a indugdo da anestesia

com uretana (1.2 g/kg ip).
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Figura 10: Alteragdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A e C)]
e na freqliéncia cardiaca basais [A FC, bpm (painel B e D)] em resposta a ativagao
do quimiorreflexo (KCN, 80 ng/0.05 ml/ iv) em ratos nao anestesiados e aos 15
(painéis A e B) e 120 minutos (painéis C e D) apds a indugdo da anestesia com
uretana (1.2 g/kg ip, barras azuis). (*) diferente em relagdo ao KCN controle (P<

0.05).



Resultados 58

7.3) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 2, 5,
10, 15, 30 e 60 minutos ap6s a microinjecdo de L-NAME no PVN de ratos néo

anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e apds a microinje¢do bilateral de L-NAME no PVN de ratos ndo
anestesiados podem ser observados nas figuras de 11 a 15. Os painéis superiores da figura
11 ilustram os centros das microinjecdes bilaterais realizadas no interior (circulos
fechados) do PVN medial (painel A) e posterior (painel B). Os painéis inferiores da
figura 11 apresentam fotomicrografias de histologias positivas, de animais
representativos do grupo, cujos centros das microinjegdes estdo localizados na regido do
PVN medial (painel C) e posterior (painel D). A figura 12 mostra os tracados, de um
animal representativo do grupo, com as variacdes na FC, PAP ¢ na PAM basal ¢ as
alteracdes cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo antes e apds a microinjecao
bilateral de L-NAME no PVN. As figuras 13 e 14 representam o conjunto dos resultados.
A microinjecdo bilateral de L-NAME (n=8) no PVN promoveu um aumento significativo
na PAM basal aos 2 (94 = 2 vs 110 = 3 mmHg), 5 (94 £2 vs 109 + 3 mmHg), 10 (94 + 2
vs 106 + 3 mmHg) e aos 15 [94 £ 2 vs 105 + 2 mmHg (figura 13, painel A)] minutos e na
FC basal aos 2 (352 = 11 vs 448 + 20 bpm), 5 (352 + 11 vs 423 + 16 bpm), 10 (352 + 11
vs 411 £ 16 bpm) e aos 15 [352 £ 11 vs 419 + 15 bpm (figura 13, painel B) minutos. A
microinjecao bilateral de L-NAME no PVN também promove a ativacdo do reflexo de
“grooming”. Nos painéis da figura 14 podemos observar que a microinjecao bilateral de
L-NAME nao promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora [52 + 5 vs 47 £ 6
mmHg (painel A)] ou bradicardica [-253 = 19 vs -320 + 24 bpm (painel B)] a ativa¢do do

quimiorreflexo. Também ndo observamos alteragdes significativas na andlise da area
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sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativacao do quimiorreflexo apos a microinje¢ao

de L-NAME no PVN (figura 15, tabela XXIII do apéndice).

Os painéis da figura 11 ilustram os centros das microinje¢des bilaterais de L-
NAME realizadas fora dos limites do PVN (circulos abertos) no PVN medial (painel A) e
posterior (painel B). A microinje¢do bilateral de L-NAME (n=5) fora dos limites do PVN
ndo promoveu alteracdes significativas na PAM [94 + 3 vs 98 =+ 3 mmHg (figura 16,
painel A)] ou na FC basais [343 + 26 vs 496 = 27 bpm (figura 16, painel B)], bem como
ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora (41 + 3 vs 51 + 5 mmHg)
ou bradicardica (-251 £ 23 vs -304 + 40 bpm) a ativa¢do do quimiorreflexo (figura 17,

painéis A e B, respectivamente).

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteragcdes na PAM e
na FC em resposta a ativa¢ao do quimiorreflexo antes e aos 2, 5, 10, 15, 30 ¢ 60 minutos
apods a microinjecao bilateral de L-NAME no interior ou fora dos limites do PVN de ratos
ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de XIX a XXII e de XXIV a XXVII do

apéndice.

7.4) Respostas cardiovasculares a microinjecao unilateral de L-glutamato antes e apos a
microinjecdo ipsilateral de &cido quinurénico dentro ou fora dos limites do PVN de ratos

nao anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a microinjecao unilateral de
L-glutamato antes e ap6s a microinjecao ipsilateral de 4cido quinurénico no PVN de ratos
ndo anestesiados podem ser observados nas figuras 18, 19 e 20. Os painéis superiores da

figura 18 (lado esquerdo) ilustram os centros das microinje¢des unilateral de L-glutamato
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realizadas dentro (circulos fechado) ou fora (circulos abertos) dos limites do PVN medial
(painel A) e posterior (painel B). Os painéis inferiores da figura 18 (lado direito)
apresentam fotomicrografias de histologias positivas, de animais representativos o grupo,
cujos centros das microinjecdes unilaterais estao localizados na regido do PVN medial
(painel A) e posterior (painel B). Nos tragados apresentado na figura 11, temos os
registros cardiovasculares, de um animal representativo do grupo, no qual realizamos a
microinjecao unilateral de L-glutamato antes e aos 15 ¢ 90 minutos apds a microinje¢ao
ipsilateral de acido quinurénico. Podemos observar que a microinjecao unilateral de L-
glutamato no interior do PVN (n=10) promove um aumento significativo na PAM [95 £ 2
vs 107 = 3 mmHg (figura 20, painel A)] e na FC basais [352 = 13 vs 379 = 10 bpm
(figura 20, painel B)] dos animais. A microinje¢do ipsilateral de acido quinurénico no
PVN nao promoveu alteracdes significativas na PAM [101 + 3 vs 102 = 2 mmHg (figura
20, painel A)] e na FC basais [361 = 9 vs 365 £ 10 bpm (figura 20, painel B)] dos
animais. Aos 15 minutos apds a microinjecdo ipsilateral do acido quinurénico, a
microinjecao de L-glutamato ndo promoveu alteragdes significativas na PAM [100 £ 2 vs
103 £2 mmHg (figura 20, painel A)] ou na FC basais [357 = 11 vs 363 + 12 bpm (figura
20, painel B)] dos animais, confirmando o bloqueio dos receptores de aminoacido
excitatorios no PVN. Aos 90 minutos apds a microinjecao ipsilateral de 4acido
quinurénico, a microinjecdo unilateral de L-glutamato promoveu um aumento
significativo na PAM [96 £+ 3 vs 108 = 3 mmHg (figura 20, painel A)] e na FC basais
[368 £ 11 vs 395 = 11 bpm (figura 20, painel B)] dos animais, evidenciando a
reversibilidade do bloqueio. A microinje¢do unilateral de L-glutamato fora dos limites do
PVN nao promoveu alteragdes significativas na PAM ou na FC basais dos animais (ver

tabelas de XXVIII e XXIX do apéndice).
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Figura 11: Painéis superiores: representacdo esquematica dos sitios de
microinjecdes bilaterais de L-NAME no interior (circulos fechados) do PVN
medial (bregma -1.8 mm, painel A) e do PVN posterior (bregma -2.12 mm,
painel B). Painéis inferiores: fotomicrografias (2.5x) de seccdes transversais
do PVN medial (painel C) e do PVN posterior (painel D), de rato
representativo do grupo, mostrando os sitios de microinjecdes bilaterais de L-
NAME. Opt: supra Optico; Qopt: quiasma Optico; f: fornix; 3V: terceiro

ventriculo; barra: 200 pm.



Resultados 62

Rt e A Il

200—

PAP  150— i
(mmHg)
100 —|

50—

200

PAM 150—
(mmHg) “‘}W
100—] R . e I “ -
50—
ttt t t t
KCN L-NAME KCN 2’ KCN 10" KCN 60"
controle
25seg

Figura 12: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando as
alteracdes na freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressdo arterial pulsatil (PAP,
mmHg) e na pressdo arterial média (PAM, mmHg) a ativacdo do quimiorreflexo
antes [KCN controle (80 ng/0.05 ml/iv)] e aos 2, 10 e 60 minutos apds a
microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/ 50 nl) no PVN de ratos nao

anestesiados.
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Figura 13: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c¢) e aos 5, 10, 15, 30 e 60

minutos apos a microinjecao bilateral de L-NAME no PVN de ratos nao

anestesiados. (*) diferente em relacdo ao controle (P < 0.05).
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Figura 14: Alteragdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)] e
na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativacao do
quimiorreflexo [KCN (80 ng/0.05 ml/iv)] antes (controle c¢) e aos 5, 10, 15, 30 ¢

60 minutos apds a microinjecdo bilateral L-NAME no PVN de ratos nao

anestesiados.
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Figura 15: Alteracdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 2, 5, 10

15, 30 e 60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME no PVN de

ratos ndo anestesiados.
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Figura 16: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia

cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle ¢) e aos 2, 5, 10, 15, 30 e 60

minutos apds a microinje¢do bilateral de L-NAME fora dos limites do PVN de

ratos nao anestesiados.
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Figura 17: Alteracdes na pressdo arterial média [A PAM, mmHg (painéis
A)] e na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal de ratos em
resposta a ativacdo do quimiorreflexo [KCN (80 pg/0.05 ml/iv)] antes
(controle ¢) e aos 2, 5, 10, 15, 30 ¢ 60 minutos ap6s a microinje¢ao

bilateral L-NAME fora dos limites do PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 18: Lado esquerdo das figuras: fotomicrografias (2.5x) de secc¢des transversais
do PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A) e do PVN posterior (bregma -2.12 mm,
painel B), mostrando os sitios de microinje¢des unilaterais de L-glutamato (setas). Lado
direito das figuras: representagdao esquematica dos sitios de microinjecdes unilaterais
realizadas no interior (circulos fechados) ou fora dos limites (circulos abertos) do PVN
medial (painel A) e do PVN posterior (painel B) dos animais. Qopt: quiasma optico; opt:

supra Optico; 3V: terceiro ventriculo.
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Figura 19: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteragdes na
freqliéncia cardiaca (FC, bpm), pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao
arterial média (PAM, mmHg) a microinjecdo unilateral de L-glutamato [L-glu (3.75
nmol/ 50 nl)] antes e aos 15 ¢ 90 minutos apds a microinjecao ipsilateral de acido

quinurénico [KYN (7.2 nmol/ 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 20: Alteracdes na pressdo arterial [A PAM, mmHg (painel A)] e na
freqliéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a microinje¢ao
unilateral de L-glutamato [3.75 nmol/50 nl (n=10)] antes e aos 15 e 90
minutos apds a microinjecao ipsilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/ 50

nl) no PVN de ratos ndo anestesiados. (*) diferente em relagdo ao L-glu

controle (P<0.05).
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Os valores individuais da PAM ¢ da FC basal, bem como das alteragdes na PAM e
na FC em resposta a microinje¢ao unilateral de L-glutamato antes ¢ aos 15 ¢ 90 minutos
ap6s a microinjecao ipsilateral de acido quinurénico dentro ou fora dos limites do PVN

de ratos ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de XXVIII a XXXI do apéndice.

7.5) Respostas cardiovasculares a ativacao do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 5,
10, 15, 30, 60 e 90 minutos apos as microinjecdes bilaterais do &cido quinurénico (KYN)

dentro ou fora dos limites do PVN de ratos ndo anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e apds a microinjecao bilateral do 4cido quinurénico no PVN medial
e posterior de ratos ndo anestesiados podem ser observados nas figuras de 21 a 27. Os
painéis superiores da figura 21 ilustram os centros das microinje¢des bilaterais realizadas
no interior (circulos fechados) ou fora (circulos abertos) dos limites do PVN medial
(painel A) e posterior (painel B). Os painéis inferiores da figura 21 apresentam
fotomicrografias de histologias positivas de animais representativos do grupo, cujos
centros das microinjecdes estdo localizados na regido do PVN medial (painel C) e
posterior (painel D). A figura 22 mostra os tragados, de um animal representativo do
grupo, com as variacdes na FC, PAP, PAM basais e as alteracdes cardiovasculares a
ativacao do quimiorreflexo antes e apds a microinje¢ao bilateral de acido quinurénico no
PVN. O conjunto dos resultados estd representado nas figuras 23 ¢ 24. A microinje¢o
bilateral do acido quinurénico (n=6) ndo promoveu alteragdes significativas na PAM
basal [98 + 3 vs 100 £ 3 mmHg (figura 23, painel A)] ou na FC basal [330 £ 5 vs 339 +

12 bpm (figura 23, painel B)]. A microinjecao bilateral do 4cido quinurénico no PVN nao
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promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora [50 = 4 vs 42 + 4 mmHg
(figura 24, painel A)] ou bradicardica [-252 &+ 4 vs -285 £+ 16 bpm (figura 24, painel B)] a
ativagdo do quimiorreflexo. Também nao observamos alteragdes significativas na analise
da area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo apos a
microinjecao bilateral do acido quinurénico no PVN (figura 25, tabela XXVI do

apéndice).

A microinje¢do do acido quinurénico fora dos limites do PVN medial e posterior
(n=7) ndo promoveu altera¢des significativas na PAM [91 + 3 vs 98 + 4 mmHg (figura
26, painel A)] ou na FC basal [353 £ 14 vs 370 = 14 bpm (figura 26, painel B)] dos
animais, bem como ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora (50 £ 6
vs 39 + 8 mmHg) ou bradicardica (-138 + 35 vs -272 £ 13 bpm) a ativagdo do

quimiorreflexo (figura 27, painéis A e B, respectivamente).

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteragcdes na PAM e
na FC em resposta a ativagdo do quimiorreflexo antes e aos 5, 10, 15, 30, 60 ¢ 90 minutos
apods a microinje¢do bilateral do acido quinurénico dentro ou fora dos limites no PVN de
ratos ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de XXXII a XXXV e de XXXVII a XL

do apéndice.
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7.6) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 1, 3,
5, 10 e 30 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de PPADS no PVN de ratos ndo

anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativagdo do
quimiorreflexo antes e apds a microinjecdo bilateral de PPADS no PVN de ratos ndo
anestesiados podem ser observados nas figuras 28 a 32. Os painéis superiores da figura
28 ilustram os centros das microinjecdes bilaterais realizadas no interior (circulos
fechados) ou fora (circulos abertos) dos limites do PVN medial (painel A) e posterior
(painel B). Os painéis inferiores da figura 28 apresentam fotomicrografias de histologias
positivas de animais representativos do grupo, cujos centros das microinjecdes estio
localizados na regido do PVN medial (painel C) e posterior (painel D). A figura 29
mostra os tragados, de um animal representativo do grupo, com as varia¢des na FC, PAP,
PAM basal ¢ nas alteragdes cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo antes e apds a
microinjecdo bilateral de PPADS no PVN. O conjunto dos resultados mostrou que a
microinjecdo bilateral de PPADS (n=6) no PVN promoveu um aumento significativo na
PAM basal apds 1 (99 £2 vs 112 £ 2 mmHg) e aos 3 minutos (99 + 2 vs 112 + 2 mmHg)
(figura 30, painel A)] e na FC basal ap6s 1 minuto [332 + 8 vs 375 + 8 bpm (figura 30,
painel B)], contudo ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora [53 + 4
vs 56 + 8 mmHg (figura 31, painel A)] e bradicardica [-245 £ 13 vs -286 + 14 bpm
(figura 31, painel B)] a ativacdo do quimiorreflexo. Também ndo observamos alteragdes
significativas na andlise da area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativacdao do
quimiorreflexo apds a microinje¢do bilateral de PPADS no PVN (figura 32, tabela XLV
do apéndice). A microinje¢do do PPADS fora dos limites do PVN medial e posterior

(n=4) nao promoveu alteracdes significativas na PAM [97 £ 5 vs 97 + 3 mmHg (figura
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33, painel A)] ou na FC basal [378 £+ 34 vs 361 + 26 bpm (figura 33, painel B)] dos
animais, bem como ndo promoveu alteragdes significativas nas respostas pressora (52 = 4
vs 63 £ 6 mmHg) ou bradicardica (-279 + 26 vs -266 = 22 bpm) a ativacdo do

quimiorreflexo (figura 34, painéis A e B, respectivamente).

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteragdes na PAM e na
FC em resposta a ativagdo do quimiorreflexo antes e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apos a
microinjecdo bilateral de PPADS no interior e fora dos limites do PVN de ratos nado

anestesiados encontram-se nas tabelas de XLI a XLIV e de XL VI a XLIX do apéndice.

7.7) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 1, 3,
5, 10 e 30 minutos apds a microinjecéo bilateral do coquetel KYN + PPADS no PVN de

ratos ndo anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativagao do quimiorreflexo antes
e apos a microinjecdo bilateral do coquetel PPADS + KYN no PVN de ratos ndo
anestesiados podem ser observados nas figuras 35 a 39. Os painéis superiores da figura
35 ilustram os centros das microinje¢des bilaterais realizadas no interior (circulos
fechados) ou fora (circulos abertos) do PVN medial (painel A) e posterior (painel B). Os
painéis inferiores da figura 35 apresentam fotomicrografias de histologias positivas, de
animais representativos do grupo, cujos centros das microinjeg¢des estdo localizados na
regido do PVN medial (painel C) e posterior (painel D). A figura 36 mostra os tragados,
de um animal representativo do grupo, com as variacdes na FC, PAP, PAM basal e as

alteragoes cardiovasculares a ativagao do



Resultados 75

i
4

S

- —— — —

o el

.
1=

Figura 21: Painéis superiores: representacdo esquematica dos sitios de

microinjecdes bilaterais de acido quinurénico no interior (circulos fechados) e

fora dos limites (circulos abertos) do PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A)

e do PVN posterior (bregma -2.12 mm, painel B). Painéis inferiores:

fotomicrografias (2.5x) de secgdes transversais do PVN medial (painel C) e do

PVN posterior (painel D) de ratos, representativos do grupo, mostrando os

sitios de microinjecdes bilaterais de acido quinurénico (setas). Opt: supra

optico; Qopt: quiasma Optico; f: fornix; 3V: terceiro ventriculo; barra: 200 pm.
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Figura 22: Tragado de um animal, representativo do grupo, mostrando as altera¢des
na freqliéncia cardiaca (FC, bpm), pressao arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao
arterial média (PAM, mmHg) em resposta a microinje¢do bilateral de &cido
quinurénico [KYN (7.2 nmol/ 50 nl)] no PVN antes (KCN controle) e aos 5, 15 ¢ 90
minutos apds a ativagdo do quimiorreflexo [KCN (80 pg/0.05 ml/iv)] em ratos nao

anestesiados.
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Figura 23: Pressao arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqliéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle ¢) e aos 5, 10, 15, 30, 60 ¢
90 minutos apds a microinjecao bilateral de acido quinurénico (KYN) no

PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 24: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)]
e na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo [KCN (80 pg/0.05 ml/iv)] antes (controle c) e aos 5, 10,
15, 30, 60 e 90 minutos ap6s a microinje¢do bilateral de 4cido quinurénico no

PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 25: Alteracdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativacado do quimiorreflexo antes (controle ¢) e aos 5, 10 15,

30, 60 e 90 minutos apods a microinjecao bilateral de acido quinurénico no PVN de

ratos ndo anestesiados.
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Figura 26: Pressdao arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 5, 10, 15, 30, 60 ¢
90 minutos apoOs a microinjecao bilateral de acido quinurénico (KYN) fora dos

limites do PVN de ratos nao anestesiados.
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Figura 27: AlteragOes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)] e na
freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagdo do
quimiorreflexo [KCN (80 pg/0.05 ml/iv)] antes (controle c¢) e aos 5, 10, 15, 30, 60 e

90 minutos apds a microinje¢do bilateral de acido quinurénico fora dos limites do

PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 28 Painéis superiores: representacdo esquemadtica dos sitios de
microinjecdes bilaterais de PPADS no interior (circulos fechados) e fora
(circulos abertos) dos limites do PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A) e do
PVN posterior (bregma -2.12 mm, painel B). Painéis inferiores:
fotomicrografias (2.5x) de secg¢des transversais do PVN medial (painel C) e do
PVN posterior (painel D), de ratos representativos do grupo, mostrando os
sitios de microinjegdes bilaterais de PPADS (setas). Opt: supra optico; Qopt:

quiasma optico; f: fornix; 3V: terceiro ventriculo; barra: 200 pm.



Resultados 83

S00—
FC 300—|
(bpm)
100—
200
PAP 150
{(munHg)
100—
S0
200
Pan 150 "}W MM
{l'l.'l.l'l'ng] 100—]
50— f T f f f f
KON FPADS KECN1° ECN 3 KECN 15
controle 2iseg

Figura 29: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteragdes na
freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao
arterial média (PAM, mmHg) a ativagdo do quimiorreflexo antes [KCN controle (80
png/0.05 ml/iv)] e aos 1, 3, 15 minutos apos a microinjecdo bilateral de PPADS (0.25

nmol/50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 30: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia

cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 1, 3, 10 e 30

minutos ap6s a microinjecdo bilateral de PPADS no PVN de ratos ndo

anestesiados. * diferente em relagao ao controle (p<0.05).
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Figura 31: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)]
e na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a

microinjecao bilateral de PPADS no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 32: Alteragdes na area sobre a curva (UA, unidades
arbitrarias) da resposta pressora a ativagao do quimiorreflexo antes
(controle c¢) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a microinje¢do bilateral

de PPADS no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 33 Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia

cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle ¢) e aos 1, 3, 10, e 30

minutos apds a microinje¢do bilateral de PPADS fora dos limites do PVN

de ratos ndo anestesiados.
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Figura 34: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)]
e na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a

microinjecdo bilateral de PPADS fora dos limites do PVN de ratos ndo

anestesiados.
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quimiorreflexo antes e apds a microinje¢do bilateral do coquetel (PPADS + KYN) no
PVN. O conjunto dos resultados mostrou que a microinje¢ao bilateral de PPADS + KYN
(n=7) ndo promoveu alteragdes significativas na PAM basal [93 = 1 vs 99 £ 3 mmHg
(figura 37, painel A)] ou na FC basal [357 = 11 vs 380 = 11 bpm (figura 37, painel B)]. A
microinjecao bilateral de PPADS + KYN no PVN também ndo promoveu alteracdes
significativas nas respostas pressora [58 £ 4 vs 49 + 4 mmHg (figura 38, painel A)] ou
bradicardica [-252 £+ 17 vs -273 £ 13 bpm (figura 38, painel B)] a ativagdo do
quimiorreflexo. Também nao observamos alteragdes significativas na analise da area
sobre a curva [unidades arbitrarias (UA)] da resposta pressora a ativacdo do
quimiorreflexo apds a microinje¢do de PPADS + KYN no PVN (figura 39, tabela LIV do

apéndice).

A microinjecdo do coquetel PPADS + KYN fora dos limites do PVN medial e
posterior (n=7) ndo promoveu alteracdes significativas na PAM [96 + 2 vs 99 £ 4 mmHg
(figura 40, painel A)] ou na FC basal [349 + 15 vs 353 + 27 bpm (figura 40, painel B)]
dos animais, bem como ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora (66
+ 8 vs 68 £ 2 mmHg) ou bradicardica (-239 + 20 vs -259 + 19 bpm) a ativagdo do

quimiorreflexo (figura 41, painéis A e B, respectivamente).

Os valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das alteracdes na PAM e
na FC em resposta a ativacao do quimiorreflexo antes e aos 1, 3, 10, 30 e 60 minutos apos
a microinje¢do bilateral do coquetel PPADS + KYN no interior e fora dos limites do PVN
de ratos ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de L a LIII e de LV a LVIII do

apéndice.
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Figura 35: Painéis superiores: representacdo esquematica dos sitios de
microinjecdes bilaterais de PPADS + KYN (circulos fechados) no interior do
PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A) e do PVN posterior (bregma -2.12 mm,
painel B). Painéis inferiores: fotomicrografias (2.5x) de secc¢des transversais do
PVN medial (painel C) e do PVN posterior (painel D), de ratos representativos
do grupo, mostrando os sitios de microinjec¢des bilaterais do coquetel PPADS +
KYN (setas). Opt: supra Optico; Qopt: quiasma Optico; f: fornix; 3V: terceiro

ventriculo; barra: 200 pum.
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Figura 36: Tragado de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteragdes na
freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressdao arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao
arterial média (PAM, mmHg) a ativacdo do quimiorreflexo antes [KCN controle (80
ng/0.05 ml/iv)] e aos 1, 3, 15 e 30 minutos apds a microinjecao bilateral do coquetel
PPADS (0.25 nmol/50 nl) + 4cido quinurénico [KYN (7.2 nmol)] no PVN de ratos ndo

anestesiados.
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Figura 37: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 1, 3, 10 e 30

minutos apos a microinje¢do bilateral do coquetel PPADS + KYN no PVN

de ratos ndo anestesiados.
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Figura 38: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)]

e na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apos a

microinjecdo bilateral do coquetel PPADS + KYN no PVN de ratos ndo

anestesiados.
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Figura 39: Alteracdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 1, 3, 10
e 30 minutos apos a microinje¢do bilateral do coquetel PPADS+ KYN no PVN

de ratos ndo anestesiados.
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Figura 40: Pressao arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqliéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 1, 3, 10 ¢ 30

minutos apds a microinjecao bilateral do coquetel PPADS + KYN fora dos

limites do PVN de ratos nao anestesiados.
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Figura 41: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)] e

na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao do
quimiorreflexo antes (controle c¢) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a microinje¢cao

bilateral do coquetel PPADS + KYN fora dos limites do PVN de ratos nao

anestesiados.
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7.8) Respostas cardiovasculares a microinjecdo unilateral de bicuculina antes e ap6s a

microinjecdo ipsilateral de lidocaina no PVN de ratos ndo anestesiados.

Nos graficos da figura 42 podemos observar que 2 minutos apds a microinje¢ao
unilateral de lidocaina (2%, 50 nl) ocorreu a atenuagdo da resposta pressora (figura 42,
painel A) e taquicardia (figura 42, painel B) a microinjecdo ipsilateral de bicuculina (50
pmol/50 nl) no PVN; a reversdo da resposta foi observada aos 40 minutos apos a

microinjecao unilateral de lidocaina (ver tabelas de LIX e LX do apéndice).

7.9) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 2, 5,
10, 15 e 30 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de

ratos ndo anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e apos a microinje¢do bilateral de lidocaina (50 nl) no PVN de ratos
ndo anestesiados podem ser observados nas figuras de 43 a 46. Os painéis superiores da
figura 43 ilustram os centros das microinjecdes bilaterais de lidocaina [50 nl (circulos
fechados)] realizadas no PVN medial (painel A) e posterior (painel B) dos animais. Os
painéis inferiores da figura 43 apresentam fotomicrografias de histologias positivas, de
animais representativos do grupo, cujos centros das microinjeg¢des estdo localizados na
regido do PVN medial (painel C) e posterior (painel D). O conjunto dos resultados
encontra-se nos graficos das figuras 44 e 45. Os resultados mostram que a microinjecao
bilateral de lidocaina [50 nl (n=8)] ndo promoveu alteragdes significativas na PAM basal
[99 £ 3 vs 100 + 4 mmHg (figura 44, painel A)] ou na FC basal [354 £ 16 vs 377 £ 17

bpm (figura 44, painel B)]. A microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN
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também nao promoveu alteragdes significativas nas respostas pressora [52 = 5 vs 53 £ 4
mmHg (figura 45, painel A)] ou bradicardica [-254 + 29 vs -277 + 19 bpm (figura 45,
painel B)] a ativagdo do quimiorreflexo. Também nao observamos alteragdes
significativas na analise da area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativacao do
quimiorreflexo apods a microinjecao bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN (figura 46,

tabela LXV do apéndice).

As médias dos valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das
alteracdes na PAM e na FC em resposta a ativacao do quimiorreflexo antes e aos 2, 5, 10,
15 e 30 minutos apds a microinje¢ao bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de ratos

ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de LXI a LXIV do apéndice.

7.10) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 2,
5, 10, 15 e 30 minutos apo6s a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN

de ratos ndo anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e apds a microinjecao bilateral de lidocaina (100 nl) no PVN de
ratos ndo anestesiados podem ser observados nas figuras 43 (painéis superiores), 47, 48,
49 e 50. Os painéis superiores da figura 43 ilustram os centros das microinjecdes
bilaterais realizadas no interior (tridngulos fechados) do PVN medial (painel A) e
posterior (painel B). A figura 47 mostra os tracados, de um animal representativo do
grupo, com as variacdes na FC, PAP, PAM basal e as alteragdes cardiovasculares a
ativagdo do quimiorreflexo antes e apds a microinje¢ao de lidocaina (2%, 100nl) no PVN.

O conjunto dos resultados mostrou que a microinje¢do bilateral de lidocaina [100 nl
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(n=6)] ndo promoveu alteragdes significativas na PAM basal [99 + 3 vs 106 = 5 mmHg
(figura 48, painel A)] ou na FC basal [345 = 8 vs 351 £ 17 bpm (figura 48, painel B)]. A
microinjecao bilateral de lidocaina (100 nl) no PVN também ndo promoveu alteragdes
significativas nas respostas pressora [49 = 7 vs 39 +£ 9 mmHg (figura 49, painel A)] e
bradicardica [-257 £ 7 vs -176 = 51 bpm (figura 49, painel B)] a ativacdo do
quimiorreflexo. Também nao observamos alteragdes significativas na analise da area
sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativacao do quimiorreflexo apos a microinje¢ao

bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN (figura 50, tabela LXX do apéndice).

As médias dos valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das
alteracdes na PAM e na FC em resposta a ativacdo do quimiorreflexo antes e aos 2, 5, 10,
15 e 30 minutos apds a microinjec¢ao bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN de ratos

ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de LXVI a LXIX do apéndice.

7.11) Respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo (KCN, iv) antes e aos 2,
5, 10, 15 e 30 minutos ap06s a microinjecdo bilateral de salina (0.9%, 50 nl) no PVN de

ratos ndo anestesiados.

Os resultados referentes as respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorreflexo antes e apds a microinjecdo bilateral de salina (0.9%) no PVN de ratos
ndo anestesiados podem ser observados nas figuras 51 a 53. Os painéis superiores da
figura 51 ilustram os centros das microinje¢des bilaterais (circulos fechados) realizadas
no interior do PVN medial (painel A) e posterior (painel B) dos animais. Os painéis

inferiores da figura 51 apresentam fotomicrografias de histologias positivas, de animais
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representativos do grupo, cujos centros das microinjecdes estdo localizados na regido do
PVN medial (painel C) e posterior (painel D). O conjunto dos resultados mostrou que a
microinjecao bilateral de salina [0.9 % (n=5)] ndo promoveu alteracdes significativas na
PAM basal [102 £ 5 vs 99 + 7 mmHg (figura 52, painel A)] ou na FC basal [366 = 16 vs
371 £+ 24 bpm (figura 52, painel B)]. A microinjecdo bilateral de salina (0.9%) no PVN
também nao promoveu alteragdes significativas nas respostas pressora [56 = 7 vs 54 £ 7
mmHg (figura 53, painel A)] e bradicardica [-288 + 24 vs -306 + 20 bpm (figura 53,

painel B)] a ativagdo do quimiorreflexo.

As médias dos valores individuais da PAM e da FC basal, bem como das
alteragdes na PAM e na FC em resposta a ativagdo do quimiorreflexo antes e aos 5, 10,
15 e 30 minutos apds a microinje¢do bilateral de salina (0.9%, 50 nl) no PVN de ratos

ndo anestesiados encontram-se nas tabelas de LXXI a LXXIV do apéndice.

7.12) Peso, ingestdo de racado, ingestdo agua e excrecao de urina antes e ap6s o implante

de canulas-guia em direcdo ao PVN de ratos alojados em gaiolas metabolicas:

O conjunto dos resultados referentes ao peso, a ingestdo de racdo, a ingestdo de
agua e a excregdo de urina antes e ap6ds o implante de canulas-guia em dire¢do ao PVN de
ratos alojados em gaiolas metabdlicas (n= 12) encontra-se nos painéis da figura 50
(valores normalizados para 100 g de peso). Os resultados mostraram que o implante de
canulas-guia ndo promoveu alteracdes significativas no ganho de peso (g) dos animais
[apéndice tabela LXXV (figura 54, painel A)], contudo promoveu uma redugdo
significativa na ingestdo de racdo 24 h (11 £ 1 vs 4+ 1 gramas) e 48 h[11 £ 1 vs 7+ 1,

gramas (figura 54, painel B)], na ingestdo de dgua 24 h [19 £ 1 vs 11+ 2 ml (figura 54,
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painel C)] e na excre¢do de urina 24 h [5 = 1 vs 2 + 0.3 ml (figura 54, painel D)] apos o

implante de canulas guia em dire¢do ao PVN dos animais.

As médias dos valores individuais do peso, ingestdo de racdo, dgua e excrecao de
urina 24-72 h antes e 24- 96 h apds o implante de canulas-guia em dire¢do ao PVN de
ratos alojados em gaiolas metabolicas encontram-se nas tabelas de LXXV a LXXVIII do

apéndice.

7.13) Peso, ingestdo de racdo, ingestdo de agua e excrecdo de urina antes e apos a

anestesia (ip) de ratos alojados em gaiolas metabdlicas:

O conjunto dos resultados referentes ao peso, a ingestdo de ragdo, a ingestdo de
agua e a excrecdo de urina antes e apoOs a anestesia (ip) de ratos alojados em gaiolas
metabolicas (n= 5) encontra-se nos painéis da figura 55 (valores normalizados para 100 g
peso). Os resultados indicam que a anestesia (tribrometanol 2.5% 10 ml/kg ip) ndo
promoveu alteragdes significativas no ganho de peso (g) dos animais [apéndice tabela
LXXIX (figura 55, painel A)] ou na ingestao de agua (figura 55, painel C)] dos animais,
contudo promoveu uma redugdo significativa na ingestdo de ragdo 24 h [9 + 1 vs 5+ 1
gramas (figura 55, painel B)] e na excrecao de urina 24 h [3 + 0.3 vs 2 = 0.4 ml (figura

55, painel D)] apds a anestesia (ip) dos animais.

As médias dos valores individuais do peso, ingestdo de racdo, dgua e excrecao de
urina 24-72 h antes e 24-96 h apds a anestesia (ip) de ratos alojados em gaiolas

metabolicas encontram-se nas tabelas de LXXIX a LXXXII do apéndice.
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Figura 42: Alteragdes na pressao arterial [A PAM, mmHg (painel A)] e na
freqliéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a microinje¢ao
unilateral de bicuculina (50 nmol/50 nl) antes e aos 2 ¢ 40 minutos apos a

microinjecdo ipsilateral de lidocaina (2% /50 nl) no PVN de ratos ndo

anestesiados.
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Figura 43 Pain¢is superiores: representacdo esquematica dos sitios de
microinjecdes bilaterais de lidocaina [2%, 50 nl (circulos fechados)] e de
lidocaina [2% 100 nl (tridngulos fechados)] no PVN medial (bregma -1.8 mm,
painel A) e PVN posterior (bregma -2.12 mm, painel B). Painéis inferiores:
fotomicrografias (2.5x) de sec¢des transversais do PVN medial (painel C) e do
PVN posterior (painel D), de ratos representativos do grupo, mostrando os
sitios de microinjecdes bilaterais de lidocaina [2% (setas)]. Opt: supra Optico;

Qopt: quiasma Optico; f: fornix; 3V: terceiro ventriculo; barra: 200 pm.
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Figura 44: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes e aos 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apos

a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de ratos ndo

anestesiados.
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Figura 45: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)]
e na freqii€ncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo antes e aos 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds a microinje¢ao

bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 46: Alteragdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 2, 5, 10, 15
e 30 minutos apods a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de

ratos nao anestesiados.
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Figura 47: Tracado de um animal, representativo do grupo, mostrando as alteragdes na
freqiiéncia cardiaca (FC, bpm), pressdo arterial pulsatil (PAP, mmHg) e na pressao
arterial média (PAM, mmHg) a microinje¢do bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no
PVN antes (KCN controle) e aos 2, 5 e 30 minutos apos a ativacdo do quimiorreflexo

[KCN (80 png/0.05 ml/iv)] em ratos nao anestesiados.
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Figura 48: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painéis A)] e freqiiéncia
cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 2, 5, 10, 15 e 30

minutos apos a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN de

ratos ndo anestesiados.
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Figura 49: Alteracdes na pressdo arterial média [A PAM, mmHg (painéis A)] e
na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagdo do
quimiorreflexo antes e aos 2, 5, 10, 15 e 30 minutos apds a microinje¢ao bilateral

de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 50: Alteragdes na area sobre a curva (UA, unidades arbitrarias) da
resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo antes (controle c) e aos 2, 5, 10, 15

e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN de

ratos nao anestesiados.
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Figura 51: Painéis superiores: representacdo esquematica dos sitios de
microinjecdes bilaterais de salina (0.9%) no interior (circulos fechados) do
PVN medial (bregma -1.8 mm, painel A) ¢ do PVN posterior (bregma -2.12
mm, painel B). Painéis inferiores: fotomicrografias (2.5x) de secgdes
transversais do PVN medial (painel C) e do PVN posterior (painel D), de ratos
representativos do grupo, mostrando os sitios de microinjegdes bilaterais de
salina [0.9% (setas)]. Opt: supra optico; Qopt: quiasma Optico; f: fornix; 3V:

terceiro ventriculo; barra: 200 um.
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Figura 52: Pressdo arterial média [PAM, mmHg (painel A)] e freqiiéncia

cardiaca [FC, bpm (painel B)] basal antes (controle c) e aos 5, 10, 15, e 30

minutos apos a microinjecdo bilateral de salina (0.9%) no PVN de ratos nao

anestesiados.
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Figura 53: Alteracdes na pressao arterial média [A PAM, mmHg (painel A)] e

na freqiiéncia cardiaca [A FC, bpm (painel B)] basal em resposta a ativagao do
quimiorreflexo antes (controle ¢) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apos a

microinjecao bilateral de salina no PVN de ratos ndo anestesiados.
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Figura 54: Alteragdes no peso (painel A), ingestdo de racdo (painel B), ingestdo de dgua
(painel C) e excre¢do de urina (painel D) de ratos 24 a 72 horas antes (barras brancas) e
24 a 72 horas (barras pretas) apos o implante bilateral de canulas guia em dire¢do ao
PVN. Os valores dos graficos racdo, ingestdo de 4gua e urina estdo normalizados para

100g de peso. (*) diferente em relagdo ao controle (P<0.05).
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Figura 55: Alteracdes no peso (painel A), ingestdo de racdo (painel B), ingestdo de agua
(painel C) e excrecdo de urina (painel D) de ratos 24 a 72 horas antes (barras brancas) e 24-
96 horas apoOs a anestesia ip (barras pretas) dos animais. Os valores dos graficos ragdo,
ingestdo de 4gua e urina estdo normalizados para 100g de peso. (*) diferente em relagdo ao

controle (P<0.05).
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O nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) ¢ parte importante do hipotalamo
envolvida principalmente com o controle neuroenddcrino e autondmico (Pakovitz, 1999;
Swanson e Sawchenko, 1980). No presente estudo, destacamos os sub-nucleos pré-
autonomicos medial (bregma -1.8 mm) e posterior (bregma -2.12 mm) do PVN, os quais
possuem neurdnios que enviam projecdes para importantes areas do sistema nervoso
central envolvidas com a geracao e modulacao da atividade simpatica, tais como o NTS e
a RVLM (Ricardo e Koh, 1978; Pyner e Coote, 2000; Stern e cols., 2003). Estudos
prévios do nosso laboratorio evidenciaram que a lesao eletrolitica do PVN promoveu uma
diminuigdo significativa na resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo em ratos nao
anestesiados (Olivan e cols. 2001). Corroborando com esses achados, estudos recentes do
nosso laboratorio mostraram que apds o estimulo intermitente do quimiorreflexo
promoveu um aumento significativo na expressao da proteina Fos em neurénios do PVN
que enviam projecdes para a RVLM, sugerindo o envolvimento do PVN no componente
simpato-excitatorio do quimiorreflexo (Cruz e cols., 2008). Embora diferentes estudos
tenham evidenciado a participacdo do PVN nas vias neurais do quimiorreflexo, sobretudo
na modulagdo do componente simpato-excitatorio desse reflexo, os neurotransmissores e
neuromoduladores no PVN envolvido com a modulagdo das respostas cardiovasculares a
ativacdo do quimiorreflexo, nao haviam sido caracterizados em animais nao anestesiados.
No presente estudos analisamos a participacao de mecanismos GABA¢érgicos, nitrérgicos,
glutamatérgicos, purinérgicos do PVN nas respostas cardiovasculares a ativacao do

quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.
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8.1) Participacdo dos receptores GABAx no PVN na modulacdo autondmica
cardiovascular e nas respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo em ratos

ndo anestesiados.

No presente estudo a microinje¢do bilateral de bicuculina no PVN de ratos nao
anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC basal. Esses
resultados estdo de acordo com estudos prévios existentes na literatura realizados em
animais anestesiados (Zhang e Patel, 1998) e em animais ndo anestesiados (Martin e
Haywood, 1991; Schelenker e cols. (2001). As alteragdes cardiovasculares encontradas
em nossos experimentos foram restritas as microinjecdes de bicuculina realizadas no
PVN medial e posterior, uma vez que a microinjecao de bicuculina fora dos limites do

PVN ndo promove alteracdes significativas na PAM ou na FC basal dos animais

Estudos de Chen e cols. (2003) e de Li e cols. (2006) mostraram que as respostas
cardiovasculares observadas apds a microinjecdo de bicuculina no PVN de ratos
anestesiados foram abolidas pela prévia microinjecdo de antagonistas dos receptores
ionotropicos de L-glutamato e estudos de eletrofisiologia mostraram que o aumento nas
correntes excitatorias pds-sindpticas observados apds a microinjecdo de bicuculina nas
células do PVN que se projetam para a RVLM sao abolidas pela prévia aplicacdo de AP-
5 ou CNQX (antagonistas NMDA e ndo NMDA, respectivamente) ao banho (Li e cols.,
2006). Os estudos citados sugerem que os neurdnios pré-autondmicos do PVN sdo
ativados por mecanismos glutamatérgicos, os quais estdo sob inibicdo tonica
GABA¢érgica. Dessa forma, o antagonismo dos receptores GABAs promoveria a
desinibi¢do dos neurdnios glutamatérgicos, os quais, por sua vez, ativariam neurdnios do
PVN que se projetam para a RVLM ou CIL, resultando no aumento da PAM basal e da

FC basal.
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A microinje¢ao de bicuculina no PVN, além das alteragdes cardiovasculares,
também promoveu a ativacdo do reflexo de “grooming” (auto-limpeza) nos animais.
Varios estudos documentaram a participacao do PVN (eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal)
em respostas ao estresse, o que inclui o reflexo de “grooming” (Kurk e cols., 1988;
Herman e cols., 2002 a’b). Estudos de Herman e cols. (2002 *°) mostraram que as
respostas ao estresse envolvem interneurénios GABAérgicos do PVN. Embora diferentes
estudos confirmem a participacdo dos receptores GABA¢érgicos do PVN na modulagdo
tonica autondmica cardiovascular (Zhang e Patel, 1998; Schelenker e cols., 2001),
consideramos que as alteragdes cardiovasculares observadas apds a microinjecao de
bicuculina no PVN, também podem ser em parte conseqiiéncia da ativagao do reflexo de

“grooming”.

Nossos resultados mostraram que a microinje¢do bilateral de bicuculina no PVN
ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativagdo do
quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. No entanto, nossos resultados diferem de
estudos prévios existentes na literatura conduzidos em ratos anestesiados, os quais
mostraram que a microinje¢do de bicuculina (50 pmol/50 nl) no PVN potencializou a
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo (Reddy e cols., 2005). Essas diferengas
encontradas podem estar relacionadas ao uso do anestésico, uma vez que estudos de
Franchini e Krieger (1993) documentaram que diferentes anestésicos promovem

alteracdes significativas nas repostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo.
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8.2) Efeito do anestésico uretana sobre as respostas cardiovasculares a ativacdo do

quimiorreflexo.

Nesse protocolo utilizamos a mesma concentragdo de uretana (1.2 g/Kg ip) e uma
concentracdo de KCN (80 pg/ kg/ iv) semelhante aquela utilizada por Reddy e cols.
[2005 (75 pg/ kg/ iv)]. Entretanto, nossos resultados mostraram que a ativagdo do
quimiorreflexo 15 minutos apds a inducao da anestesia promoveu resposta de hipotensao
e ndo promoveu alteragdes significativas na FC basal dos animais, diferente dos
resultados obtidos por Reddy e cols. (2005), mostrando que a ativagdo do quimiorreflexo
em ratos anestesiados com uretana promoveu respostas pressora e bradicardica. No
entanto, a resposta pressora obtida apos estimulo do quimiorreflexo em animais
anestesiados com uretana (18 £ 2 mmHg), foi de menor magnitude em comparagdo com

as respostas pressora obtida (A~ 50 mmHg)] no presente trabalho com ratos anestesiados.

Embora diferentes estudos tenham documentado o efeito depressor da uretana no
SNC (Machado e Bonagamba, 1992; Fernandes e cols., 2003; Kannan e Yamashita,
1989), os mecanismos de agdo desse anestésico sdo pouco conhecidos. Nesse sentido,
estudos recentes do nosso laboratorio (Accorsi-Mendonga e cols., 2007) mostraram que o
anestésico uretana possui um efeito inibidor sobre as correntes espontaneas GABA¢érgicas
nos neurénios do NTS. No entanto, os mecanismos de ac¢do da uretana sobre a
neurotransmissdo no PVN permanecem por ser elucidados. Deste modo, em nossos
experimentos o quimiorreflexo também foi ativado aos 60, 90 e 120 minutos apds a
inducdo da anestesia dos animais com uretana (ip). Contudo, a ativacdo do
quimiorreflexo aos 60, 90 e 120 minutos ap6s a uretana (iv) promoveu hipotensdo e uma
atenuagdo significativa na bradicardia. Embora nossos resultados tenham sido diferentes

daqueles encontrados por Reddy e cols. (2005), estamos de acordo com os resultados de
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Franchini e Krieger (1993), os quais documentaram que em animais anestesiados com
uretana a ativagdo do quimiorreflexo promove respostas de hipotensao e uma atenuagao
significativa na resposta bradicardica. Além disso, Kannan e Yamashita (1989)
mostraram que a uretana promoveu alteracdes significativas nas respostas
cardiovasculares a microinje¢ao de L-glutamato no PVN, sugerindo que a uretana afeta a
neurotransmissdo no PVN, resultando em alteragdes na modulagdo cardiovascular

exercida por esse nucleo.

8.3) Participacdo do 6xido nitrico no PVN na modulagdo autondmica cardiovascular e
nas respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo em ratos nédo

anestesiados.

Estudos de Buxton e cols. (1993) mostraram que em altas concentragdes o L-
NAME (100 mM) atua como antagonista dos receptores muscarinicos, por isso, no
presente estudo utilizamos o L-NAME em dose inferior (1 mM) aquela utilizada nos
estudos de Buxton e cols. (1993). No entanto, em relagdo aos parametros
cardiovasculares basais, trabalhos existentes na literatura que fizeram a microinje¢ao de
L-NAME em concentragdes elevadas [1M (Zhang e cols., 1997; Zhang e Patel, 1998)] no
PVN encontraram resultados semelhantes aos trabalhos que fizeram a microinjecao de
doses de L-NAME no PVN correspondentes ao Ki da droga [0.1 mM (Yang e Coote,

2003)].

No presente estudos, a microinje¢do bilateral de L-NAME no PVN de ratos nao
anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC basal. Esses

resultados estdo de acordo com estudos prévios existentes na literatura realizados em
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animais anestesiados (Zhang e cols., 1997; Zhang e Patel, 1998; Li e cols., 2001; Li e
Patel; 2003) e ndo anestesiados (Yang e Coote, 2003). As alteracdes cardiovasculares
encontradas em nossos experimentos foram restritas as microinjegoes de L-NAME
realizadas no PVN medial e posterior, uma vez que a microinjecao dessa droga fora dos

limites do PVN ndo promove alteragdes significativas na PAM ou na FC basal.

Estudos in vitro (Li e cols., 2003; Stern e col., 2003) mostraram que a inibi¢ao da
enzima NO-sintase no PVN promove aumento na freqiiéncia de disparo dos neurdénios do
PVN que enviam projecdes para a RVLM ou complexo dorso-vagal, sugerindo que o
oxido nitrico atue promovendo a inibi¢do tonica dos neurdnios pré-autondomicos do
nucleo paraventricular. Em condigdes basais, o 6xido nitrico no PVN exerce um efeito
simpato-inibitério, o qual ¢ mediado por mecanismos GABAérgicos, uma vez que o
aumento na PAM e FC basal observados apds a microinje¢do de L-NAME no PVN foram
abolidos pela prévia microinjecdo de bicuculina (Zhang e Patel, 1998). Os mecanismos
pelos quais o o0xido nitrico modula a libera¢do gabaérgica no PVN foram recentemente
reportados por Yang e cols. (2007); os autores sugerem que o NO promova um aumento
na producdo de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), a qual ativa a proteina quinase C
promovendo a liberagdo de GABA em neurdnios pré-autondmicos do PVN que se

projetam para a CIL.

Estudos de Li e cols. (2001) e Li e Patel, (2003) documentaram que as respostas
cardiovasculares a microinjecdo de L-NMMA (inibidor ndo especifico da NO-sintase) no
PVN foram inibidas pela prévia microinje¢do de AP-5, sugerindo que o aumento na PAM
e FC basais observados apds a inibi¢ao ndo especifica da NO-sintase no PVN ¢ mediada
pelo glutamato. Estudos de Li e cols. (2001) sugeriram que a ativagdo de receptores

glutamatérgicos no PVN promova a liberagdo de 6xido nitrico, o qual atuaria inibindo
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diretamente os neuronios pré-autondmicos do PVN ou indiretamente por meio da
liberacao de GABA. Assim como a microinjecdo de bicuculina, a microinje¢ao de L-
NAME no PVN também promoveu a ativacao do reflexo de “grooming”, sugerindo que a
interacdo existente entre os mecanismos nitrérgicos ¢ GABAérgicos do PVN pode nao
estar restrita a modulagdo tonica autondmica do sistema cardiovascular, mas também

atuando na modulagdo das respostas comportamentais a ativagdo do reflexo de grooming.

Os resultados do presente estudo, corroborando com prévios estudos existentes na
literatura (Martin e Haywood, 1991; Schelenker e cols., 2001; Yang e Coote, 2003),
evidencia a participagdo dos mecanismos GABAérgicos e nitrérgicos do PVN na
manutengdo da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca basais em animais nao
anestesiados. A importancia desses mecanismos no PVN para a manuten¢do do tonus
simpatico ¢ evidente em certas fisiopatologias. Em animais com infarto do miocardio
(Allen e cols., 2002; Li e Pan, 2007) ou hipertensos (Zhang e cols., 2001) hd uma reducao
na atividade dos mecanismos GABAérgicos e nitrérgicos do PVN promovendo
conseqiientemente a desinibi¢do glutamatérgica. Os estudos sugerem que esse
desequilibrio entre os mecanismos GABAérgicos e nitrérgicos do PVN contribuem para o

aumento na atividade simpética encontrada em animais com essas fisiopatologias.

Nossos resultados mostraram que a microinjecao bilateral de L-NAME no PVN
ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativagdo do
quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados, sugerindo que o 6xido nitrico no PVN ndo
participe da modulagdo das respostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em
ratos ndo anestesiados. No entanto, estudos anteriores de Reddy e cols., (2007)
observaram um aumento significativo na resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo

apds a microinjecdo bilateral de L-NMMA no PVN de ratos anestesiados com uretana.
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Possivelmente nossos resultados diferem dos resultados obtidos por Reddy e cols. (2007)
porque nossos experimentos foram conduzidos em animais ndo anestesiados. Nesse
sentido, nossos estudos mostram que o anestésico uretana promove alteracdes
significativas nas respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo, corroborando
com prévios estudos existentes na literatura (Franchini e Krieger, 1993). Além disso,
estudos de Kannan e Yamashita (1989) mostraram que as respostas cardiovasculares a
estimulagdo elétrica do PVN foram significativamente alteradas ou mascaradas apos a
anestesia dos animais com uretana, sugerindo que a uretana pode promover alteracdes na

neurotransmissdo no PVN.

8.4) Efeito da microinjecdo unilateral de glutamato antes e ap6s a microinjecdo

ipsilateral do &cido quinurénico no PVN de ratos ndo anestesiados.

A dose de 4cido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) utilizada no presente estudo foi
escolhida a partir de estudos prévios da literatura realizados por Chen e cols. (2003), os
quais avaliaram as alteragdes cardiovasculares observadas apds a microinjecao bilateral
de KYN no PVN de ratos anestesiados. A dose de KYN foi inicialmente escolhida a
partir de estudos conduzidos em animais anestesiados porque ndo encontramos na
literatura estudos semelhantes realizados em animais ndo anestesiados. Deste modo, a
efetividade da dose de 7.2 nmol/50 nl do KYN em bloquear os receptores inotropicos de
glutamato no PVN de ratos nao anestesiados, foi devidamente testada no presente estudo.
Os resultados mostraram que a microinje¢ao unilateral de L-glutamato no PVN de ratos
nao anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC basal dos animais,
corroborando com estudos prévios da literatura realizados por Martin e Haywood (1992)

em ratos ndo anestesiados. A microinje¢do ipsilateral de KYN na dose de 7.2 nmol/50 nl
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no PVN nado alterou os parametros cardiovasculares basais, porém bloqueou a resposta
pressora a microinjecao unilateral de L-glutamato. Aos 90 minutos apos o acido
quinurénico, a resposta cardiovascular promovida pelo L-glutamato estava de volta a
valores semelhantes ao controle, evidenciando a reversibilidade do bloqueio. Esse
protocolo confirma a eficacia do acido quinurénico na dose de 7.2 nmol/50 nl em

antagonizar de forma reversivel os receptores ionotropicos de glutamato no PVN.

8.5) Participacdo dos receptores ionotrépicos glutamatérgicos do PVN na modulacéo
autondmica cardiovascular e nas respostas cardiovasculares a ativacdo do

quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.

Nossos resultados mostraram que a microinjec¢ao bilateral de dcido quinurénico no
PVN ndo promoveu alteragdes significativas na PAM ou na FC basal dos animais,
sugerindo que os receptores ionotropicos glutamatérgicos no PVN ndo participam da
modulagdo tonica autonOmica cardiovascular. Esses resultados estdo de acordo com
estudos prévios existentes na literatura realizados em animais anestesiados (Li e cols.,
2006) e nao anestesiados (Scopinho e cols., 2008). Estudos de Li e cols. (2006)
mostraram por meio da técnica de “patch clamp” que a bicuculina aumenta a freqiiéncia
das correstes excitatorios pos-sinapticas de neurdnios do PVN que se projetam para a
RVLM,. Além disso, estudos de Roychowdhury e cols. (2006) mostraram que o L-
NAME em cultura organotipica de células do PVN reduz significativamente o aumento
na concentracio de Ca’" intracelular observada apos a aplica¢do de glutamato na cultura
de células. Os estudos de Li e cols. (2006) e de Roychowdhury (2006) sugerem que os
mecanismos glutamatérgicos no PVN estejam sobre inibigdo GABAérgica e nitrérgica.

Nesse contexto, diferentes estudos existentes na literatura, conduzidos em animais
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anestesiados, sugerem existir uma interagdo entre 0s mecanismos simpato-excitatorios
glutamatérgicos e os simpato-inibitorios GABAérgicos e nitrérgicos do PVN
contribuindo para a manutencao do tonus simpatico (Li e cols., 2001; Chen e cols., 2003;

Li e Patel, 2003).

Em relacdo ao quimiorreflexo, nossos resultados mostraram que a microinjecao
bilateral do KYN no PVN ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas pressora
ou bradicérdica a ativacdo do quimiorreflexo, sugerindo que os receptores ionotropicos
de glutamato no PVN ndo estdo envolvidos com a modulacio das respostas
cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. Diferente dos
nossos resultados, estudos prévios de Kubo e cols. (1997) observaram uma atenuagdo
significativa na resposta pressora a estimulacdo dos quimiorreceptores carotideos apos a
microinjecdo de KYN no PVN. No entanto, esses estudos foram conduzidos em ratos
anestesiados e com transec¢do da medula espinhal. Como ja discutido, os anestésicos
alteram as repostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo, o que pode
comprometer os resultados obtidos nessas condi¢des. Além disso, os estudos de Kubo e
cols. (1997) sugerem um envolvimento vasopressinérgico na resposta pressora a
ativagdo do quimiorreflexo. Entretanto, estudos do nosso laboratdrio realizados em
animais ndo anestesiados mostraram que o bloqueio periférico dos receptores V1 ndo
alterou a resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo, a qual foi atenuada apenas
apos o bloqueio dos receptores al periféricos (Fernandes e cols. 2005), indicando que a
resposta pressora a ativacdo do quimiorreflexo ¢ mediada pelo sistema nervoso

simpatico.
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8.6) Participacdo dos receptores purinérgicos do PVN na modulacdo autondmica
cardiovascular e nas respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo em ratos

ndo anestesiados.

Nossos resultados mostraram que a microinje¢do de PPADS no PVN de ratos nao
anestesiados produziu um aumento significativo na PAM e na FC basais dos animais. As
alteracdes cardiovasculares encontradas em nossos experimentos foram restritas as
microinjecoes de PPADS realizadas no PVN medial e posterior, uma vez que a
microinjecao dessa droga fora dos limites do PVN ndo promoveu altera¢des significativas
na PAM ou na FC basais. Nossos resultados sugerem o envolvimento dos receptores
purinérgicos do PVN na modulacdo tonica do sistema cardiovascular. Nesse sentido,
estudos de Cham e cols. (2007) sugerem que os receptores P2X do PVN participam da
modulacdo da atividade simpdtica, uma vez que as diferentes subunidades P2X1 a P2X6,
majoritariamente a subunidade P2X3, dos receptores purinérgicos, estdo presentes nos
neurénios do PVN que se projetam para a RVLM. Contudo, a resposta pressora
observada no presente estudo apds a microinje¢do de PPADS no PVN pode ser mediada
pela liberagdo de vasopressina periférica, uma vez que estudos recentes mostraram que o
ATP promove a liberagdo de vasopressina nos terminais hipofisario por meio da ativagdo

dos receptores P2X2 e P2X3 (Knott e cols., 2008).

Nossos resultados mostraram que a microinje¢do do antagonista ndo seletivo P2X,
PPADS, no PVN ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas cardiovasculares a
ativacdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados, sugerindo que os receptores
purinérgicos do PVN ndo participam da modulacdo das respostas cardiovasculares a

ativacao do quimiorreflexo.
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Estudos recentes do nosso laboratorio (Braga e cols., 2007) documentaram a
participagdo dos receptores purinérgicos na neurotransmissdo do quimiorreflexo,
mostrando que o duplo bloqueio dos receptores purinérgicos e ionotropicos de glutamato
no NTS, promoveu uma diminui¢do significativa na resposta simpato-excitatoria a
ativagcdo do quimiorreflexo (Braga e cols., 2007). No entanto, a microinje¢ao apenas do
PPADS ou do acido quinurénico no NTS ndo alteram a resposta pressora a ativagdo do
quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados (Haibara e cols, 1999; Braga e cols., 2007).
Nesse contexto, os estudos de Braga e cols. (2007) sugerem existir uma interagdo entre os
receptores puriné€rgicos e ionotropicos de glutamato no NTS atuando na modulagdo da
resposta simpato-excitatoria a ativagao do quimiorreflexo. Diferentes estudos sugerem
que o ATP e o Glutamato no SNC atuam como co-transmissores (Gu e Macdermott,
1997; Shigemoti e Kato, 2004). Estudos “in vitro” mostraram que a ativacao pré-sinaptica
dos receptores P2X, através do influxo de Ca*", promove um aumento significativo nas
correntes glutamatérgicas espontaneas de neurénios do NTS (Shigetomi e Kato, 2004).
Essa interacdo entre o ATP e glutamato também ¢ encontrada em diferentes ntcleos
hipotalamicos. Estudos de Roychowdhury e cols. (2006) mostraram que o ATP em
cultura organotipica de células do PVN promoveu um aumento significativo na
concentracio do Ca’’ intracelular ¢ estudos de imunohistoquimica (Atkinson e cols.,
2004) observaram a co-localizacdo da subunidade P2X7 com o VGlut2 (transportador
vesicular de glutamato) em células de diferentes nucleos hipotalamicos. Considerando
essa interacdo existente entre os mecanismos glutamatérgicos e purinérgicos no
hipotalamo e com base nos estudos de Braga e cols. (2007), no protocolo seguinte
realizamos a ativagdo do quimiorreflexo antes e apds a microinje¢do do coquetel PPADS

e acido quinurénico no PVN.
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Os resultados mostraram que a microinje¢ao do coquetel (PPADS + KYN) no
PVN nao promoveu alteragdes significativas na PAM, FC basais ou nas respostas
cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em ratos nao anestesiados. Podemos
observar que a microinjecdo apenas do PPADS produziu um aumento significativo nos
parametros cardiovasculares basais, contudo esse antagonista em associagdo com o acido
quinurénico ndo promoveu alteracdes significativas na PAM ou na FC basais dos
animais, sugerindo existir uma interacdo direta ou indireta entre oS mecanismos
purinérgicos e glutamatérgicos no PVN, os quais parecem atuar na modulacdo da PAM e
FC basais. Nesse sentido, diferentes estudos sugerem que o ATP e o GABA atuem como
co-transmissores em diferentes areas do SNC, incluindo o hipotdlamo (Hwan e Role,
2002; Robertson e cols., 2001). Estudos de “patch clamp” sugerem que o ATP atuando
em seus receptores P2X pré-sinapticos promova um aumento na concentracio de Ca®"
intracelular resultando na liberagdo de GABA na fenda pds-sinaptica (Donato e cols.,
2008). Estudos de Li e cols. (2006) mostraram que o GABA atua modulando a
neurotransmissao glutamatérgica no PVN, o qual, por sua vez atua na modulacao dos
neurdnios pré-autondmicos do PVN que se projetam para a RVLM. Nesse contexto,
sugerimos que a microinje¢do de PPADS no PVN promoveria a inibi¢gdo da liberacdo de
GABA resultando na desinibi¢do glutamatérgica. O glutamato por sua vez ativaria os
neurdnios pré-autondmicos do PVN promovendo conseqiientemente o aumento na PAM
e na FC basais, como observados, ap6s a microinjecdo de PPADS no PVN. Dessa forma,
a microinjecdo do coquetel (PPADS + KYN) ndo promoveria alteragdes significativas
nos parametros cardiovasculares basais, porque embora o PPADS indiretamente
promoveria a desinibi¢do glutamatérgica, os receptores ionotropicos de glutamato
estariam bloqueados pelo acido quinurénico. Nossa hipotese para a interagdo entre os

mecanismos glutamatérgicos e purinérgicos no PVN esta esquematizada na figura 56.
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8.7) Participacdo do PVN nas respostas cardiovasculares a ativacéo do quimiorreflexo

em ratos nao anestesiados.

Todos os resultados discutidos at¢ o momento foram obtidos por meio de
microinjecdes bilaterais realizadas no volume de 50 nl. Considerando a equacgdo de
difusdo de uma droga proposta por Nicholson (1985), o volume de 50 nl difunde-se em
um raio de aproximadamente 385 um. Embora a difusdo de uma droga no SNC dependa
de suas propriedades fisico-quimicas e concentracdo inicial, de acordo com os célculos
teoricos de Nicholson e cols. (1985), consideramos que o volume de 50 nl microinjetado
no PVN, pode nao ter sido suficiente para atingir todo o PVN, uma vez que o atlas de
Paxinos e Watson (2007) determina que os neurdnios pré-autondmicos do PVN ocupem
uma extensdo antero-posterior de aproximadamente 0.7 mm. Portanto, no protocolo
seguinte, para verificarmos se o volume de 50 nl microinjetado no PVN seria suficiente
para promover alteracdes nas respostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo
em ratos ndo anestesiados, realizamos a microinje¢do bilateral do anestésico local

lidocaina (2 %) no volume de 50 e de 100 nl no PVN de ratos ndo anestesiados.

Nossos estudos mostraram que a microinje¢cdo de lidocaina (2%) no PVN no
volume de 50 ou de 100 nl também ndo promoveram alteracdes significativas na PAM
ou na FC basal. Estudos de Olivan e cols., 2001 mostraram que a lesdo eletrolitica do
PVN ndo promoveu alteragdes significativas na PAM ou na FC basal de ratos ndo
anestesiado, sugerindo que o PVN ndo estd envolvido com a modulacdo tdnica
cardiovascular, assim como também ndo esta envolvido com a modulagdo do
barorreflexo. No entanto, como discutido anteriormente, nossos resultados mostraram
que a microinje¢do de bicuculina, L-NAME e PPADS no PVN promoveu um aumento
significativo na PAM e na FC basais dos animais, sugerindo que o PVN participe da

modulagdo tonica autondmica do sistema cardiovascular, estando em acordo com
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estudos prévios da literatura conduzidos em animais nao anestesiados (Martin e
Haywood, 1991; Schelenker e cols., 2001; Yang e Coote, 2003). Além disso, estudos
funcionais evidenciaram a participagdo do PVN nas vias neurais do barorreflexo
(Shimokawa e cols., 1998; Shih e cols., 1995). Embora diferentes estudos tenham
documentado a participacdo do PVN na modulagdo tonica autondmica do sistema
cardiovascular, incluindo a neuromodulacao do barorreflexo e quimiorreflexo, pouco
ainda ¢ conhecido sobre os mecanismos de neurotransmissdo pelos quais esse nucleo
hipotalamico atua. Os resultados controversos sugerem a necessidade de mais estudos
com a finalidade de entendermos os mecanismos de neurotransmissdo no PVN

envolvidos com a neuromodulagao tonica autondmica do sistema cardiovascular.

Nossos estudos, ainda mostraram que a microinjec¢ao bilateral de lidocaina (2%)
no PVN nos volumes de 50 ou 100 nl ndo promovem alteragdes significativas na
resposta pressora ou bradicardica a ativacdo do quimiorreflexo em ratos nao
anestesiados. Entretanto diferentes estudos da literatura, utilizando diferentes
metodologias evidenciaram a participacdo do PVN nas vias neurais do quimiorreflexo
(Olivan e cols., 2001; Berquim ¢ cols., 2000 * b; Cruz e cols., 2008) e como ja citado,
estudos funcionais do nosso laboratorio documentaram que a lesdo eletrolitica do PVN
promoveu uma redugdo significativa na resposta pressora a ativagao do quimiorreflexo
em ratos ndo anestesiados (Olivan e cols., 2001). Os estudos de Olivan e cols. (2001)
descrevem que apenas a lesdo total, mas ndo a lesdo parcial do PVN, promoveu a
atenuacao significativa da resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo. Nesse
sentido, a histologia representativa de Olivan e cols. (2001) sugere que a extensdo da
lesdo eletrolitica promovida poderia ter atingido também dareas adjacentes ao PVN,
como o nucleo dorso-medial do hipotdlamo (DMH). O DMH ¢ um importante nucleo

hipotalamico que participa da modulagdo autondmica cardiovascular ao estimulo de
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estresse emocional (Horiuchi e cols., 2008; DiMico e cols., 2002). A microinjecao de
mucimol (agonista GABA4) no nticleo DMH nao promoveu alteragdes significativas na
PAM ou na FC basal de ratos ndo anestesiados (Rusyniak e cols., 2008), entretanto
promoveu uma reducao significativa nas respostas pressora e taquicardica ao estimulo
de estresse por jato de ar (DiMico e cols., 2002). O nucleo DMH poderia estar
envolvido na modulacdo da resposta comportamental a ativacdo do quimiorreflexo.
Nesse sentido, estudos de Berquim e cols. (2002%) observaram um aumento significativo
na expressao da proteina Fos no niicleo DMH de ratos submetidos a hipdéxia moderada
(10% O,). Considerando que a lesdo eletrolitica realizada pelos estudos de Olivan e
cols. (2001) tenha atingido areas adjacentes ao PVN, como o nicleo DMH, a atenuagao
da resposta pressora observada ap6s a ativagao do quimiorreflexo poderia ser atribuida a
lesdo promovida no nucleo DMH e nao a lesdo do PVN, uma vez que a microinjecao de
lidocaina (2%) no volume de 50 ou 100 nl no PVN ndo promove alteracdes
significativas na resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo em ratos nado

anestesiados.

Os estudos de Cruz e cols., 2008 e de Berquim e cols., 2000 * b, evidenciaram a
participacdo do PVN nas vias neurais do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados,
através da expressao da proteina Fos apds o estimulo intermitente do quimiorreflexo
(Cruz e cols., 2008) ou ap0s periodos de hipoxia moderada (Berquim e cols., 2000 * b).
Estudos de Huang e cols. (2007) observaram uma diminuicao significativa na expressao
da NO-sintase no PVN de ratos submetidos a hipoxia cronica intermitente, os autores
sugerem que essas alteragdes poderiam estar envolvidas com o aumento na pressao
arterial observado nos animais apos os periodos de hipdxia cronica intermitente. O PVN
parece ser importante para a modulacdo das respostas cardiovasculares a ativagdo do

quimiorreflexo em ratos submetidos a periodos ou episodios intermitentes de hipdxia.
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Nesse sentido, os estudos de Antunes e cols. (2005) mostraram que na preparacao
tronco-cérebro isolados, a qual nao inclui o PVN, a resposta simpato-excitatoria a
ativacdo do quimiorreflexo estd preservada. Assim sendo, no presente estudos, a
microinjecdo de lidocaina no PVN, ndao promoveria alteracdes significativas nas
respostas cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo. Desta forma, ainda que
existam evidéncias da participagdo do PVN na resposta simpato-excitatoria do
quimiorreflexo, essa regido do hipotdlamo, parece ndo ser essencial para o

processamento dessa resposta, especialmente em ratos nao anestesiados.

8.8) Efeito do implante de canulas-guia em direcdo ao PVN e da anestesiada (ip) no

peso, na ingestdo de racdo, na ingestao de dgua e na excrec¢do de urina dos animais.

Embora diferentes estudos tenham documentado a participagdo do PVN nas vias
neurais do quimiorreflexo, no presente estudo a microinjecao de diferentes antagonistas e
inibidores no PVN ndo promoveram alteracdes significativas nas respostas
cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. Por esse motivo
avaliamos se o implante de canulas-guia em dire¢do ao PVN e a anestesia (ip) dos
animais realizada um dia antes dos experimentos para a canulagdo da artéria e veia
femoral dos animais ndo estariam promovendo alteragdes no equilibrio eletrolitico dos
animais, as quais poderiam mascarar possiveis alteragdes promovidas nas respostas
cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo apos as microinjecdes dos diferentes

antagonistas no PVN de ratos ndo anestesiados.

O PVN ¢ conhecido como um importante nicleo do SNC envolvido com a
modulacdo do equilibrio eletrolitico (Covian e Antunes-Rodrigues, 1963; Badoer e

Merolli, 1998; Antunes-Rodrigues e cols, 2004). A lesdo do hipotalamo anterior
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(incluindo o PVN) ou medial promove alteracdes significativas na ingestao de agua e de
sodio (Covian e Antunes-Rodrigues, 1963). No entanto, em nossos experimentos as
canulas-guia foram implantadas na regido do hipocampo, precisamente na regido da area
CA3 e giro denteado, as quais se encontram cerca de 3 mm dorsal ao PVN (figura 57), ou
seja, as canulas-guia implantadas no SNC dos animais, ndo promoveram nenhum tipo de
lesdao hipotalamica. Os resultados mostraram alteragdes significativas na ingestdo de
racdo, de dgua e na excrecao de urina dos animais no 12 e 22 dias apos o implante de
canulas-guia em direcdo ao PVN, contudo no 4° dia os parametros analisados ja haviam
retornado ao nivel controle, sugerindo que as alteracdes observadas nos primeiros dias
ap6s o implante de canulas-guia em direcdo ao PVN poderiam ser atribuidas a anestesia

(ip) utilizada para a cirurgia e/ou aos procedimentos cirirgicos empregados.

No protocolo seguinte avaliamos o efeito da anestesia (ip) sobre o peso, ingestdo
de agua, ingestdo de ragdo e na excre¢ao de urina dos animais. Os resultados mostraram
que a anestesia (tribromoetanol, ip) promoveu alteragdes significativas na ingestdo de
agua e na excre¢do de urina no 1° e 2° dias, contudo no 4° dia os parametros analisados ja
haviam retornado ao nivel controle, sugerindo que as alteragcdes na ingestdo de agua e na
excrecdo de urina observados nos primeiros dias apos o implante de canulas-guia em

direcdo ao PVN poderiam em parte estar relacionadas a anestesia dos animais.

O tribromoetanol ¢ utilizado para a anestesia de ratos antes dos procedimentos
cirargicos, uma vez que esse anestésico produz um relaxamento muscular adequado,
rapida indugdo e recuperacdo dos animais. Apesar dos efeitos colaterais produzidos,
estudos recentes mostraram que o uso do tribromoetanol (ip) ndo afetou a FC basal, a
pressdo arterial sistolica ou pressdo arterial diastolica de camundongos (Chu e cols.,

2006) e embora nossos resultados tenham mostrado que o tribromoetanol (ip) promova
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alteragdes na ingestdo de agua e excrecdo de urina 24-48 horas apds a anestesia, o
registro basal dos parametros cardiovasculares dos animais 24 h apos a anestesia com
tribromoetanol (ip) para a canulacdo da artéria e veia femoral, ndo foram alterados em
nossos experimentos. No entanto, ndo podemos afirmar que as alteragdes observadas na
ingestdo de agua e excrecao de urina 24-48 horas apds a anestesia dos animais nao

poderiam de alguma forma comprometer os resultados obtidos no presente estudo.

8.9) Consideracdes finais:

No presente estudo, o antagonismo dos receptores GABA,, ionotropicos de
glutamato, purinérgicos ¢ a inibi¢cdo nao seletiva da NO-sintase ndo alteraram as respostas
cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. No entanto,

algumas consideragdes devem ser feitas:

1) O presente analisou a participagdo de diferentes neurotransmissores do PVN na
modulacdo das respostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo em ratos ndo
anestesiados. Entretanto a ativacdo desse reflexo promove também importantes alteracdes
respiratorias. Desta forma, ndo descartamos a participacdo do PVN através de
mecanismos GABA¢érgicos, glutamatérgicos, nitrérgicos e purinérgicos na modulacdo das
respostas respiratorias a ativagdo dos quimiorreceptores periféricos. Nesse sentido, os
neurénios do PVN possuem conexdo com importantes areas do sistema nervos central
envolvidas com a modulagdo ventilatoria; como o complexo pré-Botzinger (Mack e cols.,
2007). Diferentes estudos sugerem que os mecanismos glutamatérgicos e gabaérgicos do
PVN estdo envolvidos com a modulagdo da freqiiéncia respiratdria basal (Yeh e cols.,

1997; Schelenker e cols., 2001). Estudos de Mack e cols. (2007) mostraram que o
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aumento na resposta eletromiografica do diafragma a microinje¢do de bicuculina no PVN
foi atenuada apos o antagonismo dos receptores ocitocinérgicos localizados no complexo
pré-Botzinger. Os autores sugerem que o PVN participe da modulacdo respiratéria
através da liberacdo de ocitocina nos neurdnios do complexo pré-Botzinger. Nesse
sentido, estudos recentes do nosso laboratorio (Cruz e cols., 2008) mostraram que o
estimulo intermitente do quimiorreflexo promove um aumento significativo na expressao
da proteina Fos em neuronios do PVN da regido peri-lateral magnocelular, aonde estdao

localizados preferencialmente neurdnios ocitocinérgicos (Swanson e Sawchenko, 1980).

2) O presente estudo sugere que os mecanismos gabaérgicos, glutamatérgicos,
nitrérgicos e purinérgicos do PVN ndo estdo envolvidos com a modulag¢do das respostas
cardiovasculares a ativa¢do do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados. Nesse contexto,
consideramos a participacdo de outros neurotransmissores do PVN na modulagdo dessas
respostas cardiovasculares. Diferentes estudos existentes na literatura sugerem a
participagdo da substancia P (Womack et al., 2007), serotonina (Bell et al., 1999),
angiotensina (Li e cols., 2006; Li e Patel, 2003) e da noradrenalina (Harland e cols.,
1989) no PVN na modulacdo cardiovascular e estudos de Harland e cols. (1989)
mostraram que a microinje¢do de noradrenalina no PVN de ratos ndo anestesiados produz
respostas pressora e bradicardica, similares as respostas cardiovasculares obtidas apos a

ativacdo do quimiorreflexo em ratos ndo anestesiados.



Discussdo 137

/"
Pl ATP /PPZ’N

~
Glut
V
[} |
v Neuronio

pré-autonémico

Atividade simpatica

Modificado de Li e cols., 2001

Figura 56: Representacdo esquematica de uma hipotese para os
possiveis mecanismos de neurotransmissdo envolvidos com o
aumento na PAM e FC basais observados apds a microinje¢ao
bilateral de PPADS no PVN e para a auséncia de alteracdes
cardiovasculares significativas ap6s a microinje¢do de PPADS e 4cido

quinurénico no PVN de ratos nao anestesiados.
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canula-guia>

Figura 57: Painel A: fotomicrografias (2.5x) de uma secc¢do transversais do
cérebro de um rato, no qual as canulas-guia (setas inteiras) foram implantadas
bilateralmente na regido do hipocampo para a realizagdo de microinjegdes de
drogas no PVN posterior (PaPo) do animal. As setas pontilhada indicam o trajeto
percorrido pela microinjetora. Painel B: Representacdo de um corte transversal do
cérebro de um rato (modificado de Paxinos ¢ Watson, 1986), no qual ilustramos as
canulas-guias posicionadas em dire¢do ao PVN posterior (PaPo). Os tracos
pontilhados representam o trajeto percorrido pela microinjetora para atingir o
PVN. CA3: regiao CA3 do hipocampo; DG: giro denteado; PaPo: parvocelular

posterior; Qopt: quiasma Optico; 3V: terceiro ventriculo.
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Os resultados sugerem que os mecanismos GABAérgicos, nitrérgicos e
purinérgicos do PVN estdo envolvidos com a modulacao tonica autonomica do sistema
cardiovascular, visto que a microinje¢do de bicuculina, L-NAME ou PPADS no PVN
promoveu um aumento significativo nos parametros cardiovasculares basais de ratos nao
anestesiados. Além disso, nossos resultados mostraram que 0s mecanismos
glutamatérgicos do PVN nao estdo envolvidos com a modulacdo tonica autondmica do
sistema cardiovascular, visto que a microinjecdo do acido quinurénico no PVN ndo
promoveu alteracdes significativas nos parametros cardiovasculares basais de ratos nao
anestesiados. Nossos resultados, mostraram também que os mecanismos GABAérgicos,
nitrérgicos, glutamatérgicos e purinérgicos do PVN ndo participam da modulagdo das
repostas cardiovasculares a ativacdo do quimiorreflexo, visto que a microinjecdo de
bicuculina, L-NAME, &cido quinurénico ou do PPADS no PVN nao promoveram
alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativagao do quimiorreflexo em

ratos ndo anestesiados.
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1. A microinjecao bilateral de bicuculina [50 pmol/50 nl (antagonista GABA4)] no
PVN de ratos nao anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC
basal, mas nao alterou as respostas cardiovasculares a ativagao do quimiorreflexo;

2. A ativacao do quimiorreflexo (KCN, iv) em animais ndo anestesiados promove
hipertensao e bradicardia e apds a inducdo da anestesia (uretana, ip) a ativagao do
quimiorreflexo promoveu hipotensdo e uma atenuacdao significativa na resposta
bradicardica.

3. A microinjecao bilateral de L-NAME [(50 pmol/50 nl), inibidor nao seletivo da
NO-sintase] no PVN de ratos nao anestesiados promoveu um aumento significativo na
PAM e na FC basal, mas nao promoveu alteracdes significativas nas respostas
cardiovasculares a ativagdo do quimiorreflexo.

4. A microinje¢do unilateral de L-glutamato (3.75 nmol/50 nl) no PVN de ratos nao
anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC basais, sendo essa
resposta bloqueada pela microinjecdo ipsilateral de acido quinurénico [7.2 nmol/50nl
(antagonista nao seletivo dos receptores ionotropicos de L-glutamato)] no PVN. Aos 90
minutos apds o acido quinurénico, as respostas cardiovasculares produzida pelo L-
glutamato ja haviam retornado a valores semelhantes ao controle, mostrando a
reversibilidade do bloqueio.

5. A microinjecao bilateral de PPADS [0.25 nmol/50 nl (antagonista P2)] no PVN de
ratos ndo anestesiados promoveu um aumento significativo na PAM e na FC basais,
contudo ndo promoveu alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativagao
do quimiorreflexo;

6. A microinjecado bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol) + KYN (7.2 nmol/50 nl)

no PVN de ratos ndo anestesiados ndo promoveu alteragdes significativas na PAM ou na
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FC basal dos animais, bem como ndo promoveu alteracdes significativas nas respostas
cardiovasculares a ativagao do quimiorreflexo;

7. A microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN de ratos nao
anestesiados nao promoveu alteragdes significativas na PAM e na FC basal dos animais,
bem como ndao promoveu alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a
ativacdo do quimiorreflexo.

8. A microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN de ratos ndo
anestesiados nao promoveu alteragdes significativas na PAM e na FC basal dos animais,
bem como ndao promoveu alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a
ativacdo do quimiorreflexo.

9. A microinjecdo bilateral de salina (0.9%, 50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados
ndo promoveu alteracdes significativas na PAM e na FC basal dos animais, bem como
ndo promoveu alteragdes significativas nas respostas cardiovasculares a ativacdo do
quimiorretlexo.

10. O implante de canulas-guia em direcdo ao PVN promoveu uma alteracao
significativa na ingestdo de agua, de racdao e na excrecdo de urina dos animais nos
primeiros dias apds o implante.

11. A anestesia (tribromoetanol, ip) dos animais promoveu uma alteragdo significativa
na ingestdo de racdo e excre¢do de urina dos animais, nas primeiras horas apos a

anestesia, sugerindo que as alteragdes observadas apds o implante de canulas-guia podem

ser atribuidas ao uso do anestésico (tribromoetanol, ip).
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Tabela I- Pressdo arterial média basal (PAM mmHg) antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30
e 60 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 20 60 min
43 100 115 100 100 - -
65 90 115 110 100 90 90
72 105 130 120 115 105 120
87 95 100 100 105 100 100
144 95 100 95 90 90 95
154 85 100 100 105 85 110
159 90 130 115 100 105 110

média 94 113 106 102 96 104

EPM 3 5 4 3 4 5

n 7 7 7 7 6 6

Tabela II- Freqiiéncia cardiaca basal (FC bpm) antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos apos a microinje¢ao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos nao anestesiados.

Rato controle 5 10 15 20 60 min
43 330 460 450 370 - -
65 380 480 480 480 430 400
72 340 480 420 450 400 -
87 340 400 390 390 390 370
144 390 350 340 - 350 380
154 330 460 400 440 360 390
159 340 440 400 370 360 370

média 350 439 411 417 382 382

EPM 9 18 17 19 12 6

n 7 7 7 6 6 5
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Tabela III- Alteracdes na pressdo arterial média (A PAM mmHg) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 png/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30 e 60 minutos ap6s a microinje¢do bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl)] no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 min
43 60 70 65 70 - -
65 65 40 40 55 60 55
72 55 55 60 50 65 55
87 55 55 50 50 45 55
144 40 50 45 35 45 -
154 30 40 45 30 30 -
159 40 20 25 20 20 15

média 49 47 47 44 44 45

EPM 5 6 5 6 7 10

n 7 7 7 7 6 4

Tabela IV- Alteragdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a ativacao
do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos apds a microinje¢ao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl)] no PVN medial e

posterior de ratos nao anestesiados.

Rato A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 min
43 -230 -360 -360 -250 - -
65 -240 -350 -370 -350 -310 -260
72 -210 -340 -310 -280 -400 -
87 -90 -50 -220 -190 -130 -280
144 -290 -230 -245 - -290 -250
154 -210 -270 -400 -130 -220 -390
159 -220 -330 -120 -240 -250 -370

média -213 -276 -289 -240 -267 -310

EPM 23 42 38 31 37 29

n 7 7 7 6 6 5
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Tabela V- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagdo do quimiorreflexo
[KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15 e 30 minutos apos a
microinjecdo bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) no PVN medial e posterior de

ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 min
43 969 931 - 1002 1196
65 1057 507 491 684 1320
72 1415 1698 1350 1304 1721
87 1016 677 680 715 704
144 655 500 300 359 -
154 1194 313 512 239 320
159 1202 1641 837 252 478

Média 1073 895 695 651 957

EPM 90 212 151 152 221
n 7 7 6 7 6
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Tabela VI- Pressdo arterial média basal (PAM mmHg) antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30 e 60 minutos apo6s a microinjecao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) ) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 min
45 105 120 105 105 120 105
86 100 100 100 100 90 100
122 100 100 95 95 90 90
153 100 100 115 100 100 100

média 101 105 104 100 100 99

EPM 1 5 4 2 7 3

n 4 4 4 4 4 4

Tabela VII- Freqiiéncia cardiaca basal (FC bpm) antes (controle) e aos 5, 10, 15,30 ¢
60 minutos ap6s a microinjecao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) fora dos limites

do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 min
45 360 440 420 430 450 420
86 350 500 500 370 350 350
122 330 350 350 340 300 310
153 450 450 410 400 400 400

média 373 435 420 385 375 370

EPM 27 31 31 19 32 25

n 4 4 4 4 4 4
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Tabela VIII- Alteragdes na pressao arterial média (A PAM mmHg) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30 e 60 minutos apos a microinjecao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 min
45 55 40 50 75 40 50
86 45 75 60 50 60 55
122 35 20 20 15 15 25
153 25 45 25 30 25 40
média 40 45 39 43 35 43
EPM 6 11 10 13 10 7
n 4 4 4 4 4 4

Tabela IX- Alteragdes na Freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a ativacao
do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30 e 60
minutos apds a microinjecao bilateral de bicuculina (50 pmol/50 nl) fora dos limites do

PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 min
45 -200 -120 -200 -200 -130 -150
86 -260 -200 -250 -70 -250 -150
122 -150 -80 -60 -40 -50 -130
153 -350 -350 -290 -100 - -250

média -240 -188 -200 -103 -143 -170

EPM 43 60 50 35 58 27

n 4 4 4 4 3 4
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Tabela X: Média dos valores basais e de variagao da pressao arterial média (PAM
mmHg) e da freqliéncia cardiaca (FC bpm) basal apods a ativacdo do quimiorreflexo
(KCN, i1v) em animais ndo anestesiados e aos 15, 60, 90 e 120 minutos apds a

anestesia (uretana, ip).

15min (n=5) PAM basal FC basal APAM (KCN) AFC (KCN)
ndo anestesiado 99+1 355421 45+4 -2154+9
anestesiado 76+9 398+13 -4+10* 3+15%
60 min (n=6)

nao anestesiado 98+3 337+17 43+3 -232+16
anestesiado 89+6 408+15%* -0+8%* -3+6*
90 min (n=5)

nao anestesiado 96+2 334+17 42+2 -210£21
anestesiado 98+1 416£21* -10£12* -16+£8*
120 min (n=6)

nao anestesiado 83£15 362+10 30+3 -215+17
anestesiado 84+15 438+£19* -19+6* 242%

* diferente em relag@o ao respectivo controle ndo anestesiado (p=>0.05).
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Tabela XI- Valores da pressdo arterial média (PAM mmHg) basal, bem como das
variagdes na PAM (A mmHg) basal a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05
ml)] em animais acordados e aos 15 minutos apos a anestesia com uretana (1.2g/kg

ip).

acordados anestesiado (15 min)
Rato PAM basal| A PAM PA basal A PAM
107 95 45 90 5
108 100 45 90 -20
109 100 35 50 20
110 100 55 75 -20
média 99 45 76 -4
EPM 1 4 9 10
n 4 4 4 4

Tabela XII- Valores da pressao arterial média (FC bpm) basal, bem como das variagdes
na FC (A, FC) basal a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] em animais

acordados e aos 15 minutos apo6s a anestesia com uretana (1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (15 min)
Rato FC basal AFC FC basal AFC

107 300 -200 400 10

108 360 -200 420 -30
109 360 -230 410 40

110 400 -230 360 -10
média 355 -215 398 3
EPM 21 9 13 15
n 4 4 4 4
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Tabela XIII- Valores da pressdo arterial média (PAM mmHg) basal, bem como das
variagdes na PAM (A mmHg) basal apds a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80

ng/0.05 ml)] em animais acordados e aos 60 minutos apos a anestesia com uretana

(1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (60 min)
Rato PAM basal] A PAM |[PAM basal] A PAM
112 100 50 90 20
115 100 50 100 -20
116 90 45 80 -15
127 105 45 100 -20
128 100 35 65 -30
145 90 35 100 10
média 98 43 89 -9
EPM 3 3 6 8
n 6 6 6 6

Tabela XIV- Valores da freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal, bem como das variagdes
na FC (A bpm) basal apos a ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] em

animais acordados e aos 60 minutos apo6s a anestesia com uretana (1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (60 min)
Rato FC basal A FC FC basal A FC

112 300 -200 450 20
115 400 -300 420 10

116 360 -210 410 -10

127 300 -200 350 -20

128 310 -230 430 -15
145 350 -250 390 0
média 337 -232 408 -3
EPM 16 17 15 7
n 6 6 6 6
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Tabela XV- Valores da pressdo arterial média (PAM mmHg) basal, bem como das
variagdes na PAM (A mmHg) basal apds a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80
ng/0.05 ml] em animais acordados e aos 90 minutos apés a anestesia com uretana

(1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (90 min)

Rato PAM basal] A PAM |PAM basal] A PAM
147 100 45 100 15
148 100 50 95 -40
158 100 40 100 25
159 90 40 100 -40
160 90 35 95 -10
média 96 42 98 -10
EPM 2 2 1 12

n 4 4 4 4

Tabela XVI- Valores da freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal, bem como da variacao
das FC (A bpm) basal apds a ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] em

animais acordados e aos 90 minutos apos a anestesia com uretana (1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (90 min)
Rato FC basal AFC FC basal A FC
147 380 -280 400 -20
148 300 -200 450 -10
158 320 -150 430 -30
159 310 -200 450 -30
160 360 -220 350 10
média 334 -210 416 -16
EPM 17 23 21 8
n 4 4 4 4
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Tabela XVII- Valores da pressao arterial média (PAM mmHg) basal, bem como das
variagdes na PAM (A mmHg) basal apds a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80
ng/0.05 ml)] em animais acordados e aos 120 minutos apds a anestesia com uretana

(1.2g/kg ip).

acordado anestesiado (120 min)
Rato PAM basal] A PAM |[PAM basal] A PAM
130 90 45 100 -25
129 100 35 100 -25
132 10 35 10 -35
141 100 30 110 10
161 100 40 100 -25
162 100 50 85 -15
média 83 39 84 -19
EPM 15 3 15 6
n 6 6 6 6

Tabela XVIII- Valores da freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal, bem como das
variagoes na FC (A bpm) basal apos a ativacdo do quimiorreflexo [KCN 1v (80 ng/0.05
ml)] em animais acordados e aos 120 minutos apos a anestesia com uretana (1.2g/kg

ip).

acordado anestesiado (120 min)
Rato FC basal A FC FC basal A FC
130 350 -200 500 0
129 320 -160 450 10
132 380 -190 460 0
141 370 -270 450 0
161 370 -220 370 0
162 380 -250 400 -20
média 362 -215 438 -2
EPM 9 16 19 4
n 6 6 6 6




Apéndice 169

Tabela XIX- Pressdo arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10,
15, 30 e 60 minutos apds a microinje¢ao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 60 min
284 90 - 107 102 102 94 97
289 99 109 109 104 105 105 108
294 87 - 102 103 100 98 -
324 100 117 114 107 107 102 102
325 89 113 - 109 110 92 106
326 91 103 111 102 101 96 100
344 105 121 124 122 116 110 109
351 90 99 98 95 99 90 94
Média 94 110 109 106 105 98 102
EPM 3 3 3 2 2
n 6 7 8 8 7

Tabela XX- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15,30 ¢
60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) no PVN medial

e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 60 min
284 355 - 377 361 382 338 351
289 371 532 459 402 494 416 414
294 335 - 369 376 376 388 -
324 341 409 403 387 405 333 367
325 315 429 - 377 379 359 332
326 348 444 422 450 424 374 360
344 328 399 467 473 458 391 331
351 419 472 461 465 432 425 462

Média 352 448 423 411 419 378 374

EPM 11 20 16 16 15 12 18

n 8 6 7 8 8 8 7
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Tabela XXI- Alteracdes na pressdo arterial média (A PAM mmHg) basal em resposta a
ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15,
30 e 60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle A2 A5 A10 A 15 A 30 A 60 min
284 69 - 48 60 50 83 59
289 55 43 63 59 52 47 50
294 53 - 58 54 48 52 -
324 36 29 44 46 53 55 38
325 43 44 - 36 20 24 16
326 71 67 59 57 65 52 48
344 40 36 42 36 35 40 51
351 50 61 51 65 57 59 68

Média 52 47 52 52 48 52 47

EPM

n

Tabela XXII- Alteragdes na freqliéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdao do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15,
30 e 60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 AS A10 A15 A30 A 60
284 -205 - -215 -279 -240 -258 -193
289 -270 -430 -363 -264 -343 -294 -316
294 -291 - -248 -298 -280 -320 -
324 -257 -268 -301 -111 -257 -249 -276
325 -188 -304 - -286 -202 -59 -173
326 -264 -303 -320 -174 -276 -290 -269
344 -201 -274 -467 -382 -281 91 -172
351 -350 -343 -326 -353 -317 -377 -420

Média -253 -320 -320 -268 =275 -242 -260

EPM 19 24 31 31 15 39 34

n 8 6 7 8 8 8 7
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Tabela XXIII- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagdo do

quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15, 30 e 60

minutos apos a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos nao anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 60 min
284 753 - 793 985 914 1110 2125
289 656 - 1228 880 916 878 1059
294 1210 - - 747 972 784 -
324 643 472 496 586 495 538 899
325 873 622 - 530 420 440 256
326 778 655 822 770 739 672 920
344 676 892 1413 - 1360 - 1387
351 804 1108 822 905 802 1296 1807
Média 799 750 929 772 827 817 1208
EPM 65 112 136 63 104 116 236
n 8 5 6 7 8 7 7
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Tabela XXIV- Pressdo arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10,

15, 30 e 60 minutos apds a microinje¢ao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 60 min
286 106 - - 108 108 109 -
288 90 98 105 103 102 102 120
321 89 90 92 94 90 88 86
340 93 106 105 99 93 98 108
352 92 98 98 94 99 95 94

Média 94 98 100 100 98 98 102

EPM 3 3 3 3 4 8

n 5 4 4 5 5 4

Tabela XXV- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15, 30

e 60 minutos apds a microinje¢ao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 60 min
286 338 - - 364 343 342 -
288 320 363 354 377 356 332 336
321 371 373 436 367 368 349 351
340 265 372 394 384 378 349 383
352 420 476 462 464 432 424 465

Média 343 396 412 391 375 359 384

EPM 26 27 24 19 15 16 29

n 5 4 4 5 5 5 4
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Tabela XXVI- Alteracdes na pressao arterial média (A PAM mmHg) basal em resposta
a ativagdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10,
15, 30 e 60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 A5 A10 A 15 A 30 A 60 min
286 41 - - 32 43 35 -
288 35 39 30 39 39 34 15
321 38 64 46 39 37 42 -
340 37 48 37 41 52 47 46
352 52 51 44 47 43 41 43

Média 41 51 39 40 43 40 35

EPM 3 5 4 2 3 2 10

n 5 4 4 5 5 5 3

Tabela XXVII- Alteracdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15,
30 e 60 minutos apds a microinjecao bilateral de L-NAME (50 pmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 AS A10 A 15 A30 A 60 min
286 -269 - - -293 -266 -270 -
288 -196 -296 -354 -315 -228 -214 -300
321 -279 217 -319 -210 -207 =277 211
340 -196 -292 -237 -244 -228 -213 =217
352 -313 -412 -314 -383 -307 -342 -465

Média -251 -304 -306 -289 -247 -263 -298

EPM 23 40 25 30 18 24 59

n 5 4 4 5 5 5 4
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Tabela XXVIII- Valore da pressdo arterial média (PAM mmHg) basal e das alteragcdes na PAM (A
mmHg) basal em resposta a microinje¢do unilateral de L-glutamato (3.75 nmol/50 nl) antes e aos
15 e 90 minutos apds a microinjecao ipsilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato L-glu KYN L-glu 15 min L-glu 90 min
antes | apos | APAM | antes | apés | APAM | antes | apés | APAM| antes | apos | APAM
189 91 107 16 94 94 - 98 105 7 87 117 30
199 103 122 19 102 102 - - - - - - -
200 95 111 16 103 103 - 99 99 - 94 103 9
209 107 123 16 108 107 -1 112 117 5 105 120 15
211 92 108 16 94 96 2 91 102 3 95 110 15
213 93 104 11 103 101 -2 104 107 3 - - -
224 93 97 4 100 101 1 100 101 1 105 110 5
231 94 97 3 100 110 10 104 100 -4 104 111 7
234 93 105 12 - - - 98 99 1 94 102 8
238 90 97 7 82 89 7 96 95 -1 86 93 7
média 95 107 12 101 102 0,4 100 103 4 96 108 15
EPM 2 3 2 3 2 2 2 2 1 3 3 3
n 10 10 10 9 9 6 9 9 8 8 8 8

Tabela XXIX- Valores da freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal e das alteragdes na FC (A bpm) basal
em resposta a microinje¢do unilateral de L-glutamato (3.75 nmol/50 nl) antes e aos 15 e 90 minutos
apOs a microinje¢ao ipsilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de

ratos ndo anestesiados.

Rato L-glu KYN L-glu pés KYN 1h:30 L-glu
antes | apos AFC | antes | apés AFC | antes | apoés AFC | antes | apés AFC
189 331 339 8 328 315 -13 328 319 -9 321 338 17
199 407 445 38 404 403 1 - - - - - -
200 302 375 73 380 368 -12 374 390 16 346 405 59
209 311 350 39 397 405 8 365 394 29 410 414 4
211 340 396 44 328 328 - 333 352 19 352 414 62
213 356 390 34 340 344 4 326 321 -5 - - -
224 346 392 46 334 331 -3 338 341 3 360 414 54
231 320 340 20 352 376 24 353 355 2 370 361 -9
234 389 387 -2 394 393 1 429 431 2 415 430 15
238 414 379 66 352 387 35 363 361 2 366 383 17
média [ 352 379 37 361 365 5 357 363 7 368 395 27
EPM 13 10 7 9 10 5 11 12 4 11 11 10
n 10 10 10 10 10 9 9 9 9 8 8 8
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Tabela XXX- Valore da pressdo arterial média (PAM mmHg) basal ¢ das alteracdes na PAM (A

mmHg) basal em resposta a microinje¢ao unilateral de L-glutamato (3.75 nmol/50 nl) antes e aos 15

e 90 minutos apds a microinje¢ao ipsilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) fora dos limites

do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato L-glu KYN L-glu pés KYN 90 min L-glu
antes | apos | APAM | antes [ apoés [ APAM | antes | apés | APAM | antes | apés | APAM

205 87 94 7 104 102 2 98 99 1 94 96 2
210 104 106 2 101 100 1 100 102 2 99 102 3
223 101 95 6 101 101 - 98 101 3 105 103 -2
227 98 96 2 102 102 2 105 107 2 105 105 -
232 88 89 1 105 103 -2 115 117 2 105 107 2
média 96 96 4 103 102 1 103 105 2 102 103 1
EPM 3 3 1 1 0,5 1 3 3 0,3 2 2 1
n 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5 4

Tabela XXXI- Valores da freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal e das alteragdes na FC (A bpm) basal

em resposta a microinje¢do unilateral de L-glutamato (3.75 nmol/50 nl) antes e aos 15 e 90 minutos

apOs a microinjecdo ipsilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) fora dos limites do PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato L-glu KYN L-glu pés KYN 90 min L-glu
antes | apos AFC | antes | apoés AFC | antes | apoés AFC | antes | apoés AFC

205 304 328 24 399 403 5 386 391 5 352 350 2
210 311 331 20 337 335 -2 325 342 17 337 353 16
223 356 371 15 334 329 5 347 344 -3 359 374 15
227 362 364 2 371 369 -2 388 362 -26 364 358 7
232 299 297 -2 358 361 3 328 321 -7 312 308 -4
média | 326 338 12 360 359 2 355 352 -3 345 349 7
EPM 13 13 5 12 13 2 14 12 7 9 11 4
n 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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Tabela XXXII- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 5, 10,
15, 30, 60 e 90 minutos apds a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50

nl) no PVN medial e posterior de ratos nao anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 90 min
228 94 - - 87 89 90 92
235 105 107 110 111 114 119 112
257 90 93 95 93 100 104 101
263 105 104 103 101 97 106 102
266 89 96 91 92 97 108 106
329 103 - 106 103 102 113 -
Média 98 100 101 98 100 107 103
EPM 3 3 4 4 3 4 3
n 6 4 5 6 6 6 5

Tabela XXXIII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30, 60 e 90 minutos ap6s a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50

nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 90 min
228 341 - - 303 302 321 316
235 326 322 334 327 356 370 361
257 324 318 312 291 311 344 344
263 348 375 336 339 322 368 335
266 314 364 340 341 375 370 361
329 324 318 409 395 337 345 -
Média 330 339 346 333 334 353 343
EPM 5 12 16 15 11 8 8
n 6 5 5 6 6 6 5
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Tabela XXXIV- Alteragoes na pressdo arterial média (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5,
10, 15, 30, 60 e 90 minutos apds a microinje¢ao bilateral de acido quinurénico (7.2

nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato | A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 A 90 min
228 57 - - - 57 66 -
235 56 54 41 48 38 48 56
257 55 40 47 46 43 52 44
263 35 39 47 32 51 51 69
266 57 36 55 58 67 52 48
329 42 - 33 21 42 34 -

Média 50 42 45 41 50 51 54

EPM 4 4 4 6 4 4 6

n 6 4 5 5 6 6 4

Tabela XXXV- Alteragdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30, 60 e 90 minutos ap6s a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50

nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato |A controle A5 A10 A 15 A 30 A 60 A 90 min
228 -242 - - -232 -261 -265 -214
235 -264 -260 -301 -299 -329 -313 -328
257 -252 =272 -240 -189 -247 -305 -251
263 -252 -282 -285 -257 -252 -308 -272
266 -259 -347 -272 -294 -276 -305 -313
329 -241 -264 -330 -337 -256 -287 -

Média -252 -285 -286 -268 =270 -297 -276

EPM 4 16 15 22 12 7 21

n 6 5 5 6 6 6 5
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Tabela XXXVI- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora & ativagdo do

quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30, 60 ¢ 90

minutos apds a microinje¢ao bilateral do acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados

Rato controle 5 10 15 30 60 90 min
228 608 - - 897 1075 1505 957
235 1357 1530 3152 2105 2214 - -
257 1243 2353 1644 1325 1641 2368 2122
263 1277 921 1503 990 1258 1151 1191
266 2282 2585 2165 2293 1512 1641 2790
329 672 513 572 599 603 526 -

Média 1240 1580 1807 1368 1384 1438 1765

EPM 247 399 423 280 223 302 424

n 6 5 5 6 6 5 4
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Tabela XXXVII- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 5, 10,
15, 30, 60 e 90 minutos apds a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50

nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 90 min
233 96 107 104 104 101 114 114
243 95 110 106 107 109 107 107
260 91 94 90 89 90 93 97
274 80 87 83 83 89 94 97
282 88 85 96 85 92 105 101
336 104 103 107 105 106 107 -
349 85 101 98 92 98 97 -

média 91 98 98 95 98 102 103

EPM 3 4 3 4 3 3 3

n 7 7 7 7 7 7 5

Tabela XXXVIII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 5, 10, 15,
30, 60 e 90 minutos ap6s a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50

nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos nao anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 60 90 min
233 315 405 378 352 338 335 297
243 407 411 399 389 403 378 382
260 303 319 316 316 317 313 319
274 367 399 395 368 348 364 398
282 346 355 409 381 382 375 377
336 387 338 417 408 391 402 -
349 343 364 368 364 346 373 -
Média 353 370 383 368 361 363 355
EPM 14 13 13 11 12 11 20
n 7 7 7 7 7 7 5
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Tabela XXXIX- Alteragoes na pressdo arterial média (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5,
10, 15, 30, 60 ¢ 90 minutos apds a microinje¢do de bilateral acido quinurénico (7.2

nmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato |A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 A 90 min
233 46 49 53 28 33 34 24
243 54 61 75 63 56 52 69
260 46 29 28 33 31 46 44
274 22 25 32 12 22 28 23
282 55 41 46 50 46 58 52
336 56 - 48 56 15 45 -
349 72 67 64 65 59 74 -

média 50 45 49 44 37 48 42

EPM 6 7 6 8 6 6 9

n 7 6 7 7 7 7 5

Tabela XL- Alteragdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a ativagao
do quimiorreflexo [KCN iv (80 ng/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5, 10, 15, 30, 60 e 90
minutos apos a microinjecao bilateral de acido quinurénico (7.2 nmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato |A controle AS A10 A 15 A 30 A 60 A 90 min
233 -82 -291 -296 -207 -195 -229 -209
243 -164 -297 -272 -273 -303 -303 -299
260 -43 -225 -188 -180 -235 -267 -243
274 -93 -310 -296 -220 -242 -258 -398
282 -64 -289 -344 -305 -322 -294 -291
336 -246 -235 -334 -231 - -284 -
349 -273 -257 -282 -249 -241 -279 -

Média -138 =272 -287 -238 -256 -273 -288

EPM 35 12 19 16 19 9 32

n 7 7 7 7 6 7 5
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Tabela XLI- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e
30 minutos apds a microinje¢do bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
380 96 114 118 109 109
388 101 114 109 110 110
543 105 124 114 109 -
555 99 112 112 111 105
559 96 100 105 100 -
534 94 109 102 103 -
Média 99 112 110 107 108
EPM 3 2 2 2
n 6 6 6 3

Tabela XLII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30
minutos apds a microinjecao bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
380 346 368 356 360 383
388 362 393 361 364 371
543 304 381 340 336 -
555 325 362 375 385 335
559 320 349 345 327 -
534 332 398 382 419 -

Média 332 375 360 365 363

EPM 8 8 7 14 14

n 6 6 6 6 3
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Tabela XLIII- Alteragdes na pressdo arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1,
3, 10 e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
380 65 89 52 56 57
388 43 56 66 65 78
543 44 50 42 46 -
555 55 43 68 66 52
559 57 44 62 73 -

Média 53 56 58 61 62

EPM 4 8 5 5 8

n 5 5 5 5 3

Tabela XLIV- Alteracdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN i1v (80 png/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30
minutos apds a microinjecao bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
380 -239 -269 -259 =271 -268
388 -199 -310 -233 -307 -270
543 -260 -263 -252 -235 -
555 -249 -328 -321 -312 -224
559 -276 -259 -254 -224 -

Média -245 -286 -264 =270 -254

EPM 13 14 15 18 15

n 5 5 5 5 3
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Tabela XLV- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagio do quimiorreflexo
[KCN iv (80 nug/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a microinje¢ao

bilateral do PPADS (0.25 nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos nao

anestesiados
Rato controle 1 3 10 30 min
380 - 1329 1199 1700 1593
388 659 3779 1213 927 3384
543 969 777 1324 1386 -
555 1250 1526 858 862 1035
559 1783 1306 1525 1605 1577
Média 1165 1743 1224 1296 1897
EPM 239 524 108 172 512
n 4 5 5 5 4
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Tabela XLVI- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10
e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) fora dos limites

do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
402 90 92 100 95 92
404 109 104 104 110 -
405 99 99 106 95 98
560 90 91 95 87 -

Média 97 97 101 97 95

EPM 5 3 2 5 3

n 4 4 4 4 2

Tabela XLVII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30
minutos apo6s a microinjec¢ao bilateral de PPADS (0.25 nmol ) fora dos limites do PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
402 316 323 340 335 326
404 378 332 338 338 -
405 471 436 430 407 353
560 346 352 336 353 -

Média 378 361 361 358 340

EPM 34 26 23 17 14

n 4 4 4 4 2
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Tabela XLVIII- Alteragcdes na pressao arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1,

3, 10 e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) fora dos

limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato | A controle Al A3 A10 A 30 min
402 - 81 55 59 68
404 57 56 60 54 -
405 56 64 62 72 64
560 44 52 62 56 -

Média 52 63 60 60 66

EPM 4 6 2 4

n 3 4 4 4

Tabela XLIX- Alteragcdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN i1v (80 png/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10 ¢ 30

minutos ap6s a microinjecdo bilateral de PPADS (0.25 nmol/50 nl) fora dos limites do

PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato | A controle Al A3 A10 A 30 min
402 -252 -295 =273 -264 =273
404 -265 -210 -180 -181 -
405 -355 -307 -381 -268 -245
560 -243 -252 -254 -304 -

Média =279 -266 =272 -254 -259

EPM 26 22 42 26 14

n 4 4 4 4 2
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Tabela L— Pressdo arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30
minutos apos a microinjecao bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) + KYN (7.2

nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
355 96 105 112 103 105
356 97 111 105 106 105
365 88 96 96 91 94
367 94 100 108 106 97
368 90 92 94 93 -
372 95 98 97 102 -
383 88 92 97 101 106
Média 93 99 101 100 101
EPM 1 3 2 2
n 7 7 7 5

Tabela LI- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 ¢ 30
minutos apos a microinjecdo bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) + KYN (7.2

nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
355 365 368 362 378 387
356 350 401 347 388 373
365 346 368 356 360 383
367 364 366 362 367 355
368 355 386 390 399 419
372 405 431 416 515 -
383 311 338 319 451 404
Média 357 380 365 408 387
EPM 11 11 12 21 9
n 7 7 7 7 6
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Tabela LII- Alteragdes na pressdo arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1,

3, 10 e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) +

KYN (7.2 nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
355 65 33 55 43 55
356 71 54 66 62 65
365 53 55 45 48 37
367 51 52 47 66 67
368 50 46 53 56 -
372 46 36 54 52 -
383 67 67 59 46 60
Média 58 49 54 53 57
EPM 4 4 3 3 5
n 7 7 7 7 5

Tabela LIII- Alteracdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10, e

30 minutos apds a microinje¢ao do bilateral do coquete]l PPADS (0.25 nmol ) + KYN

(7.2 nmol/50 nl) no PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
355 -320 -285 -251 =271 -345
356 -263 -297 -270 -298 -284
365 -239 -269 -259 =271 -268
367 -271 -276 -260 -295 -318
368 -190 -206 -201 -204 -348
372 -275 -318 -282 -387 -
383 -205 -263 -170 -354 -282
Média -252 -273 -242 -297 -308
EPM 17 13 15 23 14
n 7 7 7 7 6
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Tabela LIV- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagio do quimiorreflexo
[KCN iv (80 nug/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30 minutos apds a microinje¢ao
bilateral do coquete]l PPADS (0.25 nmol ) + KYN (7.2 nmol/50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados

Rato controle 1 3 10 30 min
365 1402 751 838 2172 2278
367 661 792 2859 800 533
368 764 665 802 751 1122
372 1176 1056 1542 1525 794
380 500 1547 1629 1779 1254
383 1274 997 936 1070 1018
388 1038 2464 2037 2537 808

Média 974 1182 1520 1519 1115

EPM 128 241 284 260 214

n 7 7 7 7 7
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Tabela LV— Pressdo arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e
30 minutos apos a microinjecdo bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) + KYN (7.2

nmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
366 94 99 105 98 -
369 103 116 125 120 109
371 103 105 105 101 102
376 92 97 110 103 103
402 87 88 93 92 89
404 95 95 94 97 111
405 96 90 98 98 99

Média 96 99 104 101 102

EPM 4 3 3
n 7 7 6

Tabela LVI- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 1, 3, 10 e 30
minutos apos a microinjecdo bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) + KYN (7.2

nmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 1 3 10 30 min
366 349 338 341 358 -
369 339 343 356 404 348
371 290 329 - 334 315
376 389 428 392 - 405
402 326 311 309 329 302
404 337 320 365 310 449
405 411 401 455 410 462

Média 349 353 370 358 380

EPM 15 17 20 17 28
n 7 7 6 6 6
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Tabela LVII- Alteracdes na pressao arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1,
3, 10 e 30 minutos ap6s a microinjecao bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) +
KYN (7.2 nmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos nao

anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
366 54 69 67 68 -
369 - 77 67 70 -
371 - 70 - 68 82
376 87 - - 73 69
402 - 67 71 60 73
404 70 61 61 46 53
405 52 66 47 46 53

Média 66 68 63 62 66

EPM 8 2 4 4 6

n 4 6 5 7 5

Tabela LVIII- Alteragdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 1, 3, 10, e
30 minutos apods a microinjecao do bilateral do coquetel PPADS (0.25 nmol ) + KYN

(7.2 nmol/50 nl) fora dos limites do PVN medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle Al A3 A10 A 30 min
366 -184 -237 -268 -252 -
369 -305 -256 -268 -302 -64
371 -205 -252 - -253 -209
376 -307 -361 -316 - -349
402 -252 -232 -225 -249 -258
404 -175 -198 -263 -161 -281
405 -244 -278 -294 -249 -317

Média -239 -259 =272 -244 -246

EPM 20 19 13 19 41

n 7 7 6 6 6
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Tabela LIX- Alteracdes na PAM (A mmHg) basal em resposta a microinje¢ao unilateral de
bicuculina (50 nmol/50 nl) antes e aos 2 e 40 minutos apds a microinje¢do ipsilateral de

lidocaina (2% /50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.

Lidocaina 2%
Bic controle Bic 2 min Bic 40 min

Rato | antes | apés | APAM | antes | apés | APAM | antes | apés | APAM
235 98 114 16 109 110 -1 116 119 -
483 93 108 15 97 97 0 93 103 10
487 95 108 13 98 105 7 102 115 13
495 112 136 24 109 109 0 107 122 15
média 100 117 17 103 105 2 105 115 13
EPM 5 8 3 4 3 2 6 5 1
n 4 4 4 4 4 4 4 4 3

Tabela LX- Alteracdes na FC (A bpm) basal em resposta a microinje¢do unilateral de
bicuculina (50 nmol/50 nl) antes e aos 2 ¢ 40 minutos apds a microinjecao ipsilateral de

lidocaina (2% /50 nl) no PVN de ratos ndo anestesiados.

Lidocaina 2%
Bic controle Bic 2 min Bic 40 min
Rato antes apos AFC antes apos AFC antes apos AFC
235 334 438 104 324 335 11 314 414 100
483 320 380 60 362 389 27 327 335 8
487 354 434 80 365 439 74 358 440 82
495 419 525 106 471 473 2 484 578 94
média 336 417 81 350 388 37 333 396 63
EPM 5 10 7 7 16 10 7 16 15
n 4 4 4 4 4 4 4 4 4
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Tabela LXI- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10,
15, e 30 minutos apds a microinje¢do bilateral de lidocaina (2% /50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 min
378 102 95 97 100 101 106
386 113 108 109 106 103 108
413 94 93 92 95 98 97
418 107 120 128 120 122 104
419 85 93 91 - 89 89
421 92 97 102 94 92 92
424 106 107 116 109 115 112
437 92 88 99 93 102 90

Média 99 100 104 102 103 100

EPM 3 4 5 4 4 3

n 8 8 7 8 8

Tabela LXII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15 ¢
30 minutos apds a microinjecao bilateral de lidocaina (2% /50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 min
378 349 379 383 366 371 395
386 394 416 424 434 418 393
413 424 395 417 464 435 429
418 394 460 469 418 480 381
419 337 342 384 - 355 352
421 320 322 339 369 345 329
424 326 376 377 381 388 345
437 291 322 356 307 336 309

Média 354 377 394 391 391 367

EPM 16 17 15 20 18 14

n 8 8 8 7 8 8
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Tabela LXIII- Alteragdes na pressdo arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2,

5, 10, 15 e 30 minutos ap6s a microinje¢do bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 AS A10 A 15 A 30
378 53 55 69 61 49 50
386 29 35 48 50 47 40
413 77 69 73 73 68 78
418 50 52 48 49 64 76
419 51 58 54 - 56 54
421 53 52 32 52 48 28
424 35 39 27 41 22 45
437 66 67 55 69 65 60
Média 52 53 51 56 52 54
EPM 5 4 6 4 5 6
n 8 8 8 7 8 8

Tabela LXIV- Alteracdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacdo do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15

e 30 minutos ap6s a microinje¢do de bilateral lidocaina (2%, 50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 AS A 10 A 15 A 30 min
365 -253 -284 -287 -259 -272 -360
386 -81 -264 -297 -274 -234 =251
413 -367 272 -299 -371 -311 -369
418 -310 -402 -408 -302 -366 -293
419 -240 -243 272 - -249 -298
421 -287 -260 -249 -261 -219 -181
424 -259 -265 -290 -284 -300 -234
437 -232 224 -289 -223 -250 -244
Média -254 277 -299 -282 =275 =279
EPM 29 19 17 17 17 23
n 8 8 8 7 8 8
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Tabela LXV- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagio do quimiorreflexo
[KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15 ¢ 30 minutos apds a

microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 50 nl) no PVN medial e posterior de ratos nao

anestesiados

Rato controle 2 5 10 15 30 min
378 3926 5255 6767 6752 4934 5849
386 506 508 621 1008 778 759
413 3178 2078 2311 2028 2463 1854
418 4146 906 3896 4134 1965 2801
419 638 2331 782 - 892 751
421 964 710 845 707 687 722
437 2910 3741 5209 6499 3032 4607

Média 2324 2218 2919 3521 2107 2478
EPM 597 664 920 1098 583 778

n 7 7 7 6 7 7
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Tabela LXVI- Pressdo arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10,
15 e 30 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN medial

e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 min
461 103 106 101 109 102 104
483 90 97 93 98 101 94
484 108 108 113 112 112 112
487 92 94 91 93 93 93
497 105 117 122 118 115
574 98 123 125 117 114 -
Média 99 106 107 109 107 104
EPM 3 5 6 5 4 5
n 6 5 6 6 6 5

Tabela LXVII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15 ¢
30 minutos apds a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 2 5 10 15 30 min
461 353 372 362 386 368 363
483 317 365 350 508 479 375
484 343 336 342 375 341 349
487 343 349 353 360 344 345
497 377 403 411 364 358 359
571 336 278 322 338 383 -

Média 345 351 357 389 379 358

EPM 8 17 12 25 21 5

n 6 6 6 6 6 5
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Tabela LXVIII- Alteragdes na pressao arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2,

5, 10, 15 e 30 minutos ap6s a microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN

medial e posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle A2 AS A10 A 15 A 30 min
461 80 68 68 63 66 58
483 41 27 29 44 39 36
484 41 54 37 27 26 38
487 40 38 44 32 43 27
497 38 8 21 32 30 23
574 55 40 37 46 57 -

Média 49 39 39 41 44 36

EPM 7 9 7 5 6 6

n 6 6 6 6 6 5

Tabela LXIX- Alteracdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15

e 30 minutos apos a microinje¢do bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN medial e

posterior de ratos nao anestesiados.

Rato A controle A2 A5 A10 A15 A 30 min
461 -251 -325 -247 -310 -264 -272
483 -252 - -274 -435 -360 -256
484 -240 -83 -190 -169 -86 -155
487 -290 -241 -238 -196 -237 -238
497 -260 -53 -124 -177 -222 -359
571 -248 -224 -225 -254 -297 -

Média -257 -176 -215 -257 -234 -256

EPM 7 51 22 42 37 33

n 6 5 6 6 6 5
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Tabela LXX- Area sobre a curva (UA) da resposta pressora a ativagio do quimiorreflexo
[KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15 ¢ 30 minutos apds a

microinjecdo bilateral de lidocaina (2%, 100 nl) no PVN medial e posterior de ratos nao

anestesiados

Rato controle 2 5 10 15 30 min
461 - 2108 3251 2973 2847 2179
483 602 521 504 690 511 481
484 668 1167 1103 429 652 641
487 936 701 588 564 787 -
497 545 372 586 769 1409 859

Média 688 974 1206 1085 1241 1040

EPM 86 313 522 476 430 387

n 4 5 5 5 5 4
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Tabela LXXI- Pressao arterial média (PAM mmHg) basal antes (controle) e aos 5, 10,
15, e 30 minutos apos a microinje¢do bilateral de salina (0.9%, 50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 min
378 102 106 99 96 94
418 115 113 110 117 106
419 88 79 85 79 82
421 92 97 - 96 95
424 111 - 107 108 112
Média 102 99 100 99 98
EPM 5 6
n 5 4 4

Tabela LXXII- Freqiiéncia cardiaca (FC bpm) basal antes (controle) e aos 5, 10, 15 e 30
minutos apds a microinjecao bilateral de salina (0.9%, 50 nl) no PVN medial e posterior

de ratos ndo anestesiados.

Rato controle 5 10 15 30 min

378 417 420 447 428 389

418 393 402 393 383 363

419 342 336 342 338 331

421 339 324 323 330 329

424 340 - 327 324 330
Média 366 371 366 361 348
EPM 16 24 24 20 12

n 5 4 5 5 5
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Tabela LXXIII- Alteragdes na pressao arterial média basal (A PAM mmHg) basal em
resposta a ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 5,
10, 15 e 30 minutos apds a microinjecdo de salina (0.9%, 50 nl) no PVN medial e

posterior de ratos ndo anestesiados.

Rato A controle AS A 10 A 15 A 30 min
378 63 55 67 67 49
418 65 67 - 51 -
419 69 58 45 58 62
421 53 35 - 38 49
424 30 - 40 - 29
Média 56 54 51 54 47
EPM 7 7 8 6 7
n 5 4 3 4 4

Tabela LXXIV- Alteragdes na freqiiéncia cardiaca (A FC bpm) basal em resposta a
ativacao do quimiorreflexo [KCN iv (80 pg/0.05 ml)] antes (controle) e aos 2, 5, 10, 15

e 30 minutos apos a microinje¢do de salina (0.9%, 50 nl) no PVN medial e posterior de

ratos ndo anestesiados.

Rato A controle AS A10 A 15 A 30 min
365 -332 -362 -348 -339 -301
418 -323 -297 -296 -302 -269
419 -226 -310 -316 -263 -231
421 -233 -239 -171 -177 -225
424 -327 -321 -358 -340 -389
Média -288 -306 -298 -284 -283
EPM 24 20 34 30 30
n 5 5 5 5 5
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Tabela LXXYV: Pesos (gramas) dos animais alojados em gaiolas metabdlicas individuais
24-72 horas antes e 24-96 horas apds o implante bilateral de canulas-guia (5.5 mm

didmetro) cerca de 3 mm acima do PVN.

implante PVN

Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas
1 299 311 316 310 323 330 335
2 304 310 317 311 319 319 324
3 300 299 316 306 302 312 314
4 300 311 315 314 324 329 328
5 300 309 309 309 295 312 315
6 300 310 316 305 320 320 327
7 291 292 291 299 303 312 -
8 267 268 272 286 290 290 -
9 276 287 300 297 293 318 -
10 273 291 292 304 301 305 -
11 285 297 292 312 300 314 -
12 269 276 295 295 312 321 -

média 289 297 303 304 307 315 324

EPM 4 4 4 2 4 3 3
n 12 12 12 12 12 12 6

Tabela LXXVI: Ingestdo de ragdo (gramas/ normalizado para 100 g peso) dos animais
alojados em gaiolas metabolicas individuais 24-72 horas antes e 24-96 horas apds o

implante bilateral de canulas-guia (5.5 mm didmetro) cerca de 3 mm acima do PVN.

implante PVN

Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas
1 11 12 - - - 9 11
2 11 10 - - - 8 11
3 11 13 - - - -
4 12 10 11 - - - 11
5 11 11 12 1 - - -
6 11 10 10 2 - - -
7 11 8 8 7 10 10 -
8 10 10 11 3 8 10 -
9 12 11 12 3 7 10 -
10 14 11 12 3 5 10 -
11 14 10 13 7 - 10 -
12 10 13 13 3 - 12 -

média 11 11 11 4 7 10 11

EPM 0,4 0,4 0,6 1 1 0,4 0,2
n 12 12 9 8 4 8 3
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Tabela LXXII: Ingestdo de 4gua (ml/ normalizado para 100 g peso) dos animais alojados
em gaiolas metabolicas individuais 24-72 horas antes e 24-96 horas apds o implante

bilateral de canulas-guia (5.5 mm diametro) cerca de 3 mm acima do PVN.

implante PVN

Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas
1 19 18 - 11 18 15 16
2 20 17 - 11 16 12 17
3 - 22 - 12 19 16 14
4 18 16 18 13 19 18 24
5 14 12 16 8 5 20 16
6 15 15 15 7 17 13 15
7 15 14 14 16 25 23 -
8 16 15 24 10 24 22 -
9 18 19 17 7 19 20 -
10 24 19 22 10 16 20 -
11 23 19 26 29 20 19 -
12 14 17 15 5 18 16 -

média 18 17 19 11 18 18 17

EPM 1 1 1 2 1 1 2
n 11 12 9 12 12 12 6

Tabela LXXVIII: Excre¢do de urina (ml/ normalizado para 100 g peso) dos animais
alojados em gaiolas metabolicas individuais 24-72 horas antes e 24-96 horas apds o

implante bilateral de canulas-guia (5.5 mm didmetro) cerca de 3 mm acima do PVN.

implante PVN
Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas

1 5 - - - - 3 3
2 5 4 3 2 - 3
3 3 6 - 3 - - -
4 3 4 - - 5

5 2 4 6 1 - -
6 - 1 1 1 - - -
7 4 4 4 3 5 2 -
8 3 6 6 1 5 4 -
9 4 3 4 2 3 2 -

10 5 5 4 3 2 3
11 7 7 7 2 - 2 -
12 4 4 4 2 - 2 -
média 4 4 5 2 3 2 3
EPM 0,4 0,5 1 0,3 1 0,3 1
n 11 11 8 10 5 7 3
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Tabela LXXIX: Peso (gramas) dos animais alojados em gaiolas metabdlicas individuais
24-72 horas antes e 24-96 horas ap6s a anestesia intraperitonial dos animais com

tribromoetanol (1ml/100g).

anestesia (ip)

Rato =72 -48 -24 24 48 72 96 horas

1 279 276 283 288 283 282 290

2 293 300 312 310 315 317 334

3 278 285 301 291 259 269 293

4 272 277 295 293 286 258 254

5 289 291 306 303 305 317 323
média 282 286 299 297 290 289 299
EPM 4 4 5 4 10 12 14

n 5 5 5 5 5 5 5

Tabela LXXX: Ingestdo de ragdo (gramas/ normalizado para 100 g peso) dos animais
alojados em gaiolas metabolicas individuais 24-72 horas antes e 24-96 horas apos a

anestesia (hora zero) intraperitonial dos animais com tribromoetanol (1ml/100g).

anestesia (ip)
Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas
1 9 7 7 6 6 8 8
2 10 10 9 7 8 9 11
3 10 11 10 1 1 9 11
4 10 10 10 2 1 1 4
5 11 11 10 7 9 10 9
média 10 10 9 5 5 7 8
EPM 0,4 1 1 1 2 2 1
n 5 5 5 5 5 5 5
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Tabela LXXXI: Ingestdo de agua (ml/ normalizado para 100 g peso) dos animais
alojados em gaiolas metabdlicas individuais 24-48 horas antes e 24-96 horas apos a

anestesia intraperitonial dos animais com tribromoetanol (1ml/100g).

anestesia (ip)

Rato -72 -48 -24 24 48 72 96 horas

1 14 13 13 16 11 15 14

2 15 15 11 17 17 17 19

3 15 19 13 2 12 24 23

4 17 19 20 14 13 10 12

5 15 13 14 13 16 14 12
média 15 16 14 12 13 16 16
EPM 0,4 1 1 3 1 2 2

n 5 5 5 5 5 5 5

Tabela LXXXII: Excrecdo de urina (ml/ normalizado para 100 g peso) dos animais
alojados em gaiolas metabolicas individuais 24-72 horas antes e 24-96 horas apos a

anestesia (hora zero) intraperitonial dos animais com tribromoetanol (1ml/100g).

anestesia (ip)
Rato -48 -24 0 24 48 72 96 horas

1A 2 3 - 1 2 3 2
2A 3 4 2 2 2 3 4
3A 3 4 2 1 3 2 3
4A 5 - 5 2 5 - 6
5A 5 4 3 3 3 4 3
média 4 4 3 2 3 3 3
EPM 1 0,3 1 0,4 0 0,4 1
n 5 4 4 5 5 4 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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

