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Lopes-Silva, S. Mecanismos envolvidos nas respostas cardiovasculares a
microinjecdo de L- Prolina no terceiro ventriculo de ratos ndo anestesiados.
2010. Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

A L- Prolina (L- Pro) € um aminoacido ndo essencial, endégeno, considerado
como possivel neurotransmissor ou neuromodulador do SNC. O terceiro ventriculo
(3 V) é uma cavidade do cérebro, parte do sistema ventricular cerebral, contigua ao
hipotalamo, regido na qual foi detectada a existéncia de sistemas de recaptacéo e
liberagdo de L- Pro. O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos cardiovasculares
causados pela microinjecdo de L- Pro no 3 V e identificar os possiveis mecanismos
periféricos envolvidos nestas respostas. A L- Pro foi injetada em um volume de 0,5
uL no 3 V. A microinjecdo de L- Pro no 3 V causou respostas pressora e
bradicardica, dose-dependente, quando aplicada em ratos ndo anestesiados. As
respostas cardiovasculares desencadeadas pela microinje¢cdo de L- Pro no 3 V
foram bloqueadas pela pré-tratamento endovenoso com dTyr(CHz)s(Me)AVP, um
antagonista vasopressinérgico, sugerindo o envolvimento da liberacao sistémica de
vasopressina na mediacdo destas respostas. A resposta pressora a L- Pro no 3 V
ndo foi bloqueada pelo pré-tratamento sistétmico com o bloqueador ganglionar
pentolinio, excluindo a possibilidade de uma mediagcdo simpatica da resposta
pressora. Entretanto, a resposta bradicardica foi inibida pelo blogueio ganglionar,
sugerindo ser esta uma resposta reflexa, consequente ao aumento da presséo
arterial. Esta € a primeira evidéncia de efeitos cardiovasculares da administracdo de
L- Pro em estruturas suprabulbares, bem como dos possiveis mecanismos
periféricos envolvidos na sua mediagcdo. Em conclusdo, os presentes resultados
indicam que a microinjecdo de L- Pro no 3 V causa respostas pressora e
bradicardica de maneira dose-dependente, e que esta € mediada por liberacdo

sistémica de vasopressina.

Palavras chaves: L- Prolina (L- Pro), terceiro ventriculo (3 V), sistema

cardiovascular, vasopressina.



20

ABSTRACT



21

Lopes-Silva, S. Mechanisms involved in the cardiovascular response to L-
Proline microinjection into the third ventricle of unanesthetized rats. School of

Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

L- Proline (L-Pro) is an endogenous nonessential amino acid that is considered
as a putative neurotransmitter or neuromodulator in the CNS. The third ventricle (3 V)
IS a cavity of the brain in contact with the hypothalamus, a region in which was
detected the existence of L- Pro uptake and release systems. The aim of this study
was to investigate the cardiovascular effects caused by the microinjection of L- Pro
into the 3 V, and to identify which peripheral mechanisms are involved in the genesis
of these effects. L- Pro was injected into the 3 V in a volume of 0.5 pL. The
microinjection of L- Pro into the 3 V caused dose-related pressor and bradycardiac
responses in unanesthetized rats. The cardiovascular responses observed after the
microinjection of L- Pro into the 3 V were blocked by the intravenous pretreatment
with the V1 vasopressin receptor antagonist dTyr(CH)s(Me)AVP (50 ug/kg), thus
suggesting an involvement of systemically released vasopressin in the mediation of
these responses. The pressor response to L- Pro was potentiated by the intravenous
pretreatment with the ganglion blocker pentolinium (5 mg/Kg), thus excluding a
possible mediation by the sympathetic nervous system. The bradycardiac response
to the microinjection of L- Pro into the 3 V was abolished by either the pretreatment
with the vasopressin antagonist or the ganglion blocker pentolinium, thus suggesting
a reflex origin, consequent upon the MAP increase. This is the first evidence on the
cardiovascular effects of L- Pro injected into supramedullary structures, as well as on
the peripheral mechanisms involved in its mediation. In conclusion, our results
indicate that the microinjection of L- Pro into the 3 V evokes dose-related pressor and
bradycardiac responses that are mediated by vasopressin release into the systemic

circulation.

Keywords: L- Proline (L- Pro), third ventricle (3 V), cardiovascular system,

vasopressin.
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A L-Prolina (L-Pro) € um aminoacido ndo essencial, enddégeno. Existem
evidéncias cientificas sugerindo que a L-Pro possa ser um neuromodulador ou um
neurotransmissor no sistema nervoso central (SNC) de mamiferos (SNYDER et al.,
1973; MULDER e SNYDER, 1974; BALCAR et al., 1976; FELIX e KUNZLE, 1976;
YONEDA e ROBERTS, 1982; HAUPTMANN et al., 1983; FREMEAU et al., 1992;

RENICK et al., 1999).

O principal precursor de L-Pro no cérebro de ratos é a L-ornitina. A L-ornitina
através da enzima ornitina-aminotrasferase (OAT) é convertida ao semialdeido-L-
glutdmico, que espontaneamente se transforma em &cido L-pirroline-5-carboxilico
(P5C), o qual através da enzima pirroline-5-carboxilato redutase (P5CR) € convertido
em L-Pro (YONEDA e ROBERTS, 1982) (FIGURA 1). Esta via biossintética do SNC
pode ser regulada pela prépria L-Pro, num mecanismo de retroalimentacdo negativa,
no qual esse aminoécido provavelmente inibe seletivamente a P5CR e,
consequentemente, causa reducdo da taxa de conversdao de P5C em L-Pro

(YONEDA e ROBERTS, 1982) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — Representacdo esquematica da via de biossintese de L-Pro no cérebro
de roedores, proposta por Yoneda e Roberts (1992).

Estudos realizados em sinaptossomas e fatias de cérebro de ratos
demonstraram a existéncia de um sistema de captacdo de L-Pro sédio-dependente,
em terminais nervosos de varias regides do SNC. Esse sistema de captacdo é de
alta afinidade, e transporta o aminoacido L-Pro para dentro de um compartimento
intraneuronal (SNYDER et al.,, 1973; BALCAR et al.,, 1976; HAUPTMANN et al.,
1983) de forma similar ao sistema de captacdo dos aminodcidos excitatorios, tais
como o acido glutamico e o acido aspartico, e de inibitérios, tais como o acido gama-
aminobutirico (GABA) e a glicina (BENNETT et al., 1972; LOGAN e SNYDER, 1972;
SNYDER et al., 1973). Além disso, a L-Pro pode ser liberada por despolarizacao
causada por exposicdo ao ion potassio, de maneira calcio-dependente (SNYDER et

al.,, 1973; MULDER e SNYDER, 1974; BALCAR et al., 1976; HAUPTMANN et al.,



25

1983), assim como ocorre com 0s aminoacidos neurotransmissores L-glutamato (L-
Glu), L-aspartato, GABA e (glicina (SNYDER et al., 1973; MULDER e SNYDER,

1974).

Hauptmann e colaboradores investigaram a captacdo de L-Pro por
sinaptossomas isolados de diferentes regides do cérebro de rato. Esses autores
constataram que a taxa mais elevada de transporte e o maior acimulo de L-Pro
eram observados em sinaptossomas do mesencéfalo, corpo estriado, hipocampo e
hipotalamo, e que baixas taxas de transporte e menor acumulo ocorriam no cortex,
tronco cerebral e cerebelo (HAUPTMANN, et al., 1983). Esses resultados sugerem
gue o sistema de captacdo de L- Pro, em sinaptossomas, exibe uma distribuicdo
heterogénea no SNC de roedores. Além disso, Fremeau e colaboradores (1992)
clonaram o transportador de L-Pro de uma biblioteca de cDNA, identificado por uma
estratégia de PCR baseado na homologia com transportadores de GABA e
norepinefrina, Na'-(e CI) dependente, de alta afinidade, o qual é expresso por
muitas sub-populacdes de vias glutamatérgicas suprabulbares do cérebro de rato,
sugerindo um possivel papel sinaptico para a L-Pro em vias excitatérias no SNC. A
proteina transportadora de L-Pro foi localizada em membranas de pequenas
vesiculas sinapticas de sub-populacbes de terminais de axbnios pré-sinapticos,
formando sinapses do tipo excitatoria assimétrica com espinhas dendriticas nos

nacleos caudado e putamen, e na regido CA1 do hipocampo (RENICK et al., 1999).

Um estudo eletrofisiolégico observou que em um potencial fixado em -62 mV,
concentracdes milimolares de L-Pro causaram uma corrente para dentro do terminal
sinaptico que foi parcialmente antagonizada pelo AP-5, um antagonista seletivo de
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA; por CNQX, antagonista de receptores

glutamatérgicos AMPA/cainato e por estriquinina, antagonista de receptores de
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glicina. A corrente evocada pela L-Pro foi completamente abolida pela combinacéo
dos trés antagonistas (AP-5, CNQX e estriquinina), sugerindo que a L-Pro
simultaneamente ativa trés classes de receptores nos neurdnios do corno dorsal da
medula espinal, os receptores ionotrépicos glutamatérgicos NMDA e ndo-NMDA
(AMPA/cainato), e os receptores de glicina sensiveis a estriquinina (HENZI et al.,
1992). Além disso, estudos de ligacao verificaram que os antagonistas competitivos
de receptores NMDA (AP7, CPP e CGS 19755) e o bloqueador do canal do receptor
NMDA (MK-801), na concentracdo de 10 M inibiram a ligacdo da [*H]-L-Pro em
membranas sinapticas do cortex e mesencéfalo de rato em similar extenséo,
indicando que os receptores glutamatérgicos NMDA medeiam os efeitos da L-Pro
(AULT et al., 1987; CORDERO et al., 1991; ORTIZ et al., 1997). Por outro lado,
elevadas concentracbes de L-Pro ndo inibiram a ligacdo do [H]MK-801 em
membranas sinapticas do mesencéfalo e cortex cerebral de ratos, sugerindo que a
L-Pro ndo interage com o canal do receptor NMDA, apesar dos efeitos que o MK-
801 tem sobre a ligagéo da [*H]-L-Pro (ORTIZ et al., 1997). O agonista parcial do
sitio de glicina, HA-966 inibiu aproximadamente 50% da ligacdo da [*H]-L-Pro em
membranas sinaptossomais do cérebro de rato, revelando outro sitio de interacéo
prolina-glutamato. Reciprocamente, concentracées milimolares de L-Pro inibiram a
ligacdo de [*H]glicina, sugerindo que a L-Pro possa interagir no sitio modulatério de
glicina no receptor NMDA (ORTIZ et al.,, 1997). Entretanto, existem evidéncias
sugerindo que o sitio da L-Pro ndo seja o mesmo do L-Glu, uma vez que a ligacdo
especifica da L-Pro em membranas sinapticas do hipocampo nédo foi
significativamente deslocada pelos aminoacidos excitatérios L-Glu e L-aspartato
(GREENE et al., 1986). Portanto, pode ser possivel a existéncia de um receptor

especifico de L-Pro que é sensivel aos antagonistas de receptores ionotrépicos
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glutamatérgicos. Apesar das evidéncias descritas acima, 0 exato sitio de acao da L-

Pro ainda permanece desconhecido.

Estudos de imunohistoquimica mostraram varios grupos de neurbnios
fortemente imunorreativos a L-Pro no nucleo argueado, no nucleo supra-éptico do
hipotalamo, na &area postrema e no tronco cerebral (TAKEMOTO e SEMBA, 2006),

estruturas conhecidas por modularem o sistema cardiovascular de ratos.

O sistema cardiovascular garante uma distribuicAo adequada do fluxo
sanguineo aos diferentes 6rgaos e tecidos do corpo, desempenhando importante
funcdo na manutencdo da homeostase. O controle geral do sistema cardiovascular é
organizado de forma hierarquica e, segundo Folkow, pode ser dividido em trés
niveis: controles locais, exercidos pelas atividades miogénicas do musculo liso
vascular e do miocéardio, assim como por substancias vasoativas liberadas pelo
endotélio vascular; controle exercido por estruturas neurais bulbares e controle
exercido por centros neurais suprabulbares (FOLKOW, 1987). Além desses fatores
envolvidos no controle do sistema cardiovascular podemos destacar também fatores
humorais tais como a vasopressina e 0 sistema renina-angiotensina que promovem
0 ajuste da pressédo arterial em longo prazo, tanto por alterar o balanco hidrico e
consequentemente 0 volume sanguineo, quanto por possuir atividade
vasoconstrictora (COWLEY et al., 1983; COWLEY e LIARD, 1988; SZCZEPANSKA-

SADOWSKA, 1996).

O SNC tem fundamental importancia no controle da pressao arterial, sendo
gue centros bulbares, tais como o nucleo do trato solitario (NTS), nucleo ambiguo,
nacleo dorsal do vago e as regides rostroventrolateral (BVLr) e caudoventrolateral

(BVLc) séo responsaveis pela manutencdo do tdnus pressorio geral e pelo controle
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instantaneo da pressédo arterial e frequéncia cardiaca (CHALMERS e PILOWSKY,
1991). Os neurbnios do BVLr determinam a frequéncia de despolarizacdo dos
neurdnios pré-ganglionares simpaticos envolvidos na manutencao do ténus vascular
(VERBERNE e OWENS, 1998) e medeiam os componentes simpaticos dos reflexos
cardiovasculares (GUYNET, 1990). Por outro lado, a atividade eferente
parassimpatica tem origem no nucleo dorsal do vago e no ndcleo ambiguo, sendo o
componente parassimpatico dos reflexos cardiovasculares gerado principalmente no
nacleo ambiguo. Tais reflexos, os quais incluem o barorreflexo arterial, o
qguimiorreflexo e o reflexo cardiopulmonar, permitem ajustes instantaneos da pressao
arterial em respostas a alteracdes posturais, respiratorias e de volume sanglineo
respectivamente (GOLDSTEIN, 1991).

Efeitos centrais da L-Pro sobre o sistema cardiovascular foram inicialmente
descritos por Takemoto (1990). Este autor observou que injecdo de L-Pro, na
cisterna magna de ratos ndo anestesiados, causava aumento da pressao arterial e
diminuicdo da frequéncia cardiaca (TAKEMOTO, 1990), enquanto o seu isébmero
Optico, a D-prolina ndo causou alteracdes significativas sobre a pressao arterial e a
frequéncia cardiaca, sugerindo uma especificidade 6ptica a L-Pro sobre os efeitos
cardiovasculares causados por sua microinjecdo na cisterna magna e no NTS
(TAKEMOTO, 1995; 2001). A injecao intracisternal de L-Pro causou aumento da
pressdo arterial através da vasoconstricdo no leito vascular da artéria mesentérica
superior e renal, e secundariamente bradicardia via o barorreflexo. Essas respostas
desencadeadas pela L-Pro foram abolidas pelo pré-tratamento intravenoso (i.v.) com
um antagonista de receptor vasopressinérgico do tipo V1, sugerindo que a liberacéo
de vasopressina sistémica seria o principal mecanismo periférico envolvido na

mediacdo destas respostas (TAKEMOTO, 1995; 1999). Além disso, 0 pré-tratamento
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com acido quinurénico (antagonista nao seletivo de receptores ionotropicos
glutamatérgicos) na cisterna magna bloqueou a resposta pressora e a resisténcia
vascular da artéria mesentérica superior, sugerindo a participacdo desses receptores
na mediacdo destas respostas. Em contraste, os efeitos do L-Glu, na dose que
causou uma resposta cardiovascular similar a da L-Pro, foram parcialmente ou
completamente resistente ao acido quinurénico. Sugerindo que 0s receptores
envolvidos nestas respostas podem ser, pelo menos parcialmente, diferentes

(TAKEMOTO, 1995; 1999).

Em animais anestesiados, a microinjecao de L-Pro no NTS induziu respostas
depressoras e bradicardicas, similares as respostas induzidas pelo L-Glu
(TAKEMOTO, 2001), sendo que as respostas a microinjecdo de L-Pro foram
abolidas pelo pré-tratamento com um antagonista ndo seletivo de receptores
ionotrépicos glutamatérgicos, o acido quinurénico, enquanto que as respostas a
microinjecdo de L-Glu foram aumentadas, sugerindo que a L-Pro pode atuar sobre
esses receptores e assim regular a funcdo cardiovascular por um mecanismo

diferente do L-Glu (TAKEMOTO, 2001).

O bulbo ventrolateral (BLV) é conhecido por ser importante no controle e
integracdo de eferéncias neurais do sistema vasomotor. O bulbo apresenta trés
regides que regulam as respostas cardiovasculares, incluindo a rostral (r), a caudal
(c) e a area pressora caudal (APC). O BVLr determina o ténus vascular simpatico
basal. Além disso, a atividade celular no BVLc e APC pode influenciar a pressao
arterial através de projecdes eferentes ao BVLr. A microinje¢do de L-Glu causou
respostas pressoras tanto no BVLr quanto no APC e resposta depressora no BVLc,
enquanto que a microinjecdo de L-Pro n&o produziu uma consistente resposta

pressora no BVLr e causou respostas depressoras tanto no APC quanto no BVLc
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(TAKEMOTO, 2004). Esses resultados mostram que a L-Pro apresenta um padrao
de resposta distinto do L-Glu no bulbo ventrolateral. As respostas depressoras da L-
Pro no BVLc foram associadas a diminuicdo da resisténcia no trem posterior
(TAKEMOTO, 2004). Estas respostas foram completamente bloqueadas pelo pré-
tratamento com CNQX, antagonista de receptores ionotropicos do tipo
AMPA/cainato, e atenuadas pelo tratamento com MK801, antagonista de receptores
ionotropicos do tipo NMDA (TAKEMOTO, 2005), sugerindo uma possivel influéncia
da L- Pro sobre esses receptores. Portanto esses dados sugerem que a L-Pro
participa da modulacdo do sistema cardiovascular em areas bulbares, tais como no

NTS, APC e BVLc, via receptores ionotropicos aminoacidos excitatorios.

Além dos centros bulbares, estruturas supra-bulbares também estdo
envolvidas no controle cardiovascular, tais como a substancia cinzenta
periaquedutal, a amigdala, regibes do cortex cerebral, o hipotdlamo lateral, o nucleo
paraventricular do hipotalamo, a area septal, e o ndcleo leito da estria terminal
(GELSEMA e CALARESU, 1987; DAMPNEY, 1994; FERNANDES et al., 2003;

SCOPINHO et al., 2006; ALVES et al., 2007; DEOLINDO et al., 2008).

O terceiro ventriculo (3 V) é uma abertura vertical estreita contigua aos
ventriculos laterais (FIGURA 2A). As paredes laterais do 3 V sdo formadas
principalmente pelas superficies mediais dos dois talamos. A parede lateral inferior e
o assoalho do 3 V séo formados pelo hipotalamo e subtdlamo. A comissura anterior
e a lamina terminal formam o limite rostral do 3 V. O recesso Optico é uma extensao
do 3 V entre a lamina terminal e o quiasma Optico. O quiasma optico, infundibulo,
tuber cinéreo, corpos mamilares e o subtdlamo sdo estruturas encontradas no
assoalho do 3 V, da extremidade anterior para a posterior. O 3 V, através dos dois

forames interventriculares na extremidade anterior, comunicam-se com 0S
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ventriculos laterais e através da abertura do aqueduto cerebral, na sua extremidade
posterior, comunica-se com 0 4 V que € uma cavidade limitada ventralmente pela
ponte e bulbo e dorsalmente pelo cerebelo (CHUSID, 1985) (FIGURA 2B). Portanto
o 3 V €& uma cavidade cerebral que estda em intimo contato com estruturas

suprabulbares envolvidas no controle cardiovascular.
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FIGURA 2 — Representacdo diagramatica da organiza¢do neuroanatdmica do 3V e
areas circunvizinhas. A — corte frontal do cérebro do rato. B — Corte sagital do
cérebro do rato. Paxinos e Watson, 2007.
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Apesar das evidéncias indicando um possivel envolvimento da L-Pro no
controle central do sistema cardiovascular (TAKEMOTO, 1990; 1995; 1999; 2001,
2004; 2005; TAKEMOTO e SEMBA, 2006), ainda pouco se sabe sobre o papel
desse aminoacido em estruturas suprabulbares capazes de modular o sistema
cardiovascular. Sendo o 3 V uma cavidade que estd em contato com varias
estruturas encefalicas, a hipotese do presente trabalho € que a injecdo de L-Pro no 3

V causa alteragdes cardiovasculares em ratos ndo anestesiados.
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2. OBJETIVOS
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O presente trabalho teve como objetivos:

» Avaliar os efeitos da administracdo de diferentes doses de L-Pro no terceiro
ventriculo de ratos ndo anestesiados sobre a presséo arterial e frequéncia

cardiaca (construcéo da curva dose-resposta).

» Avaliar os mecanismos periféricos envolvidos na efetuacdo das respostas

cardiovasculares a estimulagédo quimica do terceiro ventriculo com L-Pro.
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3. MATERIAL E METODO
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3.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar com peso
de 250g a 270g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da USP de
Ribeirdo Preto. Os mesmos foram mantidos no biotério de criacdo do Departamento
de Farmacologia inicialmente em caixas de polietileno (38cm X 32cm X 17 cm) com
cinco animais por caixa e no ultimo dia ficaram em caixas (28cm X 17cm X 13cm)
individuais com alimentacdo de racdo e agua ad libitum. A higienizacdo das caixas
foi realizada pelos funcionarios do biotério em dias alternados. Os animais foram

submetidos a alternancia de luz (12h claro/12h escuro).

As condi¢cdes de manutencdo dos animais e 0s protocolos experimentais do
presente trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA) da instituicdo (n° do protocolo: 018/2010), estando o protocolo
experimental em acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal (COBEA).

3.2 Técnica de implante de canula-guia no 3V

Os animais foram anestesiados com tribromo-cloro-etanol (Adrich Chemical
Co. Inc.) na dose de 250 mg/kg por via intraperitonial (i.p.). Foi feita a tricotomia da
cabeca do rato e a assepsia do local com alcool 70%. Em seguida, a cabeca do
animal foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, lllinois, EUA).
Antes da cirurgia, foi injetado 0,3 mL de Novocol 100® (cloridrato de lidocaina e de
fenilefrina, S.S. White artigos dentério Ltda, Rio de Janeiro, RJ), para a reducéo do

sangramento durante a cirurgia. A calota craniana foi exposta através de uma



37

incisdo na pele, de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se todo o periésteo. A
assepsia local foi feita com salina e agua oxigenada 10%. Todas as coordenadas
tiveram como referéncia parametros obtidos a partir do Atlas de Paxinos e Watson
(2007), ajustados ao peso corporal do animal (BORGES, 1999). O bregma foi
utilizado como ponto de referéncia para a coordenada antero-posterior, e a sutura

sagital para a coordenada lateral.

Angulacao: 24°;

Antero-posterior: + 0,6 mm em relacédo ao bregma;

Lateral: +3.0 mm a partir do bregma;

Vertical: -7.5 mm em relacdo a estrutura 6ssea da calota craniana;

Incisivo: -3.2 mm.

Apods o posicionamento da canula de aco inoxidavel, um orificio foi feito no cranio
com auxilio da broca odontoldgica. Por este orificio foi introduzida a canula guia na
regido desejada do cérebro. As canulas utilizadas foram constituidas por segmentos
de agulha hipodérmica de 0,6 mm de diametro externo (23G), com 15 mm de
comprimento, fixado ao cranio com resina acrilica auto polimerizavel (Simplex, DFL,
Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ) e um parafuso de aco, previamente implantado na
calota craniana. Um mandril, com 0,2 mm de diametro externo foi introduzido na
canula com o objetivo de se evitar uma possivel obstru¢cdo durante o periodo de
recuperagdo do rato. Como medida profilatica, ao final da cirurgia, os animais
receberam 0,2 mL de pentabidtico veterinario (Pentabiotico ®, Fontora-Wyeth, SP,
Brasil, 80.000 Ul) por via intramuscular, para prevenir infeccdo e 2,5 mg/kg do

antiinflamatério flunixine meglumine (Banamine ®, Schering Plough, Brasil)
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subcutaneamente, para analgesia pds-operatoria.

3.3 Canulacéao da artéria femoral e veia femoral

Apo6s o periodo de recuperacédo da cirurgia de implantacdo de canula-guia no
3 V (48 h), o animal foi novamente anestesiado com tribromo-cloro-etanol (Aldrich
Chemical Co. Inc., USA), na dose de 250 mg/kg i.p., para introducdo de um cateter
na artéria femoral, constituido de um segmento de polietilieno PE-10 (4,5 cm)
soldado a um outro segmento de polietieno PE-50 (13,5 cm) (Clay Adams,
Parsippany, New Jersey, EUA), previamente preenchido com anticoagulante
(heparina a 0,25% em salina) e obstruido com um pino de metal. Uma incisdo de 1
cm foi feita na fossa iliaca direita do animal e a artéria femoral direita dissecada.
Uma linha de algodao foi utilizada para se isolar a regido distal da artéria femoral e
uma pinca hemostatica foi nela colocada, obstruindo temporariamente o fluxo
arterial. Em seguida, um pequeno corte foi feito na artéria femoral e o cateter foi
introduzido até a aorta abdominal inferior e cuidadosamente amarrado na artéria.
Apods esse procedimento, o cateter foi transpassado subcutaneamente, exteriorizado
na regido dorsal do animal com auxilio de um trocater e fixado a pele por sutura
cirdrgica. Como medida profilatica o animal recebeu por via subcutanea Banamine®
(2,5 mg/kg) como analgésico e antiinflamatério. Quando a administracao
endovenosa de drogas se fez necessaria, um cateter similar foi introduzido na veia

femoral, seguindo o mesmo procedimento acima descrito.

O animal foi mantido em caixa individual durante todo o periodo pos-
operatorio e de registro da pressao arterial. O registro da pressao arterial foi

realizado 24hs apds o procedimento cirdrgico para a implantacdo do cateter na
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artéria femoral, permitindo a recuperagéo dos animais dos efeitos do anestésico.

3.4 Registros da presséo arterial e frequéncia cardiaca

Os registros dos parametros cardiovasculares foram iniciados apos um
periodo de adaptacédo dos animais as condi¢cdes de som e iluminacdo do laboratério

de 30 min.

Antes do inicio do registro, 0,1 mL de solucdo salina com heparina (15 U/mL)
foi injetada no interior das canulas para evitar que as mesmas fossem obstruidas
pela formacdo de coagulos. Posteriormente, a canula implantada na artéria femoral
direita foi conectada a um transdutor de pressao arterial (Hewlett Packard, USA)
através de um segmento de polietileno PE-50. O registro da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca foi feito acoplando-se o transdutor de pressdo a um pré-
amplificador (HP7754-A, Hewlett Packard, Palo Alto, Califérnia, EUA) conectado a
um sistema de aquisicdo de dados computadorizado (MP-100, Biopac Systems,
Goleta, Califérnia, EUA). A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca
(FC) foram derivadas dos registros da pressdo arterial pulsatii (PAP) e

posteriormente analisados utilizando o software AcgKnowledge.

Os experimentos foram realizados com os animais ndo anestesiados, em
caixas individuais e a L- Pro foi administrada aproximadamente 10 minutos apés o

inicio do registro, apos estabilizacdo da presséo arterial e da frequéncia cardiaca.

3.5 Administracdo de drogas
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A L-Pro foi dissolvida em liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) e foi injetada
diretamente no 3 V em volume de 0,5 pL. Para administracdo das drogas foi utilizada
uma seringa de 2 yuL (KH7001, Hamilton, USA) conectada a um tubo de polietileno
(PE-10) e a uma agulha injetora (30 G), 1 mm mais longa do que a canula guia
fixada ao cranio, previamente preenchidos com agua Millig. A seringa foi manipulada
manualmente e somente 1 minuto apds a microinjecdo, a agulha injetora foi retirada

para prevenir refluxo da solugao.

O dTyr(CHz)s(Me)AVP, bem como o pentolinio foram diluidos em salina (NaCl
0.9%) estéril e injetados na circulacdo sistémica por meio da veia femoral

previamente canulada.

3.6 Drogas utilizadas

- Aminoécido L- prolina (L- Pro, Sigma, St. Louis, Missouri, EUA);

- dTyr(CH,)s(Me)AVP, antagonista dos receptores vasopressinérgicos (dTyr,

Peninsula laboratories, King of Prussia, PA, EUA);

- Pentolinio bitartarado, bloqueador ganglionar (PE, Sigma, St. Louis, Missouri,

EUA);

Veiculos

- Liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), composi¢do: NaCl 100 mM; NazPO, 2

mM; KCI 2,5 mM; MgCl, 1 mM; NaHCO3 27 mM; CaCl, 2,5 mM; pH=7,4);

- Salina (NaCl 0,9%);

Anestésicos
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- Tribromo-cloro-etanol (Aldrich Chemical Co. Inc., EUA);

- Uretana (SIGMA, St. Louis, Missouri EUA);

Analgésico

Banamine (Shering —Ploug — S/A; RJ, Brasil);

Antibiotico

- Pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil).

3.7 Determinacao anatémica do sitio de injecao.

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana na
dose de 1,25 g/kg i.p. Foi injetado 0,5 pL do corante Azul de Evan a 1% no local da
administracdo da droga. Em seguida, os ratos foram submetidos a abertura da caixa
toracica para exposi¢cdo do coracdo e posterior perfusdo. Para facilitar a perfusédo
cerebral, a aorta descendente foi bloqueada com uma pin¢ca hemostéatica. O atrio
direito sofreu uma incisédo para escoamento do sangue e do perfusado e uma agulha
para perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo. A perfusdo foi realizada
inicialmente com 20 mL de solucéo fisiologica de NaCl 0,9%, seguida por 20 mL de

solugcéao tamponada de formalina a 10%.

Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana e colocados
em solugcédo de formalina a 10% para fixacdo. No dia seguinte, os cérebros foram
seccionados com o auxilio de um criostato (CM-1900, Leica, Wetzlar, Alemanha),
frontais de 40 m de espessura e corados com acetato de cresil violeta 0,5 %

(ACROSS ORGANICS, USA) diluido em uma solugéo de etanol a 20 %. Os cortes
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foram analisados utilizando o Atlas de Paxinos & Watson (PAXINOS, 2007) como

referéncia.

3.8 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). A
analise estatistica dos dados foi realizada através do programa PRISM 3.0

(GraphPad, USA). Foram utilizados os seguintes testes:

¢ Regresséo nao linear sigmoidal para constru¢ao da curva dose-resposta;

e Teste t de Student pareado, bicaudal foi utilizado para comparar os valores de

PAM e FC antes e ap0s os tratamentos, assumindo-se p < 0,05;

e Analise de Variancia (two-way ANOVA) de dois fatores (tratamento e tempo),
para comparar os efeitos do tratamento sobre as respostas cardiovasculares
a microinjecao de L- Pro no 3 V antes e apés os pré-tratamentos. Os pontos
de dados foram coletados em intervalos de 1minuto. Os pontos mostrados
durante 5 min antes da microinjecdo de L- Pro foram usados como valores de
referencia controle. Alteragbes na PAM e FC foram analisadas usando
ANOVA de dois fatores (two way ANOVA) com o tratamento como principal
fator independente e o tempo como medida repetida. Quando a interagéo
entre os fatores foi observada, os grupos foram comparados em momentos
especificos usando o pos-teste de Bonferroni. P < 0,05 foi assumido como

estatisticamente significativo.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENIALS



44

4.1 Efeito da administracdo de diferentes doses de L-Pro no 3 V de ratos néo
anestesiados sobre a pressédo arterial e frequéncia cardiaca (curva dose-

resposta).

Este experimento teve por objetivo verificar as alteracdes cardiovasculares
causadas pela microinjecéo de diferentes doses de L-Pro no 3 V. Dessa forma, a L-
Pro foi injetada no 3 V nas doses (0,003; 0,03; 0,1; 0,3; 0,6; 0,9; 1,8 umol/0,5 pL). As
microinjecdes de L-Pro foram feitas de maneira randomizada, em que cada animal
recebeu de uma a trés doses, mantendo-se intervalos minimos de 20 min entre cada

injecdo, sendo observada a possivel ocorréncia de taquifilaxia.

4.2 Efeito do pré-tratamento sistémico com pentolinio (bloqueador ganglionar)
sobre a resposta cardiovascular a microinjecdo de L- Pro no 3 V de ratos nao

anestesiados.

Este experimento teve por objetivo verificar o possivel envolvimento do
sistema nervoso simpéatico na mediacdo das respostas cardiovasculares a
microinjecdo de L-Pro no 3 V. Os experimentos foram realizados em um Unico dia,
pois ndo foi observada taquifilaxia com administracées consecutivas de L-Pro no 3
V. Os animais receberam uma microinjecdo de L-Pro (0,6 pmol/0,5 pL) no 3 V e
apos 20 min, foi administrado pentolinio (5 mg/kg; dose baseada no trabalho de
SCOPINHO et al., 2006) por via intravenosa (i.v.) e 10 min depois foi repetida a

administracao de L-Pro no 3 V de ratos nao anestesiados.

4.3 Efeito do pré-tratamento sistémico com dTyr(CH,)s(Me)AVP (antagonista
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dos receptores vasopressinérgicos do tipo V1) sobre a resposta

cardiovascular a microinjecao de L-Pro no 3 V de ratos néo anestesiados.

Este experimento teve por objetivo estudar o possivel envolvimento de
mecanismo vasopressinérgico humoral na mediacdo das respostas pressora e
bradicardica causadas pela microinjecdo de L- Pro no 3 V. Os animais receberam
uma microinje¢cdo de L-Pro (0,6 pmol/0,5 pL) no 3 V. Apdés 20 min, foi feita
administracao i.v. de dTyr(CHy)s(Me)AVP (50 pg/kg; dose baseada no trabalho de
(TAVARES e DE AGUIAR CORREA, 2003) e 10 min depois foi repetida a

administracédo de L- Pro no 3 V.
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5. RESULTADOS
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5.1 Determinacao do sitio de injecéo

FIGURA 3 - Vista ventral de um cérebro de rato, representativo do grupo,
mostrando a distribuicdo de 0,5 pL do corante azul de Evan injetado no 3 V.
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5.2 Efeito da microinjecdo de L- Pro no 3 V de ratos ndo anestesiados sobre a

presséo arterial e a frequéncia cardiaca.

A microinjecéo de liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) 0,5 pL no 3 V néo
causou alteracdes significativas na pressao arterial média (ANTES: PAM= 92,43 +
1,78 mmHg; APOS: PAM= 94,05 + 1,40 mmHg, t= 1,01, p > 0,05, teste t de Student
pareado) e frequéncia cardiaca (ANTES: FC= 345,5 + 7,34 bpm; APOS: FC= 341,6 +

8,89 bpm, n=6, t= 1,55, p > 0,05, teste t de Student pareado).

A microinjecédo de diferentes doses de L-Pro (0,003; 0,03; 0,1; 0,3; 0,6; 0,9;
1,8 umol/0,5 pL) no 3 V de ratos normotensos causou respostas pressoras e
bradicardicas de maneira dose-dependente (FIGURA 4 e TABELA 1). A analise de
regressao nao-linear sigmoidal indicou uma correlacao significante entre a dose e
resposta pressora (R%= 0,93; p < 0,05) ou bradicardica (R*= 0,91; p < 0,05). A dose
de L-Pro de 0,6 umol/0,5 pL foi utilizada nos experimentos subsequentes. Nao foi

observada taquifilaxia apds microinjecdes sequéncias de L- Prono 3 V.

A FIGURA 5 apresenta um tracado da pressdo arterial pulsatil, média e
frequéncia cardiaca de um animal representativo do grupo, que recebeu

microinjecao de L- Pro 0,6 pmol/0,5 pL.

A microinjecédo de L-Pro (0,6 pumol/0,5 pL) no 3 V de ratos normotensos
(PAM= 99,20 + 1,78 mmHg; FC= 348,2 + 6,86 bpm, n= 6) causou respostas
pressoras significativas (APAM= 26,90 £ 0,97 mmHg, t= 25,38, *p < 0,001, FIGURA
6A) que foram acompanhadas por reducdo na frequéncia cardiaca (AFC= -48,31+
3,29 bpm, t= 10,73, *p < 0,001, FIGURA 6A). Por outro lado, a microinjecdo de LCA
(0,5 pL) no 3 V néo causou alteracdes significativas na pressao arterial (APAM= -

0,55 + 0,67 mmHg) e frequéncia cardiaca (AFC= -1,99 + 2,07bpm) (FIGURA 6A).
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A analise de two way ANOVA indicou um efeito significante da L-Pro (0,6
pumol/0,5 uL) sobre as respostas pressora e bradicardica (APAM: F= 2245, p <
0,001; AFC: F= 63,77, p < 0,01; FIGURA 6B); um significante efeito do tempo
(APAM: F= 17,09, p < 0,01; AFC: F=19,35, p < 0,01; FIGURA 6B) e uma interacao
tratamento e tempo (APAM: F= 18,83, p < 0,01; AFC: F= 6,32, p < 0,01) (FIGURA

6B).
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TABELA 1 — Variagbes maximas na pressao arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC), em resposta a microinjecao de diferentes concentragdes de L- Pro
no 3 V de ratos ndo-anestesiados.

L- Prolina APAM = EPM AFC + EPM N
(umol/0,5 pl) (mmHgQ) (bpm) (amostra)
LCA -0,55 £ 0,67 -1,99 £ 2,07 6
0,003 5,67 +0,90 11,17 + 1,30 3
0,03 10,83 £ 0,60 -15,60 + 2,12 6
0,1 12,17 £ 0,87 -18,97 + 3,14 6
0,3 19,88 + 0,89 -31,43 +1,25 6
0,6 26,90 £ 0,97 -48,31+ 3,29 6
0,9 33,80 £1,38 -61,77 £ 4,57 6
1,8 44,32 + 3,09 -61,83 + 4,89 6
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FIGURA 4 — Efeito da microinjecdo de diferentes doses de L- Pro (circulos pretos,
n= 18) ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (circulos brancos, n=6) no 3 V de
ratos ndo anestesiados, sobre a pressao arterial média (APAM) e a frequéncia
cardiaca (AFC). As doses injetadas foram: 3; 30; 100; 300; 600; 900; 1800 nmol/0,5
puL. As curvas foram geradas por andlise de regressdo ndo linear e foram
significativamente diferentes (APAM, r’= 0,93 e AFC, r’= 0.91). Os circulos
representam as médias e as barras o EPM.
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FIGURA 5 — Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o
efeito da microinjecao de L-Pro (0,6 pmol/0,5 pL) no 3 V.
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FIGURA 6- A) Variagdo maxima na pressao arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) apds microinjegcéo de L-Pro 0,6 umol/0,5 pL (coluna preta) ou de 0,5
pL de LCA (coluna branca) no 3 V de ratos ndo anestesiados. As colunas
representam as médias e as barras o EPM, n= 6, *p < 0,001, test t Student pareado.
B) Variagéo da pressao arterial media (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo
do tempo apo6s microinjecédo de L-Pro 0,6 umol/0,5 L (circulos pretos, n= 6) ou 0,5
puL de LCA (circulos brancos, n=6) no 3 V. As injec6es de L-Pro foram feitas no
tempo 0. Pontos representam as médias e as barras o EPM, *P < 0,05, two-way

ANOVA, poés-teste de Bonferroni.
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5.3 Efeitos do pré-tratamento com pentolinio sobre as respostas
cardiovasculares a microinjecao de L-Pro no 3 V de ratos ndo anestesiados.

O pré-tratamento com o bloqueador ganglionar pentolinio (5 mg/kg) por via
intravenosa causou reducéo na pressao arterial basal (ANTES: PAM= 101,30 * 4,31
mmHg; APOS: PAM= 71,89 + 3,42 mmHg, n=8 t= 5,34, p < 0,001, teste t de Student
pareado) (FIGURA 8), mas nao alterou a linha de base da frequéncia cardiaca
(ANTES: FC= 363,70 + 3,31 bpm; APOS: FC= 368,60 + 7,14 bpm, n= 8, t= 0,54, p >

0,05, teste t de Student pareado) (FIGURA 7).

A injecdo i.v de pentolinio aumentou a resposta pressora (ANTES: APAM=
21,57 £ 2,24 mmHg; APOS: APAM= 4133 + 4,5 mmHg, n=8, t= 3,93, p < 0,001,
teste t de Student pareado) e bloqueou a bradicardia (ANTES: AFC= -43,09 + 4,33
bpm; APOS: AFC= -4,29 *+ 3,37 bpm, t= 7,07, p < 0,001, test t de Student pareado)
causadas pela microinjecdo de L-Pro no 3 V (FIGURA 8A). Comparando as
respostas causadas pela administracdo de L-Pro no 3 V antes e apos a
administracdo de pentolinio i.v., observamos que houve efeito do tratamento (PAM:
F=165,5; p < 0,001 e FC: F=22,65; p < 0,001), efeito do tempo (PAM: F=26,14; p <
0,001 e FC: F=6,90; p < 0,001) com interacao entre esses fatores (PAM: F=4,48; p
< 0,001 e FC: F=4,16; p < 0.001; two-way ANOVA, poés teste de Bonferroni)

(FIGURA 8B).

A figura 9 apresenta registros da presséo arterial pulsatil, média e frequéncia

cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 7 — Presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes (Basal,
colunas brancas) e ap0s (colunas pretas) a microinjecdo de L-Pro (0,6 umol/0,5 pL)
no 3 V, registradas antes e apds o pré-tratamento com o bloqueador ganglionar
pentolinio (PE, 5mg/kg i.v), em ratos ndo anestesiados, n= 8. As colunas
representam as médias e as barras o EPM; **p < 0,001, test t de Student pareado.
*p < 0,001 comparando basal vs L- Pro; # p < 0,001 comparando basal antes e apdos
pré-tratamento com pentolinio; ** p < 0,001 comparando L-Pro antes e apés pré
tratamento com pentolinio e ns: n&o significativo.
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FIGURA 8 — A) Variacdo maxima da pressao arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) causada pela microinjecdo de L-Pro (0,6 pmol/0,5 yL) no 3 V, antes
(colunas brancas) e ap6s (colunas pretas) o pré-tratamento i.v. com pentolinio (PE, 5
mg/kg), de ratos ndo anestesiados. As colunas representam as meédias + EPM; n= 8;
*p < 0,001, test t de Student pareado. B) Variacao da presséao arterial média (APAM) e
frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apds microinjegdo de L-Pro (0,6
umol/0,5 pL) no 3 V, antes (circulos brancos) e apds (circulos pretos) o pré-tratamento
com pentolinio (PE, 5 mg/kg). As microinjecdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os
pontos representam as médias + EPM; *p < 0,05; two-way ANOVA, pos-teste de

Bonferroni.
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FIGURA 9 — Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM), e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o
efeito da microinjecao de L-Pro (0,6 umol/0,5 pL) no 3 V antes e ap0s a injecdo i.v
de pentolinio (PE, 5 mg/Kg).
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5.4 Efeitos do pré-tratamento i.v. com dTyr(CH,)s(Me)AVP sobre a resposta
pressora a microinjecdo de L- Pro no 3V de ratos ndo anestesiados.

A injecdo intravenosa de dTyr(CH)s(Me)AVP (50 ug/kg), um antagonista
seletivo dos receptores vasopressinérgicos do tipo V1, ndo causou alteracoes
significativas nos valores basais da presséo arterial (Antes: PAM= 106,50 + 5,18
mmHg; APOS: PAM= 103,80 + 9,19 mmHg, t= 0,69, p > 0,05, teste t de Student
pareado) e na frequéncia cardiaca (Antes: FC= 363,30 + 3,92 bpm; APOS: FC=
363,40 = 12,57 bpm, t= 0,08, p > 0,05, teste t de Student pareado) de ratos ndo
anestesiados. Apdés o pré-tratamento com dTyr(CH,)s(Me)AVP, as respostas
cardiovasculares causadas pela microinjecdo de L-Pro (0,6 pmol/0,5 uL) no 3 V
foram significativamente reduzidas (APAM= 2,02 £ 1,19 mmHg, n= 6, t= 6,4, p <
0,01; AFC= 3,81 + 3,65 bpm, t= 59, p < 0,01, teste t de Student pareado)
comparadas com aguelas observadas antes do antagonista (APAM= 28,16 + 3,69
mmHg; AFC= -41,78 + 4,68 bpm; n= 6) conforme representado na FIGURA 10A.
Comparando as repostas provocadas pelo tratamento de L-Pro no 3 V antes e apos
o pré tratamento com dTyr(CH,)s(Me)AVP em funcdo do tempo, o two-way ANOVA
indicou efeito significativo do tratamento (APAM: F= 42,2; p < 0,001 e AFC: F=
108,4; p < 0,001), ao longo do tempo (APAM: F= 11,3; p<0,001 e AFC: F= 5,35;
p<0,001), e interag&o entre tratamento e tempo (APAM: F=7,5; p < 0,001 e AFC: F=

6,35; p < 0,001) conforme representado na FIGURA 10B.

A figura 11 apresenta registros da pressao arterial pulsatil, média e frequéncia

cardiaca de um animal representativo do grupo.
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FIGURA 10 — A) Variagdo maxima da pressao arterial média (APAM) e frequéncia
cardiaca (AFC) causada pela microinjecao de L-Pro (0,6 umol/0,5 pL) no 3 V antes
(colunas brancas) e ap0s (colunas pretas) o pré tratamento com dTyr(CH,)s(Me)AVP
(d-Tir, 50 pg/kg) i.v de ratos ndo anestesiados. As colunas representam as médias e
as barras o EPM, n= 6, *p < 0,01, test t de Student pareado. B) Variacdo da pressao
arterial media (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC) ao longo do tempo apos
microinjecao de L-Pro (0,6 umol/0,5 pyL) no 3 V, antes (circulos brancos) e apés
(circulos pretos) o pré-tratamento i.v. com dTyr(CH)s(Me)AVP (d-Tir, 50 pg/kg). As
microinjecdes foram feitas no tempo 0 (zero). Os pontos representam as médias e as
barras o EPM; *p < 0,05; two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni.
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FIGURA 11 — Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM), e frequéncia cardiaca (FC) de um rato representativo do grupo, mostrando o
efeito da microinjecdo de L-Pro (0,6 umol/0,5 pL) no 3 V antes e ap0s a injecdo i.v
de dTyr(CH,)s(Me)AVP (d-Tir, 50 pg/kg).
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6. DISCUSSAO
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Relatamos no presente estudo que a L-Pro, aminoacido candidato a
neurotransmissor no SNC, causa respostas cardiovasculares caracterizadas por
elevacdo da pressao arterial e queda da frequéncia cardiaca, de maneira dose-
dependente, quando microinjetada no 3 V de ratos ndo anestesiados. A microinjecéo
de LCA (veiculo) no 3 V ndo causou respostas cardiovasculares significantes. Este
resultado exclui a possibilidade das respostas cardiovasculares observadas apés

microinjecdo de L-Pro no 3 V serem decorrentes de estimulagdo mecéanica da éarea.

Trabalhos anteriores mostraram efeitos cardiovasculares causados pela
microinjecdo de L-Pro em estruturas bulbares (TAKEMOTO, 2001; 2004), porém,
ainda ndo h& relatos dos efeitos desencadeados pela L-Pro em estruturas
suprabulbares, principalmente aquelas que estdo envolvidas na modulacdo do
sistema cardiovascular tais como o hipotalamo. Considerando que 0s espacos
ventriculares constituem um via de administracdo que permite atingir um extenso
namero de estruturas suprabulbares, a microinjecdo de L-Pro no 3 V de ratos nao
anestesiados constitui um primeiro passo para evidenciar efeitos cardiovasculares

da L-Pro nessas estruturas.

Também estudamos 0s mecanismos periféricos envolvidos nas respostas
cardiovasculares a microinjecao de L-Pro no 3 V. Uma vez que respostas pressoras
foram observadas apds a microinjecdo de L-Pro no 3 V e considerando que o
sistema nervoso simpatico € a principal via envolvida no controle neural do sistema
cardiovascular, torna-se importante verificar o seu possivel envolvimento na
mediacdo da resposta pressora a L-Pro. Para verificar esta hipotese, os animais
foram tratados intravenosamente com pentolinio, um bloqueador ganglionar, antes
da microinjecdo de L-Pro no 3 V. O tratamento com pentolinio reduziu

significativamente a pressao arterial média basal sem alterar a frequéncia cardiaca,
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confirmando assim o bloqueio simpatico. No entanto, a resposta pressora a
microinjecdo de L- Pro no 3 V foi mantida apds o pré-tratamento com pentolinio,
sugerindo que o sistema nervoso simpatico ndo esta envolvido na mediacédo dessas

respostas.

O aumento significativo da resposta pressora a L- Pro no 3 V apds pré
tratamento com o pentolinio pode ser explicado, em parte, pela reducdo nos valores
basais de PAM apds o bloqueio do sistema nervoso simpatico, principal responsavel
pela manutencéo do tdnus vascular. Similarmente, respostas pressoras a injecédo de
L- Pro na cisterna magna (TAKEMOTO, 1995), de L- Glu no nulcleo supra-optico
(BUSNARDO et al.,, 2007) ou de noradrenalina intracerebroventricular (i.c.v.)
(CORREA et al., 1985) foram aumentadas em ratos ndo anestesiados pelo pré-
tratamento sistémico com bloqueador ganglionar. Por outro lado, o fato da resposta
bradicardica a L- Pro no 3 V ter sido abolida pelo bloqueador ganglionar, sugere ser
a mesma uma resposta barorreflexa vagal, decorrente do aumento da pressao

arterial.

Previamente Takemoto relatou que as respostas cardiovasculares a
microinjecao intracisternal de L-Pro em ratos ndo anestesiados eram mediadas pela
liberacdo aguda de vasopressina na corrente sanguinea (TAKEMOTO, 1995).
Entdo, para determinar se o sistema vasopressinérgico humoral estaria envolvido na
mediacdo periférica da resposta pressora e bradicardica a microinjecado de L-Pro no
3 V, pré-tratamos 0s animais com um potente antagonista de receptores
vasopressinérgico do tipo V1, o dTyr(CH)s(Me)AVP. As respostas cardiovasculares
a microinjecdo de L- Pro no 3 V foram bloqueadas pelo pré-tratamento i.v com
dTyr(CHy)s(Me)AVP, sugerindo que a liberacdo aguda de vasopressina medeia

essas respostas. Este antagonista foi anteriormente usado para evidenciar o
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envolvimento da vasopressina nas respostas cardiovasculares as injecdoes de
noradrenalina i.c.v. (CORREA et al., 1985), intraseptal (SCOPINHO et al., 2006), na
substéancia cinzenta periaquedutal (PELOSI e CORREA, 2005) e no nucleo leito da
estria terminal (CRESTANI et al., 2007); de acetilcolina intraseptal (PERES-POLON
e CORREA, 1994); de glutamato na banda diagonal de broca (TAVARES e DE
AGUIAR CORREA, 2003) e no nucleo supra-optico (BUSNARDO et al., 2007); e
carbacol no nudcleo leito da estria terminal (ALVES et al.,, 2007). A dose de
dTyr(CH2)s(Me)AVP foi utilizada em trabalhos anteriores (TAVARES e DE AGUIAR
CORREA, 2003; SCOPINHO et al., 2006; BUSNARDO et al., 2007; CRESTANI et
al., 2007) para inibir o componente vasopressinérgico das respostas pressoras a
injecbes centrais de neurotransmissores em ratos ndo anestesiados, sendo

considerada dose padrao para bloqueio de receptores vasopressinérgicos.

A vasopressina € sintetizada principalmente em neurdénios magnocelulares
localizados no nucleo paraventricular (NPV) e supradtico (NSO) do hipotadlamo
(SWANSON e SAWCHENKO, 1983), sendo liberada para a circulacdo periférica
através da neuro-hipdéfise (SWAAB et al., 1975). Uma vez liberada, a vasopressina
sistémica é capaz de modular o sistema cardiovascular. Existem receptores do tipo
V1 vasopressinérgicos localizados na musculatura lisa vascular (PHILLIPS et al.,
1990) que, acoplados a proteina G, estimulam a enzima fosfolipase C levando a
formacdo dos segundos mensageiros, trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(BRILEY et al., 1994). Estes mensageiros sdo capazes de elevar as concentracdes
intracelulares de calcio livre, levando a contracdo da musculatura lisa vascular.
Deste modo, a vasopressina sistémica, ao atuar em receptores V1
vasopressinérgicos, causa contracdo da musculatura vascular (STEEDMAN, 1966)

ocasionando aumento da pressao arterial.
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A L-Pro compartilha inUmeras propriedades com reconhecidos aminoacidos
neurotransmissores, sugerido iniciar um papel na transmissdo sinaptica. Foi
observado em preparacdes de fatias e sinaptossomas cerebrais a sintese de L-Pro a
partir da L-ornitina (YONEDA e ROBERTS, 1982; MATSUZAWA e OBARA, 1987), o
seu acumulo em varias regides do SNC a partir do fluido extracelular em um
compartimento neuronal por mecanismo de alta afinidade, sédio dependente
(SNYDER et al.,, 1973; BALCAR et al., 1976; HAUPTMANN et al.,, 1983) e sua
liberac&o célcio dependente seguida por despolarizacéo induzida por K* (BENNETT
et al., 1972; NICKOLSON, 1982). Além disso, estudos de hibridizacdo in situ
revelaram que a L-Pro é seletivamente acumulada por um transportador especifico
de alta afinidade Na'/ClI'-dependente (FREMEAU et al., 1992; SHAFQAT et al.,
1995; VELAZ-FAIRCLOTH et al., 1995) que é expresso exclusivamente por
subpopulacdes de vias glutamatérgicas no cérebro de rato, incluindo o hipotalamo,
entre outros (NADLER, 1987; FREMEAU et al., 1992; NADLER et al., 1992). Estudo
usando imuno-histoquimica com anticorpo especifico para L-Pro mostrou a presenca
de grupos de neurbnios no hipotalamo e tronco-cerebral de ratos fortemente
imunoreativo a L-Pro (TAKEMOTO e SEMBA, 2006), sugerindo que esse
aminoacido possa funcionar como neurotransmissor tradicional nessas &reas,
envolvidas no controle do sistema cardiovascular. Estudos mostram que as
respostas eletrofisioldgicas da L-Pro em culturas de neurénios no corno dorsal sdo
completamente abolidas pela associagdo dos antagonistas de receptores NMDA
(AP5), ndao-NMDA (CNQX) e de glicina (estriquinina), sugerindo que a L-Pro possa
ativar tanto os receptores ionotrépicos glutamatérgicos (NMDA e ndo-NMDA) quanto
inibitérios  (glicina) (HENZI, 1992). Gaba, glicina e glutamato reduziram

aproximadamente 30% da ligagdo da L- Pro em membranas sinapticas do cérebro
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de ratos (ORTIZ et al., 1997). Além disso, antagonistas de receptores NMDA (AP-7,
CPP e CGS 19755), o bloqueador do canal do receptor NMDA (MK-801), e o
agonista pacial do sitio de glicina, HA-966 deslocaram a ligacdo da [H®|Pro em
membranas sinapticas do cérebro de ratos (CORDERO et al., 1991; ORTIZ et al.,
1997). Porém, a L-Pro ndo deslocou a ligacdo do MK-801, bloqueador do canal do
receptor NMDA, e deslocou a ligacdo da glicina, sugerindo que a L-Pro possa
interagir no sitio modulatorio de glicina no receptor NMDA. Entretanto, existem
evidéncias sugerindo que o sitio da L-Pro ndo seja o0 mesmo do L-Glu, uma vez que
a ligacdo especifica da L-Pro em membranas sinapticas hipocampais nao foi
significativamente deslocada pelos aminoacidos excitatérios L-Glu e L-aspartato
(GREENE et al., 1986). Ainda, é possivel que o candidato a neurotransmissor, L-
Pro, tenha um receptor especifico sensivel a antagonistas de receptores

ionotrépicos glutamatérgicos.

Considerando os resultados relatados e destacando que varias estruturas
hipotalamicas envolvidas na regulagcdo do sistema cardiovascular apresentam um
sistema de captacéao e liberacédo de L-Pro (CAMARGO et al., 1979; HAUPTMANN et
al., 1983; FREMEAU et al.,, 1992; BUSNARDO et al.,, 2007), estudos imuno-
histoquimicos e farmacolégicos mostrando que o hipotalamo, entre as areas
envolvidas no controle cardiovascular, contém elevados niveis de receptores
ionotropicos aminoacidos excitatérios (MEEKER et al., 1994; SINGEWALD e
PHILIPPU, 1996) e os estudos de ligacdo mostrando que a L-Pro se liga em
receptores ionotropicos aminoacido excitatorio do tipo NMDA e n&o-NMDA (NISTRI
e MORELLI, 1978; AULT et al., 1987; CORDERO et al., 1991; HENZI et al., 1992;
PACE et al., 1992; ORTIZ et al., 1997), nossos resultados podem sugerir que a L-

Pro microinjetada no 3 V ao banhar a parede medial do hipotdlamo, esta em contato
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com o nucleo paraventricular hipotalamico, podendo estimular diretamente neurénios
magnocelulares e parvocelulares daquele nucleo, causando liberacdo de
vasopressina através da neuro-hipdfise, que ao atuar em receptores V;
vasopressinérgicos na musculatura lisa vascular, levaria ao aumento da pressao
arterial e a queda da frequéncia cardiaca. Entretanto, ndo se exclui a possibilidade
de que a L- Pro injetada no 3 V possa atingir o tronco cerebral e estimular sitios na
ponte ou bulbo, os quais ativariam uma via neural liberando vasopressina na

circulacdo periférica (TAKEMOTO, 1995).

Esta € a primeira evidéncia que relata os efeitos cardiovasculares da L-Pro no
3 V, espagco que banha estruturas suprabulbares, bem como 0s mecanismos

envolvidos nesta mediacao.
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7. CONCLUSAO
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Podemos concluir que o aminoacido enddégeno, L-Pro, candidato a
neurotransmissor ou neuromodulador, quando microinjetado no 3 V de ratos nao
anestesiados, causa aumento da pressao arterial e queda da frequéncia cardiaca de
maneira dose-dependente, e que essas respostas sdo mediadas por liberacdo

sistémica de vasopressina.
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9. ANEXO



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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