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RESUMO



O nucleotideo purinérgico, adenosina 5'-trifosfato (ATP) pode agir como um
neurotransmissor/neuromodulador no sistema nervoso central, inclusive em
nucleos associados com o controle autondmico. Estudos anatomicos tém
demonstrado a existéncia de receptores purinérgicos P2 no nucleo ambiguo
(NA). Entretanto, pouco se sabe sobre o papel destes receptores na mediacéo
das respostas cardiovasculares do NA. Sendo assim, o nosso trabalho teve
como objetivos: a) avaliar os efeitos da ativagado dos receptores purinérgicos do
NA sobre a pressao arterial e a frequéncia cardiaca, b) avaliar os efeitos do
bloqueio autondmico periférico na modulagdo das respostas cardiovasculares
mediadas pela ativagdo dos receptores purinérgicos do NA, c) avaliar o papel
dos receptores purinérgicos na modulagdo das respostas mediadas pela
ativacdo glutamatérgica do NA, e d) avaliar a modulagdo do sistema
purinérgico ao nivel do NA na mediagdo das respostas cardiovasculares do
reflexo Bezold-Jarisch. Foram utilizados ratos Wistar, anestesiados com
uretana (1,4 g/kg, i.p.), paralisados com succinilcolina e ventilados
artificialmente. A artéria e veia femorais foram cateterizadas para permitir os
reqgistros cardiovasculares e a administracdo de drogas, respectivamente. As
coordenadas estereotaxicas de referéncia utilizadas para atingir o NA foram:
+0,5 mm rostral ao 6bex, £1,7 mm lateral e -1,2 a -1,8 mm ventral. As drogas
utilizadas foram: L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL), ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0; 6,0
nmol/50 nL), prazosin (1,0 mg/kg), metil-atropina (2,0 mg/kg), PPADS (500
pmol/100 nL) e solugéo salina (0,9%). O reflexo Bezold-Jarisch foi ativado pela
administracao intravenosa de fenilbiguanida (12,0 ug/kg). Os dados obtidos
mostraram respostas bradicardicas com um padrdo dose-dependente e
também respostas pressoras as microinjecdes de ATP nas doses testadas
(0,31; 2,5; 3,5; 5,0; 6,0 nmol/50 nL) no NA. O bloqueio as-adrenérgico com
prazosin ndo alterou significativamente a resposta bradicardica, mas aboliu a
resposta pressora gerada pela microinje¢cdo de ATP (3,5 nmol/50 nL). O
bloqueio muscarinico com metil-atropina aboliu a resposta bradicardica gerada
pela microinjegdo de ATP (3,5 nmol/50 nL). Microinje¢des ipsilaterais de
PPADS (500 pmol/100 nL) no NA promoveram uma significativa atenuacéo da
resposta bradicardica e nenhuma alteragdo na resposta pressora a
microinjecao de ATP (3,5 nmol/50 nL). Além disso, microinjegdes ipsilaterais de

PPADS (500 pmol/100 nL) no NA promoveram uma significativa atenuacao da



resposta bradicardica gerada pela microinjecdo de L-Glutamato (5,0 nmol/50
nL). Microinjegdes bilaterais de PPADS (500 pmol/100 nL) no NA atenuaram
significativamente as respostas hipotensora e bradicardica do reflexo Bezold-
Jarisch. Estes resultados sugerem que os receptores purinérgicos do tipo P2
no NA parecem estar envolvidos na mediagao das respostas cardiovagais ao
ATP e que estes efeitos podem envolver uma neuromodulagdo do sistema
glutamatérgico ao nivel do NA em ratos anestesiados. Adicionalmente, nossos
dados mostram que os receptores purinérgicos do tipo P2 do NA, parecem ter
participagcdo na mediagao das respostas cardiovasculares do reflexo Bezold-
Jarisch. No entanto, os subtipos especificos de receptores purinérgicos
envolvidos bem como a participagédo do sistema purinérgico em outros reflexos

cardiovasculares ao nivel do NA permanecem por ser elucidados.

Palavras-chave: NA; receptores purinérgicos P2; ATP; PPADS; reflexo Bezold-

Jarisch.



ABSTRACT



The purine nucleotide adenosine 5’-triphosphate (ATP) may act as a
neurotransmitter/neuromodulator in the central nervous system, including nuclei
associated with autonomic control. Anatomical studies have demonstrated the
existence of P2 receptors in the nucleus ambiguus (NA). However, very little is
known about the role of these receptors in mediating the cardiovascular
responses of the NA. Therefore, the aims of our study were: a) to evaluate the
effects on blood pressure and heart rate of the activation of purinoceptors in the
NA, b) to evaluate the effects of the autonomic blockade on the cardiovascular
responses due to the activation of purinoceptors in the NA, c) to evaluate if the
purinoceptors modulate the cardiovascular responses due to glutamatergic
activation of the NA, and d) to evaluate the role of the purinergic system at the
level of the NA in mediating the cardiovascular responses of the Bezold-Jarish
reflex. This study used anesthetized (urethane, 1.4 g/kg, i.p.) Wistar rats
blocked with succinylcholine and artificially ventilated. The femoral artery and
vein were catheterized to allow cardiovascular recordings and drugs injections,
respectively. The stereotaxic coordinates used to reach the NA were: +0.5 mm
rostral to obex, £1.7 mm lateral and -1.2 to -1.8 mm ventral. The following drugs
were used: L-Glutamate (5.0 nmol/50 nL), ATP (0.31; 2.5; 3.5; 5.0; 6.0 nmol/50
nL), prazosin (1.0 mg/kg), methyl-atropine (2.0 mg/kg), PPADS (500 pmol/100
nL) and saline (0.9%). The Bezold-Jarish reflex was activated by the
intravenous injection of phenylbiguanide (12.0 ug/kg). Our data showed dose-
dependent bradycardic responses and also pressor responses to the ATP
microinjection in the NA with the doses tested (0.31; 2.5; 3.5; 5.0; 6.0 nmol/50
nL). The as-adrenergic blockade with prazosin did not change the bradycardic
response but abolished the pressor response to the ATP (3.5 nmol/50 nL)
microinjection in the NA. The muscarinic blockade with methyl-atropine
abolished the bradycardic response induced by the ATP (3.5 nmol/50 nL).
Ipsilateral microinjection of PPADS (500 pmol/100 nL) in the NA significantly
attenuated the bradycardia but did not affect the pressor response to the ATP
(3.5 nmol/50 nL) in the NA. Moreover, ipsilateral microinjection of PPADS (500
pmol/100 nL) in the NA significantly attenuated the bradicardic response to L-
Glutamate (5.0 nmol/50 nL) microinjection into the NA. Bilateral microinjections
of PPADS in the NA significantly attenuated the depressor and bradycardic

responses due to the Bezold-Jarisch reflex activation. These results suggest



that the P2 purinoceptors seem to be involved in the mediation of the
cardiovagal responses of the NA and that this effect might involve a
neuromodulation of the glutamatergic system at the level of the NA in
anesthetized rats. Additionally, our data show that the purinoceptors of the NA,
seem to participate in the mediation of the cardiovascular responses of the
Bezold-Jarish reflex. However, the specific subtypes of purinergic receptors
involved in these responses as well as the participation of the purinergic system

in other cardiovascular reflexes at the level of the NA, remain to be elucidated.

Key-words: NA; P2 purinergic receptors; ATP; PPADS; Bezold-Jarisch reflex.
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INTRODUGCAO



A perfusao tecidual apropriada € garantida pela manutencéo da presséo arterial
sanguinea em niveis adequados e razoavelmente constantes ao longo de toda
a vida dos individuos. Os mecanismos de ajuste da presséo arterial (PA)
envolvem a regulagdo a curto-prazo e a regulagao a longo-prazo. O controle a
curto-prazo é efetuado por mecanismos reflexos neurais, que promovem uma
estabilizacao rapida e eficiente da PA a cada batimento cardiaco. Entre os
mecanismos que O organismo possui para a regulagcdo a curto-prazo da PA,

destacam-se os reflexos cardiovasculares.

O barorreflexo constitui uma importante ferramenta dentre os mecanismos de
regulacdo neural por promover ajustes rapidos da PA. Este reflexo exerce a
requlacédo da PA por meio de receptores localizados nas paredes do arco
aortico e do seio carotideo. Os barorreceptores sdo sensiveis as alteragdes de
tensdo produzida na parede dos vasos pelas ondas de pressao sistolica ou por
elevagbes subitas da PA (Persson, 1991). A ativacdo destes receptores gera
potenciais de acdo, os quais sdo transmitidos ao sistema nervoso central
(SNC) por meio de aferéncias que caminham juntamente com os nervos vago e
glossofaringeo. Quando ha um aumento subito da PA, a ativagdo barorreflexa
promove simultaneamente uma elevacado da atividade parassimpatica para o
coracdo e uma diminuicdo da atividade simpatica tanto para os vasos de
resisténcia quanto para o coracao (Spyer, 1990). Isto resulta em bradicardia,
reducdo da forga de contragdo cardiaca, reducdo da resisténcia vascular
periférica e, consequentemente, uma diminuicdo do débito cardiaco e da PA.
Em contrapartida, a queda da PA é compensada por um decréscimo na
descarga aferente barorreceptora, promovendo alteragbes opostas as acima

descritas para os componentes autonémicos.

Todavia, o controle reflexo neural da circulagdo ndao depende somente do

barorreflexo, mas também, em grande parte, dos reflexos cardiopulmonares



(Zanchetti e Mancia, 1991). Os reflexos cardiopulmonares exercem o controle
da circulagdo por meio de receptores que estdo localizados nos atrios,
ventriculos, vasos pulmonares e parénquima pulmonar (Krayer, 1961,
Kappagoda et al., 1972) e sao estimulados por mudangas na pressao de
enchimento cardiaco e/ou por agentes quimicos (Zucker, 1989). A ativagao dos
receptores ventriculares, mais especificamente do ventriculo esquerdo (Dawes,
1947; Paintal, 1973), por agentes quimicos refere-se ao reflexo Bezold-Jarisch.
O reflexo Bezold-Jarisch pode ser ativado por uma variedade de estimulos
quimicos entregues pela circulagdo ao coragao, incluindo alcaléides do
veratrum (Dawes, 1947; De Burgh et al., 1988), nicotina (Evans et al., 1991) e
agonistas do receptor 5-HTj3, tais como serotonina (Verberne et al., 2003;
Verberne et al., 1989) e fenilbiguanida (Barman et al., 2005; Bell et al., 1993;
Daly e Kirkman, 1988; Evans et al.,, 1990; Gieroba et al., 1995). A ativacéo
deste reflexo produz apnéia, bradicardia e hipotenséo pela inibicdo da atividade
simpatica e pela redugdo do deébito cardiaco (Chein, 1979; Verberne e
Guyenet, 1992; Vardhan et al., 1993; Gieroba et al., 1995; Chianca e Machado,
1996; Chianca et al., 1997), assim como diminuicdo da atividade do nervo
simpatico renal e da secregdo de renina (Donald e Shepherd, 1978;
Vayssettes-Courchay et al., 1997). As vias aferentes que se originam nos
receptores cardiopulmonares acompanham os nervos vago no caminho ao
SNC. A inervacdo aferente consiste principalmente de fibras do tipo C nao-
mielinizadas, podendo em menor extensdo ser do tipo mielinizada (Paintal,
1955; Krayer, 1961; Coleridge et al., 1964; Muers e Slight, 1972). A via eferente
envolve um aumento da atividade do nervo vago e diminuigdo do tono
simpatico para os vasos da periferia (Thorén, 1979) e nervo renal (DiBona,
1989).

Dados clinicos e experimentais tém mostrado que o reflexo Bezold-Jarisch tem
um papel importante no controle da fungdo cardiovascular em condi¢des
normais e fisiopatolégicas (Mark, 1983; Meyrelles et al., 1994; Perez-Gomez e
Garcia-Aguado, 1977). Animais que sofreram desnervagao sinoadrtica aguda
ou crénica tém a sensibilidade do reflexo Bezold-Jarisch aumentada, sugerindo
a importancia deste reflexo na regulagdo da PA na auséncia do barorreflexo
(Persson et al., 1988; Raymundo et al., 1989; Chianca e Machado, 1994;



Chianca et al., 1997). A sensibilidade do reflexo Bezold-Jarisch € modificada
em diversas doengas cardiovasculares. Em ratos com hipertensdo induzida
pela inibicdo da enzima oOxido nitrico sintase, a sensibilidade reflexa encontra-
se aumentada (Araujo et al., 1998). Em contrapartida, estudos em
camundongos com o0 mesmo modelo de hipertensdo mostraram uma
atenuacao deste reflexo nos animais avaliados (Peotta et al., 2001). De modo
semelhante, um prejuizo do reflexo também é observado em situagdes de
hipertrofia cardiaca, apos infarto crénico do miocardio (Meyrelles et al., 1998;
1996), ou com a idade, provavelmente devido a redugcao da distensibilidade
cardiaca nos idosos (Ferrari et al., 1990), mostrando assim, que o reflexo
Bezold-Jarisch desempenha um importante papel na regulagcédo cardiovascular.
Deste modo, estudos que buscam avaliar os mecanismos que modulam o

funcionamento deste reflexo abrem um amplo campo de investigagao.

A integracao central do reflexo Bezold-Jarisch parece ser semelhante aquela
do barorreflexo (Vayssettes-Courchay et al., 1997; Verberne et al., 1989;
Verberne e Guyenet, 1992), envolvendo estruturas bulbares e suprabulbares
na mediacdo e modulagao das respostas reflexas. As proje¢cdes das fibras C
aferentes dos receptores cardiopulmonares para o SNC fazem a primeira
sinapse ao nivel do nucleo do trato solitario (NTS) (Kalia e Mesulam, 1980).
Estudos utilizando lesdes eletroliticas evidenciaram que as fibras C aferentes
projetam-se para o NTS (Ahluwalia et al., 1977). Estudos posteriores
mostraram que estas projegcdes sao glutamatérgicas (Vardhan et al., 1993). Do
NTS partem projecbes neurais excitatérias glutamatérgicas para o bulbo
ventrolateral caudal (CVLM) (Urbanski e Sapru, 1988a; Yu e Gordon, 1996;
Aicher et al., 1996). Por sua vez, os neurbnios depressores do CVLM exercem
uma acgao inibitéria gabaérgica tbnica sobre o bulbo ventrolateral rostral
(RVLM) (Urbanski e Sapru, 1988a; Murugaian et al., 1989; Willette et al., 1984).
O RVLM possui neurbnios com propriedades marco-passo intrinsecas
implicados na génese e manutengao do tono simpatico (Sun et al., 1988; Ross
et al., 1984; Guyenet, 1990), os quais enviam proje¢des monossinapticas
excitatérias para a coluna intermediolateral (IML) na medula espinhal (Guyenet,
1990). Na IML estdo localizados a maioria dos neurdnios pré-ganglionares
simpaticos (Milner et al., 1988; Gebber, 1990; Sved e Gordon, 1994), os quais



estimulam os neurénios pds-ganglionares simpaticos dos ganglios simpaticos,
que distribuem a atividade simpatica para os diversos érgdos-alvo. Por estas
vias neurais ocorre entdo a modulagdo do componente simpatoinibitério do
reflexo Bezold-Jarisch. Numa situagdo em que os receptores cardiopulmonares
sdo estimulados, a atividade tdnica dos neurdnios do RVLM é inibida via
CVLM, levando a reducdo da contratilidade cardiaca, da frequéncia cardiaca
(FC) e da resisténcia vascular periférica. Quando a excitagdo destes receptores
diminui, a atividade do RVLM ¢é liberada promovendo alteracbes exatamente

opostas sobre tais parametros hemodinamicos.

Paralelamente a esta modulagao simpatica ocorre a modulagéo parassimpatica
cardiorreflexa. O NTS também envia proje¢des excitatorias para os neurénios
pré-ganglionares parassimpaticos localizados no nucleo motor dorsal do vago
(DMV), em algumas espécies, € no nucleo ambiguo (NA) (McAllen e Spyer,
1978a; 1978b; 1976; Nosaka et al., 1979; 1978; 1982; Spyer, 1979; Loewy e
Spyer, 1990). A excitagdo destes neurbnios pré-ganglionares vagais
promoveria uma reducédo na FC, o que caracteriza o componente cardiovagal

do reflexo Bezold-Jarisch.

Todavia, os neurdnios pré-ganglionares encontrados no DMV e no NA diferem
na sua estrutura e fungéo (Taylor et al., 1999). Os neurdnios pré-ganglionares
vagais no DMV tém axoénios nao-mielinizados (Ford et al. 1990; Jones et al.,
1998) e sua baixa taxa de atividade ndo mostra relagdo evidente com as
variaveis respiratéria e cardiaca. Eles ndo sdo afetados pela estimulagdo dos
barorreceptores arteriais, mas podem ser ativados em curta laténcia pela
estimulacdo de aferéncias cardiopulmonares nao-mielinizadas. Em contraste,
0s neurdnios pré-ganglionares vagais no NA tém pequenos axoénios
mielinizados. Em animais anestesiados, eles apresentam pequena ou nenhuma
atividade espontdnea, mas quando ativados mostram um claro aumento em
relacdo ao pulso arterial (McAllen e Spyer, 1978a). Além disso, sua atividade &
modulada em fase com a respiragdo, sendo reduzida na fase inspiratoria e
aumentada na pds-inspiragao (Gilbey et al., 1984a). O NA, particularmente, tem
despertado nosso interesse quanto ao seu envolvimento sobre as respostas
cardiovasculares dos reflexos cardiovasculares, em especial sobre as

respostas autondmicas a ativacéo do reflexo Bezold-Jarisch.



O NA é um nucleo localizado na area bulbar ventrolateral, composto de duas
colunas longitudinais de neurénios, comegando na margem posterior do nucleo
facial e extendendo-se caudalmente até o primeiro segmento espinhal cervical.
A coluna dorsal é dividida em uma formagao compacta rostral esofagomotora,
uma formacgdo semicompacta intermediaria faringo-laringomotora e uma
formagdo reticulada caudal laringomotora (Bieger e Hopkins, 1987). Os
neurbnios eferentes vagais com projecdo pulmonar s&o encontrados
amplamente distribuidos por todo o NA, particularmente nos extremos dorsais
(Jordan et al., 1986; Loewy e Spyer, 1990). A coluna ventral ou formacao
externa do NA contém os neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos que
inervam o coragao e outras estruturas supradiafragmaticas, incluindo a traquéia
(Bieger e Hopkins, 1987; Hopkins e Armour, 1982; Kalia, 1981). A formacao
externa é também o local de pré-motoneurdnios respiratérios bulboespinhais
(Von Euler, 1979). O NA, portanto, € formado por uma multipla combinagéo de

neurdnios sobrepostos com uma complexa variedade de fungdes fisiologicas.

Evidéncias fornecidas por estudos neuroanatémicos e funcionais tém apontado
para o NA como o principal nucleo de origem dos neurdnios pré-ganglionares
vagais em diversas espécies, ainda que o papel do DMV nao possa ser
descartado. De acordo com estudos de marcagao retrogada obtidos por
Massari e colaboradores (1998), os neurbnios motores que controlam as
respostas cronotrépicas, dromotropicas e inotropicas negativas estdo
distribuidos principalmente no NA. Estudos de McAllen e Spyer (1978a; 1976),
utilizando a estimulagédo antidrdmica do nervo cardiaco intratoracico em gatos,
mostraram ativagao maior dos neurdnios do NA que dos neurdénios do DMV. De
modo semelhante, em estudos de marcagédo retrégada a partir de tecidos
cardiacos, neurdnios do NA foram muito mais marcados que neurdnios do
DMV (Corbett et al., 1999; Hsieh et al., 1998; Nosaka et al., 1979). Plecha e
colaboradores (1988) também mostraram que 90% dos neurbnios marcados
apos injecdes de horseradish peroxidase dentro de ganglios parassimpaticos

intracardiacos em caes se encontravam numa area dentro e ao redor do NA.

Diversas estudos também tém fornecido evidéncias funcionais para o
envolvimento do NA na mediagcdo das respostas cardioinibitérias em diversas

espécies. Microinjegdes de L-Glutamato dentro de sub-regides do NA de gatos



promoveu uma intensa bradicardia e uma redugao da velocidade de condugao
atrioventricular (Massari et al.,, 1995, Gatti et al., 1996). McAllen e Spyer
(1978b) mostraram que a ativagcdo de um unico neurdnio cardiovagal dentro do
NA do gato foi capaz de promover bradicardia. A aplicagdo iontoforética de
acido DL-Homocistéico no NA de coelhos também promoveu uma lentificagéo
cardiaca (Jordan et al., 1982). Uma rapida resposta bradicardica apos a
estimulacado elétrica de baixo limiar dentro do NA de ratos também foi
demonstrada (Nosaka et al., 1979). Em contrapartida, microinjecdes de glicina
dentro do NA promoveram um aumento significativo da FC basal (Chitravanshi
et al., 1991). Sendo assim, diversas evidéncias anatdmicas e funcionais
apontam para o NA como o principal nucleo de origem dos neurdnios pré-
ganglionares vagais cardiacos, com importante papel na mediagdo das

respostas cardioinibitorias.

A natureza quimica de algumas sinapses dentro do NA e o efeito de alguns
neurotransmissores envolvidos na regulagao cardiaca também tém sido alvos
de investigagao por diversos pesquisadores (Magbool et al., 1991; Izzo et al.,
1993; Massari et al., 1998; 1996; 1994; Chan et al., 1984; Agarwal e Calaresu,
1991). Diversos estudos mostram a participagao de receptores de aminoacidos
excitatérios na neurotransmissdo do NA (Chan et al., 1984; Agarwal e
Calaresu, 1991; Massari et al., 1996; 1995). O L-Glutamato quando
microinjetado no NA promove uma bradicardia de inicio rapido e curta duracéo,
com poucas alteragdes de PA (Brandao, 2000; Sampaio, 2001; Marchenko e
Sapru, 2003). A acetilcolina, a substédncia P e as encefalinas também
promovem bradicardia quando microinjetadas no NA, mas as respostas sdo
menores, mais lentas e de maior duragédo (Agarwal e Calaresu, 1991). Massari
e colaboradores (1996; 1994) demonstraram que terminais nervosos
imunorreativos a substancia P fazem sinapse em neurénios do NA, e que estes
parecem estar envolvidos na modulagcdo da FC, mas n&o na condugao
atrioventricular. Adicionalmente, tem sido demonstrado que neurdnios preé-
ganglionares vagais do NA, envolvidos no controle da contratilidade cardiaca,
sao monossinapticamente inervados por terminais Nervosos
catecolaminérgicos (Massari et al.,, 1998). O envolvimento de receptores

dopaminérgicos e nicotinicos na mediagdo das respostas cardiovagais do NA



também tem sido demonstrado (Chitravanshi e Calaresu, 1992, Neff et al.,
1998, Pedrosa, 2007). Magbool e colaboradores (1991) mostraram que
motoneurdnios marcados pela enzima horseradish peroxidase no NA
apresentavam sinapses gabaérgicas tanto no corpo celular como nos dentritos.
De fato, a aplicagcdo de um antagonista gabaérgico, bicuculina, no NA,
aumentou significativamente a frequéncia de descarga destes neurdnios,
sugerindo a existéncia de impulsos gabaérgicos tonicamente ativos para estas
células (Gilbey et al., 1984b). Impulsos serotoninérgicos também foram
encontrados em neurdnios cardiovagais do NA (lzzo et al., 1993). Deste modo,
diversos sistemas neurotransmissores parecem atuar na mediagcdo das
respostas cardiovasculares do NA. Todavia, muito pouco se sabe sobre a
participagdo do sistema purinérgico na mediagcdo das respostas
cardiovasculares do NA, particularmente aquelas decorrentes da ativagdo do

reflexo Bezold-Jarisch.

Uma fung&o potencial do nucleotideo purinérgico adenosina 5'-trifosfato (ATP)
agindo como um neurotransmissor ndo-adrenérgico ndo-colinérgico nos nervos
periféricos foi originalmente sugerida por Burnstock (1972), e varios estudos
recentes indicam que 0 ATP pode agir como um
neurotransmissor/neuromodulador no SNC (Edwards et al., 1992). Estudos tém
mostrado que o ATP parece agir como um neurotransmissor em um numero de
nucleos associados com o controle autonémico, tais como o NTS (Scislo et al.,
2001; Kitchen et al., 2001; Kato e Shigetomi, 2001) e o RVLM (Ralevic et al.,
1999; Horiuchi et al., 1999). Estudos anatdmicos tém demonstrado a existéncia
de receptores purinérgicos tanto no NA quanto no DMV (Fong et al., 2002;
Ashour e Deuchars, 2004; Yao e Lawrence, 2000), entretanto pouco se sabe

sobre o papel das purinas no controle vagal cardiaco do NA.

Os nucleotideos purinérgicos extracelulares medeiam seus efeitos via
receptores especificos expressos na membrana celular de neurdénios do SNC:
A1, Aza, Ao, € Az para adenosina (receptores do tipo P1) e receptores do tipo P2
para ATP. Os receptores do tipo P2 tém sido divididos em duas familias
distintas, P2X e P2Y, os quais diferem na estrutura e no mecanismo de
transducdo de sinal (Fredholm et al., 1997; North e Barnard, 1997). Os

receptores P2X sdo canais catidbnicos de membrana nao-seletivos que se



abrem em resposta a ligacdo de ATP extracelular, com permeabilidade
principalmente aos ions calcio, mas também aos ions sodio e potassio (Gever
et al., 2006). Ja foi demonstrada a existéncia de sete subtipos de receptores
P2X (P2X4.7) (Soto et al., 1997; Harden et al., 1998; Ralevic e Burnstock, 1998;
MacKenzie et al., 1999). A caracteristica estrutural principal dos receptores
P2X séo dois dominios transmembrana separados por uma alga extracelular N-
glicosilada e segmentos N- e C-terminal intracelulares relativamente pequenos,
com excecdao das subunidades P2X; e P2X7;, as quais tém um extenso
segmento C-terminal. Os receptores P2X podem ser formados como
multimeros de varias subunidades. Ja foram identificados e caracterizados
canais homomeéricos (P2X47) (Ralevic e Burnstock, 1998) e heteromeéricos
(P2Xzs3, P2X4/6, P2X26, P2X112 € P2X4s5) (North, 2002). Membros da familia de
receptores P2X sdo largamente expressos no SNC e na periferia do corpo
(Ralevic e Burnstock, 1998; Evans et al., 1998; Robertson, 1998), onde
exercem importantes fungdes fisiologicas e fisiopatoldogicas em uma variedade
de processos biolégicos. Dentre estas fungbes incluem-se a contragéo
muscular, imunomodulacéo, inflamagao e morte celular, geragao e transmissao
de sinais nociceptivos, transmissao sinaptica rapida e modulacao da liberagao
de neurotransmissores, excitabilidade neuronal e modulacdo do sistema
cardiovascular e respiratério (Abbracchio e Burnstock, 1998; Ralevic e
Burnstock, 1998; Robertson, 1998; Silinsky et al., 1998; Di Virgilio et al., 1998).

Em contrapartida, os receptores P2Y sao receptores metabotrépicos acoplados
as proteinas G (North e Barnard, 1997). Oito subtipos de receptores P2Y
ativados por nucleotideos extracelulares ja foram identificados: P2Yq, P2Y,,
P2Y4, P2Ys, P2Y41, P2Y12, P2Y13 € P2Y14 (Abbracchio et al., 2006). Os subtipos
P2Y4, P2Y,, P2Y4, P2Ye e P2Y 4 utilizam principalmente a proteina Go/G1 para
ativar a fosfolipase C, a qual medeia a liberacdo de Ca®" intracelular via inositol
trifosfato (IP3) (Vorkhratsky, 2005). Ja os subtipos P2Y,, P2Y43 e P2Y 4 estéo
acoplados a proteina Gj,, a qual inibe a adenilato ciclase e modula canais
idbnicos (Abbracchio et al., 2006). Os receptores P2Y parecem ter um papel
mais modulatério do que diretamente de mediagao da transmisséo purinérgica
(Fong et al., 2002). O envolvimento do sistema purinérgico, particularmente dos

subtipos de receptores purinérgicos P2, na mediagao das respostas de nucleos



bulbares tem sido investigado. Estudo de Ralevic e colaboradores (1999) indica
que o ATP pode modular a atividade de neurénios do RVLM via agcbes em
purinorreceptores P2 e que ambos subtipos de receptores P2X e P2Y estao
envolvidos neste processo. Estudos de Thomas e colaboradores (1999)
mostraram a participagao de purinorreceptores P2, de neurdnios bulbares do
grupo respiratorio ventral, na mediagao das respostas respiratorias do rato.
Adicionalmente, tem sido sugerido que o ATP parece estar envolvido na
quimiorrecepgao central, possivelmente por agir em purinorreceptores P2X

localizados em neurdnios do grupo respiratério ventral (Thomas e Spyer, 2000).

Varios estudos também tém demonstrado que o ATP tem um importante papel
como neurotransmissor/neuromodulador em mecanismos cardiovasculares e
autondmicos em neurdnios do NTS (Barroco et al., 1996; Phillis et al., 1997;
Scislo e O’Leary, 1998; Scislo et al., 1997; Scislo et al., 1998). Estudos
envolvendo microinjegdes de a,B-metileno ATP, agonista seletivo de receptor
P2X, e 2-metiltio ATP, agonista ndo-seletivo de receptor P2, no NTS de ratos
anestesiados produziram respostas hipotensoras e bradicardicas (Ergene et al.,
1994). De Paula e colaboradores (2004) mostraram que a microinje¢cao de ATP
no NTS de ratos acordados também produziu resposta bradicardica, mas, ao
invés de uma resposta hipotensora, uma resposta hipertensora foi observada.
Antunes e colaboradores (2005) mostraram que a microinjecdo de ATP em
sub-regides diferentes do NTS (intermediario e caudal) de ratos acordados
produziu respostas similares as observadas pela ativagdo quimiorreflexa,
sugerindo o envolvimento dos receptores purinérgicos na neurotransmissao
deste reflexo cardiovascular. Adicionalmente, estudo de Braga e colaboradores
(2007) mostrou que a resposta pressora quimiorreflexa parece envolver
receptores glutamatérgicos ionotrépicos e purinorreceptores P2 no NTS de

ratos acordados e na preparagao tronco cerebral-coragao isolado.

Todos estes achados em nucleos bulbares suportam o conceito da sinalizagéo
purinérgica no SNC e mais especificamente no controle da funcéo
cardiovascular. Todavia, apesar de varias evidéncias funcionais da participagcao
do sistema purinérgico na mediacdo das respostas cardiorespiratorias de
diversos nucleos bulbares, poucos estudos avaliaram a participagcao deste

sistema na mediagdo das respostas cardiovasculares do NA. Estudo de



Jameson e colaboradores (2008) utilizando preparagdes in vitro demonstrou
que o ATP ativa receptores P2X pré-singpticos que facilitam a
neurotransmisséo glutamatérgica excitatéria em neurdnios parassimpaticos do
NA. Em estudos in vitro usando fatias de tronco cerebral foi demonstrado que o
acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2°,4"-dissulfénico (PPADS), um antagonista
nao-seletivo de receptores P2, bloqueou o aumento da neurotransmisséo
excitatéria glutamatérgica dos neurbnios parassimpaticos do NA no periodo
apos hipdxia (Griffioen et al., 2007). Deste modo, estudos neuroanatdbmicos e
estudos in vitro apontam para a existéncia e participagdo dos receptores
purinérgicos na mediagdo das respostas do NA. Entretanto, ainda nao foi
investigado qual o papel do sistema purinérgico na mediagdo das respostas
cardiovagais do NA. Além disto, os estudos in vifro apontam para uma
interacdo entre os sistemas purinérgico e glutamatérgico ao nivel do NA.
Todavia, se essa interagao ocorre na mediacido das respostas cardiovasculares
do NA in vivo ainda precisa ser elucidado. Adicionalmente, ainda nao foi
investigado o papel dos receptores purinérgicos do NA na regulagdo dos

reflexos cardiovasculares, particularmente do reflexo Bezold-Jarisch.



OBJETIVOS



Diante do anteriormente exposto os objetivos do presente trabalho foram:

OBJETIVO GERAL

o Avaliar o papel dos receptores purinérgicos do NA na mediagado das

respostas cardiovasculares em ratos anestesiados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar os efeitos da ativagao dos receptores purinérgicos do NA sobre a
PA e a FC em ratos anestesiados.

o Avaliar os efeitos do bloqueio autonémico periférico na modulagdo das
respostas cardiovasculares mediadas pela ativacdo dos receptores

purinérgicos do NA.

° Avaliar os efeitos do bloqueio dos receptores purinérgicos P2 do NA

sobre as respostas cardiovasculares geradas pelo ATP.

o Avaliar o papel dos receptores purinérgicos na modulagédo das respostas
mediadas pela ativagédo glutamatérgica do NA.

o Avaliar a modulagao do sistema purinérgico ao nivel do NA na mediagao
das respostas cardiovasculares do reflexo Bezold-Jarisch.



MATERIAIS E METODOS



1. Animais experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 300 e 350 g fornecidos
pelo Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas com livre acesso a agua
e a ragdo e em ambientes com controle de temperatura (20-22°C) e
luminosidade (ciclos claro e escuro de 12 em 12 horas). Os experimentos
foram desenvolvidos seguindo as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagcado Animal (COBEA) e pela Sociedade Brasileira de Fisiologia
(SBFis).

2, Registros hemodinamicos

Os animais foram anestesiados com 1,4 g/kg, i.p., de uretana (Sigma, St. Louis,
EUA) e, em seguida, foram cateterizados para permitir os registros de presséo
arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC),
bem como a administragdo endovenosa de drogas. O procedimento de
cateterizagao foi realizado através de uma incisdo inguinal, onde a artéria e
veia femorais foram isoladas e os catéteres de polietileno, PE-10 (SIMS Portex
Ltd, Kent, Inglaterra) conectados a PE-50 (CPL MEDICAL'’S, S&do Paulo, SP,
Brasil), previamente preenchidos com solugdo salina, foram introduzidos nos
vasos. Os registros pressoéricos foram obtidos por meio de um transdutor de
pressédo (Spectramed-Statham, P23XL, Oxnard, EUA) acoplado a um sistema
de registro computadorizado (BIOPAC Systems, Santa Barbara, Califérnia). Os
registros de FC foram derivados a partir do sinal pulsatil do proprio software.
Antes dos registros, o catéter arterial foi preenchido com uma solugdo de
heparina (Liquemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil) (1:50) em solugao

fisiologica para impedir a formag&o de coagulos.



3. Ventilagao artificial e bloqueio de jungcao neuromuscular

Apos a cateterizagdo, sob anestesia pela uretana, foi feita uma incisdo na
por¢cao ventral do pescogo do animal, afastando-se a musculatura para a
exposi¢cao da traquéia. Através de uma incisdo na traquéia, foi inserida uma
canula de polietileno, PE-90 (SIMS Portex Ltda, Kent, Inglaterra), para permitir
a posterior ventilagdo artificial do animal. Apds a traqueostomia, foi feito o
bloqueio neuromuscular administrando 10,0 mg/kg, i.v., de succinilcolina
(Sigma, St. Louis, EUA), evitando assim a interferéncia de receptores
pulmonares de estiramento nas respostas observadas. Apos a administracéo
de succinilcolina, a canula traqueal foi conectada a uma bomba ventilatéria
(Harvard Rodent Ventilator, modelo 683, EUA). O volume corrente foi ajustado
para 2,0 mL e a frequéncia respiratéria para 70 ciclos/minuto. Ao longo de
todos os protocolos a efetividade e duragédo do bloqueio foram averiguadas.

4. Bloqueio da atividade simpatica cardiaca

O bloqueio da atividade simpatica cardiaca foi realizado administrando 2,0
mg/kg, i.v., do bloqueador B4-adrenérgico, atenolol (Sigma, St. Louis, EUA). Tal
bloqueio foi realizado visando evitar eventuais interferéncias do simpatico

cardiaco sobre as respostas cardiovasculares observadas.

5. Microinjecoes no NA

Sob anestesia pela uretana (1,4 g/kg, i.p.), os animais foram colocados em um

estereotaxico (David Kopf Instruments, EUA) sobre uma manta aquecedora

para manter a temperatura corporal entre 36,5 e 37,5C. Durante todo o



experimento, a temperatura foi monitorada por meio de um termémetro digital
intra-retal (Becton & Dickinson, EUA). A cabeca do animal foi fixada na
armacao estereotaxica com uma inclinagdo de 12,0 mm abaixo da linha
interauricular. Em seguida, foi feita uma incisdo sobre a pele na regido dorsal
da cabega para expo50r o cranio, afastando-se os tecidos e o periésteo que
recobrem o cranio. Posteriormente, foi realizada uma craniotomia por meio de
uma broca odontologica (405-N-DENTEC, Brasil). As meninges foram
removidas, com o auxilio de uma lupa estereoscépica (WPI, modelo 13301,
Sarasota, USA), para melhor acesso das micropipetas. As coordenadas
estereotaxicas de referéncia utilizadas para atingir o NA foram: +0,5 mm rostral

ao obex, 1,7 mm lateral e -1,2 a -1,8 mm ventral.

As drogas utilizadas para as microinjecbes foram dissolvidas em solugao
fisiologica (NaCl, 0,9%) e o pH ajustado para valores proximos do fisiolégico
(pH 7,4) com bicarbonato de sédio (99,5%) (Jand Quimica Ind., Brasil).

5.1. Identificagao funcional do NA

A identificagao inicial do NA foi feita por meio de microinjegcdes de L-Glutamato
(5,0 nmol/50 nL) (Acido Glutamico, Sigma, St. Louis, EUA), considerando como
uma resposta efetiva uma bradicardia 2100 bpm com minima alteracdo na
pressdo arterial. Para as microinje¢cdes foram utilizadas micropipetas de vidro
que variavam quanto ao numero de vias conforme a necessidade dos
protocolos. A utilizagdo do L-Glutamato se deve ao fato dos receptores de
aminoacidos excitatérios participarem diretamente da estimulagdo dos
neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos que se dirigem ao coragéo
promovendo as respostas cronotropicas e dromotropicas cardiacas.
Adicionalmente a esta caracterizacdo, foi feita a averiguagao posterior dos
sitios de injecdo para todos os protocolos experimentais, conforme descrito no

item nimero 8 de materiais e métodos.

As microinjegdes foram efetuadas por meio de uma bomba de pressao (PV820-
Pneumatic Pico-Pump, WPI, EUA) conectada a um cilindro de gas nitrogénio



(White Martins, Brasil) e a micropipeta de vidro através de um tubo de
polietileno. As micropipetas utilizadas tinham uma ponta com didmetro externo
de aproximadamente 20 ym. Os volumes microinjetados foram monitorados
pelo deslocamento do menisco com o auxilio de uma escala previamente
calibrada.

5.2. Ativacgao de receptores purinérgicos do NA

Utilizando-se a mesma metodologia anteriormente citada para as microinjegdes
glutamatérgicas, a ativagdo de receptores purinérgicos no NA foi feita por meio
de microinje¢des unilaterais de ATP (Sigma, St. Louis, EUA) nas doses de
0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0 nmol/50 nL. Os efeitos sobre a PA e FC foram medidos
e os dados obtidos utilizados na construgao de uma curva conforme descrito no

item numero 1 de protocolos experimentais.

5.3. Bloqueio de receptores purinérgicos do NA

Para o bloqueio de receptores purinérgicos do tipo P2 do NA foram realizadas
microinje¢cdes unilaterias e/ou bilaterias do antagonista de receptores
purinérgicos do tipo P2, o acido piridoxalfosfato-6-azofenil-2’,4’-dissulfénico
(PPADS, 500 pmol/100 nL) (Sigma, St. Louis, EUA).

6. Bloqueio autonomico periférico

O bloqueio autonémico periférico foi realizado pela injecdo intravenosa do
antagonista as-adrenérgico, prazosin 1,0 mg/kg (Sigma, St. Louis, EUA), e do
antagonista muscarinico, metil-atropina 2,0 mg/kg (Sigma, St. Louis, EUA). As
doses de bloqueio utilizadas foram obtidas de protocolos de teste de

efetividade de bloqueio, previamente determinados no laboratério.

7. Ativacao do reflexo Bezold-Jarisch



O reflexo Bezold-Jarisch foi quimicamente ativado pela inje¢ao intravenosa do
agonista serotoninérgico 5-HT3 fenilbiguanida na dose de 12,0 pyg/kg (Sigma St.
Louis, EUA). Para administracdo das doses de fenilbiguanida, o catéter venoso
foi conectado a uma microseringa (Hamilton 5,0 uL, EUA). O reflexo foi
identificado por redugbes na FC e pressdo arterial diastélica (PAD),

simultaneamente.

8. Analise histologica do NA

Ao final dos experimentos, foi feita a marcag&o dos sitios de microinjegdo com
o corante Azul de Evans a 2% (50 nL) (Sigma, St. Louis, EUA) para
averiguacado final das areas microinjetadas. Logo apés a marcagao, foi
realizada uma infusdo intracardiaca com 20 mL de solugao salina, seguida por
40 mL de formalina 10%. O tronco cerebral foi removido e deixado em solugcao
fixadora de formalina 10% por, no minimo, 48 horas. Apds esta etapa, os
troncos cerebrais foram seccionados por meio de um micrétomo (Vibratome
1000 Plus, Sectioning System, St. Louis, EUA) em fatias de aproximadamente
100 pym. Posteriormente, as sec¢des foram montadas em laminas gelatinizadas
e mantidas em estufa a 45°C por 24 horas para a completa desidratacdo. A
seguir, os cortes foram corados com vermelho neutro a 1% (Sigma, St. Louis,
EUA) e as laminas foram cobertas com D.P.X. (Aldrich Chemical Company,
Inc., Milwaukee, USA) e laminulas, e deixadas em estufa a 45°C para secagem.
A visualizagdo dos sitios marcados foi feita através de uma lupa
estereoscodpica, baseando-se no Atlas de Paxinos e Watson (1998). Para todos
os protocolos experimentais, foram considerados somente os animais com

confirmagéo histoldgica.

9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os

métodos estatisticos utilizados foram analise de variancia (ANOVA) uma via

para medidas repetidas, com analise Post-Hoc pelos testes de Tukey e



Dunnett's, e teste t-Student. As diferengcas foram fixadas como sendo

estatisticamente significantes para *p<0,05 e **p<0,01.

10. Drogas utilizadas

e Uretana (Sigma, St. Louis, EUA)

e Solucéo fisioldgica (NaCl, 0,9%)

e Solucédo de heparina (Liguemine, Roche, Rio de Janeiro, Brasil)
e Succinilcolina (Sigma, St. Louis, EUA)

e Atenolol (Sigma, St. Louis, EUA)

e Bicarbonato de sddio (Jand Quimica Ind., Brasil)

e L-Glutamato monossaddico (Sigma, St. Louis, EUA)

e ATP (Sigma, St. Louis, EUA)

e PPADS (Sigma, St. Louis, EUA)

e Prazosin (Sigma, St. Louis, EUA)

o Metil-atropina (Sigma, St. Louis, EUA)

¢ Fenilbiguanida (Sigma, St. Louis, EUA)

e Azul de Evans (Sigma, St. Louis, EUA)

e Formol (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brasil)

e Vermelho neutro (Sigma, St. Louis, EUA)

e D.P.X. (Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, USA)



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS



1. Efeitos da microinjegcdo de doses crescentes de ATP no NA

Uma curva dose-resposta do agonista adenosina 5'-trifosfato (ATP) foi
construida com o objetivo de avaliar as respostas de pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) geradas pelo ATP no NA e também
determinar uma dose efetiva de ATP a ser utilizada nos protocolos
subsequentes. Para isso, foram microinjetadas doses crescentes de ATP no
NA. Primeiramente, o NA foi identificado com microinje¢cées de L-Glutamato
(5,0 nmol/50 nL), considerando como uma resposta efetiva uma bradicardia
2100 bpm com minima alteracdo na pressdo arterial. Apés 15 minutos de
intervalo, em cada grupo de animais, foram feitas microinjegdes unilaterais de
duas doses diferentes de ATP, com intervalo de 30 minutos entre elas. Ao final
dos registros, os animais receberam uma microinjecéo unilateral de azul de
Evans no NA para posterior identificacdo do sitio de microinjegdo. As respostas
geradas pelas diferentes concentragées de ATP foram avaliadas obtendo-se
uma curva com as doses de 0,31 (n=7); 2,5 (n=10); 3,5 (n=10); 5,0 (n=5) e 6,0
nmol/50 nL (n=5). Neste protocolo foram utilizadas micropipetas de vidro de
quatro vias contendo L-Glutamato, duas doses diferentes de ATP e o corante
azul de Evans. Todos os experimentos de todos os protocolos testados foram
realizados sob bloqueio neuromuscular e bloqueio da atividade simpatica

cardiaca.

L-Glu ATP (12 dose) ATP (22 dose) Corante

l 15 min l 30 min l 10 min l
A A A
r N r Y r N




2. Bloqueio autonémico periférico com prazosin e metil-atropina

Neste protocolo os componentes autondémicos envolvidos nas respostas
cardiovasculares geradas pela microinjegcdo de ATP no NA foram avaliados.
Para isso, prazosin (1,0 mg/kg, i.v.) e metil-atropina (2,0 mg/kg, i.v.) foram
usados para bloquear as atividades eferentes simpatica e parassimpatica,
respectivamente (n=6). Inicialmente, foi feita a microinjegdo de L-Glutamato
(5,0 nmol/50 nL) para caracterizagdao do NA, conforme citado anteriormente.
Apods 15 minutos de intervalo, foram realizadas duas microinje¢des unilaterais
de ATP (3,5 nmol/50 nL) (controles), com intervalo de 15 minutos entre elas.
Respeitando-se mais 10 minutos, foi realizado o bloqueio autonédmico com
prazosin (1,0 mg/kg, i.v.). A microinjecdo de ATP (3,5 nmol/50nL) foi repetida 5
minutos apods o bloqueio simpatico. Seguindo mais 10 minutos de intervalo, foi
realizado o bloqueio autonémico com metil-atropina (2,0 mg/kg, i.v.). A
microinje¢cdo de ATP (3,5 nmol/50 nL) foi repetida 2 minutos apds o bloqueio
parassimpatico. Ao final dos registros, os animais receberam uma microinjecao
unilateral de azul de Evans no NA para posterior identificacdo do sitio de
microinjecdo. Neste protocolo foram utilizadas micropipetas de vidro de trés
vias contendo L-Glutamato, ATP e o corante azul de Evans.



L-Glu ATP (controle) ATP (controle) Prazosin

l 15 min l 15 min l 10 min l 5 min
A Al Al A
I's Y r N 'd Y I's Y

ATP Metil-atropina ATP Corante

l 10 min l 2 min l 10 min l
A A A
I'd Y r N r A

3. Efeitos da microinjecdo de antagonista de receptores P2 sobre as

respostas do ATP no NA

Este protocolo foi realizado com o objetivo de avaliarmos se a dose do
antagonista purinérgico P2, escolhida para ser testada nos protocolos
seguintes, era efetiva em atenuar as respostas geradas pelo ATP no NA e para
avaliarmos o envolvimento dos receptores do tipo P2 na mediacido das
respostas cardiovasculares do ATP. Para isso, doses de ATP foram
microinjetadas antes e apdés o bloqueio com PPADS no NA (n=5). Apdés 15
minutos a identificagdo do NA com L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL), foram
realizadas duas microinje¢cdes unilaterais de ATP (3,5 nmol/50 nL) (controles),
com intervalo de 15 minutos entre elas. Respeitando-se mais 15 minutos, foi
realizado o bloqueio ipsilateral do NA com PPADS (500 pmol/100 nL). As
microinje¢cdes de ATP (3,5 nmol/50 nL) foram repetidas nos tempos de 7, 17,
27 e 37 minutos apds bloqueio. Ao final dos registros, os animais receberam
uma microinjecdo unilateral de azul de Evans no NA para posterior
identificacdo dos sitios de microinjegao. Foram utilizadas micropipetas de vidro

de quatro vias contendo L-Glutamato, ATP, PPADS e o corante azul de Evans.



L-Glu ATP (controle) ATP (controle) PPADS ATP7’

l 15 min 15 min l 10 min l 7 min l
A A A
r ~ r ~ r ™

ATP17 ATP 27’ ATP 37’ Corante
10 min 10 min l 10 min l 10 min l
,_)ﬁ A A A
r I r N r N
4, Efeitos da microinjecao de salina sobre as respostas do ATP no NA

Para a obtencdo de um grupo controle, este protocolo foi realizado conforme
descrito no item numero 3 de protocolos experimentais, porém foi microinjetada
salina (0,9%, 100 nL) (n=5) ao invés do bloqueio com PPADS.

L-Glu ATP (controle) ATP (controle) Salina ATPT
l 15 min 15 min l 10 min l 7 min l
A A A
r Y f Y r I
ATP 17’ ATP 27’ ATP 37’ Corante

10 min 10 min l 10 min l 10 min l
A A A A
I'd N rf N r ™\




5. Efeitos da microinjegdo de antagonista de receptores P2 sobre as
respostas do L-Glutamato no NA

Para avaliar a possibilidade de interferéncia do sistema purinérgico na
neurotransmissao glutamatérgica (Gu e MacDermott, 1997), realizamos este
protocolo testando o efeito do bloqueio dos receptores P2 na mediagcdo das
respostas cardiovasculares do L-Glutamato no NA. Para isso, doses de L-
Glutamato foram microinjetadas antes e apds o bloqueio com PPADS no NA
(n=9). Foram realizadas duas microinjegbes unilaterais de L-Glutamato (5,0
nmol/50 nL) (controles), com intervalo de 15 minutos entre elas. Respeitando-
se mais 15 minutos, foi realizado o bloqueio ipsilateral do NA com PPADS (500
pmol/100 nL). As microinjegdes de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) foram
repetidas nos tempos de 7, 17, 27 e 37 minutos apos bloqueio. Ao final dos
registros, os animais receberam uma microinjegao unilateral de azul de Evans
no NA para posterior identificagdo dos sitios de microinje¢do. Foram utilizadas
micropipetas de vidro de trés vias contendo L-Glutamato, PPADS e o corante

azul de Evans.



L-Glu (controle) L-Glu(controley PPADS L-Glu?7’

l 15 min l 15 min l 7 min l 10 min
A A A A
r N r N\ r N\ r N\

L-Glu17’ L-Glu 27’ L-Glu 37’ Corante

l 10 min l 10 min l 10 min l
A A A
r N r N r N

6. Efeitos da microinjecao de salina sobre as respostas do L-
Glutamato no NA

Este protocolo foi feito para a obtengdo de um grupo controle conforme o
protocolo experimental de numero 5, sendo microinjetada salina (0,9%, 100 nL)
(n=7) no lugar do PPADS.

L-Glu (controle) L-Glu(controle) Salina L-Glu?7’
l 15 min l 15 min l 7 min l 10 min
A A A A
r N r N\ r N\ r N\
L-Glu17’ L-Glu 27’ L-Glu 37’ Corante

l 10 min l 10 min l 10 min l
A A A
r N r N r N




7. Efeitos da microinjecao de antagonista de receptores P2 sobre o

reflexo Bezold-Jarisch no NA

Este protocolo foi realizado com o objetivo de avaliarmos a participagao dos
receptores purinérgicos P2 do NA na mediagcdo das respostas do reflexo
Bezold-Jarisch (n=9). Primeiramente, o NA foi identificado com microinje¢des
de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL). Respeitando um intervalo de 15 minutos, foi
feita a ativagdo do reflexo Bezold-Jarisch com fenilbiguanida (12 pg/kg, i.v.)
antes (duas inje¢des controles) e 7, 12, 17 e 27 minutos apds a microinjecao
bilateral do antagonista de receptores purinérgicos do tipo P2, PPADS (500
pmol/100 nL), no NA. Os efeitos nas respostas reflexas foram avaliados antes e
apos o bloqueio purinérgico. Ao final dos registros, os animais receberam uma
microinjecao bilateral de azul de Evans no NA para posterior identificagdo dos
sitios de microinjecao. Neste protocolo foram utilizadas micropipetas de vidro

de trés vias contendo L-Glutamato, PPADS e o corante azul de Evans.



L-Glu FBG (controle) FBG (controle) PPADS bilateral FBG?7’

l 15 min 15 min l 10 min l 7 min l
Al A A
r Y I Y 'd Y

FBG 12’ FBG 17’ FBG 27° Corante

10 min l 10 min 10 min 10 min
— —A A

8. Efeitos da microinje¢cao de salina sobre o reflexo Bezold-Jarisch no
NA

Este protocolo foi feito para a obtengdo de um grupo controle conforme o
protocolo experimental de numero 7, sendo microinjetada salina (0,9%, 100 nL)
(n=9) no lugar do PPADS.

L-Glu FBG (controle) FBG (controle) Salina bilateral FBG7’
15m|n 15 min 10 min 7 min
r A Y f A Y f A N
FBG12’ FBG17’ FBG 27’ Corante
10 min l 10 min 10 min 10 min
— —A A







RESULTADOS

1. Efeitos da microinjecao de doses crescentes de ATP no NA

A figura 1 apresenta tracados de ratos representativos de seus grupos
mostrando as mudangas na pressao arterial pulsatil (PAP), presséo arterial
média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) em resposta a microinjecdes
unilaterais de doses crescentes de ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0 nmol/50 nL)
no NA. As microinjegdes de ATP produziram resposta pressora e bradicardica
nas doses testadas (figuras 1 e 2). As respostas bradicardicas apresentaram
um padrao dose-dependente: 0,31 (-18,6 £ 5,2 bpm); 2,5 (-38,9 * 8,8 bpm); 3,5
(-134,6 £ 18,9 bpm); 5,0 (-187,2 + 24,4 bpm) e 6,0 nmol/50 nL (-243,8 + 34,3
bpm).

Com base nestes resultados, a dose de 3,5 nmol/50 nL foi definida como a

dose efetiva de ATP a ser utilizada nos protocolos subsequentes.
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Figura 1. Registro de ratos representativos de seus grupos mostrando as mudangas na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) em resposta a microinjecao unilateral de doses crescentes de ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0 nmol/50 nL) no NA.
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Figura 2. Deltas de pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjecdo unilateral de doses crescentes de ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0
nmol/50 nL) no NA de ratos. O numero de ratos estudados em cada grupo esta representado
entre parénteses.

**p<0,01 e *p<0,05 indicam diferengas estatisticamente significantes em relacédo a dose de 0,31
nmol/50 nL.

##p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relagédo a dose de 2,5 nmol/50 nL.
&&p<0,01 indica diferenca estatisticamente significante em relagédo a dose de 3,5 nmol/50 nL.



2. Bloqueio autonémico periférico com prazosin e metil-atropina

A figura 3 apresenta tragados de um rato representativo do grupo mostrando as
mudancgas na PAP, PAM e FC em resposta a microinje¢des unilaterais de ATP
(3,5 nmol/50 nL) antes e apds bloqueio autonémico periférico do NA. As figuras
3 e 4 mostram que a resposta pressora produzida pela microinjegdo de ATP foi
substituida por uma discreta hipotensdo 5 minutos apos injeg&o intravenosa de
prazosin (1,0 mg/kg) (29,2 + 4,8 vs. -5,8 = 3,8 mmHg, p<0,01) e manteve-se
significativamente reduzida 2 minutos apds inje¢ao intravenosa de metil-
atropina (2,0 mg/kg) (29,2 + 4,8 vs. 4,7 + 2,2 mmHg, p<0,01). A resposta
bradicardica n&o foi significativamente alterada 5 minutos ap6s prazosin (-104,4
+ 12,7 vs. -113,2 £ 22,5 bpm). Em contrapartida, 2 minutos apds o bloqueio
com metil-atropina, a resposta bradicardica ao ATP foi abolida (-104,4 £ 12,7
vs. 6,8 + 2,6 bpm, p<0,01) (figuras 3 e 4).
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Figura 3. Registro de um animal representativo do grupo mostrando as mudangas na presséo arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela microinjecéo unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) no NA antes (controle), 5 minutos apds injegao intravenosa de
prazosin (1,0 mg/kg) e 2 minutos apés inje¢ao intravenosa de metil-atropina (2,0 mg/kg).
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Figura 4. Deltas de pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjecado unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) no NA antes (controle), 5 minutos
apos injecao intravenosa de prazosin (1,0 mg/kg) e 2 minutos apds injegédo intravenosa de
metil-atropina (2,0 mg/kg), (n=6).

**p<0,01 indica diferenga estatisticamente significante comparada ao controle.



3. Efeitos da microinje¢cdo de antagonista de receptores P2 sobre as

respostas do ATP no NA

A figura 5 apresenta tragcados de um rato representativo do grupo mostrando
que a microinjecao unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) no NA produziu resposta
pressora e bradicardica. Apdés a microinjegdo do antagonista PPADS (500
pmol/100 nL) no NA ipsilateral, a resposta bradicardica gerada pela
microinjecao de ATP (3,5 nmol/50 nL) (-164,6 + 30,0 bpm) foi significativamente
reduzida em 7’ (-83,7 + 27,4 bpm, p<0,01), 17’ (-87,5 £ 24,9 bpm, p<0,05), 27’
(-68,6 + 13,4 bpm, p<0,01) e 37’ (-29,3 + 0,6 bpm, p<0,01). Em dois animais
deste grupo (animais 1 e 2), a microinjegao de ATP foi repetida em 57°, sendo
observada uma tendéncia a recuperagao da resposta de FC (-33,1 e -48,3
bpm, respectivamente). Nenhuma mudanga estatisticamente significante foi
observada na resposta pressora gerada pela microinjecdo de ATP (3,5 nmol/50
nL)em 7°, 17°, 27’ e 37’ apos o bloqueio com PPADS (500 pmol/100 nL) no NA.

Os dados deste protocolo experimental estdo sumariados na figura 6.
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Figura 5. Tracado mostrando as mudancgas na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela
microinjecao unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7’, 17°, 27’ e 37’) o bloqueio do NA com PPADS (500 pmol/100 nL) em um rato

do grupo.
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Figura 6. Deltas de pressdo arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjegado unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7, 17°, 27’
e 37’) o bloqueio do NA com PPADS (500 pmol/100 nL), (n=5).

**p<0,01 e *p<0,05 indicam diferengas estatisticamente significantes comparadas ao controle.



4. Efeitos da microinjecao de salina sobre as respostas do ATP no NA

A figura 7 apresenta um registro representativo de um animal deste grupo.
Como podemos notar, a resposta pressora a microinjecao de ATP (3,5 nmol/50
nL) no NA nao foi alterada aos 7°, 17°, 27’ e 37’ apds a microinjegao ipsilateral
de salina (0,9%, 50 nL) no NA (figuras 7 e 8). Do mesmo modo, a resposta
bradicardica gerada pela microinje¢cdo de ATP (3,5 nmol/50 nL) em 7°, 17°, 27’ e
37’ ap6s microinjecao de salina (0,9%, 50 nL) no NA néo foi estatisticamente

significante em relagao ao controle (figuras 7 e 8).
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Figura 7. Registro de um animal representativo do grupo mostrando as mudangas na presséo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela microinjecado unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7°, 17°, 27’ e 37’) a microinjecao de
salina (0,9%, 100 nL) no NA.
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Figura 8. Deltas de pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjegédo unilateral de ATP (3,5 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7’, 17°, 27
e 37’) a microinjegdo de salina (0,9%, 100 nL) no NA, (n=5).



5. Efeitos da microinje¢cdo de antagonista de receptores P2 sobre as

respostas do L-Glutamato no NA

A figura 9 apresenta um tragcado de um rato representativo deste grupo
mostrando o efeito da microinjecéo prévia de PPADS (500 pmol/100 nL) nas
respostas cardiovasculares do L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) microinjetado no
NA. A resposta pressora gerada pela microinje¢cdo de L-Glutamato foi
significativamente aumentada aos 7’ (60,0 + 3,3 mmHg, p<0,01) e reduzida aos
27 (7,4 £ 6,8 mmHg, p<0,05) e 37’ (2,5 £ 5,7 mmHg, p<0,01) apds o bloqueio
com PPADS (500 pmol/100 nL) quando comparada ao controle (26,0 + 6,7
mmHg). Nenhuma alteragdo estatisticamente significante sobre a resposta
pressora foi observada aos 17’ apds o bloqueio. A resposta bradicardica ao L-
Glutamato se manteve aos 7’ (-136,8 + 28,2 bpm), mas passou a ser reduzida
aos 17’ (-49,9 £ 22,3 bpm, p<0,01), 27’ (-23,2 + 10,2 bpm, p<0,01) e 37’ (-24,8
+ 17,4 bpm, p<0,01) quando comparada ao controle (-150,0 + 14,7 bpm). Os

dados deste protocolo experimental estdo sumariados na figura 10.
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Figura 9. Registro de um rato representativo do grupo mostrando as mudangas na presséo arterial pulsatil (PAP), presséo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela microinje¢do unilateral de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7°, 17°, 27’ e 37’) o bloqueio
do NA com PPADS (500 pmol/100 nL).
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Figura 10. Deltas de pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjegéo unilateral de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) antes (controle) e apds (7,
17°, 27’ e 37’) o bloqueio do NA com PPADS (500 pmol/100 nL), (n=9).

**p<0,01 e *p<0,05 indicam diferengas estatisticamente significantes comparadas ao controle.



6. Efeitos da microinjecao de salina sobre as respostas do L-

Glutamato no NA

A figura 11 apresenta um registro representativo de um animal deste grupo. A
resposta pressora a microinje¢cao de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) no NA nao
foi significativamente alterada aos 7', 17°, 27’ e 37° apds a microinjegao
ipsilateral de salina (0,9%, 50 nL) no NA (figuras 11 e 12). Em relagcédo a
resposta bradicardica ao L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL), esta n&o foi
significativamente alterada aos 7°, 17° e 27’, mas houve uma discreta
atenuacdo da resposta bradicardica no tempo de 37’ apds microinjegdo de
salina (0,9%, 50 nL) no NA quando comparado ao controle (figuras 11 e 12).



L-Glu controle Salina L-Glu 7 L-Glu 17 L-Glu 2T L-Glu 37
200 = r r r r r r

' P L

L fwf«—'\w——ww

150 =

100 f=

PAP (mmHg)

PAM (mmHg)
8
I

D_
soo
___400-
E
=N
= 300 = _\;__/_.—r-'
Lk
200 = —
5s
100 R

Figura 11. Tracado mostrando as mudangas na pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) induzidas
pela microinjecéo unilateral de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) antes (controle) e apés (7°, 17°, 27’ e 37’) a microinjegado de salina (0,9%, 100 nL) no NA
em um rato do grupo.
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Figura 12. Deltas de pressao arterial média (PAM) (A) e frequéncia cardiaca (FC) (B) em
resposta a microinjegéo unilateral de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) antes (controle) e apds (7,
17°, 27’ e 37’) a microinjegéo de salina (0,9%, 100 nL) no NA, (n=7).

*p<0,05 indica diferenga estatisticamente significante comparada ao controle.



7. Efeitos da microinjecao de antagonista de receptores P2 sobre o

reflexo Bezold-Jarisch no NA

A figura 13 apresenta um registro representativo de um animal deste grupo
mostrando o efeito da microinjegao prévia de PPADS (500 pmol/100 nL) no NA
nas respostas cardiovasculares geradas pela ativagdo do reflexo Bezold-
Jarisch com fenilbiguanida (12 ug/kg, i.v.). A microinjecao bilateral de PPADS
no NA atenuou o percentual de queda da PAD e da FC gerado pelo reflexo
Bezold-Jarisch aos 7’ (-47,4 £+ 4,0 % e -21,6 £ 4,4 %), 12’ (-41,0 £ 5,3 % e -21,5
3,9 %)e 17 (-43,1 £ 4,6 % e -22,6 + 3,2 %) apds o bloqueio em relagao ao
controle (-67,4 + 3,2 % e -39,5 + 3,5 %, respectivamente). Entretanto, as
respostas do reflexo Bezold-Jarisch retornaram aos valores pré-bloqueio aos

27’ poés-injecao (figuras 13 e 14).

A tabela 1 apresenta os valores basais de PAM e FC antes e apds o bloqueio
bilateral com PPADS (500 pmol/100 nL) no NA, mostrando que o bloqueio
promoveu um discreto aumento na PAM basal e uma discreta redugao na FC
basal. Todavia, estes valores retornaram aos niveis pré-bloqueio antes da

primeira inje¢ao de fenilbiguanida.
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Figura 13. Registro de um rato representativo do grupo mostrando as mudangas na pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) induzidas pela fenilbiguanida (FBG, 12 ug/kg, i.v.) antes (controle) e apés (7°, 12°, 17° e 27’) o bloqueio bilateral do NA com
PPADS (500 pmol/100 nL).
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Figura 14. Quedas reflexas de presséo arterial diastélica (PAD) (A) e de frequéncia cardiaca
(FC) (B), expressas na forma de percentual de queda, induzidas pela fenilbiguanida (12 ug/kg,
i.v.) antes (controle) e apos (7, 12’, 17’ e 27’) o bloqueio bilateral do NA com PPADS (500
pmol/100 nL), (n=9).

**p<0,01 e *p<0,05 indicam diferencas estatisticamente significantes comparadas ao controle.



Tabela 1. Valores basais de presséo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) antes e
apos bloqueio bilateral com PPADS (500 pmol/100 nL) no NA.

*p<0,05 e **p<0,01 indicam diferengas estatisticamente significantes comparadas aos valores
antes do bloqueio bilateral com PPADS.

BLOQUEIO BILATERAL COM PPADS

Antes Apoés

N PAM (mmHg) FC (bpm) PAM (mmHg) FC (bpm)

9 733+85 3350+134 81,1*+95 313,6"™ £12,7




8. Efeitos da microinje¢cao de salina sobre o reflexo Bezold-Jarisch no
NA

A figura 15 apresenta um registro representativo de um animal deste grupo. Os
percentuais de queda da PAD gerados pelo reflexo Bezold-Jarisch aos 7’ (62,6
+ 1,8 %), 12° (-65,1 £ 1,4 %), 17’ (63,2 £ 2,5 %) e 27’ (67,0 £ 3,3 %) apods
microinjecdo de salina (0,9%, 50nL) no NA nao apresentaram diferengas
estatisticamente significantes em relacdo ao controle (-72,7 + 2,0 %) (figura
16). Do mesmo modo, os percentuais de queda da FC gerados pelo reflexo
Bezold-Jarisch aos 7’ (-35,3 £+ 4,9 %), 12’ (-29,2 + 3,9 %), 17’ (-40,2 £ 6,1 %) e
27 (41,9 £ 5,6 %) apos microinjegdo de salina (0,9%, 50nL) no NA n&o
apresentaram diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao controle
(-39,5 £ 2,6 %) (figura 16).
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Figura 15. Tracado mostrando as mudancas na pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) induzidas
pela fenilbiguanida (FBG, 12 pg/kg, i.v.) antes (controle) e apés (7’, 12, 17° e 27’) a microinjegao de salina (0,9%, 100 nL) no NA em um rato do grupo.
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Figura 16. Quedas reflexas de pressao arterial diastdlica (PAD) (A) e de frequéncia cardiaca
(FC) (B), expressas na forma de percentual de queda, induzidas pela fenilbiguanida (12 ug/kg,

i.v.) antes (controle) e ap6s (7, 12’, 17’ e 27’) a microinjegéo bilateral de salina (0,9%, 50 nL)
no NA, (n=9).



9. Fotomicrografia e representagao esquematica

A figura 17 é uma fotomicrografia de uma secc¢ao transversal do tronco cerebral
de um animal, mostrando um sitio de microinjegcdo no NA. Na mesma figura
temos uma representacao esquematica do NA, mostrando sua localizagédo em

relagdo ao parametro rostro-caudal (-13,80 mm) em relagdo ao bregma.

Figura 17. Representagdo esquematica do nucleo ambiguo (NA) em um corte histolégico na
regido -13,8mm em relagdo ao bregma (a esquerda) (Modificado de Paxinos e Watson, 1998).
Fotomicrografia de uma secgéo transversal do tronco cerebral de um animal, mostrando o sitio

de microinjegdo no NA (a direita) (aumento de 30,7x).



DISCUSSAO



1. Efeitos da microinjecao de doses crescentes de ATP no NA e do
bloqueio autonémico periférico com prazosin e metil-atropina sobre as

respostas cardiovasculares do ATP

Nossos dados mostram que a microinjegcdo de ATP dentro do nucleo ambiguo
(NA) de ratos anestesiados produziu importantes respostas cardiovasculares.
Para todas as doses de ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0 nmol/50 nL)
microinjetadas no NA foi observada uma resposta pressora. Alguns estudos
sugerem que o NA pode estar relacionado ao controle autondémico néao
somente de frequéncia cardiaca (FC), mas também de pressao arterial (PA)
(Machado e Brody, 1992; 1990; 1988a; 1988b). No estudo de Machado e Brody
(1988a) foi observado que a leséo eletrolitica do NA facilita o desenvolvimento
da hipertensdo em ratos com deaferenciagado sinoaodrtica e que a estimulagéo
elétrica do NA produz um efeito bradicardico e uma resposta pressora
independente. Todavia, como os dados obtidos nesse estudo envolviam a
estimulacao elétrica do NA, poderia se questionar se tais efeitos ndo eram em
decorréncia da ativagado de fibras de passagem. Entretanto, em um estudo
subsequente, Machado e Brody (1988b) conseguiram reproduzir esses
resultados com a lesao de corpos celulares do NA induzida pelo acido kainico e
com a estimulagdo quimica e elétrica do NA, o que sugere que os efeitos
observados no estudo anterior ndo parecem ser em decorréncia da ativagao de
fibras de passagem. Nesse estudo, a lesdo de corpos celulares do NA com o
acido kainico gerou aumento da pressdo arterial apds deaferenciagéo
sinoaodrtica, sugerindo uma influéncia inibitéria do NA sobre o tono vasomotor
simpatico. Adicionalmente, nesse estudo, a estimulagao quimica (L-Glutamato)
e elétrica do NA produziu bradicardia e aumento da PA, sugerindo tanto a
presenca de neurbnios cardioinibitorios quanto de neurénios relacionados a

excitagao simpatica no NA de ratos.

Em contrapartida, ndo pode ser descartada a possibilidade que a resposta
pressora observada possa ser em decorréncia de uma limitagdo metodoldgica.
Com o volume utilizado nos experimentos (50 nL), é possivel que as solugdes
de ATP microinjetadas no NA poderiam se difundir para outros nucleos,

alcancando assim diferentes sub-populagbes de neurbnios e interneurénios.



Considerando esta hipotese, uma regido que poderia estar sendo atingida pelo
extravasamento das solu¢des de ATP seria o campo tegumentar lateral (LTF).
O LTF é considerado uma das estruturas geradoras da atividade simpatica,
junto com o bulbo ventrolateral rostral (RVLM) e o nucleo caudal da rafe
(Gebber, 1990). Estudos feitos no rato sugerem uma fungdo do LTF na
regulacdo cardiovascular (Yardley et al, 1989; Korkola e Weaver, 1993;
Cochrane e Nathan, 1993). Em um estudo de Marchenko e Sapru (2003) em
ratos decerebrados e com desnervagao sinoadrtica, microinjegcbes de L-
Glutamato no LTF e na formagao reticular adjacente produziram respostas
pressoras, consistentes com outros estudos (Chai et al., 1988; Lin et al., 1989;
Yardley et al., 1989), e bradicardicas. As respostas bradicardicas foram mais
evidentes em areas do LTF circundando o nucleo motor dorsal do vago (DMV)
e o NA. Portanto, ndo podemos descartar a possibilidade de que o ATP poderia
estar agindo no NA e também alcancando o LTF. E importante ressaltar,
entretanto, que microinje¢cées fora do campo envolvendo o NA n&o foram
capazes de gerar as respostas cardiovasculares caracteristicas da ativagao

deste nucleo.

As diferentes doses de ATP (0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e 6,0 nmol/50 nL) também
produziram uma resposta bradicardica, indicando que as microinje¢des
atingiram os neurbnios da formagédo externa do NA, os quais contém os
neurbnios pré-ganglionares parassimpaticos vagais (Loewy e Spyer, 1990).
Sustentando estes resultados, estudos anatémicos tém demonstrado a
existéncia de receptores purinérgicos tanto no NA quanto no DMV (Fong et al,
2002; Ashour e Deuchars, 2004; Yao et al., 2000). Varios subtipos de
receptores P2 tém sido identificados no NA, como P2Y, (Fong et al., 2002),
P2X,, P2X4 e P2Xs (Yao et al., 2000). A ativagao de receptores purinérgicos em
outros nucleos bulbares produziu respostas cardiovasculares semelhantes.
Estudos envolvendo microinjegdes de a,3-metileno ATP, agonista de receptor
P2X, e 2-metiltio ATP, agonista de receptor P2, no nucleo do trato solitario
(NTS) de ratos anestesiados (Ergene et al., 1994), o qual contém neurdnios
funcionalmente ligados aos neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos do NA
(Loewy e Spyer, 1990), produziram resposta hipotensora e bradicardica. Outro
estudo mais recente de de Paula e colaboradores (2004) mostrou que a



microinjecdo de ATP no NTS de ratos acordados também produz resposta
bradicardica, mas ao invés de uma resposta hipotensora uma resposta
hipertensora foi observada. Desta forma, o ATP e os receptores P2 parecem
estar envolvidos no processamento das respostas parassimpaticas em

diferentes nucleos bulbares.

Todavia, poderia se questionar se as respostas bradicardicas a microinjecao de
ATP no NA nao poderiam ser reflexas as alteracbes pressoras observadas.
Para avaliarmos esta possibilidade, promovemos o bloqueio autondédmico
periférico com prazosin e metil-atropina e avaliamos o efeito sobre as respostas
cardiovasculares do ATP no NA. Por meio deste protocolo, pudemos observar
que a resposta pressora gerada pela microinjegdo de ATP no NA parece ser
realmente devido a simpatoexcitagdo, pois a inje¢édo intravenosa de prazosin,
antagonista as-adrenérgico, aboliu a resposta pressora. De fato, a microinjecéo
de ATP apéds prazosin produziu uma discreta resposta hipotensora, a qual
parece ser essencialmente dependente da permanéncia da intensa resposta
bradicardica. Em contrapartida, a resposta bradicardica do ATP nao parece ser
uma resposta reflexa a resposta pressora observada, haja vista que, apos o
bloqueio da resposta pressora pelo prazosin, a bradicardia gerada pela
microinjecao de ATP persistiu. A bradicardia foi abolida somente apds bloqueio
dos receptores muscarinicos com metil-atropina. Deste modo, nossos
resultados sugerem que a resposta bradicardica do ATP parece ser realmente

devido a ativagao dos neurdnios pré-ganglionares vagais do NA.

Ha que se considerar também a possibilidade de que as respostas
cardiovasculares geradas pela microinjecdo de ATP no NA possam ser em
decorréncia do catabolismo do ATP em adenosina pelas 5’-ectonucleotidases,
a qual poderia resultar em uma ativagcao subsequente de receptores P1 de
adenosina no NA. Varios estudos indicam uma importante fungdo da adenosina
e dos receptores de adenosina na neurotransmissdo/neuromodulacdo no
sistema nervoso central (SNC) (Phillis et al., 1997; Ralevic e Burnstock, 1998).
Estudos realizados em preparagdes anestesiadas ou in vitro (Dale et al., 2002;
Kato e Shigetomi, 2001; Miles et al., 2002; St. Lambert et al., 1997) indicaram
que as respostas geradas pela aplicagdao de ATP dentro de tecidos neurais

foram mediadas pela adenosina. Em um estudo de Kato e Shigetomi (2001)



realizado em fatias do tronco cerebral, um efeito inibitério do ATP foi mostrado
em neurbnios do NTS, o qual nao foi reproduzido pelo a,3-metileno ATP,
analogo n&o-hidrolisavel do ATP, e também nao foi afetado pelo PPADS.
Nesse mesmo estudo, Kato e Shigetomi (2001) foram capazes de bloquear
este efeito inibitério do ATP com antagonistas de receptor A1 de adenosina, 8-
ciclopentilteofilina (8-PT) ou 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina  (DPCPX),
indicando que este efeito inibitério do ATP foi mediado por receptores de
adenosina A1. Em contrapartida, estudo de de Paula e Machado (2001)
mostrou que o antagonista seletivo de receptores de adenosina A1, DPCPX,
microinjetado no NTS bloqueou completamente a resposta cardiovascular
gerada pela microinjecdo de adenosina no NTS, mas n&o teve efeito nas
respostas cardiovasculares geradas pela ativagdo quimiorreflexa (De Paula e
Machado, 2001) ou pela microinjegdo de ATP no NTS (De Paula et al., 2004),
indicando que em ratos acordados as respostas cardiovasculares a
microinjecdo de adenosina no NTS sdo mediadas por receptores A1 e
sugerindo que os efeitos da microinje¢gdo de ATP no NTS nao séo
consequéncia da agcdo da adenosina em receptores A1. Nosso estudo néo
avaliou o papel dos receptores de adenosina na mediagdo das respostas
cardiovasculares geradas pela microinjecdo de ATP no NA. Entretanto, no
protocolo em que foi utilizado o antagonista de receptores purinérgicos do tipo
P2, observamos uma atenuacgao da resposta bradicardica do ATP. Ainda que o
papel dos receptores de adenosina ndo possa ser descartado, estes resultados
sugerem que as respostas cardiovasculares da ativagdo do NA pelo ATP nao

parecem ser em decorréncia da sua degradagao a adenosina.



2, Efeitos da microinjegdo de antagonista de receptores P2 sobre as
respostas do ATP e do L-Glutamato no NA

No presente estudo, a resposta pressora gerada pela microinje¢ao de ATP no
NA nao foi bloqueada ou atenuada pelo PPADS. Uma questdo que deve ser
considerada € a seletividade e eficacia do antagonista. O antagonismo por
PPADS tem sido investigado em varios tecidos e células (Lambrecht, 1996;
Lambrecht et al., 1996; Ralevic e Burnstock, 1998). O PPADS é aceito como
um antagonista ndo-seletivo (mas n&o universal) de receptor P2 (Ralevic e
Burnstock, 1998), bloqueando recombinantes homomeéricos P2X4, P2X,, P2X3
e P2Xs, heteroméricos P2Xy3 € P2X45, € receptores P2Y 1 com similar poténcia.
Entretanto, O PPADS é pouco ou nao-efetivo para homoméricos P2X4, P2Xs €
P2X7, heteroméricos P2X4s € receptores P2Y;, P2Y4, P2Yg e P2Y 11 (Communi
et al., 1999). Sendo assim, é possivel que a auséncia de efeito do bloqueio
com PPADS sobre a resposta pressora do ATP possa ser devido ao fato que
os subtipos de receptores purinérgicos envolvidos nesta resposta possam néo
estar sendo bloqueados pelo PPADS. Outro fato que deve ser avaliado é que o
efeito pressor do ATP apds PPADS pode estar relacionado a ativagado de um
diferente sistema neurotransmissor, considerando que o ATP pode agir como

um co-transmissor com diferentes neurotransmissores (Burnstock, 1986).

Sobre a resposta bradicardica do ATP observamos que a microinjecao de
PPADS foi efetiva em atenuar esta resposta. Estes dados indicam que a
resposta bradicardica do ATP parece envolver a participagao de receptores P2
na mediagcédo desta resposta, haja vista que o PPADS foi capaz de atenuar a
bradicardia do ATP. Todavia, como mencionado anteriormente, a auséncia de
bloqueio completo desta resposta pode ser devido ao fato de o PPADS nao ser
efetivo em bloquear todos os subtipos de receptores P2, podendo entdo a
resposta remanescente ser em decorréncia da ativacdo de receptores nao
bloqueados. De fato, a falta de agonistas e antagonistas seletivos para os
subtipos de receptores P2 tem sido um obstaculo na caracterizacdo destes
receptores. Muitos dos ligantes de receptores P2 disponiveis sao altamente
limitados quanto a cinética de acao, afinidade pelo receptor, especificidade



para receptor P2X/P2Y e seletividade para os subtipos. Além disso, erros
podem ocorrer na classificagdo do receptor com base em agonistas,
considerando que muitos nucleotideos variam metabolicamente e devem ser
degradados pelas ectonucleotidases presentes nas células (Cusack, 1993;
Zimmermann, 1996), resultando em uma possivel caracterizagao errébnea dos
receptores P2 (Humphrey et al., 1995; Ralevic e Burnstock, 1998). Um grande
numero de compostos tem sido usados para bloquear respostas mediadas
pelos receptores P2, entretanto nenhum destes compostos € considerado ideal
(Humphrey et al., 1995; Bhagwat e Williams, 1997; Jacobson et al., 1998;
Ralevic e Burnstock, 1998). A principio, a seletividade dos antagonistas de
receptor P2 deveria ser testada contra todos os subtipos conhecidos da familia
de receptores P2X e P2Y. Isto tem sido feito com o suramin e o PPADS,
antagonistas n&o-seletivos para receptores P2 (Lewis et al., 1995; Soto et al.,
1997; Harden et al., 1998; Lé et al., 1998; Ralevic e Burnstock, 1998; Bianchi et
al., 1999). Outros antagonistas seletivos para subtipos de receptores P2X
incluem o 1-[N,O-bis(5-isoquinolinasulfonil)-N-metil-L-tirosil]-4-fenilpiperazina
(KN-62), o 2°,3’-0-(2,4,6,-trinitrofenil) adenosina 5'-trifosfato (TNP-ATP) e o
diinosina pentafosfato (IPsl) (Lambrecht, 2000). Deste modo, com base em
nossos resultados ndo podemos saber ao certo quais os subtipos especificos
de receptores P2 envolvidos na mediacdo das respostas. Todavia, apesar das
limitagdes metodoldgicas do antagonista utilizado, os efeitos observados nos
permitem inferir que os receptores P2 do NA participam das respostas
cardiovasculares do ATP no NA.

Nossos resultados mostram pela primeira vez que o sistema purinérgico
participa das respostas cardiovasculares do NA. O papel do sistema
purinérgico na mediagcdo do componente parassimpatico do NTS também foi
demonstrado no estudo de de Paula e colaboradores (2004). Neste estudo, o
bloqueio com PPADS foi efetivo em atenuar a resposta bradicardica do ATP no
NTS. Adicionalmente, dados de Thomas e Spyer (2000) corroboram nossos
resultados mostrando que o PPADS bloqueou os efeitos excitatorios do ATP
em neurdnios inspiratorios do grupo respiratério ventral, o qual esta localizado
no bulbo ventrolateral e envolve os neurdnios respiratérios do NA e dos

complexos Botzinger e pré-Botzinger (Richter et al., 1997). Sendo assim, o



ATP, provavelmente por sua acdo em receptores P2, parece participar da

mediacao das respostas cardiovagais do NA.

Todavia, ha que se considerar que a atenuagao promovida pelo PPADS sobre
a resposta do ATP possa envolver uma interferéncia na transmissao
glutamatérgica. A modulacéo purinérgica da neurotransmissdo glutamatérgica
tem sido relatada no SNC em diversas areas, entre elas, o hipocampo
(Rodrigues et al., 2005), o NTS (Jin et al., 2004) e o locus coeruleus (Yao e
Lawrence, 2005). Estudo de de Paula e colaboradores (2004), em ratos
acordados, sugeriu a interacdo dos neurotransmissores ATP e L-Glutamato,
uma vez que o antagonista de receptor P2, PPADS, e o antagonista nao-
seletivo de receptor glutamatérgico, acido kinurénico, reduziram
significativamente a resposta bradicardica gerada pela microinjegcdo de ATP no
NTS. Braga e colaboradores (2007) também mostraram que sdo necessarias
microinje¢des combinadas de PPADS e acido kinurénico no NTS, tanto de
ratos acordados quanto na preparacédo tronco cerebral-coragao isolado, para
que ocorra uma redugao significativa na resposta pressora quimiorreflexa. A
interacdo dos sistemas purinérgico e glutamatérgico na fungédo cardiovascular
também foi evidenciada no locus coeruleus de ratos anestesiados (Yao e
Lawrence, 2005). Em contrapartida, estudo de Ralevic e colaboradores (1999),
realizado em neurdnios do RVLM de ratos anestesiados, ndo demonstrou um
sinergismo funcional entre o q,p-metileno ATP e o L-Glutamato.
Adicionalmente, em um estudo de Thomas e Spyer (2000), realizado em
neurbnios respiratdrios localizados no bulbo ventrolateral de ratos
anestesiados, foi demonstrado que as respostas excitatorias do ATP em
neurdnios inspiratorios provavelmente ndo estdo envolvidas com a modulagéo
da transmissao glutamatérgica, pois os efeitos excitatorios do L-Glutamato néo

foram afetados pelos antagonistas de receptor P2, suramim e PPADS.

Na tentativa de elucidar possiveis interagdes entre sistemas glutamatérgico e
purinérgico no NA, o L-Glutamato foi microinjetado antes e ap6s o antagonista
de receptor P2, PPADS. A atenuagado da resposta bradicardica gerada pelo L-
Glutamato observada nos tempos de 17, 27 e 37 minutos apds o bloqueio com
PPADS sugere o envolvimento dos receptores purinérgicos P2 modulando a

liberagdo de L-Glutamato nos neurdnios cardiaco-vagais do NA. De acordo



com esta hipotése, um estudo recente de Jameson e colaboradores (2008), em
que foi examinada a atividade glutamatérgica dos neurénios cardiaco-vagais do
NA, utilizando registros de patch-clamp whole-cell em uma preparagao in vitro
de fatias cerebrais de ratos, demonstrou que o ATP e o a,B-metileno ATP
ativam receptores P2X pré-sinapticos que faciltam a neurotransmisséo
excitatéria glutamatérgica dos neurdnios cardiaco-vagais. Do mesmo modo,
estudo de Giriffioen e colaboradores (2007), utilizando registros de patch-clamp
em uma preparagao in vitro de fatias bulbares, também evidenciou o
envolvimento dos receptores P2X na neurotransmissdo glutamatérgica dos
neurénios cardiaco-vagais no NA no periodo apos hipdéxia e mostrou que
agonistas de receptores P2Y, o uridina 5’-trifosfato (UTP) e o adenosina 5'-0-
(Z-tiodifosfato), nado aumentaram significativamente a neurotransmissao
glutamatérgica dos neurdnios cardiaco-vagais. Estudos prévios também
mostraram que o ATP agindo em receptores P2X no nivel pré-sinaptico em
neurdnios ganglionares da raiz dorsal resulta no aumento da liberagdo de L-
Glutamato (Gu e Macdermott, 1997). Do mesmo modo, estudos de Shigetomi e
Kato (2004) mostraram que a ativagao de receptores P2X pré-sinapticos com
a,B-metileno ATP no NTS gera liberagdo de L-Glutamato dependente de Ca?".
Portanto, considerando que o ATP pode ser co-liberado juntamente com outros
neurotransmissores  (Burnstock, 1986), & possivel que ambos
neurotransmissores, ATP e L-Glutamato, estejam envolvidos no
processamento da resposta bradicardica gerada pela microinjecdo de ATP no
NA.

Um fato relevante a ser notado, entretanto, € a auséncia de atenuacdo da
resposta bradicardica gerada pelo L-Glutamato no tempo de 7 minutos apos o
bloqueio com PPADS. Poderia se questionar, com base neste dado, se a
atenuacgao observada nos outros tempos nao poderia ser devido a um efeito
taquifilaxico em resposta as repetidas inje¢des de L-Glutamato. Todavia,
apesar de no protocolo controle, com microinjecbes de salina, termos
observado uma atenuacgao tardia, o padrao de respostas observadas difere do
protocolo envolvendo o bloqueio com o PPADS. Portanto, a atenuacdo da
bradicardia glutamatérgica pelo PPADS nao parece ser em decorréncia de um
efeito taquifilaxico. Além disso, € importante ressaltar que, no tempo de 7



minutos apds bloqueio com PPADS, a resposta pressora do L-Glutamato teve
um significante aumento, o que poderia estar mascarando uma possivel
atenuacgao da resposta bradicardica neste mesmo tempo. De fato, estudos de
Yao e Lawrence (2005) mostraram que a resposta hipotensora a microinjegao
de L-Glutamato no locus coeruleus era modificada para uma intensa resposta
pressora apdés o bloqueio com PPADS. De modo semelhante, estudos de
Ergene e colaboradores (1994) mostraram resposta hipotensora e pressora ao
ATP no NTS de ratos anestesiados. Nesses estudos, seguindo o bloqueio dos
receptores P2 no NTS com suramin, o catabolismo do ATP a adenosina
poderia ser responsavel pela mediagao da resposta pressora observada apés o
bloqueio. Deste modo, em nosso estudo é possivel que a exacerbacdo da
resposta pressora glutamatérgica apos o bloqueio com PPADS possa se dever
a um envolvimento de receptores de adenosina no NA ou no LTF adjacente em
decorréncia da degradacao do ATP a adenosina. Sendo assim, nossos estudos
corroboram a hip6tese de uma interagdo entre os sistemas purinérgico e

glutamatérgico na mediagao das respostas bradicardicas no NA.

O mecanismo envolvido na interagdo entre receptores purinérgicos e
glutamatérgicos tem sido alvo de investigacdo por diversos pesquisadores.
Estudo de Jameson e colaboradores (2008) demonstrou que o possivel
mecanismo da liberagdo pré-sinaptica de L-Glutamato se da por receptores
P2X, os quais sao canais ibnicos que medeiam agdes rapidas do ATP (Torres
et al, 1999a; 1999b). No estudo de Jameson e colaboradores (2008) foi
utilizado um bloqueador de canal de calcio voltagem-dependente, o CdCly,
demonstrando que o aumento da liberagcdo glutamatérgica ndo é dependente
de canais de calcio voltagem-dependentes. Com base nesses resultados, foi
sugerido que o aumento da liberagao de L-Glutamato é resultante da entrada
de calcio pré-sinaptica diretamente via receptores P2X; haja vista que os
receptores P2X podem facilitar a liberacdo do L-Glutamato diretamente
mediando a entrada de calcio pré-sinaptica (Khakh e Henderson, 1998) ou,
alternativamente, podem despolarizar o terminal pré-sinaptico para abrir canais
de calcio voltagem-dependentes que entdo geram a liberagcdo do L-Glutamato
(Gu e MacDermott, 1997). O aumento na neurotransmissdo glutamatérgica
resultante da acdo do ATP sobre os receptores P2X mostrado no estudo de



Jameson e colaboradores (2008) € similar a liberagdo do L-Glutamato no NTS
(Jin et al., 2004), bem como no nervo terminal hipocampal (Rodrigues et al.,
2005). Todavia, apesar das evidéncias que os receptores P2X sdo os
responsaveis por mediar a modulagado da neurotransmissao glutamatérgica no
NA, ndo podemos desconsiderar a possibilidade do envolvimento dos
receptores P2Y, cuja transdugao do sinal intracelular € mediada via segundos

mensageiros (Strobaek et al., 1996).



3. Efeitos da microinjecao de antagonista de receptores P2 sobre o
reflexo Bezold-Jarisch no NA

O bloqueio purinérgico promovido pela microinje¢ao bilateral do PPADS gerou
atenuacado das respostas do reflexo Bezold-Jarisch sugerindo o envolvimento
dos receptores purinérgicos na mediagdo deste reflexo. Esta atenuagao das
respostas reflexas ndo parece ser em decorréncia da alteracdo dos niveis
basais pelo bloqueio com PPADS. Como podemos observar o bloqueio bilateral
com PPADS no NA promoveu apenas discretas respostas pressoras e
bradicardicas, as quais retornaram aos niveis basais antes das injegdes
subsequentes. A resposta bradicardica do reflexo Bezold-Jarisch foi
significativamente atenuada nos tempos de 7, 12 e 17 minutos apds bloqueio
com PPADS, com recuperagdo em 27 minutos. Esta atenuacdo da bradicardia
reflexa foi parcial, sugerindo que a distribuicdo dos receptores purinérgicos que
participam do reflexo Bezold-Jarisch no NA pode estender-se além da area
bloqueada pela microinje¢ao. Adicionalmente, ha que se considerar que, uma
vez que o PPADS nao constitui um bloqueador universal, € possivel que os
receptores purinérgicos ndo bloqueados estejam mantendo as respostas
reflexas remanescentes. Além disso, outra possibilidade para a resposta
bradicardica reflexa remanescente poderia ser a existéncia de outros

receptores e neurotransmissores modulando o reflexo Bezold-Jarisch no NA.

Outros estudos também mostraram a participagdo do sistema purinérgico na
mediacdo de reflexos cardiovasculares em outros nucleos, como o NTS.
Antunes e colaboradores (2005) mostraram que a microinjecdo de ATP em
diferentes sub-regides do NTS (intermediario e caudal) de ratos acordados
produziu respostas pressora e bradicardica similares as observadas em
resposta a ativagdo quimiorreflexa. Outro estudo de Braga e colaboradores
(2007) também mostrou participagado do sistema purinérgico na mediagdo das
respostas quimiorreflexas. Nesse estudo, microinjegdes combinadas de
PPADS, antagonista nao-seletivo de receptor P2, e acido kinurénico,
antagonista de receptores de aminoacidos excitatorios, no NTS de ratos
acordados e na preparacdo tronco cerebral-coragao isolado produziram uma



reducao significante nas respostas pressora e bradicardica quimiorreflexas,
sugerindo uma interacdo dos sistemas purinérgico e glutamatérgico no
processamento dos componentes simpatico e parassimpatico do quimiorreflexo
ao nivel do NTS. Estes estudos corroboram o envolvimento das purinas na
neurotransmissao de reflexos cardiovasculares em nucleos relacionados com o

controle cardiovascular.

A atenuacao discreta da resposta depressora do reflexo Bezold-Jarisch gerada
pelo bloqueio purinérgico com o PPADS pode ser secundaria ao efeito
observado sobre a FC. Estudos prévios mostraram que a reposta depressora
do reflexo Bezold-Jarisch parece ser secundaria a intensa excitagédo
cardiovagal e ndo devido a uma inibigdo simpatica. Chianca e Machado (1996)
demonstraram que o antagonismo seletivo de receptores NMDA com o acido
fosfonovalérico (AP-5) no NTS de ratos acordados produziu um bloqueio dose-
dependente das respostas bradicardica e hipotensora do reflexo Bezold-
Jarisch. Contudo, o bloqueio colinérgico com metil-atropina aboliu
completamente as respostas bradicardica e hipotensora, indicando que a
queda na PA foi essencialmente devido a uma intensa redugéo na FC, a qual
poderia momentaneamente reduzir o débito cardiaco e consequentemente a
PA. Estes achados do bloqueio da bradicardia e hipotensao pela metil-atropina
estdo de acordo com estudos prévios de Willete e colaboradores (1982), os
quais também mostraram que a atropina bloqueou as respostas bradicardica e
hipotensora. Adicionalmente, estudos de Verberne e Guyenet (1992) e Sevoz e
colaboradores (1996) realizados em ratos anestesiados mostraram que a
ativacado do reflexo Bezold-Jarisch com fenilbiguanida produziu uma intensa
bradicardia e uma redugéo na atividade do nervo simpatico, a qual ndo parecia
ser suficiente para produzir uma significante queda na PAM, corroborando a
hipétese de que a queda na PAM parece ser realmente em decorréncia da
queda do débito cardiaco. Entretanto, em experimentos anteriores de Chianca
e Machado (1996) com ratos sob anestesia de uretana, a metil-atropina aboliu
a resposta bradicardica, mas nédo bloqueou a resposta hipotensora a ativagao
do reflexo Bezold-Jarisch. Esta diferenga na resposta autonémica a ativacao do

reflexo Bezold-Jarisch entre animais acordados e anestesiados indica que a



anestesia produz uma importante mudanga no processamento deste sistema
aferente nas diferentes sinapses envolvidas nesta via neural.

Nossos resultados apontam para uma importante participagdo do sistema
purinérgico do NA na mediacéo das respostas do reflexo Bezold-Jarisch. Essa
modulagdo parece envolver a participagdo de receptores purinérgicos P2.
Todavia, nado podemos descartar que os efeitos modulatérios das purinas sobre
este reflexo envolvam uma modulagdo do sistema glutamatérgico ao nivel do
NA. Os subtipos de receptores P2 envolvidos na modulagao purinérgica, bem
como O mecanismo de interagdo entre os sistemas purinérgico e
glutamatérgico na mediacdo das respostas do reflexo Bezold-Jarish

permanecem por ser investigados.



CONCLUSOES



o As microinje¢des unilaterais de ATP nas doses de 0,31; 2,5; 3,5; 5,0 e
6,0 nmol/50 nL no NA promoveram respostas bradicardicas com um padrao
dose-dependente e também respostas pressoras.

o O bloqueio as-adrenérgico com prazosin ndo alterou significativamente a
resposta bradicardica, mas aboliu a resposta pressora gerada pela
microinjecao de ATP (3,5 nmol/50 nL).

o O bloqueio muscarinico com metil-atropina aboliu a resposta

bradicardica gerada pela microinje¢cao de ATP (3,5 nmol/50 nL).

o O bloqueio ipsilateral do NA com PPADS (500 pmol/100 nL) promoveu
uma atenuacéo significativa da resposta bradicardica gerada pela microinjecédo
de ATP (3,5 nmol/50 nL).

o O bloqueio ipsilateral do NA com PPADS (500 pmol/100 nL) promoveu
uma atenuacéo significativa da resposta bradicardica gerada pela microinjecao
de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL).

o As microinjecdes bilaterais de PPADS (500 pmol/100 nL) promoveram

discretas alteragdes de curta duracao dos valores basais de PA e FC.

o O bloqueio bilateral do NA com PPADS (500 pmol/100 nL) atenuou
significativamente as respostas hipotensora e bradicardica do reflexo Bezold-

Jarisch.



Os resultados do presente estudo sugerem que o0s receptores purinérgicos do
tipo P2 no NA parecem estar envolvidos na mediagdo das respostas
cardiovagais ao ATP e que possivelmente participam da
neurotransmissdo/neuromodulagdo glutamatérgica em ratos anestesiados.
Além disso, nossos resultados também sugerem que estes receptores parecem
ter participagdo na mediacdo das respostas cardiovasculares do reflexo
Bezold-Jarisch. No entanto, os subtipos especificos de receptores purinérgicos
envolvidos bem como a participagéo do sistema purinérgico em outros reflexos

cardiovasculares ao nivel do NA permanecem por ser elucidados.
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APENDICE



Mudangas na PAM e FC promovidas pela microinje¢do de L-Glutamato (5,0 nmol/50 nL) no NA
de ratos.

MICROINJEGOES DE L-GLUTAMATO NO NA

Protocolos N (ﬁr:?-lhg) A FC (bpm)
1 37 18,829 -166,6 + 9,4
2 6 28,8+ 3,4 -124,1 £10,7
3 ) 2,8 +139 -178,1 £+ 10,8
4 S 259+43 -164,7 + 120
5 9 16,6 £ 10,0 -141,6 £ 13,9
6 7 248 £ 3,3 -154,0 £ 11,0
7 9 5,816,6 -1495+7,4

8 9 19,2+ 47 -146,8 + 12,3




ANEXOS



Obex

\ NAe PAA

Esquema representativo das subdivisbes no nucleo ambiguo (NA) no tronco cerebral do rato. NAc - nucleo ambiguo compacto; NAe — nucleo ambiguo,
formacdo externa; NAI — nucleo ambiguo, formacgao reticulada (loose formation); NAsc — nucleo ambiguo semi-compacto; NC — nucleo cuneatus; NRL —
nucleo reticular lateral; PAA — ndcleo paraambigualis; RAmb — nucleo retroambiguo; VI, — nucleo facial medial. (Modificado de Bieger E Hopkins, 1987).
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Estruturas de alguns agonistas e antagonistas de receptors purinérgicos P2 (Modificado de

Donnely-Roberts e Jarvis, 2007).
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