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RESUMO

INTRODUCAO: A amigdala medial (AMe) modula comportamentos sociais e respostas a
estimulos estressantes. Para tanto s3o necessarios ajustes homeostaticos concomitantes,
inclusive da funcao cardiovascular. Dada sua notavel presenca na AMe, glutamato (Glu) e
GABA poderiam estar envolvidos na regulagdo da atividade cardiaca e da pressdo
arterial (PA). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da microinje¢do de Glu e GABA
no nucleo medial postero-dorsal (AMePD) de ratos ndo anestesiados sobre o controle
cardiovascular em situacao basal e apos estimulagdo dos barorreceptores € quimiorreceptores.
METODOS: Ratos machos Wistar (3 meses de idade) foram mantidos em condigdes padrio
de biotério e cuidados éticos. Os animais foram anestesiados e submetidos a cirurgia
estereotaxica para implantacdo de canula na AMePD direita. No quinto dia po6s-cirurgico, os
animais foram novamente anestesiados e submetidos a colocacao de cateter de polietileno no
interior da artéria aorta abdominal e da veia cava inferior. Um dia apds a canulag@o dos vasos,
os animais (n = 7 em cada grupo respectivo) foram microinjetados na AMePD com solugao
salina (0,3 pl), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl e GABA nas doses de 2 nM/0,3 pl ou 3
uM/0,3 ul. Dados de freqiiéncia cardiaca (FC) e de PA foram obtidos por 3 minutos em
periodo basal (controle) e, a seguir, foram microinjetadas as substdncias mencionadas e
testadas as varidvies de interesse. Os reflexos pressores foram testados pela injegdo de
fenilefrina (8 pg/ml) e nitroprussiato de sédio (100 pg/ml) e os quimiorreceptores pela inje¢ao
de cianeto de potassio (KCN, doses crescentes desde 60 até 180 pg/kg). Os dados foram
comparados pelo teste da analise da variancia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas
e pelo teste post hoc de Newman-Keuls ou pela ANOVA de uma via e pelo teste de Tukey,
conforme apropriado. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05.

RESULTADOS: Nao houve diferenca entre os grupos estudados nos valores de FC, PA
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sistolica, PA diastolica e PA média em situagdo basal ou em decorréncia das diferentes
microinjecdes nos grupos estudados (p > 0,05). Glutamato ¢ GABA microinjetados na
AMePD também ndo geraram nenhuma diferenca significativa na FC ou na PA ou apds a
estimulacdo dos quimiorreceptores com KCN nas diferentes doses empregadas (p > 0,05).
Porém, na comparacdo dos valores referentes ao platdé de taquicardia, ou seja, a resposta
maxima de FC induzida pelo decréscimo da PA mediada pelos barorreceptores apos
estimulacdo da atividade reflexa com nitroprussiato de sddio, houve diferencas significativas
quando comparados os valores obtidos entre o grupo que foi microinjetado com GABA na
dose de 2 nM em relagdo ao grupo controle (salina) ou ao que recebeu GABA na dose
de 3 uM (p < 0,05 em ambos os casos). Da mesma forma, na avaliacdo do ganho médio ou
sensibilidade média do barorreflexo, apos estimulacao reflexa mediada pelos barorreceptores,
houve diferenga estatisticamente significativa na comparagdo entre os dados do grupo que
recebeu salina e os demais grupos experimentais que receberam glutamato 45nM ou GABA
em ambas as doses (menores apds microinjegdes de glutamato ou GABA, p < 0,01 em todos
os casos). DISCUSSAO: A AMePD, por agdo de glutamato e GABA, modula respostas
pressoricas reflexas e participa do controle central da PA. Tais dados, ainda inéditos, podem
indicar que a AMePD se vale também de sua atividade glutamatérgica e GABAérgica local
por circuitaria propria ou devido a aferéncias neurais para modificar variaveis
cardiovasculares, provavelmente de forma concomitante a organizacdo de comportamentos. O
papel, no entanto, desses neurotransmissores quimicos em condi¢do fisiologica e/ ou

patolégica depende de trabalhos futuros.



1 INTRODUCAO

1.1 AMIGDALA

O termo amigdala, ou complexo amigdaliano', adveio de estudos anatdmicos em
primatas nos quais varios nucleos localizados rostralmente a cauda do nucleo caudado, ao
hipocampo e ao corno temporal do ventriculo lateral pareciam, agrupadamente, ter uma
conformacdo esferdide e alongada, a qual lembrava a forma de uma améndoa (do grego
adveio seu nome, embora ndo tenha esse mesmo aspecto em todos os animais estudados até o

momento; SWANSON; PETROVICH, 1998; NEWMAN, 2002, PITKANEN et al., 2000).

No encéfalo de ratos a amigdala constitui-se de nucleos subcorticais interconectados
que se situam no lobo temporal, lateral ao hipotalamo ¢ ventral ao estriado (ALHEID et al.,
1999; EVERITT et al.,, 1995; SWANSON; PETROVICH, 1998; OLMOS et al., 2004).
Estudos em ratos demonstram que ela se situa lateralmente ao trato Optico (TO), na parte
ventral do telencéfalo, tendo como limite rostral uma regido pouco definida proxima do
nuicleo do trato olfativo lateral e, caudalmente, limitrofe a zona de transicdo amigdalo-
hipocampal (de OLMOS et al., 2004). A amigdala é composta por nucleos e subnucleos que
formam uma complexa rede estrutural inter-relacionada e multifuncional, anatomicamente

e funcionalmente heterogénea, uma vez que estad envolvida na modulagdo de diversos

1 Embora a terminologia anatdmica nomeie esta estrutura como “corpo amigdaldide™ na parte basilar do telencéfalo, por
defini¢@o encontrada em diciondrio da lingua potuguesa, “amigdaliano” ¢ algo relativo ou pertencente & amigdala, enquanto
“amigdaloide” é semelhante & amigdala. Por isso, seguir-se-4 a utilizagdo de amigdaliano, por adequado a intengdo do que se
quer comentar (RASIA-FILHO; HILBIG, 2005).
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comportamentos e ajustes de variaveis organicas (ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995;
PAXINOS; WATSON, 1998; SWANSON; PETROVICH, 1998; PETROVICH et al., 2001;
RASIA FILHO et al., 2000, 2004a). Logo, a amigdala per se ndo ¢ nem uma unidade
anatomica, nem funcional (SWANSON; PETROVICH, 1998).

Ao longo do tempo, diversas formas de divisdo para a amigdala foram propostas.
Existe, no entanto, consideravel debate sobre sua subdivisao em nucleos em varias espécies
animais (SWANSON; PETROVICH, 1998; NEWMAN, 2002, PITKANEN et al., 2000;
RASIA-FILHO et al., 2000, 2004a). Outro motivo de discussdo refere-se aos limites
anatomicos extremos da amigdala que permanecem ainda controversos (SWANSON;
PETROVICH, 1998; de OLMOS et al., 1999; NEWMAN, 2002; de OLMOS et al., 2004).
Prince e colaboradores (1987) propuseram um esquema unico de classificacdo dos nticleos
amigdalianos de ratos, gatos e macacos dividindo a amigdala desses animais em trés grandes
porg¢des: nucleo basolateral (ABL), do qual fariam parte os subnucleos lateral (ABLI), basal, e
basal acessorio € que estariam amplamente interconectados com o neocortex; por¢ao cortical
medial (ACOM), que corresponderia aos subnucleos cortical, a amigdala medial (AMe), o
cortex periamigdaldide e o nucleo do trato olfatorio’ lateral, relacionados com o sistema
olfativo principal e acessorio; e, por ultimo, ntcleo central (ACe) e area amigdaldide anterior
(AA), que estariam envolvidos com atividades “vegetativas” que, neste texto, serdo tratadas
como simpaticas e parassimpaticas (para comentario sobre o termo “vegetativo”, veja-se

RASIA-FILHO, 2006).

Swanson e Petrovich (1998) sugeriram que a amigdala pudesse agrupar um niimero de
nucleos que parecem ser partes diferenciadas do cortex cerebral, do claustro e do estriado e
pertencendo a quatro sistemas funcionais: 1) do simpdtico e parassimpatico, composto pela
ACe; 2) cortical fronto-temporal, composto pelos nicleos ABL e ABL anterior (ABLa) e
ABLI; 3) do bulbo olfatério acessorio (AOB), formado pela AMe, tema desta dissertacao e
para a qual dar-se-a maior atencdo a seguir; e, 4) olfatorio principal, relacionado com os
demais nucleos. Em outras palavras, estruturalmente, a amigdala poderia se consistir de uma
divisdo estriatal, constituida pela AA e pela AMe e a ACe, e de uma divisdo cortical que

corresponderia a ABLa e posterior (ABLp), aos nucleos basomedial anterior (ABMa) e

2 “Olfatoério” segundo a Terminologia Anatomica e “olfativo” de acordo com dicionario da lingua portuguesa de
Houaiss.
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posterior (ABMp), cortical postero-medial (ACOpm) e postero-lateral (ACOpl), cortical
anterior (ACOa), lateral (ACOI) e posterior (ACOp), area amigdaloide piriforme (AAP) e
area piriforme de transicdo (SWANSON; PETROVICH, 1998; PETROVICH et al., 2001).

Segundo sua disposicao citoarquitetonica e hodologica, recentemente foi proposto para
a amigdala uma classificagdo em quatro regioes: 1) amigdala “expandida”, assim denominada
por se estender além de seus limites anatdomicos e subdividindo-se nos nucleos da ACe e da
AMe; 2) amigdala cortical, subdividida em complexo basolateral (BL) e em porgdes que se
ligam as vias olfatérias e vomeronasal; 3) areas de transi¢do, localizadas entre a por¢ao
ventral dos nucleos da base ¢ a amigdala “expandida”; 4) ntcleos ainda ndo classificados,
constituidos por um grande grupo de cé€lulas dispersas na substidncia branca, substancia
inominada e por¢des do nicleo da estria terminal (BST; ALHEID et al., 1995; de OLMOS et
al., 2004; Figura 1). De acordo com esta classificacdo, note-se que a AMe € considerada parte
da amigdala que se continua com partes do BST, restando varias controvérsias se a mesma ¢
uma continuagdo ventral do estriado ou ndo (CANTERAS et al.,, 1995; SWANSON;
PETROVICH, 1998; de OLMOS et al., 1999; NEWMAN, 2002).

Funcionalmente, com base na sua anatomia e hodologia, a amigdala parece fazer parte
de trés grandes sistemas: um relacionado com respostas hipotalamicas e do tronco encefalico
e mediada por eferéncias da ACe; o frontotemporal, que compreende a amigdala lateral (AL)
e o ABL; e, o sistema relacionado com as vias olfatorias principal e acessoria, onde estdo
envolvidos os demais nucleos amigdaldides e onde esta a AMe (SWANSON et al., 1998;
PETROVICH et al., 2001). Considerando isso, algumas fungdes foram descritas para o
complexo amigdaliano de ratos. Por exemplo, alguns desses nucleos, principalmente a AL e o
ABL, possuem um papel importante na modulagdo do medo, pois suas aferéncias e eferéncias
associam informagdes e desencadeiam respostas comportamentais, enddcrinas, simpaticas e
parassimpaticas frente a estimulos ameagadores inatos e condicionados (DAVIS, 1992;
DAVIS et al., 2001). Para tanto, tais nicleos da amigdala recebem aferéncias de diferentes
modalidades sensoriais: olfatoria, gustativa, auditiva, visual, somatosensorial e visceral (SAH
et al., 2003). Ou seja, para participar dessas atividades, os nticleos amigdalianos recebem
varios tipos de informagdes sensoriais interoceptivas e exteroceptivas, modificam sua propria
atividade no que se supde seja uma etapa na apreciacdo emocional da informagao recebida, e
estimulam diversas regides do sistema nervoso (SN) central para que se inicie a resposta ao
estimulo inicial (KNUEPEFER et al., 1995; QUIRK et al., 1995). Isso parece dar condigdo

aos nucleos da amigdala para modular diversos comportamentos e ajustes homeostaticos ou
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alostaticos (GUILLAMON et al., 1988; NEWMAN, 2002; SAHA, 2005). De fato, Baseado
em suas conexdes intrinsecas e extrinsecas, Gallagher e Chiba (1996) sugeriram que a
amigdala “¢ ndo somente importante para a regulacdo dos estados emocionais internos que
motivam o comportamento daqueles estados, mas pode também ser importante para a

avaliacdo cognitiva do indice emocional de sinais perceptivos complexos”.

Niicleo préprio da estria terminal lateral

Amigdala central

Divisdio central da amigdala “expandida™
sublenticular

Divisdio central do nicleo priprio da estria
terminal supracapsular
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Figura 1 Classificagdo dos nucleos que compde a amigdala do rato com suas subdivisdes
anatOmicas e seus componentes principais, conforme descrito por Alheid e colaboradores
(1995) e modificado por Rasia-Filho e colaboradores (2000).
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Por exemplo, frente a um estimulo aversivo visual ou auditivo, impulsos nervosos
provenientes do talamo e do cortex cerebral chegam as regides amigdalianas da AL e da ABL.
A seguir sdo transmitidos principalmente a ACe e esta emite eferéncias para varios nucleos do
hipotdlamo e do tronco encefilico, onde as respostas comportamentais relacionadas com
medo e as respostas simpaticas e parassimpaticas sdo organizadas concomitantemente. Isso
faz com que o animal pare os demais comportamentos que vinha fazendo e fique
preferentemente em posicdo imodvel, aumente sua atencdo em relagdo ao ambiente, fique
taquipnéico e taquicardico, tenha elevagdo da pressdo arterial (PA), possa defecar e urinar ou,
ainda aumentar a liberacdo do hormdnio adrenocorticotroéfico (ACTH; AGGLETON et al.,
1989; DAVIS, 1992; BENNETT, 1985, BEAULIEU, 1986; ADAMEC et al., 1994;
AGUILERA, 1998).

Em ratos, a AMe ¢ uma estrutura heterogénea e ¢ um dos nucleos superficiais do
complexo amigdaliano que, ao longo de sua extensdo, estd em contato direto com a regido
lateral do TO e ventral a estria terminal (ST) em sua parte mais posterior. A AMe encontra-se
em posicdo medial e posterior ao nucleo do trato olfatoério e, como limite posterior, estd
aproximadamente onde surgem os ventriculos cerebrais (de OLMOS et al., 2004; Figura 2).
Dorsalmente ela ¢ separada da por¢ao medial da ACe por uma regido pobre em células, a qual
¢ substituida mais ventralmente e caudalmente pelo BST (ALHEID et al., 1995).
Caudalmente, o grupo de ntcleos intercalados da amigdala separa a AMe da ABL. Também
caudalmente, e em posicdo dorsal, grupos de fibras que ascendem dentro da ST sado
interpostos entre a AMe e outros nucleos da amigdala (ALHEID et al., 1995; PETROVICH et
al., 2000; PITKANEN, 2000; de OLMOS et al., 2004).

A AMe apresenta subnticleos com citoarquitetura, conexdes e caracteristicas
neuroquimicas e funcionais diferentes, classificados em quatro partes, a saber: antero-dorsal
(AMeAD), antero-ventral (AMeAV), postero-dorsal (AMePD) e postero-ventral (AMePV;
Figura 2; ALHEID et al., 1995; CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al., 2000; de
OLMOS et al., 2004; RASIA-FILHO et al., 2004). De acordo com suas conexdes, Canteras et
al. (1995) sugeriram que a AMe poderia também estar organizada em uma regido anterior
ou rostral, da qual fazem parte a AMeAD, a AMeAV e a AMePV, e em uma regido
posterior ou caudal, da qual faz parte a AMePD, embora grandemente interconectada com os
demais subnucleos. A AMePD, adjacente ao TO e ventralmente a ST na parte do telencéfalo

ventral (Figura 3), em cortes histoldgicos coronais corados pela técnica de Nissl, aparece com
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Bregma - 3,30 mm v

Figura 2 Representagdo esquematica de cortes coronais do encéfalo do rato onde se pode
observar os quatros subnucleos da amigdala medial, a saber: antero-dorsal (AMeAD, em
amarelo), antero-ventral (AMeAV, em verde), pdstero-dorsal (AMePD, em azul) e postero-
ventral (AMePV, em vermelho). Os valores em mm colocados no lado direito das imagens
referem-se as distancias posteriores ao bregma. As coordenadas espaciais referem-se ao
hemisfério direito e sdo dorsal (D), ventral (V), medial (M) e lateral (L). Figuras adaptadas do
atlas do encéfalo do rato de Paxinos e Watson (1998) e reproduzidas, com permissdo, de
Quagliotto (20006).
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a forma de um tridngulo alongado, com uma base ventral que se estende no ter¢o caudal da
AMe (ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004). A AMePD apresenta, como
caracteristica citoarquitetonica, uma regido de células densas medialmente que se estende
superficialmente e profundamente, separada por uma regido intermedidria de células esparsas
e, novamente, uma terceira coluna de células orientada paralelamente ¢ mais lateralmente
(ALHEID et al., 1995; de OLMOS et al., 2004; Figura 3). A parte celular da AMePD ¢
rodeada, no seu contorno medial, por uma “camada molecular” constituida de poucas células
e que se estreita dorsalmente e rostralmente até desaparecer por completo na AMeAD (de
OLMOS et al., 2004), o que corresponde ao feixe de axdénios que forma a via eferente do

nucleo proprio da via olfatoria acessoria (de OLMOS et al., 2004).

A maioria das aferéncias neuronais que chegam as por¢des da AMe sdo provenientes
diretamente do AOB, que envolve estimulos dos feromonios que atuam no oOrgao
vomeronasal (OTTERSEN et al., 1980; PITKANEN, 2000; WESTBERRY, 2003). H4 ainda,
aferéncias mais modestas de regides do telencéfalo basal, as quais possuem conexdes
recipocras com a AMe, e de nucleos do tdlamo, da regido dorsal da ponte relacionada com
informagdes somaticas e viscerais, de grupos celulares da rafe mesencefalica e do locus
certleu (JONES et al., 1977, 1999; AZMITIA et al., 1978; OTTERSEN et al., 1979,1980,
1981; GROOVE, 1988; OHTAKE et al., 1989; HERBERT et al., 1990). Basicamente, outras
aferéncias sdo provenientes do cortex cerebral pré-frontal, do BST e de varios ntcleos do
hipotalamo envolvidos com a modulagdo da atividade neuroendocrina e da emissao de varios
comportamentos (McDONALD, 1998). Grande parte dos axoOnios de projecdo extra-
amigdalianos deixa a AMe via ST ou pela “ansa peduncularis” (via amigdalo-fugal) indo, a
seguir, em direcdo a regides telecefalicas ou diencefilicas. A AMeAD e a AMePV utilizam
como via principal a “ansa peducularis”, enquanto a AMePD utiliza-se da ST como via
eferente proponderante (SWANSON et al., 1979; de OLMOS et al., 2004; SIMERLY, 2004).
Para suas fungdes, os subnucleos da AMe se relacionam intimamente com outros nucleos
intra-amigdalianos, como AA, a ACe, o ABL, os nucleos corticais, a AL, o nucleo posterior, a
AAP e o trato olfatorio acessorio, e com uma grande quantidade de estruturas encefalicas
como o AOB, nucleo olfatério anterior, cortex pré-frontal, cortex piriforme, ntcleo
endopiriforme, a faixa diagonal de Broca, o estriado e o claustro, o nticleo acumbens, a area
septal, area entorrinal e o subiculo, a substancia inominada, o BST e seus componentes,
varios nucleos hipotalamicos (pré-Optico, anterior, ventro-medial, dorso-medial, lateral,

arqueado, periventricular, posterior e pré-mamilar ventral), varios nucleos talamicos, a area
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tegmental ventral ¢ os nucleos da rafe (CANTERAS et al., 1995; McDONALD, 1998;
PETROVICH et al., 2001).

i
)
i

-

Bregma - 3,14mm

Figura 3 Esquema representativo de corte coronal do encéfalo do rato, 3,14 mm posterior a
sutura bregmatica, onde se observa a intima relacdo existente entre a amigdala medial
postero-dorsal (AMePD), o trato optico (TO) e a estria terminal (ST), demonstrando sua
localizagdo, e suas camadas celulares medial (m), intermediaria (i) e lateral (1). Adaptada de
Paxinos e Watson (1998) e reproduzida, com permissao, de Quagliotto (2006).

Com isso e outros dados imunocitoquimicos, Wood e Newman (1995) propuseram que
a regido anterior da AMe estaria principalmente sendo influenciada por informagdes olfativas
e a regido posterior, pelos hormonios gonadais. Essa divisdo andtomo-funcional ndo ¢
absolutamente restritiva, porque ha receptores para esterdides sexuais € conexodes sinapticas

reciprocas em todas as regides da AMe (LEHMAN et al., 1982; OSTERLUND et al., 1998;
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NEWMAN, 2002; SIMERLY, 2004). Mesmo assim, poder-se-ia sugerir que as regides
anterior e posterior da AMe fossem estudadas separadamente a fim de que particularidades
tanto morfologicas quanto funcionais dessas duas por¢des pudessem ser melhor detectadas.
Isto ¢, ao contrario de identificar propriedades inicas para uma mesma estrutura heterogénea,
com esse maior detalhamento ¢ possivel que diferencas sutis entre subnicleos da AMe
possam ser encontradas (LEHMAN et al.,, 1982; NEWMAN, 2002; MAREN, 1996;
OSTERLUND et al., 1998; RASIA-FILHO et al., 1999, 2002, 2004a; SIMERLY, 2004).

Sob o ponto de vista funcional, a lesdo da parte anterior da AMe e da ACO diminuiu a
ocorréncia de comportamento sexual em ratas; a estimulacdo dessas mesmas regides
promoveu o efeito oposto (MASCO et al., 1980). Em machos, a lesio da AMe prejudicou a
ocorréncia de ejaculagdo (HARRIS et al., 1975; VCHTELLO et al., 1987). Ja a estimulagdo
levou a comportamento e atividade eletroencefalografica praticamente indistinguiveis do
periodo de inatividade motora observada em periodo pos-ejaculatorio (KONDO et al., 1998;
SMOCK et al., 1992). Recentemente relatou-se, mais especificamente, que a AMePD
apresenta grande papel na modula¢do do comportamento sexual em ratos (de CASTILHOS et

al., 2006).

Os subnucleos da AMe podem modular respostas a estimulos estressantes que sio
seguidas por respostas neuroendocrinas de ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA). A presenga de catecolaminas liberadas pela adrenal na circula¢do sangiliinea em uma
situagdo de estresse ¢ percebida por terminacdes vagais que atingem o nucleo do trato
solitario (NTS) e, deste, chegam ao complexo amigdaliano (McGAUGH et al., 1996). Isto
modifica a agdo da AMe e da ABL na consolidagdo de memorias condicionadas conjugando,
em paralelo, atividades inatas e aprendidas (ALLEN et al., 1974; BENNETT et al., 1985;
BEALIEU et al., 1987, AGLETON et al., 1989; McGAUGH, 1992). Isto foi notavelmente
observado em situagdes emocionais como a exposi¢do do animal ao seu predador natural
(HARVEY et al., 1984; KLING et al., 1992; KNUEPFER et al., 1995; McGAUGH, 1992).
Neste mesmo sentido, ¢ interessante que a lesio da ACe, da AMe e do ACO em ratos
aumentou a investigacdo social em seus proprios predadores (BLANCHARD et al., 1972) e
gerou uma perda total da retengdo da informagao necessaria para a adaptagdo comportamental
relacionada com a dominagédo social (BOLHUIS et al., 1984). Outros estudos verificaram que
lesdes excitotoxicas na AMe de ratos suprimem respostas do eixo HPA quando os animais sdo
expostos a um evento estressor (isolamento social do animal estudado), bloqueando também a

liberagdo de ocitocina nos nucleos supra-dptico e paraventricular do hipotdlamo (MIYATA,
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1995; DAYAS et al., 1999). Os achados deste ultimo estudo mostram, de forma muito
importante, que a AMe ¢ o primeiro local dentro da amigdala responsavel pelo controle do

HPA e pelas respostas secretdrias ocitocinérgicas frente a um evento estressor emocional

incondicionado (DAYAS et al., 1999).

A AMePD, além de ter conexdo sinaptica com a AL, a ABL e a ACe, estabelece
conexodes sinapticas reciprocas com o cortex entorrinal, o qual envia conexdes para 0s
componentes do sistema olfatorio, inclusive a ABL (CANTERAS et al., 1995; SMITH et al.,
1996, VINADER-CAEROLS et al., 1998; PETROVICH et al., 2001). Isso poderia colocar a
AMePD em condigdo direta para modular o circuito que emite projecdes entre o hipocampo,
outros nucleos amigdalianos e a formagdo de memoria declarativa de longa-duragdo
(CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al., 2001). Ainda, a AMePD ¢ influenciada por
informag¢des vomeronasal provenientes do AOB que chega na AMeAD (BRESSLER, 1996;
GUILLAMON et al., 1997; McDONALD, 1998; MEREDITH et al., 2004). Esta, por sua vez,
reconhece a relevancia social do estimulo olfativo e, vias nucleos intercalados da amigdala,
determinam se a AMePD serd estimulada ou ndio (MEREDITH; WESTBERRY, 2004). A
AMePD, portanto, processa informagdes olfatdrias oriundas do 6érgao vomeronasal e do bulbo
olfatdrio, as quais sdo enviadas para areas motoras ¢ neuroenddcrinas do hipotdlamo e, a
seguir, também para o tronco encefalico (LEHMAN et al., 1982; CANTERAS et al., 1995;
KONDO et al., 1995; DOMINGUEZ et al., 2001; PETROVICH et al., 2001).

Assim, a existéncia de uma circuitaria neural que estaria envolvida com a percepcao
de estimulos aversivos a gera¢do de comportamentos defensivos e a elabora¢dao de estados
emocionais poderia envolver os subnucleos AMe e outros nicleos amigdalianos, o hipotalamo
medial, a substancia cinzenta periqueadutal dorsal, o coliculo inferior e algumas camadas do
coliculo superior (HATIFIELD, 1999). Este circuito processaria principalmente estimulos
incondicionados, produzindo um aumento da atividade dirigida para o ataque ou a fuga, além
de estimulos condicionados que produziriam comportamentos de esquiva ou de “freezing”
(HATIFIELD, 1999). A estimulagdo elétrica em varias dessas estruturas produz um padrao
caracteristico de respostas com atividade motora intensa, incluindo corridas e saltos nas caixas
de observagdo, além de aumento da freqiiéncia cardiaca (FC) e da PA (GESELMA et al.,
1987, CHEN; HERBERT, 1995). A reacao de defesa ¢ o resultado de alteragdes do padrao
comportamental e cardiovascular frente a estimulos ameagadores ou estressantes. E
interessante notar que respostas condicionadas como aumento da PA, bradicardia e

antinocicepgao ficam muito diminuidas apds lesdo ampla da amigdala (IWATA et al., 1987).
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Das relagdes dos subnucleos da AMe e de outros nticleos amigdalianos, diferentes projecoes
eferentes parecem mediar diferentes respostas de medo. Projecdes para o nucleo pontino
caudal medeiam o sobressalto potencializado pelo medo, eferéncias para o hipotadlamo lateral
e para o bulbo relacionam-se as respostas cardiovasculares e, projecdes para a substincia
cinzenta periqueadutal sdo criticas para comportamentos de “freezing”, a “fuga ou luta” e a
antinocicep¢ao (LeDOUX, 1994). Ademais, as areas do SN central envolvidas nessas
atividades relacionam-se com aferéncias espinais somaticas, como as que trafegam em
conjunto com o simpatico @ medula espinhal ou com as regides que integram informagao
visceral aferente por via vagal e glossofaringea (DAVIS et al., 1992; LeDOUX, 1994,
LAWRENCE, 1994; SCHAFFAR et al., 1997). E neste contexto, entdo, que se inclui a
possivel participacdo da AMePD na regulagao da FC e da PA em ratos.

Na AMePD pode-se encontrar varios neurotransmissores ¢ neuromoduladores como
glutamato, GABA, histamina (HA), colecistoquinina, encefalinas, somatostatina, substancia P
e angiotensina II, por exemplo (KAKINOKI, 1998; FLODD, 1998; HERBERT et al., 1990;
JONES et al., 1999; MATSUMURA et al., 1999; AVERILL et al., 2000; DAMPNEY et al.,
2002; YILMAZER et al., 2003; JIANG et al., 2005). Por causa de sua hodologia ¢ fungio
descrita at¢ o momento, esta dissertacdo buscou esclarecer se a AMePD participa do controle
neural basal e/ou reflexa da FC e da PA valendo-se de glutamato e de GABA para tanto,
principais neurotransmissores excitatorio e inibitorio no SN de mamiferos. Em estudo prévio
desenvolvido em nosso laboratdrio, verificamos que a AMePD, por a¢do da HA e de agonista
dos receptores Hi, modula respostas pressoricas reflexas e participa do controle central da PA

(QUAGLIOTTO, 2006).

1.2 CONTROLE NEURAL DO SISTEMA CARDIOVASCULAR

O fluxo sangiiineo em todos os tecidos do organismo depende da pressao de perfusao
(determinada inicialmente pela PA e pelo trabalho cardiaco) e da resisténcia vascular em cada
regido. Ademais, estd bem estabelecido que o controle da PA envolve mecanismos neurais e
endocrinos que, a curto e longo prazos, modulam n3o s6 a atividade simpatica e
parassimpatica para o coragao € para os vasos como também o volume sangiiineo € a secre¢ao

de varios hormdnios (por exemplo, renina, vasopressina, peptideo natriurético atrial;
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AVERILL; DIZ, 2000, DAMPNEY et al., 2002). Isso permite que a PA para os diversos
orgdos possa ser ajustada, a partir de um valor basal, de acordo com necessidades variaveis e
em niveis adequados para perfusdo tecidual. Os ajustes cardiovasculares podem ocorrer por
respostas reflexas (ajustados por mecanismo de retroagdo) e/ou por mudangas que precedem

ou sdo concomitantes a ocorréncia dos mais diversos reflexos e comportamentos (TIMO-

IARIA, 1988; LONGHURST, 2003; RASIA-FILHO, 2006).

Historicamente, o bulbo foi considerado como o principal local de integracdo de
informagdes para uma agdo tonica ou fasica sobre o sistema cardiovascular. Isso fez com que
se cunhasse, em certo periodo, o termo “centro”. O conceito de “centro”, que sugere que uma
funcdo esta mais relacionada a uma tnica regiao e que a periferia tem acdo menos importante,
pode fazer com que ndo se compreenda a organizagdo longitudinal e integrada das diversas
areas do SN central e periférico necessarias para a elaboracdo de um resultado final adequado
a cada momento. Preferentemente, ha estruturas interconectadas na dire¢do rostro-caudal
formando circuitos, pois que ndo seriam poucos os “centros” nomeados assim com o sentido
de “local de convergéncia” de informagdo para a génese e os ajustes de controle neural da
atividade cardiovascular (TURNER et al., 1986; DALL’ AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et
al., 2004b).

A concepgdo sobre o mecanismo de controle neural de tal atividade modificou-se nas
ultimas décadas. Atualmente aceita-se que existam dois mecanismos interativos geradores
e/ou reguladores da PA: um que consiste de areas do SN central que mantém uma atividade
tonica ou basal (com células marca-passo ou em circuitos geradores de atividade) e que, pelos
sistemas parassimpatico e simpatico, influenciam continuamente o coracdo € 0Ss Vvasos
sangiiineos e, outro, que atua de maneira fasica e individualizada nos 6rgdos-alvo, como nos
reflexos cardiovasculares (LOEWY; SPYER, 1990; SPYER, 1994; IRIGOYEN et al., 2001).
Ademais, as areas do SN central envolvidas nessas atividades relacionam-se com aferéncias
espinais somaticas, como as que trafegam conjuntamente com o simpatico a medula espinhal,
ou em regides que integram informacao visceral aferente vagal e glossofaringea (RANDALL,

1984; LONGHURST, 2003).

Existem na periferia, dispostos em locais estratégicos, diferentes sensores que
garantem momento-a-momento a regulacao da PA dentro de limites estreitos. Estes sensores
sd0 os barorreceptores, quimiorreceptores periféricos e receptores cardiopulmonares

(IRIGOYEN et al., 2001). Os primeiros estdo dispostos principalmente no seio carotideo e
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arco adrtico (MICHELINI, 1999). Os barorreceptores sdo o mais importante mecanismo de
controle reflexo da PA. Tais estruturas se comportam como mecanorreceptores estimulados
pela deformacdo da parede do vaso, e, com isso, percebem modificagdes da tensdo sobre sua
parede (DALL’AGO et al.,, 1999; MICHELINI, 1999; DAMPNEY et al., 2002). As
informagdes originadas nos barorreceptores sdo transmitidas pelo nervo glossofaringeo, no
caso dos receptores carotideos, € pelo nervo vago, no caso dos receptores aorticos, até o NTS

(SPYER, 2002; LONGHURST, 2003).

Aumentos na PA resultam em aumentos na freqiiéncia de potenciais de acdo ao longo
dessas vias e redugdes na PA geram o efeito oposto. Desta forma, os barorreceptores arteriais
geram um efeito inibitorio tonico sobre o tonus simpatico, controlando assim a resisténcia
periférica total (RPT) relacionada com os vasos sangiiineos ¢ o débito cardiaco (TIMM et al.,
2003). Além disso, para uma resposta completa e eficaz, os barorreceptores também afetam a
liberagdo de varios horménios que modulam a PA. E o caso, por exemplo, da liberagio de
adrenalina pela medula adrenal, da vasopressina € do aumento dos niveis plasmaticos de
renina (em parte por acdo simpatica). Assim, por efeito das catecolaminas circulantes ha
aumento do débito cardiaco, mas diferentes efeitos sobre os diversos leitos vasculares

(DALL’AGO et al., 2003).

Os quimiorreceptores periféricos localizados no corpo carotideo e no arco adrtico sao
importantes para ajustes ventilatorios em resposta a PCO,, a PO, e ao pH plasmatico
(MICHELINI, 1999). Além disso, essas respostas sdo mediadas pela interacdo entre os
quimiorreceptores periféricos e centrais. Hipercapnia e quadros de acidose também aumentam
a atividade dos quimiorreceptores periféricos e essas condigdes potencializam o efeito da
hipoxia (IRIGOYEN et al., 2001). As eferéncias dos quimiorreceptores carotideos e aorticos
chegam ao NTS pelos nervos glossofaringeo e vago, respectivamente. No bulbo essas
aferéncias desencadeiam aumento da ventilagdo, aumento da atividade simpatica periférica e
aumento da atividade vagal no coracao (THAMES, 1994). A resultante disso promove uma
menor FC, mas um volume de ejecdo maior por aumento da forca contratil cardiaca. O papel
funcional dessas adaptagdes envolve a manutencdo das trocas gasosas (aumento da
ventilagdo), manutencdo da perfusdo em o6rgdos vitais como o coragdo ¢ o SN, o que pode
causar vasoconstricdo em leitos vasculares momentaneamente nao tdo vitais como musculos
esqueléticos, mesentério e rins, juntamente com vasodilatacdo coronariana (por ativacao vagal
cardiaca) e vasodilatacio em territorio nervoso (por causa metabolica). A ativacdo dos

quimiorreceptores carotideos ¢ inibida pela ativa¢do dos barorreceptores adrticos em situagdes
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de aumento da PA e a desativagao dos barroreceptores potencializa a resposta ventilatoria e

vasoconstritora dos quimiorreceptores (como revisado em DALL’AGO et al., 1999).

Trés grupos de receptores sdo ativados por mudangas na pressdo nas camaras
cardiacas: (1) receptores no endocardio nas jungdes das veias cava superior e inferior com o
atrio direito e de veias pulmonares com o atrio esquerdo; e, que estdo conectados ao SN
central por fibras vagais mielinizadas; (2) receptores difusamente distribuidos em todas as
camaras do cora¢do e na artéria pulmonar e que estdo conectados ao SN central por fibras
vagais nao-mielinizadas; e, (3) receptores também difusamente distribuidos por todas as
camaras cardiacas conectados a medula espinhal por fibras mielinizadas e nao-mielinizadas
trafegando com os nervos simpaticos (MICHELINI, 1999). O primeiro grupo de receptores
localizados nas jung¢des veno-atriais sdo ativados pelo enchimento e pela contragdo atriais. A
distencdo mecanica das jungdes veno-atriais provoca um aumento na FC devido a elevagdo da
atividade simpatica para o nodo sino-atrial. O aumento reflexo da FC ajuda a manter o
volume cardiaco relativamente constante durante aumentos no retorno venoso. A distensao
mecanica do atrio causa um aumento na excre¢do urindria de dgua. A diurese ¢ secunddria a
inibicdo da secrecdo do hormonio antidiurético e a redugdo da atividade simpatica renal
(IRIGOYEN et al., 2001). O segundo grupo de receptores cardiopulmonares comporta-se,
quando ativados, como os mecanorreceptores carotideos e aorticos, reduzindo a atividade
simpatica e aumentando a atividade do nervo vago para o coracdo. A modulacdo na atividade
simpatica varia em cada territério vascular, mas ¢ especialmente importante na regulacdo da
resisténcia vascular renal (SHEPPERD; VANHOUTTE, 1979; IRIGOYEN et al., 2001). O
terceiro grupo, que trafega junto aos aferentes cardiacos simpaticos até a medula espinhal, ¢
ativado por estimulos mecanicos ou por substancias quimicas aplicadas diretamente no
epicardio. Sua importancia funcional ndo estd clara, mas parece ser ativado por estimulos
quimicos provenientes de areas isquémicas do miocardio, quando também ocorre sensagao

dolorosa (MICHELINI, 1999; IRIGOYEN et al., 2001).

E no NTS que chegam fibras mielinizadas e ndo mielinizadas provenientes dos
barorreceptores, quimiorreceptores e receptores cardiopulmonares e que parecem utilizar
principalmente o glutamato como neurotransmissor (MICHELINI, 1999). O NTS recebe
informacdes convergentes, para serem integradas no tempo e no espago, sobre a atividade
cardiaca, os pulmdes e o trato gastrointestinal (TIMO-IARIA, 1988; MATSUMURA et al.,
1999; MIYAWAKI et al., 2002; DALL’AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et al., 2004b). Dai

partem neurdnios de segunda-ordem para multiplas regides do SN central, a saber: um grupo
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neuronal localizado na regido bulbar ventrolateral caudal (BVLc, que contém neurdnios
noradrenérgicos na regiao Al, mas também de outros tipos na regido retro-periambigual e
periambigual caudal), outro na regido bulbar ventrolateral rostral (BVLr, igualmente chamado
de nucleo retrofacial e cuja localizagdo coincide com a dos neur6nios adrenérgicos da regiao
C1), o nucleo parabraquial na ponte, o campo tegmental lateral, a area postrema e os nucleos
vestibulares (LONGHURST, 2003). O NTS estimula diretamente o BVLc (por agdo do
glutamato e da angiotensina II) e este, por sua vez, inibe o BVLr e o grupamento celular A5
na parte rostral do bulbo ventro-lateral. A regido BVLr emite projecdes diretas para as regides
da medula espinhal (¢ a principal origem dos axonios da via simpatica reticulo-espinhal e que
se termina principalmente na coluna intermédio-lateral da medula espinhal) que, em conjunto,
sdo tonicas na atividade simpdtica responsavel pela manutengdo da PA e criticas para a
ocorréncia dos reflexos cardiovasculares (VASQUEZ et al., 1997, MICHELINI, 1999;
LONGHURST, 2003; DALL’AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et al., 2004b).

Coadjuvantes na génese da atividade simpdatica estdo outros agrupamentos de
neurdnios na regido bulbar ventromedial rostral, na regido noradrenérgica A5 na ponte, na
regido da rafe caudal e no nucleo paraventricular hipotalamico (DAMPNEY, 1994; SUN,
1995). Apresentando atividade marca-passo em circuito estdo o BVLr, o nucleo da rafe
caudal, as regides pontinas caudal ventro-lateral e dorso-lateral, o campo tegmental lateral e,
possivelmente, o BVLc servindo igualmente para modular a atividade tonica simpatica
(DAMPNEY, 1994; LONGHURST, 2003). A estimulacdo da regido BVLr promove aumento
da FC, do volume de eje¢ao e da RPT, o que deve aumentar a PA. Das varias aferéncias que
chegam ao BVLr, a proveniente da regido BVLc ¢ capaz de reduzir o tonus simpatico ¢ a PA

e utiliza como neurotransmissor o GABA (SUN, 1995; LONGHURST, 2003).

Por outro lado, em situagcdes de aumento stbito da PA, e por aumento reflexo da
atividade dos barorreceptores, o NTS ¢ excitado e estimula o ntcleo dorsal do vago (DMV) e
o nucleo ambiguo os quais, por sua vez, geram aumento do tonus parassimpatico (HIGGINS
etal., 1978; LOFFELHOLZ; PAPPANO, 1985, MICHELINI. 1999) Alguns neurdnios desses
nucleos tém atividade sincronizada com o ciclo cardiaco; estdo sob acdo do GABA, da
galanina, da serotonina, de opidides endogenos e do peptideo relacionado com o gene da
calcitonina; e, recebem aferéncias dos barorreceptores, quimiorreceptores periféricos,
receptores cardiacos e do nervo trigémio (HIGGINS et al., 1978; LOFFELHOLZ;
PAPPANO, 1985, MICHELINI. 1999; LONGHURST, 2003). E interessante notar que a

estimulacdo elétrica do nucleo ambiguo no lado direito encefalico ¢ capaz de diminuir a
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atividade sinusal enquanto no lado esquerdo inibe a conducdao pelo nodo atrio-ventricular

(VIARD et al., 2002; LONGHURST, 2003).

O NTS também estabelece conexdao com os nucleos da rafe, a ACe, nucleos
hipotaldmicos como o paraventricular (e dele com a regido antero-ventral do terceiro
ventriculo) e supra-Optico (supostamente para regulagdo da liberacdo de vasopressina,
conjuntamente com a atividade do grupo celular Al), a regido hipotalamica lateral, a
substancia cinzenta mesencefalica e o locus certleu (GIERSBERGEN et al., 1992). Essas
estruturas estdo interligadas entre si, formando um circuito neural que deve organizar os
ajustes simpaticos/ parassimpaticos e a emissdo de comportamentos relevantes para
adequacdo do animal em seu meio. Como exemplo, a administracdo intra-amigdaliana de
fenilefrina, substancia simpatico-mimética, causa aumento da PA e ¢ capaz de gerar respostas
simpaticas sistémicas em ratos (SINGEWALD et al., 2000). Da mesma forma, estudos
anteriores com estimulacdo elétrica da amigdala em gatos e macacos geraram freqiientemente
diminui¢do na PA, embora aumentos na PA ocorressem quando as freqiiéncias dos estimulos
passavam a ser mais altas (CECHETTO, 2001). Ademais, em gatos anestesiados, estimulo de
baixa intensidade produzia aumento na PA quando os eletrodos estavam localizados na regido
dorso-medial, enquanto resposta hipotensora era evocada na regido lateral da amigdala
(GALENO, 1983; FRISINGER, 1984, SHARMA et al., 1995). Nao ¢ a toa, entdo, que
também a ACe, que estd envolvida com o controle de emocdes, conforme descrito, afeta a
atividade de estruturas hipotaldmicas e bulbo-pontinas para aumentar a FC e a PA no contexto
de “fuga ou luta” em ratos (DAVIS, 1992; LeDOUX, 1992; RASIA-FILHO et al., 2000).
Conjuntamente com a AMe, dela recebendo aferéncias, a ACe projeta-se extensivamente para
o nucleo dorsal medial do tdlamo, o qual se conecta com o cortex infralimbico e insular,
formando um completo circuito responsavel pela integragdo ou mesmo inicia¢do de respostas
homeostaticas ou adaptativas em muitas variaveis organicas (REIS, 1964; GALENO, 1983;
DAVIS, 1992; CECHETTO, 2001). De fato, a ACe envia projecdes para varios nucleos
hipotaldmicos e nucleos bulbares envolvidos nas func¢des cardiovasculares como, por
exemplo, a regido do bulbo ventrolateral (SAHA et al., 2000; SAHA, 2005a, 2005b).
Experimentos em ratos acordados tém demonstrado que a estimulagdo elétrica da ACe resulta
em um aumento na FC e na PA, enquanto em ratos anestesiados obtém-se uma diminui¢ao de
ambos os parametros (REIS, 1964; GALENO, 1983; FRISINGER, 1984; GESELMA, 1987;
CECHETTO, 2001). A dependéncia de estado do animal para o tipo de resposta

cardiovascular evocada ¢ adicionalmente demonstrada pelo achado de que a resposta pressora
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promovida pela estimulacdo ampla da amigdala ¢ extremamente atenuada durante o sono

nesses animais (FRISINGER, 1984; CECHETTO, 2001).

A AMe, como também mencionado anteriormente, apresenta conexdes com a ACe
(PITKANEN, 2000) e, ademais, desponta como importante area no controle das respostas
emocionais (DAYAS et al.,, 1999). De fato, varios estudos tém demonstrado que a
estimulagdo elétrica e quimica da AMe desencadeia mudangas na FC ¢ PA em animais
normotensos ¢ hipertensos (GALENO et al., 1983; GESELMA et al., 1987; IWATA et al.,
1987, SHARMA et al., 1995). A AMe, em conjunto com a area septal lateral, a area pré-
optica medial (MPOA), nucleos ventromedial (VMH) e ventrolateral hipotalamicos, a
substancia cinzenta periqueadutal e o tegmento adjacente formam um circuito integrado que
influencia uma variedade de atividades que dependem de ajustes cardiovasculares amplos
para sua ocorréncia (SWANSON et al., 1979; MARAGOS et al., 1989; CANTERAS et al.,
1995; SWANSON, 1998; COLEEN et al., 1998; SIMERLY, 2004). Além das proje¢des da
AMe, direta ou indiretamente para nucleos do hipotalamo relacionados com o controle
cardiovascular, hd conexdes com o NPB, o NTS e o DMV, estruturas que promovem o
controle da atividade do coragdo, vasos sangiiineos ¢ rins (SILVERMAN et al., 1981;
TRIBOLLETT et al., 1981; DAVIS, 1992; MACHADO et al., 1992; KARSON et al., 1999;
CECHETTO, 2001; SAHA et al., 2000; SAHA, 2005a, 2005b).

1.3 GLUTAMATO E GABA

Claro esta que todas as modificagdes da FC e da PA por seu controle neural envolvem
sinapses e seus neurotransmissores (AVERILL; DIZ, 2000, DAMPNEY et al., 2002). O
glutamato (Glu) e o d4cido gama-aminobutirico (GABA), por serem o0s principais
neurotransmissores excitatorio e inibitorio do SN central, sdo bastante investigados quanto ao
envolvimento na modulagdo da atividade cardiovascular (TAKENAKA et al., 1996; OZAWA
et al., 1998; KARSON et al., 1999; TANAKA et al., 2000; TAPIERO et al., 2002). Além
disso, acredita-se que o Glu ¢ o principal neurotransmissor liberado da aferéncia vagal
(LAWRENCE, 1995; SCHAFFAR et al., 1997), implicando-o como um potencial mediador
do barorreflexo (LAWRENCE; JARROTT, 1994) e quimiorreflexo cardiovascular
(VARDHAN et al., 1993).
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O glutamato ¢ sintetizado nos terminais pré-sinapticos principalmente a partir da
glutamina e pela acdo da glutaminase e estocado em vesiculas onde sua concentragdo pode
chegar a 100 mM (MELDRUM, 2000). Os receptores para o Glu sdo classificados em
ionotrépicos (iGluRs) e metabotropicos (mGluRs). Os iGluRs estdo ligados estruturalmente a
canais i6nicos e, com base em agonistas especificos, sdo divididos em trés subtipos:
receptores o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA), N-metil-D-aspartato
(NMDA) e cainato. Os mGluRs, por sua vez, sdo receptores acoplados a proteinas ligantes de
guanosina trifosfato por proteina G e, baseado na seqiiéncia de aminoacidos que apresentam,
podem ser agrupados em trés grupos distintos: Grupo I, do qual fazem parte os subtipos
mGIuR1 e mGIluRS; Grupo II, que inclui os subtipos mGluR2 e mGluR3; e Grupo III, que
compreende os subtipos mGluR4, mGIluR6, mGluR7 e mGIluR8 (OZAWA et al., 1998; ;
MATSUMURA et al., 1999). Esta subdivisdo também leva em consideragdo caracteristicas
farmacolodgicas e os mecanismos de transdugdo dos diferentes subtipos de mGluRs. Os
mGluRs do Grupo I estimulam a fosfolipase C e a hidrdlise de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato,
enquanto os mGluRs dos Grupos II e III inibem a adenilato ciclase e, conseqiientemente, a
sintese de adenosina monofosfato ciclica (OZAWA et al., 1998; MATSUMURA et al., 1999;
TSUCHIHASHI et al., 2000; TAPIERO et al., 2002). Ambos os grandes tipos de receptores
glutamatérgicos, iGluRs e mGluRs, podem modular respostas cardiovasculares (JONES et al.,
1999). Estudos realizados em ratos demonstraram que a microinjecdo de Glu no BVLr € capaz
de gerar um aumento da PA (TSUCHIHASHI et al., 2000; de PAULA; MACHADO, 2001) e
da FC (TSUCHIHASHI et al., 2000). Por outro lado, quando Glu é microinjetado no NTS
produz uma diminuicdo dessas duas varidveis (MACHADO; BONAGAMBA, 1992; JONES
etal., 1999; MATSUMURA et al., 1999; VIARD; SAPRU, 2002).

Evidéncias fisiologicas e bioquimicas sugerem que o GABA também modula
respostas cardiovasculares no SN central (SPYER, 1994; COLEMAN; DAMPNEY, 1998).
GABA ¢ sintetizado a partir do Glu pela enzima 4acido glutdmico descarboxilase e,
tradicionalmente, exerce seus efeitos via receptores ionotropicos GABA, e/ou metabotropicos
GABAjg (BURT, 2003). Outros estudos indicaram a existéncia de uma terceira classe de
receptores GABA, os quais se distinguem farmacologicamente e estruturalmente dos
receptores GABA, ¢ GABAg (BORMANN; FEIGENSPAN, 1995; BORMANN, 2000;
HARTMANN, 2004). Esses receptores, intitulados GABA(, tém sido melhor identificado em
células da retina de vertebrados, porém uma das subunidades da qual sdo compostos (a

subunidade p2) também ¢ significantemente expressa em outras partes do SN central, mais
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notavelmente no hipocampo e no cortex cerebral (BORMANN; FEIGENSPAN, 1995). O
receptor GABA na maior parte das vezes ¢ capaz de gerar hiperpolariza¢ao por possuir um
canal de CI" que tem sitios ndo s6 para farmacos agonistas GABA¢érgicos, como o muscimol,
ou antagonistas, como a bicuculina, mas também para diferentes grupos de moduladores
como benzoadizepinicos, barbituricos, neuroesterdides e etanol (MAcDONALD; OLSEN,
1994; BURT, 2003). Receptores do tipo GABAg, por sua vez, estdo acoplado a proteina G e a
sistemas de segundos-mensageiros, que podem produzir uma variedade de efeitos incluindo a
inibi¢do de adenilato ciclase, inibicdo da sintese de inositol trifosfato, aumento do efluxo de
K" ou diminui¢o do influxo de Ca®" para a célula (BOWERY, 1993; BORMANN, 2000;
COUVE et al., 2000). Os receptores GABAg podem hiperpolarizar neurénios pos-sinapticos
(BOWERY, 1993; McDONALD et al., 2004). As agdes inibitorias de GABA sobre a
atividade cardiovascular pode ser observada apds a inje¢do intracerobroventricular de
muscimol que ¢ capaz de provocar uma diminuicdo da PA (TAKENAKA, 1996; ONAT,
1998) e da FC (TAKENAKA, 1996). O mesmo efeito acontece quando baclofen, um agonista
dos receptores GABAg, ¢ microinjetado nas regides ventromedial e posterior do hipotalamo

(TAKENAKA, 1996).

Muitos dos neurdnios de segunda-ordem que partem do NTS (por exemplo para
regides rostral e caudal do bulbo ventromediolateral, NA ¢ DMV), utilizam Glu e GABA
como neurotransmissores (ARNOLDA et al., 1992; DAMPNEY et al., 2002; WANG et al.,
2002; MIYAWAKI et al., 2002; DAMPNEY; HORIUCHI, 2003; GUYENET et al., 2004;
GRIFFIOEN et al., 2004); Além disso, Glu e GABA provém a principal transmissdo sinaptica
na amigdala (DAVIS et al., 1994; MAREN, 1996; SMITH; DUDEK, 1996; SINGEWALD,
2000; OBERTO et al., 2001). A ACe, por sua vez, emite emite projecdes GABAérgicas
diretas ao NTS (SAHA et al., 2000) ¢ a AMe para o BST e para o nucleo antero-ventral
periventricular hipotalamico (SIMERLY, 2004).

Contudo, ainda sdo escassos os estudos que demonstram qual a participacdo da
atividade glutamatérgica e GABA¢érgica da AMe sobre o controle cardiovascular basal e das
respostas reflexas até o momento. Recentemente, em um estudo com ratos anestesiados, foi
evidenciado que Glu e GABA microinjetados na AMe nao foram capaz de alterar a PA basal
(HAGIWARA et al., 2005). Ja em ratos acordados, apesar de ndo ter afetado a PA basal,
muscimol microinjetado bilateralmente na mesma estrutura inibiu a resposta pressora causada
pelo estresse de contengdo (KUBO et al., 2004). E isto passa a ser um dado relevante dado a

presenca marcada de Glu e GABA nos subnucleos da AMe, da modulagdo de
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comportamentos que necessitam de ajustes de FC e PA concomitantes para sua ocorréncia e
para o que os subntcleos da AMe tém supostamente agdes diferenciadas de acordo com o
circuito neural onde se encontram. Os objetivos desta dissertacdo foram os de estudar, de
forma inédita, o papel da AMePD e o efeito glutamatérgico e GABAérgico na atividade
cardiovascular e nas resposta reflexas mediadas por barorreceptores e quimiorreceptores
periféricos em ratos acordados. Os presentes dados podem contribuir para o estudo da
neurofisiologia envolvida com o controle neural central da PA e, teoricamente, serem
aplicaveis também a fisiopatologia de diversos disturbios cardiovasculares, como no caso da

hipertensao arterial sistémica.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Baseados em dados experimentais que demonstraram que a AMePD ¢ regido
encefalica relacionada com a modulagdao de diversos comportamentos ¢ que igualmente pode
estar envolvida no controle da atividade cardiovascular por intermédio de conexdes intra-
amigdalianas e com nucleos hipotaldmicos e do tronco encefilico necessarios para as
respostas endocrinas, simpaticas € parassimpaticas, a hipétese inicial deste trabalho € de que a
presenca de Glu e GABA na AMePD possa estar relacionada com a genése e/ou modulacao
do controle central da atividade cardiovascular, bem como das respostas reflexas geradas
pelos barorreceptores e pelos quimiorreceptores. O Glu supostamente serviria para aumentar
os valores de FC e PA e potencializar as respostas reflexas barorreceptora e quimiorreceptora,

enquanto o GABA haveria de promover respostas opostas.

Em sentido amplo, busca-se estudar qual a participagdo de uma area especifica do SN
central, a AMePD, no controle da FC e da PA e seus ajustes homeostaticos relacionando-os
com a atividade glutamatérgica e GABAérgica local. Os resultados advindos do presente
estudo podem contribuir para avangar o conhecimento sobre a base neural de controle de tais
parametros. Ademais, busca-se revelar qual a base neuroquimica dessa atividade, colaborando
com os dados existentes na literatura, mas desvendando algo ainda inédito que ¢ a
contribui¢cdo de Glu e GABA na AMePD no controle da atividade cardiovascular basal ¢ na

faixa de atuacdo reflexa mediada por estimulag@o barorreceptora e quimiorreceptora.
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2.2 ESPECIFICOS

1- Estudar a atividade cardiovascular quanto aos parametros de FC e PA em animais

nao anestesiados ap6s microinje¢do diretamente na AMePD de salina, Glu e de GABA.

2 - Avaliar a resposta cardiovascular reflexa de FC e PA desencadeada pela
estimulacdo dos barorreceptores e quimiorreceptores em animais ndo anestesiados apos

microinjecao diretamente na AMePD de salina, Glu e de GABA.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Ratos Wistar machos com trés meses de idade e pesando entre 250 a 300 g foram
utilizados neste experimento. Os animais foram mantidos em condi¢des padrao de biotério,
com agua e comida ad libitum, temperatura em torno de 22° C e ciclo claro/escuro de 12 h

cada.

Como regra, procurou-se minimizar o nimero de animais estudados e seu sofrimento.
Para isso, todos os animais foram estudados de acordo com as leis internacionais de cuidado e
¢tica em experimentagdo cientifica (Diretrizes do Conselho Europeu de 24 de novembro de
1986, 86/609/EEC) e as normas brasileiras vigentes de ética para experimentagdo animal. O
projeto relacionado a esta dissertagdo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Fundagao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre sob o nimero 071/05.

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Seis dias antes do registro da PA, os animais foram anestesiados com cetamina
(Dopalen®, Vetbrands, Brasil; 80 mg/kg) e xilasina (Dorcipec®, Vallée, Brasil; 10 mg/kg)
por via intramuscular e submetidos a cirurgia estereotaxica para implanta¢do unilateral (no
lado direito, conforme ADAMEC et al., 1994) de canula na AMePD. As coordenadas para tal

propoésito foram adaptadas a partir dos dados apresentados no atlas do encéfalo de rato de
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Paxinos e Watson (1998). Ou seja, para a AMePD, foram utilizados os seguintes parametros:
3,0 mm posterior a sutura bregmatica; 3,6 mm lateral a sutura sagital; e, 5,7 mm abaixo da
dura-mater, respeitando-se o fato que a canula-guia deveria ficar 2,0 mm acima do local
desejado para que, posteriormente, a agulha de microinjecdo fosse introduzida (até 2 mm
abaixo da parte inferior da canula implantada) na parte superior do nucleo “alvo”, sem lesa-lo

mecanicamente (Figura 4).

Figura 4 Fotomicrografia de corte coronal da parte médio-ventral do encéfalo de rato para
identificagcdo do trajeto da canula implantada (*). Em pontilhado, o trajeto provavel, muito
mais discreto, da agulha de microinje¢do até a parte superior da amigdala medial postero-
dorsal direita. Técnica histolégica de hematoxilina-eosina. Para compara¢des com figuras
esquematicas de atlas, vejam-se as Figuras 2 e 3. A escala equivale a 1,5 mm e as
coordenadas espaciais estdo colocados na parte inferior esquerda da figura. Reproduzida, com
permissao, de Quagliotto (2006).
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3.3 CANULACAO ARTERIAL E VENOSA

Cinco dias ap0s a cirurgia estereotaxica, o que corresponde também ao dia anterior ao
registro da PA, os animais foram anestesiados novamente com cetamina (80 mg/kg) e xilasina
(10 mg/kg) para colocacdo de cateteres de polietileno (PE-10, com didmetro interno de 0,28
mm ¢ que foi conectado a outro PE-50, com diametro interno de 0,5 mm) em dois acessos
vasculares periféricos. As canulas foram preenchidas com solugdo isotonica de NaCl e
posicionadas no interior da artéria aorta abdominal e na veia cava inferior, através da artéria e
veia femural esquerdas, respectivamente. Ou seja, por meio de uma pequena incisdo na pele
da regido inguinal esquerda, em dire¢do ao feixe vasculo-nervoso femural, foram introduzidas
as canulas com menor calibre (PE-10) na artéria e na veia femurais. As canulas foram fixadas
com fio de algodao em ambos os vasos, as extremidades mais calibrosas das canulas foram
passadas por via subcutinea e exteriorizadas no dorso da regido cervical e fixadas com fio de
algodao na pele. Isso serviu para registro da FC e da PA (por via arterial) e administracao de
farmacos para teste da atividade reflexa cardiovascular (por via venosa), respectivamente.
Apbs o término da cirurgia, os animais receberam uma Unica inje¢do intramuscular de

gentamicina (Gentrin®, Brasil, 20 mg/ml administrado 0,1 ml por rato).

Um dia apds a colocagdo dos cateteres para registro da FC e da PA, conforme descrito,
0s animais tiveram suas canulas testadas para comprovar que ndo estavam obstruidas. Em
seguida, com os animais ndo anestesiados, uma agulha de menor didmetro conectada em uma
microseringa de Hamilton (Hamilton Company, EUA) foi introduzida pela canula até atingir a
parte superior da AMePD. Os registros da atividade cardiovascular foram feitos na manha de
cada dia de experimento. A microinjecdo estereotaxica durava 1 minuto e a agulha
permanecia por outro minuto adicional apos isso para diminuir a possibilidade de refluxo da
substancia a ser testada. Para se ter certeza do processo em si, observava-se o deslocamento
de uma bolha de ar no interior da microseringa ¢ testava-se a saida de liquido desta antes e

ap6s o procedimento no animal (conforme de CASTILHOS et al., 2006).

Neste momento os ratos foram divididos em diferentes grupos experimentais: 1)
animais microinjetados com salina (0,3 pl) para servir como controle, 2) animais
microinjetados com glutamato (Sigma Chemical Company, EUA) na dose de 45 nM
dissolvido em 0,3 pl de salina, 3) animais microinjetados com GABA (Sigma Chemical
Company, EUA) na dose de 2 nM dissolvido em 0,3 pl de salina e, 4) animais microinjetados

com GABA (Sigma Chemical Company, EUA) na dose de 3 uM dissolvidos em 0,3 pul de
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salina. Essas doses foram adaptadas dos dados apresentados em Kaura et al. (1995) e estdo
também de acordo com resultados prévios obtidos por outros autores, os quais permitem
inferir que as quantidades de Glu e GABA na menor dose estdo proximos de valores
fisiologicos e a maior dose de GABA a valor farmacolégico (FILLENZ, 1995; TIMERMAN;
WESTERINK, 1997, HAGIWARA et al., 2005; KUBO et al., 2005). Da mesma forma, o
volume utilizado em cada microinjecao das diferentes substancias testadas também foi
estabelecido com base em trabalhos prévios (Castilhos et al., 2006; Quagliotto, 2006) que
sugerem ser aquele valor adequado para estimular a AMePD de forma mais especifica,

embora ndo se tenha avaliado diretamente o grau de difusdo das substancias microinjetadas.

Cada animal foi mantido em uma caixa individual (Plexiglas, 25x15x10 ¢m) durante o
registro das varidveis cardiovasculares em periodo pré-microinjecdo (controle) e pods-
microinjecdo (teste). A canula arterial foi conectada a uma extensio de 40 cm (PE-50),
permitindo livre movimenta¢do do animal pela caixa durante todo o periodo do registro. A
extensdo em uma das extremidades foi conectada com a canula arterial e a outra, com um
transdutor eletromagnético (P23 Db, Gould-Statham, EUA) que, por sua vez, estava
conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C, Puerto Rico, EUA). O sistema de
transducdo de sinal estava conectado a um microcomputador equipado com sistema de
aquisicdo de dados (CODAS, 1Kz, DATAQ Instruments, EUA) permitindo analise dos pulsos
de PA momento-a-momento, com uma freqiiéncia de amostragem de 1000 Hz por canal, para

estudo dos valores de FC e PA sistolica (PAS), PA diastélica (PAD) e PA média (PAM).

Sinais de FC e de PA foram gravados durante um periodo de 3 minutos de atividade
cardiovascular basal, pré-microinje¢ao de substancias na AMePD. A seguir era microinjetada
uma primeira dose da substancia em estudo (salina, glutamato 45 nM, GABA 2 nM ou GABA
3 uM) e, 5 minutos apds, eram testadas as varidveis cardiovasculares de interesse por 20
minutos. Antes de avaliar a sensibilidade dos barorreceptores ou dos quimiorreceptores, fazia-
se novamente a microinje¢do da substancia em estudo na AMePD, totalizando, assim, 3
microinjec¢des de salina, glutamato 45 nM ou GABA 2 nM ou de GABA 3 pM durante todo o
experimento. Conforme os dados apresentados por Kaura et al. (1995) e Collins (1972; 1973),
os tempos utilizados entre uma microinjecdo e outra estdo de acordo com a duragdo dos
efeitos de Glu e GABA. As respostas mediadas pelos barorreceptores ou pelos
quimiorreceptores foram testadas aleatoriamente entre os animais, iniciando-se com um ou
outro reflexo a ser estudado, com doses crescentes de KCN, fenilefrina ou nitroprussiato de

sodio conforme detalhados a seguir.
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3.4 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS BARORRECEPTORES

Apo6s 5 minutos da microinjecao de salina, de glutamato ou de GABA (2 nM e 3 uM),
a sensibilidade dos barorreceptores foi testada pela infusdo endovenosa de fenilefrina (Sigma
Chemical Company, EUA) na dose de 8 ng/ml, e de nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical
Company, EUA) na dose de 100 ug/ml (de acordo com FRANCHINI et al., 1996). Essas
substancias também foram infundidas aleatoriamente entre os animais ¢ em cada grupo
experimental. Fenilefrina serviu como um potente estimulador dos receptores a1l adrenérgicos
cuja agdo predominante ocorre nas arteriolas periféricas causando vasoconstricdo e aumento
da RPT. Esta substancia foi usada para provocar aumento da PA, o que deveria ser seguida
uma bradicardia reflexa comandada pelos barorreceptores. Nitroprussiato de sodio serviu
como um potente vasodilatador, tanto de arteriolas como de veias, cuja agdo ocorre por meio
da ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3°, 5°- guanosina monofosfato ciclico
na musculatura lisa de vasos sangiiineos e outros tecidos. Tal substancia foi usada para
provocar queda da PA, o que deveria ser seguida por uma resposta taquicardica reflexa
comandada pelos barorreceptores. Uma ou outra substancia somente foi injetada apds os

parametros cardiovasculares estarem em niveis basais e estando o rato em repouso.

Posteriormente, os valores de FC correspondentes aos valores de PAM no periodo
basal, bem como durante aumentos ou quedas da PA, foram tomados para andlise das
respostas do reflexo mediado pelos barorreceptores. Essas respostas da FC foram avaliadas
por um programa de computador especifico para ajustes de curva sigmoidais (Sigma Plot,
EUA), de acordo com o modelo matematico adaptado por Head e Mccarty (1987) e conforme

a formula:

FC=Pb+ (Pt-Pb)/[1 +exp (4,56 . G) / (Pt - Pb) . (PAso- PAM)],
onde:

FC = freqiiéncia cardiaca;

Pb = platd de bradicardia, que significa a resposta maxima da queda na FC (em bpm)

induzido pelo aumento da PA (em mmHg);
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Pt = platé de taquicardia, que significa a resposta maxima do aumento da FC (em bpm)

induzido pelo decréscimo da PA (em mmHg);

Pt — Pb = em bpm e que corresponde a amplitude da faixa operacional do reflexo mediado

pelos barorreceptores;
G = ganho (bpm/mmHg) médio ou sensibilidade média do barorreflexo;

PAsy = corresponde ao valor de PA (em mmHg) no ponto de maior inclinacao (“slope”) da

curva de PA. Ou seja, o nivel de PA no qual o baroreflexo mostra o seu ganho maximo;

PAM = pressao arterial média, conforme descrito anteriormente.

3.5 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS QUIMIORRECEPTORES

Da mesma forma que para testar a sensibilidade dos barorreceptores, guardada a
metodologia empregada de inje¢do aleatdria dos farmacos para testar as respostas reflexas, 5
minutos apds a microinjecdo de salina, glutamato ou GABA nas duas doses, o reflexo
comandado pelos quimiorreceptores foi testado pelo uso de inje¢des endovenosas de cianeto
de potassio (KCN, Merck, EUA). KCN produz hipdxia histotdxica pela inibi¢do da enzima
citocromo oxidase e, conseqiientemente, diminuicdo da produc¢do de ATP. Isso estimula os
quimiorreceptores periféricos a desencadear uma resposta reflexa com componente
parassimpatico, representado por uma intensa bradicardia, e simpatico, com aumento da forga
de contracdo miocardia seguida de aumento da PA. Nesta etapa experimental foram feitas
injegdes em doses crescentes de KCN (60, 100, 140 e 180 pg/kg, de acordo com DALL’AGO
et al., 1999). O volume injetado em cada dose foi de 0,06 até 0,18 ml, variando conforme o
peso do rato. A FC e a PA foram registradas por um periodo de 15 s antes da inje¢do da droga
e por um periodo de 45 s ap6s a injecdo de cada dose acima mencionada. A bradicardia
imediatamente antes do aumento da PA e os valores maximos de PA, obtidos pela
comparagdo entre os valores basais e os valores apds a injegdo do KCN, foram usados para
quantificar as respostas de FC e de PA desencadeadas pela ativacao dos quimiorreceptores.
Cada dose subseqiiente de KCN foi administrada com intervalos de pelo menos 5 min entre as
mesmas e somente apos os parametros cardiovasculares terem retornado aos niveis basais,

estando o animal em repouso.
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3.6 PERFUSAO CARDIACA E ANALISE HISTOLOGICA

Imediatamente apds o término de cada experimento, os animais foram novamente
anestesidados com cetamina (80 ml/kg) e xilasina (10 ml/kg) e submetidos a uma incisdo
abdominal transversa para, pelo diafragma, adentrar-se a caixa toracica. O ventriculo
esquerdo era identificado, injetava-se heparina (5000 Ul) e era feita a perfusdo por via
transcardiaca com 150 ml de formol (Reagen, Brasil) a 8% como substincia fixadora
histologica. O encéfalo do rato foi retirado da caixa craniana e permaneceu em solucdo de

perfusdo com a mesma composi¢ao por no minimo 5 dias.

A seguir, os encéfalos foram seccionados em vibratomo (Leica, Alemanha) em
secgOes coronais seqlienciais de 60 um de espessura para identificagdo do trajeto da canula
implantada e, na maioria dos casos, do trajeto da agulha de microinje¢do (Figura 4). Os cortes
foram colocados em laminas gelatinizadas, secos em estufa e foi feita a coloragdo dos cortes
pelo emprego da classica técnica histologica de hematoxilina-eosina. A seguir, foram
imediatamente mergulhados em solugdes com concentragdes crescentes de alcool, em carbo-
xilol para clareamento, e cobertos com balsamo do Canada e laminula. Apos secagem, os
cortes foram analisados em estereomicroscopio (Olympus, Japdo) para identificagdo precisa
da localizagdo das canulas e do trajeto provavel da agulha de microinjecdo das substancias
estudadas na AMePD. Somente os animais onde as cdnulas foram colocadas em local
adequado foram considerados para posterior analise dos dados e comparagdes dentro de cada
grupo e entre os grupos experimentais. Da mesma forma, todos os animais que apresentavam
evidéncias histologicas de sangramento excessivo no parénquima nervoso ou lesdo mecanica
devido a microinjecdo diretamente na AMePD ou na ST foram descartados do presente
estudo. Via de regra, as microinjegdes classificadas como validas atingiram a parte lateral do
TO ou superior da ST, de onde a difusdo das substancias injetadas deve ter atingida a AMePD

sem, no entanto, lesiona-la diretamente (Figura 4).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Por terem preenchido os requisitos formais para a utilizacdo de testes estatisticos

paramétricos, os dados de FC, PAS, PAD e PAM e os dados provenientes dos testes da
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resposta reflexa quimiorreceptora (FC e PA apos doses diferentes de KCN) foram analisados
pelo teste da andlise da variancia (ANOVA) de duas vias com medidas repetidas. Ou seja,
nesses parametros, os valores pré-microinjecdo, como registro controle, e os dados apods
microinjecdo na AMePD de salina, glutamato na dose de 45 nM e de GABA nas doses de
2 nM ou de 3 uM foram comparados dentro de cada grupo experimental respectivo e entre os
grupos experimentais estudados. Com isso, pela estrutura do teste empregado, compararam-se
os valores pré-microinjecao e poés-microinjecao entre os grupos experimentais, os dados entre
os grupos estudados e, igualmente, a interagdo entre esses fatores. Em todos os casos o teste

post hoc de Newman-Keuls para comparagdes multiplas foi empregado quando apropriado.

Para os demais dados obtidos nos quatro grupos experimentais microinjetados na
AMePD e que corresponde ao valor de PAsy apds estimulagdo dos barorreceptores, o Pb apos
estimulacdo dos barorreceptores, o Pt apds estimulagdo dos barorreceptores, o G apos
estimulacdo dos barorreceptores ¢ a amplitude da faixa operacional do reflexo barorreceptor
(Pt — Pb) foram submetidos ao teste da ANOVA de uma via seguido pelo teste de Newman-
Keuls para comparacdes entre os grupos experimentais. Em todas as situacdes, o nivel de

significancia estatistica estabelecido foi de p < 0,05.



4 RESULTADOS

Os dados estdo apresentados nas Figuras 5-16 e via de regra, quando aplicavel, como
média £ desvio padrdo (DP). Nos grupos experimentais estudados ap6s microinjecdo na
AMePD de salina, glutamato ou de GABA nas duas doses empregadas, os resultados obtidos

foram os seguintes:

1 - Nao houve diferengas estatisticamente significantes nos valores de FC entre os grupos
estudados. Ou seja, pela estrutura do teste estatistico empregado, os valores de FC na
compara¢do dos valores pré-microinje¢do e pos-microinjecdo ndo sdo diferentes entre si
[F (1,24) = 2,959; p = 0,09], nem entre os grupos [F (3,24) = 2,061; p = 0,13], ¢ nem na
interacao entre periodo de estudo versus grupos experimentais [F (3,24) = 1,734; p = 0,18;

Figura 5].

2 - Os valores de PAS ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante quando
comparados os valores pré-microinje¢do e pds-microinje¢ao [F (1,24) = 0,297; p = 0,59], os
grupos experimentais [F (3,24) = 0,398; p = 0,75], ou a interacdo entre esses fatores

(momento dos registros versus grupos estudados) [F (3,24) = 0,862; p = 0,47; Figura 6].

3 - Para os valores de PAD, ndo houve diferenca estatisticamente significante quando
comparado os valores pré-microinjecdo e poés-microinjecao [F (1,24) = 1,595; p = 0,21], entre
os grupos estudados [F (3,24) = 0,592; p = 0,62] nem na interacdo entre os fatores (momento

dos registros versus grupos estudados) [F (3,24) = 0,730; p = 0,54; Figura 7].

4 - Com base nos resultados anteriores, os valores de PAM igualmente ndo apresentaram

diferenca estatisticamente significativa entre as medidas pré-microinjecao e pds-microinje¢ao
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[F (1,24) =0,203; p = 0,65], entre os grupos experimentais [F (3,24) = 0,808; p = 0,50] € nem
na interacao entre esses fatores [F (3,24) = 1,126; p = 0,35; Figura §].

5 — Com relagdo ao reflexo mediado pelos barorreceptores, os valores referentes ao ponto de
maior inclina¢do da curva da PA (PAs), que representa o nivel de PA no qual o barorreflexo
mostra ganho maximo, apds inje¢des de fenilefrina e de nitroprussiato de sédio, ndo foram
estatisticamente diferentes quando os dados dos grupos foram comparados entre si [F (3,24) =

0,861; p=0,47; Figura 9].

6 - Os valores referentes a queda méaxima da FC induzida pelo aumento da PA, platd de
bradicardia apos a estimulacdo da resposta reflexa mediada pelos barorreceptores, nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados os dados dos quatro
grupos experimentais entre si [F (3,24) = 0,684; p = 0,57; Figura 10]. J4 na comparagdo dos
resultados da resposta maxima da FC induzida pelo decréscimo da PA, platd de taquicardia
apos estimulagdo reflexa mediada pelos barorreceptores, houve diferenca estatisticamente
significativa quando os dados dos grupos foram comparados entre si [F (3,24) = 4,440,
p =0,01] e o teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo que recebeu salina ou a menor dose de GABA (2 nM; p <0,05) e
na comparagdo entre os grupos que receberam GABA ou na dose de 2 nM ou na de 3 uM
(p < 0,05; Figura 11). Da mesma forma, para a variagdo do ganho médio ou sensibilidade
média do barorreflexo apds estimulacdo reflexa mediada pelos barorreceptores, houve
diferenca estatisticamente significativa quando os dados dos grupos foram comparados entre
si [F (3,24) = 6,817; p < 0,002] e o teste post hoc de Newman-Keuls mostrou que houve
diferenca estatisticamente significativas na comparacao entre os dados do grupo que recebeu
salina e os demais grupos que receberam GABA (em ambas as doses) ou Glu 45nM (teste de
Newman-Keuls, p < 0,01 em todos os casos; Figura 12). J& para a amplitude da FC, que
corresponde a faixa operacional do reflexo barorreceptor, ndo houve diferencas significativas
[F (3,24) = 1,543; p = 0,22; Figura 13]. Por fim, valores correspondentes a curva da
modificagdo de PAM de acordo com a variagao da FC foram estatisticamente diferentes entre
os grupos estudados, como descritos anteriormente, sendo que a curva apds a microinjecao de
GABA 2 nM na AMePD foi diferente dos grupos que receberam salina ou GABA na maior
dose (3 uM; p < 0,05 em ambos os casos). No que se refere ao platd de taquicardia, a curva de
inclina¢do dos dados referente a sensibilidade média do barorreflexo foi diferente entre os
grupos que receberam Glu ou GABA em ambas as doses em comparagdo com o que recebeu

salina (p <0,01; Figura 14).
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7 - Os valores de FC apos injecdo de diferentes doses de KCN, na avaliacao da resposta
reflexa relacionada com os quimiorreceptores, apresentaram diferenca estatisticamente
significativa nos dados pré-microinjecdo e pos-microinje¢do para as substincias testadas na
AMePD [F (3,72) = 83,18; p < 0,001] e entre os grupos experimentais [F (3,72) = 4,172;
p =0,01], mas ndo na interagdo entre esses dois fatores comparando-se momento dos registros
versus grupos estudados[F (9,72) = 1,044; p = 0,41]. Isto indica que a interpretacao dos
primeiros resultados ¢ problemadtica e, portanto, considera-se como ndo estatisticamente

diferentes entre si os valores obtidos para a FC mediado pelo quimioreflexo (Figura 15).

8 — As comparagdes entre os valores de PAM apds inje¢do de diferentes doses de KCN para
testar a resposta reflexa cardiovascular medida pelos quimiorreceptores apontam que houve
diferencga estatisticamente significativa nos valores pré-microinjecdo e pOs-microinjecao nos
valores das quatro substancias testadas na AMePD [F (3,72) = 12,54; p < 0,001], assim como
nas comparagdes entre os grupos experimentais [F (3,72) = 3,077; p = 0,04]. Na interacao
desses dois fatores, no entanto, ndo houve diferenca significativa [F (9,72) = 0,527; p = 0,84;

Figura 16].
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Figura 5 Média (= DP) da variagdo da freqiiéncia cardiaca (FC em bpm) nos grupos
estudados em situagdo basal antes da microinje¢do (Controle) e apos a microinje¢do (Teste)
de salina (0,3 pul; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 ul (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 pl (n=7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente significante quando comparados
os valores pré-microinje¢do e poOs-microinje¢do ou entre cada grupo experimental
estudado (p > 0,05 em todos os casos).
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Figura 6 Média (+ DP) da variag¢do da pressao arterial sistolica (PAS em mmHg) nos grupos
estudados em situagdo basal antes da microinje¢do (Controle) e apds a microinje¢cdo (Teste)
de salina (0,3 pl; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 ul (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 pl (n = 7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados
os valores pré-microinjecdo e poOs-microinjecdo ou entre cada grupo experimental
estudado (p > 0,05).



49

1 Salina

B Glutamato 45 nM

= GABA 2 nM
125 ' GABA 3 uM

100+
g) 754
o 504
:
254
0

Controle Teste

Figura 7 Média (+ DP) da variagdo da pressdo arterial diastélica (PAD em mmHg) nos
grupos estudados em situagdo basal antes da microinje¢do (Controle) e apds a microinje¢ao
(Teste) de salina (0,3 pul; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 pl (n = 7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente significante quando comparados
os valores pré-microinjecdo e poOs-microinje¢do ou entre cada grupo experimental
estudado (p > 0,05).
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Figura 8 Média (+ DP) da variagdo da pressdo arterial média (PAM em mmHg) nos grupos
estudados em situagdo basal antes da microinje¢do (Controle) e apds a microinje¢cdo (Teste)
de salina (0,3 ul; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 pl (n = 7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente significante quando comparados
os valores pré-microinjecdo e poOs-microinje¢do ou entre cada grupo experimental
estudado (p > 0,05).
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Figura 9 Média (= DP) da variagdo do valor de PA (em mmHg) no ponto de maior
inclinagdo da curva (PAsg) obtida apos microinje¢do de salina (0,3 pl; n = 7), glutamato (Glu)
na dose de 45 nM/0,3 ul (n = 7), GABA na dose de 2 nM/0,3 ul (n = 7) ou de GABA na dose
de 3 uM/0,3 pul (n = 7) na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Nao houve
diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos
experimentais (p > 0,05).
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Figura 10 Média (= DP) da variagdo da diferenca da resposta maxima da queda na
FC (em bpm) induzida pelo aumento da PA (em mmHg; platé de bradicardia) obtida apods a
microinjecdo de salina (0,3 pl; n = 7), glutamato (Glu) na dose de 45 nM/0,3 ul (n = 7),
GABA na dose de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 ul (n = 7) na
amigdala medial postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente significante
quando comparados os valores entre os grupos experimentais (p > 0,05).
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Figura 11 Média (= DP) da variacdo da diferenga do aumento da resposta maxima na
FC (em bpm) induzida pelo decréscimo da PA (em mmHg; platoé de taquicardia) obtida apos a
microinjecdo de salina (0,3 pul; n = 7), glutamato (Glu) na dose de 45 nM/0,3 ul (n = 7),
GABA na dose de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 ul (n = 7) na
amigdala medial pdstero-dorsal de ratos.

* p < 0,05 quando comparado com o valor obtido ap6s microinjecao de salina e de GABA na
maior dose (3uM).
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Figura 12 Média (= DP) da variagdo da sensibilidade média do barorreflexo (Ganho, em
bpm/mmHg) obtida ap6s microinje¢do de salina (0,3 ul; n = 7), glutamato (Glu) na dose de 45
nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3
ul (n = 7) na amigdala medial postero-dorsal de ratos.

*p <0,01 quando comparado com o valor obtido no grupo que recebeu salina.
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Figura 13 Média (= DP) da variagdo da amplitude da FC (em bpm), durante o reflexo
barorreceptor, obtida apos microinjecdo de salina (0,3 ul; n = 7), glutamato (Glu) na dose de
45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose
de 3 uM/0,3 pul (n = 7) na amigdala medial poéstero-dorsal de ratos. Nao houve
diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos
experimentais (p > 0,05).
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Figura 14 Analise da curva da modificacdo da pressdo arterial média (PAM em mmHg) de
acordo com a variagdo da freqiiéncia cardiaca (FC em bpm) na resposta reflexa mediada pelos
barorreceptores e ap6s microinjecdo de salina (0,3 pl; n = 7), glutamato (Glu) na dose
de 45 nM/0,3 ul (n = 7), GABA na dose de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose
de 3 uM/0,3 ul (n = 7) na amigdala medial podstero-dorsal de ratos. Os valores
correspondentes a curva da modificagdo de PAM de acordo com a variacdo da FC foram
estatisticamente diferentes entre os grupos estudados sendo que, no platd de taquicardia (*), a
curva apds a microinje¢do de GABA 2 nM na AMePD ¢ diferente dos grupos que receberam
salina ou GABA na maior dose (3 uM; p < 0,05 em ambos os casos). Os grupos que
receberam Glu ou GABA em ambas as doses apresentaram uma curva com inclinagdo ()
diferente do que o grupo que recebeu salina (p < 0,01).
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Figura 15 Média (+ DP) da variagdo da freqiiéncia cardiaca (FC em bpm) obtidas apos
injecdo sistémica de diferentes doses de KCN nos animais microinjetados com
salina (0,3 ul; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 ul (n = 7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. As doses de KCN correspondem a 60, 100, 140 e 180 pg/kg. Nao
houve diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos
experimentais (p > 0,05).
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Figura 16 Média (+ DP) da varia¢do da pressdo arterial média (PAM em mmHg) obtidas
apds injecdo sistémica de diferentes doses de KCN nos animais microinjetados com
salina (0,3 ul; n = 7), glutamato na dose de 45 nM/0,3 pl (n = 7), GABA na dose
de 2 nM/0,3 pl (n = 7) ou de GABA na dose de 3 uM/0,3 ul (n = 7) na amigdala medial
postero-dorsal de ratos. As doses do KCN correspondem a 60, 100, 140 e 180 pg/kg. Nao
houve diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos
experimentais (p > 0,05).



5 DISCUSSAO

O presente estudo revelou que, quando comparados os quatro grupos experimentais
estudados apds microinjecdo na AMePD, nao houve diferenca estatisticamente significativa
na FC, na PAS, na PAD, e na PAM nos valores pré-microinje¢ao e pés-microinjecao de Glu
45 nM ou das duas doses de GABA empregadas em relagdo ao grupo controle. De forma
concordante, o agonista dos receptores GABA,, muscimol, microinjetado na AMe nao foi
capaz de alterar a PAM basal de ratos acordados (KUBO et al., 2004). Kubo et al. (2005)
também verificaram que Glu ¢ GABA microinjetados em doses similares as utilizadas em

nosso trabalho ndo afetaram a PAM de ratos anestesiados.

Por outro lado, ficou evidenciado que a resposta maxima de FC induzida pelo
decréscimo de PA causado pela injecdo de nitroprussiato de sodio € significativamente
diminuida nos animais microinjetados com GABA na dose de 2 nM, comparado com os
animais que receberam salina. Isso indica que a agdo de GABA nesta dose na AMePD ¢ capaz
de diminuir a atividade barorreflexa, indicando uma papel inibitério para este
neurotransmissor também nesta fungdo e nesta area encefalica. Os animais do grupo
microinjetado com GABA na dose de 3 uM apresentaram uma resposta maxima de FC maior
quando comparados com o grupo microinjetado com GABA na menor dose (2 nM). E muito
importante e cabe ressaltar que GABA na dose de 2 nM, assim como glutamato na dose de 45
nM, estad dentro de uma faixa fisiologica encontrada na amigdala de ratos, enquanto GABA na
dose de 3 uM representa quantidade que, a principio, somente pode ser obtida
farmacologicamente (KAURA et al., 1995). Se esta concentragdo maior pode igualmente ser
obtida em ratos em diferentes condi¢des fisioldgicas ou em local no SN que tenha grande

inervacdo GABAérgica ainda precisa ser determinado. Fica evidente aqui, contudo, que a
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dose em nivel fisiologico de 2 nM e a dose farmacoldgica de 3 uM de GABA tiveram,
portanto, resultados opostos nesta variavel bioldgica (vide curva da modificagdo de PAM de
acordo com a variagdio da FC em situacdo reflexa, Figura 16), indicando que este
neurotransmissor pode ter efeitos variados conforme sua concentracao no espago extracelular
nervoso. Ademais, como se trata de uma substancia que, dependendo do volume injetado e de
sua concentracdao, pode modular outros transmissores locais ¢ cabivel postular que GABA
pode estar alterando a a¢do de diferentes tipos de respostas neuroquimicas e, assim, acarretar
uma variagdo ampla de efeitos (BURT, 2003). Por exemplo, contrariamente aos dados de
Kubo et al. (2004 ¢ 2005), Yoshida et al. (2002) verificaram que bicuculina microinjetada na
AMe de ratos anestesiados ¢ capaz de gerar aumento dose-dependente na FC e na PA e que
esta resposta pode ser inibida pela microinje¢do de muscimol. Esses resultados indicam que a
AMe participa na regulacdo hemodindmica, provavelmente através da inibigdo da resposta
simpatica via receptor GABA4. Respostas varidveis ao GABA foram também possiveis de
perceber em experimentos de andlise do comportamento sexual masculino realizados em
nosso laboratério, no qual microinje¢cdes de uma mesma dose farmacologica de GABA na
AMePD provocaram efeitos discrepantes em ratos (OLIVEIRA, A.; dados ndo publicados).
Resta determinar também quais receptores e quais mecanismos de transdugdo de sinal podem

estar envolvidos nessas respostas.

Da mesma forma, para a variacdo da sensibilidade média do barorreflexo, apos sua
estimulacdo, houve diferengas estatisticamente significativas na comparagdo entre os dados do
grupo que recebeu salina e os demais grupos que receberam Glu 45nM ou GABA (em ambas
as doses). Mais especificamente, os animais microinjetados com Glu ou GABA apresentaram
diferente variagdo na FC para uma mesma alteragdo na PA, comparativamente com o0s
animais controle. E interessante que Glu, juntamente com o GABA, igualmente modificou a
sensibilidade média do barorreflexo. Chama a atengdo, no entanto, que tanto Glu como
GABA em ambas as doses podem promover respostas no mesmo sentido (Fig. 12); e embora
na observacdo da curva da PAM pela variagdo da FC (Fig. 14) possa se identificar Glu e
GABA (2 nM) em lados opostos da curva controle, ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre si. Nao ha explicacdo clara ou direta para isto até o
momento. Mas, analisando-se a curva da modificagado de PAM de acordo com a variacao da
FC, percebe-se que a acdo do GABA na AMePD promoveu variagdes dose-dependentes sobre
a atividade reflexa. Ou seja, GABA microinjetado na dose de 2 nM na AMePD provocou uma

menor inclinacdo na curva de PA quando os barorreceptores foram estimulados com
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nitroprussiato de sédio e, portanto, diminuindo o aumento reflexo da FC. J4a a microinjecao de

GABA na dose maior de 3 uM ndo promoveu o mesmo efeito.

Adicionalmente, a atividade dos barorreceptores exerce um papel fundamental no
controle homeostatico do sistema cardiovascular embora possa ser modulado de forma nao
uniforme por neurotransmissores e areas encefalicas distintas. Por exemplo, os resultados aqui
obtidos mostram que os valores referentes ao platd de bradicardia apos a estimulagao da
resposta reflexa mediada pelos barorreceptores ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa quando comparados os dados dos quatro grupos experimentais entre si. O mesmo
ocorreu para o ponto de maior inclinagdo da curva de PA (set point) e a variagdo da amplitude
do reflexo barorreceptor, apos estimulo de sua resposta reflexa pelas injecoes de fenilefrina e
nitroprussiato de sodio. Como isso pode se relacionar com o papel da AMePD na modulagado
de comportamentos que também requerem ajustes cardiovasculares para sua ocorréncia ainda
ndo esta desvendado. E relevante notar, no entanto, que esta regido modula a resposta reflexa
cardiovascular da FC e PA mediada pelos barorreceptores, mas nao a atividade basal dessas
variaveis nem a resposta reflexa em que quimiorreceptores estejam envolvidos. Neste
contexto, Glu e GABA em doses fisiolégica e farmacoldgica afetam o ponto médio de
sensibilidade do reflexo barorreceptor ¢ GABA (na dose de 2 nM) ainda é capaz de
influenciar o platdé de taquicardia, diminuindo-o significativamente. Isto poderia sugerir que
as atividades glutamatérgicas e GABAérgicas na AMePD passam a funcionar de forma féasica,
e ndo tdnica, quando da elaboracdo de uma atividade na qual este subnucleo tenha
envolvimento. Estudos eletrofisioldégicos e neuroquimicos concomitantes poderiam auxiliar
no avanco ou na refutacdo desta hipotese, estando o animal acordado, executando diferentes
comportamentos € tendo suas varidveis cardiovasculares acompanhadas momento-a-
momento. Tais experimentos sdo, no entanto, tecnicamente dificeis de serem realizados e

propensos a erros, ainda mais pelo pequeno tamanho da AMePD em ratos.

Maior variabilidade nas respostas de FC e da PA, alterando seus valores maximos e
minimos apods atuacdo de barorreceptores e quimiorreceptores, poderia ocorrer para permitir
que comportamentos possam ser executados plenamente pelo animal (QUAGLIOTTO, 2006).
Com isso ndo haveria limitacdo antes de valores mais extremos para a execugdo de
comportamentos relevantes para a sobrevivéncia do animal e de sua espécie (TIMO-IARIA,
1983; RASIA-FILHO, 2006). Se forem tomadas em consideragdo as diferentes atividades que
a AMePD pode executar, como ¢ o caso da modulacdo do comportamento reprodutivo

masculino (NEWMAN, 2002; de CASTILHOS et al., 2006) e resposta ao estresse (DAYAS
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et al., 1999), poder-se-ia especular que ajustes simpaticos e parassimpaticos cardiovasculares
pudessem ser programados concomitantemente as alteracdes motoras e neuroendocrinas
necessarias para a emissdo adequada dessas atividades. A ativacdo e desativacdo reflexas de
tais sistemas em condigdes fisiologicas determinam ajustes do débito cardiaco e da RPT,
contribuindo para a estabilizagdo ¢ manutengdo da PA sistémica em diferentes situagdes,
ampliando a capacidade de adaptagao e sobrevivéncia do organismo (TIMO-IARIA, 1988S;
DALL’AGO et al., 2004; RASIA-FILHO, 2006). Neste sentido, ja esta bem descrito que
diversas vias neurais aferentes e eferentes do encéfalo sdo capazes de modificar a atividade
cardiovascular, a0 mesmo tempo que compde circuitos envolvidos com reflexos somaticos e
viscerais ¢ modulam, de forma integrada, os comportamentos no individuo (como revisado
em ALMEIDA et al.,, 2004, DALL’AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et al., 2004b).
Experimentos em ratos acordados tém demonstrado que a estimulagdo elétrica de diferentes
regides do complexo amigdaliano resulta em um aumento na FC e na PA, enquanto em ratos
anestesiados obtém-se uma diminui¢do da FC ¢ da PA (REIS et al., 1964; GALENO et al.,
1983; FRISINGER et al., 1984; GESELMA et al., 1987; OZKUTLU et al., 1994;
CECHETTO et al., 2001). Novamente, embora haja muitos exemlos, o quanto isto esta
correto para a AMePD ainda precisa ser testado experimentalmente. E preciso considerar que
a PA para os diversos 6rgdos deve ser ajustada, a partir de um valor basal, de acordo com
necessidades variaveis e que, em niveis fisiologicos, adequa-se a perfusdo tecidual sistémica
(HALL, 1999). Com isso, os ajustes cardiovasculares poderiam ocorrer por respostas reflexas
e/ou por mudangas que precedem ou sdo simultineas a ocorréncia dos mais diversos
comportamentos onde a AMePD apresenta participagdo (DALL"AGO et al., 2003; RASIA-
FILHO et al., 2004; 2006). Esta hipotese bastante plausivel ¢ sugerida por nds para futuras
investigagcdes. Os resultados obtidos no presente estudo ndo s acrescentam a informagdes
prévias, mas também confirmam a necessidade de ser dada uma maior importancia para a
contribuicdo da atividade glutamatérgica e GABAérgica na AMePD no controle
cardiovascular reflexo. Ha, no entanto, a necessidade de se determinar se Glu ¢ GABA atuam
como tais e/ou devido as suas interrelagdes funcionais com outros neurotransmissores ¢
neuromoduladores na AMePD. Em estudo recente, a atividade histaminérgica na AMePD foi
capaz de modificar o set point da PA, apds estimulagdo dos barorreceptores, aumentando a
resposta reflexa ao desviar a direita a curva de relacdo entre FC e PA (QUAGLIOTTO, 2006).
Embora fuja ao escopo inicial desta dissertagdo, sdo todos esses dados importantes que estao

relacionados aos presentes achados e que abrem temas para novas pesquisas. O conhecimento
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mais detalhado da neuroquimica da AMePD e as interrelagdes funcionais que nela se

encontram deve auxiliar a aquilatar os presentes resultados em animais nao anestesiados.

Os quimiorreceptores arteriais respondem a aumentos ou quedas da PO,, da PCO, e/ou
do pH desencadenado respostas homeostaticas dos sistemas cardiovascular e respiratorio para
corrigir essas variagdes. As respostas cardiovasculares caracterizam-se por aumento da
resisténcia periférica, em decorréncia da ativagdo do sistema simpatico, e alteracdes na FC
caracterizadas por bradicardia, mas aumento da forca de contracdo miocéardica. No presente
estudo, € preciso destacar que os valores de FC e PA apos injecao de diferentes doses de KCN
indicam que ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos dados apds microinje¢ao
das substancias estudadas na AMePD. O fato de animais microinjetados com salina ndo
apresentarem variagdes estatisticamente significativas pode dizer respeito a estrutura da
analise estatistica em si. E, notavelmente, os dados gerados nos grupos que receberam Glu e
ambas as doses de GABA sdo idénticos também. Contrariamente a isto, a microinjecdo de
histamina e de metil-histamina, agonista dos receptores Hs, na AMePD foi capaz de gerar
uma diminui¢do reflexa maior na FC apds estimulagdo dos quimiorreceptores com KCN
(QUAGLIOTTO, 2006). Isto indica que a histamina na AMePD pode ampliar o reflexo
quimiorreceptor, mas o mesmo ndo se obtem com Glu ou com ambas as doses de GABA aqui
utilizadas. Isto sugere que diferentes neurotransmissores modulam a resposta reflexa a

ativacdo dos quimiorreceptores via AMePD.

De fato, distintas formas de controle estdo envolvidas ndo s6 na manutengao como na
variagdo a cada instante da PA, regulando o calibre e a reatividade vascular, a distribui¢do de
liquidos dentro e fora dos vasos e o débito cardiaco (DALL’AGO et al., 2003). O estudo dos
mecanismos de controle da PA tem indicado grande nimero de substincias e sistemas
fisioldgicos que interagem de maneira complexa e, por vezes, com redundéancia para garantir a
PA em niveis adequados nas mais diversas situagdes (MICHELINI, et al., 1994; IRIGOYEN
et al., 2001). Com o presente trabalho buscou-se igualmente demonstrar que outra regido no
SN central de ratos, a AMePD, ¢ coadjuvante no processo de controle da FC e da PA. Este
sistema de controle complexo determina o grau de atividade dos sistemas simpdatico e
parassimpatico, modulando a rapida resposta cardiovascular necessaria momento-a-momento
no animal em vigilia. A amigdala ja& vem sendo implicada no controle de diversas varidveis
organicas, incluindo-se aquelas fisiologicas do sistema cardiovascular ou, ainda, na resposta
pressora homeostatica ou alostatica (BOLHUIS et al., 1984; RANDALL, 1984, BEAULIEU
et al., 1986; DAVIS et al., 2000; KUBO et al., 2004; QUAGLIOTTO, 2006). Neste sentido,
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estdo bem demonstrados os efeitos do estresse na estimulagdo do sistema cardiovascular e
subseqiiente ocorréncia de hipertensao arterial sist€émica, o que se manifesta
concomitantemente com o aumento da expressao da proteina fos, como marcador de atividade
neuronal, em diversos niicleos da amigdala, incluindo a AMe (OZKUTLU et al., 1994; CHEN
et al., 1995; KUBO, 2004; FUKUMORI, 2004). Diversos experimentos realizados em ratos
apontaram a AMe como uma das regides envolvidas na percep¢ao € nos processamentos
neurais de estimulo estressante envolvendo, a partir dela, os sistemas simpatico e
parassimpatico (AGUILERA, 1998; SAPOLSKY, 1999; RADLEY et al., 2005). Eferéncias
partem da AMe em direcdo ao nucleo paraventricular hipotalamico onde se localizam as
células que contém o horménio liberador de corticotrofina (SILVERMAN et al., 1981;
TRIBOLLET et al., 1981; SWANSON et al., 1998). Além de ativar o ecixo HPA em ratos, a
AMe parece reger respostas de libera¢ao de ocitocina desencadeado pela exposi¢ao do animal
a estresse emocional (McGAUGH et al., 1992; DAYAS et al., 1999). Isto sugere que, pelo
menos para eventos estressores incondicionados, a AMe representa uma regido critica para a
geracdo das respostas simpaticas, parassimpaticas e neuroendocrias de ratos (DAYAS et al.,
1999). E, embora todos esses estudos ndo tenham dividido a AMe em subregides, os presentes
achados sugerem que a AMePD bem pode ter participagdo nessas respostas. De fato,
recentemente descobriu-se que estresse de contencao de 1h em ratos ¢ capaz de modificar a
morfologia de neurdnios da AMePD, diminuindo a densidade de espinhos dendriticos nesses
animais e, supostamente, parte da transmissdo sindptica local (MARCUZZO, 2006). Por via
neural ou hormonal, pode-se influenciar a atividade de regides como o NTS, o o6rgao
subfornical ou demais regides do sistema limbico que atuam nas alteragdes da FC e da PA

(SWANSON et al., 1979; CANTERAS et al., 1992; SIMERLY, 2004).

O papel integrado da AMePD precisa ser melhor elucidado, mas dados como os
presentes indicam que a modulacdo da FC e da PA envolvem esta subregido igualmente e,
muito claramente, de forma integrada em circuitos. Futuros experimentos devem auxiliar a
desvendar quais vias liberam Glu ou GABA e em quais circunstancias, sob quais demandas de
ambiente ou internas do animal, para promover mudangas nas respostas reflexas
cardiovasculares como observadas aqui. Igualmente, o quanto a AMePD pode estar envolvida
na fisiopatologia de doengas cardiovasculares, como a hipertensao arterial sistémica e/ou
como farmacos podem atuar nela para modificar seu funcionamento neuroquimico sdo linhas

de pesquisa que se abrem para novas investigacdes.



6 CONCLUSAO

- Na AMePD, microinje¢do de Glu (45 nM) ou GABA (2nM e 3 uM) ndo modifica os
valores basais de FC e PA nem a resposta reflexa cardiovascular mediada por

quimiorreceptores.

- A microinje¢d@o de GABA na dose de 2 nM causa a diminui¢do da resposta maxima
de FC induzida pelo decréscimo de PA quando da injecdo de nitroprussiato de sodio. Isso

indica que a agdo de GABA nesta dose na MePD ¢ capaz de diminuir a atividade barorreflexa.

- As microinjecoes de Glu (45 nM) ou de GABA (2 nM e 3 uM) foram capaz de
reduzir a sensibilidade média do barorreflexo, o que pode estar relacionado com a integracao
funcional desta estrutura na modulacdo de comportamentos que também requeiram ajustes

cardiovasculares para sua ocorréncia.



7 PERSPECTIVAS

Pesquisas futuras deverdo estudar se a AMePD consegue modular a PA e a FC
provocadas reflexamente por atuagdo direta em estruturas hipotalamicas ou bulbo-pontinas
relacionadas com a inervagdo simpatica cardiovascular ou se sua agdo se da de forma indireta
por excitacdo da ACe. Se esta Ultima realmente estiver ocorrendo, entdo ficara mais clara a
concepgao recente de que ¢ a AMe quem preferentemente modula respostas neuroendocrinas,
simpaticas e parassimpaticas executadas, em ultima instidncia, pela ACe, para modular

atividades reflexas cardiovasculares.

Da mesma forma, ¢ importante responder se Glu ou GABA estdo atuando por si ou
alterando a atividade de outros transmissores presentes na AMePD. Tendo em vista que a
histamina, assim como Glu e 0 GABA, ¢ capaz de modular a atividade cardiovascular ¢ que
outros estudos tém reforcado a idéia da influéncia mutua entre estes neurotransmissores, tanto
em condicdes fisiologicas como patologicas, também seria possivel especular se esses
neurotransmissores estdo interagindo na AMePD para causar seus efeitos. Ainda neste
sentido, resta determinar também quais receptores ¢ quais mecanismos de transducdo de sinal

podem estar envolvidos nessas respostas.

A andlise espectral permite a identificagdo dos componentes de ondas complexas, sua
variabilidade, freqiiéncia de ocorréncia e distribuicdes no tempo e no espaco. De forma
complementar e relevante, esta analise serd utilizada, dentre outras aplicagdes, para avaliar a
variabilidade da FC e da PA e as atividades simpatica e vagal. Este ¢, portanto, um campo

proficuo que se encontra aberto para novas contribuigdes.
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