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RESUMO

INTRODUCAO: A amigdala medial (AMe) modula comportamentos sociais, como o
reprodutivo, e respostas a estimulos estressantes. Para tanto s3o necessarios ajustes
homeostaticos concomitantes da fungdo cardiovascular. Dada sua notavel presenga na AMe, a
histamina (HA) poderia estar envolvida em tais atividades. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da microinjecdo de HA e de agonista dos receptores Hj metil-histamina, no
nicleo medial postero-dorsal (AMePD de ratos ndo anestesiados) sobre o controle
cardiovascular em situagdo basal e apds modificagdo desencadeada pela estimulacdo dos
barorreceptores e quimiorreceptores. METODOS: Ratos machos Wistar (3 meses de idade)
foram mantidos em condi¢des 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 pos-cirtrgico, os animais foram novamente anestesiados e submetidos a
colocacdo de cateter de polietileno no interior da artéria aorta abdominal e da veia cava
inferior. Um dia ap6s a canulagdo dos vasos, os animais foram microinjetados na AMePD
com solu¢do salina (0,3 pl, n = 10), histamina nas doses de 10 nM/0,3 ul (n = 8) e de 100
nM/0,3 pul (n = 8) ou com o agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-histamina, na
dose de 10 uM/0,3 ul (n = 7). Dados de freqiiéncia cardiaca (FC) e de pressdo arterial (PA)
foram gravados por 3 minutos em periodo basal controle e, a seguir, foram microinjetadas as
substancias mencionadas e testadas as varidvies de interesse. Os reflexos pressores foram
testados pela injecdo de fenilefrina (doses crescentes desde 0,25 até 32 pg/kg) e nitroprussiato
de sodio (doses crescentes desde 2,5 até¢ 100 pg/kg) e os quimiorreceptores, pelo cianeto de
potassio (doses crescentes desde 60 até 180 pg/kg). O modelo autoregressivo de andlise
espectral foi utilizado para avaliar a variabilidade da FC e da PA e as atividades simpatica e

vagal. Os dados foram comparados pelo teste da analise da varidncia (ANOVA) de duas vias
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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 sistdlica, PA diastolica e PA média em situagdo basal ou apds as diferentes
microinjecdes nos grupos estudados (p > 0,05). Histamina na dose de 10 nM e metil-
histamina na dose de 10 uM microinjetadas na AMePD geraram diminui¢ao reflexa maior na
FC apo6s a estimulagdo dos quimiorreceptores com KCN na dose de 100 pg/kg (p < 0,05). Os
valores referentes ao ponto de maior inclinagdo da curva referente aos barorreceptores,
(PAso), apds injecdes de fenilefrina e nitroprussiato de so6dio, foram maiores nos ratos que
receberam histamina na dose de 10 nM na AMePD (p < 0,05). Houve maior variabilidade na
PA sistdlica, no componente de baixa e de alta freqiiéncia do tacograma e no indice de
atividade simpatico-vagal nos grupos que receberam histamina na dose de 100 nM e metil-
histamina na dose de 10 pM na AMePD (p < 0,05). CONCLUSAO: A AMePD, por agio da
histamina e de agonista dos receptores H; modula respostas pressoricas reflexas e participa do
controle central da PA. Tais dados, ainda inéditos, podem indicar que a AMePD se vale de
sua atividade histaminérgica local por circuitaria propria ou devido a aferéncias neurais, para
modificar variaveis cardiovasculares provavelmente concomitantemente a organizacido de

comportamentos.



1 INTRODUCAO

1.1 AMIGDALA

A amigdala, ou complexo amigdaliano', constitui-se de nucleos subcorticais
interconectados que se situam no lobo temporal, lateral ao hipotalamo e ventral ao estriado no
encéfalo de primatas (ALHEID et al., 1999; EVERITT et al., 1995; SWANSON;
PETROVICH, 1998; OLMOS et al., 2004). Em ratos situa-se lateralmente ao trato optico
(TO), na parte ventral do telencéfalo, tendo como limite rostral uma regido pouco definida
proxima do nucleo do trato olfativo lateral e, caudalmente, limitrofe a zona de transi¢ao

amigdalo-hipocampal (de OLMOS et al., 2004).

O termo amigdala adveio de estudos anatdomicos nos quais varios nucleos colocados
rostralmente a cauda do nucleo caudado, ao hipocampo e ao corno temporal do ventriculo
lateral pareciam, agrupadamente, ter uma conformacao 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). H4, no entanto, consideravel debate sobre sua
subdivisdo em nucleos em vdrias espécies animais e, por isso, sdo comuns referéncias ao
nicleo inteiro como complexo amigdaliano (SWANSON et al., 1998; NEWMAN, 1999,
PITKANEN et al., 2000; RASIA-FILHO et al., 2000, 2004a).

1 Embora a terminologia anatdmica nomeie esta estrutura como “corpo amigdaldide” na parte basilar do telencéfalo, por
defini¢do encontrada em dicionario da lingua potuguesa, “amigdaliano” ¢ algo relativo ou pertencente & amigdala, enquanto amigdaloide é

semelhante & amigdala (RASIA-FILHO; HILBIG, 2005).
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Alguns dos primeiros estudos descreveram que a amigdala representava a maior via de
ligacdo entre as regidoes médio-basais do telencéfalo (conforme descrito por KAMAL e
TOMBOL, 1975). Historicamente, um dos primeiros indicios do envolvimento da amigdala
na modula¢do do comportamento emocional foi obtido com sua ablacdo bilateral e de tecido
nervoso nas adjacéncias em macacos, ocorrendo, a partir disso, perda da agressividade e as
manifestagdes comportamentais relacionadas com medo, alteragdo da percepcao de estimulos
nocivos, comportamento sexual inapropriado e tendéncia a investigar com a boca toda a sorte
de objetos colocados ao alcance do animal (KLUVER e BUCY, 1939). Atualmente sabe-se
que a amigdala ndo tem fungdo unitaria simples, mas sim um papel de integracdo das
atividades comportamentais, endocrinas, simpaticas e parassimpaticas que sao importantes
para a relagdo dos animais com seu ambiente (LEDOUX, 1992; DAVIS, 2000; RASIA-
FILHO et al., 2000).

Em ratos, a amigdala é composta por ntcleos e subnucleos que formam uma complexa
rede estrutural inter-relacionada e multifuncional, anatomicamente e funcionalmente
heterogénea, uma vez que esta envolvida na modulagdo de diversos comportamentos e ajustes
de variaveis organicas (ALHEID et al., 1995; EVERITT, 1995; PAXINOS E WATSON,
1998; SWASON et al., 1998; PETROVICH et al., 2001; RASIA FILHO et al., 2000, 2004a).
A amigdala foi dividida de diversas maneiras por diferentes autores ao longo do tempo. Prince
e colaboradores (1987) propuseram um esquema Unico de classificacio dos nucleos
amigdaloides 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, basal, e basal
acessoOrio e que estariam amplamente interconectados com o neocortex; nucleo amigdalar
cortical medial (ACOM), que corresponderia aos subnucleos cortical, medial, cortex
periamigdaldide, e nlcleo do trato olfativo lateral, relacionados com o sistema olfativo
principal e acessorio; e, por ultimo, nucleo central (ACe) e area amigdaloide 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: simpatico e parassimpatico, composto pela ACe;
cortical fronto-temporal, composto pelos nicleos ABL e ABLa e lateral; bulbo olfativo

acessorio (AOB) formada pela amigdala medial (AMe), tema desta dissertagdo e para a qual



18

dar-se-a maior atengdo a seguir; e, olfativo principal, relacionado com os demais nucleos.
Com mais detalhes, estruturalmente, a amigdala poderia se consistir de uma divisao estriatal,
constituida pela AA e pela AMe e a ACe, e de uma divisdo cortical que corresponderia a
ABLa e posterior (ABLp), aos ntcleos basomedial anterior (ABMa) e posterior (ABMp),
cortical postero-medial (ACOpm) e pdstero-lateral (ACOpl), cortical anterior (ACOa), lateral
(ACQI) e posterior (ACOp), area amigdaldide piriforme (AAP) e area piriforme de transi¢ao
(SWANSON et al., 1998; PETROVICH et al., 2001).

Em descricdo anatomica recente da amigdala do rato propds-se que ela fosse
classificada em quatro regides (Figura 1), segundo a sua disposi¢do citoarquitetonica e
hodologica: 1) amigdala “expandida”, assim denominada por se estender além de seus limites
anatomicos e subdividindo-se nos nucleos da ACe e da AMe; 2) amigdala cortical,
subdividida em complexo basolateral (BL) e em por¢des que se ligam as vias olfativas e
vomeronasal; 3) areas de transi¢do, localizadas entre a por¢do ventral dos ntcleos da base e a
amigdala “expandida”; 4) nucleos ainda nao classificados, constituidos por um grande grupo
de células dispersas na substancia branca, substancia inominata e porgdes do nucleo proprio
da estria terminal (BST; ALHEID et al.,, 1995; de OLMOS et al., 2004). Os limites
anatomicos extremos da amigdala e a classificacdo de suas subdivisdes permanecem, no
entanto, ainda controversos (SWANSON et al., 1998; de OLMOS et al., 1999; NEWMAN,
1999; de OLMOS et al., 2004).

Com base na sua anatomia e hodologia, funcionalmente, 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 olfativas principal e acessoria, onde estdo
envolvidos os demais nucleos amigdaldides e onde esta a AMe (SWANSON et al., 1998;
PETROVICH et al., 2001). Com base nisso, 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 nticleos da amigdala recebem aferéncias de diferentes
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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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modalidades sensoriais: olfativa, gustativa, auditiva, visual, somatosensorial e visceral (SAH
et al., 2003), ou seja, para participar dessas atividades, os nucleos amigdalianos recebem
varios tipos de informagdes sensoriais interoceptivas e exteroceptivas, modificam sua propria
atividade no que se supde seja uma etapa na apreciagdo 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). Circuitos intra-
amigdalianos complexos permitem que se associem ajustes homeostaticos com a emissao de

comportamentos especificos (PITKANEN et al., 1998, 2001).

Esse papel da amigdala tornou-se mais claro nas ultimas décadas (DAVIS, 1992;
KLING et al., 1992; LeDOUX, 1992; DAYAS et al., 1999; RASIA-FILHO et al., 2000). Por
exemplo, frente a um estimulo aversivo visual ou auditivo, impulsos nervosos provenientes do
tdlamo e do cortex cerebral chegam as regides amigdalianas da AL e da ABL. A seguir sao
transmitidos principalmente a ACe e esta emite eferéncias para varios nucleos do hipotalamo
e do tronco encefalico, 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 imovel, aumente sua atencdo em relacdo ao ambiente, fique taquipnéico e
taquicardico, tenha elevagdao da PA, possa defecar e urinar ou, ainda aumentar a liberacao do
hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH; AGGLETON et al., 1989; DAVIS, 1992; BENNETT,
1985; BEAULIEU, 1986; ADAMEC et al., 1994; AGUILERA, 1998).

Em ratos, a AMe ¢ uma estrutura heterogénea ¢ ¢ um dos nucleos superficiais do
complexo amigdaliano que, ao longo de sua extensdo, estd em contato direto com a regido
lateral do TO, ventral a estria terminal (ST) em sua parte mais posterior, em posi¢do medial e
posterior ao nucleo do trato olfativo e, tendo como limite posterior, aproximadamente onde
surgem os ventriculos cerebrais (de OLMOS et al., 2004; Figura 2). A AMe ¢ considerada
parte da amigdala “expandida”, embora ainda haja controvérsias se a mesma ¢ uma
continuag¢ao ventral do estriado ou ndo (CANTERAS et al., 1995; SWANSON et al., 1998; de
OLMOS et al., 1999; NEWMAN, 2002). A AMe ¢ uma estrutura complexa que apresenta
subnucleos com citoarquitetura, conexdes e caracteristicas neuroquimicas e funcionais
diferentes, classificados em quatro partes, a saber: antero-dorsal (AMeAD), antero-ventral
(AMeAYV), postero-dorsal (AMePD) e postero-ventral (AMePV; Figura 1.2; ALHEID et al.,
1995; CANTERAS et al., 1995; PETROVICH et al., 2000; de OLMOS et al., 2004; RASIA-
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FILHO et al., 2004). De acordo com suas conexdes, a AMe pode ser também organizada em
uma regido anterior ou rostral, da qual fazem parte a AMeAD, a AMeAV ¢ a AMePV, e em
uma regido posterior ou caudal, da qual faz parte a AMePD, embora grandemente
interconectada com os demais subnucleos (CANTERAS et al., 1995). A AMe dorsalmente ¢
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
nucleos intercalados da amigdala separa a AMe da ABL. Também caudalmente, e em posicao
dorsal, grupos de fibras que ascendem dentro da ST sdo interpostos entre a AMe e outros
nticleos amigdalianos (ALHEID et al., 1995; PETROVICH et al., 2000; PITKANEN, 2000;
de OLMOS et al., 2004).

A AMe de ratos possui uma ampla rede de conexdes neurais entre seus subnucleos,
com outros nucleos da amigdala e também com nucleos extra-amigdalianos (CANTERAS et
al., 1995), o que parece dar sua condigdo de modular diversos comportamentos ¢ ajustes
homeostaticos ou alostaticos (ALHEID et al., 1995; CANTERAS et al., 1995; SWANSON,
1995; McDONALD et al., 1999). A maioria das aferéncias neuronais que chegam a AMe sdo
provenientes diretamente do AOB, que envolve estimulos dos feromonios que atuam no 6rgao
vomeronasal. H4 ainda, aferéncias mais modestas de regides do telencéfalo basal, as quais
possuem conexoes recipocras com a AMe, e do tdlamo, da regido dorsal da ponte relacionada
com informagdes somaticas e viscerais, de grupos celulares da rafe mesencefalica e do locus
ceruleus (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
hipotadlamo envolvidos com a modula¢do da atividade neuroenddcrina e da emissdo de varios
comportamentos (CANTERAS et al., 1995; PITKANEN, 2000; ALHEID et al., 1995), como
¢ o caso da atividade sexual ¢ de aprendizado onde o componente emocional esta envolvido
(RASIA-FILHO et al., 1991; CANTERAS et al., 1995; NEWMAN, 2002). Para isso, a AMe
estabelece conexoes intra-amigdalianos com a AA, a ACe, o ABL, os nticleos corticais, a AL,
o nucleo posterior, a AAP e o trato olfatdrio acessorio. E conexdes extra-amigdaldides com o
AOB, nucleo olfativo anterior, cortex pré-frontal, cortex piriforme, nicleo endopiriforme, a
faixa diagonal de Broca, o estriado ¢ o claustro, o nucleo accumbens, a area septal, area
entorrinal ¢ o subiculo, a substancia inominata, o BST, varios ntcleos hipotalamicos (pré-
optico, anterior, ventromedial, dorsomedial, lateral, arqueado, periventricular, posterior e pré-

mamilar ventral), varios nucleos do tdlamo, a substancia cinzenta central mesencefilica,
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Figura 2 Representacdo 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), poéstero-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 e
abreviaturas baseadas no atlas do encéfalo do rato de Paxinos ¢ Watson (1998).
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a area tegmental ventral e os nucleos da rafe (CANTERAS et al., 1995; GUILLAMON et al.,
1988; NEWMAN, 2002; SAHA, 2005).

A maioria dos axdnios de projecdo extra-amigdaldide deixa a AMe via ST ou pela
“ansa peduncularis” (via amigdalo-fugal) indo, a seguir, em dire¢do a regides telecefalicos ou
diencefalicos. 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; BENNETT, 1985; CANTERAS, 1992; de OLMOS et al., 2004; SIERLY, 2004).

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 e conexdes sinapticas reciprocas em ambas as regides da
AMe (LEHMAN et al., 1982; OSTERLUND et al., 1998; NEWMAN, 2002; SIERLY et al.,
2004). Mesmo assim, poder-se-ia sugerir que as regides anterior e posterior da AMe fossem
estudadas separadamente a fim de que particularidades tanto morfoldgicas quanto funcionais
dessas duas por¢des pudessem ser melhor detectadas. Isto €, ao contrario de identificar
propriedades Unicas para uma mesma estrutura heterogénea, com esse maior detalhamento ¢
possivel que diferencas sutis entre subnticleos da AMe possam ser encontradas (LEHMAN et
al., 1982; NEWMAN, 1995; MAREN, 1996; OSTERLUND et al., 1998; RASIA-FILHO et
al., 1999, 2002, 2004a; SIERLY, 2004).

Estudos em ratos indicam que os subnicleos da AMe projetam-se para nucleos
hipotalamicos envolvidos com diversos comportamentos por via direta ou, indiretamente, via
hipocampo ventral que, por sua vez, projeta eferéncias para o hipotdlamo medial
(PETROVICH et al., 2001). Com isso, a AMe pode modular respostas a estimulos
estressantes que sdo seguidas por respostas neuroendocrinas de ativagdo do eixo hipotadlamo-
hipofise-adrenal (HPA) e, a0 mesmo tempo com a agao das catecolaminas circulantes e com a
corticosterona, alterando o funcionamento do complexo amigdaliano. A presenga das
catecolaminas liberadas pela adrenal na circulagdo sangiiinea é percebida por terminagdes
vagais que atingem o nticleo do trato solitario (NTS) e, deste chega, ao complexo amigdaliano
(McGAUGH et al., 1996). Isto modifica a acdo da AMe e da ABL na consolidacdo 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; CANTERAS, 1995; ROOZENDAAL, 1996; SAJDYK et al., 1997;
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DAVIS et al., 1998, HATFIELD et al.,, 1999; SINGEWALD et al., 2000). 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; KNUEPFERLOET et al., 1995;
McGAUGH, 1992; MARTINA, 1999; ROOZENDAAL; 1996). E interessante que, em ratos,
a lesdo da ACe, da AMe e do ACo aumentou a investigagdo social em seus proprios
predadores (BLANCHARD, 1972; YOUNG, 1996) e gerou uma perda total da retencao da
informagdo necessaria para a adaptagdo comportamental relacionada com a dominagao social
(BOLHUIS et al., 1984). A AMe constitui o primeiro componente facilitatorio do sistema
limbico para a expressdo do comportamento defensivo e o ataque predatorio (QUIRK et al.,
1995; PREWITT et al., 1997, RADLEY ., 2005). De forma concordante, lesdes excitotoxicas
na AMe de ratos suprimiram respostas do eixo HPA quando os animais foram expostos a um
evento estressor (isolamento social do animal estudado), bloqueando também a liberagdo de
ocitocina nos nucleos supra-dptico e paraventricular do hipotalamo (ITOH, 1991; MIYATA,
1995; DAYAS et al., 1999). Os achados deste ultimo estudo mostraram, de forma muito
importante, que a AMe ¢ o primeiro local dentro da amigdala responsavel pelo controle do
HPA e pelas respostas secretérias ocitocinérgicas frente a um evento estressor emocional
incondicionado (DAYAS et al., 1999). Como observado em testes de esquiva inibitoria
(BEAULIEU, 1987, McGAUGH, 1992; ROOZENDAAL, 1996), nas respostas
neuroenddcrinas a um evento estressor, € em uma série de testes de comportamentos sociais,
tais como o agressivo, defensivo e sexual, hd modificagdes marcantes nas atividades
cardiovasculares basal e em suas respostas reflexas, o que indica a necessidade de ajustes
homeostaticos serem concomitantes a emissdo de comportamentos (HARVEY et al., 1984;
GESELMA, 1987, TIMO-IARIA, 1988; McGAUGH, 1992; ROOZENDAAL, 1996;
RASIA-FILHO et al., 2000; RASIA-FILHO 2006).

O papel da AMe no comportamento sexual e a propria atividade reprodutiva podem
ser influenciados por horménios gonadais (MASCO et al., 1980; RASIA-FILHO et al., 1991;
CANTERAS et al., 1995; KONDO et al., 1995; NEWMAN, 1995; ROBBINS et al., 1996;
GUILLAMON et al., 1997; VINADER-CAEROLS et al., 1998). Ainda 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 estimulagdo dessas mesmas regides promoveu o efeito
oposto (MASCO et al., 1980). Em machos, a lesio da AMe prejudicou a ocorréncia de
ejaculacdo (HARRIS et al., 1975; VCHTELLO et al., 1987). Ja a estimulacdo levou a

comportamento ¢ atividade eletroencefalografica praticamente indistinguiveis do periodo de
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inatividade motora observada em periodos pos-ejaculatorio (KONDO et al., 1998; SMOCK et
al., 1992). Recentemente relatou-se, mais especificamente, que a AMePD apresenta grande

papel na modulag@o do comportamento sexual em ratos (de CASTILHOS et al., 2006).

Notavelmente, a AMePD, além de ter conexao sindptica com a AL, a ABL e a ACe
dentro do proprio complexo amigdaliano, estabelece conexdes sinapticas reciprocas com o
cortex entorrinal, o qual envia conexdes para os componentes do sistema olfativo, inclusive a
ABL (CANTERAS et al., 1995; SMITH et al., 1996;VINADER-CAEROLS et al., 1998;
PETROVICH et al., 2001). Isso poderia colocar a ABL em condi¢ao direta para modular o
circuito que emite proje¢des entre o hipocampo, outros nicleos amigdalianos e a formagao de
memoria declarativa de longa-duracao (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;
BACCIOTTINI, 2002; 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 ndo (BRESSLER et al., 1996; GUILLAMON et al., 1997; McDONALD,
1998; MEREDITH et al., 2004). No AMe, principalmente a AMeAD e a AMePD processam
informagdes olfativas oriundas do 6rgdo vomeronasal e do bulbo olfativo, as quais sdo
enviadas para areas motoras e neuroendoécrinas do hipotdlamo e também para o tronco
encefalico (LEHMAN et al., 1982; LOEWY, 1990; 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 geragdo de
comportamentos defensivos e a elaboracao de estados emocionais aversivos, poderia envolver
o hipotilamo medial, a AMe e outros nlcleos amigdalianos, 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 padrdo caracteristico de
respostas com atividade motora intensa, incluindo corridas e saltos nas caixas de observacao,
além de aumento da freqiiéncia cardiaca (FC) e da pressdo arterial (PA) (GESELMA et al.,
1987, COLLEN, 1998; CHEN, 1995). A reacdao de defesa ¢ o resultado de alteragdes do
padrdo comportamental e cardiovascular frente a estimulos ameacadores ou estressantes. E

interessante notar que respostas condicionadas como aumento da PA, bradicardia e
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antinocicepgdo ficam muito diminuidas apds lesdo ampla da amigdala (IWATA et al., 1987;
KAPLAN, 2001). Diferentes projecdes eferentes amigdalianas parecem mediar diferentes
respostas de medo. Projecdes para o nucleo pontino caudal medeiam o sobressalto
potencializado pelo medo, eferéncias para o hipotdlamo lateral e para o bulbo relacionam-se
as respostas cardiovasculares e, projegdes para a substancia cinzenta periqueadutal sdo
criticas para comportamentos de “freezing”, a “fuga ou luta” e a antinocicepgao (LeDOUX,
1994). Ademais, as areas do SN central envolvidas nessas atividades relacionam-se com
aferéncias espinais somadticas, com as que trafegam em conjunto com o simpatico a medula
espinal ou com as regides que integram informagdo visceral aferente por via vagal e
glossofaringea (DAVIS et al., 1992; LeDOUX, 1994; LAWRENCE, 1994; TAKENAKA et
al., 1996; SCHAFFAR et al., 1997, OBERTO et al., 2001; PAULA et al., 2001).

Neste contexto, entdo, inclui-se a participacdo da AMe na regulacdo da FC e na PA em
ratos. E dentre seus subnucleos, um possivel candidato a ser um dos responsaveis por tal
contribui¢cdo ¢ a AMePD. Conforme ja descrito, mas com mais detalhes, a AMePD localiza-se
adjacente a0 TO e ventralmente a ST na parte do telencéfalo ventral (Figura 3). Em cortes
histolégicos coronais corados pela técnica de Nissl, a AMePD aparece com a forma de um
triangulo alongado, com uma base ventral que se estende no ter¢o caudal da AMe (ALHEID,
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 intermediaria de células esparsas e, novamente, uma terceira coluna
de células orientada paralelamente ¢ mais lateralmente (ALHEID, 1995; de OLMOS et al.,
2004; Figura 3). A parte celular da AMe ¢ rodeada, no seu lado ventral e medial, por uma
“camada molecular” constituida de poucas células dispersas e que se estreita dorsalmente e
rostralmente até desaparecer por completo na AMeAD (de OLMOS et al., 2004), o que
corresponde ao feixe de axdnios que formam a via eferente do nucleo proprio da via olfativa
acessoria (de OLMOS et al., 2004). Na AMePD pode-se encontrar varios neurotransmissores
e neuromoduladores como glutamato, GABA, histamina, 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 toda
esta hodologia e, em especial, com a presen¢a de histamina na AMe, esta dissertacdo buscou

esclarecer se a AMePD participa do controle neural da FC e da PA.
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Figura 3 Esquema representativo de corte coronal do encéfalo do rato, 3,14 mm posterior a
sutura bregmadtica, onde se observa a intima relagdo existente entre a amigdala medial
postero-dorsal (AMePD), o trato doptico (TO) e a estria terminal (ST), demonstrando sua
localizagdo, e suas camadas celulares medial (m), intermediaria (i) e lateral (1). Adaptada de

Paxinos ¢ Watson (1998).
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1.2 CONTROLE NEURAL DO SISTEMA CARDIOVASCULAR

Os animais, guardadas suas caracteristicas proprias, estdo submetidos a situagdes tanto
de origem interna como advindas do meio externo que requerem modificacdes homeostaticas
ou adaptativas, imediatas ou a longo prazo, na atividade cardiovascular. Neste sentido, a PA
para os diversos orgdos deve ser ajustada, a partir de um valor basal, de acordo com
necessidades variaveis e pode se encontrar em niveis fisioldégicos ou patologicos. Os ajustes
cardiovasculares podem ocorrer por respostas reflexas (ajustados por mecanismo de
retroacdo) e/ou por mudangas que precedem ou sdo concomitantes & 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 restrita a uma Unica regido e que a periferia tem a¢do menos importante, pode
fazer com que nao se compreenda a organizacao longitudinal e integrada das diversas areas
do SN central e periférico necessarias para a elaboragdo de um resultado final adequado a
cada momento. Preferentemente, ha estruturas interconectadas na dire¢ao rostro-caudal
formando circuitos, pois que ndo seriam poucos os “centros” nomeados assim com o sentido
de “local de convergéncia” de informagdo (TURNER et al., 1986; DALL’ AGO et al., 2003;
RASIA-FILHO et al., 2004b).

A concepcao sobre o mecanismo de controle neural da atividade cardiovascular
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
coragcdo e os vasos sangiiineos e, outro, que atua de maneira fasica e individualizada nos
orgdos-alvo, como nos reflexos cardiovasculares. 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 espinal, ou em regides que integram informagao
visceral aferente vagal e glossofaringea (LONGHURST, 2003). H4 como considerar que o
primeiro mediador da PA seja a funcdo renal e sua capacidade de excrecdo diaria de sodio,

cloro e 4gua, para o que importa a hemodindmica renal e as agdes neurais € hormonais sobre
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este orgao (HALL, 1999). Este ponto ndo sera explorado nesta dissertacao, embora seja muito
relevante.

Ja estd bem estabelecido que vias neurais que chegam ao encéfalo sdo capazes de
modificar a atividade cardiovascular, compor circuitos envolvidos com reflexos somaticos e
viscerais ¢ gerar atividade integrada comportamental no individuo (TIMO-IARIA,
1988,1999). Por exemplo, as vias nociceptivas que ascendem pelo feixe espino-talamico
antero-lateral, espino-reticular, espino-mesencefalico e espino-solitario, dentre outras, geram
colaterais ou terminam-se em areas do tronco encefalico e talamo que promovem respostas
simpaticas e parassimpaticas relacionadas com o estimulo percebido (ALMEIDA et al.,
2004). Neuronios do feixe espino-reticular sao sensiveis a estimulos quimicos (bradicinina)
ou mecanicos ventriculares (sistoles “prematuras”) e projetam-se indiretamente para a regido
intralaminar do tdlamo, a qual esta relacionada com a elaboragdo de emog¢des (LONGHURST,
2003). O feixe espino-mesencefalico atua, em parte, na regido cinzenta periaquedutal onde
estdo neurdnios relacionados com resposta de fuga ou imobilidade comportamental mais os
ajustes cardiovasculares necessarios para tanto (BLANDER et al., 2000). Outras regides do
SN central estdo envolvidas com a modulagdo das emogdes e sua estimulacdo cursa com
alteracdes comportamentais e cardiovasculares como € o caso do cortex limbico e sua relagao
com varios nucleos hipotalamicos (GANONG, 2003). Da mesma forma, a estimulacdo de
alguns nucleos na amigdala pode também gerar taquicardia em ratos e no ser humano, dentro
de um conjunto de manifestagdes relacionadas com medo (RASIA-FILHO et al., 2000).
Adicionalmente, a atividade cardiovascular participa da plena e adequada elaboracdo da
motricidade voluntaria, como na execu¢ao de um exercicio, onde atuam o coértex motor, pré-
motor e motor suplementar e os campos H1 e H2 de Forel (no subtdlamo) juntamente com
informagdes proprioceptivas e de quimiorreceptores da musculatura esquelética
(LONGHURST, 2003).

E, todavia, no NTS que chegam fibras mielinizadas e ndo mielinizadas provenientes
dos barorreceptores, quimiorreceptores e receptores cardiopulmonares (MICHELINI, 1999) e
que parecem utilizar glutamato como neurotransmissor (ou também catecolaminas,
acetilcolina, GABA, substincia P, angiotensina, 6xido nitrico e opioides). O NTS recebe
informacgdes convergentes, para serem integradas no tempo e no espago, sobre grandes vasos
sangiiineos, 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). Associam-se outras areas do tronco encefalico para a génese ¢

o controle da PA, a saber: um grupo neuronal localizado na regidao bulbar ventrolateral caudal
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(BVLc, que contém neuronios noradrenérgicos na regido 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 localizacdo coincide com a dos
neurdnios adrenérgicos da regido 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 projegoes diretas para as regides da medula espinal (€ a principal origem dos axdénios da
via simpatica reticulo-espinal e que se termina principalmente na coluna intermédio-lateral da
medula espinal) que, em conjunto, sdo tonicas na atividade simpatica responsavel pela
manuten¢do 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). E notavel que neurdnios nesta regido tenham potenciais de agio marca-
passo e sincronizados com o ritmo cardiaco. Coadjuvantes na génese da atividade simpatica
estdo outros agrupamentos de neurdénios na regido bulbar ventromedial rostral, na regido
noradrenérgica A5 na ponte, na regido da rafe caudal e no nucleo paraventricular
hipotalamico. 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 para manter a atividade tonica simpatica (LONGHURST,
2003).

A estimulacdo da regido BVLr promove aumento da FC, do volume de ejecdo ¢ da
resisténcia periférica total (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 e a PA
e utiliza como neurotransmissor o GABA (LONGHURST, 2003). Ademais, o NTS também
estabelece conexdo com os nucleos da rafe, a ACe, nucleos hipotalamicos como o
paraventricular (e dele com a regido antero-ventral do terceiro ventriculo) e supra-optico
(supostamente para regulacdo da liberacao de vasopressina, conjuntamente com a atividade do
grupo celular A1), a regido hipotalamica lateral, a substancia cinzenta mesencefalica e o locus
ceruleus. Por outro lado, em situagdes de aumento subito da PA, e por aumento da excitagdo
dos barorreceptores, o NTS ¢ excitado e estimula o nucleo dorsal do vago (DMV) e o nucleo
ambiguo os quais, por sua vez, geram aumento do tonus parassimpdtico. Alguns neurdnios
desses nucleos t€m atividade sincronizada com o ciclo cardiaco; estao sob agao do GABA, da
galanina, da serotonina, de opiodides e do peptideo relacionado com o gene da calcitonina; e,

recebem aferéncias dos barorreceptores, quimiorreceptores periféricos, receptores cardiacos e
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do nervo trigémio. E interessante notar que a estimulagdo elétrica do niicleo ambiguo no lado
direito ¢ capaz de diminuir a atividade sinusal enquanto no lado esquerdo inibe a condugdo
pelo nodo atrio-ventricular (VIARD et al., 2002; LONGHURST, 2003).

Dessa forma, nesse circuito, quando a PA aumenta, excitam-se os nucleos
relacionados com a resposta mediada pelo sistema parassimpatico no coragdo e, via BVLc,
inibe-se 0 BVLr reduzindo-se, assim, ao mesmo tempo e de maneira colaboradora para um
resultado final, a atividade simpdtica sobre coracdo e vasos sangiiineos (MICHELINI, 1999;
DALL’AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et al., 2004b; e, para comentario adicional, veja-se
RASIA-FILHO, 2006). E o oposto ¢ verdadeiro quando hd diminui¢do da PA, necessitando-
se, portanto, que ocorra aumento da atividade simpatica e diminuicdo da atividade
parassimpadtica (esta provavelmente também por acdo do neuropeptideo Y que € co-liberado
nas terminagdes simpaticas; GANONG, 2003). Para uma resposta completa e eficaz, os
barorreceptores também afetam a liberagio de varios horménios que modulam a PA. E o caso,
por exemplo, da liberagdo de adrenalina pela medula adrenal, da vasopressina e do aumento
dos niveis plasmaticos de renina (em parte por acdo simpatica). Assim, por efeito das
catecolaminas circulantes hd aumento do débito cardiaco (e veja-se a agdo da adrenalina e da
noradrenalina sobre os receptores a, o, B1, B2 € B3), mas diferentes efeitos sobre os diversos

leitos vasculares (DALL’AGO et al., 2003).

Outros estudos tém demonstrado que a estimulagdo elétrica e quimica da AMe
desencadeia mudangas na FC ¢ PA em animais normotensos e hipertensos (GALENO et al.,
1983; GESELMA et al., 1987; IWATA et al., 1987, SHARMA et al., 1995). A AMe, em
conjunto com o septo lateral, a area pré-optica medial (MPOA), o hipotdlamo anterior, o
VMN e o hipotdlamo ventrolateral, 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;
SIERLY et al., 2004). Como exemplo, a administra¢do intra-amigdaliana de fenilefrina,
substancia simpatico-mimética, causa aumento da PA e ¢ capaz de gerar respostas simpaticas
sistémicas implicando os diversos nucleos da amigdala na patogénese da hipertensdo arterial

em ratos (SINGEWALD et al., 2000).

Da mesma forma, estudos anteriores com estimulacao elétrica da amigdala em gatos e
macacos geraram freqlientemente diminuicdo na PA, mas provocavam-se aumentos na PA

quando as freqliéncias dos estimulos passavam a ser mais altas (CECHETTO, 2001).
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Ademais, em gatos anestesiados, um estimulo de baixa intensidade produzia aumento na PA
quando os eletrodos estavam localizados na sua regido dorso-medial, enquanto uma resposta
hipotensora era evocada na regido lateral da amigdala (REIS, 1964; GALENO, 1983;
FRISINGER, 1984; RANDALL, 1984; SHARMA et al., 1995; GESELMA, 1987; IWATA,
1987; SATO, 2001; CECHETTO, 2001; TAREK et al., 2002). Em macacos, a estimula¢do da
ACe primariamente produzia um aumento na FC e na PA, j& a ativagdo da ABL provocava
bradicardia (REIS, 1964; GALENO, 1983; FRISINGER, 1984; IWATA, 1987; GESELMA,
1987; SATO, 2001; CECHETTO, 2001).

Conjuntamente com a AMe, dela recebendo aferéncias, a ACe projeta extensivamente
para o nucleo dorsal medial do tdlamo, o qual se conecta com o cortex infralimbico e insular,
formando um completo circuito responsavel pela integracdo ou mesmo iniciacao de respostas
homeostaticas ou adaptativas em muitas varidveis organicas (REIS, 1964; GALENO, 1983;
DAVIS, 1992; CECHETTO, 2001). De fato, a ACe envia proje¢des para varios nucleos
hipotalamicos e nucleos bulbares envolvidos nas fungdes cardiovasculares como, por
exemplo, a regido do bulbo ventrolateral (BVL) (SAHA et al., 2000; SAHA, 2005a, 2005b).
O BVLr ¢ 0 BVLc tém um importante papel no controle do reflexo e PA e FC (SAHA et al.,
2000; SAHA, 2005a, 2005b). Além das projegoes da AMe, direta ou indiretamente para
nucleos do hipotadlamo relacionados com o controle cardiovascular, ha 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; ONAT et al., 1998; KARSON et al., 1999; TSUCHIHASHI et al.,
2000; CECHETTO, 2001; SAHA et al., 2000; SAHA, 2005a, 2005b).

Em coelhos, injecdes de antagonista dos receptores a-adrenérgicos no interior da AMe
induziu resposta bradicardica em teste de medo condicionado, sugerindo uma importante
interacdo entre a AMe, a ACe e a area hipotalamica lateral na resposta cardiovascular para
estimulos condicionados (DAVIS, 1992; CECHETTO, 2001). Experimentos em ratos nao
sedados tém demonstrado que a estimulacdo elétrica da ACe resulta em um aumento na FC e
na PA, enquanto em ratos anestesiados obtém-se uma diminui¢do de ambos os parametros
(REIS, 1964; GALENO, 1983; FRISINGER, 1984; GESELMA, 1987; IWATA, 1987,
ARNOLDA et al., 1992; VARDHAN et al., 1993; BURNSTOCK, 1995; CECHETTO, 2001;
RAU et al., 2001; WANG et al., 2002). A dependéncia de estado do animal para o tipo de

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

sono nesses animais (FRISINGER, 1984; IWATA, 1987; CECHETTO, 2001).

As regides do seio carotideo e também do arco aortico apresentam grande niimero de
estruturas sensiveis a mudancas de pressdo no interior destes vasos. Tais estruturas se
comportam como mecanorreceptores estimulados pela deformagao da parede do vaso, e, com
isso, percebem modifica¢des da tensdo sobre sua parede (DALL’AGO et al., 1999). O reflexo
mediado pelos barorreceptores € responsavel por controlar alteragdes abruptas da PA e, desta
forma, manter os niveis dentro de limites estreitos para gerar perfusdo tecidual de maneira
adequada, assegurando o metabolismo local em func¢do da necessidade de cada tecido (HALL,
1999; GANONG, 2003).

As informagdes originadas nos barorreceptores sdo transmitidas pelo nervo
glossofaringeo, no caso dos receptores carotideos, e pelo nervo vago, no caso dos receptores
aorticos, at¢ o NTS (LONGHURST, 2003). Desta forma, aumentos na PA resultam em
aumentos na freqiiéncia de potenciais de acdo ao longo dessas vias e redugdes na PA geram o
efeito oposto. A partir do NTS os neurdnios de segunda-ordem nesta via se projetam para
varias regides encefalicas incluindo-se varios nicleos do hipotalamo, regides do mesencéfalo
e outros grupos de neurdnios bulbares, como anteriormente discutido. Todas essas estruturas
sdao importantes locais de controle da atividade simpatica e parassimpatica. Os barorreceptores
arteriais geram um efeito inibitorio tonico sobre o tonus simpatico, controlando desta forma a
RPT e o débito cardiaco (TIMM et al., 2003). Outras evidéncias, no entanto, demonstram que
a modulagdo da FC pelos barorreceptores ¢ devida primariamente a estimulacao de neurdnios
vagais localizados no nucleo ambiguo e no DMV (SPYER, 2002). Conseqlientemente, a
disfuncdo dos barorreceptores associa-se com aumentos da atividade simpdatica e
principalmente, redu¢des da atividade parassimpatica, aumentando a FC e elevando a
variabilidade da PA, o que tem conseqiiéncias importantes no controle cardiovascular. E
interessante notar que a sensibilidade do barorreflexo pode ser modificada durante a
ocorréncia de diversos comportamentos, como no sono, notavelmente nas execucdes de
comportamentos de defesa ou em exercicios fisicos (RASIA-FILHO, 2006). Por exemplo,
durante o sono sincronizado profundo (de ondas lentas), a PA, a FC e a atividade simpatica
normalmente diminuem. Por outro lado, nos periodos do sono paradoxal ou dessincronizado
ocorre um aumento da FC e da atividade simpatica, juntamente com varia¢des que podem ser
amplas da PA e da respiragdo (THAMES et al., 1994; SAHA et al., 2000; MIFFLIN, 2001;
DAMPNEY, 2002; MCKINLEY et al., 2003; SAHA, 2005a, 2005b).
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Outro aspecto importante a ser considerado ¢ o papel dos barorreceptores carotideos
em comparagao com os aorticos. Estudos em seres humanos indicam que os barorreceptores
adrticos tém participacdo dominante (70%) no controle da resposta da FC durante a ativagao
do barorreflexo, enquanto os barorreceptores carotideos participam com os outros 30% da
resposta (MANCIA et al., 1977) em situagdes onde o estimulo para os receptores carotideos
permaneceu constante. Por outro lado, a estimulagdo dos receptores carotideos
simultaneamente com a diminui¢do da ativacdo dos barorreceptores aorticos demonstrou que
os barorreceptores carotideos sdo os principais contribuintes para a modificagdo da FC
(FADEL et al., 2003). Parece haver, portanto, diferentes niveis de resposta dos
barorreceptores, dependendo da interagdo entre os dois grupos (aorticos e carotideos).

Os quimiorreceptores periféricos localizados no corpo carotideo e no arco adrtico sdo
importantes para ajustes ventilatorios em resposta a hipercapnia, a hipoxemia e a quedas do
pH plasmatico. Além disso, essas respostas sdo mediadas pela interacdo entre os
quimiorreceptores periféricos e centrais. Hipercapnia e acidose também aumentam a atividade
dos quimiorreceptores periféricos e essas condi¢cdes potencializam o efeito da hipoxia. As
eferéncias dos quimiorreceptores carotideos e aodrticos 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
coracdo (THAMES, 1994). A resultante disso promove uma menor FC, mas um volume de
ejecdo maior por aumento da forga contratil cardiaca. O papel funcional dessas adaptacdes
envolve a manutengdo das trocas gasosas (aumento da ventilagdo), manutencdo da perfusao
em Orgdos vitais como o coracdo ¢ o SN, o que pode causar vasoconstrigdo em leitos
vasculares momentaneamente nio tdo vitais como musculos esqueléticos, mesentério e rins,
juntamente com vasodilatacdo coronariana (por ativagdo vagal cardiaca) e vasodilatacdo em
territério nervoso (por causa metabolica). A ativagdo dos quimiorreceptores carotideos ¢
inibida pela ativagdo dos barorreceptores aorticos em situagdes de aumento da PA e a
desativagdo dos barroreceptores potencializam a resposta ventilatéria e vasoconstritora dos
quimiorreceptores (como revisado em DALL’AGO et al., 1999). Em quimiorreceptores
centrais, no bulbo pode ainda ocorrer estimulagdo direta de resposta cardiovascular feita pela
quantidade de gas carbonico local e por variacdo na composi¢ao do liquido cefalorraquidiano
(GANONG, 2003).

Além disso, quando se analisa detalhadamente o tragado -eletrocardiografico,
observam-se variagdes da FC de “batimento a batimento”, o que pode ser facilmente

evidenciado medindo os intervalos R-R. Essas variacdes sao resultados da acdo dos sistemas
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simpaticos e parassimpaticos sobre o nodo sinusal, ou seja, modulando a FC por estimulos
simpaticos ou vagal, os quais se apresentam como componentes distintos Desta forma, o grau
de variabilidade da FC, em relagdo a FC média, pode ser utilizada para avaliar as funcdes
simpaticas e parassimpaticas, embora seja preciso cuidado na interpretagdo dos dados pois
pode haver interferéncia de uma na outra nas medidas obtidas (SALGADO et al., 2006). As
medidas de variabilidade da FC sdo faceis de serem realizadas, ndo invasivas e tém boa
reprodutibilidade. Sdo elas: célculo de indices baseados em operagdes estatisticas sobre os
intervalos R-R (andlise no dominio do tempo) ou analise espectral de uma série de intervalos
R-R (andlise no dominio da freqiiéncia). A maioria dos indices de dominio do tempo e da
freqiiéncia correlacionam-se muito bem com o tonus cardiaco vagal em repouso (HAYANO
et al., 1991), o que indica que eles provém medida acurada deste tonus. Mas, a analise
espectral da FC também ¢ método sensivel, e permite melhor discriminagdo das influéncias
vagais e simpaticas do que a analise no dominio do tempo (MALPAS et al., 1990;
SPALLONE et al., 1997).

Assim como a FC, também a PA apresenta variagcdes em relagdo a medidas, o que ¢
igualmente importante fonte de informacdo quanto aos mecanismos de regulacdo
cardiovascular. A variabilidade da PA tem sido avaliada pelo célculo da média dos desvios
padrdes da pressao arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD) e pressao arterial
média (PAM) obtida da analise, batimento a batimento, de medidas de PA obtidos. E, nesta
dissertagdo, utilizar-se-4 a andlise especrtal para avaliar a variabilidade da FC e da PA
(MALPAS et al., 1990; HAYANO et al., 1991; PARATI, 1995; SPALLONE et al., 1997,
PAGANI et al., 1996; PAGANI et al., 1997; JULIEN et al., 2001; MALPAS et al., 2001;
MALPAS, 2002; SALGADO et al., 2006) ap6s microinje¢do de substancias na AMePD,

como sera descrito adiante no texto.



36

1.3 NEURONIOS HISTAMINERGICOS

A histamina (HA) ¢ liberada por neurdnios localizados exclusivamente no nucleo
tuberomamilar (TM) do hipotdlamo e que emitem projecdes para varias regioes do encéfalo
(REITCHIE et al., 2000, BROWN; STEVENS; HASS, 2000). O nome dado ao TM deriva do
termo anatomico tuber cinerum, localizado rostralmente aos corpos mamilares e caudalmente
ao quiasma optico, formando o assoalho do terceiro ventriculo no hipotalamo (SCHWARTZ
et al., 1991; REITCHIE et al., 2000 BROWN et al., 2000). A presenca da HA ¢
relativamente baixa no SN em comparacdo com outros tecidos e a fungdo estd pouco
esclarecida até o presente momento. Marcadas diferencas na densidade de muitas células
histaminérgicas ocorrem de acordo com a espécie, o sexo e de acordo com estado fisiologico

do animal estudado (REITCHIE et al., 2000, BROWN et al., 2000).

A HA ¢ sintetizado a partir da descarboxilacio do aminoacido L-histidina pela
histidina descarboxilase (HDC). Isoladamente ndo existe nenhum mecanismo de captacao
para a histamina, sendo sua agdo interrompida por metilacdo enzimatica, pela acdo da
histamina N-metiltransferase (HNMT) para cataboliza-la em tele-metil-histamina. Esta ¢
degradada pelo acido tele-metil-imidazoleacético pela monoamina oxidase e por acdo da

aldeido desidrogenase (REITCHIE et al., 2000; BROWN et al., 2000; Figura 4).

Neuronios histaminérgicos sao geralmente células de aproximadamente 25-30 um de
diametro somatico, as quais contém outras substancias neuroativas ou, pelo menos, enzimas
para sua sintese, incluindo-se: GABA, adenosina, met-encefalina, galanina e substancia P
(RYOZO, 1983; HUSZTI et al., 1998; GABARG et al., 1991; REITCHIE et al., 2000). Como
avaliado por microdialise no TM e em outros ntcleos hipotalamicos adjacentes, a liberacao da
HA em ratos segue um ritmo circadiano, diminuindo durante o dia e aumentando durante a
noite (DOGTEROM, 1976; FINCH, 1976; FOLKOW et al., 1982; ERICSON, 1991;
CACABELOS et al., 1995; TAKESHITA et al., 1988; FLODD, 1998; FRANK, 1998;
SCHWARTZ et al., 1991; DI CARLO, 2000; REITCHIE et al., 2000; BROWN et al., 2000;
CANGIOLI et al., 2002; ALVAREZ et al., 2002). De fato, Mochizuki et al (1992) relataram
que os niveis de HA no hipotalamo anterior de ratos eram mais elevados durante o periodo
escuro, do dia quando a atividade locomotora do animal estd elevada. As concentragdes
extracelulares da HA no hipotalamo medial de ratos foram medidas por microdialise como

sendo, em média, de 7,8 nM (ITOH et al., 1990). Ja as concentra¢des de HA extracelular nos
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Figura 4 Representagdo esquematica da sintese da histamina (lado esquerdo da figura) ¢ de
sua degradacdo (lado direito da figura) no sistema nervoso de mamiferos. As substancias
precursora e final estdo no topo da figura e as enzimas necessérias para as etapas bioquimicas

na sua parte inferior. Adaptada de Reitchie et al. (2000).
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nucleos da base de ratos acordados e com livre deambulagao foi medido como sendo de 6,2

nM (GRANATA et al., 1987; CHIKAI et al., 1993; CHU et al., 2004).

Os neurdnios histaminérgicos no TM enviam axonios que inervam praticamente todo
o encéfalo e partes da medula espinal (HELMUNT, 1996; REITCHIE et al., 2000; BROWN
et al., 2000). Técnicas anatdmicas tém permitido observar que o TM recebe aferéncias do
cortex pré-frontal, cortex infralimbico, de varias regides septais e de varios grupos célulares
do hipotalamo, particularmente da 4rea pré-optica (POA) e areas da regido anterior (BROWN
et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Duas vias eferentes ascendentes ¢ uma via eferente
descendente tém sido identificadas a partir do TM. As vias ascendentes ventrais fornecem a
inervagdo para varios nucleos hipotalamicos, para a banda diagonal de Broca, para a area
septal e para o bulbo olfativo, enquanto a via dorsal deixa o TM dorsalmente, seguindo a parte
lateral do terceiro ventriculo, para inervar diversos nucleos do tdlamo, do hipocampo, da
amigdala e outras estruturas rostrais do cérebro (GABARD et al., 1991; REITCHIE et al.,
2000; BROWN et al., 2000). A via descendente em ratos ¢ associada com o fasciculo
longitudinal medial e fornece axdnios para o tronco encefdlico e a medula espinal, assim
relacionado-se com o controle cardiovascular (GABARG et al., 1991; BROWN et al., 2000).
Neste sentido, axonios que liberam HA projetam-se do TM para o ntcleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) e o BST ¢ ha, também, moderada inervagdo na ACe (BEALER et al.,
1999). Ademais, a ABL ¢ inervada densamente por fibras histaminérgicas (POLLARD et al.,
1993; RYU et al., 1995; PANULA et al., 1984; BROWN et al., 2001; PASSANI, 2001;
PILLOT et al., 2002; PASCALE, 2004). Mas ¢, no entanto, nos subnucleos da AMe que
existe a maior concentragao de terminais histaminérgicos e, principalmente, de receptores do

tipo Hs, descritos a seguir (PILLOT et al., 2002).

A HA atua em trés receptores distintos. Todos os trés tipos de receptores
histaminérgicos possuem sete regides transmembrana, com associagdo intracelular e
acoplados a proteina G (BROWN et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Receptores H;
exibem localizagdo principalmente poOs-sindptica e causam resposta excitatoria, estdo
acoplados a fosfolipase C e a sua ativacdo leva a formacao de inositol trifosfato (IP;) e de
diacilglicerol a partir de fosfolipidios da membrana celular (BROWN et al., 2000; REITCHIE
et al., 2000). O IP; gera uma rapida liberacdo do Ca™ do reticulo endoplasmatico liso, os
diacilglicerdis ¢ o Ca™ ativam as cinases da proteina C, enquanto o Ca™ igualmente ativa a

cinase da proteina dependente de Ca™ / calmodulina na célula-alvo (TISHIBASHI et al.,
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1988; BROWN et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Maiores concentragdes do receptor H;
estdo presentes em certos nicleos do tdlamo, no cortex cerebral, no tegmento mesencefalico,
no locus ceruleus ¢ nos nucleos da rafe (SCHWARTZ et al., 1991; BROWN et al., 2000;
REITCHIE et al., 2000). Também estdo presentes em areas do sistema limbico, incluindo
muitos ntcleos do hipotalamo, na AMe e varias areas do hipocampo, no ntcleo accumbens,
nas camadas moleculares do cerebelo, nos nucleos dos nervos cranianos, na area postrema e
no NTS (SCHWARTZ et al., 1991; BROWN et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Como os
receptores H; geram uma despolarizagdo e um aumento da freqiiéncia de potenciais de acdo,
parece ser que no cortex cerebral e no tronco encefalico eles contribuem para o estado de
vigilia e atengdo, enquanto antagonistas do receptor H; produzem sedagdo (FOLKOW et al.,

1982; TAKESHITA et al., 1988; SCHWARTZ et al., 1991; REITCHIE et al., 2000).

Os receptores H, sdo inibitérios na regido pos-sinaptica (BROWN et al., 2000;
REITCHIE et al., 2000). Maiores concentragdes de receptores do tipo H; sdo encontradas nos
nucleos da base e em partes do cortex cerebral, tanto nas células de Purkinje como em células
granulares no cortex cerebelar e, no sistema limbico, na formag¢ao hipocampal e na amigdala.
Em contraste com os receptores Hj, os receptores H, estdo presentes em baixa densidade na
area septal e nos diversos nucleos hipotalamicos ¢ talamicos (FOLKOW et al., 1982;

TAKESHITA et al., 1988; SCHWARTZ et al., 1991; REITCHIE et al., 2000).

Os receptores Hs sdo autoreceptores inibitdrios que atuam no neurdnio pré-sindptico e
regulam a liberagdo da HA (BROWN et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Postula-se que,
nas células do TM, a HA ndo aumente a condutancia ao potdssio, mas, mais provavelmente,
atue inibindo uma corrente de influxo de Ca™ para as células. Esta inibi¢do da corrente de
Ca™ reduziria a freqiiéncia dos potencias de a¢io nesses neurdnios (FOLKOW et al., 1982;
TAKESHITA et al., 1988; FLODD, 1998; SCHWARTZ et al., 1991; REITCHIE et al., 2000;
BROWN et al., 2000; CANGIOLI et al., 2002). Altas densidades de receptores Hj sdo
encontradas no nucleo accumbens, nos nicleos da base, no tubérculo olfativo, na substincia
nigra, na ABL, e, na AMe e, moderadamente, em alguns nucleos do hipotdlamo (DI CARLO,
2000; CANGIOLI et al., 2002). E interessante que farmacos agonistas dos receptores Hj
reduzem a liberacdo de HA, noradrenalina, dopamina e 5-HT em ratos (CANGIOLI et al.,
2002). Em outro estudo onde foi usada a técnica de microdialise em ratos e com a
administracdo diretamente na ABL de agonista dos receptores Hs, metil-histamina (metil-
histamina) houve maior liberagdo de acetilcolina localmente (STEPHEN, 1999; CANGIOLI
et al., 2002; JOCHEM, 2004). De uma forma interrelacionada, a sintese ¢ a liberagdo da HA
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estdo sob controle do autoreceptor inibitério Hs localizados no corpo celular e terminais dos
axonios de neuronios histaminérgicos, embora a liberacdo de HA em regides-alvo também
possa estar sob controle de receptores colinérgicos M;, adrenoreceptores a2, receptores 5-
HT |, receptores para opidides endogenos x e L, € por acdo da galanina (VAN de KAR, 1991;
OISHI et al., 1994; KAKINOKI, 1998; STEPHEN, 1999; REITCHIE et al., 2000; DI
CARLO, 2000; Figura 5).

No SN central, ha evidéncias de que a HA atue na génese e no controle de processos
cognitivos e de memoria, da modulacdo do medo e da ansiedade, do ciclo de sono e vigilia e,
para tanto, de mecanismos homeostaticos concomitantes como os da atividade do sistema
cardiovascular (WADA et al., 1991; BEALER et al., 1999; CANGIOLI et al., 2002). Varios
estudos sobre o efeito da HA sobre a atividade neuroenddcrina sugerem que a HA central
pode elevar os niveis de ACTH, do hormoénio luteinizante (LH), da prolactina e da
vasopressina, diminuindo os niveis dos hormoénios do crescimento e da tireotrofina e
induzindo hipotermia, elevando a PA ¢ gerando hiperglicemia (DOGTEROM et al., 1976;
FINCH et al., 1976; DONOSO et al., 1978; CACABELOS et al., 1985; TAKATOSHI, 1996;
KENNEY, 1993; SAPOLSKY, 1999; KUBO, 2004).

A administra¢do intracerebroventicular de HA aumenta a PA, acompanha-se de
bradicardia em ratos acordados e ndo sedados ou gera taquicardia em animais anestesiados
(FINK et al., 1976; RYU et al., 1995; BROWN et al., 2000). De fato, centralmente, a injegdo
de HA causa aumento na PAM e uma queda na FC, o que pode ser mediado por ambos os
receptores H; e Hy (AKINS; BEALER, 1991; FUKUMORI, 2004). A a¢do hipertensiva da
HA resulta de uma estimulacdo da atividade simpatica e da participagdo da vasopressina
(FINK et al., 1976; RYU et al., 1995; TOYOTA, 1998; BROWN et al., 2000; PASSANI et
al., 2002; CANGIOLI et al., 2002). O PVN recebe densa inervagdo histaminérgica que ¢
relevante para a regulacdo do sistema cardiovascular, podendo ocorrer aumento da FC e da
PA (BEALER, 1999). Microinje¢des de HA nas regides hipotalamicas posterior ou anterior
produziram aumento da resposta cardiovascular (BEALER, 1999). Da mesma forma,
microinjecao de HA nas regides BVLr em ratos dispertos provoca um aumento da FC e da
PA, enquanto a mesma administracdo em ratos anestesiados provocou uma bradicardia e

hipotensdao (BEALER, 1999).
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Figura 5 Esquema do mecanismo de controle ¢ da interacdo de diversas eferéncias em
neurdnios histaminérgicos do nucleo tubero-mamilar hipotalamico de ratos. As abreviaturas
referem-se a: 5-HT (serotonina), ACh (acetilcolina), Glu (glutamato), GABA (acido gama-
aminobutirico), nAChR (receptor nicotinico para acetilcolina) e VDCCs (canais de célcio
dependentes de voltagem). Adaptada de Reitchie et al. (2000).
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O papel da HA na ativacao do sistema nervoso simpatico tem sido avaliado pelas medidas de
concentracdo plasmatica de catecolaminas depois da administragdo de HA no SN central. A
deplecdo de HA no hipotalamo de ratos gera bradicardia e respostas pressoricas diminuidas
(AKINS, 1991; BEALER, 1999). Estimula¢do dos corpos celulares histaminérgicos no TM
aumenta a concentracdo plasmatica de noradrenalina, o que indica que os receptores
histaminérgicos centrais podem aumentar a atividade dos nervos simpdticos periféricos ¢ a
secrecao de catecolaminas da medula adrenal e, assim, das variaveis cardiovasculares
(BEALER, 1999). Como a HA central ¢ um potente estimulo para liberacdo de vasopressina
via receptor H; (DOGTEROM et al., 1976), pode haver uma conjugacdo entre o sistema
nervoso simpatico e a agao pressorica da vasopressina (DOGTEROM et al., 1976; BEALER,
1999). Além disso, inje¢des intracerebroventricular de HA também aumentaram a
concentragdo de renina no plasma e, conseqiientemente, os niveis circulatérios do horménio
vasoconstritor angiotensina 11 (BEALER, 1999; DOGTEROM et al., 1976). Outros
experimentos tém mostrado que a liberacao da HA e o metabolismo da HA sao alterados em
animais hipertensos (DOGTEROM et al., 1976; BEALER, 1999). Com isso, constituem-se
evidéncias para sugerir que a HA possa estar envolvida na regulacdo de balancos hidro-
eletrolitico e sua repercussdo, juntamente com a atividade simpdatica, no sistema

cardiovascular (GALENO, 1983; APPEGATE et al., 1988; AKINS, 1991; BEALER, 1999).

E importante ressaltar, no entanto, que ndo ha estudos que demonstrem qual a
participacdo da atividade histaminérgica da AMe sobre o controle cardiovascular até o
momento. E isto passa a ser um dado relevante dado a presenca marcada de HA e de
receptores Hs nos subnucleos da AMe, da modulagdo de comportamentos que necessitam de
ajustes de FC e PA concomitantes para sua ocorréncia e para o que a AMe ¢ parte integrante
importante. Como esses dados ainda sdo inéditos na literatura, mas hd um embasamento
tedrico que permite aceitar sua interrelacdo, os objetivos desta dissertagdo foram os de
estudar, de forma inédita, o papel da AMePD e sua inervacdo histaminérgica na atividade
cardiovascular e nas resposta reflexas mediadas por barorreceptores e quimiorreceptores
periféricos. Os presentes dados podem muito bem contribuir para o estudo da neurofisiologia
envolvida com o controle neural central da PA e, teoricamente, serem aplicaveis também a

fisiopatologia de diversos distarbios cardiovasculares.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAIS

Baseados em dados experimentais que demonstraram que a AMePD ¢ regido
encefalica relacionado com a modulacao de diversos comportamentos e que igualmente pode
estar envolvida no controle da atividade cardiovascular por causa de suas eferéncias com a
ACe e com nucleos hipotalamicos necessdrios para as respostas enddcrinas, simpaticas e
parassimpaticas, a hipotese inicial deste trabalho é de que a abundante presenga da HA na
AMePD possa estar relacionada com a genése e/ou modulacdo do controle central da
atividade cardiovascular, bem como modular as respostas reflexas geradas pelos

barorreceptores e pelos quimiorreceptores.

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 histaminérgica local. Os resultados advindos do presente estudo podem
contribuir para avangar o conhecimento sobre a base neural de controle de tais pardmetros.
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¢ao da
histamina e de seus receptores H; na AMePD no controle da atividade cardiovascular basal e

na faixa de atuagdo reflexa mediada por estimulacdo barorreceptora e quimiorreceptora.
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2.2 ESPECIFICOS

1- Estudar a atividade cardiovascular quanto aos parametros de FC ¢ PA em animais
ndo anestesiados apds microinje¢do diretamente na AMePD de salina, histamina (em duas

doses) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hj.

2 - Avaliar a resposta cardiovascular reflexa de FC e PA desencadeada pela
estimulagdo dos barorreceptores e quimiorreceptores em animais ndo anestesiados apos
microinjecao diretamente na AMePD de salina, histamina (em duas doses) e de agonista dos

receptores histaminérgicos Hs.

3 — Determinar a variabilidade nas respostas cardiovasculares de FC e PA
desencadeados pela microinje¢do diretamente na AMePD de salina, histamina (em duas
doses) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hi, pela andlise espectral dos dados

obtidos dos animais estudados na condigdo 1, acima mencionado.



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 niimero de animais estudados e seu sofrimento.
Para isso, todos os animais foram estudados de acordo com as leis internacionais de cuidado e
ética em experimentacdo cientifica (Diretrizes do Conselho Europeu de 24 de novembro de
1986, 86/609/EEC) e as normas brasileiras vigentes de ética para experimenta¢do 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 078/03.

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
proposito foram adaptadas a partir dos dados apresentados no atlas do encéfalo de rato de
Paxinos ¢ Watson (1998). Ou seja, para a AMePD, foram utilizados os seguintes pardmetros:

3,4 mm posterior a sutura bregmatica; 3,6 mm lateral a sutura sagital; e, 5,7 mm abaixo da
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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 (at¢ 2 mm
abaixo da parte inferior da canula implantada) na parte superior do nucleo “alvo”, sem lesa-lo

mecanicamente (Figura 6).

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 colocagdo de cateteres de polietileno (PE-10, Australia, com didmetro interno
de 0,28 mm e que foi conectado a outro PE-50, Australia, com diametro interno de 0,5 mm)
em dois acessos vasculares periféricos. As canulas foram preenchidas com solugio isotonica
de NaCl e posicionadas no interior da artéria aorta abdominal e da 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 direcdo 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 algoddo 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 administracdo de farmacos (por via venosa), respectivamente. Apds 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 nao 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 estereotdxica durava 1 minuto e a agulha
permanecia por outro minuto adicional apds 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 e testava-se a saida de liquido desta antes e

apos o procedimento no animal (conforme de CASTILHOS et al., 2006).
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Neste momento os ratos foram divididos em diferentes grupos experimentais: 1)
animais microinjetados com salina (0,3 pl; n = 10) para servir como controle, 2) animais
microinjetados com histamina (Sigma Chemical Company, EUA) na dose de 10 nM
dissolvido em 0,3 ul de salina (n = 8), 3) animais microinjetados com histamina (Sigma
Chemical Company, EUA) na dose de 100 nM dissolvido em 0,3 ul de salina (n = 8) e, 4)
animais microinjetados com agonista dos receptores Hs da histamina, metil-histamina (Sigma

Chemical Company, EUA) na dose de 10 uM dissolvidos em 0,3 pl de salina (n = 7).

Cada animal foi mantido em uma caixa individual (Plexiglas, 25x15x10 cm) durante o
registro das variaveis cardiovasculares em periodo pré-microinje¢do, controle, ¢ pds-
microinjecao, teste. A canula arterial foi conectada a uma extensao de 40 cm (PE-50),
permitindo livre movimentagdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do registro. A
extensdo em uma das extremidades foi conectada com a canula arterial ¢ 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
aquisi¢cao de dados (CODAS, 1Kz, DATAQ Instruments, Akron, 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 PAS, PAD ¢ PAM.

Sinais de FC e da PA foram gravados durante um periodo de 3 minutos de atividade
cardiovascular basal, como registro controle basal, pré-microinjecdo de substincias na
AMePD. A seguir era microinjetada uma primeira dose da substancia em estudo (salina,
histamina 10 nM, histamina 100 nM ou metil-histamina 10 pM) 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
microinjecdo da substdncia em estudo na AMePD, totalizando, assim, 3 microinjecdes de
salina, histamina 10 nM ou histamina 100 nM ou de metil-histamina 10 pM durante todo o
experimento. As respostas mediadas pelos barorreceptores ou pelos quimiorreceptores foram
testados aleatoriamente entre os animais, iniciando-se com um ou outro reflexo a ser
estudado, com doses crescentes de KCN, fenilefrina ou nitroprussiato de sédio conforme

detalhados a seguir.



48

3.4 AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DOS BARORRECEPTORES

ApoOs 5 minutos da microinjecdo de salina, de histamina (10 nM e 100 nM) ou de
metil-histamina, a sensibilidade dos barorreceptores foi testada pela infusdo endovenosa de
fenilefrina (Sigma Chemical Company, EUA) em doses crescentes desde 0,25 pg/ml até 10
ug/ml, e de nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, EUA) em doses crescentes
desde 2,5 pg/ml até 100 pg/ml (de acordo com FRANCHINI et al., 1996). Essas substancias
também foram infundidas aleatoriamente entre os animais e em cada grupo experimental.
Fenilefrina serviu como um potente estimulador dos receptores ol adrenérgicos cuja agdo
predominante se da nas arteriolas periféricas causando vasoconstricdo. Esta substincia foi
usada para provocar aumento da PA. Esse aumento da PA deveria ser seguido de uma
bradicardia reflexa comandada pelos barorreceptores. Nitroprussiato de sdédio serviu como um
potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias e cuja agdo ocorre por meio da
ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3’, 5’- guanosina monofosfato (GMP
ciclico) na musculatura lisa de vasos 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. Cada dose subseqiiente de fenilefrina e nitroprussiato de sédio foi
administrada com intervalos de pelo menos 5 min entre as mesmas e somente apds 0s

parametros cardiovasculares terem retornado aos niveis basais, estando o animal 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), conforme a

formula:

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

FC = freqiiéncia cardiaca;

Pb = plat6 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) = corresponde a amplitude da faixa operacional do reflexo mediado pelos

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

PAsp = 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 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 microinje¢do de salina, histamina nas duas doses ou metil-histamina, 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 conseqiiente diminui¢do da producdo 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, bem como os valores maximos de PA, obtidos pela
comparagdo entre os valores basais e os valores apos a injecdo 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 VARIABILIDADE NO DOMINIO DA FREQUENCIA (ANALISE ESPECTRAL
MODELAMENTO AUTO-REGRESSIVO)

Cada “batimento cardiaco” foi identificado através da utilizagdo de algoritmo
implementado no Windag/DATAQ, que automaticamente realizou a detec¢do dos intervalos
de pulso, do evento sistélico da onda do sinal de PA. Apos esta leitura automatica foi
realizada uma verificacao por inspe¢ao visual, para identificar e/ou corrigir alguma marcagao
ndo correta. Em seguida foi gerada a série temporal de cada sinal a ser estudado, isto €, o
intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e da pressdo arterial sistolica (sistograma). Quando
necessario, utilizou-se a interpolag@o linear da série tacograma e sistograma, para retirar as
distorcdes indesejaveis. Os dados foram armazenados em arquivos em formato texto e
utilizados, posteriormente, em um programa de analise espectral autorregressiva linear, o qual
detectou a freqiiéncia central, nimero e poténcia de cada componente. A faixa de freqiiéncia
de interesse para analise espectral no rato encontra-se no intervalo que vai de 0 at¢ 3Hz. A
poténcia espectral foi integrada em duas faixas de freqiiéncia de interesse: altas freqiiéncias
(HF), entre 0,75 ¢ 3,0 Hz e, baixas freqiiéncias (LF), entre 0,20 ¢ 0,75 Hz (MALPAS et al.,
1990; HAYANO et al., 1991; PARATI, 1995; PAGANI et al., 1996, PAGANI et al., 1997;
SPALLONE et al., 1997; JULIEN et al., 2001; MALPAS et al., 2001; MALPAS, 2002;
SALGADO et al., 2006), os quais serviram para estudar a variabilidade nos dados obtidos.

3.7 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 incisdao
abdominal transversa para, pelo diafragma, adentrar-se a caixa tordcica. O ventriculo
esquerdo era identificado, injetava-se heparina (5000 UI) e era feita a perfusdo por via
transcardiaca com 150 ml de formol a 8% (Reagen®, Brasil) como substancia fixadora
histoldgica. O encéfalo do rato foi retirado da caixa craniana e permaneceu em solucao de

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

A seguir, os encéfalos foram seccionados em vibraitomo (Leica, Alemanha) em
seccdes coronais seqiienciais de 60 um de espessura para identificagdo do trajeto da canula
implantada e, na maioria dos casos, do trajeto da agulha de microinje¢do. Os cortes foram

colocados em laminas gelatinizadas, secos em estufa e foi feita a coloragdo dos cortes pelo



51

emprego da corriqueira técnica histolégica 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 microinje¢dao diretamente na AMePD ou na ST foram descartados do presente
estudo. Via de regra, as microinje¢des 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 6).
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Figura 6 Corte coronal de 60 um de espessura da parte médio-ventral do encéfalo do rato
para identificacdo do trajeto da canula implantada e, na maioria dos casos, do trajeto provavel
da canula-guia (*) e, em pontilhado, o trajeto provavel muito mais discreto da agulha de
microinjecdo até a parte superior da amigdala medial postero-dorsal direita. Técnica da
hematoxilina-eosina. Para comparagdes com a figura esquematica de atlas, vejam-se as
Figuras 2 e 3. A escala equivale a 1,5 mm e as coordenadas especiais estdo colocados na parte
inferior esquerda da figura.



4 ANALISE ESTATISTICA

Por terem preenchido os requisitos formais para a utilizacdo de testes estatisticos
paramétricos, os dados de FC, PAS, PAD ¢ PAM e os dados provenientes dos testes da
resposta reflexa quimiorreceptora (FC e PA apos doses diferentes de KCN) foram analisados
pelo teste da andlise da varidncia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, ou seja,
nesses parametros, os valores pré-microinjecdo, como registro controle e os dados apos
microinjecdo na AMePD de salina, histamina nas doses de 10 nM ou de 100 nM e de metil-
histamina na dose de 10 uM foram comparados dentro de cada grupo experimental respectivo
e entre os grupos experimentais estudados. Com isso, pela estrutura do teste empregado,
comparam-se os valores pré-microinje¢do e pds-microinje¢ao entre 0os grupos experimentais,
os dados dentre os grupos estudados e, igualmente, a interagdo entre esses fatores. Em todos
os casos o teste post hoc de Newman-Keuls para compara¢des multiplas foi empregado

quando apropriado.

Para os demais dados obtidos nos quatro grupos experimentais microinjetados na
AMePD que corresponde ao valor de PAsy apos estimulagdo dos barorreceptores, o Pb apods
estimulagdo dos barorreceptores, o Pt apds estimulagdo dos barorreceptores, o G apos
estimulacdo dos barorreceptores e 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 comparagdes entre os grupos experimentais.

Por fim, os dados referentes a andlise espectral dos componentes dos dados obtidos
ap6s microinjecao das substancias testadas na AMePD e que dizem respeito a FC, PAS

média, a variabilidade da PAS, ao componente de baixa freqiiéncia do tacograma (LF), a
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componente de alta freqiiéncia do tacograma (HF) e a relagdo entre esses dois componentes
do tacograma foram comparados pelo teste da ANOVA de uma via e, a seguir, pelo teste de

Tukey para comparagdes multiplas, entre os 4 grupos experimentais testados.



5 RESULTADOS

Os dados estao apresentados nas Figuras 7-24 e, quando preciso, como média + desvio
padrao (DP). Nos grupos experimentais estudados apds microinjecdo na AMePD de salina,
histamina na dose de 10 nM e na dose de 100 nM ou de agonista dos receptores Hj,

histaminérgicos, metil-histamina, os resultados obtidos foram os seguintes:

1 - Nao houve diferengas estatisticamente significantes nos valores de FC entre os grupos
estudados. A rigor, pela estrutura do teste estatistico empregado, os valores de FC na
comparacdo dos valores pré-microinjecdo e poés-microinjecdo sdo diferentes entre si
[F (1,29) = 7,551; p = 0,01]. Entre os grupos houve tendéncia para significancia estatistica
[F (3,29) = 2,778; p = 0,058], mas ndo se alcangou o nivel de significancia estatistica quando
testada a interacdo entre periodo de estudo versus grupos experimentais [F (3,29) = 2,218;
p = 0,10]. Pelo teste post hoc, nenhuma comparagdo em cada grupo ou entre 0s grupos
estudados mostrou-se estatisticamente significativa (teste de Newman-Keuls, p > 0,05 em
todos os casos; Figura 7), com excecao da comparagao entre os valores pos-microinje¢ao de
salina e pré-microinjecdo de histamina 10 nM (teste de Newman-Keuls, p < 0,01), o que ndo
apresenta relevancia biologica no presente estudo. Isto indica que a interpretagdo dos
primeiros resultados ¢ problematica e, portanto, considera-se como ndo estatisticamente
diferentes entre si os valores obtidos para FC. O mesmo tipo de raciocinio sera empregado

nos demais parametros se ocorrer a mesma situacdo na analise dos dados.

2 - Os valores de PAS apresentaram diferenga estatisticamente significante quando
comparados os valores pré-microinje¢do e poés-microinje¢ado [F (1,29) = 7,565; p < 0,05], mas

nao entre os grupos experimentais [F (3,29) = 1,709; p = 0,187]. Como a interacao entre esses
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fatores (momento dos registros versus grupos estudados) também se mostrou estatisticamente
significante [F (3,29) = 7,565; p < 0,001], a interpretacdo dos valores de P para as duas
comparagdes anteriores ¢ muito problemadtica. Por outro lado, esta-se autorizado a seguir com
as comparagdes post hoc e neste caso, nenhuma comparagio pertinente entre os valores pré-
microinjecao e pos-microinjecdo em cada grupo experimental ou entre os grupos mostrou-se

estatisticamente significante (teste de Newman-Keuls, p > 0,05 em todos os casos, Figura 8).

3 - Para os valores de PAD ocorreu o mesmo que acima mencionado, ou seja, houve diferenca
estatisticamente significante entre as medidas pré-microinje¢do e pds-microinjecao
[F (1,29) = 8,391; p < 0,01], mas ndo entre os grupos estudados [F (3,29) =0,6116; p = 0,61].
A interagdo entre os fatores (momento dos registros versus grupos estudados) também se
mostrou estatisticamente significativa [F (3,29) = 4,513; p = 0,01], o que torna igualmente a
interpretacdo dos dois resultados anteriores problematica. O teste post hoc novamente nio
mostrou haver diferengas estatisticamente significativas nas comparagdes cabiveis entre os
valores pré-microinjecdo e pds-microinjecdo em cada grupo experimental ou entre os grupos

estudados (p > 0,05 em todos os casos; Figura 9).

4 - Com base nos resultados anteriores, a analise estatistica empregada e sua interpretacao, os
valores de PAM apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre as medidas pré-
microinjecdo e pos-microinje¢ao [F (1,29) = 7,585; p = 0,01], mas ndo entre os grupos
experimentais [F (3,29) = 0,929; p = 0,43]. A interacdo entre esses dois fatores mostrou-se
estatisticamente significativa [F (3,29) = 6,08; p < 0,01], mas, de fato, nenhuma comparagao
pertinente post hoc teve valor abaixo do relacionado como nivel critico de significancia (teste

de Newman-Keuls, p > 0,05 em todos os casos; Figura 10).

5 - Os valores de FC apo6s inje¢do de diferentes doses de KCN, na avaliagdo da resposta
reflexa relacionada com os quimiorreceptores, apresentaram diferenca estatisticamente
significativa nos dados pré-microinjecdo e pds-microinjecdo das substincias testadas na
AMePD [F (3,87 ) = 43,03; p < 0,01], com uma clara tendéncia a significancia estatistica
quando comparados os grupos experimentais [F (3,87) = 2,70; p = 0,06], e diferenca
estatisticamente significativa na interacdo entre esses dois fatores [F (9,87) = 2,45; p = 0,01].
Pelas comparagdes posteriores feitas (vide Figura 11), foi possivel identificar as seguintes

diferencas pertinentes:
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5.1 - No grupo de animais microinjetados com salina na AMePD, os valores mais proximos
do basal foram obtidos com a menor dose de KCN (60 ng/kg) e ocorreu, conforme o
esperado, uma redugdo estatisticamente significativa maior na FC quando foram aumentadas
as doses injetadas de KCN para 100 pg/kg, 140 ng/kg e 180 pg/kg (teste de Newman-Keuls, p
< 0,001 em todos os casos, quando comparadas com a menor dose injetada). Essas trés doses

produziram respostas similares entre si (teste de Newman-Keuls, p > 0,05).

5.2 - No grupo de animais microinjetados com histamina 10 nM na AMePD, ndo se obteve o
mesmo efeito observado no grupo que recebeu salina na AMePD acima descrito. Nao ha
diferenca estatisticamente significativa entre os dados apos a comparagdo dos resultados de

qualquer uma das quatro doses de KCN empregadas (teste de Newman-Keuls, p > 0,05).

5.3 - No grupo de animais microinjetados com histamina 100 nM na AMePD, ndo houve
diferenca nos dados obtidos apds injecdo de KCN nas doses de 60 e 100 pg/kg (teste de
Newman-Keuls, p > 0,05), mas ocorreu maior redu¢do da FC quando se compararam os
resultados apos a injegdao de 140 pg/kg (teste de Newman-Keuls, p < 0,05) e de 180 ug/kg
(teste de Newman-Keuls, p < 0,001) em relacio a menor dose empregada (60 pg/kg).
Ademais, houve diferenga estatisticamente significativa quando foram comparados os
resultados apos injecdo da maior dose de KCN (180 pg/kg) com os da dose de 100 pg/kg

(teste de Newman-Keuls, p < 0,05) neste mesmo grupo.

54 - Na comparagdo dos resultados entre todos os grupos experimentais nas doses
equivalentes de KCN, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nos valores obtidos
apos injegdo de 60, 140 e 180 pg/kg de KCN (teste de Newman-Keuls, p > 0,05 em todos os
casos). Embora comparativamente com os dados obtidos no grupo microinjetado com salina
ndo tenha ocorrido diferencas (teste de Newman-Keuls, p > 0,05), a reducdo da FC apos a
inje¢do de KCN 100 pg/kg ¢ maior no grupo de animais microinjetados com histamina 10 nM
e com metil-histamina 10 uM do que nos microinjetados com histamina 100 nM (teste de

Newman-Keuls, p < 0,05 em ambos os casos).

6 - Os valores de PAM ap0s inje¢do de diferentes doses de KCN para testar a resposta reflexa
cardiovascular medida pelos quimiorreceptores sugerem que houve diferenca estatisticamente
significativa nos valores pré-microinjecao ¢ pds-microinjecao das quatro substancias testadas
na AMePD [F (3,87) = 20,86; p < 0,01], mas ndo nas comparagdes entre 0s grupos

experimentais [F (3,87) = 1,614; p = 0,20] nem na interagdo desses dois fatores (comparando-
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se momento dos registros versus grupos estudados) [F (9,87) = 0,50; p = 0,874]. O teste post
hoc ndo demonstrou existir diferenca estatisticamente significativa nas comparagdes
pertinentes entre os valores pré-microinjecdo e pds-microinjecdo nos quatro grupos

experimentais estudados (teste de Newman-Keuls, p > 0,05 em todos os casos; Figura 12).

7 — Com relagdo ao reflexo mediado pelos barorreceptores mostramos que os valores
referentes ao ponto de maior inclinagcdo da curva da PA (PAsg), que representa o nivel de PA
no qual o barorreflexo mostra ganho maximo, apds estimulo de sua resposta reflexa pelas
injegdes de fenilefrina e de nitroprussiato de sddio, foram estatisticamente diferentes quando
os dados dos grupos foram comparados entre si [F (3,29) = 4,594; p = 0,009] e o teste post
hoc de Newman-Keuls mostrou que o grupo microinjetado com histamina 10 nM apresentou
maior aumento do que nos grupos que receberam salina ou metil-histamina microinjetadas na

AMePD (teste de Newman-Keuls, p < 0,05 em ambos os casos; Figura 13).

8 - Os valores referentes a queda maxima da FC induzida pelo aumento da PA, platd de
bradicardia apds a estimulagdo da resposta reflexa mediada pelos barorreceptores, nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados os dados dos quatro
grupos experimentais entre si [F (3,29) = 0,644; p = 0,593; Figura 14]. O mesmo ocorreu para
a comparacdo dos resultados da resposta maxima da FC induzida pelo decréscimo da PA,
platd de taquicardia, apds estimulagao reflexa mediada pelos barorreceptores [F (3,29) =
1,144; p = 0,348; Figura 15]. Da mesma forma, para a variacdo do ganho médio ou
sensibilidade média do barorreflexo, apds estimulagdo reflexa mediada pelos barorreceptores
[F (3,29) = 0,506; p = 0,680; Figura 16] e a amplitude da FC, que corresponde a faixa
operacional do reflexo barorreceptor [F (3,29) = 1,132; p = 0,352; Figura 17,
respectivamente], ndo houve diferencas. Os valores correspondentes a curva da modificagao
de PAM de acordo com a variagdo da FC foram estatisticamente diferentes entre os grupos
estudados, como descritos anteriormente [F (3,29) = 4,594; p = 0,009], sendo que a curva
ap6és a microinje¢ao de 10 nM na AMePD foi diferente dos demais grupos (p < 0,05) e

provocou um desvio a direita nos resultados (Figura 18).

9 - Pela analise espectral da variabilidade da FC e da PA nos quatro grupos experimentais
apods microinje¢do na AMePD de salina, das duas doses de histamina (10 nM e 100 nM) e de
agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-histamina na dose de 10 uM, foi possivel

identificar os seguintes resultados estatisticos relevantes:
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9.1 - Quanto a analise da variabilidade da FC do tacograma, houve clara tendéncia a
significancia estatistica dos dados, embora o nivel pré-estabelecido nao tenha sido atingido

[F (3,17) =2,942; p=0,062; Figura 19).

9.2 - Os dados referentes a média da PAS do sistograma nao foram diferentes entre os grupos

estudados [F (3,17) = 1,695; p = 0,205; Figura 20].

9.3 - Houve diferenga estatisticamente significativa na variabilidade da PAS do sistograma
entre os grupos experimentais [F (3,20) = 8,681; p = 0,001] sendo que, quando comparados
com os animais que receberam microinjecdo de salina na AMePD, as microinjecdes de
histamina na dose de 100 nM e de metil-histamina na dose de 10 uM geraram os maiores
valores de variabilidade nestes parametros (teste de Tukey, p < 0,05 ¢ p < 0,01;
respectivamente), sem que a microinje¢do de histamina na dose de 10 nM tenha gerado o
mesmo efeito (teste de Tukey, p > 0,05). De fato, houve diferenga estatisticamente
significativa entre os dados dos animais do grupo que recebeu microinje¢do de histamina na
dose de 100 nM (teste de Tukey, p < 0,05) e metil-histamina na dose de 10 uM na AMePD
(teste de Tukey, p < 0,01) comparativamente com os obtidos apds microinje¢cdo de histamina
10 nM. Os valores dos grupos microinjetados na AMePD com histamina 100 nM e metil-

histamina 10 uM sdo similares entre si (teste de Tukey, p > 0,05; Figura 21).

9.4 - Quanto a andlise do componente de baixa freqiiéncia do tacograma houve diferenca
estatisticamente significativa neste pardmetro quando comparados os dados entre os grupos
experimentais [F (3,17) = 6,371; p = 0,004]. O teste post hoc de Tukey evidenciou que os
valores obtidos nos grupos que receberam microinjecdo na AMePD de histamina na dose de
100 nM ou metil-histamina na dose de 10 uM s3o maiores que no grupo controle
microinjetado com salina (teste de Tukey, p < 0,01 em ambos os casos). O mesmo ndo
ocorreu apds microinjecdo da dose de 10 nM de histamina na AMePD (teste de Tukey,
p > 0,05). Os tais valores ap6s microinjecao da menor dose de histamina sdo menores do que
os obtidos apds o emprego da dose de 100 nM nas mesmas condigdes experimentais (teste de

Tukey, p <0,05; Figura 22).

9.5 - Quanto a andlise do componente de alta freqiiéncia do tacograma houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados os dados entre os grupos experimentais
[F (3,17) = 6,574; p = 0,003]. Neste parametro, a microinje¢ao de metil-histamina na dose de

10 uM promoveu a maior variagdo dentre todos os grupos (teste de Tukey; p < 0,01 quando
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comparado aos valores obtidos apos microinje¢ao de salina p < 0,05 quando comparado aos
valores apds microinjecao de histamina em ambas as doses de10 nM e de100 nM na AMePD;

Figura 23).

9.6 - Quando foi estabelecido o indice entre os componentes de baixa freqiiéncia e alta
freqiiéncia do tacograma, dito balango simpatico-vagal, houve diferenca estatisticamente
significativa quando comparados os dados entre o0s grupos experimentais
[F (3,17) = 5,880; p = 0,006]. O teste post hoc de Tukey demonstrou que o valor obtido para o
grupo microinjetado com histamina na dose de 100 nM ¢ maior do que o obtido nos animais

que receberam salina na AMePD (p < 0,01; Figura 24).
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Figura 7 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 pl; n = 10), histamina na dose de 10 nM/0,3 ul (n = 8), histamina na dose de
100 nM/0,3 pl (n = 8) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-histamina
(10 uM/0,3 pl, n = 7), na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Nao houve diferenga
estatisticamente significante quando comparados os valores pré-microinje¢do € pos-
microinje¢do ou entre cada grupo experimental estudado (p > 0,05 em todos os casos).
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Figura 8 Média (+ DP) da varia¢do da pressdo arterial sistolica (PAS em mmHg) nos grupos
estudados em situagdo basal antes da microinje¢do (Controle) e apds a microinje¢do (Teste)
de salina (0,3 pl; n = 10), histamina na dose de 10 nM/0,3 pul (n = 8), histamina na dose de
100 nM/0,3 pl (n = 8) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hjz, metil-histamina
(10 uM/0,3 pl, n = 7), na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Nao houve diferencga
estatisticamente significante quando comparados os valores pré-microinjecdo € poOs-
microinjecdo ou entre cada grupo experimental estudado (p > 0,05).
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Figura 9 Média (+ DP) da variacdo 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 pl; n = 10), histamina na dose de 10 nM/0,3 ul (n = 8), histamina na
dose de 100 nM/0,3 pl (n = 8) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-
histamina (10 uM/0,3 pl, n = 7), na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Nao houve
diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores pré-microinje¢ao e pos-
microinje¢ao ou entre cada grupo experimental estudado (p > 0,05).
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Figura 10 Média (+ DP) da variagdo da pressao arterial média (PAM em mmHg) nos grupos
estudados em situacao basal antes da microinjecao (Controle) e apos a microinje¢ao (Teste)
de salina (0,3 pl; n = 10), histamina na dose de 10 nM/0,3 pul (n = 8), histamina na dose de
100 nM/0,3 pl (n = 8) e de agonista do receptores histaminérgicos Hi, metil-histamina
(10 uM/0,3 pl, n = 7), na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante quando comparados os valores pré-microinje¢do € pos-
microinjecao ou entre cada grupo experimental estudado (p > 0,05).
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Figura 11 Média (+ DP) da variagdo da freqiiéncia cardiaca (FC em bpm) obtidas apos
inje¢do sistémica de diferentes doses de KCN nos animais microinjetados com salina (0,3 pl;
n = 10), com histamina na dose de 10 nM (n = 8), com histamina na dose de 100 nM (n = 8)
ou com o agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-histamina 10 uM (n = 7), na
amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. As doses de KCN correspondem a 60, 100, 140 e
180 ng/kg.

* p < 0,01 quando comparado com o valor obtido com a dose de 60 pg/kg no grupo
microinjetado com salina.

** p < 0,01 quando comparado com o valor obtido com a dose 60 pg/kg no grupo
microinjetado com salina.

I p < 0,05 quando comparado com o valor obtido com a dose de 60 pg/kg no grupo
microinjetado com histamina 100 nM.

§ p < 0,001 quando comparado com o valor obtido com a dose de 100 pg/kg no grupo
microinjetado com histamina 100 nM .

§* p < 0,05 quando comparado com o valor obtido com a dose de 100 pg/kg no grupo
microinjetado com histamina 100 nM.

T p < 0,05 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com histamina
100 nM nesta mesma dose de KCN.
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Figura 12 Média (= DP) da variagdo da pressao arterial média (PAM em mmHg) obtidas apos
injecao sistémica de diferentes doses de KCN nos animais microinjetados com salina (0,3 pl;
n = 10), com histamina na dose de 10 nM (n = 8), com histamina na dose de 100 nM (n = 8)
ou com agonista dos receptores histaminérgicos Hs metil-histamina 10 puM (n = 7), na
amigdala medial pdstero-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).
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Figura 13 Média (= DP) da variagdo do valor de (PA em mmHg) no ponto de maior
inclinagdo da curva (PAsg) obtida apds microinje¢do de salina (0,3 pl; n = 10), histamina
(Hist) na dose de 10 nM (n = 8), histamina na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos
receptores histaminérgicos Hj metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 7), na amigdala
medial postero-dorsal de ratos.

* p < 0,05 quando comparado com o valor obtido ap6s microinje¢do de salina e de metil-
histamina.
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Figura 14 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, Pb) obtida apos a
microinjecao de salina (0,3 pl; n = 10), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n = 8), histamina
na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos receptores histaminérgico Hs, metil-histamina
(Metil-Hist) 10 uM (n = 7), na amigdala medial postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos experimentais
(p>0,05).
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Figura 15 Média (+ DP) da variagao da diferenca do aumento da resposta maxima na FC (em
bpm) induzida pelo decréscimo da (PA em mmHg; platd de taquicardia, Pt) obtida apds a
microinjecao de salina (0,3 pl; n = 10), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n = 8), histamina
na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hs metil-histamina
(Metil-Hist) 10 uM (n = 7), na amigdala medial postero-dorsal de ratos. Nao houve diferenca
estatisticamente significante quando comparados os entre os grupos experimentais (p > 0,05).
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Figura 16 Média (+ DP) da variagdo da sensibilidade média do barorreflexo (Ganho
bpm/mmHg) obtida ap6s microinje¢ao de salina (0,3 pl; n = 10), histamina (Hist) na dose de
10 nM (n = 8), histamina na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos receptores
histaminérgicos Hj, metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 7), na amigdala medial pdstero-
dorsal de ratos. Nao houve diferenga estatisticamente significante quando comparados os
valores entre os grupos experimentais (p > 0,05).
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Figura 17 Média (+ DP) da variagdo da amplitude da (FC em bpm), durante o reflexo
barorreceptor, obtida apds microinjecao de salina (0,3 pl; n = 10), histamina (Hist) na dose de
10 nM (n = 8), histamina na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos receptores
histaminérgicos Hs, metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 7), na amigdala medial postero-
dorsal de ratos. Nao houve diferenca estatisticamente significante quando comparados os
valores entre os grupos experimentais (p > 0,05).



72

550 -

500

450 ~

FC (bpm)

400 -~

350 -

300 T T T T T T T T T 1

PAM (mm Hg)

Salina

------- Histamina 10 nM

— —- Histamina 100 nM
—--= Metil-Histamina 10 uM

Figura 18 Analise da curva da modificacdo da pressdo arterial média (PAM em mmHg) de
acordo com a variagdo da freqiiéncia cardiaca (FC em bpm), como teste da resposta reflexa
mediada pelos barorreceptores apos microinje¢do de salina (0,3 pl; n = 10), histamina na dose
de 10 nM (n = 8), histamina na dose de 100 nM (n = 8) e de agonista dos receptores
histaminérgicos Hs metil-histamina 10 uM (n = 7), na amigdala medial postero-dorsal de
ratos. Houve diferenca estatisticamente significante entre o aumento promovido pela
histamina na dose de 10 nM em relagdo a salina, como controle, quando comparados os
valores pos-microinje¢do (p = 0,0095). Observe o deslocamento para a direita na curva da
histamina na dose de 10 nM que, para um mesmo valor de freqiiéncia cardiaca, gera mais
resposta de pressao arterial média.
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Figura 19 Média (+ DP) da variabilidade da freqiiéncia cardiaca do tacograma gerada apds
microinjecao de salina (0,3 ul; n = 8), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n = 4), histamina na
dose de 100 nM/0,3 pl (n = 4) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hs, metil-
histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 5), na amigdala medial pdstero-dorsal de ratos. Os valores
dos grupos estudados apresentaram uma tendéncia para a significancia, mas ndo se alcangou o
nivel de significancia estatistica (p > 0,05).
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Figura 20 Média (+ DP) da variabilidade da média da pressdo arterial sistolica do sistograma
gerada apos microinjec¢ao de salina (0,3 pl; n = 8), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n = 4),
histamina na dose de 100 nM/0,3 ul (n = 4) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hs,
metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 5), na amigdala medial postero-dorsal de ratos. Nao
houve diferenca estatisticamente significante quando comparados os valores entre os grupos
experimentais (p > 0,05).
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Figura 21 Média (£ DP) da variabilidade da pressao arterial sistolica do sistograma (PAS)
gerados apds microinjecao de salina (0,3 pl; n = 8), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n =
4), histamina na dose de 100 nM (n = 4) e de agonista dos receptores histaminérgicos Hj,
metil-histamina 10 uM (n = 5) na amigdala medial postero-dorsal de ratos.

* p <0,05 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com salina.
T p <0,01 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com salina.

i p < 0,05 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com histamina na
dose de 10 nM.

§ p < 0,01 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com histamina na
dose de 10 nM.
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Figura 22 Média (+ DP) da variabilidade do componente de baixa freqiiéncia do tacograma
(LF) geradas ap6s microinjecdo de salina (0,3 pl; n = 8), histamina (Hist) na dose de
10 nM (n = 4), histamina na dose de 100 nM (n = 4) e de agonista dos receptores
histaminérgicos Hs, metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 5), na amigdala medial postero-
dorsal de ratos.

*p < 0,05 quando comparado com valor obtido no grupo microinjetado com salina.

+ p < 0,05 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com histamina na
dose de 10 nM.
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Figura 23 Média (+ DP) da variabilidade do componente de alta freqiiéncia do tacograma
(HF) geradas apds microinje¢do de salina (0,3 pl; n = 8), histamina (Hist) na dose de 10 nM
(n = 4), histamina na dose de 100 nM (n = 4) e agonista dos receptores histaminérgicos Hs,
metil-histamina (Metil-Hist) 10 uM (n = 5), na amigdala medial postero-dorsal de ratos.

p < 0,01 quando comparado com os valores obtidos nos grupos microinjetados com salina e
histamina na dose de 100 nM.

T p < 0,05 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com histamina na
dose de 10 nM e 100 nM.
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Figura 24 Média (+ DP) da variabilidade do indice do componente de baixa freqiiéncia (LF) e
de alta freqiiéncia (HF) do tacograma (balango simpatico-vagal, indice LF/HF) geradas apos
microinjecao de salina (0,3 ul; n = 8), histamina (Hist) na dose de 10 nM (n = 4), histamina na
dose de 100 nM (n = 4) e de agonista dos receptores histaminérgico Hj, metil-histamina
(Metil-Hist) 10 uM (n = 5), na amigdala medial postero-dorsal de ratos.

*p <0,01 quando comparado com o valor obtido no grupo microinjetado com salina.



6 DISCUSSAO

E notavel que a HA encontra-se presente em areas do SN sabidamente envolvidas com
o controle direto dos sistemas simpatico e parassimpatico, pelo controle da inervagao renal, ou
com o controle neuroenddcrino, via liberacdo de vasopressina, relacionado com a regulagdo
da atividade cardiovascular (BEALER, 1999). Um desses locais ¢é, claramente, a ACe
(BEALER, 1999), mas também chama muita a atencdo que a AMe seja local onde ocorre

mais sintese de HA no complexo amigdaliano (BEN-ARI et al., 1977; OISHI et al., 1984).

O presente estudo revelou que quando comparados os quatro grupos experimentais
estudados apds microinjecdo na AMePD, ndo houve diferenca estatisticamente significativa
na FC, na PAS, na PAD, e na PAM nos valores pré-microinje¢do e poés-microinje¢do de HA
em duas doses ou do agonista dos receptores histaminérgicos H; empregado. Por outro lado a
HA na dose de10 nM e metil-histamina na dose de 10 uM microinjetadas na AMePD geraram
diminuicdo reflexa maior na FC ap0s a estimulacdo dos quimiorreceptores com KCN na dose
de (100 pg/kg). Os valores referentes ao ponto de maior inclinagdo da curva de resposta dos
barorreceptores, PAsy, apos injecdes de fenilefrina e nitroprussiato de soédio, foram maiores
nos ratos que receberam HA na dose de 10 nM na AMePD. Houve maior variabilidade na
PAS, no componente de baixa e de alta freqiiéncia do sistograma e no indice de atividade
simpatico-vagal nos grupos que receberam HA na dose de 100 nM e metil-histamina na dose
de 10 uM na AMePD. Com isso, tais resultados sugerem um papel relevante para a HA na
AMePD no controle neural da atividade cardiovascular em ratos. E muito importante ¢ cabe
ressaltar que a HA na dose de 10 nM esta dentro de uma faixa fisioldgica encontrada no SN
central de ratos (ITOH et al., 1987; CHIKAI et al., 1993; CHU et al., 2004), enquanto a dose

de 100 nM representa quantidade que, a principio, somente pode ser obtida
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farmacologicamente. Se esta concentracdo maior pode igualmente ser obtida em ratos em
diferentes condicoes fisiologicas ou em local no SN que tenham grande inervagdo

histaminérgica ainda precisa ser determinado.

J& estd bem descrito que diversas vias neurais aferentes e eferentes do encéfalo sao
capazes de modificar a atividade cardiovascular, no mesmo tempo que compde circuitos
envolvidos com reflexos somaticos e viscerais e gerar atividade integrada comportamental no
individuo (como revisado em ALMEIDA et al., 2004; DALL’AGO et al., 2003; RASIA-
FILHO et al., 2004b). Experimentos em ratos acordados t€ém demonstrado que a estimulagao
elétrica de diferentes regides do complexo amigdaliano resulta em um aumento na FC ¢ na
PA, enquanto em ratos anestesiados obtém-se uma diminui¢do da FC e da PA (REIS et al.,
1964; GALENO et al., 1983; FRISINGER et al., 1984; GESELMA et al., 1987; IWATA et
al.,, 1987; OZKUTLU et al., 1994; CECHETTO et al., 2001). A deplecio de HA no
hipotdlamo de ratos gera bradicardia e respostas pressoricas diminuidas (AKINS, 1991;
BEALER, 1999). Outros experimentos t€m mostrado que a liberacdo da HA e o metabolismo
da HA sdo alterados em animais hipertensos (DOGTEROM et al., 1976; AKINS, 1991;
BEALER, 1999). Os resultados obtidos no presente estudo ndo sé acrescentam-se a
informagdes prévias, mas também confirmam a necessidade de ser dada uma maior
importancia para a contribuicdo da atividade histaminérgica na AMePD no controle
cardiovascular. Ha, no entanto, a necessidade de se determinar se a HA atua como tal e/ou
devido as suas interrelagdes funcionais com outros neurotransmissores ¢ neuromoduladores
na AMePD. Da mesma forma, € preciso estabelecer se na AMePD os receptores
histaminérgicos H; também atuam como auto-receptores (e, portanto, deveriam gerar efeito
oposto ao da HA per se, o que ndo foi observado nos resultados) ou se sdo, mais
provavelmente, receptores pds-sinapticos com propriedades funcionais diferentes daquelas
descritas até o momento no TM (BROWN et al., 2000; REITCHIE et al., 2000). Ou ainda, se
tais receptores histaminérgicos H; podem modular a liberagdo de outras substancias que
afetam o controle neural da FC e da PA diretamente na AMePD. Embora fuja ao escopo
inicial desta dissertacdo, sdo todos esses dados importantes que estdo relacionados aos

presentes achados e que abrem temas para investigacdes futuras.

Os quimiorreceptores arteriais respondem a aumentos ou quedas da PaO,, da PaCO,
e/ou do pH desencadenado respostas homeostaticas dos sistemas cardiovascular e respiratorio
para corrigir essas variacdes. As respostas cardiovasculares caracterizam-se por aumento da

resisténcia periférica em decorréncia da ativacdo do sistema simpatico e alteragdes na FC
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caracterizadas por bradicardia, mas aumento da forca de contragao miocardica. As respostas
cardiovasculares ao quimiorreflexo ainda nao tenham sido analisados em animais

microinjetados com HA e com o agonista dos receptores histaminérgicos Hs.

No presente estudo, € preciso destacar que os valores de FC apo6s inje¢ao de diferentes
doses de KCN (para testar a resposta reflexa cardiovascular relacionada com os
quimiorreceptores) indicam que houve diferenca estatisticamente significativa nos dados apos
microinjecao das substancias estudadas na AMePD. No grupo de animais microinjetados com
salina na AMePD, os valores mais proximos do basal sdo obtidos com a menor dose de KCN
(60 ng/kg) e ocorreu uma reducdo estatisticamente significativa maior na FC quando foram
aumentadas as doses injetadas de KCN para 100 pg/kg, 140 pg/kg e 180 ng/kg quando
comparadas com a menor dose injetada. Essas trés ultimas doses produziram respostas
similares entre si e tais dados estdo de acordo com o que se esperava para testar a acdo reflexa
dos quimiorreceptores. No grupo de animais microinjetados com HA na dose de 100 nM na
AMePD, nao houve diferenga nos dados obtidos apds injecdo de KCN nas doses 60 e
100 pg/kg, mas ocorreu maior redugdo da FC quando se comparam os resultados apos a
injecdo de 140 pg/kg e de 180 pg/kg em relagdo a menor dose empregada (60 pg/kg). Ja a
reducdo da FC ap6s a injegao de KCN 100 pg/kg ¢ maior no grupo de animais microinjetados
com HA na dose de 10 nM e com metil-histamina na dose de 10 uM do que nos
microinjetados com HA na dose de 100 nM. Isto indica que ambas as doses de HA e a metil-
histamina microinjetadas na AMePD sdo capazes de modificar a resposta reflexa dos
quimiorreceptores, dependente da ativagdo vagal. Ou seja, HA na dose de 100 nM reduziu
significativamente os valores de FC na concentracdo mais baixa de KCN (60 pg/kg), nao
repetindo o mesmo efeito gerado pela HA na dose de 10 nM ou pela metil-histamina na dose
de 10 pM apds injecdo de dose intermediaria (100 pg/kg) de KCN. Uma possivel
interpretacdo para esses dados € que a HA na dose de 100 nM na AMePD gera respostas mais
intensas a0 KCN em menor dose, sugerindo papel deste neurotransmissor no incremento desta
resposta reflexa. Tais respostas complexas provavelmente podem estar associadas a uma
maior ativagdo cardiaco-vagal ou a uma maior diminui¢do simpatica desencadeada pelos
quimirreceptores. Estes dados sdo parcialmente corroborados pela andlise espectral que
mostrou maior atividade do componente HF no grupo que recebeu metil-histamina na dose de
10 uM e maior atividade no componete LF nos grupos que receberam metil-histamina na dose

de 10 uM ou HA na dose de 100 nM.
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Adicionalmente, a atividade dos barorreceptores exerce um papel fundamental no
controle homeostatico do sistema cardiovascular ¢ da mesma forma, ainda ndo existem
estudos desenvolvidos para avaliar as respostas do barorreceptores nas situagdes
experimentais deste estudo. Os resultados do presente mostram que os valores referentes ao
ponto de maior inclinagdo da curva de PA (set point), apos estimulo de sua resposta reflexa
pelas injecoes de fenilefrina e nitroprussiato de sdédio, foram estatisticamente diferentes
quando os dados dos grupos foram comparados entre si, demonstrando que no grupo
microinjetado com HA na dose de 10 nM houve um aumento maior que no grupo que recebeu
salina ou metil-histamina na dose de 10 uM microinjetadas na AMePD. Isto pode representar
um ajuste do reflexo barorreceptor em um novo nivel de PA. Os valores referentes ao platd de
bradicardia apds a estimulagdo da resposta reflexa mediada pelos barorreceptores nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa quando comparados os dados dos quatro
grupos experimentais entre si. O mesmo ocorreu para a comparacdo dos resultados da
resposta do platd de taquicardia, apds estimulacao reflexa mediada pelos barorreceptores, para
a variacdo da sensibilidade média do barorreflexo e a variagdo da amplitude do reflexo
barorreceptor. Os valores correspondentes a curva da modificagdo de PAM de acordo com a
variagdo da FC foram estatisticamente diferentes entre os grupos estudados quando os dados
dos grupos foram comparados entre si sendo que, apos a microinjecdo de HA na dose de
10 nM na AMePD, gerou-se uma resposta diferente comparativamente com os demais grupos
e provocou-se um desvio a direita nos resultados. Assim, a HA na AMePD pode estar
ampliando os reflexos cardiovasculares que se relacionam com a modulagdo exercida pela
AMePD, o que parece relacionado com o papel desta estrutura na modulagao de

comportamentos que também requerem ajustes cardiovasculares para sua ocorréncia.

Ou seja, ¢ muito plausivel considerar que para a ocorréncia adequada dos mais
diversos comportamentos, além do que estd sendo feito em repouso, as varidveis organicas
mobilizadas possam apresentar-se com maior variabilidade do que a encontrada em animais
sedados. Com isso ndo haveria uma limitagdo para a execugdo de comportamentos relevantes
para a sobrevivéncia do animal e da espécie, dada por uma limitacdo nas varidveis organicas
mobilizados conjuntamente antes de seus proprios limites. O limite maximo poderia passar
agora a ser outro maior, mas de forma protetora, antes de chance de dano ao organismo.
Assim, maior variabilidade nas respostas de FC e da PA, expandindo seus maximos e
minimos valores apds atuacdo de barorreceptores e quimiorreceptores, podem ocorrer para

permitir que comportamentos possam ser executados plenamente pelo animal. E ha varios
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desses exemplos na Fisiologia. Um deles ¢ a modificagdo do momento de inicio do reflexo de
Hering-Breuer de controle da expansdo ou de retragdo da caixa tordcica na inspiragdo € na
expiracdo. Em gatos anestesiados, o inicio do reflexo ocorre ainda quando ndo ha pleno
estiramento da musculatura intercostal e distencdo da estrutura Osteo-articular da caixa
toracica, o que nao ocorre quando tais animais estdo em vigilia e executando os mais diversos
comportamentos. Da mesma forma, o reflexo do estiramento da musculatura estriada
esquelética pode ficar momentaneamente abolido durante a execug¢do das mais diversas
atividades motoras corriqueiras. Em seres humanos, a sensibilidade dos quimiorreceptores
periféricos diminui durante a execu¢do do comportamento de comunicagdo da palavra falada
(TIMO-IARIA, 1983; DALL’AGO et al., 2003; RASIA-FILHO et al., 2004; RASIA-FILHO,
2006).

Se forem tomadas em considera¢do as diferentes atividades que a AMePD pode
executar, como ¢ o caso da modulagdo do comportamento reprodutivo masculino, resposta
(DAYAS et al., 1999) ao estresse ¢ comportamentos de defesa (RASIA-FILHO et al., 2000),
poder-se-ia especular que ajustes simpaticos e parassimpaticos cardiovasculares pudessem ser
programados concomitantemente as alteragdes motoras e neuroendocrinas necessarias para a
emissdo adequada dessas atividades motoras e neuroendodcrinas. A ativacdo e desativagdo
reflexas de tais sistemas em condigdes fisioldgicas determinam ajustes do débito cardiaco e da
resisténcia vascular periférica, contribuindo para a estabilizacdo e manutengdo da PA
sistémica em diferentes situagdes, ampliando a capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia do
organismo (TIMO-IARIA, 1988; DALL’AGO et al., 2004; RASIA-FILHO, 2006). O quanto
isto esta correto ainda precisa ser testado experimentalmente. E preciso considerar novamente
que a PA para os diversos orgdos deve ser ajustada, a partir de um valor basal, de acordo com
necessidades varidveis e que, em niveis fisioldgicos, adequa-se a perfusdo tecidual sistémica
(HALL, 1999). Com isso, os ajustes cardiovasculares poderiam ocorrer por respostas reflexas
e/ou por mudancas que precedem ou sdo concomitantes a ocorréncia dos mais diversos

comportamentos onde a AMePD apresenta participagdo (RASIA-FILHO et al., 2004).

Diferentes mecanismos de controle estdo envolvidos ndo s6 na manutengdo como na
variagdo a cada instante da PA, regulando o calibre e a reatividade vascular, a distribuigdo de
liquidos dentro e fora dos vasos e o débito cardiaco. O estudo dos mecanismos de controle da
PA tem indicado grande numero de substincias e sistemas fisiologicos que interagem de
maneira complexa e por vezes com redundancia para garantir a PA em niveis adequados nas

mais diversas situagdes (MICHELINI, et al., 1994; IRIGOYEN et al., 2001). Com o presente
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trabalho buscou-se igualmente demonstrar que outra regiao 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 simpatico e do parassimpatico, modulando a
rapida resposta cardiovascular necessdria 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, como no caso de estresse de contengdo em ratos (OTTERSEN, 1979,1980; OISHI
etal 1983; RANDALL, 1984; MARSHALL, 1994; CARNEY et al., 1995; COLEMAN et al.,
1998; GRASSI et al., 1998; KUBO et al., 2004; GUYENET et al., 2004; GRIFFIOEN et al.,
2004; GAVA et al., 2004, FUKUMORI, 2004). Neste sentido, estdio bem demonstrados os
efeitos do estresse na estimulagdo do sistema cardiovascular e subseqiiente ocorréncia de
hipertensdo arterial sistémica, o que se manifesta concomitantemente com o aumento da
expressdo da proteina fos, como marcador de atividade neuronal, em diversos nucleos da
amigdala (OISHI et al., 1983; OZKUTLU et al., 1994; CHEN et al., 1995; KUBO, 2004;
FUKUMORI, 2004).

Diferentes experimentos realizados em ratos apontaram a AMe como uma das regides
envolvidas na percepgdo e 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 dire¢do ao nucleo paraventricular
hipotaldmico onde se localizam as células que contém o hormonio liberador de corticotrofina
(SILVERMAN et al., 1981; TRIBOLLET et al., 1981; SWANSON et al., 1998). Além de
ativar o eixo HPA em ratos, a AMe parece reger respostas de liberagdo de ocitocina
desencadeado pela exposicdo 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 geragao das respostas simpaticas, parassimpaticas e
neuroenddcrias 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
participacdo nessas respostas. De fato, recentemente demonstrou-se em nosso laboratorio que
estresse de contengdo de 1h em ratos foi capaz de modificar a morfologia de neurdnios da
AMePD, diminuindo a densidade de espinhos dendriticos nesses animais e, supostamente,
parte da trasmissdo sinaptica local (MARCUZZO, 2006). Sabe-se que o AOB envia
aferéncias para a AMePD, juntamente com o BSTMP, e, esses, enviam eferéncias para varios

nucleos hipotaldmicos (AVPV, Pa, Arc, Pe, MPO, PMV e VMH, por exemplo). Por via
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neural ou hormonal, pode-se influenciar a atividade de regides como o NTS, o drgao
subfornical e regides do sistema limbico que atuam nas alteragdes da FC e da PA

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

De forma complementar e relevante, a andlise espectral dos dados obtidos serve para
avaliar principalmente as variabilidades da FC e da PA. A andlise espectral consiste de
metodologia que permite a identificacido dos componentes de ondas complexas, sua
variabilidade, freqiiéncia de ocorréncia e distribuigdes no tempo e no espaco. Pela andlise
espectral dos dados obtidos nos quatros grupos experimentais apos microinje¢do de salina, das
duas doses de histamina ¢ do agonista dos receptores histaminérgicos H; na AMePD foi
possivel identificar que houve diferenca estatisticamente significativa na variabilidade da PAS
com HA na dose de 100 nM e metil-histamina na dose de 10 uM, gerando os maiores valores
de variabilidade, sem que a microinje¢cao de HA na dose de 10 nM tenha produzido o mesmo
efeito. Quanto a andlise do componente de baixa freqiiéncia do tacograma, o qual pode
representar a variabilidade da atividade simpatica e também parcialmente a parassimpatica
(MALPAS et al., 1990; SPALLONE et al., 1997, PAGANI et al., 1996; PAGANI et al.,
1997; JULIEN et al., 2001; MALPAS et al., 2001; MALPAS, 2002; SALGADO et al., 2006),
os valores obtidos nos grupos que receberam microinje¢ao na AMePD de HA na dose de 100
nM ou de metil-histamina na dose de 10 uM sdo maiores que no grupo controle. Novamente,
0 mesmo ndo ocorreu apos microinjecdo da dose de 10 nM de HA na AMePD. Quanto a
andlise do componente de alta freqliéncia do tacograma, o qual pode representar a
variabilidade preferentemente da atividade parassimpatica (MALPAS et al., 1990;
SPALLONE et al., 1997; PAGANI et al., 1996; PAGANI et al., 1997; JULIEN et al., 2001,
MALPAS et al., 2001; MALPAS, 2002; SALGADO et al., 2006), a metil-histamina na dose
de 10 pM microinjetada na AMePD promoveu a maior variagdo neste parametro dentre todos
os grupos experimentais. Quando foi estabelecido o indice entre os componentes de baixa
freqiiéncia e de alta freqiiéncia do tacograma, o grupo microinjetado com histamina na dose
de 100 nM apresentou os maiores valores do que os obtidos nos animais que receberam salina
na AMePD. Resultados prévios demonstraram que a redugdo da variabilidade do barorreflexo
e do quimiorreflexo em controlar a PA pode resultar em um aumento da variabilidade desta e
da FC (FRANCHINI et al., 1993). Da mesma forma alteragdes na sensibilidade dos
barorreceptores resultou em um aumento da variabilidade pressorica e exacerbacdo da
reatividade da PA (AVERILL et al., 2000; DAMPNEY et al., 2002). Com isso, pode-se
sugerir que HA na dose de 100 nM e que metil-histamina na dose de 10 uM na AMePD sao
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capazes de gerar modificagdes simpaticas e parassimpaticas nos limites das respostas de FC e
PA, indicado que tais substiancias podem atuar na ampliacdo dos limites de controle das
respostas cardiovasculares estudadas. A interpretacdo desses resultados novamente segue a
mesma linha de raciocinio e vem ao encontro da hipotese sugerida de organizagdo paralela da
atividade cardiovascular com a génese ou modulacdo de comportamentos executado pela

AMePD.



7 CONCLUSAO

A microinjecdo de HA na AMePD na dose de 10 nM e metil-histamina na dose de
10 uM ¢ capaz de gerar uma diminuicdo reflexa maior na FC apds a estimulagdo dos
quimiorreceptores com KCN na dose de 100 pg/kg; assim, a HA na AMePD pode estar
ampliando os reflexos cardiovasculares que se relacionam com a modulag¢do exercida pela
AMePD, o que parece relacionado com o papel desta estrutura na modulagcdo de

comportamentos que também requerem ajustes cardiovasculares para sua ocorréncia.

A microinjecao de HA na dose de 10nM na AMePD afeta o ponto de maior inclinagao
da curva apos estimulacdo dos barorreceptores e ¢ capaz de aumentar a resposta reflexa por

desviar a direita a curva de relacdo entre FC e PA.

A microinjecdo de HA na dose de 100 nM e de agonista dos receptores
histaminérgicos H; na AMePD gerou uma maior variabilidade na PAS, no componente de
baixa e de alta freqiiéncia do tacograma e no indice de atividade simpatico-vagal, indicado
que tais substancias podem atuar na ampliacio dos limites de controle das respostas

cardiovasculares estudadas.

Neste presente estudo, os dados, ainda inéditos, podem indicar que a AMePD se vale
de sua atividade histaminérgica local por circuitaria propria, ou devido a aferéncias neurais,
para modificar varidveis cardiovasculares provavelmente concomitantemente a organizacao

de comportamentos.
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