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RESUMO: Essa revisdo tem como objetivo apresentar a experiéncia do nosso laboratério,
acumulada ao longo dos Ultimos anos no estudo da neurotransmissdo do componente simpato-
excitatdrio do quimiorreflexo no nucleo do trato solitario (NTS) de ratos. Essa abordagem experi-
mental tem sido utilizada como um modelo para o melhor entendimento dos mecanismos
neuroquimicos envolvidos na geragdo e modulacédo da atividade simpatica, a qual tem importan-
tes repercussdes para o sistema cardiovascular tanto em condi¢Ges fisiolégicas quanto em
condicoes fisiopatolégicas como a hipertensdo arterial. O foco especifico dessa revisdo esta
centrado na neurotransmissdo do componente simpato-excitatério do quimiorreflexo no nudcleo
do trato solitario (NTS) e apresentamos varios métodos e abordagens experimentais que estdo
sendo utilizados com vistas ao melhor entendimento desse complexo sistema de neurotrans-
missdo. Com essa combinacdo de métodos, que vdo desde um neurénio do NTS até o rato
acordado e com livre movimentagdo, queremos ilustrar as multiplas possibilidades de aborda-
gens experimentais contemporaneas, as quais estdo nos proporcionando as condi¢cbes ma-
teriais para estender os horizontes dessa importante area do conhecimento.

Descritores: Quimiorreflexo. NTS. Hip6xia. Sistema Nervoso Auténomo. L-glutamato. ATP.
Presséo Arterial.

1 - INTRODUCAO sistema cardiovascular e em especial a hipertensdo
arterial de origem neural, temos justificativas para os

O completo entendimento dos mecanismos ceffisiologistas se ocuparem de projetos de pesquisa na
trais envolvidos na geracao e modulacéo da atividadeisca dessa fronteira. O nosso laboratério vem se
autondmica simpdtica para o coracao e o0s vasos artkiedicando ao estudo da modulacdo da atividade
riais, continua sendo uma das fronteiras do conheaferente simpética no sistema nervoso central. Nesse
mento ainda por ser explorada e conquistada. Consientexto, o nosso foco de investigacdo se concentra
derando a importancia dos problemas que afetamna neurotransmissao das aferéncias dos quimiorrecep-
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tores periféricos no nucleo do trato solitario (NTS)2- MICROINJECOES DE ANTAGONISTAS DE
uma estrutura de localizac&o dorsal no tronco cere- RECEPTORES DE AMINOACIDOS EXCI-
bral que recebe as informagdes aferentes sensoriais, TATORIOS NO NTS DE RATOS NAO ANES-
incluindo aquelas do barorreflexo, do reflexo cardio- TESIADOS
pulmonar e do quimiorreflexg=

A justificativa para se estudar a neurotransmis- A ativagéo do quimiorreflexo com ainjegéo in-
sdo do quimiorreflexo no NTS é relativamente simtravenosa de KCN no rato acordado foi descrita de
ples: ainda que esse reflexo seja normalmente ativatima elegante por Franchini e KriefjeEsses auto-
apenas em condicdes de hipdxia, isso resulta em re@es descreveram as respostas cardiovasculares e res-
postas ventilatérias e autonémicas importantes, copiratérias a ativacao do quimiorreflexo com KCN no
especial destaque para uma grande elevacao o acordado e mostraram que sob os efeitos da anes-
pressaaarterial resultante do aumento da atividadéesia a magnitude dessas respostas era significativa-
eferente simpati¢& Dessa forma, o modeéxperi- mente menor. A injecdo de KCN nas doses entre 80 e
mentalpara a ativacdo dos quimiorreceptores perifét20[]g/kg promove, no rato acordado, uma elevacao
ricos por hipoxia hipoxica (diminuicéo da )jOu hi-  significativa da presséo arterial, a qual € essencial-
poxia citotoxica [injecdo intravenosa de baixas conmente dependente da atividade eferente simpética, pois
centrag6es de cianeto de potassio (KCN)] nos para-mesma foi bloqueada com o tratamento prévio com
cem escolhas apropriadas para a excitacdo de difeprazosin, um antagoni$ial adrenérgicoe néo foi
rentes areas do sistema nervoso central envolvidakerada pelo antagonismo dos receptores da vasopres-
com a geracdo e modulagdo da atividade simpaticaing. Além disso, a ativacdo do quimiorreflexo pro-
Nesse cenario, as primeiras sinapses das aferénaiagve uma intensa resposta de bradicardia, a qual ndo
dos quimiorreceptores periféricos ocorrem no NTS é secundaria a ativacdo dos barorreceptores decor-
0s neurotransmissores e neuromoduladores envolvente da elevacéo da presséo arterial, pois mesmo apés
dos no processamento dos componentes autondémiapkloqueio da resposta pressora com o prazosin, ares-
e respiratérios do quimiorreflexo ainda ndo foram egposta de bradicardia ndo se altérdsses resultados
tabelecidos. mostraram que a ativacdo do quimiorreflexo promove

Para o estudo adequado das aferéncias dinas respostas autondmicas independentes, isto é, uma
quimiorreflexo temos utilizado diferentes abordagensesposta simpato-excitatéria e uma resposta de exci-
experimentais, sendo a principal delas os estudos faa¢céo parassimpatica.
macolégicos, por meio das microinjecdes no NTS de Os nossos experimentos iniciais tiveram como
ratos ndo-anestesiados. Essa abordagem, inicialmetpjetivo avaliar o envolvimento dos receptores de
te descrita por Michelini e Bonaganilmes permitiu  aminoacidos excitatérios na neurotransmissdo dos
uma séria de avancgos para o melhor entendimento da@mponentes autondmicos simpdatico e parassimpati-
neurotransmissores e dos seus diferentes subtiposatedo quimiorreflexo no NTS de ratos ndo-anestesia-
receptores envolvidos no processamento dos compaes. Nesse sentido, o trabalho de Haibara®nals-
nentes autondmicos simpatico e parassimpético, corrou que 0 componente parassimpatico (bradicardia)
também do componente ventilatorio em resposta a atéi bloqueado de forma dose-dependente pelo AP-5,
vacédo do quimiorreflexo. Além dessa abordagem entn antagonista seletivo dos receptores NMDA, quan-
volvendo o animal ndo-anestesiado e com livre movdo microinjetado no NTS intermediario bilateralmen-
mentacao, temos utilizado outras abordagens comple. No entanto, esse estudo mostrou que a resposta
mentares como a preparacdo coracao tronco-cemgessora do quimiorreflexo ndo foi alterada pelo anta-
bral isolados, a imunohistoquimica de receptores dgonismo dos receptores NMDA. Na etapa seguinte o
L-glutamato e do ATP, a eletrofisiologia (patch-clamp)pbjetivo foi promover o bloqueio dos receptores nao-
de neurdnios do NTS em fatias do tronco cerebral, MDA com a finalidade de bloquear a resposta
hipdxia intermitente para uma ativacao frequiente e@ressora do quimiorreflexo, a qual seria provavelmen-
longo prazo do quimiorreflexo. Os itens subsequientés mediada por esses subtipos de receptdiesse
se referem a cada uma dessas abordagens expeéntido foram realizadas microinje¢cdes do DNQX, um
mentais e destacam os principais resultados obtidamtagonista seletivo dos receptores ndo-NMDA, no
bem como as vantagens e desvantagens de cada NS de ratos ndo anestesiados e surpreendentemen-
desses procedimentos experimentais. te a resposta pressora nao foi bloqueada. A microinje-
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¢do do acido quinurénico, um antagonista ndo-seletivo ~ Os nossos estudos correspondentes as microin-
dos receptores de aminoacidos excitatorios, tambéecoes de ATP no NTS de ratos nao-anestesiados
ndo bloqueou a resposta pressora (simpato-excitat@ostraram que essa purina promoveu aumento na pres-
ria) do quimiorreflexo. Ainda que esse conjunto de resdo arterial e bradicardia semelhante as respostas a
sultados pudesse, num primeiro momento, sugerir qagivacéo do quimiorreflexo, o que nos permitiu sugerir
o L-glutamato e os receptores de amino&cidos excitgtie 0 ATP poderia participar na neurotransmissao desse
torios ndo participariam da neurotransmisséo do comeflexo no NT$% Em estudo subsequiente envolven-
ponente simpatoexcitatério do quimiorreflexo no NTSdo registro da ventilagéo, por meio da pletismografia
essas evidéncias ndo foram conclusivas, pois tantala corpo inteiro, verificamos que a microinjecéo do
microinje¢do do DNQX quanto a do acido quinurénicdATP no NTS intermediario, sub-regiao corresponden-
no NTS promoveram elevacdes significativas da prese as sinapses do barorreflexo, promoveu o aumento
sdo arterial basal, provavelmente por bloquear a vida pressao arterial, bradicardia e apnéia. No entanto,
simpato-inibitéria do barorreflexo. Dessa forma, a requando o ATP foi microinjetado no NTS caudal, sub-
ducéo na magnitude da resposta pressora a ativagagiao correspondente as sinapses do quimiorreflexo,
do quimiorreflexo observada apds a microinjecédo deserificamos um grande aumento da presséo arterial
ses antagonistas no NTS poderia ser secundaria a edesociado a uma resposta de taquipnéia, o que efeti-
vacao da pressao arterial basal e ndo necessariameamente contribuiu ainda mais para a nossa hipotese
te decorrente do bloqueio das vias neurais envolvidasbre o possivel envolvimento do ATP e dos seus re-
com o componente simpato-excitatério do quimiorreeeptores no processamento da resposta simpato-exci-
flexo no NTS. tatoria e ventilatoria do quimiorreflexo no NTS cau-
Para solucionar o impasse experimental geradtaf'3. Portanto, esse conjunto de resultados relativos
por essas manipulacdes dos receptores ndo-NMDso ATP atuando como um possivel neurotransmissor
no NTS, provavelmente decorrente do bloqueio da viau co-transmissor da aferéncias dos quimiorrecepto-
simpato-inibitéria do barorreflexo, e consequiente elaes periféricos no NTS caudal nos permitiram consi-
vacao da pressao arterial, passamos a desenvolver derar o envolvimento do ATP no processamento do
novo protocolo experimental no qual a ativacdo dgquimiorreflexo no NTS caudal e atualmente estamos
quimiorreflexo foi feita antes e apds a microinjecao datilizando varias abordagens experimentais para con-
acido quinurénico no NTS. Apds a microinjecdo ddirmar essa hip6tese. No entanto, temos que admitir
acido quinurénico foi feita a normaliza¢éo da pressague o uso de animais acordados com livre movimenta-
arterial por meio da infusao intravenosa de nitropruszdo oferece uma série de limitacbes para registros de
siato de sodio e a seguir, quando a pressao arteridividade neural, para a manipulacéo de diferentes sub-
basal se encontrava nos niveis basais, o quimiorrefleegides do sistema nervoso central simultaneamente e
xo foi novamente ativado. Nesses experimentos veninesmo para o controle de variaveis fisiolégicas como
ficamos de forma clara que o bloqueio dos receptorespresséo arterial e a ventilagdo em respostas aos di-
de aminodcidos excitatorios no NTS ndo promoveferentes procedimentos experimentais. Dessa forma,
nenhuma alteragdo na magnitude da resposta presst@os utilizado diferentes abordagens experimentais
a ativagdo do quimiorrefleXd Dessa forma, o con- complementares ao animal acordado, a fim de testar a
junto dos nossos resultados sobre a neurotransmisg@ipotese relativa a participacdo do ATP como um neu-
do componente simpato-excitatério do quimiorreflexaotransmissor/neuromodulador ou co-transmissor das
no NTS indica que o antagonismo dos receptores dias neurais do quimiorreflexo no NTS caudal.
L-glutamato no NTS néo bloqueia a resposta simpato-
excitatéria do quimirreflexo. Esses achados abrira@_ MICROINJECOES NO NTS NA PREPARA-
novas e interessantes possibilidades sobre as caracte-CAo CORACAO-TRONCO CEREBRAL
rl’stl_cas d_a neurot_ra_nsmlsséo do componente s_lmpato- ISOLADOS
excitatério do quimiorreflexo no NTS e a partir dos
mesmos passamos a considerar a possivel participa- Nos resultados descritos acima, envolvendo a
¢ao de outros neurotransmissores nesse processamenérotransmissao do componente simpato-excitatorio
com especial atencéo para o ATP e os receptgres Bo quimiorreflexo no NTS, quantificamos as altera-
uma vez que estudos de Yao ettalocumentaram a ¢des na pressao arterial como um indice indireto das
presenca de receptoresd® ATP no NTS de ratos. variagdes na atividade eferente simpatica. No entan-
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to, uma das limitagcdes da avaliagdo do componeniados promove aumento da atividade simpdtica, bradi-
simpato-excitatdrio do quimiorreflexo por meio dascardia e aumento da atividade do nervo frénico, o que
alteracdes na presséo arterial € o fato de que manimeontribui para que essa preparacdo seja um modelo
lacBes no sistema nervoso central, por meio da micrexperimental adequado para esse tipo de estudo. Os
injecao de antagonistas como o 4cido quinurénico rresultados obtidos com a preparac¢do coragéo-tronco
NTS podem influenciar outros sistemas de regulacamerebral isolados, mostraram que a microinjecéo de
como o barorreflexo e consequientemente alterar TP no NTS intermediario, sub-regido correspondente
pressédo arterial basal, tornando dificil a analise eas sinapses do barorreflexo, promoveu respostas de
interpretacdo dos resultados. Nesse sentido, recenbeadicardia, apnéia e inibicdo simpatica de forma de-
mente introduzimos no nosso laboratorio a preparendente ddose; essas respostas séo tipicas daquelas
¢do coracao-tronco cerebral isolados, a qual foi d®bservadas quando da ativacdo de neurbnios envolvi-
senvolvida pelo professor Julian F.R. Paton, na Undos no controle barorreflexo. Por outro lado, a micro-
versidade de Bristol, Inglatetfa injec&o do ATP no NTS caudal, sub-regi&o correspon-
A preparacao coracdo-tronco cerebral isoladodente asinapses do quimiorreflexo, promoveu respos-
consiste de uma preparagégitu, na qual os experi- tas de bradicardia e taquipnéia dependentes da dose,
mentos sao realizados na auséncia dos efeitos da amaas ndo promoveu qualquer alteracdo na atividade
tesia. As etapas para a obtencd@o dessa preparac&@ngatica, sugerindo que os neurénios do NTS que envi-
as suas principais caracteristicas sdo as seguintesam proje¢fes para o RVLM, envolvidos na resposta
a) o animal é inicialmente anestesiado com um anesimpato-excitatéria do quimiorreflexo, ndo séo excita-
tésico de inalagdo e logo a seguir descerebradodos pelo ATP. Vale lembrar que a preparagéo cora-
b) é feita uma transeccao subdiafragmatica, retiradgfio-tronco cerebral isolados é um modelo experimen-
todo o sangue e por meio da artéria aorta se inicfal queenvolve a decerebragdo ao nivel dos coliculos, e
a perfusdo artificial com uma solucao de fluidoconseqientemente as conexdes entre o NTS e o nl-
cerebroespinhal artificial propulsionada por meialeo paraventricular do hipotalamo (PVN) estédo au-
de uma bomba peristaltica, cuja velocidade (fluxoyentesDessa forma, podemos sugerir que o ATP pode-
determinara o nivel da pressao de perfusdo, ria promover a excitacdo de neurbnios do NTS que
C) a preparacao possui um padrdo respiratério motenviam projecdes para o PVN, o qual é parte inte-

“eupnéico”, grante das vias neurais do quimiorrefféx® aumento
d) todos os reflexos cardiovasculares estéo presenda freqiiéncia de despolarizagéo do nervo frénico (ta-
dos, guipnéia) observada no estudo de Antunes*éau

€) permite os registros da frequiéncia cardiaca, da asdporte adicional para a hip6tese de que o ATP atuan-
vidade do nervo frénico e principalmente o regisdo no NTS caudal excitaria neurdnios envolvidos no
tro direto da atividade eferente simpatica toracicacontrole da resposta respiratéria do quimiorrefiéxo
Com relac&o ao envolvimento do L-glutamato
Além disso, a preparacdo coracdo-tronco ces dos seus receptores na neurotransmissao do quimi-
rebral isolados permite a obteng&o de um elevado iofreflexo no NTS na preparagéo coragao-tronco ce-
dice de histologias positivas nos experimentos comebral isolados, verificamos que a microinjecdo de di-
microinjecdes no NTS, uma vez que a superficie dorsfdrentes antagonistas dos receptores de aminoacidos
do tronco cerebral é exposta e facilmente acessivekcitatorios, como o acido quinurénico (antagonista ndo
com as micropipetas de vidro, acopladas ao estereseletivo dos receptores ionotropicos do glutamato) ou
taxico e conectadas a uma bomba de pressao para 81CPG (antagonista ndo seletivo dos receptores
injecdo de drogas no NTS. metabotrépicos do glutamato), no NTS caudal ndo al-
Tendo em vista os resultados obtidos em ratderou a magnitude das respostas simpato-excitatéria e
acordados com a microinje¢ao do ATP no NTS desdo nervo frénico promovidas pela ativagéo dos quimi-
critos no item anterid#3 passamos a utilizar a pre- orreceptores periféricos, sugerindo que o L-glutama-
paragéo-coragao tronco cerebral isolados para explim-e os seus receptores ndo parecem estar envolvidos
rar o possivel envolvimento do ATP na neurotransmigia neurotransmissdo do componente simpato-excita-
sdo do quimiorreflexo no NTS. Nesse sentido é imtério do quimiorreflexo no NTS caudalelo menos
portante destacar que a ativacdo do quimiorreflexoo que diz respeito aos neurénios do NTS que enviam
com KCN na preparacgéo coracgdo-tronco cerebral isprojecdes para os neurénios do RVWMEsses re-
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sultados estdo de acordo com estudos descritos cemismos eletrofisiologicos da membrana celular e tam-
item anterior com ratos ndo-anestesiados. Atualmebhém aspectos funcionais da transmisséo sinaptica em
te estamos explorando a possivel interacdo entreneurdnios do NTS.
L-glutamato e o ATP no processamento das informa- Embora as células do NTS apresentem um dia-
¢cOes aferentes dos quimiorreceptores periféricos moetro pequeno, a utiliza¢do da técnicpakeh-clamp
NTS e as perspectivas para o melhor entendiment@ssas células ja tem sido bastante utilizada por ou-
desse complexo sistema de neurotransmissao do camos laboratérios especializados na eletrofisiologia de
ponente simpato-excitatdrio do quimiorreflexo no NTSheurénios do NT822 Esses estudos permitem o re-
sdo excelentes. gistro de correntes ibnicas macro e/ou microscépicas
A preparacao coracgdo-tronco cerebral isoladogue fluem pela membrana celular através de canais
como destacado anteriormente oferece uma série dmicos, como também a deteccdo de modificagdes no
vantagens. No entanto ela tem, como todos os progastencial da membrana em resposta ao fluxo desses
dimentos experimentais, as suas limita¢gdes entre &ss. Assim, com a implantagio dessa técnica em nosso
gquais destacamos: laborat6rio temos como objetivo principal avaliar os
a) o animal é decerebrado o que impossibilita os estdiferentes aspectos da neurotransmissdo nos neuro-
dos de conexdes prosencefalicas com as estruttios integrantes das vias heurais do quimiorreflexo no
ras do tronco cerebral; NTS. Nosso foco principal corresponde a identifica-
b) a preparacéo € mantida numa temperatura de apgéto dos neurénios do NTS que enviam projecdes para
ximadamente 32C, diferente daquela do animalo RVLM, os quais poderiam fazer parte das proje-

intacto; ¢Oes simpato-excitatorias do quimiorreflexo. A prévia
) a preparacdo é perfundida com uma solucao artifinarcacdo com o tracador retrégrado Dil (corante
cial e ndo mais com sangue; fluorescente) desses neurdnios do NTS que enviam

d) a pressao de perfusdo da preparacdo € baixa ({0jecbes para o RVLM, permite que 0s mesmos se-
mmHg) e determinada pela velocidade da bombam identificados sob microscopia de contraste e en-
de perfuséo; tao realizados os estudos eletrofisiologicos dos mes-

e) os barorreceptores artérias nestas condicfes emes. Nesses experimentos podemos, ha configuracdo
contram-se desativados. Apesar dessas limitagoesltage-clamp-70 mV), fazer o registro eletrofisio-

a preparacdo mantém ventilacdo espontanea e tdgico de correntes pds-sindpticas espontaneas exci-
dos os reflexos cardiovasculares estdo preserviatérias (SEPSCs) ou excitatorias estimuladas
dos. Em geral as preparacdes sdo viaveis por pefeEPSCs) pelo estimulo elétrico do Trato Solitario.
odos de até 3 horas de duracgdo. Posteriormente avaliamos também se os receptores
do L-glutamato e/ou do ATP participam da sinapse

4- ELETROEISIOLOGIA PATCH-CLAMP DE €Xcitatdria entre esses neurdnios, por meio da perfu-
NEURONIOS DO NTS EM FATIAS Do  sdo dafatia com antagonistas seletivos para esses re-
TRONCO CEREBRAL ceptores e registro das sEPSCs e eEPSCs. O possi-

vel bloqueio dessas correntes sinapticas pelos antago-

Embora a utilizag&o das técnicas de microinjenistas dos receptors de L-glutamato e/ou ATP nos per-
¢bes no NTS de animais ndo-anestesiados e na pneitirdo identificar se esses neurotransmissores estao
paragéo coragao-tronco cerebral isolados tenham treavolvidos na sinapse entre os neurdnios do NTS e
zido grandes contribuigdes para o estudo da neurBVLM, supostamente envolvidos na resposta simpato-
transmissdo do quimiorreflexo, os resultados obtidosexcitatéria do quimiorreflexo. Com esses procedimen-
partir dessa abordagem néo foram suficientes paras experimentais esperamos poder caracterizar os
identificar o neurotransmissor envolvido no processateurotransmissores e neuromoduladores envolvidos no
mento do componente simpato-excitatorio (resposarocessamento do componente simpato-excitatorio do
pressora) do quimiorreflexo. Para isso € necessariajaimiorreflexo no NTS.
utilizacéo de técnicas refinadas para a avaliagdo da  Embora a técnica dpatch-clamppermita o
neurotransmissdo no NTS. Com essa finalidade introegistro da atividade neuronal ela, como as demais
duzimos no nosso laboratorio a técnica eletrofisiologitécnicas experimentais, apresenta as suas limitacoes,
ca depatch-clampem fatias do tronco cerebral, aentre as quais podemos destacar:
gual estd nos permitindo estudar em detalhes os n&-é uma abordagem experimeritavitro;
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b) permite a cada experimento o registro de um Uniaxperimental para o estudo dos mecanismos neurais
neurénio, o que implica necessariamente no regignvolvidos com a génese e a modulacéo da atividade
tro de um elevado nimero de neurbnios para qu@mpatica. Tendo em vista que ndo havia evidéncias
os achados sejam representativos da atividade ddisetas de que a atividade simpética estivesse realmente
neurénios daquele nucleo em estudo; aumentada apos a Hl, utilizamos a analise espectral

¢) alguns dos circuitos neuronais podem ser secciongara avaliar a variabilidade do componente simpatico
dos durante a obtencao da fatia, o0 que pode evessbre o sistema cardiovascular. Além disso, também
tualmente comprometer a integracao sinaptica enealizamos a avaliacdo do tbnus simpatico vasomotor
analise. Portanto, mais uma vez vale ressaltar qagos a Hl por meio da administracéo do bloqueador
apenas a combinagdo de varios procedimentagmnglionar hexametdnio ou do antagonista dos recep-
técnicos e experimentais nos permitirdo um meoreq]1-adrenérgicos prazosin. O conjunto dos resul-
Ihor entendimento dessa complexa neurotransmitados obtidos indicou que a atividade simpéatica de ra-
sdo/neuromodulacéo nos neurdnios do NTS.  tos submetidos a HI ndo parece estar aumetifada

contrariando as sugestbes feitas anteriormente por

5- HIPOXIA INTERMITENTE qutro_s.autores. Além disso, estuqlos do nosso laborat6-

rio, utilizando esse modelo experimental indicaram que

A hipéxia intermitente (HI) € uma condicdo 0 aumento de presséo arterial observado apos a Hi
experimental que consiste em submeter os animaissaria decorrente de alteracbes hormonais, as quais
episddios de hipdxia intercalados por periodos deoderiam influenciar o controle do tdnus vascdlar
normoxia, 0s quais se repetem por um longo periodo  Dessa forma, o modelo experimental da HI, no
de tempo. Esse modelo experimental, inicialmenteosso entendimento, ndo parece se caracterizar por
desenvolvido por Fletcher et#).tem sido utilizado uma hiperatividade simpatica. No entanto, mesmo nédo
para promover em ratos as situagfes de hipoxia smeresentando um aumento da atividade simpatica ba-
melhantes aquelas observadas nos pacientes acos@; esse modelo nos parece adequado para o estudo

tidos pela apnéia obstrutiva do sono (AOS). O intedos mecanismos centrais envolvidos com a geragao e

resse em mimetizar essa condicao fisiopatolégica emodulacdo da atividade simpatica, pois ja foi demons-

modelos animais decorreu de observacdes sobrdrado que ratos submetidos a HI, quando expostos a

evolucdo clinica desses pacientes ao longo de anaosy novo episodio de hipdxia, apresentam as respostas

nos quais foi verificada uma grande incidéncia de presimpato-excitatori® e ventilatérid! exacerbadas.
blemas cardiovasculares, com destaque para o des@onsiderando que o NTS € a regido na qual ocorrem as
volvimento da hipertensao arteffal sinapses das aferéncias dos quimiorreceptores, e que
Os estudos de Fletcher efalerificaram que nesse nucleo diferentes neurotransmissores estéo
ratos expostos a uma reducéo dg B©21% a 5% a envolvidos com o processamento das respostas autono-
cada 30 segundos, 8 horas por dia, durante 5 semarrai;as eventilatorias, é provavel que ocorram altera-
apresentavam um aumento significativo da pressd@es na neurotransmissédo do quimiorreflexo no NTS
arterial média, assim como observado nos pacientapos a Hl, as quais poderiam explicar as respostas
com AOS. Estudos de Fletcher etaambém mos- exacerbadas quando os animais sédo submetidos a uma
traram que quando os animais eram submetidos a desva situacéo de hipoxia. Portanto, o entendimento des-
nervacao dos quimiorreceptores periféricos localizasas possiveis alteracdes no NTS podera nos auxiliar
dos nos corpusculos carotideos, 0s mesmos ndo apna-determinacdo dos neurotransmissores envolvidos
sentavam o aumento da pressao arterial média em reas diferentes respostas do quimiorreflexo, especial-

posta a HlI, indicando que as alteracdes na presséente do componente simpato-excitatorio, o qual € o

arterial eram decorrentes da estimulacéo dos quimigpfincipal foco de investigagéo do nosso laboratorio.

receptores periféricos a cada episodio de hipdxia.
Varios estudos sugeriram que esse aumento ¢a IMUNOHISTOQUIMICA DE RECEPTO-

pressao arterial observado nos ratos submetidos a Hl RES NO NTS E EXPRESSAO DA PROTEI-
seria decorrente de uma hiperatividade simp&ti¢a NA EOS

assim como foi mostrado nos pacientes com ZOS

Portanto, partindo da premissa de que ratos submeti- O NTS é dividido, no seu aspecto rostro-cau-
dos a HI poderiam apresentar um aumento da atividdal, em trés sub-nucleos: NTS rostral, NTS comissu-
de simpatica basal, passamos a utilizar esse modeég intermediario e NTS comissural caidaEstudos
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anatdmico¥® e funcionai¥***mostraram a participa- corpo secundario com o marcador fluorescente ira se
¢do do NTS comissural nas vias neurais do quimiorrdigar ao antigeno, enquanto que no método enzimatico
flexo. Com a finalidade de identificar mais precisaa reac¢do de revelacdo do antigeno que ocorre nao é
mente as diferentes sub-regides do NTS comissurastequiométrica, isto €, ndo h& controle da quantidade
intermediario e do NTS comissural caudal envolvidade DAB (diaminobenzidina) que iré reagir com a en-
no processamento das informagdes aferentes dos qzima (peroxidase) que esta presente na molécula do
miorreceptores periféricos, estamos utilizando técnanticorpo secundario. Dessa forma, na imunomarca-
cas de imunohistoquimica. A ativagéo intermitente dgdo com métodos enzimaticos ndo ha correlacdo en-
quimiorreflexo por periodos de 30 minutos pode pratre intensidade Gptica e a concentracdo de antigeno.
mover a expressao da proteina Fos, a qual correspddicionalmente, uma outra vantagem da imunofluo-
de a uma proteina de transcricdo e que faz parte descéncia é que este método permite uma melhor de-
familia dosmmediate early geneuja expressao ini- finicdo na localizacdo de diferentes antigenos numa
cia-se poucos minutos apds a excitagdo neuronahesma célula ou tecido por meio da utilizagdo de
Portanto, a expressdo da proteina Fos, revelada gluorocromos de cores diferentés
meio de procedimentos de imunohistoquimica, pode Uma das limitagBes desses métodos de imuno-
ser utilizada como um indicador da atividade neuromarcacdo se refere ao fato dos mesmos ndo serem
naP%3° Nos nossos estudos verificamos que o estffuantitativos, o que dificulta a identificacdo de even-
mulo intermitente do quimiorreflexo com KCN (i.v.) tuais alteracfes na densidade de um determinado
por 30 minutos ativa heurbnios nos aspectos lateragsibtipo de receptor numa regido especifica do siste-
tanto do NTS comissural intermediario quanto do NT$a nervoso central, como no caso do NTS. Portanto,
comissural caud&l A localizacdo especifica dessesalém dos estudos qualitativos por meio da imunofluo-
neurénios em sub-regides do NTS nos permitira um@céncia das diferentes subunidades dos receptores
melhor caracterizacao eletrofisiologica e neuroquimide aminoacidos excitatorios e dos receptoredaP
ca dos neurdnios do NTS envolvidos na neurotran&TP no NTS de ratos submetidos a HI, estamos utili-
missao do quimiorreflexo no NTS. zando os procedimentos semi-quantitativos por meio
Além de ser utilizada na revelacdo da expresda técnica de Western-blot, a qual se caracteriza pela
séo da proteina FOS, temos utilizado os procedimeseparacao, por meio da eletroforese, das proteinas de
tos de imunohistoquimica para a marcac¢ao de subunim homogenato de células ou tecidos, que apés se-
dades especificas de receptores de aminoacidos exeim transferidas para uma membrana de nitrocelulose
tatorios (AAE) com vistas ao melhor entendimento dopodem ser imunodetectadas e quantificadas. Com essa
complexos mecanismos neuroquimicos no NTS envakbordagem experimental queremos avaliar se a Hl
vidos na neurotransmissao do quimiorreflexo. Nessggomove alteragdes na densidade dos receptores glu-
estudos temos utilizado a técnica de imunofluorecémamatérgicos e purinérgicos no NTS, uma vez que
cia para a andlise das diferentes subunidades dos esidéncias experimentais sugerem que estes dois sis-
ceptores de AAE e dos receptorgsi® ATP no NTS temas de neurotransmisséo possam estar atuando con-
de ratos submetidos & hipoxia intermitente (HI), na quintamente no processamento do componente simpato-
o quimiorreflexo, como descrito anteriormente, é atiexcitatério do quimiorreflexo no NTS.
vado de forma intermitente ao longo de varias sema-
nas. Optamos pela técnica de imunofluorescéncia por pErRSPECTIVAS
ser um método mais sensivel que os métodos enzima-
ticos na revelagdo da imunorreatividade aos diferen-  Os estudos concluidos ou em andamento no
tes subtipos de receptote€Ds métodos enzimaticos nosso laboratério relacionados a neurotransmisséo do
apresentam uma maior difusdo da imunomarcacéao, pa@ismponente simpato-excitatorio do quimiorreflexo no
0s neurdnios apresentam muitas enzimas endogemdES de ratos indicam que o L-glutamato e os recep-
gue precisam ser bloqueadas e a realizacdo deste litres de aminoacidos excitatérios ndo parece ser o
gueio pode afetar a morfologia do tecido, o que naanico sistema de neurotransmissao do quimiorreflexo
acontece com o0 método de imunofluorescéncia. Além apontam para uma possivel participacdo do ATP e
disso, a imunofluorescéncia € um metodo estequiomdes receptores ,messe processamento. Os meca-
trico, pois o0 anticorpo secundario j& vem com 0 mamismos e as possiveis interagdes entre os sistemas glu-
cador fluorescente. Portanto, uma molécula de antamatérgicos e purinérgicos nessa importante neuro-
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transmissdo continua sendo objeto de estudos, caesponsavel, pelo menos em parte, pela geracéo e
particular interesse na possivel co-transmissao petoanutencdo da hipertensao arterial. Nesse sentido, o
L-glutamato e o ATP. Para isso, diferentes abordatso de diferentes abordagens experimentais, desde um
gens experimentais como a eletrofisiologia e a imunaeurdnio isolado do NTS até o rato acordado e com
histoquimica seréo indispensaveis para o melhor cbvre movimentacao, sera indispensavel para que essa
nhecimento da neuroquimica dessa neurotransmiss@imnteira do conhecimento seja conquistada.

Caso esses mecanismos glutamatérgicos e purinérgi-
cos estejam efetivamente envolvidos na neurotrangGRADECIMENTOS
missdo desse componente simpato-excitatorio no NTS,

estaremos abrindo um campo de investigagdo impor-  Os estudos do nosso laboratorio citados na pre-
tante relacionado aos mecanismos neurais de disfusente reviséo tiveram o apoio financeiro da FAPESP,

¢Bes autonbmicas como a hiperatividade simpatic&NPQ, PRONEX e CAPES.

Machado BH, Cruz JC, Pajolla GP, Zoccal DB, Braga VA, Accorsi-Mendonga D. Different experimental
approaches to study the sympathetic modulation in the central nervous system of rats. Medicina
(Ribeirdo Preto) 2006; 39 (1): 101-109.

ABSTRACT: The main purpose of the present review is to present the experience of our labo-
ratory on the last few years on studies related to the neurotransmission of the sympatho-excitatory
component of the chemoreflex in the nucleus tractus solitary (NTS) of rats. The experimental
approach of the chemoreflex activation has been used as a model for the understanding of the
neurochemical mechanisms involved in the generation and modulation of the sympathetic activity,
which have influence on the cardiovascular system on physiological and pathophysiological cir-
cumstances such as arterial hypertension. The specific focus of this review is the neurotransmis-
sion of the sympatho-excitatory component of the chemoreflex in the NTS but also we present
several methods and experimental approaches used currently in our laboratory in order to under-
stand this complex neurotransmission system. Using this combination of methods from the NTS
neurons to the awake rat, we wish to discuss the use of several contemporary techniques, which

are allowing us to expand the frontiers of this important scientific area.

Keywords: Chemoreflex. NTS. Hypoxia. Autonomic Nervous System. L-glutamate. ATP.

Pressure Blood.
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