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RESUMO

A regulacdo cardiovascular esta diretamente relacionada & homeostasia. Diversas
areas cerebrais prosencefalicas, mesencefalicas e romboencefalicas estéo relacionadas a
regulacdo cardiovascular. A area septal medial (ASM) € parte integrante do sistema
limbico e esta diretamente relacionada ao controle da pressédo sanguinea. Os receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT3 localizados na ASM tem mostrado importante papel no
controle da ingestao de sodio e agua, além de participar de mecanismos comportamentais
e cognitivos, sendo a influéncia sobre a regulacdo da pressdo sanguinea ainda nao
suficientemente esclarecida. H& evidéncias de que o0s receptores serotoninérgicos
modulam a liberacao dos receptores colinérgicos muscarinicos, mas a maior parte destes
estudos refere-se ao papel destes receptores na memoéria e em doencas
neurodegenerativas. Assim, 0 objetivo do presente trabalho foi investigar o papel
desempenhado pelos receptores serotoninérgicos 5-HT3 na &rea septal medial (ASM)
sobre a pressdo sanguinea em ratos estressados e ndo estressados e a interacdo com as
vias colinérgicas muscarinicas centrais. Ratos Wistar adultos (280-300g) foram
anestesiados com Cetamina/xilazina (80/11,5mg/Kg; i.p) para implante de canula na ASM.
Quatro dias ap0s a cirurgia central os animais foram anestesiados e submetidos a outro
procedimento cirargico para implante de cateter na artéria carotida esquerda. Apos 24
horas da cateterizacéo carotidea, foram realizadas as sessdes experimentais e diferentes
grupos de animais receberam microinjecbes, na ASM, de m-CPBG [1-(3-
Clorofenilbiguanidina)] (160 nmol/0,2ul), ondansetrona (160 nmol/0,2ul), atropina (2,5 e
5,0 nmol/0,2ul) e salina. As injecdes foram combinadas de diferentes maneiras em cada
protocolo experimental, sendo administradas apdés 30 minutos de registro da presséo
sanguinea basal. A pressédo arterial foi monitorada continuamente por 2 horas. ApGs 0s
experimentos os animais foram eutanaziados e o cérebro removido para processamento
histologico. Apenas os dados dos animais cuja canula estava no ASM foram
considerados. Para analise dos dados utilizou-se ANOVA “Two-Way”, seguido do pods-
teste de Bonferroni, (p <0.05). A administracao de ondansetrona na ASM gera aumento
da pressao arterial, enquanto o blogueio dos receptores colinérgicos impede a resposta
hipertensiva induzida pela ondansetrona. Além disso, a administragdo de m-CPBG na

ASM impede as respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse.

Palavras-Chave: Area Septal Medial, receptores 5-HT3, receptores colinérgicos.



ABSTRACT

The cardiovascular regulation is directly related to homeostasis. Several areas in
forebrain, midbrain and hindbrain are related to cardiovascular regulation. The Medial
Septal Area (MSA) is part of the limbic system and is related to blood pressure control.
The serotonergic receptors 5-HT3 located in the MSA seems to participate in the control of
sodium and water intake, however the participate on blood pressure regulation has not
sufficiently clarified. There is evidence of interaction between serotonergic receptors and
muscarinic cholinergic receptors, but most of these studies relate to the role of these
receptors in memory and neurodegenerative diseases. The aim of this study was to
investigate the role of the serotonergic 5-HT3 receptors in the MSA on blood pressure in
stressed and unstressed rats and interaction with the central muscarinic cholinergic
pathways. Male Wistar rats (280-300g) were anesthetized with ketamine/xylazine (80/11,
5mg/kg; ip) for implantation of the cannula into MSA. Four days after the brain surgery the
animals were anesthetized and received the implant of a catheter in the left carotid artery.
After 24 hours of the carotid catheterization, the experimental sessions were conducted
and animals received microinjection into MSA of m-CPBG [1-(3-Clorophenylbiguanide)]
(160 nmol / 0.2 pl), ondansetron (160 nmol / 0.2 pl), atropine (2 5 and 5.0 nmol / 0.2 pl)
and saline. The injections were performed after 30 minutes of baseline blood pressure
recording. Blood pressure was monitored continuously for 2 hours. After the experiments
the animals were euthanized and brains removed for histological processing. Only data
from animals whose cannula was in the ASM were considered. For data analysis we used
ANOVA "Two-Way", followed by Bonferroni post-test (p <0.05). The use of ondansetron in
MSA causes an increase in blood pressure, while blocking the cholinergic receptors
prevents the hypertensive response to ondansetron. Furthermore, administration of m-

CPBG into MSA prevents cardiovascular responses induced by stress.

Keywords: Medial Septal Area, 5-HT3 receptors, cholinergic receptors.
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1. INTRODUGCAO

A sobrevivéncia dos organismos depende do mecanismo da homeostase pela
qual se mantém o equilibrio dindmico do meio interno e garante que as alteracfes
externas nao prejudiquem as condigdes internas. O “meio interno” € um ambiente rico em
ions e nutrientes que apresenta as condigcbes essenciais para a vida e para o
funcionamento das células (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006).

O sistema cardiovascular garante o transporte de substancias vitais para o organismo
e esta diretamente relacionado a homeostase. A pressdo arterial precisa ser regulada
constantemente para garantir o fluxo de sangue adequado as demandas metabdlicas e
fisiol6égicas do organismo e evitar demandas desnecessarias em circunstancias adversas.
A regulacdo do sistema cardiovascular ocorre em nivel central e periférico. Diversas areas
centrais, prosencefélicas, mesencefalicas e romboencefélicas, estdo envolvidas na
regulacdo da pressdo sanguinea e desempenham papel fundamental nas repostas
cardiovasculares a perturbacdes como o estresse fisioldgico, fisico e mental. As areas do
sistema limbico sdo responsaveis pelas respostas emocionais e comportamentais do
organismo e também apresentam papel na regulacdo cardiovascular e equilibrio hidro-
eletrolitico, desempenhando papel relevante para a homeostasia (SAAD, 2004).

As vias de neurotransmissdao também participam ativamente da regulacéo
cardiovascular. As vias serotoninérgicas regulam as respostas cardiovasculares, mais
especificamente através dos receptores 5-HTia, 5-HT, e 5-HT3, mas o papel da
serotonina ainda néo esta satisfatoriamente esclarecido (RAMAGE, 2001; KUHN, 1980).
Além das vias serotoninérgicas, as vias colinérgicas parecem desempenhar papel
fundamental na regulacdo cardiovascular e no balanco hidro-eletrolitico (PAULIN, 2009;
BARBOSA, 1995; HAIBARA, 1992). Dados do Laboratorio de Neurociéncias (ICS —
Universidade Federal da Bahia) e da literatura tem mostrado que os receptores 5-HTg3
desempenham papel relevante na regulagdo cardiovascular (HUO, 2012; URZEDO-
RODRIGUES, 2011; FREGONEZE, 2011; FERREIRA, 2004) e a compreensdo da
interacdo entre as vias serotoninérgicas e colinérgicas vém sendo alvo de interesse
cientifico, principalmente nas respostas cognitivas, e a interacdo destas vias no controle
cardiovascular necessita de esclarecimentos (FINK, 2007, PAULIN, 2007; DIEZ-ARIZA,
2002; HELLWEG, 2001; DIEZ-ARIZA, 1998; RAMIREZ, 1996).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sistema Cardiovascular

O sistema cardiovascular tem papel fundamental na homeostase por realizar o
transporte das substancias por todo o corpo e, assim, permitir a manutencao e regulacao
do liquido extracelular que atende as demandas celulares. A regulacdo da composicéo do
liguido extracelular depende da passagem de sangue através dos capilares e das trocas
com o tecido suprindo as necessidades metabdlicas e removendo os residuos do
metabolismo local (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006). O sistema circulatério é formado
pelo coracdo (“bomba propulsora®), os vasos sanguineos (responsaveis pelo
direcionamento e distribuicdo do sangue) e o sangue (meio rico em nutrientes, gases,
eletrdlitos, hormdnios e residuos), sendo imprescindivel para a sobrevivéncia das células
(SHERWOOD, 2011).

De acordo com os principios fisicos da hemodinamica, os fatores determinantes do
fluxo sanguineo sdo a diferenca de pressdo entre dois pontos do sistema vascular e a
resisténcia vascular. A pressao sanguinea média nas artérias sistémicas € de 100mmHg
e no atrio direito, aproximadamente, OmmHg, sendo o sangue direcionado da regiao de
mais alta pressdo para a de mais baixa pressdo. A estrutura da parede vascular com
maior complacéncia venosa do que arterial garante a alta pressédo do sistema arterial em
relacdo ao sistema venoso e, assim, permite o fluxo sanguineo pelos vasos. O fluxo
sanguineo para cada tecido geralmente esta relacionada as necessidades metabdlicas
deste tecido e € regulada localmente (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006). O sistema
vascular esté estruturado de maneira a garantir a regulacéo constante do fluxo de sangue.
As artérias recebem grande quantidade de sangue a alta pressdo e apresentam alta
resisténcia ao fluxo sanguineo. As arteriolas regulam a perfusdo sanguinea a nivel
tecidual através de mecanismos neurais e metabdlitos locais que alteram a resisténcia
vascular e, portanto, o fluxo de sangue. As veias direcionam 0 sangue para o0 coragéo e a
guantidade de sangue que chega a esse 0rgao € bombeada. De acordo com a lei de
Frank-Starling, alteragdes no retorno venoso alteram o débito cardiaco, que por sua vez,
influencia a presséao arterial (MOHRMAN, 2007).



2.2. Regulacéo do Sistema Cardiovascular

A regulacdo cardiovascular € realizada principalmente por alteracdes na resisténcia
vascular periférica e no débito cardiaco (LIGHTMAN, 1986; MOHRMAN, 2007). A
guantidade de sangue adequada para atender as necessidades metabdlicas dos 6rgaos e
tecidos deve ser mantida, enquanto a pressao arterial € controlada (LIGHTMAN, 1986).
As alteragbes realizadas em segundos ou minutos caracterizam o0 mecanismo de
regulacédo da presséao arterial a curto prazo. Este envolve o reflexo dos barorreceptores e
a atividade dos nervos autbnomos simpaticos e parassimpaticos. Em um maior periodo
de tempo (minutos,dias ou meses), alteracdes no volume total de liquido, incluindo o
volume sanguineo, e, por consequéncia, no débito cardiaco, determinam a regulacdo a
longo prazo da pressao arterial (MOHRMAN, 2007).

2.2.A)Mecanismo de Regulacédo a Curto Prazo

A regulacdo da pressdo arterial a curto prazo esta relacionada a atividade dos
barorreceptores arteriais, receptores sensoriais que respondem ao estiramento da parede
arterial. De acordo com MOHRMAN, 2007, o reflexo barorreceptor arterial é formado por
duas alcas: a sensorial (barorreceptores arteriais, fibras aferentes, centros bulbares
cardiovasculares) e a efetora (eferéncias simpaticas e parassimpaticas, coracdo e vasos
sanguineos periféricos). Estas alcas, em circuito fechado, interagem até atingir um
equilibrio entre a pressao arterial média e a atividade simpatica que seja adequado a
homeostasia (MOHRMAN, 2007; LIGHTMAN, 1986). Este mecanismo de regulacdo a
curto prazo esta esquematizado na Figura 1, destacando-se alguns de seus constituintes

(centros cardiovasculares, orgaos efetores e fibras aferentes e eferentes).
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Figura 1: Mecanismo de regulagcdo cardiovascular a curto prazo representado pelas principais
aferéncias e eferéncias, o centro de controle cardiovascular e os 6rgdos efetores (coracdo e vasos
sanguineos). 1.Estimulo: Elevacdo da pressdo arterial (ndo representado); 2.Mecanorreceptor a)Aorta
b)Artérias Carétidas c)Ventriculo Esquerdo; 3.Aferéncia a)Nervo Glossofaringeo (IX nervo craniano)
b)Nervo Vago (X nervo craniano); 4.Eferéncia a) Estimulagdo do Sistema Parassimpatico — Vasodilatagao
— Reducéo da resisténcia periférica b)Inibicdo do Sistema Simpético — Bradicardia — Reduc¢&o do débito
cardiaco; 5.Resultado: Queda da presséo arterial (ndo representado) (modificado de SILBERNAGL, 2003).

Os barorreceptores arteriais mais importantes estao localizados nas paredes da aorta,
préximo ao arco aortico (barorreceptores aorticos), e no seio carotideo (barorreceptores
do seio carotideo) (LIGHTMAN, 1986). Os barorreceptores arteriais fornecem a maior
parte dos impulsos para o centro de controle cardiovascular. Em situagdes normais, 0s
barorreceptores quando ativados enviam impulsos para o sistema nervoso central,
mantendo um ténus basal de atividade simpatica. A pressao arterial elevada determina
maior grau de estiramento das artérias estimulando os barorreceptores, que enviam um
maior numero de impulsos aferentes para o centro de controle cardiovascular e ha

reducdo da atividade simpéatica (MOHRMAN, 2007; LIGHTMAN, 1986).

Os impulsos aferentes provenientes dos barorreceptores do seio carotideo sdo

enviados para o sistema nervoso central pelo nervo glossofaringeo (IX nervo craniano),



enquanto os impulsos dos barorreceptores aérticos sdo enviados pelo nervo vago (X
nervo craniano). Ha também aferéncias da medula espinhal, viscerais e somaticas,
incluindo as aferéncias de receptores mecanicos nas articulacbes e no mausculo
esquelético, que chegam ao centro cardiovascular (LIGHTMAN, 1986). As aferéncias ao
sistema nervoso central terminam no nucleo do trato solitario (NTS). Deste nucleo partem
projecbes para diversas areas centrais que atuam na regulagcdo cardiovascular. Os
mecanismos centrais que estdo relacionados com o controle cardiovascular ainda néo
foram completamente esclarecidos (MOHRMAN, 2007; LIGHTMAN, 1986) e as areas
envolvidas com a regulagao cardiovascular, presentes na literatura, serdo discutidas mais

a diante.

As vias eferentes para os Orgaos efetores consistem em impulsos autonémicos
simpaticos e parassimpaticos e enddcrinos (LIGHTMAN, 1986). As fibras pré-
ganglionares parassimpéticas partem do nucleo ambiguo (NA) e do nucleo dorsomotor do
vago e terminam em ganglios periféricos, dos quais partem fibras pds-ganglionares para
inervar o coracdo. As fibras eferentes simpaticas partem dos neurdnios rostro-
ventrolaterais bulbares (RVLM) e fibras pré-ganglionares saem da coluna
intermediolateral (IML) na medula espinhal e se direcionam para a cadeia ganglionar
paravertebral e as fibras pds-ganglionares vao inervar o coragdo e 0s vasos sanguineos
(MOHRMAN, 2007; LIGHTMAN, 1986). A maior atividade do nervo simpatico sobre o
coracdo determina maior forca de contracdo do miocardio e aumento da frequéncia
cardiaca, que levam ao aumento do débito cardiaco; nos vasos arteriais o0 sistema
simpatico promove vasoconstricdo, estes fatores resultam em aumento da pressao
arterial. Por outro lado, a estimulacdo parassimpatica leva a reducdo da frequéncia
cardiaca resultando em redug&do do débito cardiaco e da pressédo arterial. A estimulacéo
dos barorreceptores arteriais, pela pressdo arterial aumentada, gera uma resposta
bradicardica e hipotensiva mediada pela elevacéo da descarga eferente vagal e a reducéo
do impulso simpatico eferente. Além disso, a ativacdo dos barorreceptores pode diminuir
a secrecao de vasopressina e renina e, assim, diminuir a vasoconstricdo. Nota-se que
este sistema atua de maneira de retroalimentacéo (feedback) negativa desde que o
aumento da pressao arterial leva a inibicdo simpatica em ordem para regularizar a
pressdo arterial (LIGHTMAN, 1986; MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006). A figura 2

apresenta um esquema detalhado da regulagéo da presséo sanguinea a curto prazo.
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Figura 2: Mecanismo de regulacao cardiovascular a curto prazo representado por barorreceptores
arteriais, aferéncias para o centro de controle cardiovascular, integracéo das informacdes corticais, limbicas
e hipotalamicas, principais eferéncias e os 6rgdos efetores (coracdo e vasos sanguineos) (SILBERNAGL,

2003).



2.2.B) Mecanismo de Regulagéo a Longo Prazo

A regulacdo da pressdo arterial a longo prazo esta relacionada a alteracdes no
volume de liquido efetivo circulante, de maneira que o aumento na pressao arterial leva
ao aumento do débito urinario que, por sua vez, reduz o volume de liquido circulante e,
por consequéncia, reduz a pressao arterial (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006). A
ingestdo e eliminagcdo de liquidos devem ser exatamente balanceadas e a existéncia de
qualquer desigualdade entre a quantidade de liquido ingerido e a taxa de débito urinario
determina modificacdes no volume de liquido corporal. O volume de liquido extracelular
influencia a presséo arterial e é determinado principalmente pelo equilibrio entre a entrada
e a saida de sodio e dgua do organismo. Os rins sdo responsaveis pela regulacao deste
volume extracelular, determinando alteracfes que adaptam as taxas de ingestdo dessas
substancias as taxas de excrecao (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006).

A regulagdo da pressao arterial a partir do mecanismo de volume de liquidos esta
diretamente relacionada a liberacdo de horménios que atuam a nivel periférico e central.
Tais hormbnios determinam maiores ou menores taxas de débito urinario a partir do
transporte de substancias entre as células da parede e do lumen dos tabulos renais e das
forcas osmoticas resultantes (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006).

7

A aldosterona, produzida pelas glandulas supra-renais, € um dos hormonios que
influenciam neste sistema sendo responsavel pela taxa de reabsorcdo de soédio e pela
excrecdo de potassio. A liberacdo de aldosterona é regulada pela acdo de outro
horménio, a angiotensina 1l que, por sua vez, tem sua concentragdo no plasma
determinada pela concentracdo de renina plasmatica (MOHRMAN, 2007; GUYTON,
2006). A taxa de renina liberada pelo aparelho justaglomerular dos rins é influenciada por
fatores como a atividade dos nervos simpaticos na macula densa, reducdo na
concentracdo de sédio plasmatico e reducdo na pressédo arterial (MOHRMAN, 2007;
GUYTON, 2006). A renina é responsavel pela catalizacdo enzimatica do
angiotensinogénio em angiotensina | (decapeptideo inativo) que é rapidamente convertida
em angiotensina Il pelas enzimas conversoras de angiotensina (ECA) localizadas em
maior quantidade nas células endoteliais dos pulmdes. Este sistema de regulacdo neuro-
endocrino é denominado sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (MOHRMAN,

2007; GUYTON, 2006).



Além do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), outros horménios, como o
peptideo natriurético atrial (PNA), participam da regulacdo da pressdo arterial pelo
mecanismo de volume de liquidos. Este peptideo é estimulado pela distensdo da parede
do atrio, que esta relacionada ao aumento do volume de sangue. O PNA é liberado pelas
fibras da musculatura atrial e age sobre os rins, determinando pequeno aumento na taxa
de filtracdo glomerular (TFG) e reducdo na reabsorcdo de sédio pelos ductos coletores,
aumentando o débito urinario (MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006).

A taxa de deébito urinario também é influenciada pela vasopressina (horménio
antidiurético — ADH). A producdo de vasopressina ocorre nos nucleos paraventricular
(PVN) e supraoptico (SON) do hipotalamo é armazenada na hipdfise anterior e desta
parte para a circulacdo. Este horménio é estimulado por fatores como o aumento da
osmolaridade e volume plasmaticos e a reducdo da atividade dos barorreceptores
cardiopulmonares e arteriais. A vasopressina atua reduzindo a taxa de débito urinario toda
vez que a pressao arterial e/ou o volume total de sangue estiverem abaixo do normal
(MOHRMAN, 2007). A vasopressina regula a permeabilidade dos ductos coletores renais
a partir da exposicao das aquaporinas na membrana luminal desta regido. Assim, quando
0s niveis de vasopressina no sangue estdo elevados, maior a taxa de reabsorcdo de agua
e sera mais concentrada a urina. A taxa de débito urinério esta relacionado a pressao
arterial por muitas vias simultaneas e interligadas, dessa maneira, mudancas pequenas
na pressao arterial estdo associadas a grandes mudancas na taxa de débito urinario

(MOHRMAN, 2007; GUYTON, 2006).

A inter-relagdo que h& entre controle cardiovascular e controle da ingestédo de sal e
agua garante que seja mantida a homeostase do organismo. O sistema cardiovascular
esta sujeito a inumeros fatores de disturbio, mas eficientes mecanismos séo responsaveis
pela regulacdo de sua atividade. As alteracdes na taxa de ingestdo de sal e 4gua nao
alteram a pressao arterial, em situacbes em que sistema cardiovascular e hidrossalino
funcionam corretamente. A manutencdo da pressdo arterial média (PAM) adequada
depende da inter-relacdo entre os sistemas cardiovascular e hidrossalino, a partir de um

mecanismo de feedback negativo.

O estresse pode ser definido de maneira ampla como uma reagdo do organismo a

estimulos internos ou externos que sao interpretados como perturbacdes a homeostase e



ameacas a sobrevivéncia (ULRICH-LAI, 2010; MORA, 2012). As situacdes de estresse
fisico e emocional determinam inUmeras respostas adaptativas comportamentais e
fisiolégicas que visam manter a homeostase. Em geral, as alteracfes relacionadas ao
estresse prepararam 0 organismo para situacfes de enfrentamento ou fuga, mas,
algumas vezes, mimetizam tais circunstancias (LOURES, 2002; BANDLER, 2000). A
excitacdo ou a sensacgao de perigo geralmente produz o perfil comportamental padréo
chamado de resposta de fuga ou luta (ou reacdo de alerta). Em determinadas
circunstancias, como a pratica de atividades fisicas, o despertar de emocdes, a dor, 0
estresse e a hemorragia, a pressao arterial deve permanecer equilibrada para que a
homeostase seja mantida (MOHRMAN, 2007).

A nivel central, areas prosencefalicas e romboencefalicas, o eixo hipotalamico-
hipéfise-adrenal (HHA) e o sistema nervoso autbnomo (SNA) atuam a partir de vias
humorais, nervosas ou celulares para criar as condi¢cdes necessérias para a luta ou fuga.
Diversas mudancas fisiolégicas ocorrem no corpo, em um curto intervalo de tempo, para
manter a homeostase durante o estresse (ULRICH-LAI, 2010; LOURES, 2002;
BANDLER, 2000). A exposicdo a condi¢cdes estressantes gera uma série de respostas
adaptativas no intuito de garantir maior chance de sobrevivéncia ao individuo e, de
maneira geral, todas as partes do corpo séo influenciadas pelo estimulo estressante, mas
0s sistemas cardiovascular, neuroenddcrino, imune e gastrointestinal sdo os principais

sistemas alvos do estresse (MORA, 2012).

A resposta cardiovascular ao estimulo estressante é caracterizada pelo aumento da
atividade simpética e pela reducdo da atividade parassimpatica levando a taquicardia,
hipertenséo, redistribuicdo do fluxo sanguineo, aumento da contratilidade do coracao, do
débito cardiaco, do tbnus vascular e da resisténcia vascular periférica (BUSNARDO,
2010; LOURES, 2002; PACAK, 2001). A producio e liberacdo de horménio liberador de
corticotrofina (CRH), catecolaminas e glucocorticoides e o sistema nervoso simpatico
apresentam papel essencial na resposta adaptativa ao estresse (LOURES, 2002; PACAK,
2001). Alem das alteracBes cardiovasculares, h4 alteracdes neuroenddcrinas, adaptagdes
na respiracdo, aumento de tensdo da musculatura esquelética e outras modificacdes no
metabolismo intermediario evidenciadas no estresse (MOHRMAN, 2007; LOURES, 2002;
PACAK, 2001).
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A figura 3 destaca algumas alteragcBes neuroenddcrinas no estresse. A resposta
neuroendocrina ao estresse € considerada um importante mecanismo de reacdo a
estimulos ameacadores e a regulacdo da funcdo neuroenddcrina apresenta influéncia
fundamental dos neurdnios serotoninérgicos (CARRASCO, 2003). Evidéncias indicam que
a sintese e a liberacdo de serotonina (5-HT) estdo relacionadas a resposta a estimulos
estressantes, por exemplo, a liberacdo de alguns horménios induzida pelo estresse pode
ser mediada pelo bloqueio de receptores 5-HT3. A exposicdo ao estresse agudo leva ao
aumento do metabolismo da 5-HT em varias regides centrais e a concentracao
extracelular de 5-HT em diversas areas centrais é aumentada ap0s diferentes tipos de
estimulos estressantes, além disso, 0s neur6nios serotoninérgicos parecem interagir com
neurénios contendo fator de liberacdo da corticotrofina (CRF) (CARRASCO, 2003;
ADELL, 1997). O estresse de restricdo, por exemplo, tem sido relacionado a sintese e

metabolismo de serotonina em algumas areas do sistema limbico.

<= Hipotalamo
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Figura 3: Resposta neuroenddécrina ao estresse representada pela atividade do eixo Hipotdlamo — Hipéfise
Adrenal (HHA) (LYDIA KIBIUK).
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2.3. Areas Cerebrais Envolvidas com o Controle Cardiovascular

O principal centro de regulacdo cardiovascular esta localizado no bulbo. Alguns
autores fazem referéncia as regifes do bulbo como centros bulbares cardiovasculares ou
centros vasomotores, outros indicam a existéncia de diversas estruturas interconectadas
localizadas por todo o eixo rostro-caudal do bulbo que desempenham um importante
papel na regulacdo cardiovascular (MOHRMAN, 2007; LIGHTMAN, 1986). Além desta
regido, outras como a formacao reticular paramediana, o nucleo cuneado (NC), a oliva
acessoria mediana (OMA), o locus coerulus (LC), o nucleo parabraquial e o nucleo Fuse-
Kolliker parecem apresentar alguma influéncia nas fibras simpaticas eferentes
(LIGHTMAN, 1986).

As respostas emocionais que alteram as fun¢ces cardiovasculares sao originadas no
cortex cerebral e chegam aos centros medulares cardiovasculares pelas vias cortico-
hipotalamicas. Em geral, as alteracBes cardiovasculares sdo mediadas pelo hipotdlamo,
estrutura diretamente integrada aos centros de controle cardiovascular central. Algumas
areas hipotalamicas diretamente envolvidas no controle cardiovascular sdo nucleo
paraventricular (PVN), o nucleo dorsomedial do hipotalamo (DMH), o hipotadlamo lateral
(LH) e nucleo supraoptico (SON) (MOHRMAN, 2007).

As informacdes que chegam dos barorreceptores ao centro de integragcéao
cardiovascular terminam no NTS, localizado no bulbo dorsomedial, e deste partem
multiplas sinapses para diversas areas bulbares, suprabulbares e espinhais. O NTS
apresenta conexdes reciprocas com diversas areas relacionadas a regulacao
cardiovascular como RVLM, nucleo dorsomedial do hipotdlamo (DMH), o hipotalamo, o
cerebelo, o nucleo do leito da estria terminal, o nucleo central da amigdala, o nucleo
periventricular do talamo e certas areas corticais (visual, orbito-frontal e insular)
(LIGHTMAN, 1986).

O sistema limbico apresenta papel relevante na regulacdo do sistema cardiovascular.
A area septal medial (ASM) é parte integrante deste sistema e esta envolvida com o
equilibrio hidroeletrolitico, bem como com a regulacdo cardiovascular (SAAD, 2004). A

estimulacdo elétrica desta area determina bradicardia e reducdo da pressdo arterial
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média, de maneira independente das alteracdes de frequéncia cardiaca e contratilidade
cardiaca (CALARESU, 1976).

A localizacdo anatdomica da area septal no cérebro, entre o hipotalamo, cortex pré-
frontal medial e formacdo hipocampal, como observado na Figura 4, contribui para o
desenvolvimento das atividades de controle comportamental, enddcrino e autonémico que
estdo relacionados com esta area (GAVELLO-BAUDY, 2008). Aléem disso, a area septal
apresenta alta densidade de receptores colinérgicos, gabaérgicos, dopaminérgicos,
glutamatérgicos e noradrenérgicos (THINSCHMIDT, 2005), além de receber projecdes
serotoninérgicas (ALREJA, 1996).

Frontal
lobes

S

Medial
septum

Figura 4: Localizacdo anatdmica da &rea septal medial no cérebro humano, entre o hipotalamo (nédo
identificado), cortex pré-frontal medial e formagéo hipocampal (WHITE, 2004).

As éareas cerebrais envolvidas com a regulacdo cardiovascular recebem projecdes
serotoninérgicas e apresentam grande numero de receptores serotoninérgicos. As
projecbes serotoninérgicas partem da rafe mediana e s&do enviadas para areas
prosencefalicas e romboencefalicas diretamente relacionadas com a regulacéo
cardiovascular (RAMAGE, 2001; ALREJA; 1996).

2.4. Vias Serotoninérgicas e o Controle Cardiovascular

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) € uma amina biogénica (indoleamina)
sintetizada no sistema nervoso entérico (SNE) e sistema nervoso central (SNC)

(BARNES, 1999; LAM, 2010). No sistema nervoso central, a serotonina é produzida por
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um numero limitado de neurdnios localizados no nucleo da rafe mesencefalica dorsal e
mediana (Figura 5B), que formam um total de 9 populagbes distintas de neurdnios
sintetizadores de serotonina (B1 — B9). Apesar desta limitacdo a acdo da serotonina é
amplamente difundida no SNC (MASSON, 2012; LAM, 2010; HASSANZADEH, 2007,
BARNES, 1999).

A biossintese da serotonina ocorre a partir do aminoécido essencial L-triptofano que é
hidroxilado em L-5-triptofano, sendo esta reacdo catalizada pela enzima triptofano 5
hidroxilase. Posteriormente, ocorre a descarboxilacdo pela enzima aminoacido aromatico
descarboxilase do L-5-triptofano em 5- hidroxitriptamina (serotonina), sendo esta estocada
em vesiculas sinapticas. A serotonina € degradada em acido 5-hidroxindolacético a partir
da enzima monoaminaoxidase mitocondrial tipo A, geralmente no espaco intersinaptico
(Figura 5A) (FILIP, 2009). A serotonina liberada pelas vesiculas sinapticas atua sobre os
receptores serotoninérgicos poés- sinapticos (Figura 6). O sistema serotoninérgico
apresenta 7 familias de receptores (5-HT; a 5-HT7;) compreendendo um total de 14
subtipos (de 5-HTia, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-htig, 5-htig, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HTy,
5-htsa, 5-htsg, 5-hts, 5-HT;), estruturalmente e farmacologicamente distintos, que
participam de diferentes processos fisiologicos e homeostaticos (MASSON, 2012;
BERGER, 2009; BARNES, 1999; SAXENA, 1995).

A nivel molecular, os receptores 5-HT estdo, principalmente, relacionados aos
receptores transmembrana acoplados a proteina G (metabotropicos), exceto o receptor
5HT3, que é um receptor como canal i6nico (ionotropico) (MASSON, 2012; BERGER;
FILIP, 2009; BARNES, 1999; SAXENA, 1995). Os receptores 5-HT; reinem 5 subfamilias
(5-HT1a, 5-HT1g, 5-HTip, 5-htie, 5-ht;r) e estdo acoplados a proteina G para inibir a
formacdo do AMPc (adenosina monofosfato ciclico). O receptor 5-HT, apresenta 3
subfamilias ( 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c) acoplados a proteina G e ao sistema de transdugéo
de sinal de fosfoinositol hidrélise para estimular a acumulacéo de inositol 1,4,5-trifosfato e
a liberacdo de Ca*". A familia de receptores 5-HT, tem miuiltiplas isoformas estando os
receptores acoplados positivamente a adenilciclase via proteina G e aumentam a
formacao de AMPc. O receptor 5-HT5 apresenta dois subtipos funcionais denominados 5-
HTsa € 5-HTsg. Em ratos e humanos o receptor recombinante 5-HTsa € negativamente
ligado a atividade da adenilato ciclase (AC) e induz a inibicdo da producdo de AMPc. Os

receptores 5-HTg s@o acoplados positivamente a AC via proteina G com formacao de
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AMPc. Os receptores 5-HT; que apresentam 4 isoformas (5-HT7a, 5-HT7g,5-HT7c, 5-HTp)
estdo positivamente acoplados a AC via proteina G e aumentam a AMPc (FILIP, 2009).

As vias de sinalizac&o de alguns destes receptores estdo representadas na Figura 6.
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Figura 5: A. Biossintese da 5-hidroxitriptamina (serotonina) a partir do aminoécido triptofano e o seu

catabolismo em acido 5-hidroxindolacético. B. Localizagdo dos neurbnios sintetizadores de serotonina na
rafe mesencefalica (FRANCO).
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Figura 6: A biossintese da serotonina ocorre nos neurbnios a partir do aminoacido triptofano e, ap6s
produzida, esta molécula é armazenada em vesiculas singpticas até ser liberada para a fenda sinaptica
onde atua sobre os variados receptores serotoninérgicos pds-sinapticos desencadeando cascatas de

eventos celulares que culminam na resposta celular (www.explow.com/5-HT3_receptor).

Os receptores 5-HT3, por sua vez, sdo membros da superfamilia dos receptores
ligantes catidnicos que inclui os receptores colinérgicos, GABAérgicos e glicinérgicos.
Estruturalmente, os receptores 5-HT3 sdo compostos por multiplas subunidades formando

uma estrutura pentamérica circundando um canal idnico central permeéavel a Na* (sodio),
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K* (potassio) e Ca®" (célcio). Sdo conhecidas duas subunidades em camundongos e
ratos, subunidades 3A e 3B, enquanto os seres humanos apresentam 5 subunidades para
0s receptores 5-HT3. As subunidades apresentam diferente condutancia e permeabilidade
e, assim, a composicdo de subunidades dos receptores controla amplamente a
transducéo de sinais. Nos neurdnios, os receptores 5-HT3 sdo encontrados na terminagao
nervosa (pré-singpticos) modulando a liberagdo de neurotransmissores e nos corpos
celulares neuronais e dendritos (pds-sinapticos) onde desencadeiam rapidas respostas
excitatérias no SNC (MASSON, 2012; PHILIP, 2009; TECOTT, 1993). A Figura 7
representa a via de sinalizagcdo dos receptores 5-HT3;, que € diferente dos demais
receptores serotoninérgicos porque ndo envolve a proteina G e segundos mensageiros. A
ativacdo dos receptores 5-HT; leva a estimulagdo da enzima NO sintetase (6xido nitrico
sintetase), induzindo, por sua vez, a producdo de GMPc (Glicosina Monofosfato Ciclico)
que induz o efluxo de CI" (Cloro) (MASSON, 2012).

NH2

COOH

NO synthase —» NO—>» cGMP—— Chloride efflux

Figura 7: Receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT; sdo ligantes ibnicos que, uma vez estimulados

pela serotonina (5-HT), permitem o influxo dos ions Na”" e Ca*" e o efluxo de K* da célula (MASSON, 2012).
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A serotonina € um dos neurotransmissores moduladores do sistema nervoso central e
esta envolvida em diversas fun¢Bes como regulacdo do comportamento emocional e
alimentar, equilibrio hidroeletrolitico, ciclo sono-virgilia, termorregulacéo, regulacdo da
frequéncia cardiaca, da pressdo sanguinea e do sistema enddcrino, além de coordenar
diversas fungbes autondmicas cognitivas, respiratérias e de micgdo (SAXENA, 1995). A
serotonina € amplamente distribuida, sendo encontrada nas plaquetas, no trato
gastrointestinal, em algumas veias e artérias, utero, pulmao, coracdo, sistema nervoso
central e periférico (SAXENA, 1995). Dessa forma, o sistema serotoninérgico esta
diretamente relacionado a manutencao da homeostase e a garantia da sobrevivéncia e da
reproducdo (RAMAGE, 2001).

A grande variedade de fungBes com as quais a serotonina € envolvida da-se, em
parte, pela grande variedade de receptores e pela ampla distribuicdo pelo corpo
(SAXENA, 1995). Os efeitos resultantes da atuagao da serotonina central dependem da
area central a que se refere, a espécie em estudo e ao receptor serotoninérgico envolvido
(RAMAGE, 2001). A serotonina atua de maneira ampla no sistema cardiovascular e a sua
concentracdo é essencial para manter a atividade normal desse sistema. (COTE, 2004)
As respostas cardiovasculares a administracdo de serotonina sdo diversas, incluindo
efeitos contraditorios (excitatérios e inibitérios) em uma atividade, determinando,
bradicardia/taquicardia,  hipotensdo/hipertensdo, vasodilatacdo/vasoconstricdo, a
depender do tipo de receptor serotoninérgico e de onde este receptor esta localizado.
(RAMAGE, 2001; KUHN, 1980)

A regulacao sistémica da atividade cardiovascular realizada pela serotonina envolve
0os receptores das familias 5-HT,;, 5-HT,, 5-HT3, 5HT,; e 5-HT; (SAXENA, 1995; DE
VRIES, 1996; MARTIN, 1994; SAXENA, 1991; VILLALON, 1997). A regulacao
cardiovascular parece estar mais intimamente relacionada a atuacdo dos receptores do
tipo 5-HT1a, 5-HT2 e 5-HT3 (RAMAGE, 2001). A administracéo intravenosa de serotonina
gera uma resposta cardiovascular trifasica caracterizada por hipotensao inicial, seguida
de uma hipertensdo e uma hipotenséo final. (SAXENA, 1995; VILALLON, 1997; COTE,

2004). Esta resposta pressorica envolve os receptores 5-HT,, 5-HT3 e 5-HT,.

Os receptores 5-HT1a localizam-se, a nivel central, no nucleo dorsal da rafe (NDR),

mesencéfalo e prosencéfalo (LAMFUMEY, 2000). Estes receptores estdo relacionados a
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diversas atividades essenciais a homeostase, como a termorregulacdo, a regulacao
enddcrina, comportamental e cardiovascular. A ativagcdo dos receptores 5-HT; centrais
tem como respostas cardiovasculares a hipotensdo e bradicardia, (MARTIN, 1994;
BUISSON-DEFFERIER, 1992; DABIRE, 1987) diretamente relacionadas com o efeito
simpatoinibitério e o aumento do tbnus vagal para o coragdo observados com a

estimulacdo destes receptores.

Os receptores 5-HT, estdo localizados, centralmente, nos ganglios da base, talamo,
cerebelo, hipotalamo, cortex cerebral e sistema limbico (BARNES, 1999; DUXON, 1997).
Estes receptores determinam a agregacdo de plaguetas, aumento da permeabilidade
capilar, hiperlocomocéo, hiperfagia, ansiogénese e erecdo (BARNES, 1999). As
alteracdes cardiovasculares sao vasoconstricdo, aumento da resisténcia periférica total,
aumento da pressao arterial, taquicardia (BELL, 1999), efeito cronotrépico e ionotrépico
positivo e inibicdo da secrecdo de peptideo natriurético atrial (PNA) (CHANDRA, 1993;
CAO, 2003, LAER, 1998).

Os receptores 5HT3; apresentam uma estrutura exclusiva entre 0s receptores
serotoninérgicos. Sao formados por multiplas subunidades que compdem um canal idnico
pentamérico, em geral a partir da combinacdo das subunidades do tipo 5HT3a, entre si ou
integradas as subunidades do tipo 5HT3s (DUBIN, 1999; HANNA, 2000). A estrutura dos
receptores 5-HT3 apresenta uma variedade de combinacdes que permitem uma grande
diversidade de respostas a ativacdo destes receptores. Os receptores 5-HT3 estdo
presentes no ndcleo do trato solitario (NTS), hipotdlamo, &rea postrema, nucleo
dorsomotor do vago, area septal medial (ASM) e atuam de maneira preponderante na
regulacdo cardiovascular (RAMAGE 2001). A ativacdo sistémica dos receptores 5-HT3
esta relacionada a respostas como o reflexo de von Bezold-Jarisch, émese, nocicepcao e
sindrome do intestino irritavel (SAXENA, 1995). A administracdo sistémica de m-CPBG
([1-(3-Clorofenilbiguanidina)], agonista dos receptores 5-HT3) gera reducdo da pressao
sanguinea e da frequéncia cardiaca (COLERIDGE, 1980).

Dados do Laboratorio de Neurociéncias (Instituto de Ciéncias da Saude -
Universidade Federal da Bahia) mostraram que a administragéo intracerebroventricular de
m-CPBG, agonista dos receptores 5-HT3, induz a hipotensdo em ratos normotensos, sem

alterar a frequéncia cardiaca. O bloqueio destes receptores pela administracdo de
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ondansetrona, antagonista dos receptores 5-HT3; gera hipertensdo em ratos
normotensos. Os resultados sugerem a existéncia de um ténus serotoninérgico inibitério

dependente da ativacdo dos receptores 5-HT3 centrais (FERREIRA, 2004).

Em outro trabalho publicado recentemente pelo Laboratorio de Neurociéncias (ICS —
UFBA) foi mostrado que a administragéo do agonista dos receptores 5-HT3, m-CPBG, no
septo medial/ limbo vertical do Complexo da Banda Diagonal (MS/vDB), nédo altera a
pressdo sanguinea, porque, provavelmente, apresentam-se completamente ativados. Por
outro lado, o bloqueio destes receptores gera hipertensdo. Os receptores 5-HT3; parecem
ser responsaveis pelo ténus inibitério na pressdo sanguinea (URZEDO-RODRIGUES,
2011).

A estimulacao dos receptores centrais 5-HT3 pela acdo do agonista m-CPBG bloqueia
a hipertensdo induzida pelo estresse de restricio (FERREIRA, 2004; URZEDO-
RODRIGUES, 2011) e o pré-tratamento com ondansetrona prejudica este efeito
(URZEDO-RODRIGUES, 2011). O bloqueio dos receptores 5-HT3; pela microinjecao
intracerebroventricular de ondansetrona, em animais estressados, determina um aumento
na pressao sanguinea, mas que nao apresenta diferenca significativa dos animais
controle (salina) estressado (FERREIRA, 2004).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESES

Objetivo Geral:

Investigar o papel dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 na area septal medial (ASM)
sobre a pressédo sanguinea em ratos estressados e ndo estressados e a interacdo com as

vias colinérgicas muscarinicas centrais.

Obijetivos especificos:

1. Estudar o papel das vias colinérgicas muscarinicas sobre as respostas
cardiovasculares induzidas pelo bloqueio dos receptores serotoninérgicos 5-HT3

presentes ASM em animais nao estressados.

2. Avaliar o efeito do bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos localizados

na ASM sobre a regulacéo da pressdo sanguinea em animais nao estressados.

3. Avaliar o efeito da estimulacdo dos receptores 5-HT3 na ASM sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pelo estresse de restricdo em ratos.

Hipéteses:

1. O blogqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos impede a resposta

hipertensora induzida pelo blogueio dos receptores serotoninérgicos na ASM.

2. O bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos na ASM altera a pressao

sanguinea.

3. A ativacao dos receptores 5-HT3; na ASM impede a resposta hipertensiva induzida

pelo estresse de restricao.
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4. METODOLOGIA

Animais

No presente estudo foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus) Wistar adultos
(280g — 300g), em meédia, 8 animais por grupo experimental, provenientes do Biotério
Setorial do Laboratério de Neurociéncias (Instituto de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Bahia). Os animais permaneceram em salas climatizadas com temperatura
mantida entre 22 + 2 °C e luminosidade controlada para garantir o ciclo claro/escuro de 12
horas (7h e 19h).

Procedimentos Cirargicos

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/11,5mg/Kg; i.p.). A regiédo
da cabeca foi tricotomizada e os animais foram posicionados no estereotaxico (David Kopf
Instruments, EUA). O implante da canula-guia de 14 mm na ASM seguiu as coordenadas
do atlas de Watson e Paxinos, sendo elas: antero-posterior = 0,3mm; lateral = 0,0mm (na
linha sagital) e vertical = 5,0mm (PAXINOS & WATSON, 1998). As canulas utilizadas
foram confeccionadas com agulhas hipodérmicas de aco inoxidavel, com o comprimento
padrdo de 14 mm e, para prevenir obstrucdo, foram inseridos mandris removiveis,
também de aco inoxidavel. Para a fixacdo da cénula ao cranio utilizou-se um parafuso
inoxidavel e acrilico odontolégico. Apds a cirurgia, os animais foram tratados com
pentabidtico veterinario (penicilina benzatina, penicilina procaina, penicilina cristalina
potassica, dihidroestreptomicina e estreptomicina) (0,2ml/animal; i.p.) e analgésico, anti-
inflamatério e antitérmico Banamine (flunixina meglumina) (0,1 ml/100g; i.p.). Os animais
foram mantidos em caixas plasticas individuais, sendo oferecido livremente agua filtrada e
racdo balanceada (Nuvital Nutrientes Ltda., Curitiba, Brasil). No periodo pés-operatorio,
0os animais foram diariamente manipulados como meio de simular as condigoes

experimentais.

No periodo de quatro dias apos a cirurgia central, os animais foram submetidos a outro
procedimento cirlrgico para implante de cateter na artéria carotida esquerda. Os animais
foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/11,5mg/Kg; i.p.) e receberam o implante do

cateter de polietileno (PE-50) na artéria carétida esquerda. Este cateter foi exteriorizado
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pela regido dorsal do animal, préximo a regido da nuca, para a medida da pressao
sanguinea. Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam pentabibtico
veterinario (0,2ml/animal; i.p.) e o analgésico, anti-inflamatério e antitérmico Banamine
(0,1 ml/100g; i.p.). Apos vinte e quatros horas foram realizadas as sessdes experimentais,
ao final das quais os ratos foram anestesiados com Tiopental Sédico (40mg/Kg; i.p.) e
realizou-se a perfusao transcardiaca com solucao salina 0,9% (200 mL) seguida de formol
10% (200mL).

Drogas e Microinjecbes

As drogas utilizadas nas sessfes experimentais foram: m-CPBG [1-(3-
Clorofenilbiguanidina)], agonista dos receptores 5-HT3;, na dose de 160 nmol;
ondansetrona, antagonista dos receptores 5-HT3, na dose de 160 nmol; e atropina,
antagonista colinérgico muscarinico, nas doses de 2.5 e 5.0 nmol. As drogas foram
obtidas pela Sigma-Aldrich (Tocris Coockson, Inc. Ballwin,M.O.) e diluidas em solucéo de
salina isotdnica estéril. As microinjecbes centrais foram efetuadas através de
microsseringas de 10 ul (Hamilton, Co. Inc. Whittier, C.A.) conectadas a agulha injetora
gengival de 15 mm através de tubos de polietiieno (PE10). Os animais controles
receberam salina isot6nica estéril 0,9%. O volume total injetado na ASM foi de 0,2 pl,

durante aproximadamente 60 segundos.

Registro da Presséo Sanguinea

A pressdo sanguinea foi monitorada continuamente durante as sessdes
experimentais. O cateter carotideo foi conectado a um transdutor de pressédo (World
Precision Instruments, Florida, EUA ) e o sinal foi amplificado e digitalizado pelo programa
AgDados (Lynx Tecnologia Eletrbnica, Sdo Paulo, Brasil, versdo 7.0). Os registros foram
gravados (1kHz) em computador para analise posterior. Os experimentos foram
realizados evitando a interferéncia externa (estimulos auditivos, olfativos e visuais) para
nao alterar a pressao do animal. Os animais experimentais e controles permaneceram 30
minutos em registro de pressdo arterial basal e apdés este periodo, foram feitas as
microinjecdes na ASM e a pressao arterial foi registrada por mais 2 horas. A presséo
arterial sistolica (PS), a pressdo diastélica (PD) e a frequéncia cardiaca (FC) foram

calculadas a partir da pressdo sanguinea pulsatil utilizando-se o software Acgknowlegde
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(Biopac Systems, Inc., Califérnia, EUA, verséo 3.5.7). A presséo arterial média (PAM) foi

determinada a partir dos dados de presséo sistolica e diastdlica.

Estresse de Restricao

Os animais foram colocados em tubos de polivinil (PVC) de diametro (5 cm) e
comprimento (20 cm) com tampa regulavel que impedia a movimentacdo do rato. Os
tubos de restricdo apresentavam aberturas para permitir a troca de calor, a exteriorizagéo
da canula implantada na carétida e a exposicdo da narina e cauda do animal. Além da
restricdo de movimentos, nenhum estimulo (nociceptivo, olfatério, auditivo ou visual) foi
desencadeado durante as sessdes experimentais. A pressao arterial foi registrada

continuamente.

Descricao dos Grupos Experimentais

Grupo Experimental |

- Estudo do papel das vias colinérgicas muscarinicas sobre as resposta cardiovasculares
induzidas pelo bloqueio dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 em ratos ndo estressados.

Registro da PA

Figura 8: Desenho experimental do Grupo I. Os animais foram submetidos a cirurgia central para a
canulacdo da ASM e, apés 4 dias, foram submetidos a outro procedimento cirirgico para o implante de
cateter na artéria carétida esquerda, 24 horas antes das sessdes experimentais. Nas sessbes experimentais
a pressao arterial dos animais foi registrada continuamente. Durante um periodo de 30 minutos antes das
microinjecdes a pressao arterial foi registrada para a estabilizacdo e a partir destes dados determinou-se a
pressdo basal média dos animais. Ao final do registro de pressao basal, os diferentes grupos de animais
receberam microinje¢c6es na ASM. O intervalo entre a primeira e a segunda injecdo foi de 10 minutos. Os
animais puderam se mover livremente nas caixas durante todo o experimento. Apds as sessoes
experimentais os animais foram eutanaziados e os cérebros removidos para processamento histologicos.
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Diferentes grupos de animais receberam microinjecdes de:

Salina + Salina;
Salina + Ondansetrona (160 nmol);
Atropina (2,5 nmol) + Ondansetrona (160 nmol); e

Atropina (5,0 nmol) + Ondansetrona (160 nmol) na ASM.

Grupo Experimental Il

- Avaliacdo do efeito do bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos localizados na
ASM sobre a regulacéo da presséo sanguinea em ratos nao estressados.

. Implante de Cateter Pr‘_ESSﬁO
CanulanaASM S na Carétida Arterial Basal

Eutanasia
Histologia Perfusio
Transcardiaca

22 |njecdona 100 12Inje¢dona
ASM ASM

Registro da PA

Figura 9: Desenho experimental do Grupo Il. Os animais foram submetidos a cirurgia central para a
canulacdo da ASM e, apés 4 dias, foram submetidos & outro procedimento cirirgico para o implante de
cateter na artéria carétida esquerda, 24 horas antes das sessdes experimentais. Nas sessdes experimentais
a pressao arterial dos animais foi registrada continuamente. Durante um periodo de 30 minutos antes das
microinjecdes a pressao arterial foi registrada para a estabilizacdo e a partir destes dados determinou-se a
pressdo basal média dos animais. Ao final do registro de presséo basal, os diferentes grupos de animais
receberam microinje¢Bes na ASM. O intervalo entre a primeira e a segunda injecdo foi de 10 minutos. Os
animais puderam se mover livremente nas caixas durante todo o experimento. ApOs as sessdes
experimentais os animais foram eutanaziados e os cérebros removidos para processamento histolégicos.

Diferentes grupos de animais receberam microinjecdes de:
Salina + Salina;
Salina + Atropina (2,5 nmol); e

Salina + Atropina (5,0 nmol) na ASM.
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Grupo Experimental Il

- Avaliacdo do efeito da estimulacéo dos receptores 5-HT3 na ASM sobre as respostas

cardiovasculares induzidas pelo estresse de restricdo em ratos.

Implante de Catéter PT?SSEO
na Carétida Arterial Basal

CanulanaASM 4 dias

Eutanasia
Perfusdo
Transcardiaca

22Injecdo 12 Injecdo
na ASM naASM

Registro da PA

Estresse

Histologia 30’

Figura 10: Desenho experimental do Grupo lll. Os animais foram submetidos a cirurgia central para a
canulacdo da ASM e, apos 4 dias, foram submetidos a outro procedimento cirdrgico para o implante de
cateter na artéria cardtida esquerda, 24 horas antes das sessdes experimentais. Nas sessbes experimentais
a pressdo arterial dos animais foi registrada continuamente. Durante um periodo de 30 minutos antes das
microinjecdes a pressao arterial foi registrada para a estabilizacdo e a partir destes dados determinou-se a
pressao basal média dos animais. Ao final do registro de pressdo basal, os diferentes grupos de animais
receberam microinje¢cdes na ASM. O intervalo entre a primeira e a segunda inje¢éo foi de 15 minutos. Apés
15 minutos da segunda inje¢&o, os animais foram submetidos & 45 minutos de estresse de restricao e, apos
este periodo, retornaram para as caixas individuais para registro da pressédo arterial por mais 30 minutos.
Apbés as sessbes experimentais os animais foram eutanaziados e o0s cérebros removidos para
processamento histoldgicos.

Diferentes grupos de animais receberam microinjecdes de:

Salina + Salina;

Salina + m-CPBG (160 nmol); e

Ondansetrona (160 nmol) + m-CPBG (160 nmol) na ASM.

Procedimentos Histoldgicos

Os cérebros foram retirados e armazenados em solugcéo de formol 10% por 24 horas,
apos este periodo, foram colocados em solucdo de PB 0,1M e glicose 30%. O
processamento histoldgico foi realizado a partir de corte transversais dos cérebros no
criostato (40pm de espessura) e coloragdo dos mesmos com a técnica de Nissl. Os cortes
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dos cérebros foram analisados ao microscopio éptico para a identificacdo do local da
canula implantada. Apenas os dados referentes aos animais cujas canulas estavam

localizadas na ASM foram utilizados nas analises de resultados.

Analises Estatisticas

Para a analise estatistica dos dados coletados foi utilizado o software GraphPad
(GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, EUA). Os dados foram tratados com ANOVA “Two-
Way”, para analise de variancia de medidas repetidas, seguido do pés-teste de Bonferroni
para comparar cada tratamento. A relacdo de diferenca entre os dados de cada grupo foi

considerada estatisticamente significante quando apresentavam valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

A figura 11B mostra um desenho esquematico do Atlas de Paxinos (1998) de corte
transversal cerebral mostrando a localizacdo da area septal medial (ASM). Os resultados
considerados no presente trabalho fazem referéncia aos dados de animais que
apresentaram a canula e microinjecao central posicionadas exatamente na ASM. A figura
11A mostra a microfotografia tipica de corte cerebral com a canula guia localizada na
ASM.

A

Bregma: 0.2 mm

Figura 11: A. Microfotografia de corte transversal do cérebro do rato destacando a area septal medial (ASM). B.
Desenho esquematico de corte transversal do cérebro do rato (PAXINOS, 1998).
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Grupo Experimental |

No presente trabalho foi avaliado o papel dos receptores colinérgicos muscarinicos na
ASM sobre as resposta cardiovasculares induzidas pelo bloqueio dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3; na mesma area, como € mostrado na Figura 12. Os animais que
receberam, na ASM, a administracdo de salina, seguida de ondansetrona, antagonista
dos receptores 5-HT3, na dose de 160 nmol (SAL + OND 160 nmol), demonstraram, apés
5 minutos da ultima microinjecdo, aumento significativo na pressao arterial média (PAM)
guando comparados aos animais do grupo controle (SAL + SAL). A administracdo prévia
de atropina, antagonista colinérgico muscarinico, na dose de 5 nmol, seguida de
ondansetrona na dose de 160 nmol, foi capaz de inibir o efeito hipertensor induzido pela
ondansetrona. A analise dos dados mostra que a dose de 2.5 nmol da atropina nao foi
capaz de reverter de forma significativa o aumento da pressdo induzido pela

ondansetrona quando comparada com a dose de atropina de 5 nmol.

Os valores de presséo arterial média basal (antes das microinjecdes) foram: salina +
salina (controle) (PAM basal=104,0 + 2,0 mmHg); salina + ondansetrona (160 nmol) (PAM
basal=111,0 + 2,0 mmHg); atropina (2,5 nmol) + ondansetrona (160 nmol) (PAM
basal=100,0 + 3,0 mmHg); e atropina (5,0 nmol) + ondansetrona (160 nmol) (PAM
basal=105,0 + 2,0 mmHg) (Tabela 1). As analises estatisticas da PAM mostraram que a
variavel tempo apresenta interacdo altamente significante com o tratamento [F(ess, 66) =
3.026 p < 0.0001], o tempo apresenta efeito significativo nos resultados [F(s3s, 22) = 21.94

p < 0.0001], de maneira semelhante a variavel tratamento [F(s33,3) = 26.16 p < 0.0001].

Em relacdo a frequéncia cardiaca (FC), ndo houve alteragdo significativa entre os
tratamentos quando comparados com o grupo controle (Figura 12B). A FC basal nos
grupos de tratamento e controle foram: salina + salina (controle) (FC basal=71 + 8bpm);
salina + ondansetrona (160 nmol) (FC basal=324 + 10bpm); atropina (2,5 nmol) +
ondansetrona (160 nmol) (FC basal=342 + 17 bpm); e atropina (5,0 nmol) + ondansetrona
(160 nmol) (FC basal=336 + 9 bpm). As analises estatisticas da FC mostraram que a
variavel tempo nao apresenta interacdo significante com o tratamento [F (s3866) = 0.7264
p= 0.947], o tempo apresenta efeito significativo nos resultados [F(ess 22) = 5.543 p <
0.0001], mas a variavel tratamento ndo foi considerada significante [F(e3s 3)= 1.265 p=
0.3049].
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Figura 12: O bloqueio dos receptores 5-HT3; ha ASM leva a hipertenséo e esta resposta parece ser dependente da
integridade dos receptores colinérgicos muscarinicos na mesma area. SAL+SAL (Salina 0,9% + Salina 0,9%),
SAL+OND 160 nmol (Salina 0,9% + Ondansetrona 160 nmol), ATR 2,5 nmol + OND 160 nmol (Atropina 2,5 nmol +
Ondansetrona 160 nmol) e ATR 5,0 nmol + Ondansetrona 160 nmol (Atropina 5,0 nmol + Ondansetrona). *Diferenca
estatistica significante quando comparados ao grupo controle. # Diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo
SAL + OND 160 nmol.
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TABELA 1. Alteracbes na PAM em diferentes momentos das sessfes experimentais de animais que
receberam microinjegBes de salina, ondansetrona (160 nmol) e atropina (2,5 e 5,0 nmol).

PEAI;\AMi PERIODO EXPERIMENTAL
A PAM * EPM (mmHg)
(mmHg)
Drogas oa
basal 12injecdo | injecao

-30 min 0 min 10 min 30 min 50 min 70 min 90 min
Salina + Salina 1040+20| 1,2+1,3 |35+1,3 | 1,5+0,9 33+18 | 3,716 | 3,9+1,8
Salina + Ondansetrona 12,6 + 15,1 + 17,6 £ 20,9 + 19,0 +
160 nmol 1110£20) 70216 | "5, 2,9* 2,0* 2,8 2,8
Atropina 2,5 nmol + 16,5+ |155,+
Ondansetrona 160 nmol 100,0£3,0| 24+23 |32+23 |94+15 27 17 16,0+ 2,3
Atropina 5,0 nmol + 29+ 7,3 % 8,4+
Ondansetrona 160 nmol 1050+2,0| 55+16 |50+13 1,7# 1,7# 1,7# 7.01.2%

Dados estdo apresentados como médiatEPM. Os valores de PAM basal estdo expressos em nimeros absolutos. Apos
as microinjecdes, os valores estdo expressos como APAM. A andlise estatistica realizada foi ANOVA two-way seguido
pelo poés-teste de Bonferroni, p<0,05. * Diferenga estatistica significante quando comparados ao grupo controle. #
Diferenca estatistica significante em rela¢éo ao grupo SAL + OND 160 nmol.

Grupo Experimental Il

Neste trabalho foi avaliado do efeito do bloqueio dos receptores colinérgicos
muscarinicos localizados na ASM sobre a regulacdo da pressdo sanguinea em ratos nao
estressados. Na figura 13 observa-se o efeito da inje¢cdo de atropina na ASM sobre a
PAM (A) e FC (B). Os animais que receberam salina e em seguida atropina nas doses de
2,5 nmol e 5 nmol ndo apresentaram alteracdes significativas na pressao arterial média
(PAM) quando comparados aos animais controle, que receberam salina (SAL + SAL). Os
dados de frequéncia cardiaca (FC) dos animais tratados com salina e atropina nas doses
supracitadas também ndo apresentaram alteracdes significativas em relacdo ao grupo de

animais controles.

Os dados de PAM basal nos animais tratados foram: salina + salina (controle) (PAM
basal=104,0 + 2,0 mmHg); salina + atropina (2,5 nmol) (PAM basal=108,0 + 4,0 mmHg); e
salina + atropina (5,0 nmol) (PAM basal=107,0 + 2,0 mmHg) (Tabela 2). As analises
estatisticas da PAM mostraram que a variavel tempo apresenta interacao significante com
o tratamento [F(sgs22) = 3.449 p < 0.0001], mas a variavel tempo ndo apresentou efeito
significativo nos resultados [F(sgs44) = 0.9044 p= 0.6481], de maneira semelhante a
variavel tratamento [F(3962) = 1.929 p=0.1742].
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Os dados de FC basal dos animais foram: salina + salina (controle) (FC basal=371 +
8 bpm); salina + atropina (2.5 nmol) (FC basal=359 = 20 bpm); e salina + atropina (5.0
nmol) (FC basal=373 + 11bpm). As analises estatisticas da FC mostraram que a variavel
tempo apresenta interacao significante com o tratamento [F(3g9622) = 3.642 < 0.0001], mas
a variavel tempo ndo apresentou efeito significativo nos resultados [F(sgs44) =0.9180 p=
0.6239], de maneira semelhante & variavel tratamento [F(sg62) = 0.3479 p= 0.71082].
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Figura 13: O bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos na ASM ndo altera a PAM(A) e FC(B) em animais
nao estressados. Os animais receberam atropina nas doses de 2,5 e 5,0 nmol. SAL+SAL (Salina 0,9% + Salina 0,9%),
SAL+ATR 2,5 nmol (Salina 0,9% + Atropina 2,5 nmol) e SAL+ATR 5,0 nmol (Salina 0,9% + Atropina 5,0 nmol).



33

TABELA 2. Alteracbes na PAM em diferentes momentos das sessfes experimentais de animais que
receberam microinjegBes de salina, ondansetrona (160 nmol) e atropina (2,5 e 5,0 nmol).

PAM = EPM PERIODO EXPERIMENTAL
(mmHg) A PAM * EPM (mmHg)
Drogas basal 12injecdo |22injecado
-30 min 0 min 10 min 30 min | 50 min | 70 min 90 min
Salina + Salina 104,0+ 2,0 1,2+1,3 35+1,3 | 15+0,9 |3,3+1,8|3,7+16| 3,9+1,8

Salina + Atropina 2,5

nmol 108,0 +4,0 1,7+2,8 30+10 |67%+211(63+38|75+26| 79+25

ﬁr?]"o";a rAIOPINASO | 1070420 | 2820 |40%14 24423 (6815 23425 56+28

Dados estdo apresentados como médiatEPM. Os valores de PAM basal estdo expressos em nameros absolutos. Apds
as microinjecOes, os valores estdo expressos como APAM. A andlise estatistica realizada foi ANOVA two-way seguido
pelo pés-teste de Bonferroni, p<0,05.

Grupo Experimental llI

Grupos de animais foram submetidos ao estresse de restricdo para a avaliacdo do
efeito da estimulacdo dos receptores 5-HT3 na ASM sobre as respostas cardiovasculares
induzidas por estas condicdes adversas. Na figura 14 verifica-se o efeito da administracao
de m-CPBG na ASM sobre a PAM (A) e FC (B) durante o estresse de restricdo. Os
animais submetidos ao estresse de restricdo que receberam a microinjecdo de salina
seguida da administragcdo de m-CPBG, agonista seletivo dos receptores 5-HT3, na dose
de 160 nmol (SAL + m-CPBG), apresentaram bloqueio da hipertensdo induzida pelo
estresse. Em contrapartida, os animais tratados previamente com ondansetrona na dose
de 160 nmol, antagonista dos receptores 5-HT3, e que receberam a microinje¢cdo de m-
CPBG, na mesma dose (OND + m-CPBG), mostraram aumento significativo da pressao
arterial média durante o estresse, equivalente ao grupo controle analisado (SAL + SAL).
Assim, o0 pré-tratamento com 0 antagonista serotoninérgico ondansetrona bloqueia o

efeito anti-hipertensivo do m-CPBG no estresse.

Os animais que receberam salina seguida de m-CPBG na dose de 160 nmol (SAL +
m-CPBG) apresentaram bloqueio da resposta taquicardica induzida pelo estresse,
enquanto o pré-tratamento com ondansetrona ndo apresentou efeito sobre a frequéncia

cardiaca.
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A PAM basal nos grupos de tratamento e controle foram: salinatsalina (PAM
basal=103,2 + 2,1mmHg); salina+m-CPBG (160nmol) (PAM basal=109,4 + 2,2 mmHg); e
ondansetrona (160 nmol)+m-CPBG (160 nmol) (PAM basal=94,7 + 4,1 mmHg) (Tabela 3).
As analises estatisticas da FC mostraram que a variavel tempo apresenta interacao
significante com o tratamento [F(340,20) = 14.42 p < 0.0001], a variavel tempo também
apresentou efeito significativo nos resultados [F(340,40) = 3.214 p < 0.0001], de maneira

semelhante a variavel tratamento [F(340,2) = 11.21 p= 0.0008].

A FC basal nos grupos de tratamento e controle foram salina+salina (FC basal=321,9
+ 13,54 bpm); salina+tm-CPBG (160nmol) (FC basal=342,7 + 16,0 bpm); e ondansetrona
(160 nmol)+m-CPBG (160 nmol) (FC basal=310,0 + 15,0 bpm). As analises estatisticas da
FC mostraram que a variavel tempo apresenta interacdo significante com o tratamento
[F(396,22) = 3.642 < 0.000], mas a variavel tempo nao apresentou efeito significativo nos
resultados [F(ze6.44) =0.9180 p= 0.6239], de maneira semelhante a variavel tratamento
[F(396.2) = 0.3479 p= 0.71082].
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Figura 14. A estimulacdo dos receptores 5-HT; (m-CPBG) na ASM em animais submetidos a 45 minutos de
estresse de restricdo impede a resposta hipertensiva e taquicardica induzida pelo estresse. Esta resposta hipotensora é
totalmente dependente da via serotoninérgica na ASM , enquanto a bradicardia reflexa ao estresse € parcialmente
dependente desta via (especificidade observada com o pré-tratamento com a ondansetrona). *Diferenca estatistica
significante entre os tratamentos e o controle. #Diferen(;as estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo tratado
com SAL + m-CPBG. * Diferenca estatistica significante do grupo tratado com salina + m-CPBG em relacéo ao grupo
tratado com Ondansetrona+m-CPBG.



36

TABELA 3. Alteracdes na PAM em diferentes momentos das sessdes experimentais de animais que
receberam microinje¢Bes de salina, ondansetrona (160 nmol) e m-CPBG (160 nmol).

PAM = EPM PERIODO EXPERIMENTAL
(mmHg) A PAM £ EPM (mmHg)
Drogas A A x
basal 12injecdo |22injecdo estresse

- 20 min -15 min 0 min 15 min 30 min 50 min 70 min
Salina + Salina 103,2+2,1 | -1,5£0,7 | 0,3+1,2 |54+23| L56+35 | 21,7+£2,3/19,1+1,8
Salina+m-CPBG | 1094102 | 18414 | 74422 |92435| 42+40%|287+331255+1.9
160 nmol
Ondansetrona + .
m-CPBG 160 nmol 94,7+4,1 -1,2+£2,7 | 15+£1,2 |103+x26 | L5+3,0# | 3,7+ 1,0#1,4+2,6#

Dados estédo apresentados como médiatEPM. Os valores de PAM basal estdo expressos em numeros
absolutos. Apés as microinje¢des, os valores estdo expressos como APAM. A andlise estatistica realizada
foi ANOVA two-way seguido pelo pés-teste de Bonferroni, p<0,0001. *Diferen¢a estatistica significante
quando comparado ao grupo tratado com salina que nao foi submetido ao estresse de restricdo. #Diferenca
estatistica significante quando comparado ao grupo tratado com salina submetido ao estresse de
restricdo.+Diferenca estatistica entre 0s grupos tratados com mepiramina nas doses de 200 e 50 nmol.

6. DISCUSSAO

No presente trabalho foi observado que: 1) o bloqueio dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT3 localizados na ASM leva a hipertensdo em animais néao
estressados; 2) a resposta hipertensiva induzida pelo bloqueio dos receptores 5-HT3; na
ASM parece ser depende da integridade dos receptores colinérgicos muscarinicos; 3) o
bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos, apenas, na ASM nao altera a PAM e
FC em animais néo estressados e, 4) a estimulacdo dos receptores 5-HT3 impede a
resposta hipertensiva e taquicardica induzida pelo estresse de restricao.

A administracdo na ASM de 160 nmol de ondansetrona, antagonista seletivo dos
receptores do tipo 5-HT3, leva ao aumento da PAM, mas néo altera a FC, em animais ndo
estressados. Dados anteriores do Laboratorio de Neurociéncias (ICS—UFBA), mostraram
gue animais que receberam microinjecao intracerebroventricular (i.c.v.) de ondansetrona
apresentam aumento da pressao arterial média (PAM) quando comparados ao grupo de
animais controle. Além disso, a administracdo de ondansetrona intracerebroventricular
nao altera a FC, mas a resposta taquicardica reflexa a hipotensdo induzida por
nitroprussiato de sodio mostra-se aumentada em animais que receberam ondansetrona
(FERREIRA, 2004). Dessa forma, os receptores 5-HT3; parecem apresentar um ténus
inibitério no controle central da pressao sanguinea e esta resposta pode estar relacionada
a um mecanismo simpatoinibitério (FERREIRA, 2004; URZEDO-RODRIGUES, 2011). Em

outro estudo do Laboratério de Neurociéncias mostrou-se que a administracdo de
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ondansetrona no Septo Medial/Banda Diagonal de Broca (SM/BDv) resulta em aumento
da pressao arterial de maneira dose-dependente e agentes antagonistas dos receptores
aj-adrenérgicos (prazosin) e AT; angiotensinérgicos (losartan) administrados por via
intravenosa nestes animais bloqueiam a resposta hipertensiva induzida pela
ondansetrona. O aumento de pressao induzido pelo bloqueio seletivo dos receptores 5-
HT3 parece estar relacionado com o aumento da atividade angiotensinérgica que, por sua
vez, também estimula a atividade simpatica. Além disso, € possivel que a atividade
simpatica por si s6 possa responder pelo efeito hipertensivo da ondansetrona
(FERREIRA, 2004; URZEDO-RODRIGUES, 2011).

A ASM é rica em corpos celulares, terminacdes nervosas e receptores colinérgicos,
tanto muscarinicos quanto nicotinicos (MOOR, 1995; ROUSE, 1996). Assim como 0s
receptores serotoninérgicos, o0s receptores colinérgicos presentes na ASM participam da
regulacédo de atividades essenciais para a homeostase, como a regulagéo cardiovascular
e o balanco fluido-eletrolitico (HAIBARA, 1992; COLOMBARI, 1994; BARBOSA, 1995;
PAULIN, 2009). A administracdo de 5 nmol de atropina, antagonista competitivo dos
receptores colinérgicos muscarinicos, previamente a injecdo de ondansetrona (160 nmol)
impede a resposta hipertensiva induzida pelo blogueio dos receptores serotoninérgicos 5-
HTs; presentes na ASM. A dose de 2,5 nmol de atropina utilizada neste grupo
experimental ndo foi capaz de reverter as respostas cardiovasculares induzidas pelo
bloqueio serotoninérgico na ASM. Assim, acdo pressoérica da ondansetrona parece
depender também da integridade dos receptores colinérgicos muscarinicos nesta area.
Em contrapartida, no presente trabalho foi observado que a administracdo isolada de
atropina nas doses de 2,5 e 5,0 nmol na ASM néo altera a PAM e FC, em animais nao
estressados. Provavelmente, ndo ha liberacdo basal de acetilcolina (ACh) que promova
alteracdo pressorica na ASM. A administragdo de atropina na ASM nédo afeta a resposta
pressora induzida pela administracdo intraperitonial de pilocarpina (agonista colinérgico
muscarinico). A administracdo prévia de atropina ou a lesao eletrolitica na ASM reduzem
a resposta pressorica e dipsogénica induzidas pela injecdo intracerebroventricular do
agonista colinérgico muscarinico, carbacol, mas ndo produz mudangas nas respostas
induzidas pela injecao intracerebroventricular de ANG Il (BARBOSA, 1995; PAULIN,
2009). De maneira semelhante, a injecdo de carbacol na ASM em animais conscientes
leva ao aumento da pressao arterial e bradicardia (HAIBARA, 1992; COLOMBARI, 1994;
BARBOSA, 1995).
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Diversos trabalhos tém demonstrado haver interagdo entre o0s receptores
serotoninérgicos e colinérgicos (RAMIREZ, 1996; DIEZ-ARIZA, 2002; FINK, 2007),
indicando que os receptores serotoninérgicos modulam a liberacdo de acetilcolina (ACh)
em varias areas cerebrais em diferentes espécies animais. Os receptores 5-HT; parecem
apresentar um ténus inibitério sobre a liberacdo da acetilcolina (LADDHA, 2012; FINK,
2007; RAMIREZ, 1996; MOOR, 1995) A ativacao dos receptores 5-HT3 inibe a liberacao
da ACh em estudos in vitro do cértex de rato e humano. Por outro lado, o bloqueio dos
receptores 5-HT3 facilita a liberacdo de ACh. No hipocampo e em diversas areas corticais
0s receptores 5-HT3 estdo presentes em interneurdnios GABAérgicos e a administracao
de antagonistas dos receptores 5-HT3 bloqueia a acao inibitéria do GABA sobre as vias
colinérgicas, aumentando assim a liberacdo de ACh. Assim, o bloqueio concomitante
destes dois receptores poderia ser importante para a restauracdo da funcao colinérgica
diminuida (RAMIREZ, 1996; DIEZ-ARIZA, 1998; DIEZ-ARIZA, 2002). Por outro lado,
Kumari (2007) demonstrou que a administracdo de atropina intraperitoneal pode causar
um aumento marcante no nivel de serotonina no nucleo dorsal da rafe (NDR). A maioria
dos trabalhos referentes a interacdo de receptores serotoninérgicos e colinérgicos estao
relacionados a memoéria ou a doencas neurodegenerativas e ndo ha ainda dados
mostrando o0 papel desses receptores presentes na ASM sobre a regulagcéo
cardiovascular. De fato, h4 uma importante interacdo entre o0s receptores colinérgicos
muscarinicos e 0s receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 na regulacdo da pressao

sanguinea, como mostrado no presente estudo.

Em estudos anteriores do Laborat6rio de Neurociéncias (ICS — UFBA) mostrou-se que
a administracdo do m-CPBG na dose de 160 nmol, agonista seletivo dos receptores 5-
HT3, intracerebroventricular, reduz a pressao sanguinea (FERREIRA, 2004) enquanto a
administragcao no SM/BDv (Septo Medial/Banda Diagonal de Broca) nédo altera a PAM, em
animais ndo estressados (URZEDO-RODRIGUES, 2011). Dessa maneira, neste trabalho
foi analisada a ativacdo dos receptores 5-HT3; localizados na ASM em animais
estressados e observou-se que a administragdo do m-CPBG impede a resposta
hipertensora e taquicérdica induzida pelo estresse. A administragcdo prévia de
ondansetrona reverte o controle da PAM desempenhado pelo m-CPBG, o que sugere que
a hipertenséo, no estresse, depende totalmente da via serotoninérgica na ASM. Na FC, o
pré-tratamento com a ondansetrona altera de maneira parcial a resposta do tratamento

com o m-CPBG apenas, provavelmente porque a FC é modulada por outras vias além da
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serotoninérgica e, assim, mesmo com o bloqueio serotoninérgico a resposta taquicardica
apresenta-se parcialmente. Estes resultados corroboram dados anteriores do laboratorio
gue mostraram que a administracdo de m-CPBG no 3° ventriculo bloqueia o aumento na
PAM e na FC induzidos pelo estresse (FERREIRA, 2004). Ferreira e cols (2004)
observaram que a administragao intracerebroventricular de ondansetrona (160 nmol) nao
gera alteracdo na PAM em animais estressados, provavelmente porque a pressao ja esta
alta e a ondansetrona ndo leva a aumento adicional. A soma de varios mecanismos
hipertensivos integrados relacionados a resposta ao estresse e exercidos por diferentes
neurotransmissores pode ultrapassar o efeito inibitério dependente dos receptores 5-HT3
(FERREIRA, 2004). Dessa maneira, a agdo da ondansetrona, apenas, nas respostas ao
estresse nao foi verificada e foi dado enfoque para acdo do agonista dos receptores 5-
HT3, m-CPBG, na ASM, que ndo havia mostrado influéncia cardiovascular em trabalhos

anteriores com animais nao estressados.

A serotonina esta envolvida na regulacao das respostas adaptativas ao estresse em
diversas areas centrais. O estresse pode ser definido de maneira ampla como uma
reacdo do organismo a estimulos internos ou externos que sdo interpretados como
perturbacdes a homeostase e ameacas a sobrevivéncia (ULRICH-LAI, 2010; MORA,
2012). A excitacdo ou a sensacdo de perigo geralmente produz o perfil comportamental
padrdo chamado de resposta de fuga ou luta (ou reacdo de alerta). Em determinadas
circunstancias, como a pratica de atividades fisicas, o despertar de emocdes, a dor, 0
estresse e a hemorragia, a pressdo arterial deve permanecer equilibrada para que a
homeostase seja mantida (MOHRMAN, 2007). A exposicdo a condicOes estressantes
gera uma série de respostas adaptativas no intuito de garantir maior chance de
sobrevivéncia ao individuo e, de maneira geral, todas as partes do corpo sao
influenciadas pelo estimulo estressante, mas os sistemas cardiovascular, neuroenddcrino,
imune e gastrointestinal sdo os principais sistemas alvos do estresse (MORA, 2012). A
resposta cardiovascular ao estimulo estressante € caracterizada pelo aumento da
atividade simpética e pela redugcdo da atividade parassimpética levando a taquicardia,
hipertenséo, redistribuicdo do fluxo sanguineo, aumento da contratilidade do coracao, do
débito cardiaco, do tdnus vascular e da resisténcia vascular periférica (BUSNARDO,
2010; LOURES, 2002; PACAK, 2001). A resposta neuroenddcrina ao estresse é
considerada um importante mecanismo de reagdo a estimulos ameacadores e a

regulacdo da fungcdo neuroenddcrina apresenta influéncia fundamental dos neurénios
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serotoninérgicos (CARRASCO, 2003). Evidéncias indicam que a sintese e a liberacdo de
serotonina (5-HT) estdo relacionadas a resposta a estimulos estressantes. A exposicdo
ao estresse agudo leva ao aumento do metabolismo da 5-HT em varias regides centrais e
a concentracdo extracelular de 5-HT em diversas areas centrais € aumentada apos
diferentes tipos de estimulos estressantes (ADELL, 1997). O estresse de restricdo, por
exemplo, tem sido relacionado a sintese e metabolismo de serotonina em algumas areas
do sistema limbico. O sistema nervoso autdnomo e o eixo hipotalamo — hipofise — adrenal
estdo diretamente relacionados as respostas adaptativas ao estresse (ULRICH-LAI, 2010)
e 0S neurdnios serotoninérgicos parecem interagir com neurbnios contendo fator de
liberacdo da corticotrofina (CRF). Além disso, a liberagdo de alguns horménios induzida
pelo estresse pode ser mediada pelo bloqueio de receptores 5-HT3; (CARRASCO, 2003).
No presente trabalho observou-se que a ativacdo dos receptores 5-HT3 presentes na ASM

exerce tonus inibitério sobre a hipertensao induzida por estresse.

Os receptores serotoninérgicos 5-HT3; foram alvos deste trabalho por estarem
diretamente relacionados a regulacdo de atividades essenciais a homeostase e o0 papel
destes receptores ainda ndo estd completamente esclarecido. Os receptores 5-HTj
participam das respostas ansioliticas, antipsicéticas, cognitivas e, na medicina, 0s
antagonistas dos receptores 5-HT3 sdo usados para o tratamento de nauseas e vémito,
associados a profilaxia do céancer, além de ter participacdo no tratamento de doencas
como a sindrome do intestino irritavel e Mal de Alzheimer. Na literatura, a investigacao da
participacdo dos receptores 5-HT3; presentes na ASM no controle central da presséao
sanguinea é escassa. Dados do Laboratério de Neurociéncias (ICS — Universidade
Federal da Bahia) e da literatura (FERREIRA, 2004, CALARESU, 1976, SAXENA, 1995,
COLERIDGE, 1980) mostram que o0s receptores 5-HT3 centrais estdo intimamente
relacionados a regulacdo da presséo sanguinea. A administracdo sistémica de m-CPBG,
agonista dos receptores 5-HT3, gera reducdo da pressdo sanguinea e da frequéncia
cardiaca (COLERIDGE, 1980). A importancia do conhecimento sobre as funcbes e
atuacdo dos receptores 5-HT; estd relacionada ao papel fisioldgico e clinico destes

receptores.
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho permitem sugerir que 0s receptores
serotoninérgicos 5-HT3 localizados na ASM participam da regulacédo cardiovascular em
condicbes basais e no estresse. O bloqueio dos receptores 5-HT3 na ASM gera uma
resposta hipertensora que parece depender da integridade dos receptores colinérgicos
muscarinicos na mesma area, em animais nao estressados. A liberacdo basal de
acetilcolina (ACh) parece nao estar relacionada a atividade cardiovascular na ASM, uma
vez que, em animais nado hipertensos/estressados 0 bloqueio dos receptores
muscarinicos nao altera a PAM e FC. Por outro lado, a ativacdo dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3 na ASM impede as respostas cardiovasculares hipertensora e
taquicéardica induzidas pelo estresse de restricdo e esta resposta pressora esta totalmente
relacionada a via serotoninérgica na ASM, enquanto a FC € alterada apenas parcialmente
pelo bloqueio serotoninérgico prévio, o que sugere que a FC possa estar sendo modulada

por outras vias neurotransmissoras além da serotoninérgica, nas condi¢des de estresse.
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8. RECOMENDAGCOES

O sistema cardiovascular apresenta papel fundamental na manutencdo da
homeostase e a regulacdo deste sistema esta intimamente relacionada com a
sobrevivéncia. Os sistemas no corpo encontram-se, geralmente, em equilibrio dinamico e
as perturbacdes externas e internas podem desencadear alteracdes fisioldgicas a nivel
neural e sistémico. Diversas circunstancias, como estimulos estressantes (fisicos,
psicoldgicos e fisioldgicos) e doencas agudas ou cronicas podem levar a alteracbes na
pressdo sanguinea. A maquinaria responsavel pela regulacdo cardiovascular € bastante
diversa e, apesar do conhecimento sobre a atividade cardiovascular ser amplo, ha
algumas etapas que ainda nao estdo completamente definidas.

O presente trabalho contribui para a elucidacdo da participacdo da area septal medial
e das vias serotoninérgicas e colinérgicas nos mecanismos neurais de regulacéo
cardiovascular. Dados anteriores do laboratério, com injecdes intracerebroventriculares,
mostraram que a ativacdo dos receptores 5-T3 leva a reducdo da pressao sanguinea,
provavelmente por um mecanismo simpatoinibitorio, enquanto o bloqueio desses
receptores leva ao aumento da pressdo sanguinea. Além disso, em outro estudo do
laboratério foi observado que a ativacdo dos receptores 5-HT3 no MS/BDv néo altera a
pressao sanguinea. Diante dos resultados anteriores, optou-se por avaliar o efeito da
ativacdo dos receptores 5-HT3; na ASM na resposta cardiovascular ao estresse e as
possiveis interacdes entre as vias serotoninérgicas e colinérgicas na regulacéo

cardiovascular.

As vias serotoninérgicas e colinérgicas estado relacionadas a diversas atividades
essenciais a homeostase e encontram-se amplamente distribuidas no sistema nervoso
central. Essas vias interagem intensamente e participam de atividades como a regulagéo
cardiovascular e o equilibrio hidro-eletrolitico, além disso, as vias colinérgicas apresentam
papel fundamental na memadria e em outras atividades cognitivas. A interacdo entre as
vias serotoninérgicas e colinérgicas é bastante consolidada, mas a maior parte dos
trabalhos relacionados a esta interagéo refere-se a atividades cognitivas e doencas
neurolégicas (Mal de Alzheirmer, Parkinson, entre outras). A investigacdo da interacao

dessas vias sobre a regulacéo da atividade cardiovascular parece ser fundamental para a
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compreensao das respostas cardiovasculares em condi¢cdes normais e associadas ao

estresse e a doencas, além da descoberta de novos mecanismos regulatérios.

A elaboracédo de trabalhos que permitam identificar os sistemas de neurotransmissao
relacionados com a regulacdo cardiovascular e as possiveis interacdes entre as diversas
vias centrais € necessaria para o esclarecimento e melhor compreenséo dos resultados

encontrados.
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