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I - RESUMO

BATISTA, A.S. PAPEL DOS RECEPTORES DO TIPO 5-HT3 NA AREA SEPTAL
MEDIAL SOBRE O CONTROLE DA PRESSAO SANGUINEA, DO APETITE POR
SODIO E DA INGESTAO HIDRICA. Dissertacio (mestrado)- Universidade Federal da
Bahia/FIOCRUZ, Salvador, 2012.

Diferentes areas do sistema nervoso central que participam da regulacdo
cardiovascular recebem projecdes de nlcleos da rafe produtores de 5-HT. Diversos estudos
tém também demonstrado a participacdo dos receptores serotoninérgicos nas respostas
neuroenddcrinas e emocionais ao estresse e no equilibrio hidrossalino, assim 0s objetivos do
referido trabalho foram: a) estudar o papel dos receptores do tipo 5-HT3 presentes na ASM
(&rea septal medial) sobre as respostas cardiovasculares ao estresse de contencdo em ratos; b)
verificar a possivel interacdo entre os receptores colinérgicos muscarinicos e 5-HT3 presentes
na ASM no controle cardiovascular; c) verificar o papel dos receptores do tipo 5-HT3; na ASM
sobre o controle hidrossalino. Foram utilizados ratos Wistar (280-300g) submetidos ao
implante de uma cénula guia na ASM. Os animais destinados aos estudos cardiovasculares
receberam implante de catéter carotideo para analise da PA. No momento do experimento
referente ao estresse 0s animais receberam injecdo de m-CPBG e ondansetrona na ASM e 15
min ap6s a microinjecdo foram submetidos ao estresse de contencdo com registro da PA. Para
analise da interacdo entre os receptores muscarinicos e 0s receptores serotoninérgicos do tipo
5-HT3 os animais receberam previamente atropina, antagonista colinérgico muscarinico, e
ap6s 10 min receberam ondansetrona com registro constante da PA por mais 110min. No
protocolo experimental para deplecdo de s6dio os animais receberam microinjecdes de
furosemida 24h antes do experimento tendo disponiveis bebedouros de agua destilada. No
momento do experimento 0s animais receberam microinjecoes de m-CPBG e ondansetrona e
ap6s 15 min os volumes de agua e salina 1,5% foram registrados por 2h. Para analise do efeito
do bloqueio dos receptores 5-HT3 sobre o comportamento de ingestdo de dgua 0s animais
foram submetidos a privacdo hidrica por 24h. No momento do experimento microinjecdes de
salina, m-CPBG ondansetrona foram feitas na ASM com medida dos volumes ingeridos ao
longo de 2h. Verificamos que 0s receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 presentes na ASM
inibem o0 aumento da PA em animais submetidos ao estresse, além disso, verificamos também
que a resposta hipertensiva decorrente do blogueio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-
HT3 depende da integridade funcional dos receptores colinérgicos muscarinicos. Por outro
lado, tanto a ativacdo, quanto o bloqueio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT;
presentes na ASM parecem ndo mediar a ingestdo de sodio em animais sddio-depletados nem
a ingestdo de 4gua em animais sob privacéo hidrica.

Palavras-chave: 1. Pressdo arterial; 2. Estresse; 3. 5-HT3; 4. Equilibrio hidroeletrolitico; 5.
Receptores colinérgicos muscarinico



Il - ABSTRACT

BATISTA, A. S. THE ROLE OF 5-HT3; TYPE RECEPTORS IN THE MEDIAL SEPTAL
AREA FOR BLOOD PRESSURE, SODIUM APPETITE AND WATER INGESTION
CONTROL. Dissertation (Mastership) — Federal University of Bahia/ FIOCRUZ, Salvador,
2012

Different areas of the central nervous system that participate in cardiovascular
regulation receive the projections of rafe nuclei that product 5-HT. Several studies have also
demonstrated the participation of serotoninergic receptors in neuroendocrine and emotional
responses for stress and in fluid and electrolyte balance. Thus, the objectives of this work
were: a) to study the role of type 5-HT; receptors present in MSA (medial septal area) on the
cardiovascular responses to stress of restraint in rats; b) to verify the possible interaction
between muscarinic cholinergic receptors and 5-HT3; present in MSA in cardiovascular
control; c) to verify the role of type 5-HTj3 receptors in MSA on fluid and electrolyte control.
There were used Wistar rats (280-300g) submitted to a guide cannula implant in MSA. The
animals for cardiovascular studies received carotid catheter implant to AP analyses. At the
time of stress experiment the animals received m-CPBG and ondansetron injection in MSA
and, 15 minutes after microinjection were submitted to stress of restraint with the AP register.
To analyses the interaction between the muscarinic receptors and 5-HT3 serotoninergic
receptors, the animals previously received atropine, cholinergic muscarinic antagonist, and 10
minutes after received ondansetron with the constant register of AP for 110 minutes more. In
the experimental protocol for sodium depletion animals received furosemide microinjections
24 hours before the experiment with distilled water drinking fountains available. At the time
of the experiment the animals received m-CPBG and ondansetron injection and after 15
minutes the volumes of water and 1,5% saline were registered for two hours. To analyses the
effect of 5-HT3 receptors blockade on the water ingestion behavior the animals had been
submitted to water privation by 24 hours. At the time of the experiment microinjections of
saline, m-CPBG and ondansetron were made in MSA with measurement of ingested volumes
during two hours. We verified that the type 5-HT3 serotoninergic receptors present in MSA
inhibit the increase of AP in animals on stress. In addition, we also verified that the
hypertensive response due to the type 5-HT3 serotoninergic receptors blockade depends on the
functional integrity of the muscarinic cholinergic receptors. On the other hand, both the
activation as the blocking of type 5-HTj3 serotoninergic receptors presents in MSA seem not to
mediate sodium ingest in sodium-depleted animals nor the water ingestion in animals on
water deprivation.

Key-words: 1. Arterial Pressure; 2. Stress; 3. 5-HTs; 4.Fluid and electrolyte balance; 5.
Muscarinic cholinergic receptors.



I11- INTRODUCAO

A serotonina (5HT) é uma das monoaminas com larga distribuicdo no sistema nervoso
central. Os corpos neuronais produtores de serotonina estdo localizados nos nucleos da rafe
mesencefadlica (BARKER; HALLIDAY; TORK, 1990) sendo que as projeces para 0
prosencéfalo tém origem nos nucleos dorsal e mediano da rafe, enquanto as projecdes para 0
tronco cerebral e medula espinhal tém origem nos nicleos da rafe palida e rafe obscura
(JACOBS; AZMITZIA, 1992). O sistema serotoninérgico possui 14 subtipos de receptores
(5-HT1a, 5-HT1g, 5-HTip, 5-htig, 5-htig, 5-HT2a, 5-HT2g, 5-HT2c, 5-HT3, 5-HTy, 5-htsa, 5-
htsg, 5-hts e 5-HT+) que participam de diferentes processos fisiologicos e homeostaticos, além
de modular variedades de comportamentos tais como: ciclo sono-vigilia, apetite, nocicepcao,

humor e comportamento sexual e de defesa.

Diversos trabalhos tém intensificado o papel dos receptores serotoninérgicos em
diferentes condicBes patoldgicas tais como desordens psiquiatricas, disfuncGes do trato
gastrointestinal, distdrbios alimentares, depressdo, ansiedade, péanico e estresse
(NAKAGAWA; ISHIMA; TAKASHIMA, 1998; CHAOULOFF; BERTON; MORMEDE,
1990). Em nosso laboratério temos estudado a participacdo das vias serotoninérgicas centrais
no controle da ingestdo de agua e do apetite por sodio, além de investigar o possivel
envolvimento deste neurotransmissor na regulacdo cardiovascular (CASTRO,et al., 2000,
2002, 2003; FERREIRA et al., 2004, 2005; LUZ et al., 2006).

Dados anteriores do nosso laboratério tém demonstrado que a ativagdo central dos
receptores 5-HT3; evoca significativa hipotensdo em ratos e o bloqueio destes mesmos
receptores resulta em aumento significativo da pressdo sanguinea, mostrando que estes
receptores parecem exercer um ténus inibitério sobre a pressdo sanguinea e que esta acao
parece depender de um mecanismo simpato-inibitério (FERREIRA et al., 2004). No presente
trabalho estudamos o papel dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 presentes na area
septal medial (ASM) sobre a regulagéo cardiovascular em animais submetidos ao estresse de
contengéo.

A érea septal caracteriza-se por ser parte integrante do sistema limbico apresentando
abundante aferéncia GABAérgica, glutamatérgica, colinérgica, serotoninérgica,
dopaminérgica e noradrenérgica (RISOLD; SWANSON, 1997). Apesar dos inumeros



trabalhos tentando demonstrar a interrelagdo entre o sistema serotoninérgico e colinérgico nas
alteracbes no ambito cognitivo, até o0 momento a funcdo desses sistemas na regulacdo
cardiovascular ndo tinha sido estudada. Sendo assim, os dados obtidos no referido trabalho
poderdo contribuir para o entendimento da funcdo integradora desses sistemas.

Evidéncias tém também demonstrado que a ASM é regido importante para o equilibrio
hidrossalino (CAMARGO et al., 2002; SAAD et al., 2004). Apesar de a ASM apresentar
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HTs; a influéncia desses receptores sobre o
comportamento de ingestdo de sddio em animais sédio-depletados e sobre o comportamento
de ingestdo de 4gua em animais sob privacdo hidrica ainda necessitam de maiores estudos.
Com base, nesses questionamentos os dados do presente trabalho podem contribuir para a
analise da funcdo desses receptores presentes na ASM sobre esses comportamentos descritos

anteriormente.



IV-REVISAO DE LITERATURA
Serotonina

A serotonina foi inicialmente descrita em humanos por volta de 1930 em células
enterocromafins do trato gastrointestinal devido o seu efeito na contratilidade da musculatura
uterina (JONNAKUTY; GRAGNOLLI, 2008). Posteriormente em 1948 foi identificada na
circulacdo sanguinea com propriedades tonicas vasoativas, apds pesquisas na tentativa de
elucidar quais vasoconstritores estavam envolvidos na génese da hipertensdo (JONNAKUTY;
GRAGNOLI, 2008). Em 1955 foi encontrada no cérebro de mamiferos e classificada como
neurotransmissor (FILIP; BADER 2009).

A biossintese da serotonina (Figura 01) tem inicio com o processo de hidroxilacdo do
aminoacido L-triptofano para L-5-hidroxi-triptofano reacdo essa catalisada pela enzima
triptofano-5-hidroxilase (TPH; EC 1.14.16.4, hidroxilagéo do triptofano na posigéo 5) (FILIP;
BADER 2009; DIKSIC; YOUNG, 2001). Cerca de 95% dessa monoamina é produzida na
periferia em células enterocromafins encontradas nas criptas do trato gastrointestinal e nas
plaguetas e somente uma pequena fragdo € sintetizada no cérebro, basicamente em neurénios
do tronco cerebral (DUCY; KARSENTY, 2010; JONNAKUTY; GRAGNOLI, 2008). Esses
dois sistemas, independentes, de sintese da serotonina sdo definidos pela presenca das
enzimas triptofano-hidroxilase-1 (TPH1) e triptofano-hidroxilase-2 (TPH2) descobertas a
partir do estudo em animais que ndo apresentavam a enzima triptofano hidroxilase (NI;
WATSS, 2006). TPH1 é responsavel pela sintese da serotonina nas células enterocromafins,
sendo entdo captada pelas plaquetas pelo transportador 5-HT (5-HTT) ou o transportador de
serotonina (SERT), o qual é responsavel pelo aporte de serotonina para todos os 6rgdos com
excecdo do cérebro por ndo ser capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (FILIP;
BADER, 2009).
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No cérebro a enzima responsavel pela sintese da serotonina é a TPH2, onde ocorre a
descarboxilacdo do L-5-triptofano em serotonina, sendo estocada em vesiculas sinapticas,
mais precisamente em granulos secretorios (Figura 02). Entretanto, vale ressaltar que a
serotonina periférica ndo é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, apenas a molécula
hidroxilada consegue transpor esta barreira. O processo de catabolismo da serotonina é
dependente da monoamina oxidase mitocondrial tipo A, inicialmente oxidada a aldeido e
posteriormente a &cido 5-hidroxindolacético (FILIP; BADER, 2009; JONNAKUTY;
GRAGNOLLI, 2008).
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Por apresentar estrutura quimica similar ao alcaldide monoaminico triptamina,
dimetiltriptamina, dietriptamina e melatonina que sdo quimicamente relacionados ao
aminoacido triptofano, e pela presenca do anel indol a serotonina compbe o grupo das
indolaminas (PYTLIAK et al., 2011).

Devido a liberagdo de serotonina dos terminais neuronais em quase a totalidade do
SNC, essa monoamina esta envolvida em importantes funcBes fisioldgicas tais como
regulacdo da pressdo sanguinea, da temperatura corpérea, do apetite, da liberacdo de
prolactina e outros horménios, da percepgdo da dor e do comportamento emocional. Sabe-se
também que o sistema serotoninérgico esta envolvido na patogénese de doencas como a
hipertenséo, a depressdo, a disfun¢do hormonal e a ansiedade (FINK; GOTHER, 2007).

Esta multiplicidade de acdo da serotonina no Sistema Nervoso Central (SNC) é
exercida via 14 subtipos de receptores serotoninérgicos que sdo diferentes na genética, na
farmacologia e na funcionalidade e estdo distribuidos em 7 familias ( 5-HT; — 5-HT>) de
acordo com a sequéncia de aminoacidos, com o mecanismo de transdugdo de sinal e com 0s
critérios farmacologicos e funcionais (FINK; GOTHER, 2007). A afinidade da serotonina a
diferentes tipos de receptores garante flexibilidade da acdo da 5-HT, além de facilitar a
adaptabilidade do organismo as diferentes mudangas ambientais e fisiologicas. Além disso, a
diferenca de afinidade da 5-HT devido a diversidade de receptores prové ao neurdnio a



capacidade de detectar e responder de forma diferenciada em relagdo a quantidade de

serotonina presente na fenda sinaptica (UPHOUSE, 1997).

Os corpos celulares e dendritos dos neurdnios produtores de serotonina estdo
localizados nos nucleos da rafe (Figura 03), projetando-se para a maioria das areas cerebrais e
medula espinhal. Estes grupos neuronais da rafe produtores de serotonina foram classificados
em grupos (Tabela 01) B1 a B4 que apresentam projecOes descendentes para a medula
espinhal e grupos B5 a B9 os quais ascendem para o prosencéfalo (FINK; GOTHER, 2007).
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Figura 03: Localizacdo dos grupos serotoninérgicos em secc¢do sagital do Sistema Nervoso Central de ratos. OT,
tubérculo olfatério; Sept, septo; C.Put, caudado putamen; G.Pal, globo palido; T, talamo; H, habenula; S.Nigra,
substancia nigra (Fonte: SIEGEL; AGRANOFF; ALBERS, 1999).

Tabela 01: Classificacdo dos grupos dos corpos celulares serotoninérgicos de acordo com Dahlstrom e Fuxe e
estrutura anatdmica correspondente (Fonte: SIEGEL; AGRANOFF; ALBERS, 1999).

Grupos celulares Estrutura Localizagéo
serotoninergicos
B, Ncleo rafe palida Bulbo ventrolateral
B, Ncleo rafe obscura Bulbo ventral
Bs; Nucleo rafe magna Bulbo ventrolateral rostral, niicleo paragingatocelular lateral
B, Ncleo rafe obscura Parte dorsolateral do bulbo
Bs Ncleo rafe mediana Parte caudal da ponte
Bs Nucleo dorsal da rafe Parte caudal da ponte
B, Nucleo rafe dorsal principal | Parte rostral da ponte
Bs Ncleo rafe mediana Parte rostral, ntcleo caudal linear, ntcleo pontino oral.
By Ncleo ponte oral Regido supralemnisco




Todos os receptores serotoninérgicos, com excecao dos receptores do tipo 5-HT3 sdo
estruturalmente relacionados a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Os seis
receptores que sdo associados a proteina G sdo caracterizados pela natureza da sequéncia de
aminoacidos presentes na molécula. O receptor 5-HT; apresenta 5 membros em sua
subfamilia (5-HT1a, 5-HT1g, 5-HT1p, 5-HT1g, 5-HT1¢) sendo seu mecanismo de agdo através
da diminuicdo da concentracdo de cAMP. O receptor 5-HT, apresenta em sua subfamilia 3
membros ( 5-HT,a, 5-HT2s, 5-HT,c) e seu mecanismo de agdo ocorre com aumento
intracelular da concentracdo de Inositol-3-Fosfato (IP3) e diaciglicerol (DAG). Dados
recentes tém demonstrado haver multiplas variantes do receptor 5-HT4 (5-HT4a, 5-HT4g, 5-
HTac, 5-HTsp, 5-HT4e, 5-HT4r, 5-HTss, 5-HTay ,5-HTsns) apresentando diferenca no
segmento C-terminal, mas com similaridade farmacoldgica, além de serem estimulados pela
adenilciclase. O receptor 5-HTs apresenta dois subtipos funcionais em roedores denominados
5-HTsa € 5-HTsg, em humanos é observado apenas o subtipo 5-HTsa, pois 0 gene que codifica
0 5-HTsg inclui codons de parada, 0 que o torna ndo-funcional. Até o presente momento a
farmacologia desse receptor é desconhecida, alguns acreditam que devido a sua localizagéo
estes receptores estejam envolvidos no controle motor, na ansiedade, depresséo, consolidagédo
da memoria, comportamento adaptativo e desenvolvimento cerebral. Os receptores 5-HTg sdo
expressos no ndcleo caudado, no tubérculo olfatério, no hipocampo e nicleo acumbens e sua
ativacdo estimula a atividade da adenilciclase. E por fim, o 5-HT7 apresenta 5 isoformas que
diferem no segmento C-terminal, mas exibem a mesma propriedade farmacoldgica
(GERHARDT; HEERIKHUIZEN, 1997; HANNON; HOYER, 2008; FILIP; BADER, 2009;
PYTLIAK et al., 2011; MASSON et al., 2012)

O receptor 5-HT3 é membro da familia de receptores ligantes-ibnicos, nesta
superfamilia inclui-se 0s receptores da acetilcolina, os receptores do 4&cido gama-
aminobutirico (GABA) e os receptores da glicina (DAVIES, 2011), cuja 5 subunidades sao
arranjadas simetricamente ao redor de um poro i6nico condutor (THOMPSON et al., 2006). A
ativacdo do receptor 5-HT3; medeia uma rapida resposta despolarizante no sistema nervoso
central e periférico devido a abertura dos canais idnicos catidnicos ndo seletivos, conduzindo
primariamente cations monovalentes como o Na* e K*, mas também cations divalentes, como
o Ca*". (MOCHIZUKI et al., 2000; MACHU, 2011).

Os receptores 5-HT3 estdo presentes em estruturas corticais e subcorticais incluindo o
cortex cerebral, o sistema olfatorio, o sistema limbico (hipocampo, amigdala), ganglios

basais, a substancia cinzenta central, a formacao reticular mesencefalica e o ndcleo dorsal da



rafe. Em nivel do nucleo dorsal da rafe os receptores 5-HT3 sdo parcialmente expressos em
interneurdnios glutamatérgicos (MONTI, 2010).

Os primeiros antagonistas dos receptores 5-HT; com alta afinidade e seletividade
foram formulados com base na estrutura da 5-HT e dos antagonistas ndo-seletivos cocaina,
bemesetron e tropisetron (WALSTAB; RAPPOLD; NIESLER, 2010). O estudo
farmacocinético desses antagonistas foi o ponto chave no entendimento do papel dos
receptores 5-HT3 na regulacdo da emese o que ratifica o uso de antagonistas dos receptores 5-
HTs; como padrdo ouro no tratamento antiemético durante a quimioterapia, principalmente,
por terem rapida absor¢do, prontamente atravessarem a barreira hematoencefalica e por serem
metabolizados pelo sistema do citocromo P450 (ENGLEMAN et al., 2008; WALSTAB,;
RAPPOLD; NIESLER, 2010).

Nakagawa, Ishima e Takashima (1998) demonstraram que o agonista seletivo dos
receptores 5-HT3 0 1-m-clorofenil-biguanidina (m-CPBG) atenua o efeito dos antidepressivos
desipramina e imipramina em reduzir o tempo de imobilidade no teste do nado forcado,
sugerindo que a supressao da atividade dos receptores 5-HT3; pode contribuir para a agéo
desses agentes antidepressivos. Dados da literatura também mostram que o m-CPBG
apresenta acdo ansiogénica no teste da cruz elevada em ratos (NAKAGAWA,; ISHIMA,;
TAKASHIMA, 1998).

Ha de se destacar a acdo dos receptores 5-HT3; na sensibilizacdo comportamental
induzida pelo uso de psicoestimulantes. Yoo et al., (2006) mostraram que o 8-metil-8-
azabiciclo [3,2,1] octano-3-j]3,5 diclorobenzoato (MDL 72222- antagonista dos receptores 5-
HT3), atenua a expressdo e o desenvolvimento de sensibilizacdo comportamental induzidos
pelo uso de metanfetamina. Dados da literatura tém demonstrado que o uso de
psicoestimulantes e de cocaina induzem aumento da resposta a estas substancias a medida que
Seu uso é intermitente e repetitivo, pois o sistema neuronal passa por um processo de
adaptacdo e hipersensibilidade. Sendo assim, o0 uso de antagonistas serotoninérgicos no
tratamento de dependéncia a metanfetamina pode ser um grande avanco para a salde publica
(AGO et al., 2008). Os receptores 5-HT3; parecem ter importante papel também no
desenvolvimento do alcoolismo. Estudos clinicos tém demonstrado que os antagonistas dos
receptores 5-HT3 séo eficazes na reducdo do desejo pelo consumo do alcool, no nimero de
episddios de ingestdo de &lcool, nos sintomas de ansiedade, depressdo e hostilidade que

frequentemente estdo associados com alcoolismo como descrito na literatura sobre o



tratamento com ondansetrona em pacientes com histérico de alcoolismo que tiveram reducao
de forma significativa do consumo de alcool (JOHNSON et al., 2000; RUSCH et al., 2007)

Diversos trabalhos tém relacionado a ativacdo dos receptores do tipo 5-HT3; com
disfuncdo do trato gastrointestinal (Figura 04). E sabida a aco desses receptores no controle
da peristalse e da secrecdo gastrica, além disso, os receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3
estdo envolvidos na mediacdo da resposta anoréxica e o uso dos seus antagonistas tem sido
eficaz no tratamento de pessoas com disturbios alimentares. Ha de se destacar também o papel
desses receptores no processo de nocicepgdo uma vez que a 5-HT ativa os receptores do tipo
5-HT; pressinépticos nos terminais nervosos centrais favorecendo a resposta reflexa para a
sensacdo de dor. Devido a sua expressdo em diversas areas cerebrais, a serotonina tem sido
relacionada a patogénese da ansiedade e depressdao. Dados da literatura tém demonstrado que
a acdo dos antagonistas serotoninérgicos do tipo 5-HT; séo eficazes como drogas ansioliticas.
Apesar de ainda ndo conclusivos, diversos trabalhos tém tambem tentado relacionar o papel
da serotonina na génese da esquizofrenia, uma vez que em humanos o uso de antagonistas dos
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 contribui para a melhora dos sintomas da
esquizofrenia (WALSTAB; RAPPOLD; NIESLER, 2010).
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Figura 04: Papel dos receptores 5-HT3; em diferentes condicoes patoldgicas. (Fonte: WALSTAB;
RAPPOLD; NIESLER, 2010)

Controle cardiovascular e serotonina

No SNC a serotonina regula os centros cardiovasculares via neurdénios da rafe obscura
e palida que se projetam para areas autondmicas do tronco cerebral e medula espinhal,
enquanto que os neurdnios da rafe dorsal e mediana se projetam para areas prosencefalicas
(COTE et al., 2004). As respostas cardiovasculares dos agentes serotoninérgicos variam de
espécie para espécie e com o subtipo de receptor serotoninérgico estudado (SZABO; BUTZ;
ALPER, 1998; RAMAGE, 2001). A serotonina e seus analogos, quando injetados
centralmente, podem produzir tanto efeito hipotensor, quanto hipertensor (KUHN; WOLF;



LOVENBERG, 1980). Diversos trabalnos mostram que o0s principais receptores
serotoninérgicos envolvidos na regulacdo cardiovascular sdo dos tipos 5-HTa, 5-HT, e 5-HT3
(VILLALON et al., 1997; RAMAGE, 2001; COTE et al., 2004).

A ativacdo dos receptores 5-HTi na substancia cinzenta periaquedutal (PAG) atenua
a resposta taquicardica evocada pela ativacdo farmacoldgica do hipotalamo dorsomedial
(DMH) bem como a resposta taquicardica e pressora induzida pelo estresse de jato de ar,
mostrando que os receptores 5-HT;a presentes na PAG tém importante papel na modulacéo
da via descendente cardiovascular do DMH (VILLELA; da SILVA Jr.; FONTES, 2009).
Esses dados confirmam o papel dos receptores 5-HT;a na regulacéo cardiovascular observado
anteriormente na literatura apds microinjecbes do 8-hidroxi-2-N-dipropilamino-tetralina (8-
OH DPAT) no nucleo retrofacial que levou a diminuicdo da pressdo sanguinea em ratos, gatos
e cdes (MCCALL; CLEMENT, 1994).

Recentemente foi demonstrado que os receptores do tipo 5-HT2a € 5-HT g participam
do processo de remodelagem do tecido valvar aértico induzido pelo coldgeno em pacientes
com disfungdo cardiovascular (BALACHANDRAN et al., 2012). Além disso, € observado
que 0S seus agonistas causam aumento da pressdo sanguinea ao agir na periferia como
potentes vasoconstritores (RAMAGE; VILLALON, 2008). Em humanos observa-se 0 uso do
antagonista ketanserina no tratamento da hipertensdo (NALIVAIKO; SGOIFO, 2009).

Bonagamba et al. (2000) mostraram que a administragdo do m-CPBG, no nucleo do
trato solitario (NTS) causa reducdo dose-dependente da resposta depressora e bradicardica a
microinjecdo local ipsilateral do N-metil-D-aspartato (NMDA). A aplicacdo ionoforética do
antagonista dos receptores 5-HT3, granisetron, atenua a ativacdo dos neurénios do NTS pelos
aferentes cardiopulmonares (RAMAGE; VILLALON, 2008).

Dados do nosso laboratério (FERREIRA et al., 2005) mostram que a administracao
central no 3° ventriculo do agonista do receptor 5-HT,, meta-clorofenilpiperazina (mCPP) ,
resulta em significante resposta hipertensiva em ratos ndo estressados, sendo o periodo inicial
dessa resposta hipertensiva acompanhado por Dbradicardia reflexa. Anteriormente
demonstramos que a estimulacdo farmacoldgica dos receptores 5-HT3 através de injecfes com
m-CPBG no 3° ventriculo induz significante diminui¢do da pressdo sanguinea em ratos nao
estressados e impede que haja aumento da presséo arterial quando os animais sdo submetidos
ao estresse de contencdo (FERREIRA et al., 2004). Porém, até 0 momento nao foi estudado o
efeito cardiovascular dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 presentes na ASM em
ratos submetidos ao estresse de contencao.



Serotonina e apetite por sédio

Devido a grande importancia do balanco de Na* para a homeostasia dos liquidos
corporais, grande numero de estudos tem sido realizado para melhor caracterizagdo das vias
neuronais que regulam o apetite por sédio. Os circuitos serotoninérgicos originados da rafe
mesencefalica tém sido apresentados como participantes da homeostase hidroeletrolitica
(REIS et al., 1994; FRANCHINI et al., 2002; LIMA et al., 2003). A deplecdo de sodio
diminui, enquanto que a ingestdo de salina hipertonica aumenta a expressdo de FOS em
neurbnios serotoninérgicos localizados no nucleo dorsal da rafe (GODINO et al., 2007),
mostrando a importancia do sistema serotoninérgico na regulacéo da ingestdo de sédio.

O sistema serotoninérgico central pode regular o apetite por sédio por acdo em
estruturas do tronco cerebral tais como o nucleo parabraquial lateral (LPBN) e em areas
prosencefalicas (MAGALHAES-NUNES et al., 2007). Dados anteriores do nosso laboratério
mostram que a administracéo intracerebroventricular dos agonistas dos receptores 5-HTg/oc €
dos receptores dos 5-HTj3 inibe a ingestdo de sodio (CASTRO et al., 2003). Além disso, 0
bloqueio farmacol6égico dos receptores 5-HT,, na amigdala medial, pelo antagonista cis-
4,5,7%,8,9,10,11,112-Octahidro-7H-10-metilindol[1,7-bc][2,6]-naftiridino fumarato (SDZ SER
082) reduz significativamente a ingestdo de sédio em ratos sodio-depletados (LUZ et al.,
2006). Posteriormente, verificamos que a ativacdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-
HT; reduz a ingestao de s6dio em animais sodio-depletados sendo este efeito revertido com o
pré-tratamento com ondansetrona (LUZ et al., 2007). Esses dados levam-nos a concluir que o
sistema serotoninérgico tem importante participacdo no controle da ingestdo de sddio por agir
em estruturas prosencefélicas envolvidas nesse controle. Entretanto, até o presente momento

nao se conhece o efeito desses receptores no controle do apetite por sédio na ASM.

Serotonina e estresse

O termo “estresse” foi definido na década de 1930 como sendo a resposta fisioldgica
adaptativa dos organismos as mudancas fisicas ou emocionais perceptiveis ou nao pelo
endocrinologista Hans Seyle (LAURACHE; MULAK; TACHE, 2011). Entretanto, os estudos
sobre a fisiologia do estresse foram iniciados em 1915 apds a observacdo por W. Cannon de
que as respostas de “fuga ou luta” ocasionadas por distdrbios orgénicos e ou ambientais



tinham envolvimento do sistema simpatico, o qual levava ao aumento da frequéncia cardiaca
e da respiracdo, bem como a inibicdo de respostas vegetativas relacionadas com reproducao,
digestdo, crescimento e alimentacio (LAURACHE; MULAK; TACHE, 2011).

O estressor pode ser entendido como fator ou estimulo que leva a alteracdo do estado
de homeostasia. De acordo com os dados da literatura estd agrupado em 4 categorias
principais: 1) estressor de natureza fisica que pode ser causado pelo frio, calor, radiacdo
intensa e outros fatores; 2) estressor de natureza psicolégica que reflete uma resposta
apreendida em uma experiéncia adversa prévia; 3) estressor de natureza social que reflete
alteracOes nas interacdes entre individuos e 4) estressor que desafia a homeostasia metabolica
e cardiovascular, como por exemplo exercicio fisico (PACAK e PALKOVITS, 2001). A
resposta do organismo ao estressor ocorrerd através de um padrdo integrado de mudancas
enddcrinas, autondémicas e comportamentais que foi conservado ao longo da evolugdo através
das espécies de mamiferos sendo vista como uma resposta adaptativa por possibilitar a
sobrevivéncia do individuo (DIMICCO et al., 2006).

Diversos estudos tém tentado ratificar a hipétese de que as diferencas individuais na
reatividade ao estresse estdo associadas a predisposicdo genética e envolve a desregulacdo do
sistema serotoninérgico ligado ao polimorfismo do transportador de serotonina. Gardner et al.
(2009) demonstram que ha aumento da expressdo do RNA, para serotonina em neurénios da
rafe dorsal em ratos adultos submetidos a estresse social e que esta expressdo é mais intensa
em animais que foram submetidos a estresse em idade precoce como por exemplo, separacdo
maternal, mostrando sensibilidade dos neurdnios da rafe ao estresse. Em humanos observou-
se que a presenca de uma ou duas cépias da regido polimérfica do transportador de 5-HT
aumenta de forma expressiva 0s sintomas depressivos e suicidas quando comparados com
individuos homozigotos, mas somente em consequéncia de eventos de vida estressantes
(GARDNER et al., 2009; NIETZER et al., 2011).

Diversos trabalhos tém demonstrado a presenca de terminais nervosos de 5-HT ou
receptores de 5-HT em regides cerebrais responsaveis pelas respostas neuroenddcrinas
(hipocampo, hipotalamo, tronco cerebral, etc) e regifes comportamentais ao estresse
(amigdala, hipocampo, cértex, substancia cinzenta periaquedutal etc) (CHAOULOFF;
BERTON; MORMEDE, 1999). Lopes et al. (1999) demonstraram haver reducdo possinaptica
de receptores do tipo 5-HT; em resposta ao estresse cronico e estresse agudo intenso em ratos.
Nalivaiko e Sgoifo (2006) mostraram que a administracdo sistémica de 8-hidroxi-2-N-



dipropilamino-tetralina (8-OH-DPAT-agonista seletivo do receptor 5-HTia) diminui a
resposta taquicardica e pressora causados pelo estresse de jato de ar em coelhos e pelo
estresse de restricdo em ratos (NALIVAIKO; SGOIFO, 2009). Dados do nosso
laboratério mostraram que o bloqueio dos receptores 5-HT,c centrais impede a resposta
hipertensiva caracteristica do estresse sem modificar a resposta taquicardica (FERREIRA et
al., 2005). O tratamento crbénico de ratos Wistar machos e fémeas com tropisetron e
ondansetrona, ambos antagonistas dos receptores serotoninérgicos 5-HTs, reduz ou reverte o
aumento da pressdo sanguinea induzida pelo estresse psicolégico (NALIVAIKO; SGOIFO,
2009), mostrando que a 5-HT é um importante neurotransmissor que medeia as mudancas

cardiovasculares induzidas pelo estresse.

Com o avango da biologia molecular foi possivel caracterizar os peptideos,
neurotransmissores e fatores envolvidos na resposta ao estresse e com isso foi possivel
entender que quando ocorre a percepcao do estimulo estressor diversas regides cerebrais tais
como, amigdala, cortex prefrontal, ponte e bulbo, ativam o nicleo paraventricular do
hipotadlamo induzindo a liberacdo do fator liberador de corticotrofina e de arginina-
vassopressina que agem dentro do sistema porta hipofiseal. A terminacdo da resposta ao
estresse ocorre através de um “feedback negativo” que em humanos é devido ao cortisol e em,
roedores, em resposta a corticosterona (LARAUCHE; MULAK; TACHE, 2011).

Caracterizacao anatdmica da area septal medial

A érea septal € um agrupamento de nucleos localizados entre os cornos anteriores dos
ventriculos laterais e abaixo do corpo caloso. E parte integrante do sistema limbico e faz
conexdo com o hipotdlamo e o tronco cerebral. A &rea septal apresenta duas divisGes
principais, o septo lateral (LS) e o septo medial/ banda diagonal de Broca que por sua vez séo
subdivididas em quatro grupos: grupo lateral (septo lateral (LS), septofimbrial e o nucleo
septohipocampal); complexo septal medial (ntcleos septal medial (ASM) e banda diagonal de
Broca (BDB); grupo posterior (nucleos triangulares e leito da comissura anterior e da estria
medular); e grupo ventral (nicleo do leito da estria terminal) (HAGHDOOST-YAZD et al.,
2009).

O complexo septo medial/ banda diagonal de Broca (ASM/DB) recebe projecoes
serotoninérgicas principalmente da rafe mediana (ALREJA, 1996). O complexo ASM/DB
também apresenta alta densidade de fibras e receptores nicotinicos, muscarinicos, e
GABAérgico (THINSCHMIDT et al., 2005). Sabe-se também que o complexo ASM/DB



contém neurdnios glutamatérgicos (HUH et al., 2008) e neurbnios que coexpressam
marcadores para varios fenotipos de neurotransmissores, mostrando que esses neurénios tem a
capacidade molecular para co-liberar multiplos transmissores (HUH et al., 2008).

Estudos neuroanatdmicos tém mostrado que a ASM recebe e envia projecdes para
areas prosencefalicas envolvidas na regulacdo cardiovascular e balango hidroeletrolitico, tais
como o 6rgdo subfornical (SFO), a area predptica medial (mPOA) e o hipotalamo lateral (LH)
(PAULIN et al., 2009).

Neur6nios do complexo ASM/DB projetam-se para o hipocampo modulando
atividades cognitivas como a memdria (HUH et al., 2008). A destruicdo de neurdnios da
mPOA e da ASM através da injecdo intracerebral com NMDA leva ao aumento da
temperatura corpdrea de ratos, sendo a resposta semelhante quando apenas a mPOA foi
lesionada mostrando que a ASM também apresenta influéncia na termorregulacdo através da
mPOA (SRIVIDYA; MALLICK; KUMAR, 2007).

Area septal medial no controle cardiovascular, equilibrio hidroeletrolitico e estresse.

Evidéncias tém demonstrado que a ASM, um subnucleo da area septal, esta envolvida
na regulacdo cardiovascular e no balanco do liquido eletrolitico. Barbosa et al. (1995)
demonstraram que o tratamento com atropina nas doses de 0,1 e 5,0 nmol na ASM reduz o
efeito pressor e dipsogénico induzido pela injecdo intracerebroventricular de carbacol. Além
disso, a literatura tem demonstrado que a ASM apresenta conexdes anatdmicas e funcionais
com sitios cerebrais envolvidos na regulacdo cardiovascular e eletrolitica como fora
observado por Colombari et al. (1994) que ao lesionarem de forma eletrolitica a ASM
observaram haver reducdo da resposta pressora e dipsogénica induzida pela injecdo de ANG
Il no 6rgdo subfornical (SFO) (BARBOSA et al., 1995; COLOMBARI et al., 1994).

Estudos posteriores demonstraram que a ASM apresenta conexfes também com o
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN), estrutura que se caracteriza por ser um centro
integrador de sinais neurais envolvidos na regulagdo da pressdo arterial, no comportamento de
ingestdo e na liberacdo de vassopressina, dado esse confirmado apés a injecdo de losartan,
antagonista seletivo dos receptores da angiotensina Il, na dose de 40 nmol no PVN que
causou o0 bloqueio da resposta da ANGII injetada na ASM em relacdo ao comportamento de
ingestdo de agua e sodio e resposta pressora (CAMARGO et al., 2002).



Saad et al. (2004) demonstraram que a injecdo de losartan na dose de 80nmol, no
nacleo supradptico (SON) reduz a ingestdo de dgua e NaCl e aumenta a pressao arterial
média (PAM) induzida pela ativacdo angiotensinérgica da area septal lateral (ASL) que é
circunvizinha a ASM. Camargo et al. (2007) demonstraram que a injecdo de vasopressina do
tipo 2 (A2AVP) em diferentes doses na ASM aumenta a ingestdo de agua induzida por
privacdo hidrica (24h), além de aumentar a ingestdo de sodio em ratos sodio depletados
(SAAD et al., 2004; CAMARGO et al., 2007).

Diversos trabalhos tém demonstrado a importancia da ASL na modulagédo
comportamental e neuroenddcrina ao estresse como apresentado por Kubo et al. (2002) que ao
injetarem previamente, ao periodo do estresse, muscimol, agonista dos receptores do acido
gama amino-butirico (GABA-A), ASL ocorreu o bloqueio da resposta pressora caracteristica
do estresse de imobilizacdo. Entretanto, a literatura até 0 momento ndo havia demonstrado o
papel da ASM no controle cardiovascular em resposta ao estresse 0 que tornou O NOSSO
trabalho pioneiro nessa analise.

Dados anteriores do nosso laboratério tém demonstrado que o bloqueio
farmacoldgico dos receptores do tipo 5-HTj3 localizados na ASM com ondansetrona causa
aumento da pressao arterial além de aumentar de forma significante a resposta bradicardica
seguida da hipertensdo induzida pela fenilefrina em animais que receberam ondansetrona.
Verificamos também que o aumento da pressdao sanguinea seguido do blogueio desses
receptores é dependente da integridade dos receptores angiotensinérgicos AT1 localizados no
complexo ASM/DB, haja vista que o pré-tratamento com losartan, antagonista dos receptores
angiotensinérgicos AT1, bloqueou o efeito hipertensor induzido pela ondansetrona
(URZEDO-RODRIGUES, et al., 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que a area septal recebe projecbes tanto
colinérgicas quanto serotoninérgicas ou é composta de nucleos colinérgicos que recebem
projecbes serotoninérgicas (HELLWEG et al, 2001; DAVID- JELTSCH; KOENIG;
CASSEL, 2008). Essa interacdo tem sugerido papel importante desses sistemas em desordens
afetivas. Entretanto, a maioria dos estudos sobre esses sistemas tem sido focada apenas em
aspectos cognitivos. Embora os receptores 5-HT3 e colinérgicos estejam presentes na ASM a
funcéo desses sistemas na regulacdo cardiovascular ainda ndo tem sido estudada o que ratifica
um dos objetivos desse estudo.

Baseado nesses dados nos propusemos também a estudar o papel dos receptores do
tipo 5-HT3 presentes na ASM sobre o equilibrio hidrossalino, com base no efeito do bloqueio



desses receptores sobre a ingestdo de agua em animais sob privacao hidrica e sobre o efeito do

apetite por sddio em animais sodio-depletados.



V-OBJETIVOS e HIPOTESES

Objetivo geral:
Investigar a participacdo dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 presentes na ASM nas
respostas cardiovasculares ao estresse, no comportamento de ingestdo de sédio e agua e sua

interagdo com vias colinérgicas.
Objetivos Especificos:

1. Verificar o efeito da ativacdo e do bloqueio farmacolédgico dos receptores 5-HT3 presentes
na ASM nas respostas cardiovasculares em ratos submetidos ao estresse.

2. Estudar o papel dos receptores colinérgicos nas respostas cardiovasculares induzidas pelo
blogueio dos receptores 5-HT; presentes na ASM em ratos ndo-estressados.

3. Verificar o papel dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 presentes na ASM sobre o
comportamento de ingestdo de sédio em animais sddio-depletados.

4. Verificar o efeito do bloqueio dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 presentes na ASM
sobre o comportamento de ingestdo de &gua em animais sob privacdo hidrica.

HIPOTESES

1. A ativacao dos receptores 5-HT3 presentes na ASM impede a resposta pressora ao estresse

em ratos.

2. O bloqueio dos receptores 5-HT3 presentes na ASM aumenta a resposta pressora ao

estresse em ratos.

3. A resposta pressora induzida pelo bloqueio dos receptores 5-HT3; ha ASM em ratos néo-
estressados depende da atividade colinérgica nesta area.

4. O blogueio dos receptores 5-HT; na ASM em ratos sddio-depletados blogqueia o

comportamento de ingestdo de sodio.

5. O bloqueio dos receptores 5-HT; na ASM em ratos sob privacdo hidrica estimula a
ingestdo de agua



VI- MATERIAIS E METODOS

VI. 1- Animais:

Foram utilizados ratos Wistar machos adultos pesando 280-310g provenientes do
Biotério Setorial do Laboratorio de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Bahia.

Cirurgias:

VI. 2- Implante de canula na Area Septal Medial (ASM)

Para o implante de canulas de aco inoxidavel (14 x 0,7 mm) area septal medial os
animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/11,5 mg/Kg) intraperitoneal. As
seguintes coordenadas esteriotaxicas do Atlas Paxinos (1986) foram usadas: antéro-posterior
= 0,5mm; lateral= 0,0mm; vertical = -5,0mm. Todas as medidas foram feitas tomando como
referencia a linha sagital e o bregma.

As cénulas foram fixadas ao cranio bem como o parafuso de ago inoxidavel com
acrilico odontoldgico. Para prevenir possiveis obstrucbes das canulas, mandris de aco
inoxidavel foram inseridos nas mesmas. Apds o procedimento cirlrgico os animais receberam
doses profilaticas de pentabidtico veterinario (benzilpenicilina benzatina 24,000Ul;
benzilpenicilina procaina 12,000Ul; benzilpenicilina potéssica 12,000Ul;
diidroestreptomicina; base 10 mg estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; im) e
antinflamatdrio/analgésico(flunixina meglumina 2,5mg/kg; sc).

Apobs o implante das canulas centrais 0s animais eram mantidos nas suas respectivas
caixas individuais em sala com temperatura de 22+2 °C e luz controlada com periodo de
claro/escuro de 12h sendo disponibilizados livremente racdo e agua filtrada durante o periodo
pOs-operatdrio. Durante quatro dias 0s animais eram diariamente manipulados para adaptacao

as condicdes experimentais.

V1. 3- Cateterizacao da carétida
Apb6s quatro dias da cirurgia central para implante das canulas e 24h antes do
experimento os animais foram anestesiados novamente com cetamina/xilazina (80/11,5

mg/Kg) intraperitoneal para implante na carétida esquerda de catéter feito com polietileno



(PE50) preenchido com solugdo de heparina (1000U/ml) sendo exteriorizado no dorso do
animal.

Apb6s o procedimento cirdrgico os animais receberam doses profilaticas de
pentabidtico veterinario (benzilpenicilina benzatina 24,000Ul; benzilpenicilina procaina
12,000Ul; benzilpenicilina potassica 12,000Ul; diidroestreptomicina base 10 mg
estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; i.m) e antiinflamatdrio/analgésico (flunixina

meglumina 2,5mg/kg; sc)

V1. 4- Drogas e microinjegdes
Foram utilizadas microsseringas Hamilton de 10 pl (Hamilton Co. Inc.) para a

microinjecdo de drogas através das canulas centrais. As microsseringas eram conectadas ao
tubo de polietileno (PE10) e a agulha injetora Gengival 30G de 15 mm. O volume injetado na
ASM foi de 2pl. As drogas utilizadas foram obtidas da Sigma Aldrich da Tocris Coockson,
Inc. Ballwin,M.O. , diluidas em salina isotdnica estéril nas seguintes:

Salina isotonica (NaCl 0,15 M)

[1-(3-Clorofenilbiguanidina)], (m-CPBG)- agonista seletivo dos receptores 5-HT3 na

dose de 160 nmol.

Ondansetrona- antagonista seletivo dos receptores 5-HT3 nas doses de 80 e 160 nmol.

Atropina- antagonista colinérgico muscarinico nas doses de 2,5 e 5,0 nmol.

Furosemida- diurético de alga (10mg/kg, s.c).

V1. 5- Registro da pressao arterial pulsatil

Apobs 24h da cirurgia de cateterizagcdo da carétida os animais tiveram seus catéteres
conectados ao transdutor de pressao arterial e este ao amplificador e ao sistema de aquisigdo
de dados (AgDados versdo 5,0 — Lynx Tecnologia Eletronica Ltda). A taxa de aquisicdo de
dados foi de 1000Hz, a pressao sistolica, diastélica e a frequéncia cardiaca foram calculadas a
partir do registro da pressdo pulsatil através do programa de software Acgknowledge. Segue
abaixo o célculo utilizado para pressdo arterial média, delta PAM e delta da FC:

PAM=PD +1/3(PS - PD)

Delta PAM: PAM; — PAMpasar (Sendo n o valor da pressao arterial média a cada 5min
do experimento)
Delta FC: FC, - FCpasa (sendo n o valor da frequéncia cardiaca a cada 5min do
experimento)
Presséo basal: PAM no tempo 10 min — PAM no tempo de 5 min



VI. 6- Descricdo dos grupos experimentais

GRUPO EXPERIMENTAL 1 - Respostas cardiovasculares ao estresse em ratos apds
a ativacdo ou o blogueio dos receptores 5-HT3 presentes na ASM.

GRUPO EXPERIMENTAL 2- Respostas cardiovasculares ao blogueio dos
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 presentes na ASM e papel das vias colinérgicas

GRUPO EXPERIMENTAL 3- Estudo do papel dos receptores serotoninérgicos 5-HT3
presentes na ASM sobre o comportamento de ingestdo de s6dio em ratos sodio-depletados

GRUPO EXPERIMENTAL 4- Estudo do papel dos receptores serotoninérgicos
5HT; na ingestdo de 4gua em animais sob privacao hidrica.

V1. 7- Procedimentos Histoldgicos

Apbs 0s experimentos 0s animais foram anestesiados com tionembutal sofrendo
perfusdo cardiaca a térax aberto, inicialmente com salina 0,9% no volume de 300 ml seguido
de formol a 10% no mesmo volume da salina. Os cérebros foram retirados e mantidos por 24
horas em formol a 10% e trocados para solucdo salina glicosada a 30%, posteriormente 0s
cérebros foram seccionados com o auxilio do criostato na espessura de 40um. Apos 24 horas
na estufa os cortes foram corados com cresil violeta para posterior analise do posicionamento

da canula.

V1. 8- Analise estatistica

Os dados de delta PAM e delta da FC foram submetidos a ANOVA Two way para
medidas repetidas seguido do pos-teste de Bonferroni sendo plotados no GrafPad. Os dados
obtidos sobre apetite por sédio bem como para os de privacdo hidrica foram submetidos ao
teste ANOVA One Way seguido do pos teste de Student Newmann e Keuls para analise
cumulativa da ingestao de sddio e agua. Os valores de significancia foram p <0,05.



VII-RESULTADOS

7.1. Respostas cardiovasculares ao estresse em ratos ap6s a ativacdo ou o bloqueio dos
receptores 5-HT; presentes na ASM.

A figura 5 mostra o efeito da microinjecdo do agonista e do antagonista dos receptores
5HT3;, ambos na dose de 160 nmol, sobre as alteragdes da PAM (Painel A) e FC (Painel B) na
ASM (Figura 10). Observou-se que a injecdo do agonista (salina/m-CPBG) inibiu o efeito
hipertensor induzido pelo estresse quando comparado com 0s animais controles
(salina/salina). Sendo essa resposta blogueada pelo pré-tratamento com o0 antagonista
(ondansetrona/m-CPBG). Os valores para a PAM de cada grupo foi: salina/salina 103 * 2
mmHg; salina/m-CPBG 109 + 2mmHg e ondansetrona/m-CPBG 94 + 4 mmHg. A andlise de
variancia de duas vias para medidas repetidas da PAM indicou que houve alteracdo estatistica
significante na variavel interagdo tempo X tratamento [F(34040) = 3.214 p < 0.0001; na
variavel tempo [F(s40,20) = 14,42 p < 0,0001 e na variavel tratamento [F(340, 2) = 11,21 p=
0,0008].

Em relacdo a FC (Painel B) o tratamento com m-CPBG foi capaz de inibir o efeito
taquicardico caracteristico da resposta ao estresse, quando comparado com 0S animais
controles. Este efeito inibitorio foi parcialmente revertido pelo pré-tratamento com
ondansetrona. A anlise de variancia de duas vias para medidas repetidas da FC indicou que
houve alteracdo significante na variavel tempo X tratamento [F(340, 40) = 4,964 p < 0,0001; na
variavel tempo [F(3s0,20) = 12,01 p < 0.0001 e na variavel tratamento [F(340, 2)= 12,82 p=
0,0004.



estresse

estresse

Figura 5. Alteracdo da PAM e FC em animais submetidos ao estresse de conten¢do ap6s ativacdo e blogueio dos
receptores 5HT3. Os resultados estdo expressos como média =+ EPM. * indica diferenca estatistica entre os
animais tratados com salina e os demais tratamentos. * Indica diferenca estatistica significante entre o grupo
tratado com salina + m-CPBG e ondansetrona + m-CPBG p< 0,05.



7.2- Respostas cardiovasculares ao bloqueio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-

HT; presentes na ASM e papel das vias colinérgicas

A figura 6 mostra o efeito da atropina nas doses de 2,5 e 5,0 nmol sobre as alteragdes
da PAM (Painel A) e FC (Painel B) induzida pelo bloqueio dos receptores 5HT3 presentes na
ASM. Observou-se que ap6s 5 min da injecdo de ondansentrona na dose de 160 nmol houve
um aumento significante na PAM em comparagdo ao grupo controle. O efeito hipertensor
induzido pela ondansetrona na dose de 160 nmol foi inibido pelo pré-tratamento com
atropina, um antagonista colinérgico muscarinico, na dose de 5 nmol, enquanto que a dose de
2,5 nmol da atropina ndo conseguiu reverter o efeito hipertensor da ondansetrona. A PAM
basal de cada grupo foi: atropina 5nmol/ondansetrona 105+2 mmHg, atropina 2,5
nmol/ondansetrona 100 +£3 mmHg, salina/ondansetrona 111 +2 mmHg, salina/salina a PAM
basal 104 +2 mmHg. A analise de variancia de duas vias para medidas repetidas seguido do
pos-teste de Bonferroni mostrou que houve alteracédo significante na variavel interacdo tempo
X tratamento [(e3s, 66) = 3,026 p < 0,0001; na variavel tempo [F(e38,22) = 21,94 p <0,0001 ¢ na
variavel tratamento F(ess, 3) = 26,16 p < 0,0001].

Em relacdo a FC nenhum dos tratamentos usados para este experimento induziu
qualquer diferenca estatistica. (FC, painel B). A FC basal para os animais tratados com
atropina 5nmol + ondansetrona foi de 336 + 9 bpm, atropina de 2.5 nmol/ondansetrona foi de
342 + 17 bpm, salina/ondansetrona foi de 324 + 10bpm e para 0s animais que receberam
salina/salina foi de 371 + 8bpm. A andlise de variancia de duas vias para medidas repetidas
seguido do pds-teste de Bonferroni indica que na interacdo tempo X tratamento ndo houve
significancia estatistica [F (e3s.66) = 0,7264 p= 0,947; havendo apenas mudanca significativa
na variavel tempo [F(ess, 22) = 5,543 p < 0,0001. Porém a variavel tratamento F(e3s, 3)= 1,265
p= 0,3049] também ndo foi estatisticamente significante.

A figura 07(painel A) mostra o efeito da microinjecdo de atropina nas doses de 2,5 e
5,0 nmol na ASM sobre as respostas cardiovasculares. Verifica-se que a PAM foi semelhante
nos animais tratados com atropina e nos animais que receberam microinjec6es de salina na
ASM. A PAM basal nos animais tratados com salina/salina foi de 104 2 mmHg;
salina/atropina 2.5 nmol foi de 108 £ 4 mmHg e para o grupo tratado com salina/atropina 5,0
nmol foi de 107 +2 mmHg. A andlise de variancia de duas vias para medidas repetidas
seguido do pds-teste de Bonferroni mostrou que ndo houve nenhuma alteracao significante na
variavel interacdo tempo X tratamento [F(3%,2) = 1,929 p= 0,1742; porém na variavel tempo



houve alteragcdo significante [F(s96,22) = 3,449 p < 0,0001], mas ndo ocorreu significancia

estatistica na variavel tratamento [F(s96,44) = 0,9044 p= 0,648].

Observa-se que a FC (FC, painel B) também ndo foi modificada por qualquer dos
tratamentos. Os valores basais para a FC foi: salina/salina 371 + 8bpm; salina/atropina 2,5
nmol 359 + 20 bpm e para 0s animais tratados com salina/atropina 5,0 nmol 373 + 11bpm. A
analise de variancia de duas vias para medidas repetidas da FC que na interacdo tempo X
tratamento ndo houve qualquer significancia estatistica, [F(3944) =0,9180 p= 0,6239], bem
como na variavel tratamento [F(s9.2) = 0,3479 p= 0,7108; havendo apenas significancia na
variavel tempo [F(396,22) = 3,642 < 0.000].



Figura 6. Efeito do pré-tratamento com atropina nas doses de 2,5 e 5 nmol sobre a variagdo da pressdo arterial
média (PAM, painel A) e da freqliéncia cardiaca (FC, painel B) em animais que receberam microinjecGes de
ondansetrona na dose de 160 nmol na ASM. Os resultados estdo expressos como média + EPM. * indica
diferenca estatistica significante (ANOVA de duas vais seguida do pés-teste de Bonferroni, p< 0,05) entre grupo
tratado com salina + ondansetrona e os demais tratamentos e o * indica diferenca estatistica sigmificante entre o
grupo tratado com atropina + ondansetrona e o grupo tratado com salina + ondansetrona.



Figura 7. Efeito do tratamento com atropina nas doses de 2,5 e 5 nmol na ASM sobre a variacdo da pressdo
arterial média (PAM, painel A) e da freqiiéncia cardiaca (FC, painel B) em animais normotensos. Os resultados
estdo expressos como média = EPM. (ANOVA de duas vais seguida do pos-teste de Bonferroni, p< 0,05).



7.3- Efeito do bloqueio farmacoldgico dos receptores serotoninérgicos do tipo 5HT3; em
regido préxima a area septal medial (area septal lateral ventral) sobre as respostas

cardiovasculares.

A tabela 02 mostra o efeito do bloqueio dos receptores 5HT3 presentes em areas
circunivizinhas a ASM sobre a PAM e FC. Né&o foi observado qualquer alteragdo na PAM
(painel A) quando comparado com o grupo controle. Os valores de PAM basais nestes grupos
foram: grupo controle 104 £ 3mmHg e para o grupo experimental foi de 114 + 1ImmHg. A
analise de variancia de duas vias para medidas repetidas seguido do pds-teste de Bonferroni
mostra que nenhuma mudanca significativa houve na interacdo tempo X tratamento [F(132:22)
= 0,8032 p= 0,7172 e na variavel tratamento [F(1321) = 8,776 p = 0,0252; houve alteracdo

significante apenas na variavel tempo [F (132,22) =5,676 p < 0,0001.

Em relagdo a FC (FC, painel B) a administragdo de ondansetrona também foi incapaz
de gerar qualquer efeito significante quando comparada ao controle. Os valores basais de FC
para o0 grupo controle foi 369 + 12 bpm e para o grupo experimental foi de 342 £ 9 bpm. A
analise de variancia de duas vias para medidas repetidas seguido do pds-teste de Bonferroni
para as analises mostra que houve alteracdo significante na variavel interacdo tempo X
tratamento [F (132, 22) = 1,994 p=0.0091 e na variavel tempo [F (132 22) = 3,139 p < 0,0001,
porém, nenhuma significancia estatistica na variavel tratamento [F (132, 1) = 0,03867 p=0,8506
foi observada.

Tabela 2. Efeito da injecdo de ondansetrona na dose de 160 nmol ou salina em éareas
circunvizinhas a ASM sobre a variacdo da pressao arterial média (PAM, painel A) e
freqliéncia cardiaca( FC, painel B). Os resultados estdo expressos como média + EPM.

APAM (mmHg) AFC (bpm)
Drogas
Salina Ondansetrona .
Temp 160nmol Salina Ondansetrona

160nmol
0 109+1.2 120+ 3.3 405 +16.2 349+14.8
10 108+1.6 123+ 4.6 408+22.7 348+16.3
30 107+0.9 124+1.9 391+13.6 372+10.9
60 109+1.4 128+3 371+28.4 426+10.9
90 113+1.8 127+1.2 418+34 401+25.7




7.4- Papel dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 presentes na ASM sobre o apetite por

sodio em animais depletados deste ion.

A figura 8 mostra o efeito dos receptores 5HT3 presentes na ASM sobre a ingestéo
cumulativa de sodio a 1,5% e ingestdo cumulativa de agua em animais sddio-depletados. O m-
CPBG, agonista dos receptores serotoninérgicos 5HT3, foi administrado na dose de 160 nmol,
enquanto que seu antagonista, ondansetrona, foi administrado nas doses de 80 e 160 nmol. Os
animais controles receberam salina isotonica. A analise de variancia ANOVA One-Way
seguido do poés-teste de Newman keuls mostrou que ndao houve diferenca estatisticamente
significante na ingestdo de sédio ao longo dos tempos observados nos grupos experimentais
(m-CPBG 160nmol, ondansetrona 80 nmol e 160 nmol) quando comparado com 0s animais

controle.

Em relacdo ao comportamento de ingestdo de agua, como esperado, o resultados de
todos os tratamentos foram similares sem diferenca estatistica significante

Figura 8. Papel dos receptores 5HT3 presentes na ASM sobre o apetite por sédio em animais depletados

deste ion. Os resultados estdo expressos como média £ EPM.



7.5 Papel dos receptores serotoninérgicos 5-HT; presentes na ASM sobre o

comportamento de ingestdo de agua em animais sob privacao hidrica por 24h.

A figura 9 mostra o efeito do bloqueio farmacoldgico dos receptores 5SHT3 presentes na
ASM em animais sob priva¢do hidrica. O antagonista dos receptores 5HT3, ondansetrona foi
administrado na dose de 160 nmol bem como o agonista m-CPBG no grupo experimental e os
animais controles receberam salina isotonica. A analise dos dados com o uso da ANOVA
One-Way mostrou que ndo houve qualquer alteracdo no comportamento de ingestdo de agua
em animais privados por 24h tratados com ondansetrona ou m-CPBG quando comparado com

0S animais controle.
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Figura 9. Papel dos receptores do tipo 5HT; presentes na ASM em animais sob privacdo sobre a ingestdo de
agua. Os resultados estdo expressos como média = EPM.
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VIII- DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho mostram que a injecdo de m-CPBG na ASM
(Figura 10) inibe a resposta hipertensiva caracteristica do estresse de contengdo. Além disso,
verificamos que a elevacdo da pressdo sanguinea induzida pelo bloqueio dos receptores 5-
HT3 presentes na ASM, depende da integridade funcional dos receptores muscarinicos.
Observamos também que a ondansetrona € incapaz de causar qualquer efeito na PAM ou FC
quando injetada na ASL. Por outro lado, o bloqueio dos receptores serotoninérgicos 5-HTs, na
ASM, ndo altera o apetite por sddio em animais depletados deste ion bem como ndo modifica
0 comportamento de ingestdo de &gua em animais submetidos a privacédo hidrica.

As consequéncias psicoldgicas e comportamentais da exposicdo ao estresse tém sido
foco de intensa pesquisa desde o século passado. O estresse prolongado tem sido mostrado
como a principal causa do desenvolvimento de ansiedade e depressio (FLUGGE, 1995).
Embora o cérebro como um todo responda a estimulos estressores, estudos tém demonstrado
que algumas areas apresentam papel mais relevante nos mecanismos regulatorios que visem
restabelecer a homeostasia em resposta as perturbacbes do meio externo e/ou interno do
individuo. Entre elas podemos destacar o nucleo paraventricular, estruturas limbicas,
substancia cinzenta periaquedutal, o hipotalamo e o tronco cerebral.

Dados recentes do nosso grupo mostraram que a ativacdo dos receptores 5-HTs,
presentes na ASM, em animais sob condic¢des basais ndo causa qualquer alteracdo da presséo
sanguinea ou frequéncia cardiaca (URZEDO-RODRIGUES et al.,, 2001). Entretanto, no
presente estudo verificamos que o pré-tratamento com m-CPBG na dose de 160 nmol em
animais estressados inibe o efeito hipertensor decorrente da resposta ao estresse, sendo este
efeito bloqueado pelo pré-tratamento com ondansetrona na dose de 160 nmol. Em relagdo a
FC observamos que a ativacdo dos receptores do tipo 5-HT3; na ASM pelo m-CPBG impede a
resposta taquicérdica ao estresse, entretanto, o pré-tratamento com ondansetrona ndo reverte
este efeito inibitorio. Este dado sugere que ha uma separacdo no controle da PAM e FC e que
outros receptores, além do 5-HTs;, possam participar deste controle. Dados da literatura
demonstram haver facilitagdo na neurotransmissdo serotoninérgica durante o estresse
psicolégico (CHAOULOFF; BERTON; MORMEDE, 1999). Assim, sugerimos que a
integridade dos receptores 5-HT3 na ASM em condigOes de estresse permite a manutencédo da

pressao sanguinea em niveis adequados ao organismo favorecendo o retorno da homeostasia.



A ASM é parte integrante do sistema limbico e estd envolvida na regulacdo
cardiovascular e no balanco do fluido eletrolitico (PAULIN et al., 2009). No presente
trabalho verificamos que além da funcdo acima descrita a ASM participa do controle da
pressao sanguinea e frequéncia cardiaca em situacGes de estresse. Wang, Han e Shi (2009)
demonstraram que a administracdo do antagonista do receptor 5-HT;4 antes de expor 0s ratos
ao estresse prolongado, resulta em diminuicdo da liberacdo do CRH e da expressdo de
receptores para glicocorticoides (WANG; HAN; SHI, 2009). Estudos anteriores ja
demonstravam haver reducdo do nimero de receptores 5-HT; por acdo dos glicocorticides,
no hipocampo, regido envolvida na regulacdo do comportamento emocional e funcGes
autondmicas (FLUGGE, 1995). Dados anteriores do laboratério mostraram que a
microinjecdo do antagonista dos receptores 5-HT,c nas doses de 160 e 320 nmol no terceiro
ventriculo bloqueou a resposta hipertensiva induzida pelo estresse sem alteracao da frequéncia
cardiaca (FERREIRA et al., 2005). Além disso, observou-se também que a microinjecdo de
m-CPBG nas doses de 80, 160 e 320 nmol no 3° ventriculo foram capazes de inibir o efeito
hipertensor induzido pelo estresse de contencdo (FERREIRA et al., 2004). O que reforca o
papel das vias serotoninérgicas no controle cardiovascular em situacbes de estresse. O
presente estudo mostra que a ASM pode ser uma das areas responsaveis pelas respostas
cardiovasculares observadas neste estudo.

Os dados da literatura tém demonstrado haver aumento da atividade dos neurdnios
serotoninérgicos ao estresse de restricdo com base no aumento da expressdo de c- fos
(PACAK; PALKOVITS, 2001) e em nosso trabalho verificamos que a ativagio dos
receptores 5-HT3; na mantém os niveis de pressdo e frequéncia cardiaca em seus niveis
homeostaticos. A administracdo do agonista dos receptores do tipo 5-HT;a reverte o déficit
comportamental decorrente do estresse, e 0 aumento dos niveis de acido 5—hidroxi-
indolacético (5-HIAA), um metabdlito da serotonina, no septo lateral tem efeito protetor ao
estresse (PETTY; KRAMER; WILSON, 1992; VERMETTEN; BREMNER, 2002). Pesquisas
recentes tém ainda demonstrado haver forte associagdo entre polimorfismo do transportador
de serotonina e a predisposicdo aumentada ao estresse, isso é justificado pela importancia do
transportador de serotonina para manter a regulacdo dos niveis serotoninérgicos endégenos
(SCHIPPER et al., 2011; OHIRA, 2011).

Dados recentes do nosso laboratrio mostraram que o bloqueio dos receptores 5-HT3
através da microinjecao de ondansetrona nas doses de 80 e 160 nmol na ASM em animais sob
condi¢bes basais causa aumento dose-dependente da pressdo sanguinea (URZEDO-



RODRIGUES et al., 2011), observou-se também neste trabalho que a resposta hipertensiva
decorrente do bloqueio dos receptores 5-HT3; é dependente da integridade funcional dos
receptores angiontensinérgicos do tipo AT1 resposta esta observada pelo pré-tratamento com
0 antagonista do tipo AT1, losartan, nas doses de 40 e 80 nmol o qual inibiu o efeito
hipertensor da ondansetrona (URZEDO-RODRIGUES et al., 2011). Entretanto, a literatura
tem demonstrado que a ASM apresenta também receptores colinérgicos, tanto muscarinicos
quanto nicotinicos (THINSCHMIDT et al., 2005). No presente estudo verificou-se que ap6s
0 pré-tratamento com o antagonista muscarinico, atropina, na dose de 5 nmol, houve bloqueio
da resposta hipertensora induzida pela ondansetrona (160nmol). O que nos leva a sugerir que
a resposta cardiovascular induzida pelo blogueio dos receptores serotoninérgicos depende da
modulacdo tanto das vias angiotensinérgicas quanto das vias colinérgicas muscarinicas. Como
era esperado o bloqueio dos receptores colinérgicos muscarinicos na ASM nédo causou
qualquer alteracdo da PAM e FC. Além disso, a microinjecdo de ondansetrona na ASL nao
causou qualquer variagdo significativa na PAM ou FC mostrando que o0s receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT3 tem uma atuacéo especifica sobre a ASM.

Vérios estudos tém demonstrado que o0s receptores serotoninérgicos modulam a
atividade do sistema colinérgico nos processos cognitivos, o que pode ser um dos mecanismos
envolvidos nas doencas neurodegenerativas tal como, mal de Alzheimer (GIL-BEA et al.,
2004; HUH et al., 2008; KUMARI; SREETAMA; MOHANAKUMAR, 2007). Dados da
literatura tém demonstrado que o bloqueio dos receptores 5-HT3 pela ondansetrona estimula a
liberacdo de acetilcolina, sendo este efeito revertido pela acdo do agonista 2-metil-5-HT
(FINK; GOTHERT, 2007). Kumari, Sreetama ¢ Mohanakumar (2007) demonstraram que a
atropina causa aumento dose-dependente nos niveis de 5- HT no nucleo dorsal da rafe, no
cerebelo e nos ndcleos caudado/putamem e em nosso trabalho verificamos que na ASM a
atividade funcional dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3; e dos receptores
colinérgicos muscarinicos sdo importantes para o controle da PA.

Estudos bioquimicos e anatémicos tém mostrado haver interacdo funcional entre os
sistemas colinérgicos e serotoninérgicos (GIL-BEA et al., 2004). O uso do antagonista dos
receptores 5-HTs3, ondansetrona, no cdrtex cerebral de ratos causa aumento na liberagdo de
acetilcolina, sendo esse efeito potencializado pelo uso dos antagonistas dos receptores
GABA,, bicuculina e flumazenil, tanto in vitro, quanto in vivo (GIL-BEA et al., 2004).
Diversas regides cerebrais mostram que ha efeito inibitério mdtuo entre os sistemas

colinérgicos e serotoninérgicos. Rada, Mark e Hoebel (1993) mostraram que a liberacdo de



acetilcolina no estriado € inibida pela acdo da serotonina, através dos receptores 5-HT;. Da
mesma forma, Maura et al. (1992) e Giovannini et al. (1998) mostraram que a liberacdo de
acetilcolina no cortex é diminuida pela serotonina agindo sobre os receptores 5-HT3 (SETH et
al., 2002).

Contudo, apesar dos inameros trabalhos que buscam ratificar a interrelacdo dessas vias
neurotransmissoras, a interacdo entre as vias colinérgicas e serotoninérgicas no que concerne
ao controle cardiovascular ainda ndo € clara, o que justifica a decisdo de estudar a modulacéo
do sistema colinérgico nas alteracGes cardiovasculares induzidas pelo bloqueio dos receptores
serotoninérgicos 5-HT3 presentes na ASM. O Unico estudo que encontramos mostrando o
efeito da 5-HT e da acetilcolina na area septal em relacdo ao controle cardiovascular foi do
grupo de Pirola et al. (1987) na ASL onde foi possivel observar que a infusdo de acetilcolina
na ASL causa aumento dose dependente da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca, sendo
estas respostas dependentes da integridade do sistema serotoninérgico presente nesta area;
desta forma, os dados do presente estudo sugerem que a interagdo entre as vias
serotoninérgicas e colinérgicas na ASM € importante para o controle da PA.

O papel dos receptores colinérgicos presentes em areas prosencefalicas, em particular
a ASM, tem sido bem caracterizado em diversos estudos os quais tém demonstrado que a
ativacdo colinérgica na ASM produz marcante efeito dipsogénico e resposta pressora
(PAULIN et al., 2009). Barbosa et al. (1995) demonstraram que o pré-tratamento na ASM
com atropina reduz a resposta pressora induzida pela inje¢do intracerebroventricular com
carbacol, agonista muscarinico. Em nosso trabalho demonstramos que a administracdo de
atropina, apenas, na ASM néo tem qualquer efeito na PA semelhante ao que foi observado
pelo grupo de Paulin (2009). Assim, os dados do presente estudo mostram que 0s receptores
muscarinicos na ASM podem interagir com os receptores do tipo 5HT3; na modulacdo
cardiovascular, contudo, a atividade independente destas vias parece nédo ter influéncia no
controle da PA.

O sistema serotoninérgico também pode atuar no comportamento de ingestdo de agua
e de sddio, o qual foi observado através da ativacdo dos receptores do tipo 5-HT14 no LPBN,
que induziu aumento da ingestdo de s6dio em animais depletados deste ion (GOBBI et al.,
2001). Dados anteriores do nosso laboratério mostraram que a administracdo do agonista dos
receptores 5-HT,c no 3° ventriculo nas doses de 80, 160 e 240nmol promoveu reducdo dose-
dependente no comportamento de ingestdo de s6dio em animais sddio-depletados sendo essa
resposta inibitoria abolida pela administragdo do antagonista dos receptores 5-HT,c SDZ SER



082 (CASTRO et al.,, 2003). Posteriormente, os dados do laboratdrio mostraram que a
ativacdo farmacoldgica dos receptores 5-HT3 localizados na amigdala central (CeA) com o m-
CPBG resultou em significante reducdo da ingestdo de sddio em animais sodio-depletados
(LUZ et al., 2007). No presente trabalho mostramos que, tanto ativagdo dos receptores 5-HTs,
pelo m-CPBG, quanto o bloqueio, pela ondansetrona, na ASM ndo causaram qualquer
alteracdo no comportamento de ingestdo de s6dio em animais sddio-depletados. Esses dados
sugerem que o papel dos receptores serotoninérgicos em relacdo ao apetite por sddio depende
do tipo de receptor e da area em estudo.

A ingestdo de sodio pode ser desencadeada em experimentos onde € oferecido ao
animal solucdo de cloreto de sodio hipertdnica em associacdo com solucdo isoténica e H,O
destilada (GODINO et al., 2007). Experimentalmente, o apetite por sddio € induzido pelo uso
do diurético furosemida, que age na porcao espessa da alca de Henle inibindo o co-transporte
de Na'/K'/2CI" induzindo a perda de sédio através da urina (KOHLMANN et al., 2006), o
que gera avidez pelo sodio em ratos sddio-depletados. Durante o periodo de reposicdo do Na*
diversos trabalhos tém demonstrado haver recrutamento de neurdnios serotoninérgicos
provenientes do ndcleo dorsal da rafe (DRN) (MAGALHAES-NUNES et al., 2007) e o
aumento na expressdo de c-fos tem sido observado no NTS, DRN e estruturas prosencefalicas
envolvidas na regulacdo hidroeletrolitica apds deplecdo de sodio induzida por dialise
peritoneal (LIMA et al., 2003).

Dados da literatura mostram que regides prosencefalicas envolvidas na regulacao
hidrossalina que apresentam deficiéncia na transmissao serotoninérgica ap0s lesao eletrolitica
no DRN estfo associadas com retencdo de sodio e aumento na ingestio de agua (BADAUE-
PASSOS et al.,, 2003). Diversos estudos tém demonstrado a importancia da ASM na
regulacdo da ingestdo de sodio em ratos (CAMARGO et al., 2007; SAAD et al., 2004;
CAMARGO et al.,, 2002). Observa-se que a ASM apresenta conexdes com estruturas
envolvidas com a regulagdo hidrossalina como o PVN. Isso foi determinado ap6s observar-se
que a administracdo de losartan no PVN aboliu o comportamento de ingestdo de sodio
induzido pela administragcdo de ANG Il na ASM (CAMARGO et al., 2002). Posteriormente,
este mesmo grupo demonstrou que a administracdo de vassopressina na ASM em animais
sodio-depletados leva ao aumento na ingestdo de sédio (CAMARGO et al., 2007). Apesar de
alguns estudos da literatura mostrar a atuagdo dos receptores serotoninérgicos no
comportamento de ingestdo de sodio, 0s nossos resultados mostraram que 0s receptores



serotoninérgicos do tipo 5-HT3; presentes na ASM parecem nao estar envolvidos com o0s
mecanismos centrais do apetite por sodio.

Dados da literatura tém demonstrado que a hipovolemia induzida por polietilenoglicol
(PEG) causa aumento significante dos niveis de Ach no SFO sendo esta resposta atenuada
ap6s microinjecdo de lidocaina na ASM (TANAKA, 2003). Em um estudo com a estimulacao
elétrica da area septal, observou-se supressdo prolongada da ingestdo de agua em animais sob
condi¢des de privacao hidrica. Com base nessa resposta, os autores deste trabalho levantaram
a hipdtese de que a area septal poderia estar envolvida na regulacdo da sede (GORDON;
JOHNSON, 1981). A literatura tem demonstrado que o processo de privacdo hidrica modifica
0 balanco, tanto da agua, quanto de eletrélitos levando a desidratacdo dos compartimentos
intracelular e extracelular o que poderia levar alteracdo do sistema serotoninérgico central
(ELGOT; EIHIBA; GAMRANI, 2011).

Dados anteriores do nosso laboratério demonstraram que a ativacdo dos receptores 5-
HT, com injecdo do agonista mCPP no terceiro ventriculo, reduz de forma significante a
ingestdo de agua em animais sob condi¢des de privacdo hidrica, sendo esta resposta abolida
apos o tratamento com o antagonista SDZ SER 082 (CASTRO et al., 2002). Posteriormente
verificou-se também que a ativacdo dos receptores 5-HT3 com a injecdo do agonista m-CPBG
no terceiro ventriculo reduz a ingestdo de 4gua em animais sob privacdo hidrica (CASTRO et
al., 2002) porém, a avaliacdo dos receptores do tipo 5-HT, no comportamento de ingestdo de
agua ndo causou qualquer mudanca significante neste comportamento (CASTRO et al., 2000).
Buscamos entdo no presente estudo, avaliar o papel dos receptores serotonérgicos do tipo 5-
HT3 em uma area especifica do cérebro, a ASM, para compreender a possivel acdo desses
receptores no controle da ingestdo hidrica. Verificamos que tanto a ativacdo quanto o
bloqueio farmacoldgico dos receptores do tipo 5-HT3 pela ndo causou qualquer alteracdo
significativa na ingestdo de agua ap6s privacdo. Com base nesses resultados verificamos que
0 comportamento de ingestdo de agua depende do tipo de receptor serotoninérgico envolvido
e da area em estudo, sendo que, outros estudos sao necessarios para verificar se 0s demais
subtipos de receptores serotoninérgicos na ASM ndo estdo envolvidos no controle da ingestdo
de agua.

Em sintese, os nossos resultados demonstram que a ativacdo dos receptores
serotoninérgicos do tipo 5-HT; presentes na ASM impede a resposta pressora e taquicardica
caracteristicas do estresse de contencdo, além disso, observamos que a resposta hipertensiva
decorrente do blogqueio dos receptores do tipo 5-HT3 é dependente da atividade funcional dos



receptores colinérgicos muscarinicos presentes na ASM. Apesar de esta estrutura limbica
estar envolvida na regulacdo cardiovascular e hidrossalina, os receptores serotoninérgicos 5-
HT; presentes na ASM ndo parecem estar envolvidos no comportamento de ingestdo de sédio
em animais sddio-depletados e também parecem néo estar envolvidos no comportamento de

ingestdo de 4gua em animais sob privacéao hidrica.

CONSIDERACOES FINAIS.

Em sintese nossos resultados nos levam a sugerir que:

1) A ativacdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HTs, presentes na ASM, inibe
a resposta pressora e taquicardica decorrentes do estresse de contencao.

2) A resposta hipertensora ap6s o blogueio dos receptores do tipo 5-HT3, presentes na
ASM, depende da integridade funcional dos receptores colinérgicos muscarinicos
presentes nesta area.

3) Os receptores 5-HT; presentes na ASM parecem ndo mediar o apetite por sddio em
animais sédio depletados.

4) Os receptores 5-HT3; presentes na ASM parecem ndo estar envolvidos no
comportamento de ingestdo de &gua em animais sob privacdo hidrica.
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