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RESUMO

ALMEIDA, D.O. Participacdo dos receptores histaminérgicos do tipo H; e H, presentes no
nacleo medial da amigdala na resposta cardiovascular ao estresse. Dissertacdo (mestrado) —
Universidade Federal da Bahia/ FIOCRUZ, Salvador, 2012.

Situacdes de estresse repetido ou prolongado podem resultar em varios estados
patoldgicos, como hipertensdo arterial, arritmias cardiacas, infarto do miocardio e até mesmo
morte subita. Embora se tenha muita informacéo sobre o controle cerebral da pressao arterial,
as respostas cardiovasculares ao estresse ndo sdo totalmente compreendidas. Dados da
literatura mostram a importancia do ndcleo medial da amigdala (MeA) e da neurotrasmissdo
histaminérgica no controle autonémico das fungdes cardiovasculares, no entanto, ndo ha
estudos evidanciando o papel das vias histaminérgicas no MeA nas adaptacOes
cardiovasculares evocada pelo estresse emocional. Desta forma, o objetivo desta pesquisa foi
estudar a participacdo dos receptores Hi e H, no MeA sobre as respostas cardiovasculares em
ratos estressados e ndo-estressados. Ratos Wistar (280-320g) foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para canulacdo bilateral do MeA. Passado cinco dias da estereotaxia, 0s animais
foram submetidos a cateterizacdo da artéria carétida esquerda. Vinte e quatro horas apds a
insercdo do cateter, foram iniciados os experimentos com a gravacdo do registro da pressao
arterial pulsatil (PAP) dos animais em condi¢fes basais e em livre movimento em suas
respectivas caixas de forma continuada. As drogas utilizadas para a microinjecdo central
foram a mepiramina (antagonista dos receptores Hi) nos grupos experimentais | e Il e a
cimetidina (antagonista dos receptores H;) nos grupos experimentais Il e IV. Nos grupos
experimentais | e 11, 15 min apds microinjecdo central bilateral de mepiramina ou cimetidina
respectivamente, em diferentes doses, os animais foram submetidos a estresse de restricdo de
movimentos em tubos de polietileno, e a PAP foi registrada continuamente durante 45 min.
Apdbs o periodo de estresse, os animais foram realocados em suas caixas e a PAP foi
registrada por mais 30 min. Nos grupos experimentais Il e IV, ap6s as microinjecdes centrais
bilaterais no MeA, a PAP continuou sendo registrada por 75 min em animais sob condi¢fes
basais e em livre movimento (ndo estressados). Os animais controles de todos 0s grupos
experimentais receberam microinjecGes de salina 0,9%. Os experimentos foram realizados
entre 7h00min as 13h00min e os animais ndo tiveram acesso a agua ou racdao durante o
experimento. Os dados estdo expressos como médiatE.P.M das variacdes da PAM e FC.
Microinje¢Oes de mepiramina nas doses de 50, 100 e 200 nmol promoveu bloqueio dose-
dependente da resposta hipertensiva evocada pelo estresse de restricdo. A cimetidina (100 e
200 nmol) atenuou a resposta hipertensiva ao estresse apenas na maior dose utilizada. A
resposta anti-hipertensiva ao estresse foi maior nos animais que receberam microinjecdes de
mepiramina do que de cimetidina nas mesmas doses. Nenhuma das drogas alterou a resposta
taquicardica tipica do estresse. Mepiramina ou cimetidina foram incapazes de alterar a PAM
ou a FC de animais néo estressados. Os dados sugerem que as vias histaminérgicas presentes
no MeA medeiam a resposta pressora sem alterar a taquicardia evocadas pelo estresse de
restricdo, ativando preferencialmente os receptores do tipo Hj;. Além disto, os dados
confirmam a hipétese de que a via histaminérgica no MeA néo exerce modulacéo tonica do
sistema cardiovascular. A obtencdo de dados adicionais relativos ao papel fisiologico dos
receptores histaminérgicos centrais no controle das fungdes cardiovasculares se reveste de
grande importancia para as ciéncias bioldgicas e para a clinica médica, principalmente quando
vinculada a variavel estresse. Os resultados deste trabalho contribuem para o esclarecimento
da participacgéo destes receptores no controle das funcdes cardiovasculares.

Palavras-chave: nicleo medial da amigdala; histamina; pressédo arterial; estresse.
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ABSTRACT

ALMEIDA, D.O. Role of H; and H; histaminergic receptors localized in the medial amygdala
nucleus on the cardiovascular control of rats. Thesis (master’s degree) — Universidade Federal
da Bahia/ FIOCRUZ, Salvador, 2012.

Repeated long lasting experiences of stress situations may result in various pathologic
states such as arterial hypertension, cardiac dysrhythmias, myocardial stroke and even sudden
death. Although there is a lot information about the neural control of the arterial blood
pressure, especially by the brain stem and some other prosencephalic areas, stress-evoked
cardiovascular responses are not totally understood. Previews studies shows the importance of
the medial amygdala nucleus (MeA) and of the histaminergic neurotransmission on the
autonomic control of cardiovascular functions, however there aren’t studies that evidence the
role of the histaminergic pathways in MeA on emotional stress-evoked cardiovascular
adaptations. Therefore, the aim of this study was investigate the participation of the
histaminergic receptors H; and H, in MeA on the cardiovascular responses in stressed and
non-stressed rats. Wistar rats (280-320g) were submitted to stereotaxic surgery for bilateral
cannulation of MeA. Five days after surgery, animals were submitted to catheterization of the
left carotid artery. Twenty four hours after catheter insertion, experiments were started and the
pulsatile arterial pressure (PAP) of freely moving rats on basal conditions was recorded.
Drugs used for central administration were mepyramine (H; receptors antagonist) on
experimental groups | and Il and cimetidine (H, receptors antagonist) on experimental
groups Il and 1V. At experimental groups | and Il, 15 min after central microinjections of
mepyramine or cimetidine respectively, in different doses, the rats was submitted to restraint
stress in a polyvinyl apparatus, and PAP were continuously recorded for 45 min. After stress
period, rats were replaced in their own cages and an additional 30 min were recorded for PAP
reestablishment. At experimental groups Il and IV, after 30 min of basal recording, rats
received bilateral central microinjections of mepyramine or cimetidine in a dose of 200 nmol,
respectively, and an additional period of 75 min was recorded in freely moving rats on basal
conditions. Saline 0,9% was administered as vehicle in control animals of all experimental
groups. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) were, then, calculated from the
PAP signal. Experiments occurred between 7:00 and 13:00 and rat did not have access to
water and food during the sessions. Data were expressed as mean+S.E.M. of MAP and HR
variation. Mepyramine microinjections at doses of 50, 100 and 200 nmol promoted dose-
dependent blockade of the restraint stress-evoked hypertensive response. Cimetidine (100 and
200 nmol) attenuated the hypertensive response to stress only at the highest dose
administered. The anti-hypertensive response was bigger on animals which received
mepyramine than cimetidine. Neither drugs altered the typical stress-evoked tachycardiac
responses. Indeed, mepyramine or cimetidina were unable to modify the MAP or HR of freely
moving rats on basal conditionals (non-stressed rats). These data suggest that histaminergic
pathways in MeA mediates pressor responses without modifying the tachycardia promoted by
restraint stress, activating preferentially H; receptors. Besides, data corroborate to the
hypothesis that histaminergic pathways in MeA do not plays tonic modulation of the
cardiovascular system. Additional information acquired about physiologic role of central
histaminergic receptor on the cardiovascular functions is important to biological science and
to medical practice, especially when linked to the stress factor. These data contribute to
clarify the role of these receptors on cardiovascular functions.

Key-words: medial amygdala nucleus, histamine, arterial blood pressure, stress.
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1 INTRODUCAO

E de consenso geral que, durante a evolucdo, circuitos neurais especificos foram
surgindo e permitiram ao organismo responder répida e estrategicamente as ameagas
ambientais. Vias especificas do sistema nervoso central sdo ativadas durante o estresse e
induzem varias respostas comportamentais, autondmicas e enddcrinas, facilitando a
sobrevivéncia dos seres em seu meio (DIMICCO et al, 2006; FONTES et al, 2001;
HORIUCHI; WAKABAYASHI, DAMPNEY, 2005; SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 2008).
Dentre as estruturas envolvidas com as respostas ao estresse, a amigdala tem se mostrado a
regido encefalica de extrema importancia na deteccéo e processamento de estimulos externos
e na coordenacdo de sinais para outras regiGes cerebrais, de forma a integrar as respostas
adaptativas necessarias a sobrevivéncia do organismo frente as adversidades (DOLAN;
VUILLEUMIER, 2003). As respostas comportamentais ao estresse envolvem aumento do
estado de alerta e da reatividade do organismo, enquanto que as respostas biologicas incluem
aumento da perfusdo sanguinea para musculo esquelético, cérebro e coracdo, permitindo
melhor performance do organismo para combater ou se esquivar das adversidades do meio
externo (POWLEY, 1999).

A amigdala é essencial para as respostas metabdlicas e comportamentais imediatas
frente ao estressor. Conexdes desta area com o hipocampo permitem a consolidacdo da
memoria que envolve componente psicolégico: a memoria emocional (ROOZENDAAL;
MCcEWEN; CHATARIJI, 2009; SAH et al, 2003). Quando uma experiéncia vivenciada
promove uma resposta emocional, seja ela aversiva ou heddnica, a mesma € memorizada e
servira para promover reacdes a experiéncias semelhantes futuras. Isto tem um importante
valor na sobrevivéncia, visto que o individuo pode evocar respostas comportamentais
compativeis para melhor desempenho funcional frente a desafios previamente vivenciados.
Além disto, a memdria emocional evita 0 gasto energético frente a situacGes que ndo pbe a
vida em risco.

Muitos estudos tém mostrado a participacdo da histamina neuronal na modulagéo do
estado comportamental, nos ritmos circadianos, na locomocao, no metabolismo energeético, no
controle cardiovascular, e, finalmente, nas respostas adaptativas ao estresse (HAAS;
SERGEEVA; SELBACH, 2008). Fibras histaminérgicas provenientes dos nucleos
tuberomamilares do hipotdlamo se projetam amplamente para as estruturas envolvidas com

emocao, memoria e controle autonémico e neuroendécrino, em especial, para a amigdala, o
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hipocampo e o proprio hipotalamo (INAGAKI et al, 1988). Observa-se liberacdo de histamina
em diversas regides cerebrais ap6s condicdes estressantes. Além disto, dados da literatura
mostram que a liberagdo de hormdnio adrenocorticotropico (ACTH) e vasopressina (AVP),
horménios estes liberados no plasma tipicamente em resposta a situacdes de estresse, é
mediada pela agdo histaminérgica central (HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008).
Entretanto, nenhum estudo verificou o papel das vias histaminérgicas nos ndcleos
amigdaloides sobre controle das funcdes cardiovasculares em situacGes de estresse.

Drogas anti-histaminérgicas sdo utilizadas na clinica como antialérgicos e no
tratamento de distdrbios do sistema digestivo, como Ulceras gastro-esoféagicas. Muitas destas
drogas sdo capazes de passar pela barreira hemato-encefalica, promovendo efeitos sedativos
indesejados (HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; PASSANI; BLANDINA, 2011). Visto
a ampla gama de funcBes que a histamina exerce no sistema nervoso central, é de se
questionar se as drogas anti-histaminicas podem afetar colateralmente os sistemas neurais
responsaveis em efetuar as respostas adaptativas frente aos estressores.

A vida em sociedade propicia situacGes de estresse de forma cotidiana, exigindo
constante ativacdo das vias neuronais e dos sistemas compensatérios de adaptacdo, além de
aumentar o risco dos seres humanos de desenvolverem diversos disturbios, principalmente
cardiovasculares (LOURES et al, 2002; SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 2008). Entretanto,
apesar do extenso volume de trabalhos existentes, o circuito neural envolvido com as
respostas hipertensivas e taquicardicas ao estresse ainda nao estdo totalmente esclarecidos.
Dessa forma, torna-se importante a realizacdo de estudos que auxiliem a compreensdo das
respostas cardiovasculares e da participacdo de areas cerebrais especificas envolvidas com as
alteracbes evocadas pelo estresse emocional. Visto a importancia clinica das drogas anti-
histaminérgicas, a frequéncia das vivéncias das situacdes de estresse e 0s crescentes indices
de morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares na atualidade, o presente estudo

pode contribuir com o avango médico, cientifico e tecnolégico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTAMINA E VIAS HISTAMINERGICAS CENTRAIS

A histamina é uma monoamina biogénica sintetizada e liberada por diversas células,
tais como mastocitos, plaquetas, linfocitos, células enterocromafins e neurdnios (CRIADO et
al, 2010; SILVEIRA, 2007). Inicialmente descoberta nos tecidos periféricos, promovendo
contracdo de musculos lisos do intestino, vasodilatacdo, estimulacdo da secrecdo gastrica e
broncoconstriccdo em episddios de choque anafilatico, a histamina também foi detectada no
sistema nervoso central em neurdnios e mastocitos. Como mastocitos Sao escassos no cerebro,
liberando histamina apenas em situagdes que envolvem lesdo e trauma cerebral, as vias
histaminérgicas neuronais sdo0 mais importantes para a atividade da histamina cerebral
(HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; SHIMADA et al, 2012).

A acdo da histamina como neurotransmissor e neuromodulador, parece ser importante
no controle de diversos comportamentos, no ciclo sono/vigilia, no estado de alerta,
aprendizagem, consolidacdo da memoria, humor, atividade motora espontanea, ritmo
biolégico, comportamento  alimentar, peso corporal, metabolismo energético,
termorregulacdo, balanco hidrico, controle cardiovascular, estresse, e modula a secrecdo de
hormbnios do eixo tiredideo, somatotrépico e daqueles envolvidos com a reproducéo
(horménio liberador de gonadotrofinas e hormonio luteinizante) (BANANEJ et al, 2011;
BRISTOW; BENNETT, 1988; HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008; KOHLER et al, 2011;
PHILIPPU; PRAST, 2001).

2.1.1 Vias Histaminérgicas

Os neurdnios produtores de histamina estdo localizados nas células magnocelulares
dos nucleos tuberomamilares do hipotdlamo (TMN) e projetam-se essencialmente para todas
as regides do sistema nervoso central. Mesmo sem estimulo, 0s neurénios do TMN liberam a
histamina numa frequéncia de disparo lenta e regular em torno de 3Hz. Essa frequéncia, no
entanto, € aumentada no periodo ativo dos organismos, podendo variar de acordo com o

estado comportamental (maior disparo quanto maior o estado de alerta), e reduzido, ou
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praticamente nulo, no periodo inativo (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001). Isso reflete a
importancia da histamina na manutencdo dos estados que dependem dos ciclos circadianos
como o sono-vigilia, alimentacdo e metabolismo energético.

Gracas a métodos de imunohistoquimica de alta sensibilidade e especificidade a
enzima histidina-descarboxilase (HDC), foi possivel detectar a distribuicdo e a densidade de
fibras histaminérgicas em diversas areas do sistema nervoso central. Areas que recebem
densas projecdes de fibras histaminérgicas sdo: hipotalamo (principalmente os nucleos
supradptico, paraventricular e ventromedial), bulbo olfatério, cértex cerebral, area septal e
complexo amigdaldide. Vale salientar que dos ndcleos amigdaldides, o nucleo medial da
amigdala (MeA) é o que possui maior densidade de fibras histaminérgicas oriunda dos TMN.
ProjecOes para o bulbo e medula espinhal também foram visualizadas (BEN-ARI et al, 1977,
INAGAKI et al, 1988; PANULA et al, 1989; WADA et al, 1991). Estas regides que recebem
as projecdes histaminérgicas estdo intrinsecamente envolvidas, ndo apenas com o0s estados
comportamentais e ciclos circadianos previamente citados, mas também com o controle
simpatico e parassimpatico, e com a producdo e liberacdo de horménios
hipotalamo/hipofisario — sistema este intensamente ativado sob situaces de estresse (HAAS;
PANULA, 2003; PHILIPPU; PRAST, 2001). Dessa forma, é possivel compreender o papel da
histamina na modulacdo destes sistemas e sua participacdo nas respostas comportamentais,
autondmicas e neuroenddcrinas frente a estressores. A figura 1 ilustra o desenho esquematico
das projecOes histaminérgicas e a distribuicdo dos receptores histaminérgicos em diversas

regides do cérebro.
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FIGURA 1. Principais proje¢des histaminérgicas e distribuicdo de receptores histaminérgicos no cérebro de
ratos. As formas marcam os principais sitios onde cada subtipo de receptor estd localizado. Em areas que
possuem mais de um subtipo de receptor (@= H;; l= H,; e A= H,), a forma que possui maior tamanho
indica qual é o receptor predominante. Acc: nicleo acumbens; Amy: amigdala; Hipot: hipotadlamo; Str:
striatum; SN: substancia negra. Adaptado de Koéhler et al, 2011.

A histamina € um composto imidazoletilaminico, sintetizada a partir do aminoacido L-
histidina. Para a sintese da histamina nas células nervosas, € necessario que a L-histidina seja
transportada para o neurdnio através da proteina transportadora de L-amino&cidos presente na
membrana celular. No citoplasma, a L-histidina € descarboxilada pela enzima HDC
transformando-se em histamina, a qual € transportada para o interior de vesiculas através da
proteina vesicular transportadora de monoaminas tipo 2 (VMAT-2) presente na membrana
vesicular. A VMAT-2 age transportando ativamente monoaminas presentes livremente no
citosol (dentre elas, a serotonina, dopamina, noradrenalina e histamina) para o interior das
vesiculas sinépticas. A energia para tal processo é oriunda do gradiente de prétons, mantidos
por toda membrana vesicular sinaptica gracas a acdo da Préton/ATPase, que permite o
antiporte 2H'/monoamina pela VMAT-2 (EIDEN et al, 2003). Assim, VMAT-2 tem
importante fungdo na neurotransmissdo e na atividade funcional do neurdnio
monoaminérgico, pois retira do citosol essas aminas que, ali presentes, sdo neurotoxicas. As
vesiculas histaminérgicas encontram-se especialmente nas varicosidades axdnais (ALBERTS
et al, 2004; CRIADO et al, 2010; SURRACATA, 1993). Quando o neurdnio histaminérgico é
despolarizado, as vesiculas histaminérgicas liberam seu conteddo na fenda sinéptica
(SURRACATA, 1993).

Como néo foi relatado nenhum mecanismo de alta afinidade que permita a recaptacéo
da histamina por neurénios pré-sinapticos, o término da agdo da histamina na fenda sinéptica

depende de sua inativacdo através do processo de metilacdo. A enzima que metila a histamina
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é a histamina N-metiltransferase (HNMT) e o produto final é a tele-metil-histamina, um
metabdlito sem atividade bioldgica conhecida. A tele-metil-histamina ainda é degradada a
acido tele-metil-imidazolacético, por uma acdo combinada da monoamina oxidase B e uma
enzima aldeido-desidrogenase. Por isso, a velocidade de renovacdo da histamina neuronal é
alta, e sua meia-vida normalmente gira em torno de 30 minutos em condi¢Oes basais
(CRIADO et al, 2010; HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008). Vale salientar que em
situacOes de estresse (como na restricdo de movimentos e choque hipovolémico) a taxa de
renovacdo e aumentada (HAAS; PANULA, 2003). A figura 2 mostra o desenho esquematico

da sintese e metabolismo da histamina no neurénio histaminérgico.
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FIGURA 2. Sintese e metabolismo da histamina. L-histidina é captada, transformada em histamina pela
histidina-descarboxilase; a histamina é transportada para dentro das vesiculas e liberada na fenda
sindptica e posteriormente inativada por metilagdo. Figura adaptada de Haas e Panula, 2003.

A histamina exerce seus efeitos através da ativacdo de quatro tipos de receptores
histaminérgicos: Hi, Hy, Hs e Hs. Os receptores Hi e H, sdo excitatorios, permitindo reacoes
bioquimicas intracelulares que desencadeiam na ativagdo neuronal, enquanto que o0s
receptores Hs e Hj inibem essas reagOes. Os receptores Hi, H,, Hsz sdo expressos em
abundancia no cérebro (HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008). Recentemente foi detectada a
presenca dos receptores Hy em diversas areas do cérebro, no entanto seu papel funcional ainda
ndo foi estabelecido (STRAKHOVA et al, 2009). Os receptores histaminergicos sao

metabotrépicos acoplados a proteina G. Cada receptor é composto por sete algas



21

transmembranares abrangendo elementos com sitio especifico de ligacdo com agonista, sitio
para acoplamento da proteina G, bem como modificacdes covalentes, por exemplo,
fosforilacdo por proteina quinases (HAAS; PANULA, 2003; SILVEIRA, 2007; ZHOU et al
2006).

O receptor do tipo H; é o receptor histaminérgico classico e sua agdo periférica leva a
contragcdo do masculo liso, tanto das vias aéreas quanto intestinal e tem grande importancia
nas condi¢cbes alérgicas (VAN DER GOOT; TIMMERMAN, 2000). No sistema nervoso
central (SNC), estes receptores estdo largamente distribuidos apresentando alta densidade no
hipotalamo, na area septal, no ndcleo medial da amigdala e em areas hipocampais (BROWN;
STEVENS; HAAS, 2001; HAAS; SERVEEGA; SEBACH, 2008).

A ativacdo do receptor H; estimula a atividade da fosfolipase C, que hidroliza o
composto fosfatidil-4,5-bifosfato gerando dois segundos-mensageiros, o inositol 1,4,5-
trifosfato (1P3) e diacilglicerol (DAG). A formagdo do DAG estimula a atividade da proteina
cinase C (PKC) que facilita a ativagdo dos receptores glutamatérgicos NMDA. O IP; age em
receptores do reticulo endoplasmatico, estimulando a liberacdo de Ca* no citosol. O aumento
de Ca* intracelular, aumenta a atividade do trocador de Na*/Ca*? e também induz a producéo
de 6xido nitrico (neuromodulador da atividade pré-sinéptica). Ainda, a proteina G ativada
pelo receptor H; é capaz de bloquear a abertura dos canais de K* de dois poros, responsaveis
pela hiperpolarizagdo, mantendo o neurdnio em estado ativado por um periodo prolongado. O
efeito final apds a estimulacdo deste receptor é a intensa despolarizacéo celular, ou seja, ha
estimulacdo neuronal (Figura 3) (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001; SILVEIRA, 2007).
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FIGURA 3. Desenho esquematico das respostas celulares e de membrana apds ativacdo do receptor
histaminérgico H; na célula neuronal. H,: receptor histaminérgico Hi; Ggui: proteina G estimulatoria; 1P3:
fosfatidilinositol trifosfato; Ky,: canal potassio de dois péros; NCX: trocador de Na*/Ca*%; NMDA: receptor
ionotrépico glutamatérgico; NO: 6xido nitrico; NOS, o6xido nitrico sintase; PIP,: fosfatidil-inositol bifosfato;
PKC: proteina cinase C. Figura adaptada de Brown et al, 2001.

Ao se verificar que a secrecdo gastrica causada pela histamina ndo era inibida por
antagonistas dos receptores histaminérgicos tipo Hi, outro receptor classico histaminérgico foi
descoberto: o receptor H, (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001; PARSONS; GANELLIN,
2006). No SNC, os receptores H, estdo presentes em alta densidade nos ganglios da base e em
algumas areas do sistema limbico, como a formacgdo hipocampal e amigdala. Porém em
contraste com o0s recetores Hj, 0s receptores H, encontram-se em baixas densidades nos
nucleos septais, hipotalamicos e talamicos. Além disto, os receptores H, agem sinergicamente
com os receptores H; na excitagdo neuronal (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001).

O receptor H, se acopla a proteina G para estimular a adenilato ciclase e aumentar as
concentragfes de AMPc intracelular que, por sua vez, ativa a proteina cinase A (PKA). As
subunidades ativada da PKA sdo translocadas para o nucleo, estimula a atividade do fator
CREB, culminando em transcricdo de proteinas. Este fator é importante regulador da
neurofisiologia e da plasticidade neuronal. Além disto, as sub-unidades ativas da PKA,
bloqueia a condutancia dos canais de K* ativados pelo influxo de Ca*?, que sdo os
responsaveis pela repolarizagdo e pelo prolongamento da hiperpolarizacdo pos-potencial de

acao nestes neuronios. Finalmente, o0 AMPc produzido também é capaz de modifificar a
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sensibilidade da voltagem dos canais HCN permitindo sua ativacdo em voltagens mais
positivas, o que facilita a despolarizacdo neuronal subsequente. Dessa forma, a estimulacdo
dos receptores H, também leva a excitacdo neuronal, porém por mecanismos diferentes
daqueles gerados pela estimulacdo dos receptores H; (Figura 4) (BROWN; STEVENS;
HAAS, 2001; SILVEIRA, 2007).
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FIGURA 4. Desenho esquematico das respostas celulares e de membrana ap6s ativacdo do receptor
histaminérgico H,. AMPc: adenosina monofosfato; ATP: adenosina trfosfato; Ca,: canal de célcio
dependente de voltagem; CREB: proteina ligante ao elemento de resposta ao AMPc; Gs: proteina G
estimulatoria; H,: receptor histaminérgico H,; HCN: canal ativado por hiperpolarizacdo e dependente de
nucleotideos ciclicos; HPPA: hiperpolarizagdo pos-potencial de acdo; K¢,: canal de potassio dependente de
calcio; PKA: proteina kinase A. Figura adaptada de Brown et al, 2001.

Tanto os receptores H; quanto os H, tém papel na plasticidade neuronal durante o
desenvolvimento cerebral na infancia. Quando ativados pela histamina, os receptores Hj
promovem aumento intracelular de Ca*? e PKC, e os receptores H, aumentam a expressao de
AMPc e PKA. Estes compostos potencializam a ativagdo do receptor glutamatérgico NMDA,
importante efetor da plasticidade neuronal (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001; KOHLER et
al 2011). Além disso, a histamina pode agir diretamente nos receptores NMDA, através de seu
sitio de ligagdo poliaminico, contribuindo diretamente para essa neuroplasticidade (KOHLER
etal, 2011).

Os receptores Hs estdo presentes ndo s6 nos terminais sinapticos dos neurdnios do

TMN, como também em diversas regides cerebrais, tais como coOrtex, hipocampo, giro
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denteado, ganglios da base, cerebelo e substancia negra. No entanto os receptores Hs
encontrados no complexo amigdaldide e nos ndcleos do tronco cerebral, como rafe e locus
coeruleus, ndo estdo localizados nos corpos neuronais destes ndcleos, mas sim nos terminais
sinapticos oriundos do TMN (PILLOT et al, 2002). Atuando como autorreceptor em
neurbnios histaminérgicos, os receptores Hs tém funcéo na regulacdo da sintese e secrecdo da
histamina.

Diferentes dos subtipos ja citados, o receptor H; é acoplado a proteina G inibitoria e
sua estimulacdo leva a inibicdo da formacdo do AMPc. A ativacdo da proteina G inibitdria
também reduz a atividade dos canais de Ca*? de alta voltagem, e consequentemente, reduz a
fusdo das membranas vesiculares e plasmatica, prejudicando, dessa forma, a neurotransmissao
(Figura 5) (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001).

Adenilil Ciclase
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FIGURA 5. Desenho esquematico das respostas celulares e de membrana apds ativagdo do receptor
histaminérgico His. AMPc: adenosina monofosfato; ATP: adenosina trifosfato; Ca,: Canais de Ca* de alta
vontagem; G;,: proteina G inibitoria; Hs: receptor histaminérgico Hs. Figura adaptada de Brown et al, 2001.

Os receptores Hs também podem atuar como heteroceptores, inibindo a liberacdo de
outros  neurotransmissores como glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA),
noradrenalina, dopamina, acetilcolina, serotonina e varios peptideos, aparentemente pela
inibicdo dos canais de calcio pré-sinapticos (KOHLER et al, 2011). Da mesma forma, a

secrecdo de histamina também pode ser inibida por outros neurotransmissores ativando 0s
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receptores muscarinicos do tipo M, ap-adrenérgicos, serotoninérgicos do tipo 5-HTia, k-
opidides e os receptores de galanina. Ao contrario, os receptores do tipo p-opioides e leptina
parecem facilitar a liberagdo da histamina (KOHLER et al, 2011; RAO; DUNBAR, 2005).

Os receptores H, sdo expressos principalmente em células de origem hematopoiética,
como eosinofilos e mastdcitos, tendo fungdo associada a processos inflamatérios e alérgicos
(HAAS; SERCEEVA; SEBACH, 2008; NEUMANN; BEERMANN; SEIFERT, 2010). Estes
receptores foram identificados recentemente no sistema nervoso central atraves da deteccao
do seu RNAmM na amigdala, no cerebelo, no corpo caloso, no cortex pré-frontal e talamo, tanto
em humanos, quanto em ratos. Em ambas as espécies, este receptor encontra-se em alta
densidade na medula espinhal e nos ganglios da raiz dorsal, sugerindo uma possivel fungéo na
mediacdo da nocicepcdo. Connely e cols (2009) também detectaram presenca destes
receptores no cortex somatosensorial em camundongos e humanos. Posteriormente, Moya-
Garcia e cols (2011) verificaram atividade funcional dos receptores H4 neuronais, observando
hiperpolarizacéo e inibigdo dos disparos neuronais, ap6s microinfusdo de agonista seletivo
para este receptor. Vale salientar que os receptores Hy exibem estrutura molecular semelhante
a dos receptores Hs, no entanto os processos bioquimicos intracelulares gerados pela ativacao
destes receptores ainda ndo estdo estabelecidos (HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008).
Visto que o receptor Hy mostrou ter mais afinidade pela histamina do que os receptores Hy, e
sendo preferencialmente ativados em condigdes de baixa concentracdo de histamina, tem sido
sugerido que os receptores H, tém maior importancia durante as fases de baixa liberacédo de
histamina (MOYA-GARCIA et al, 2011). Uma vez que a histamina é liberada de forma fasica
ao longo do dia, € possivel que os receptores H; e H, atuem na fase de alta concentracdo de
histamina, enquanto que os receptores H, atuem durante a fase de baixa concentracao,
contribuindo, desta forma, com a modulacdo de diferentes ritmos bioldgicos, como por

exemplo, o ciclo sono/vigilia.

2.1.2 Participacdo das Vias Histaminérgicas Centrais no Controle Cardiovascular e no

Estresse

As pesquisas sobre o papel da histamina no controle e modulagdo do sistema
cardiovascular iniciaram-se com a observacdo de que nucleos cerebrais importantes para a
regulacdo autonémica e neuroenddcrina tais como area septal medial/banda diagonal de Broca

(ASM/DBB), nucleo supra optico (SON), paraventricular (PVN), ndcleo do leito da estria
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terminal (BST) e nucleos amigdaldides, recebiam densa projecao histaminérgica (BEALER,
1999; HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008; WADA et al, 1991). Entretando, o papel das
vias histaminérgicas neste processo ainda nao € claro.

Tem sido demonstrado que a histamina e seus agonistas, quando injetados
centralmente, podem modular as fungdes cardiovasculares e a atividade simpatica em ratos
(BEALER, 1999; JOCHEM, 2004; KLEIN; GERTNER, 1981; POULAKOS; GERTNER,
1989; TRENDELEMBURG, 1957). Os primeiros estudos na década de 50
(TRENDELENBURG, 1957) demonstraram que histamina microinjetada no ventriculo lateral
promove aumento na pressao arterial (PA) em gatos. Estudos posteriores confirmaram o efeito
hipertensivo da histamina em ratos acordados e anestesiados (JOCHEM, 2004; KLEIN;
GERTNER, 1981). A depender do local de acdo, 0 mecanismo pressor da histamina pode ser
tanto por ativacdo simpatica (AKINS; BEALER, 1991), quanto por aumento das
concentragfes plasmaticas de vasopressina, catecolaminas e angiotensina Il (BEALER, 1999;
BEALER; ABELL, 1995; NISHIBORI et al, 1990).

Além da resposta hipertensiva, Poulakos e Gertner (1989) observaram também
reducdo da frequéncia cardiaca (FC) quando havia ativacdo dos receptores histaminérgicos
centrais em ratos acordados. No entanto, o efeito cardiaco da histamina é mais complexo,
visto que sua administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) em animais anestesiados ou em
algumas areas cerebrais especificas em ratos acordados induz taquicardia (BEALER; ABELL,
1995; FINCH; HICKS, 1977).

A acdo central da histamina, levando a hipertensao e bradicardia, parece ser especifica
dos receptores histaminérgicos H; e H,, desde que a microinjecdo de antagonistas dos
receptores H;j, tanto i.c.v., quanto em areas cerebrais especificas inibe a resposta hipertensora
provocada pela histamina microinjetada no mesmo local (FINCH; HICKS, 1976, 1977,
POULAKOS; GERTNER, 1989). De forma semelhante, a injecdo i.c.v. do antagonista dos
receptores H,, BMY-25405, também € capaz de bloquear a resposta pressora e bradicardica
do agonista H, impromidina (IMP), injetado na mesma regido (POULAKOS; GERTNER,
1989).

Como fibras histaminérgicas se projetam para estruturas relacionadas com o controle
do sistema cardiovascular e com o processamento emocional, pode-se inferir a participacdo
desta via nas respostas comportamentais, autonémicas e neuroenddcrinas em situacdes de
estresse. De fato, estudos demonstraram aumento do turnover da histamina no diencéfalo, no
nacleo acumbens e no striatum de ratos submetidos ao estresse agudo e crénico (ITO, 2000).

Ainda, foi sugerido que a liberacdo de histamina pode ser utilizada como um indicador de
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estresse (HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008), visto que varios tipos de estressores sao
capazes de ativar os neurdnios histaminérgicos do TMN (MIKLOS; KOVACS, 2003).
Observa-se que ap0s 1 ou 2 horas de exposicdo ao estresse de restricdo, frio extremo ou
combinacdo de ambos, hd deplecdo das concentracdes de histamina de até 40% no
hipotdlamo, talamo, mesencéfalo e no cortex cerebral, indicando que estes estressores
aumentam a liberacdo deste neurotransmissor pelas terminagdes nervosas do TMN
(TAYLOR; SNYDER, 1971). Tem sido sugerido também que a histamina modula a resposta
analgesica ao estresse nociceptivo: o pincamento da cauda de camundongos e ratos aumenta a
concentracdo de tele-metil-histamina em areas taldmicas e telencefalicas (areas responsaveis
pela transmisséo e percepcao do estimulo doloroso) (ITOH et al, 1989). Além disto, choque
elétrico na pata de ratos reduz a densidade dos receptores H, no cortex, o que € revertido pelo
pré-tratamento com amitriptilina (antidepressivo) (GHI et al, 1995). Este ultimo estudo
demonstra interacdo entre histamina e 0s neurotransmissores serotonina e noradrenalina,
sugerindo a participacdo dos receptores histaminérgicos também no comportamento

depressivo pds-estresse.

2.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR E RESPOSTAS AO ESTRESSE

A regulacdo da pressdo sanguinea depende do controle da resisténcia vascular
periférica e do débito cardiaco, permitindo o suprimento sanguineo adequado para érgéos e
tecidos de acordo com sua demanda metabdlica. SituacBes que exijam maior metabolismo
celular, como por exemplo, infeccdo ou exercicio fisico, promovem aumento de pressao
sanguinea. Este aumento de pressao leva ao aumento da perfusdo sanguinea para as regides
que permitem o organismo melhor reagir a estes estimulos, seja combatendo a infeccdo ou
melhorando sua performance durante o exercicio. Ao contrario, no periodo de sono, o fluxo
aumentado para os leitos mesentéricos, com consequente reducdo da resisténcia vascular
periférica, permite a reducdo da pressdo sanguinea. Dessa forma, para a manutencdo da
homeostase, 0s niveis pressoricos devem ser estritamente monitorados e controlados
(POWLEY, 1999; TURNER; STOCK; GANTEN, 1986).

O controle da pressdo sanguinea é realizado por mecanismos neurais e hormonais. O
SNC, através de neurdnios sensitivos, recebe informac6es periféricas, que sdo processadas em
seus nucleos e enviam comandos através dos neurdnios autondmicos no intuito de modular as

funcBes cardiovasculares, seja através da acéo direta de fibras nervosas nos vasos sanguineos
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e no coragédo, ou via mensageiros hormonais, que podem agir tanto no calibre vascular quanto
no volume de sangue circulante (ACCORSI-MENDONCGCA et al, 2005; DAMPNEY, 1994).
Dessa forma, o controle central da funcdo cardiovascular é seletivo e especifico, envolvendo
uma gama de nucleos centrais capazes de responder de forma diferenciada a depender do
estimulo que esteja provocando alteraces na homeostasia.

Dados da literatura identificaram a participacdo de diferentes nucleos cerebrais, em
especial em regides rombencefélicas, responsaveis pelo controle do sistema cardiovascular
(DAMPNEY, 1994). No entanto, outros estudos vém identificando areas cerebrais em niveis
mais superiores do cérebro, mostrando que uma complexa rede de nucleos, conexdes e vias
neurotransmissoras € responsavel pelo controle cardiovascular e suas adaptagdes
homeostaticas (GUYENET, 2006; HAGIWARA et al, 2005; HERMAN et al, 2005; LOWRY
et al, 2003; McDOUGALL; WIDDOP; LAWRENCE, 2005; YILMAZ; MILLINGTON;
FELEDER, 2008).

Na regido rombencefélica, os nucleos rostroventrolateral do bulbo (RVLm), trato
solitario (NTS), ventrolateralcaudal do bulbo (CVLm), ambiguo (NA) e dorsomotor do vago
(DMV) estdo intrinsicamente relacionados com o controle cardiovascular. A ativacdo de
neurbnios do RVLm envia sinais excitatorios para os neurdnios pré-ganglionares simpaticos,
presentes na coluna intermediolateral da medula espinhal (IML), levando a vasoconstric¢do
de diversos leitos vasculares, incluindo leitos renais, mesentérico e esplénico, e consequente
aumento de pressdo sanguinea. Vale notar que a inibicdo deste nucleo leva a uma grande
reducdo na PA, mostrando que o nivel de atividade deste nucleo é rigorosamente controlado
de forma a evitar grandes flutuagfes nos niveis pressoricos sanguineos (GUYENET, 2006;
DAMPNEY, 1994).

O NTS € o nucleo bulbar identificado como centro integrador das informacgoes
sensoriais provindas dos tecidos periféricos. Os barorreceptores, localizados no arco adrtico e
seio carotideo, sdo estimulados pelo estiramento da parede arterial causado pelo aumento da
PA e enviam sinais excitatorios por via monossinaptica glutamatérgica para o NTS. O NTS
envia sinais excitatorios para o CVLm, e deste, sinais inibitérios GABAérgicos sdo enviados
para 0 RVLm. Desta forma, ha reducdo da PA. A ativacdo do NTS também promove
excitacdo de dois nucleos conhecidos pela atividade parassimpatica cardiaca, o NA e o DMV,
que, quando ativados, enviam sinais para o coracdo, reduzindo a forca de contracéo e a FC.
Este reflexo de redugdo da atividade simpatica vascular e aumento da atividade
parassimpatica cardiaca oriunda do NTS, frente aos sinais enviados pelos barorreceptores, é

conhecido como barorreflexo, que € um mecanismo neural de regulacdo da pressédo arterial a
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curto prazo (ACCORSI-MENDONCA et al, 2005; MOHRMAN; HELLER, 2007). Glutamato
e GABA sdo os principais agentes do circuito neural envolvido com as respostas barorreflexas
(SVED, 1999). Sinapses nervosas de neurdnios noradrenérgicos, serotoninérgicos (oriundos
de outros nucleos do tronco cerebral ou de regides prosencefalicas) e neurotransmissores
como acetilcolina, angiotensina, vasopressina, ATP e substancia P no RVLm e/ou na IML
parecem exercer papel excitatorio, ativando a via simpatica. Juntamente com o GABA, a
glicina, a encefalina, e outros opioides parece exercer papel inibitério na via simpatica
(DAMPNEY, 1994).

Como o bloqueio dos neurbnios do RVLm néo levava a reducdo tdo acentuada da
pressdo sanguinea quanto a administracdo endovenosa de bloqueadores simpaticos, cientistas
estudaram a participacdo de outros nucleos cerebrais na modulacdo da atividade simpatica
(SVED, 1999). Os nucleos da rafe tém projecGes diretas para o IML, sendo via de
convergéncia de sinais oriundas de nucleos prosenceféalicos que promovem taquicardia
(DAMPNEY, 1994; MCDOUGALL et al, 2005). Entretanto, tanto a rafe, quanto a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), areas situadas no mesencéfalo, podem promover simpato-
excitacdo ou inbicdo a depender da area ativada (DAMPNEY, 1994; VILLELA; SILVA
JUNIOR; FONTES, 2009). Da mesma forma, os ndcleos pontinos locus coeruleus e o
complexo parabraquial (PB) também parecem ser importantes na modulagdo cardiovascular,
promovendo efeitos diferenciados a depender da sub-regido ativada (DIAS-CASARES et al,
2009). A area postrema e a area tegmental ventral (VTA) parecem contribuir com a resposta
simpatica e facilitar as respostas barorreflexas, respectivamente (DAMPNEY, 1994).

Os nucleos prosencefalicos modulam a atividade do sistema nervoso autbnomo de
forma a promover a interacdo entre homeostasia térmica, hidrossalina, enddcrina e emocional
com o sistema cardiovascular (DIMICCO et al, 2006; NALIVAIKO; SGOIFO, 2009;
PACAK; PALKOVITS, 2001; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). O hipotalamo, localizado no
diencéfalo, é conhecido por ser o principal componente central na adequacdo das respostas
viscerais frente as adversas informacdes sensoriais, sejam elas de carater fisico ou emocional
(NOLTE, 2008).

O hipotalamo apresenta grande nimero de conexdes intra-hipotalamicas e proje¢des
de diferentes nacleos hipotaldamicos, especialmente PVN e ndcleo dorsomedial do hipotalamo
(DMH) para o tronco cerebral, permitindo a sua participacdo no controle autonémico
cardiovascular, em diferentes situacdes, tal como o estresse (HERMAN et al, 2005). As
conexdes diretas PVN e do DMH com IML, RVLm, NTS, PAG e rafe, confere aos nucleos
hipotaldmicos papel de destaque na modulagéo da atividade do sistema nervoso autonémico
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(GUYENET, 2006; LOWRY et al 2003; McDOUGALL; WIDDOP; LAWRENCE, 2005).
Além disto, o PVN possui células produtoras de neuro-hormdnios extremamente importantes
no controle do sistema cardiovascular em situacdes de estresse, sendo a via neuroenddcrina da
modulacéo deste sistema.

Outras areas prosencefalicas conectadas ao hipotdlamo sdo a area septal, o nlcleo do
BST, o hipocampo e os ndcleos amigdaldides. Estas areas estdo envolvidas com o
processamento das emocOes e vém se mostrando de grande importancia na modulacédo
cardiovascular frente as condigdes emocionais diversas (ALVES et al, 2007; DAMPNEY,
1994; FELDMAN; CONFORTI; WEIDENFELD, 1995; FORTALEZA; TAVARES;
CORREA, 2009; HERMAN et al, 2005; McDOUGALL; WIDDOP; LAWRENCE, 2005:
SCOPINHO et al, 2006; URZEDO-RODRIGUES et al, 2011). A amigdala recebe as
informac@es sensoriais tanto do ambiente externo, quanto do ambiente interno e desencadeia
respostas autonémicas, neuroenddcrinas e comportamentais adequadas aquelas informacoes.
Os nucleos da amigdala respondem de forma diferenciada e seletiva aos diversos tipos de
estressores, mas dentre eles, os nucleos central, medial e basomedial (CeA, MeA e BMA,
respectivamente) tém-se mostrado relevantes na modulacdo cardiovascular frente a estes
estressores (DAYAS; BULLER; DAY, 1999, DAYAS et al, 2001; FORTALEZA;
TAVARES; CORREA, 2009; SAHA, 2005). Ainda, disfun¢des nos ndcleos amgdaldides
estdo envolvidas ndo s6 com o desenvolvimento de diversos distdrbios psiquiatricos, mas
também com a hipertensdo de origem neural (YOSHIDA et al, 2002; DAVERN; HEAD,
2011; HERMAN, 2005).

Diversas situagfes as quais o individuo se expfe podem mudar seu equilibrio
homeostatico, tais como exercicio fisico, hemorragia, doencas infecciosas e relagdes com
outros seres vivos (CHROUSOS, 2009). Segundo Van de Kar e Blair (1999), estressores
podem ser definidos como perigo ou percepcao de perigo para a sobrevivéncia do individuo.
Estes autores classificam os diversos tipos de estressores em trés grandes grupos: 1) fisico
(introspectivo), quando envolve alteragdo homeostatica independente do estado de
consciéncia do individuo (hemorragia, infec¢do); 2) emocional (psicolégico, extereoceptivo),
quando ha percepcdo real ou imaginada do perigo a sua sobrevivéncia (medo, ansiedade,
novidade, barulho); e 3) misto, que envolve o aspecto fisico com forte componente emocional
(dor, restricdo, nado for¢ado). Dayas e cols (2001), no entanto, observaram em estudo com
expressdo de c-fos, que, apesar das diversas categoriza¢cdes dadas aos estressores, o cérebro é
capaz de diferencia-los em apenas dois grandes grupos: o estresse fisico e o estresse

emocional; os estressores mistos sdo compreendidos pelo cérebro apenas como estressor
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emocional. Para Dayas e cols (1999), estressor emocional é um estimulo ou situacdo que
sinaliza uma real ou potencial ameaga ao bem-estar de um animal e que, se aplicada ao ser
humano, pode produzir efeitos negativos na esfera afetiva, podendo haver componente fisico
presente ou nao.

Os estressores provocam respostas biolégicas (autondmicas e neuroendocrinas) e
comportamentais no organismo conhecidas como “respostas ao estresse”, que dao suporte as
novas demandas metabodlicas e a sobrevivéncia a essa nova condi¢cdo (VAN DE KAR,;
BLAIR, 1999). Os principais mediadores periféricos do estresse sdo os glicocorticdides
(cortisol e corticosterona), liberados gracas a ativagdo da via neuroenddcrina hipotalamo-
pituitaria-adrenal (eixo HPA) e as catecolaminas liberadas pela medula das glandulas adrenais
sob o controle do sistema nervoso simpatico (CHROUSOQOS, 2009; McDOOUGALL;
WIDDOP; LAWRENCE, 2005; VAN DE KAR; BLAIR, 1999). No eixo HPA, células
hipotalamicas presentes no PVN secretam o hormonio liberador de corticotropinas (CRH) a
nivel da adenohipdfise, estimulando a liberacdo do horménio adrenocorticotrépico (ACTH)
na circulacdo, que por sua vez age no cortex das glandulas adrenais para secrecdo de
corticosterona (BUSNARDO et al, 2010; HERMAN et al, 2005; LIGHTMAN, 2008). Outro
hormonio tipico do estresse produzido pelo PVN e armazenado na neurohipodfise € a
vasopressina (AVP), que, liberada na circulacdo sanguinea, age diretamente nos vasos
arteriais promovendo vasoconstriccdo, aumento da resisténcia vascular periférica e
consequente aumento da pressdo sanguinea (HOLMES; LANDRY; GRANTON, 2004). No
ambito comportamental, as alteracbes englobam estados cognitivos como vigilancia,
ansiedade e raiva levando ao individuo partir para a luta ou para a fuga (CHROUSQOS, 2009).

As alteracBes nesses sistemas neuroenddcrinos, que visam promover adaptacdes
homeostaticas no organismo — processo denominado de alostasia — sdo respostas favoraveis a
vida frente as situacOes estressantes (SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 2008). Sistemas que
ndo tem envolvimento direto com a sobrevida imediata do organismo, como o crescimento, a
reproducéo e a digestdo, sdo inibidos. Os sistemas respiratorio, cardiovascular e imunolégico,
gue envolvem melhor performance fisica e maior estado de alerta, sdo ativados (CHROUSQOS,
2009). Dessa forma, focando o sistema cardiovascular, ocorre aumento da PA, da FC, da forca
de contracdo, do débito cardiaco e da perfusdo sanguinea nos leitos cardiaco e muasculo
esquelético, enquanto que os leitos vasculares cutaneo, renal e digestivo tém perfusdo
sanguinea reduzida (TURNER; STOCK, GANTEN, 1986).

Uma gama de neurotransmissores ativa o sistema nervoso autdbnomico e permite a

secrecdo dos hormodnios do estresse (CHROUSOS, 2009). Os neurotransmissores que



32

participam das respostas cardiovasculares ao estresse tém sido alvo de estudos de
pesquisadores em todo 0 mundo. Demonstrou-se a participacdo da serotonina, noradrenalina,
dopamina, vasopressina, angiotensina, ocitocina e histamina nestas respostas (BEALER,
1999; BROWN; STEVENS; HAAS, 2001; FERREIRA et al, 2004, 2005; LOWRY et al,
2003; MIKLOS; KOVACS, 2003; MRAVEC et al, 2007; NALIVAIKO; SGOIFO, 2009;
STOJICIC et al, 2008; VAN DE KAR; BLAIR, 1999).

As respostas bioldgicas e comportamentais evocadas pelo estresse sdo extremamente
importantes para a sobrevivéncia de qualquer ser vivo, logo, disfuncdes nos sistemas
compensatérios do estresse — seja por uma exposi¢do excessiva aos estressores (estresse
cronico) ou por predisposi¢cOes genéticas — podem levar a disturbios cardiovasculares,
respiratorios, imunoldgicos e psiquidtricos (CHROUSOS, 2009; SZCZEPANSKA-
SADOWSKA, 2008). Da mesma forma, alteracdo ou disfuncdo dos nucleos cerebrais
responsaveis pelo controle das respostas cardiovasculares adaptativas pode levar a condigdes
patoldgicas no individuo, como hipertensdo ou hipotensdo, prejudicando a manutencdo da
homeostase. A sociedade contemporanea expde 0s seres humanos a situacGes de estresse de
forma cotidiana, e o estudo das vias nervosas que controlam o sistema cardiovascular frente a
estas situacbes contribui para a clinica médica no diagndéstico e tratamento de disfuncBes

neuroldgicas e/ou cardiovasculares.

2.3 0 COMPLEXO AMIGDALOIDE

Conhecido por ser o “centro das emogdes”, muitos trabalhos vém mostrando que o
complexo amigdalodide, também denominado apenas de amigdala, € extremamente importante
no reconhecimento de estimulos lesivos ou potencialmente lesivos para a sobrevivéncia do
individuo e na integracdo e adequacdo das respostas autonémicas e comportamentais frente a
estes estimulos. (DAVERN; HEAD, 2011; DOLAN; VUILLEUMIER, 2003; FERGUSON et
al, 2001; SHEKAR et al, 2003; SIEGEL; SCHUBERT; SHAIKH, 1997).

O complexo amigdaldide estd localizado no lobo temporal do encéfalo sendo
composto por aproximadamente 13 nucleos (SAH et al, 2003). Trés grandes regides formam o
complexo amigdaldide: (1) amigdala basolateral, que inclui os nucleos basal, lateral e basal
acessorio, (2) amigdala cortical, que inclui o ndcleo cortical e o trato olfatério lateral, e (3)
amigdala centromedial, que abrange os nuacleos medial e central. Ainda existem alguns

nucleos que ndo se encaixam em nenhuma classificagcéo, que sdo: os nucleos intercalados, que
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sdo pequenos agrupamentos de neurdnios encontrados no interior dos feixes de fibras que
separam os diferentes ndcleos amigdaldides; a éarea amigdalohipocampal; e a érea
amigdaloide anterior (SAH et al, 2003). Por apresentarem citoarquiteturas semelhantes e
serem anatomicamente associados, a amigdala centromedial, juntamente com o BST, séo
referidos como amigdala extendida (McDONALD, 2003; SWANSON, 2003).

Diferentes nucleos da amigdala estdo envolvidos com as respostas autonémicas
evocadas por situacdes de ameaca a sobrevivéncia do individuo, seja esta real ou imaginada.
O complexo amigdaldide é a regido responsavel por processar, categorizar e estocar as
sensacOes e emocdes geradas pelas experiéncias cotidianas. As sensagcdes de medo e
ansiedade e a consolidacdo de memorias aversivas ativam de maneira seletiva estes nucleos
amigdaléides (BANANEJ et al 2011; DIELEMBERG; HUNT; McGREGOR, 2001;
PASSANI et al, 2007; ROOZENDAAL; McEWEN; CHATTARIJI, 2009; SAH et al, 2003;
SHEKAR et al, 2003). Embora muitas subregides da amigdala parecam exercer importante
papel no comportamento emocional, 0 MeA vem se mostrado de extrema relevancia na
participacdo da modulacdo dos comportamentos sociais e na adaptacdo da funcéo
homeostatica a desafios (DAYAS et al, 2001; FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2009;
SAMUELSEN; MEREDITH, 2009; SIEGEL; SCHUBERT; SHAIKH, 1997).

O MeA é um nucleo bilateral, localizado na superficie basal do lobo temporal limitado
medialmente pelo trato optico (SAH et al, 2003). O MeA ¢é uma estrutura complexa, dividida
em subndcleos, conforme suas caracteristicas citoarquitetdnicas, claramente identificados
como anteroventral (MeAav), anterodorsal (MeAad), posteroventral (MeApv) e posterodorsal
(MeApd). Apesar de haver pequenas diferengas na distribuicdo e densidade das fibras, estes
subnicleos enviam projecdes para nucleos hipotalamicos através de duas vias principais:
estria terminal (st) e via amigdalofugal (ap). Na via amigdalofugal, o MeA conecta-se com a
substancia inominada (SI) e com o hipotalamo lateral (LH), e, através deste ultimo, envia
projecOes para regides do tronco cerebral como a VTA e rafe mediana. Através da estria
terminal, MeA conecta-se com 0s nucleos da area septal, BST, DMH, MPOA, nucleo
ventromedial (VMH), com a regido anterior do hipotalamo, que inclui os ndcleos
supraquiasmatico, retroquiasmatico, PVN e a area hipotalamica anterior (AHA), e com a
regido mamilar do hipotalamo, que inclui a area hipotalamica posterior (PHA), e os nucleos
premamilares, mamilares e tuberomamilares. Indiretamente, passando pelos niucleo DMH e
area posterior (PHA), o MeA envia projecdes para PAG e rafe dorsal. Finalmente, via PVN e
PAG, 0 MeA envia projecOes para RVLm (CANTERAS; SIMERLY; SWANSON, 1995;
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SIMERLY, 2004). A figura 6 mostra o diagrama das conexdes do MeA com ndcleos e areas

corticais, hipotalamicas, septais, mesencefalicas e rombencefalicas.
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FIGURA 6. Diagrama das conexdes do MeA com areas do sistema nervoso central. As setas indicam o fluxo
dos sinais neurais. Duas vias permitem a conexdo bidirecional do MeA com as demais areas encefalicas: a
estria terminal (st) e a via amigdalofugal (ap). Legenda: Acb, nlcleo acumbens; AHA, éarea hipotalamica
anterior; AOB, bulbo olfatério acessorio; AON, nicleo olfatério acessorio; ASL, area septal lateral; ASM, area
septal medial; BST, nicleo do leito da estria terminal; DMH, nicleo dorsomedial do hipotdlamo; DRN, ntcleo
dorsalda rafe; Hip, hipocampo; LH: hipotadlamo lateral; mPFC: cortex prefrontal medial; MPOA: area pré-
optica medial do hipotdlamo; MRN, ndcleo mediano da rafe; PAG, substancia cinzenta periaquedutal; PHA,
area hipotalamica posterior; PVN: ndcleo paraventricular do hipotdlamo; Rch: nicleo retroquiasmatico; RPa,
rafe palida; RVLm, nGcleo rostroventrolateral do bulbo; Sch, nlcleo supraquiasmatico; Sl, substancia
inominada; TMN, ndcleo tuberomamilar do hipotalamo; VMH, nicleo ventromedial do hipotlamo; VTA, érea
tegmental ventral.
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Dados recentes evidenciam a participacdo do MeA na integracdo entre o estresse emocional e
reproducédo, ao observar supressao de liberacdo dos hormonios sexuais e gonadotrofinas em
fémeas submetidas a diversos tipos de estressores (LIN et al, 2011). Ainda, a resposta
agressiva como um comportamento de defesa contra ameacas, depende da ativacdo e
integridade das células do MeA (SHIBATA; YAMAMOTO; UEKI, 1982; SIEGEL;
SCHUBERT; SHAIKH, 1997).

Estudos evidenciam também a participacdo de alguns ndcleos do complexo
amigdaloide na modulacédo do sistema cardiovascular, entre eles 0 BMA, 0 CeA e 0 MeA.
Yoshida e cols (2002) mostraram que neurénios GABAérgicos exercem inibicdo ténica do
BMA, visto que a microinjecdo de bicuculina (antagonista GABAA) nesta area, promove
aumento da pressdo arterial e freqgiiéncia cardiaca em ratos anestesiados. Por outro lado, a
estimulacdo quimica dos neurdnios do CeA com aminoacido excitatorio L-glutamado
promove hipertensdo e taquicardia em ratos ndo-anestesiados (SAHA, 2005), enquanto que a
les@o eletrolitica no CeA previne a hipertensdo e atenua a resposta pressora provocada por
estresse psicologico agudo em ratos hipertensos borderline (SANDERS et al, 1994). Além
disso, Kalin e cols (1994) mostraram que ha aumento de atividade metabdlica em neurénios
liberadores de CRH no CeA em animais submetidos a estresse de contenc¢do. Contudo, alguns
estudos sugerem que a participacdo do CeA na modulacdo cardiovascular, especialmente
quando envolve estresse emocional, seja de maneira indireta, atuando como via de passagem
para as informacdes oriundas do MeA (DAYAS; BULLER; DAY, 1999).

Sdo relativamente recentes as informacdes referentes a participacdo do MeA na
modulacgéo das respostas cardiovasculares, em especial, frente a situacdes de estresse (KUBO
et al, 2004; HAGIWARA et al, 2005; DAYAS; BULLER; DAY, 1999; FORTALEZA,
SCOPINHO; CORREA, 2009). O MeA parece ter envolvimento também na hipertensio
neurogénica, visto que maior atividade neuronal € observada nesta area em camundongos
geneticamente hipertensos (linhagem BPH/2J) e que a lesdo de células do MeA atenua a
hipertensdo em ratos SHR (DAVERN et al, 2009; FUKUMORI et al, 2004).
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2.3.1 MeA e as Vias Histaminérgicas

Apesar da distribuigdo irregular, uma grande variedade neurotransmissores esta
presente nas células do MeA, assim como uma variedade de fibras nervosas se projeta para o
MeA. Por muitos anos, 0 MeA estava associado ao comportamento sexual visto a grande
quantidade de receptores para estrogénio e androgénio presentes em suas celulas, em especial
no subndcleo posterodorsal (MARAS; PETRULIS, 2010; TREZZA; CAMPOLONGO,
2009). Receptores para glutamato estdo presentes no MeA e, quando ativados, aumentam a
frequéncia de disparo dos neurbnios angiotensinérgicos presentes neste nicleo (HAGIWARA
et al, 2005). Além disto, este nucleo possui células produtoras de somatostatina,
neuropeptideo Y, podendo apresentar neur6nios com colocalizacdo destes neurotransmissores.
Outros neurotransmissores encontrados no MeA sdo substancia P, pro-dinorfina, CRF,
angiotensina e o6xido nitrico (DE OLIVEIRA et al, 2000; HAGIWARA et al, 2005;
KRUKOFF; KHALILI, 1997; ROBERTS, 1992). O MeA recebe densa projecdo de fibras
serotoninérgicas, moderada projecdo de fibras noradrenérgicas e escassa projecao
dopaminérgica e adrenérgica. Ainda, 0 MeA apresenta relativamente pouca densidade das
enzimas tirosina-hidroxilase, dopamina B-hidroxilase (FREEDMAN; SHI, 2001; FALLON;
CIOFI, 1992). Dessa forma, a variedade de neurotransmissores e de receptores distribuidos no
MeA em conjunto com as diversas combinacgdes de vias neurais que podem ser ativadas pelo
MeA possivelmente reflete as variadas respostas comportamentais e bioldgicas que o
organismo pode adotar frente aos diversos tipos de estressores. As conexdes com nucleos
hipotalamicos (MPOA, AHA, PVN, DMH) e rombencefalicos (rafe, PAG, RVLm) permitem
gue o MeA exerca controle sobre o sistema cardiovascular.

O MeA recebe intensa projecdo histaminérgica proveniente do TMN através do feixe
prosencefalico medial (PANULA et al, 1989; WADA et al, 1991) e possui grande atividade
da enzima HDC (BEN-ARI et al, 1977). Os receptores histaminérgicos H; e H, estdo
distribuidos por todo o complexo amigdaloide, sendo que 0 MeA apresenta alta densidade dos
receptores H; e pouca densidade dos receptores H,, enquanto que os nucleos lateral, basal e
basal acessorio apresentam maior densidade do receptor H, (BROWN; STEVENS; HAAS,
2001; KARLSTEDT et al, 2001; PALACIOS; WAMSLEY; KUHAR, 1981; TRAIFFORT et
al, 1992; VIZUETE et al, 1997).

Foi observado que a estimulacéo elétrica do MeA reduz a liberagéo de histamina pelo

TMN na PHA ipsilateral, porém, contra-lateralmente, promove aumento na liberacdo de
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histamina a nivel do LH (PRAST; WALSER; PHILIPPU, 1989). Isto mostra que 0 MeA néo
apenas recebe projecdes do TMN como também envia projecbes para este nucleo,
influenciando a liberacdo de histamina em outras areas. Este dado pode ser importante na
compreensdo do papel do MeA nas respostas ao estresse e a participacdo das vias
histaminérgicas neste processo.

Estudo recente mostra que a microinjecdo unilateral de histamina no MeApd promove
aumento de pressao arterial média (PAM) e reducdo do componente parassimpatico do
barorreflexo, aumentando assim o balanco simpato-vagal de ratos em condicGes basais
(QUAGLIOTTO et al, 2008). Este estudo d& suporte a idéia de que o0s receptores
histaminérgicos no MeA modulam respostas hemodindmicas reflexas. Com base nestes
estudos, faz-se considerar a relevancia das vias histaminérgicas no MeA para as respostas
cardiovasculares, implicando na necessidade de mais estudos para compreender a funcao
destes receptores nas condi¢Oes de estresse emocional.

Tendo em vista 1) que o estresse é importante fator que desencadeia diversas
condicdes patoldgicas, incluindo a hipertensdo, 2) que as vias histaminérgicas centrais sao
ativadas durante condices aversivas e estressoras, e 3) que a amigdala € importante area
cerebral envolvida em respostas emocionais diversas, nossa hipdtese foi que o estresse leva a
ativacdo de vias histaminérgicas direcionadas ao MeA e que a ativagao dos receptores H; e H,

nesta area module as respostas cardiovasculares ao estresse.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar o papel dos receptores histaminérgicos do tipo H; e H, presentes no nucleo
medial da amigdala (MeA) sobre as respostas cardiovasculares em ratos estressados e nao-

estressados.

3.2 ESPECIFICOS

3.2.1 Verificar o efeito do blogqueio dos receptores histaminérgicos do tipo H; presentes
no MeA sobre a pressdo sangliinea e a freqliéncia cardiaca em ratos submetidos ao
estresse de restricdo de movimentos.

3.2.2 Verificar o efeito do bloqueio dos receptores histaminérgicos do tipo H, presentes
no MeA sobre a pressdo sangiinea e a frequéncia cardiaca em ratos submetidos ao
estresse de restricdo de movimentos.

3.2.3 Verificar o efeito do bloqueio dos receptores histaminérgicos do tipo Hy presentes
no MeA sobre a pressao sangiinea e a freqliéncia cardiaca em ratos acordados em
condigdes basais e em livre movimento.

3.2.4 Verificar o efeito do blogueio dos receptores histaminérgicos do tipo H, presentes
no MeA sobre a pressao sanglinea e a freqiiéncia cardiaca em ratos acordados em

condicdes basais e em livre movimento.
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4 HIPOTESES

4.1 HIPOTESES TESTES

4.1.1 Em condi¢bes de desafio cardiovascular, como o estresse de restricio de
movimentos, o blogqueio dos receptores histaminérgicos do tipo H; e H, no MeA
altera a resposta hipertensiva e taquicérdica evocada pelo estresse em ratos.

4.1.2 Em condic¢Oes cardiovasculares basais (ndo-estresse), o bloqueio dos receptores

histaminérgicos dos tipos H; e H, no MeA ndo altera a PA e a FC em ratos.

4.2 HIPOTESES NULAS

4.2.1 Em condi¢bes de desafio cardiovascular, como o estresse de restricio de
movimentos, o bloqueio dos receptores histaminérgicos do tipo H; e H, no MeA
ndo altera a resposta hipertensiva e taquicardica evocada pelo estresse em ratos.

4.2.2 Em condicBes cardiovasculares basais (ndo-estresse), o bloqueio dos receptores

histaminérgicos dos tipos H; e H, no MeA altera a PA e a FC em ratos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar adultos, pesando entre 280-320g (em torno de 15
semanas), fornecidos pelo Biotério Setorial do Laboratério de Neurociéncias, Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia, mantidos em condi¢des controladas de
temperatura (23 £ 2°C) e de ciclo claro/escuro (7h00min as 19h00min), com agua e ragdo ad

libitum.

5.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Cinco dias antes das sessfes experimentais, os animais foram anestesiados com
cetamina (80mg/kg) e xilazina (11,5mg/kg) via intraperitoneal, sendo o estado anestésico
avaliado pela auséncia dos reflexos corneal, respiratorio e de retirada de pata por presséo.
Apds a tricotomia da regido da cabeca, os animais foram colocados no aparelho estereotaxico.
O cranio foi exposto com uma incisdo na pele e remocdo de tecido subcutaneo, e a cabeca do
animal foi nivelada de modo que as suturas cranianas bregma e lambda estivessem na mesma
altura. As coordenadas para implante bilateral das canulas no MeA foram definidas de acordo
com o Atlas de Paxinos e Watson (1998): anteroposterior — 2,5 mm posterior ao bregma;
vertical — 8,3 mm abaixo da calota craniana; e lateral — 3,4 mm a direita e a esquerda da linha
sagital.

A trepanacdo Ossea foi realizada utilizando-se uma broca odontoldgica n°7 e motor de
baixa rotacdo. Dois parafusos foram fixados na calota craniana e recobertos com acrilico
dental autopolimerizante para fixag&o e estabilizacdo das canulas.

As canulas guias foram confeccionadas com agulhas de ago inoxidavel com 0,5mm de
diametro interno, 0,7mm de didmetro externo e comprimento padronizado em 15mm. Para
prevenir obstrucdo, as canulas foram ocluidas com mandris removiveis de 15mm,
confeccionados de fios de ago inoxidavel.

Apls a cirurgia foram administrados pentabidtico (benzilpenicilina benzatina

24.000UI; benzilpenicilina procaina 12.000Ul; benzilpenicilina potassica 12.000Ul;
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diidroestreptomicina base 10 mg estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; i.m.) e
antiinflamatério (flunixina meglumina 2,5mg/kg; i.m..), como medidas profilaticas contra
infeccdo, inflamacdo e dor.

Em seguida, os animais foram acomodados em caixas plasticas individuais e mantidos
em salas com temperatura em torno de 23 + 2 °C, ciclo claro\escuro (luzes das 07h00min as
19h00min), &gua e ragdo disponiveis ad libitum. Nos cinco dias consecutivos a cirurgia, 0s
animais foram observados quanto a sinais de dor e desconforto, sendo realizada outra
administracdo de flunixina meglumina via i.m. quando necessario. Durante este periodo, 0s
animais foram manipulados diariamente simulando as condi¢Ges experimentais, no intuito de
acostuma-los ao momento da microinjecao central. Dessa forma, os mandris foram trocados

diariamente, evitando também a obstrucdo das canulas.

5.3 CATETERIZACAO DA ARTERIA CAROTIDA

Vinte e quatro horas antes do experimento (cinco dias ap6s a implantacdo da canula-
guia), os animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (11,5mg/kg) via
intraperitoneal. Sob completa anestesia, foi realizada a tricotomia do pesco¢o e de parte do
dorso do animal. O acesso a artéria carétida esquerda foi realizado através da incisdo no
pescoco e afastamento dos musculos traqueal e esternocleidomastéideo. Apds pequena incisao
na artéria, 2,7 cm do catéter (PE-50) foi inserido e fixado por amarraduras com linha de
sutura. A outra parte do cateter (10,4 cm) foi exteriorizada por via subcutanea no dorso do
animal. Apos a cirurgia foram administrados o antibidtico e o antiinflamatorio ja citados, e 0s

animais foram recolocados em caixas individuais.

5.4 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL

No dia do experimento, foi registrada a pressdo arterial pulsatil (PAP) através da
conexdo do cateter arterial a um transdutor de pressdao (BP1 — faixa de pressdo: 50-300
mmHg, sensibilidade de SuV/VE/(V/D) = volume/displacement = 0,01, World Precision
Instrument — Sarasota- Florida) capaz de conduzir o sinal para o sistema computadorizado de

aquisicdo de dados (AgDados versdo 5.0 — Lynx Tecnologia Eletronica Ltda). Os dados de
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pressao sistolica, diastolica, pressdo arterial média (PAM) e de freqiiéncia cardiaca (FC)
foram calculados através do programa Biopac Systems AcgKnowledge for Windows.

5.5 DROGAS E MICROINJECOES

Microinjecdes bilaterais no MeA foram realizadas com auxilio de uma seringa Hamilton de 10
ul, conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha injetora 1.0 mm mais longa do
que a canula guia, em animais acordados em livre movimento em suas caixas. As drogas foram
diluidas em salina isotdnica estéril e injetadas num volume de 0,2 pL. As drogas utilizadas
foram as seguintes:

Veiculo — cloreto de sddio isoténico (NaCl 0,9%).
Antagonista dos receptores H; — mepiramina (SIGMA) nas doses de 50nmol, 100nmol e
200nmol.

Antagonista dos receptores H,— cimetidina (SIGMA) nas doses de 100nmol e 200nmol.

5.6 ESTRESSE DE RESTRICAO DE MOVIMENTOS

Para a realizacdo do estresse de restricdo de movimentos, os animais foram colocados,
em tubos de polivinil de 6 cm de diametro e 26 cm de comprimento, e mantidos em posi¢édo
horizontal (0° em relacdo a superficie) sem promover sinal aparente de dor. Os tubos s&o
providos de varios orificios ao longo do seu comprimento para permitir a dissipacao de calor
durante o estresse, além de aberturas na parte anterior e posterior para exteriorizar o focinho e
a cauda dos animais, respectivamente. Na parte frontal e superior de cada tubo, existe uma
abertura que permite 0 acesso ao cateter arterial, tornando possivel sua conexdo ao transdutor
de pressdao. Os animais foram mantidos nos tubos de restricdo de movimento durante 45 min.
Este tempo de estresse foi escolhido por ser suficiente para promover alteragdes autondmicas,
neuroendodcrinas e comportamentais, alteracdes estas que também sdo moduladas pelas vias
histaminérgicas centrais (BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; HAAS, SERGEEVA,
SELBACH, 2008).
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GRUPOS
EXPERI- CARACTERIZACAO BASE RACIONAL
MENTAIS
Foi observado que a liberacdo de
Efeito da microinjecdo bilateral de | histamina pelos terminais sinépticos do
GRUPO| | Mepiramina antagonista Hy, Nno | TMN estd aumentada em situagdes de
estresse ¢ | MEA nas doses de 50, 100 e 200 | estresse (ITO, 2000). Além disto, a

receptor H;

nmol ou de salina 0,9% sobre a
resposta hipertensiva e taquicardica
evocada pelo estresse de restricdo

GRUPO 11
estresse e
receptor H,

Efeito da microinjecdo bilateral de
cimetidina, antagonista H,, no MeA
nas doses de 100 e 200 nmol ou de
salina 0,9% sobre a resposta
hipertensiva e taquicardica evocada
pelo estresse de restricdo

amigdala € importante para o
reconhecimento de estimulos aversivos
(DOLAN; VUILLEUMIER, 2003) e
coordena as informacbes para areas
responsaveis pelas respostas
adaptativas ao estresse (CANTERAS;
SIMERLY, SWANSON, 1995;
DAMPNEY, 1994). Dessa forma,
torna-se importante a investigacdo do
papel dos receptores H; e H, no MeA
nas respostas cardiovasculares ao
estresse.

GRUPO 11
nao-estresse
receptor H;

Efeito da microinjecdo bilateral de
mepiramina, antagonista Hj;, no
MeA na dose de 200 nmol ou de
salina 0,9% sobre a PAM e FC de
ratos acordados, em condigdes
basais e livre movimento.

GRUPO IV
nao-estresse
receptor H,

Efeito da microinjecdo bilateral de
cimetidina, antagonista H,, no MeA
na dose de 200 nmol ou salina 0,9%
sobre o sistema cardiovascular em
ratos acordados, em condigdes
basais e livre movimento.

Na homeostasia cardiovascular, as
vias histaminérgicas sdo ativadas
tipicamente em condigdes aversivas e
ou prejudiciais a sobrevivéncia
(JOCHEM, 2003). Se as vias
histaminérgicas ndo apresentam tonus
regulatorio significante em condicgdes
basais, testamos a suposicdo de que 0
bloqueio dos receptores H; e H, no
MeA nédo promove qualquer alteracéo
na PAM ou FC de animais em
condicdes basais (ndo estressados).
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4.8 PROTOCOLOS E DESENHOS EXPERIMENTAIS

Em todos os grupos experimentais (I, 11, 111 e I\VV) no inicio das sessdes experimentais,
24 h apds a segunda cirurgia com 0s animais em suas caixas individuais, o cateter da carotida
foi conectado ao transdutor de pressdo e a PAP foi registrada por aproximadamente 30 min.
Em seguida, os animais receberam microinjecbes no MeA de antagonista dos receptores H;
ou H, (mepiramina ou cimetidina, respectivamente), em diferentes doses. Os animais
controles receberam microinjecGes de salina (0,9%) nas mesmas condi¢cdes experimentais.
Apo6s 15 minutos de administradas as drogas, os animais do grupo experimental | e 11 foram
submetidos ao estresse de restricdo de movimentos por 45 min. Apds este periodo, 0s animais
foram realocados em suas caixas individuais para recuperacdo de seu estado basal durante 30

min. Durante todo o periodo experimental, a PAP foi continuamente registrada.

Desenho Experimental I e 11

Injecdo de

o mepiramina,
Inicio do cimetidina ou

Registro salina0,9%no | ... Estresse de restri¢&o de movimentos ------- ]
MEA Periodo

de recuperacéo
|| | e reeupereto |

Final de
Registro

-30 -15 0 45 75 min

Nos grupos experimentais Il e 1V, os animais ndo foram submetidos ao estresse de
restricdo, permaneceram por todo o tempo em suas caixas individuais com livre movimento.

Apo6s as microinjecdes centrais, a PAP continuou sendo registrada por um periodo de 75

minutos.
Desenho Experimental 11 e 1V
Injecdo de
mepiramina,
Inicio do cimetidina ou Final de
Registro  salina0,9% no Registro
MEA

-30 0 75 min




45

Ao final da sessdo experimental, todos os animais foram anestesiados e submetidos a
perfusdo transcardiaca com salina 0,9% seguida de formalina 10% para retirada dos cérebros
e posterior analise histoldgica dos mesmos. Os experimentos foram realizados entre 7h00min

e 13h00min e os animais ndo tiveram acesso a agua ou racao durante este periodo.

5.9 ANALISE HISTOLOGICA

Apbs perfusdo, os cérebros foram removidos e conservados em solucdo de
formolglicosado (10% de formol, 30% de glicose) por pelo menos 72h. Apoés este periodo, 0s
cérebros foram seccionados em cortes coronais de 40 um de espessura em micrétomo de
congelamento. Os cortes cerebrais foram corados com cresil violeta 2% para posterior analise
do posicionamento das canulas e do local das microinjecGes. Somente os cortes cerebrais nos
quais as duas microinjecdes estavam localizadas no MeA foram considerados positivos para
andlise. Os cortes cujas microinjecdes ficaram localizadas em outras areas, foram analisados a

parte.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados, expressos como media + E.P.M., foram analisados pelo software GraphPad-
Prism V.5 (L2 Jolla-CA-USA). Inicialmente foi realizada a analise de variancia (ANOVA)
two-way para medidas repetidas seguida do pos-teste de Bonferroni, sendo considerados
valores de significancia de p < 0.05. Para analise de comparacéo da eficacia do blogueio da
resposta pressora entre 0s antagonistas dos receptores H; e Hy, foi utilizada a ANOVA one-
way, seguida pelo pds-teste de Newman-Keuls, sendo considerados os valores de significancia
de p < 0.05.
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5.11 CONSIDERACOES ETICAS

A manipulacdo e procedimentos experimentais que foram utilizados nos animais
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal da Bahia (CEUA-ICS) com numero de protocolo 018/2011.

O critério para o estabelecimento do numero amostral por grupo experimental foi
baseado em dois fatores: o primeiro foi de acordo com os dados encontrados na literatura
internacional e o segundo foi de acordo com célculos matematicos. Calculo do tamanho da
amostra foi realizado com o auxilio do programa Sigmaplot versdo 12, considerando uma
diferenca significante de 10 mmHg entre os grupos controles e experimentais, com um desvio
padrdo de 3 mmHg, poder do teste em 95% e um p de 0,05, estimando o tamanho da amostra
para 5 animais (80 animais no total).

O numero total de animais utilizados foi de 137 animais. Deste total, 86 animais
(62,8%) foram considerados positivos; 19 animais (13,9%) foram referentes aos animais cujas
canulas atingiram areas circunvizinhas ao MeA (MGP, BMA, CoA e LH); 10 animais (7,3%)
foram utilizados como pilotos para treinamento de técnicas; e 22 animais (16,5%) ndo foram

utilizados devido a morte ap6s procedimentos cirirgicos.
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6 RESULTADOS

6.1 ANALISE HISTOLOGICA

A figura 7 no painel A mostra uma fotomicrografia tipica de corte coronal de cérebro
(40 um) com coloracdo de cresil violeta. Somente 0s animais que apresentaram microinjecoes
localizadas no MeA, de forma bilateral, foram considerados positivos. O painel B representa
um diagrama, adaptado do Atlas Estereotaxico de Paxinos & Watson (1998), mostrando a
localizacdo das injecbes no MeA (e) ou em é&reas circunvizinhas (x). Os animais que

apresentaram microinjecGes em areas circunvizinhas ao MeA foram analisados a parte.

A

Bregma: - 2.56 mm

FIGURA 7. Fotomicrografia (painel A) de corte coronal (40 um) e desenho esquematico (painel B, adaptado do
Atlas de Paxinos & Watson, 1998) de cérebro de rato indicando local da microinjegdo bilateral no MeA. As setas
indicam o local da microinjecdo. Os simbolos representam: (e) microinjecBes bilaterais no MeA; (x)
microinjecfes em dareas circunvizinhas. BMA: nlcleo basomedial da amigdala; CoA: nucleo cortical da
amigdala; LH: hipotadlamo lateral; MeA: nlcleo medial da amigdala; MGP: globo palido medial.
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6.2 EFEITO DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO DOS RECEPTORES
HISTAMINERGICOS DO TIPO H; PRESENTES NO MEA SOBRE A RESPOSTA
HIPERTENSIVA E TAQUICARDICA EVOCADA PELO ESTRESSE DE
RESTRICAO

No primeiro protocolo experimental realizado, investigamos o papel dos receptores
histaminérgicos do tipo H; no MeA sobre o controle cardiovascular em situacdo de estresse.
A figura 8, painel A, ilustra 0 APAM ap06s microinjecGes bilaterais de mepiramina no MeA
em diferentes doses (50, 100 e 200 nmol) ou salina 0,9% em animais submetidos ao estresse
de restricdo. O tratamento com mepiramina inibe de forma dose-dependente a resposta
hipertensiva induzida pelo estresse. A andlise de variancia two-way para medidas repetidas da
PAM indica que ha interacdo significativa entre os fatores tempo e tratamento [F(64,493) =
4,55, p < 0,0001] e que também ha diferenca significativa ao longo do tempo [F(16,493) =
40,93, p < 0,0001] e entre os tratamentos [F(4,493) = 148,85, p < 0,0001]. A PAM basal de
cada grupo, que foi utilizada para o calculo do APAM ao longo do experimento, encontra-Se
na tabela 1. Como esperado, observa-se que animais tratados com salina submetidos a estresse
de restricdo apresentam resposta hipertensiva significativa ao longo de todo o periodo de
estresse, sendo que nos primeiros 5 min apds seu inicio o APAM foi 30 £ 2 mmHg, enquanto
nos animais ndo-estressados tratados com salina 0 APAM foi de 1 £ 2 mmHg e, aos 45 min,
final do estresse, o APAM foi de 25 + 2 mmHg e de -1 + 2 mmHg, respectivamente. Na dose
de 200 nmol, a mepiramina leva ao bloqueio quase completo da resposta hipertensiva ao
estresse, diferindo estatisticamente do grupo controle ndo-estressado apenas nos primeiros 5
min de estresse (APAM = 12 + 2). O APAM dos animais tratados com a dose de 200 nmol nos
tempos 10 min e 45 min de estresse foi de 9 £ 3 e 6 £ 3 mmHg, respectivamente. Os animais
tratados com mepiramina na dose de 100 nmol apresentam APAM diferente estatisticamente
tanto em relagéo ao grupo controle estressado, quanto ao grupo controle ndo-estressado, sendo
seus valores de APAM nos tempos 5 e 45 min 14 + 2 e 17 £ 2 mmHg, respectivamente. A
dose de 50 nmol foi inefetiva em bloquear a resposta hipertensiva ao estresse; a andlise
estatistica mostra que o APAM deste grupo ndo apresentou diferenga significante em relacao
ao grupo controle (salina) estressado. Além disso, observa-se que a resposta hipertensiva ao
estresse em animais tratados com mepiramina na dose de 50 nmol foi significativamente
diferente daquelas apresentadas pelos animais tratados com a dose de 200 nmol e pelos

animais tratados com salina ndo-estressados.
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No painel B da figura 8 apresenta-se os resultados do AFC apds microinjecao bilateral
no MeA de mepiramina em diferentes doses (50, 100 e 200 nmol) ou salina 0,9% em animais
submetidos ao estresse de restricdo. A analise de variancia two-way para medidas repetidas da
FC indica que hé diferenca estatistica significante ao longo do tempo [F(16,464) = 55,62, p <
0,0001], e que ha interacdo significante entre os tratamentos [F(4,464) = 10,79, p < 0,0001] e
entre tempo e tratamento [F(64,464) = 3,26, p < 0,0001]. A FC basal, de cada grupo, que foi
utilizada para o calculo do delta da FC (AFC), encontra-se na tabela 2. Verifica-se que, nos
animais tratados com salina submetidos ao estresse de restricdo, houve aumento significante
na FC por todo o periodo de estresse quando comparados ao grupo tratado com salina néo-
estressado, sendo que, no inicio do estresse (5 min), o AFC foi de 142 = 22 bpm nos ratos
estressados e de 9 + 16 bpm nos ratos ndo-estressados, e, ao final do estresse (45 min), o AFC
foi de 112 £ 11 e 6 + 8 bpm respectivamente. A administracdo de mepiramina nas doses de
50, 100 ou 200 nmol ndo produz qualquer alteracdo no AFC induzida pelo estresse de
restricdo, ndo diferindo do grupo controle estressado. Dessa forma, a Unica diferenca
significante detectada pelo teste estatistico foi entre o grupo controle ndo-estressado e 0s
grupos de animais estressados, tanto os tratados com salina (controle estressado), quanto 0s

animais tratados com mepiramina nas diferentes doses.
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& Salina 0,9% estressado (9)

{F Salina 0,9% né&o-estressado (5)
@ Mepiramina 200 nmol (7)

-4 Mepiramina 100nmol (7)

<49 Mepiramina 50nmol (6)

* diferente de salina néo-estressado
# diferente de salina estressado
+ diferente de mepiramina 50nmol

50

351

30+

257

20+

15+

10+

A Pressdo Arterial Média (mmHg)

estresse

B T T T T T T
-15 0 15 30 45 60

Tempo (min)

200+

150+

100+

50+

A Frequéncia Cardiaca (bpm)

-50- estresse

-15 0 15 30 45 60
Tempo (min)

FIGURA 8. Alteragcdo da PAM (A) e FC (B) durante o estresse de restrigdo em ratos apos a administracdo de
mepiramina no MeA. Os animais receberam as doses de 50 (¢; n=6), 100 (A; n=5) e 200 (e; n=7) nmol ou
salina 0,9% (m; n=9) e ap6s 15min foram submetidos ao estresse de restrigdo. Outro grupo de animais nao
submetido ao estresse e tratados com salina no MeA (0; n=5) foi usado como controle para o estresse. Dados
estdo apresentados como médiatSEM. ANOVA two-way seguido pelo pos-teste de Bonferroni, p<0,0001. Os
simbolos representam: *diferenga estatistica significante quando comparado ao grupo tratado com salina que ndo
foi submetido ao estresse de restrigdo; #diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo tratado
com salina submetido ao estresse de restricao; +diferenca estatistica entre os grupos tratados com as doses de 50
e 200 nmol.
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TABELA 1. Efeito da microinjecéo bilateral de mepiramina e cimetidina em diferentes doses
sobre a PAM em diferentes momentos do periodo experimental. As doses utilizadas de
mepiramina foram 50, 100 e 200 nmol e de cimetidina foram 100 e 200 nmol. Os animais
controles estressados e ndo-estressados receberam microinjecdes de salina 0,9% no MeA.

PA(r'\Tfani';M A PAM + EPM (mmHg)
Grupos Experimentais | 5y microinjecéo estresse
- 20 min 0 min 5 min 25 min 45 min

Salina estressado 103+3 5+2 30 + 2* 25 +2* 25+ 2%

Mepiramina 200 nmol | 1115 6+2 12 + 2*#+ 7+ 28+ 9+ 3#+
I Mepiramina 100 nmol |105%1 1+2 14 £ 2*# 14 £ 2*# 17 £ 2*#

Mepiramina 50 nmol 110+ 2 8+3 22 + 4% 21 £ 1% 21 1%

Salina ndo-estressado | 114 £ 6 212 1+£2 4+1 -1+2

Salina estressado 104 +4 712 27 + 2* 24 £1* 23+ 1*
Il Cimetidina 200 nmol 108 £ 4 1+2 20 £ 1*# 15+ 1%# 12 + 2*#

Cimetidina 100 nmol 107 £2 7+3 24 +3* 21 £ 2* 25+ 2*

Salina ndo-estressado | 110+ 6 3x1 21 21 2%3

Dados estdo apresentados como média+tEPM. Os valores de PAM basal estdo expressos em nimeros absolutos.
Apos as microinjecdes, os valores estdo expressos como APAM. A anélise estatistica realizada foi ANOVA two-
way seguido pelo pds-teste de Bonferroni, p<0,0001. *Diferenca estatistica significante quando comparado ao
grupo tratado com salina que ndo foi submetido ao estresse de restricdo. #Diferenca estatistica significante
guando comparado ao grupo tratado com salina submetido ao estresse de restricdo.+Diferenca estatistica entre 0s
grupos tratados com mepiramina nas doses de 50 e 200 nmol.

TABELA 2. Efeito da microinjecdo bilateral de mepiramina e cimetidina em diferentes doses
sobre a FC em diferentes momentos do periodo experimental. As doses utilizadas de
mepiramina foram 50, 100 e 200 nmol e de cimetidina foram 100 e 200 nmol. Os animais
controles estressados e nao-estressados receberam microinjecdes de salina 0,9% no MeA.

o FC(EpFnF)’M A FC + EPM (bpm)
Grupos Experimentais basal microinje¢édo estresse
- 20 min 0 min 5 min 25 min 45 min

Salina estressado 342+ 19 6+12 143 £ 22* 147 £ 20* 112 £11*

Mepiramina 200 nmol | 345+ 9 32+14 121 + 19* 132 + 22* 134 +17*
I Mepiramina 100 nmol 3397 9+9 98 + 23* 111 +17* 102 + 14*

Mepiramina 50 nmol 340+ 11 -9+6 128 + 14* 130 + 6* 125 + 21*

Salina ndo-estressado 373+ 10 1+11 9+16 7+13 68

Salina estressado 326 + 10 14+9 177 £17* 155+ 10* 139 + 10*
Il Cimetidina 200 nmol 361+ 14 -1+5 129 + 23* 135+ 11* 112 +11*

Cimetidina 100 nmol 355+ 18 21+ 27 136 + 22* 118 + 17* 129 + 15*

Salina ndo-estressado 355 + 26 617 10+17 13+12 14+8

Dados estdo apresentados como médiatEPM. Os valores de FC basal estdo expressos em nimeros absolutos.
Apos as microinjecdes, os valores estdo expressos como AFC.*Diferenca estatistica significante (ANOVA two-
way seguido pelo pds-teste de Bonferroni, p<0,0001) quando comparado ao grupo tratado com salina que nao foi
submetido ao estresse de restri¢ao.
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6.3 EFEITO DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO DOS RECEPTORES
HISTAMINERGICOS DO TIPO H, PRESENTES NO MEA SOBRE A RESPOSTA
HIPERTENSIVA E TAQUICARDICA EVOCADA PELO ESTRESSE DE
RESTRICAO

Dando continuidade aos estudos sobre o papel das vias histaminérgicas presente no
MeA no controle cardiovascular em animais em situacdo de estresse, realizamos o segundo
protocolo experimental, no qual investigamos o papel dos receptores histaminérgicos do tipo
H, no MeA sobre o referido sistema. A figura 9, painel A, ilustra 0 APAM ap6s microinjecdo
bilateral no MeA de cimetidina nas doses de 100 e 200 nmol ou salina 0,9% em animais
submetidos ao estresse de restricdo. Verifica-se que o tratamento com cimetidina promove
inibicdo parcial da resposta hipertensiva induzida pelo estresse apenas na maior dose
utilizada. A andlise de variancia two-way para medidas repetidas da PAM indica que ha
interacdo significativa entre os fatores tempo e tratamento [F(48,336) = 7,88, p < 0,0001] e
que também ha diferenca significativa ao longo do tempo [F(16,336) = 62,70, p < 0,0001] e
entre os tratamentos [F(3,336) = 35,36, p < 0,0001]. A PAM basal de cada grupo, a qual foi
utilizada para o célculo do APAM ao longo do experimento, encontra-se na tabela 1.
Semelhante ao grupo experimental |, observa-se que animais tratados com salina submetidos a
estresse de restricdo apresentam resposta hipertensiva significativa ao longo de todo o periodo
de estresse, sendo que nos primeiros 5 min apods seu inicio o APAM foi 27 + 2 mmHg,
enquanto nos animais ndo-estressados tratados com salina o0 APAM foi de 2 + 1 mmHg; no
final do estresse (45 min), o APAM foi de 23 + 1 mmHg e de 2 £ 3 mmHg, respectivamente.
Na dose de 200 nmol, a cimetidina atenuou o aumento da PAM no periodo de estresse, sendo
que o valor do APAM nos 5 min foi de 20 £ 1 mmHg e nos 45 min foi de 12 £ 2 mmHg. A
dose de 100nmol de cimetidina foi ineficaz em alterar a hipertensdo evocada pelo estresse,
ndo havendo diferenga estatistica no valor do APAM quando comparado aos animais tratados
com salina submetidos ao estresse (tabela 1).

No painel B da figura 9, apresenta-se os resultados do AFC apds microinjecao bilateral
no MeA de cimetidina (100 e 200 nmol) ou salina 0,9% em ratos submetidos ao estresse de
restricdo. A analise de variancia two-way para medidas repetidas da FC indicou que ha
interacdo significativa entre os fatores tempo e tratamento [F(48,336) = 6,13, p < 0,0001]. H&
também diferenca significativa ao longo do tempo [F(16,336) = 68,11, p < 0,0001] e entre 0s
tratamentos [F(3,336) = 26,40, p < 0,0001]. A FC basal, de cada grupo, que foi utilizada para

o calculo do delta da FC (AFC), encontra-se na tabela 2. Verifica-se que, nos animais tratados
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com salina submetidos ao estresse de restrigdo, houve aumento significante na FC por todo o
periodo de estresse quando comparados ao grupo tratado com salina ndo-estressado (p <
0.0001), sendo que, no inicio do estresse (5 min), o AFC foi de 177 £ 17 bpm nos animais
submetidos ao estresse e de 10 £ 17 nos animais nao-estressados; no final do periodo de
estresse (45 min), o AFC foi de 139 + 10 e 14 £ 8 bpm, respectivamente. A administracdo de
cimetidina nas doses de 100 ou 200 nmol no MeA néo produziu qualquer alteracdo no AFC
induzida pelo estresse de restricdo, ndo diferindo estatisticamente do grupo controle
estressado. Igualmente aos resultados do grupo experimental I, a Unica diferenca significante
detectada foi entre o grupo controle ndo-estressado e 0s grupos de animais estressados, tanto
os tratados com salina (controle estressado), quanto os animais tratados com mepiramina nas

diferentes doses.
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FIGURA 9. Alteracdo da PAM (A) e FC (B) durante o estresse de restricdo em ratos apos a administracdo de
cimetidina no MeA. Os animais receberam as doses de 100 (A; n=5) e 200 (e; n=7) nmol ou salina 0,9% (m;
n=8) e apds 15min foram submetidos ao estresse de restricdo. Outro grupo de animais ndo submetido ao estresse
e tratados com salina no MeA (0; n=5) foi usado como controle para o estresse. Dados estdo apresentados como
médiatSEM. A andlise estatistica realizada foi ANOVA two-way seguido pelo poés-teste de Bonferroni
(p<0,0001). Os simbolos representam: *diferenca estatistica significante quando comparado ao grupo tratado
com salina que ndo foi submetido ao estresse de restricdo; #diferenca estatistica significante quando comparado
ao grupo tratado com salina submetido ao estresse de restricdo.
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6.4 COMPARACAO DO EFEITO ANTI-HIPERTENSIVO DA MEPIRAMINA E
CIMETIDINA ADMINISTRADAS NO MeA EM RATOS SUBMETIDOS AO
ESTRESSE DE RESTRICAO

Ao observarmos que a intensidade da resposta anti-hipertensiva era diferente apds o
antagonismo dos receptores H; e Hy, induzido pela administracdo de mepiramina e cimetidina
respectivamente, fizemos outra abordagem estatistica com os valores do APAM obtidos do
registro original dos grupos experimentais | e II.

A figura 10 ilustra a comparagdo do blogueio da resposta pressora causada pela
administracdo de mepiramina e cimetidina nas doses de 0, 100 e 200 nmol no MeA de ratos
aos 25 min de estresse de restricdo. A dose de 0 nmol representa o APAM dos animais
controles (salina 0,9%) submetidos ao estresse de restricdo. A andlise de variancia one-way
para medidas repetidas da PAM indicou que ha diferenca significativa entre os antagonistas e
as doses utilizadas [F(5,39) = 17,96, p < 0,0001]. Mepiramina na dose de 200 e 100 nmol
inibiu significativamente a resposta pressora em 70,9% e 42,1%, respectivamente, quando
comparados aos animais controles. Cimetidina na dose de 200 nmol inibiu significativamente
a resposta pressora em 39,4%, enquanto que a dose de 100 nmol promoveu reducéo de 10,6%
na resposta pressora induzida pelo estresse, ndo se diferenciando dos animais controles de
forma significante. Quando comparados 0s grupos tratados com mepiramina com 0S grupos
tratados com cimetidina em doses equimolares, verifica-se diferenca estatistica significante
tanto na dose de 100 nmol quanto na dose de 200 nmol (one-way ANOVA seguido do pés-
teste de Newman-Keuls; p < 0,0001). Isto indica que a mepiramina foi bloqueou de forma
mais acentuada a resposta pressora evocada pelo estresse de restricdo, quando comparada a

cimetidina na mesma dose.
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FIGURA 10. Comparagdo do efeito anti-hipertensivo aos 25 min de estresse de restricdo provocado pela
administracdo de mepiramina e cimetidina no MeA em animais estressados. As doses utilizadas para a analise
foram de 0, 100 e 200 nmol de ambas as drogas. A dose de 0 nmol representa os animais controles tratados com
salina 0,9% submetidos ao estresse de restricdo. Os parénteses indicam a percentagem de inibi¢do da resposta
pressora quando comparada ao APAM do grupo controle. Anélise estatistica foi feita por ANOVA one-way,
seguido do pds-teste de Newman-Keuls (p < 0,0001). a: diferenca estatistica significante em relagéo ao controle.
b: diferenca estatistica significante, quando comparados os grupos tratados com cimetidina e com mepiramina
nas mesmas doses.
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6.5 EFEITO DO BLOQUEIO FARMACOLOGICO DOS RECEPTORES
HISTAMINERGICOS DO TIPO H; E H, PRESENTES NO MEA SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL E A FREQUENCIA CARDIACA EM ANIMAIS SOB CONDICOES
BASAIS E LIVRE MOVIMENTO (NAO ESTRESSADOS)

Visto que o antagonismo dos receptores Hy e H, no MeA foi capaz de bloquear e
atenuar a resposta hipertensiva evocada pelo estresse, respectivamente, realizamos o0s
protocolos experimentais 111 e IV com o objetivo de avaliar se a administracdo de mepiramina
e cimetidina era capaz de levar a hipotensdo em animais em condicGes basais ndo estressados.
Como a maior resposta anti-hipertensiva observada nos grupos experimentais | e Il foi obtida
apos a administracdo da dose de 200 nmol em ambas as drogas antagonistas, nos
experimentos com o0s grupos experimentais 111 e IV utilizamos apenas esta dosagem.

A figura 11 ilustra alteracdo do APAM (painel A) e do AFC (painel B) em animais sob
condigOes basais e em livre movimento que receberam microinjecéo bilateral de mepiramina
na dose de 200 nmol ou salina 0,9% no MeA. No painel A, analise de variancia two-way para
medidas repetidas da PAM indica que ndo ha alteracdo significante nas varidveis tempo
[F(16,192) = 1,69, p = 0,0513], entre os tratamentos [F(1,192) = 1,90, p = 0,1929] e nem na
interacdo entre tempo e tratamento [F(16,192) = 1,04, p = 0,4122]. A PAM basal nos ratos
tratados com mepiramina foi de 111 £ 4 mmHg e naqueles que receberam salina 0,9% foi de
114 + 2 mmHg. N&o ha alteracdo significante no APAM dos animais ap6s a administragdo de
mepiramina quando comparados aos animais controles por todo o periodo experimental.

No painel B, a analise de variancia two-way para medidas repetidas da FC indica que
ndo ha alteracdo significante na variavel tempo [F(16,192) = 0,4426, p = 0,4426], entre 0s
tratamentos [F(1,192) = 1,98, p = 0,1847] e nem na interacdo entre tempo e tratamento
[F(16,192) = 1,00, p = 0,4619]. A FC basal nos ratos tratados com mepiramina foi de 364 +
23 bpm e naqueles que receberam salina 0,9% foi de 361 + 18 bpm. N&o houve alteracéo
significante no AFC dos animais ap0s a administragdo de mepiramina quando comparados aos

animais controles por todo o periodo experimental.
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FIGURA 11. Alteracdo da PAM (A) e FC (B) apds a administracao bilateral de mepiramina no MeA em ratos
ndo estressados. Os animais receberam a dose de 200 nmol (e; n=8) ou salina 0,9% (m; n=6) no MeA e foram
mantidos em condicGes basais e em livre movimento durante todo o periodo experimental. Os dados estdo
apresentados como médiatSEM. A ANOVA two-way ndo detectou significancia estatistica no APAM e nem no
AFC entre os dois grupos de tratamento.
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A figura 12 ilustra alteracdo do APAM (painel A) e do AFC (painel B) em animais sob
condigOes basais e livre movimento que receberam microinje¢do bilateral de cimetidina na
dose de 200 nmol ou salina 0,9% no MeA. No painel A, a analise de variancia two-way para
medidas repetidas da PAM indica que ndo ha alteracdo significante nas variaveis tempo
[F(16,176) = 1,68, p = 0,0546], entre os tratamentos [F(1,176) = 0,16, p = 0,6941] e nem na
interacdo entre tempo e tratamento [F(16,176) = 0,79, p = 0,6941]. A PAM basal nos ratos
tratados com cimetidina foi de 110 £ 4 mmHg e naqueles tratados com salina 0,9% foi de 106
+ 3 mmHg. N&o houve alteracdo significante no APAM dos animais apds a administracéo de
cimetidina quando comparados aos animais controles por todo o periodo experimental.

No painel B, a analise de variancia two-way para medidas repetidas da FC indicou que
ndo houve alteracdo significante na variavel tempo [F(16,176) = 1,42, p = 0,1355], entre 0s
tratamentos [F(1,176) = 0,29, p = 0,5983] e nem na interacdo entre tempo e tratamento
[F(16,176) = 0,7, p = 0,7882; respectivamente]. A FC basal nos ratos tratados com cimetidina
foi de 362 £ 14 bpm e nos animais controles (salina) foi de 349 = 13 bpm. Nao houve
alteracdo significante no AFC dos animais apds a administracdo de cimetidina quando

comparados aos animais controles por todo o periodo experimental.
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FIGURA 12: Alteracéo da PAM (A) e FC (B) apds a administracdo bilateral de cimetidina no MeA em ratos néo
estressados. Os animais receberam a dose de 200 nmol (e; n=7) ou salina 0,9% (m; n=6) no MeA e foram
mantidos em condi¢Bes basais e em livre movimento durante todo o periodo experimental. Os dados estdo
apresentados como médiazSEM. A ANOVA two-way ndo detectou significancia estatistica no APAM e nem no
AFC entre os dois grupos de tratamento.
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6.6 EFEITO NA PRESSAO ARTERIAL MEDIA E FREQUENCIA CARDIACA APOS
MICROINJECAO DE MEPIRAMINA E CIMETIDINA EM AREAS
CIRCUNVIZINHAS AO MeA EM RATOS SUBMETIDOS AO ESTRESSE DE
RESTRICAO

No intuito de verificar se o efeito anti-hipertensivo da mepiramina e da cimetidina era
devido ao bloqueio dos receptores histaminérgicos H; e H; presentes no MeA, fizemos a
analise dos registros da PAP dos animais cujas microinjecGes atingiram areas circunvinhas ao
MeA, tais quais globo palido medial (MGP), nucleo basomedial da amigdala (BMA), nlcleo
cortical da amigdala (CoA) e hipotalamo lateral (LH). Além do APAM, também analisamos
se as microinjecOes das referidas drogas nestas areas eram capazes de promover alteracdo no
AFC evocado pelo estresse de restri¢ao.

A tabela 3 sumariza o efeito da microinjecdo de mepiramina e cimetidina na dose de
200 nmol no APAM e no AFC em areas circunvizinhas ao MeA (MGP, BMA, CoA e LH) de
animais submetidos ao estresse de restricdo. Os tempos de 5, 25 e 45 min representam o
periodo de estresse. A administracdo de 200 nmol de mepiramina ou cimetidina em areas
circunvizinhas ao MeA foi ineficaz em alterar a resposta hipertensiva e taquicardica evocada
pelo estresse de restricdo. A analise de variancia two-way para medidas repetidas da PAM
indica que ha alteracao significante ao longo do tempo entre 0 APAM no periodo basal e o
APAM durante o estresse [F(16,256) = 64,04; p < 0.0001], entretando, ndo ha alteracdo
significante entre os tratamentos [F(2,256) = 0,80, p = 0,4650], e nem na interacdo entre
tempo e tratamento [F(32,256) = 1,25, p = 0,1756]. A PAM basal dos animais tratados com
salina 0,9% foi de 109 + 2 mmHg; a dos animais tratados com mepiramina 200 nmol foi de
107 + 5 mmHg e a dos animais tratados com cimetidina 200 nmol foi de 106 + 2 mmHg. A
analise de variancia two-way para medidas repetidas da FC indicou que ha alteracdo
significante ao longo do tempo entro o AFC basal e o AFC durante o estresse [F(16,256) =
76,86; p < 0.0001], entretanto, ndo héa alteracdo significante entre os tratamentos [F(2,256) =
0,03, p = 0,9725], e nem na interagdo entre tempo e tratamento [F(32,256) = 0,64, p =
0,9359]. A FC basal dos animais tratados com salina 0,9% foi de 340 £ 9 bpm; a dos animais
tratados com mepiramina foi de 344 + 10 bpm, e a dos tratados com cimetidina foi de 329 + 6

bpm.
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TABELA 3. Efeito da microinjecdo de mepiramina e cimetidina na dose de 200 nmol ou salina 0,9% na PAM e
na FC em éareas circunvizinhas ao MeA (MGP, BMA, CoA e LH) em animais submetidos ao estresse de

restricao.
VALOR PERIODO EXPERIMENTAL
DROGAS |PARAMETRO BASAL A PAM (mmHg) e A FC (bpm)
microinjecao estresse
-20 min 0 min 5 min 25 min 45 min
salina 0,9% | PAM (mmHg) 109 +2 5+3 26+3 23+1 23+3
n=8 FC (bpm) 340 +.9 1+4 135+ 23 141+ 16 137 +15
Mepiramina | pam (mmHg) 107 £5 6+6 27+3 19+1 21+3
200nmol
n=5 FC (bpm) 344+ 10 2+13 164 + 16 137 + 16 119+ 14
Cimetidina | paAn (mmHg) | 106 + 2 3+2 20+2 17+3 21+3
200 nmol
n=6 FC (bpm) 329+6 15+ 11 183+ 12 132+ 11 123+12

Dados estdo apresentados como mediatEPM. Os valores basais da PAM e FC estdo expressos em numeros
absolutos e apds as microinjecfes os valores estdo expressos em APAM e AFC. Entre parénteses encontra-se o
namero de animais utilizados para cada tratamento. O teste estatistico realizado foi o ANOVA two-way, que ndo
detectou diferenca estatistica significante entre os tratamentos.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstrou-se que a administracdo de mepiramina, antagonista
dos receptores histaminérgicos do tipo H;, blogueou a resposta hipertensiva ao estresse de
forma dose-dependente, enquanto que o efeito anti-hipertensivo da cimetidina, antagonista
dos receptores Hy, foi menos intenso. Entretanto, a resposta taquicardica ao estresse ndo foi
alterada pelo blogueio de ambos os receptores histaminérgicos. Além disto, verificou-se
também que o bloqueio dos receptores histaminérgicos H; e H; foi incapaz de modificar a PA
e a FC em animais sob condigdes basais e em livre movimento.

O estresse emocional envolve a percepcdo pelo individuo de ameacas reais ou
potenciais a sua sobrevivéncia, enquanto que o estresse fisico pode por em risco a
sobrevivéncia do organismo sem envolver os aspectos cognitivos (VAN DE KAR; BLAIR
1999). O estresse de restricdo de movimentos tem sido um dos paradigmas utilizados em
laboratdrio para simular em ratos o estresse emocional de humanos. Apesar do componente
fisico, a restricdo tem um componente emocional, desde que na biologia do animal, a restricdo
de movimentos pode levar a predacdo e a impossibilidade de obtencdo de agua e alimento
(BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009).

O MeA tem sido identificado como um componente importante do circuito neural
envolvido na integracdo entre os estimulos estressores externos, que levam a ansiedade, medo
e aversao, com as respostas comportamentais, autonémicas e enddcrinas a estes estimulos
(CANTERAS et al, 2010; DIELEMBERG; HUNT; McGREGOR, 2001). Respostas
autondmicas como aumento de atividade simpatica e respostas neuroenddcrinas, com ativacdo
do eixo HPA e liberacdo de vasopressina e ocitocina, tém sido relacionadas com ativagédo
neuronal do MeA. (DAVERN et al, 2009; DAYAS; BULLER; DAY, 1999; FELDMAN,
CONFORTI; WEIDENFELD, 1995; FELDMAN; CONFORTI; SAPHIER, 1990; TOMAS,
1975). De fato, verifica-se aumento de expressdo nuclear de c-fos e RNAm da enzima 6xido
nitrico sintase neuronal e de neurotransmissores, como a substancia P, no MeA, em animais
submetidos a situacdes de estresse (DAYAS; BULLER; DAY, 1999; DE OLIVEIRA et al,
2000; EBNER et al, 2004; KRUKOFF; KHALILI, 1997; KUBO et al, 2004).

Dayas e cols (1999) demonstraram que a intensa ativagdo dos nicleos PVN e SON em
animais submetidos ao estresse emocional, depende da integridade do MeA. Posteriormente,
observou-se que o cérebro é capaz de categorizar os diferentes estressores através da ativagédo

seletiva de circuitos neurais: 0 MeA parece ser um destes circuitos a desencadear respostas
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adaptativas frente ao estresse emocional (barulho, restricdo e nado for¢ado), enquanto o CeA
desencadeia respostas frente ao estresse fisico (hemorragia e infeccdo) (DAYAS et al, 2001;
HERMAN et al, 2005). Confirmando a capacidade de categorizacdo dos agentes estressores
pelo cérebro, Lin e cols (2011) demonstraram o papel inibitério do MeA no comportamento
reprodutor frente a situagé@o de estresse emocional, enquanto o CeA inibe este comportamento
frente ao estresse fisico.

Devido a importancia do MeA nas respostas autondmicas, neuroenddcrinas e
comportamentais ao estresse, esta foi a area de escolha para o presente estudo. Além disto, foi
demonstrado que 0 MeA é o nlcleo do complexo amigdaldide que recebe maior projecoes de
fibras histaminérgicas oriundas do TMN e possui maior densidade de receptores
histaminérgicos H; (PANULA et al, 1989; BROWN; STEVENS; HAAS, 2001). Estudos
sugerem que a ativacdo do sistema histaminérgico esta associada a estimulos aversivos, ou
que potencialmente ponham em risco a homeostase circulatéria (BROWN; STEVENS;
HAAS, 2001; JOCHEM, 2004). Em adicéo, foi observada liberacéo de histamina em diversas
situacOes de estresse, sendo 0 estresse de restricio o mais potente ativador de neurbnios
histaminérgicos no TMN, seguido do estresse metabdlico (HASS; SERGEEVA; SELBACH
2008; MIKLOS; KOVACS, 2003). Apesar disso, o papel dos receptores histaminérgicos H; e
H, no MeA sobre o controle das fungdes cardiovasculares em situagdes de estresse ndo havia
sido demonstrado até o presente estudo.

Verificamos que a administracdo de mepiramina, antagonista dos receptores Hi, na
dose de 200 nmol levou ao bloqueio quase completo da resposta hipertensiva ao estresse. Os
animais tratados com mepiramina na dose de 100 nmol também apresentaram reducdo na
resposta hipertensiva ao estresse, porém menos pronunciada em relacdo aos animais que
receberam mepiramina na dose de 200 nmol. Por fim, a dose de 50 nmol foi inefetiva em
bloquear esta resposta. Assim, a mepiramina reduziu de forma dose-dependente a resposta
hipertensora evocada pelo estresse de restricdo. Por outro lado, a administracdo de cimetidina,
antagonista dos receptores H,, na dose de 200 nmol atenuou a resposta hipertensora ao
estresse, enquanto que a dose de 100 nmol foi ineficaz em alterar esta resposta, sugerindo que
a cimetidina seja menos eficaz do que a mepiramina em inibir a resposta hipertensiva ao
estresse.

Além de possuir conexdes com os outros nucleos amigdaloides, o MeA apresenta
conex0es diretas e indiretas com diversas areas que participam da modulacdo cardiovascular
tais como o BST, a area septal, areas hipotalamicas (em especial o PVN, MPOA e AHA) o
PAG e 0 RVLM (CANTERAS, 1995; DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; EBNER et
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al, 2004; HAGIWARA et al, 2005; SAH et al, 2003). As conexfes do MeA com a AHA
parecem participar da resposta pressora induzida pelo estresse de restri¢do através da ativacdo
de receptores angiotensinérgicos do tipo AT; (HAGIWARA et al, 2005) e também podem
contribuir com o desenvolvimento da hipertensdo em SHR (FUKUMORI et al, 2004). Sendo
0 RVLm o principal centro regulador da atividade simpéatica vasomotora, as conexdes do
MeA com o RVLm, via indireta pelo AHA e, especialmente, pelo PVN, podem ser o principal
circuito neural que leva ao aumento da PA oriundo da ativacdo neuronal do MeA (KUBO et
al 2001; TAGAWA; DAMPNEY, 1999). Aléem do RVLm, o PAG ¢ outro nucleo presente no
tronco encefélico capaz de modular a funcéo cardiovascular (DAMPNEY, 2004, VILLELA,
SILVA JUNIOR; FONTES, 2009), e uma vez demonstrado que conexdes entre MeA e a PAG
dorsolateral estdo envolvidas com a ansiogénese (DE OLIVEIRA et al, 2000), podemos
questionar se 0 PAG também poderia fazer parte do circuito neural envolvido na resposta
cardiovascular frente a situacdes de estresse oriunda da ativacdo neuronal do MeA. Ja as
respostas neuroenddcrinas promovidas pela ativacdo do eixo HPA em situacBes de estresse
emocional parecem depender das conexdes do MeA com a MPOA (FELDMAN;
CONFORTI; SAPHIER, 1990; FREEDMAN; SHI, 2001; LIN et al, 2011). De fato, ha
ativacdo neuronal do MeA, érea septal, DMH, AHA, PVN, PAG, e rafe, apds submeter ratos a
estresse emocional (restricdo e nado forcado) (CULLINAN et al, 1995). Assim, conexdes do
MeA com estas areas e as evidéncias de atividade neuronal frente a situacdes aversivas
indicam que este nucleo tem grande importancia tanto na modulacdo da atividade simpética
vasomotora, quanto na secrecdo de horménios hipotalamicos e adrenais, como a vasopressina,
catecolaminas e corticoides, que contribuem com as respostas fisiologicas adaptativas ao
estresse.

As vias histaminérgicas centrais, além de participar de funcGes neuroenddcrinas e
cognitivas (HAAS; SERGEEVA; SELBACH, 2008; KOHLER, 2011), também parecem
participar da modulacéo da atividade funcional do sistema cardiovascular. Dados da literatura
demonstraram que a histamina, quando injetada nos ventriculos cerebrais de ratos nédo
anestesiados, promove intensa hipertensdo, bradicardia e aumento de atividade simpatica dos
leitos vasculares renal, iliaco e mesentéricos (POULAKOS; GERTNER, 1989; KLEIN;
GERTNER, 1981; RAO; DUNBAR, 2005). Além disto, microinjecBes i.c.v. de
clorfeniramina (CHL) e mepiramina, antagonistas dos receptores H;, bloquearam a resposta
pressora a histamina em ratos e gatos (BEALER, 1999; FINCH; HICKS, 1976; POULAKOS;
GERTNER, 1989) e a atividade simpatica dos leitos vasculares iliaco, renal e mesentérico em

ratos (RAO; DUNBAR, 2005). Estudos em areas cerebrais especificas mostraram que
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microinje¢des de histamina no PVN, na AHA, na PHA e no NTS promovem resposta pressora
em ratos (BEALER; ABELL, 1995; BHUIYAN et al, 2011; FINCH; HICKS, 1977) e que o
pré-tratamento com antagonistas dos receptores H; foi capaz de impedir estas respostas.
Nestes estudos, demonstrou-se consistentemente a participagdo dos receptores H; na
modulacdo das respostas cardiovasculares. O presente estudo condiz com os dados prévios da
literatura, visto que a administracdo no MeA de mepiramina, antagonista do receptor Hy,
mostrou potente efeito inibidor da resposta hipertensiva ao estresse.

A participacdo dos receptores histaminéergicos do tipo H, na modulagdo das respostas
cardiovasculares da histamina também ja foi demonstrada em estudos anteriores, 0s quais
verificaram que a injecéo i.c.v. de impromidina (agonista dos receptores H,) produz efeito
semelhante ao da injecdo de agonista H;: hipertensdo e bradicardia (POULAKOS;
GERTNER, 1989). Entretanto, em algumas regibes rombencefalicas, a microinjecdo de
histamina promove resposta hipotensiva e bradicardica, que parece ser mediada pela
estimulagdo dos receptores H,. O bloqueio dos receptores H, no RVLm, sitio importante na
ativacdo simpatica cardiovascular, inibe a hipotensao e bradicardia evocada pela microinjecédo
de histamina nesta area, enquanto que o antagonismo dos receptores H; ndo exerce qualquer
efeito (GRANATA; REIS,1987). O presente estudo corrobora com a hipdtese de que as vias
histaminérgicas centrais modulam as respostas cardiovasculares frente a desafios. Nossos
resultados mostraram que a microinjecdo bilateral de cimetidina no MeA atenuou a
hipertensdo induzida pelo estresse apenas na maior dose utilizada. Ao compararmos o efeito
inibitério da mepiramina e cimetidina em doses equimolares sobre a hipertensdo evocada pelo
estresse de restricdo, observamos que a mepiramina promoveu bloqueio mais potente do que a
cimetidina. Enquanto a dose de 200 nmol de mepiramina promoveu bloqueio quase total da
resposta hipertensiva ao estresse, a mesma dose de cimetidina apenas atenuou esta resposta.
Na dose de 100 nmol, a mepiramina bloqueou parcialmente a resposta pressora dos animais
submetidos ao estresse, e a mesma dose de cimetidina foi ineficaz em promover qualquer
alteracdo neste parametro. O fato de que o MeA possui maior densidade de recptores H; do
que de receptores H, (BROWN; STEVENS; HAAS, 2001; KARLSTEDT et al 2001,
PALACIOS; WAMSLEY; KUHAR, 1981; VIZUETE et al, 1997) poderia explicar a
diferenca na poténcia das respostas antihipertensivas destes dois antagonistas observada aqui.

Dados preévios da literatura mostraram que a microinjecédo de histamina e antagonistas
dos receptores Hz no subnlcleo MeApd promove aumento de atividade simpatica e do
balanco simpato-vagal em animais sob condi¢BGes basais, verificado atraves de analise

espectral da variabilidade da PA e FC. A histamina no MeApd parece reduzir a sensibilidade



67

do barorreflexo, uma vez que desloca a curva de estimulacdo dos barorreceptores para niveis
pressoricos mais elevados (QUAGLIOTTO et al, 2008). Este estudo, no entanto, nédo
verificou a participacdo dos receptores tipo H; e H nesta resposta. Nossos dados demonstram
que os receptores histaminérgicos do tipo H; e H, presentes no MeA tém atividade funcional,
modulando a resposta pressorica frente a desafios, como o estresse de restricéo.

Quanto a frequéncia cardiaca, o efeito da histamina central se mostra mais complexo e
com padréo de resposta variavel, podendo levar a taquicardia, bradicardia ou sem efeito, a
depender da espécie estudada e do uso de anestésicos (FINCH; HICKS, 1976 e 1977,
JOCHEM, 2004; POULAKOS; GERTNER, 1989; TRENDELEMBURG, 1957). O presente
trabalho ndo detectou alteragdo significante da FC ap6s a administracdo de ambos o0s
antagonistas, mepiramina e cimetidina, em qualquer dose administrada no MeA. Os achados
condizem com trabalhos anteriores da literatura, os quais ndo encontraram qualquer alteracédo
significante na FC apds a administracdo i.c.v. e no RVLm de diferentes antagonistas dos
receptores H; (mepiramina e CHL) em ratos tanto acordados quanto anestesiados
(GRANATA; REIS, 1987; POULAKOS; GERTNER, 1989). O MeA parece ter conexdes
com areas responsaveis pela modulacao da funcéo cardiaca, desde que o bloqueio inespecifico
da atividade neuronal com CoCl, e o blogueio seletivo dos receptores muscarinicos no MeA
provocam taquicardia mais exacerbada ao estresse de restricdo, quando comparada aos
animais controles (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Este dado sugere que as
vias colinérgicas no MeA parecem contribuir para a modulacdo inibitéria da resposta
taquicardica ao estresse. Por outro lado, as vias histaminérgicas no MeA ndo parecem
participar da resposta de taquicardia ao estresse, desde que os resultados do presente estudo
mostram que tanto o bloqueio dos receptores H;, quanto o bloqueio dos receptores H, no
MeA, ndo modificam este parametro cardiovascular ao estresse.

Tendo em vista dados da literatura mostrando que a administracdo central de histamina
resulta em hipertensdo (BEALER, 1999; KLEIN; GERTNER, 1981; JOCHEM, 2004,
POULAKOS; GERTNER, 1989; TRENDELEMBURG, 1957) e os resultados do presente
estudo que demonstraram reducdo da resposta hipertensiva ao estresse apos o bloqueio dos
receptores H; e H, no MeA, decidimos investigar se, em condic¢des basais (ndo-estresse), o
bloqueio destes receptores promoveria alteracdo na PA, como a hipotensdo. Como néo
encontramos qualquer alteracdo significante na PA e na FC, ap0s a microinjecdo dos
antagonistas H; e H, (mepiramina e cimetidina, respectivamente) no MeA em animais sob
condicGes basais e em livre movimento, supomos que nesta area, a histamina ndo seja liberada

de forma tonica com fungdo modulatdria cardiovascular, sendo liberada apenas em situagdes
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de desafio e/ou estresse. Dessa forma, nossos dados sugerem que as vias histaminérgicas do
MeA parecem n&o participar do controle cardiovascular no estado basal.

E possivel que a histamina, liberada em situacdo de estresse, ative 0 MeA e, como
consequéncia, sinais sdo enviados via estria terminal para BST, MPOA, AHA para finalmente
chegar no PVN. Uma vez ativado, o PVN libera AVP, que pode agir como vasconstritor, e
libera CRH ativando o eixo HPA. Além disso, PVN envia sinais para RVLm, aumentando a
atividade simpatica vascular, e também estimula a medula das glandulas adrenais a liberarem
catecolaminas no sangue, obtendo o efeito geral de aumento da PA. Assim, as vias
histaminérgicas do MeA podem ativar o circuito simpato-excitatério e modular a hipertensdo
induzida pelo estresse.

O DMH ¢ outro ndcleo hipotalamico conhecido por ser o centro integrador
cardiovascular do hipotalamo em situacdo de estresse (DIMICCO et al, 2002). Ja foi
demonstrado conexdes do MeA com o DMH (CANTERAS et al, 1995), podendo este fazer
parte da via eferente do MeA para desencadear a hipertensao tipica do estresse. A auséncia de
influéncia dos receptores histaminérgicos presentes no MeA sobre a FC pode ser explicada
pela existéncia de vias neuronais diferentes e independentes para o controle da FC para o
controle da PA (POULAKOS; GERTNER, 1989; DAMPNEYet al, 2002). Pesquisadores
sugerem que o0 DMH medeia as respostas pressora e taquicardica no estresse por ativacao
diferenciada de nucleos do tronco cerebral: conex8es do DMH com RVLmM medeiam as
respostas hipertensivas, enquanto que as conexdes com a rafe palidus (RPa) medeiam as
respostas taquicardicas (DIMICCO et al, 2006; SAMUELS; ZARETSKY; DIMICCO, 2002).
E provavel que as vias histaminérgicas no MeA n&o estejam envolvidas com a ativacdo do
circuito DMH-RPa-coragdo, mas sim com o circuito DMH-RVLm-vasos sanguineos. Isto
explicaria o bloqueio da resposta hipertensiva sem alterar a taquicardia evocada pelo estresse
apos a microinjecdo dos antagonistas dos receptores H; e H, em nosso estudo.

Estudos prévios sobre o controle central das fungdes cardiovasculares em ratos
acordados e anestesiados, ja sugeriram funcdo neuromoduladora da histamina influenciando a
liberagcdo de outros neurotransmissores, tais quais serotonina (JOCHEM et al, 2007, 2008),
angiotensina (JOCHEM et al, 2006), acetilcolina (PRAST et al, 1999; YALCIN; JOCHEM,
2009), opioides (JOCHEM; ZWIRSKA-KORCZALA, 2004) e prostanoides (SHIMIZU et al,
2006). E pouco provavel que os efeitos encontrados apds bloqueio dos receptores
histaminérgicos seja devido a alguma influéncia nas vias colinérgicas no MeA, desde que ja
foi observado previamente que a ativacdo de receptores colinérgicos neste ndcleo evoca um
padréo de resposta diferente do encontrado no presente estudo (FORTALEZA; TAVARES;
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CORREA, 2009). No entanto, pode-se considerar a hipdtese de que hé liberacdo da nor-
adrenalina (NE) e que esta medeia os efeitos cardiovasculares induzidos pela histamina em
situacdo de estresse. Demonstrou-se a interacdo entre histamina e NE no SNC, mostrando,
inclusive, que a histamina, via receptores H; e H,, promove liberacdo de NE (BEALER;
CROWLEY, 1999; JOCHEM; IRMAN-FLORJANC; ZWIRSKA-KORCZALA, 2007;
NOWAK et al, 1978). O MeA possui receptores adrenérgicos que, quando ativados,
aumentam a PA por acdo plasmatica da vasopressina (FORTALEZA, SCOPINHO;
CORREA, 2011).

Dessa forma, € possivel que os receptores H; e H, presentes no MeA contribuam com
hipertensdo ao estresse de restri¢do por ativacao de células do PVN, podendo levar a liberacdo
de vasopressina na circulacdo. E possivel também que ocorra ativacdo do componente
simpatico do RVLm, através de conexdes indiretas do MeA via PVN e/ou DMH, visto que a
hipertensdo evocada pelo estresse é uma resposta imediata, predominantemente simpética. A
figura 13 representa um desenho esquematico das possiveis conexfes do MeA com &reas
hipotaldamicas e rombencefalicas para a modulacdo cardiovascular ao estresse de restri¢ao.
Vale ressaltar que essa modulacdo cardiovascular parece ser, de fato, especifica dos
receptores Hy e H, presentes no MeA, visto que, no presente estudo, a administracdo dos
antagonistas mepiramina e cimetidina em &reas circunvizinhas ao MeA ndo promoveu

qualquer alteracdo na resposta pressora ou taquicardica tipicas ao estresse.

Estresse

T atividade
simpatica
cardiaca

T atividade

simpatica

vasomotora

e liberagao
de catecolaminas

1 secrecao
de AVP e CRH

FIGURA 13. Diagrama esquematico indicando as possiveis conexdes do MeA com areas importantes no
controle cardiovascular responsaveis pela resposta hipertensiva ao estresse emocional. A seta continua
representa o circuito neural possivelmente ativado pelos receptores histaminérgicos H, e H, durante o estresse
de restricdo. A seta pontilhada representa o circuito neural ativado independente da ativacao destes receptores
presentes no MeA. Legenda: AHA: &rea hipotaldmica anterior; AVP: vasopressina; BST: nucleo do leito da
estria terminal; CRH: fator de liberacdo de corticotroinas, DMH: nucleo dorsomedial do hipotdlamo; EM:
eminéncia média; MeA: nicleo medial da amigdala; MPOA: é&rea pré-Optica medial; PVN: nlcleo
paraventricular do hipotalamo; RPa: rafe palida; RVLm: nlcleo rostroventrolateral do bulbo.
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Mais estudos s@o necessarios para se elucidar o mecanismo periférico da inibicéo da
resposta pressora causada pelo blogueio histaminérgico no MeA. Estudos futuros com
dosagem de horménios, tais quais a vasopressina e catecolaminas plasmaticas, além de
estudos com marcacdo de proteina FOS no cérebro, pode esclarecer o mecanismo periférico
do blogueio da resposta hipertensiva e as areas envolvidas nessa resposta ap6s a microinjecdo
dos antagonistas histaminérgicos mepiramina e cimetidina no MeA.

Drogas antihistaminicas sdo usadas na clinica médica no tratamento de processos
alérgicos (antagonistas dos receptores H;) e no tratamento de distdrbios gastrointestinais
(antagonista dos receptores Hy) (VAN SCHOOR, 2008). Muitas drogas antihistaminicas s&o
capazes de atravessar a barreira hemato-encefélica. Além disto, alguns medicamentos
utilizados no tratamento de disturbios psicologicos, tais como insénia, esquizofrenia, epilepsia
e ansiedade, possuem farmacos com propriedades antihistaminicas em sua composi¢do
(STAHL, 2008). Dessa forma, nossos dados podem contribuir com informacGes adicionais
sobre efeitos dessas drogas em outros sistemas do organismo, especialmente em relacdo ao
antagonismo dos receptores H,, que sdo menos conhecidos do que os dos receptores Hy.
Observamos que a resposta adaptativa de aumento da pressdo arterial frente a situacdo de
estresse agudo é prejudicada quando os antihistaminicos mepiramina e cimetidina foram
administrados no MeA. Entretanto, este efeito anti-hipertensivo pode ser benéfico em
situacBes de estresse cronico, podendo ser util no tratamento da hipertensdo arterial. Para
confirmacdo desta hipdtese, novos experimentos com protocolos experimentais adequados e
outra linhagem de ratos Sdo necessarios.

Em sintese, estudos anteriores ja demonstraram a participacdo do MeA nas respostas
frente ao estresse, como a ativagdo do eixo HPA e no aumento da pressdo arterial
(FELDMAN; CONFORTI; SAPHIER, 1990; KUBO et al, 2004). No entanto, a identificacdo
dos neurotransmissores envolvidos nesta resposta ainda ndo esta elucidada. Nossos dados vem
a contribuir na demonstracdo de que as vias histaminérgicas fazem parte das sinapses
excitatorias para 0 MeA, participando do circuito envolvido com a resposta hipertensiva do

organismo a situacdes de estresse.
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8 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

e Quais areas cerebrais estdo ou ndo ativadas apds a administracdo dos antagonistas
H; e H, no MeA que possam ter promovido a alteracdo da hipertensdo evocada pelo

estresse de restricao?

Estudos utilizando a técnica de imunohistoquimica para marcacdo do gene c-fos
podem indicar as areas cerebrais que participem ou ndo do circuito que modula a funcéo
cardiovascular das vias histaminérgicas do MeA em condicGes de estresse. Dessa forma,
ficaria esclarecido a rede neural pela qual as vias histaminérgicas do MeA promovem a

resposta hipertensiva ao estresse.

e De que forma os receptores histaminérgicos H; e H, no MeA contribuem para o

aumento da pressao arterial em situacdo de estresse?

Visto que o MeA e que as vias histaminérgicas podem estimular o eixo HPA em
situacdo de estresse (BEALER, 1999; BEALER; ABELL, 1995; FELDMAN; CONFORT]I,
SAPHIER, 1990; FORTALEZA, SCOPINHO; CORREA, 2011; NISHIBORI et al, 1990) e
gue nos nossos estudos verificamos reducdo da resposta hipertensiva nos animais submetidos
ao estresse que receberam microinjecdes no MeA de antagonistas dos receptores Hy e Hy,
poderiamos investigar se ocorre alteraces plasmaticas nos niveis de catecolaminas,
angiotensina Il e vasopressina, uma vez que estes neuro-hormonios sdo capazes de promover

aumento da PA e sdo liberados no sangue em situacGes aversivas e estressantes.

e O blogueio da resposta hipertensiva ao estresse apds microinjecdo de mepiramina e
cimetidina se da pelo antagonismo dos receptores H; e H, presentes nos neurdnios do
MeA ou inibe a liberagéo de outro neurotransmissor que medeia este aumento de

pressao?

Dados da literatura demonstram que 1) ha liberacdo de histamina em diversas areas
encefélicas em situagdes de estresse (HAAS; SERGEEVA; SEBACH, 2008; ITO, 2000;
MIKLOS; KOVACS, 2003); 2) em outras regides prosencefalicas, como no PVN, a histamina
estimula a liberacdo de nor-adrenalina (BEALER; CROWLEY, 1999); e 3) a ativacdo de
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receptores adrenérgicos no MeA promove aumento de PA (FORTALEZA, SCOPINHO;
CORREA, 2011). Dessa forma, surgiu a hipotese de que frente ao estresse, as vias
histaminérgicas ao nivel do MeA poderiam influenciar a liberacdo de NE, que, por sua vez,
ativa os receptores adrenérgicos presentes nos corpos neuronais do MeA, provocando a
hipertensdo. Para investigar esta hipétese, realizariamos estudos com duplo tratamento
utilizando antagonistas dos receptores adrenérgicos e agonistas dos receptores histaminérgicos
H; e H, para observar as alteracdes na PA e FC de ratos, tanto em situacdes de estresse, como

em condigdes basais (ndo-estresse).

e Qual a influéncia dos receptores histaminérgicos no MeA sobre o barorreflexo?

Com base em estudos prévios que demonstraram alteracdo da sensibilidade
barorreflexa apds administracdo de histamina e de antagonista dos receptores Hz no MeA
(QUAGLIOTTO et al, 2008) e como no presente estudo ndo obtivemos alteraces da FC apds
a administracdo dos antagonistas H; e H,, podemos investigar se a atividade histaminérgica,

através destes receptores no MeA, altere a resposta barorreflexa.



73

9 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, podemos concluir que as vias
histaminérgicas presentes no MeA parecem estar envolvidas com a resposta hipertensiva
frente a situacOes de estresse emocional, e esta resposta parece ser preferencialmente via
receptores Hi. Além disto, as vias histaminérgicas do MeA ndo parecem exercer modulacéo
ténica no controle cardiovascular basal, visto que, tanto o bloqueio dos receptores H; quanto
dos receptores H, ndo promoveu qualquer efeito na PA ou na FC em ratos sob condicGes

basais e em livre movimento.
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