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I RESUMO

EFEITO DO BLOQUEIO DOS RECEPTORES OPIOIDES MU, KAPPA E DELTA
CENTRAIS SOBRE A HIPOTENSAO INDUZIDA PELA ATIVACAO DOS
RECEPTORES SEROTONINERGICOS 5-HT; CENTRAIS. Estudos mostram a
participagdo das vias serotoninérgicas € opiatérgicas centrais no controle da pressdo
sanguinea. A existéncia de interagdo entre vias serotoninérgicas e opiatérgicas centrais
tem sido demonstrada por diferentes autores. Objetivo: O presente trabalho foi
desenvolvido para investigar a participag@o dos receptores do tipo y, k e 8 opiatérgicos
centrais na resposta hipotensora induzida por ativagdo serotoninérgica e o papel do
sistema nervoso simpatico. Material ¢ Métodos: Foram utilizados ratos Wistar (280 a
320g) submetidos a cirurgia de estereotaxia com canulag@o do ventriculo lateral. Um dia
antes da sessdo experimental, os animais foram submetidos a cateterizagdo da artéria
carotida para registro da pressdo sanguinea e da veia jugular para infus@io de drogas. A
pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca foram registradas continuamente por 120 min
apos a injegdo das drogas (Sistema de Aquisi¢do de Dados - AqDados) e expressas
como delta da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC) em relagdo
aos valores pré-injecdo. Resultados: A administragdo de m-CPBG, agonista
serotoninérgico 5-HT; (160 nmol) em animais pré-tratados com salina causou redugio
significante da pressio sanguinea. A administragdio de ondansetrona, antagonista
serotoninérgico 5-HT3 (80 nmol) promoveu aumento significante da pressdo sanguinea. O
pré-tratamento com ondansetrona bloqueou a resposta hipotensora decorrente da ativagdo dos
receptores  serotoninérgicos 5-HT3;. O pré-tratamento com os antagonistas opiatérgicos
naloxona, (30 nmol) e nor-binaltorfimina (10 nmol) bloqueou resposta hipotensora decorrente
da ativagdo dos receptores 5-HT3, enquanto o pré-tratamento com o antagonista naltrindole
(1 nmol) promoveu resposta hipertensora. A administragio dos antagonistas
isoladamente ndo promoveu alteragdes significativas da pressdo sanguinea e frequéncia
cardiaca. O bloqueio simpatico periférico com prazosin (3mg/mL), antagonista o;-
adrenérgico, impediu bloqueio a hipotensdo promovido pelo antagonista nor-
binaltorfimina, e reduziu parcialmente o bloqueio promovido pelos antagonistas
naloxona e naltrindole. Conclusdes principais: Os dados sugerem que a resposta
hipotensora decorrente da ativagdo farmacologica dos receptores S-HT3 centrais €
dependente da integridade funcional dos receptores opioides tipo y, ¥ € & localizados no
sistema nervoso central ¢ € justificada por um mecanismo de inibigdo da atividade
simpética.

Palavras-chaves: 1. serotonina; 2. opioide; 3. pressdo sanguinea 4. frequéncia cardiaca;
5. atividade simpatica.
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ABSTRACT

HYPOTENSIVE RESPONSE INDUCED BY CENTRAL 5-HT3 RECEPTOR
STIMULATION DEPENDS ON THE FUNCTIONAL INTEGRITY OF CENTRAL y,
x AND & OPIOID RECEPTORS AND RELIES ON A SYMPATHOINHIBITORY
MECHANISM. Central serotonergic and opiatergic pathways participate in the
mechanisms regulating blood pressure. Furthermore, interaction between serotonergic
and opiatergic circuits at the central nervous system has been demonstrated. In the
present study, we investigated the role of central p, ¥ and & opioid receptors in the
hypotensive response obtained after pharmacological activation of central 5-HT3
receptors, as well as the role of the sympathetic nervous system in this response. Wistar
male rats (280-320 g) had the right lateral ventricle cannulated 5 days before the
experimental sessions; polyethylene catheters were inserted into the left carotid artery
(for blood pressure monitoring) and into the right jugular vein (for drug administration)
24h before the experiments. Blood pressure and heart rate were monitored for the next 2
hours after the administration of the drugs (Data Aquisition System by AgDados). Data
were expressed as delta mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR). The MAP
value at the end of the stabilization period was considered the reference blood pressure
at time zero and delta values are presented throughout the experiments. The central
administration of m-CPBG, a selective 5-HT3 receptor agonist (160 nmol) induced a
significant decrease in MAP in control (saline-pretreated) animals. Conversely, the
central administration of ondansetron, a selective 5-HT3 receptor antagonist (80 nmol),
evoked a significant increase in MAP. Pretreatment with ondansetron abolished the
hypotensive response obtained after the stimulation of central 5-HT3 receptors by m-
CPBG. Pretreatment with naloxone (30 nmol), a non-selective opiod antagonist, and
with nor-binaltorfimine (NOR-BNI), a selective k-opioid receptor antagonist, blocked
the hypotensive response observed after central 5-HT3 receptor stimulation. On the
other hand, pretreatment with naltrindole (1 nmol), a selective d-opioid antagonist,
blocked the hypotensive response generated by central 5-HT3 receptor stimulation and
promoted, after 15 minutes, a significant hypertensive response. The administration of
each one of the opioid antagonists alone was unable to promote any significant change
in MAP and HR. The blockade of sympathetic function by the peripheral administration
of prazosin (al receptor blocker) abolished the blockade of the hypotensive response
observed after 5-HT3 receptor stimulation induced by the k-opioid receptor antagonist
NOR-BNI and blunted the blockade of the hypotensive response previously seen in
animals treated with m-CPBG and pretreated with the opioid antagonists naloxone and
naltrindole. The data presented here suggest that the hypotensive response obtained after
the central stimulation of 5-HT3 receptors depends on the functional integrity of central
K, x and J opioid receptors and relies on a sympathoinhibitory mechanism.

Key words: 1- serotonin; 2 — opoioid; 3 — blood pressure; 4 — heart rate; 5 — sympathetic
activity
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II INTRODUCAO

Os mecanismos centrais e periféricos envolvidos na regulagio da pressdo
sanguinea e da frequéncia cardiaca t€m sido extensivamente estudados, por diversos
pesquisadores, utilizando diferentes procedimentos experimentais (Philippu, 1988;
Dampney et al., 1994 e 2002; Evans et al., 2005; Guyenet, 2006). Entretanto, apesar da
grande quantidade de informag@o ja existente, ainda n3o sdo totalmente claros os
mecanismos cerebrais de controle da pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca.

Sabe-se que respostas cardiovasculares s3o desencadeadas por diferentes
estimulos, como a pratica de exercicio (O’hagan er al, 1997, Nauli et al, 2001),
estimulo nociceptivo (George et al., 1994; Houdi ef al.,, 1996; Bruehl & Chung, 2004,
Brink et al., 2006, Hamurtekin et al., 2007; Lo et al., 2007), estresse (Kiritsy-Roy et al.,
1986; Houdi et al., 1996, Drolet et al., 2001; Carrasco & Van de Kar, 2003; Motzer &
Hertig, 2004), além de situagdes comportamentais como ansiedade, inquietagdo e medo
que também evocam respostas de taquicardia e hipertensio (Graeff, 1993; Gray, 1993;
Bodnar, 2003 e 2008).

Ha evidéncias sugerindo que a liberag@o de opioides em situagdes de estresse faz
parte do mecanismo de defesa do organismo. Opioides diminuem a atividade do eixo
eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA), atuando como feedback negativo (Adam &
Epel, 2007), enquanto a injecdo de antagonistas opioides promove estimulagdo do eixo
HHA, sugerindo que os opioides reduzam as respostas ao estresse (Drolet et al., 2001).

Conexdes neuroanatdémicas entre os nucleos da rafe, regifio cerebral produtora de
serotonina, € as areas cerebrais envolvidas com respostas ao estresse apontam para a
participagdo das vias serotoninérgicas nas situagdes estressoras. Dados do nosso
laboratério mostram que a ativagdo de receptores 5-HT3, através da administragdo de
seu agonista, m-cloro-fenil-biguanida (mCPBG), no Il V, produz hipotensdo em ratos
normais e impede a hipertensdo induzida por estresse em ratos submetidos a estresse de
restrigdo (Ferreira et al., 2004).

Com uma ampla variedade de fungdes, as vias serotoninérgicas € opiatérgicas
atuam em uma imensa variedade de fungdes, regulando diversos pardmetros
fisiologicos, incluindo a regulagdo cardiovascular. Apresentando ampla distribuigéio no
sistema nervoso central e periférico, as vias serotoninérgicas e opiatérgicas também

estio envolvidas em uma variedade de fungdes, devido & variedade de receptores
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existentes, embora poucos sejam estudados (Kraychete, 2006). Apesar de todo
conhecimento a respeito destas vias e da importidncia destas na regulagdo
cardiovascular, tal conhecimento ainda é bastante limitado e controverso, necessitando
de mais aprofundamento (Holaday (a, b), 1983; Feuertein & Sirén, 1987; Vaccarino &
Kastin, 2001; Bodnar & Hadjimarkou, 2003; Bodnar, 2008). Além disso, drogas
opiatérgicas, bem como serotoninérgicas, so usadas frequentemente na pratica clinica,
entre estas, podem-se citar a morfina, o tramal, a codeina, a fluoxetina, e a sibutramina.
Assim, a comprensio dos mecanismos de controle da pressdo sanguinea e da
participagdo das vias opiatérgicas e serotoninérgicas neste controle s3o de grande

importdncia e pode permitir a clinico-terapéutica com maior seguranga.
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III REVISAO DA LITERATURA

[II.1 CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS E ANATOMICAS DAS
VIAS SEROTONINERGICAS E OPIATERGICAS CENTRAIS

I1.1.1 SISTEMA SEROTONINERGICO

A serotonina (5-HT)S5 exerce efeitos tanto no sistema nervoso central, quanto em
nivel periférico, atuando como neurotransmissor e/ou neuromodulador. Nos tecidos
periféricos, 95% da 5-HT ¢ produzida pelo trato gastrointestinal (Gershon, 1999). Ja os
niveis de 5-HT no sistema nervoso central correspondem somente a cerca de 1 a 2% da
quantidade total encontrada no organismo, estando seus neurénios produtores

concentrados nos nucleos da rafe (Jacobs & Azmitia, 1992).

A participagdo das vias serotoninérgicas centrais no controle de parimetros
fisiologicos tem sido demonstrada na literatura, produzindo seus efeitos através de uma
variedade de receptores, que sdo encontrados no sistema nervoso periférico e central.
Entre os principais efeitos resultantes da estimulag8o serotoninérgica estdo a regulagio
do ciclo sono-vigilia, apetite, nocicep¢do, humor, termorregulagdo, sede, estresse,
comportamento maternal ou sexual, peristaltismo gastrintestinal, coagulagdo sanguinea
e manutengdo da pressdo sanguinea e do equilibrio hidroeletrolitico (Hoyer, 2002). Suas
multiplas agdes fisiolégicas sdo geralmente atribuidas a variedade de receptores
serotoninérgicos, os quais se encontram amplamente distribuidos em varios Orgéos e

tecidos, e ao sistema serotoninérgico neuronal (Barnes & Sharp, 1999).

Disfungdes orgéanicas sdo observadas quando ocorre variagdo na concentragdo de
serotonina no organismo. Ela estd envolvida na etiologia de muitas doengas como
depressdo, ansiedade, fobia social, esquizofrenia, distirbio obsessivo-compulsivo,
autismo, disturbio do pénico, enxaqueca, abuso e dependéncia de drogas, hipertensido
arterial sist€émica, hipertensdo pulmonar, distirbio do apetite, vémito, sindrome do
intestino irritdvel e arritmia cardiaca (Saxena, 1995; Hoyer, 2002; Co6té et al., 2004,

Chameau & Van Hooft, 2006).

Em relagdo ao sistema cardiovascular, estudos trazem evidéncias que diminuigéo
dos niveis da serotonina sanguinea leva a faléncia cardiaca, hipertensdo arterial
sistémica ¢ pulmonar sugerindo que o nivel de serotonina circulante pode ser um dos

fatores que contribui com a manutengdo da atividade cardiovascular normal (C6té et al.,
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2004). Além disso, os efeitos da serotonina sobre a regulagdo cardiovascular envolvem
efeitos distintos como hipertensdo ou hipotensfio, bradicardia ou taquicardia,
vasoconstricgdo ou vasodilatagdio que parecem depender de diversos fatores, como a

area cerebral e os receptores envolvidos (Coté et al., 2004; Ramage, 2001).

A sintese de 5-HT ocorre em duas etapas: o0 aminoacido precursor da serotonina,
o triptofano, ¢ hidroxilado a S5-hidroxitriptofano pela acio da enzima triptéfano
hidroxilase e em seguida ¢ descarboxilado a S5-hidroxitriptamina na presenga da 5-
hidroxitriptofano-descarboxilase (Legay, 1982). Ela ¢ metabolizada pela monoamina
oxidase do tipo A (MAO-A), presente no figado, no endotélio vascular pulmonar ¢ no
sistema nervoso central (SNC) (Goldberg ef al., 1998).

Os receptores serotoninérgicos sdo agrupados em sete familias de receptores — 5-
HT,, 5-HT,, 5-HTj3, 5-HT4, 5-hts, 5-HT¢, 5-HT7 - e cerca de quatorze subtipos, que s3o
encontrados em quase todos os tecidos. Classificados de acordo com a estrutura € o
modo de transdugdo de sinal, a diversidade observada nos receptores serotoninérgicos
tem sido utilizada para explicar, pelo menos parcialmente, a amplitude funcional deste

neurotransmissor (Barnes & Sharp, 1999; Hoyer, 2002).

Estudos de biologia molecular mostram que os receptores serotoninérgicos 5-
HT,, 5-HT,, 5-HT4, 5-hts 5-HT,, 5-HT7 séo acoplados & proteina G e atuam modulando
os niveis de AMPc ou no caso de receptores 5-HT,, a fosfolipase C (Barnes & Sharp,
1999).

Os receptores 5-HT; s@o o unico exemplo de receptores serotoninérgicos
acoplados a canal idnico (Niesler et al, 2008). Estes receptores fazem parte da
superfamilia de recepotres com alga de Cys ligada ao canal semelhante aos receptores
nicotinicos ¢ GABAa (Reeves & Lummis 2002; Peters et al, 2005). Foram
identificadas 5 subunidades que formam um anel em torno do canal i6nico central que
podem se apresentar dispostas de forma homomérica, ¢ neste caso o receptor ¢
denomindo de 5HT4, (Maricq et al. 1991; Miyake et al., 1995), ou dispostas de forma
heteromérica (subunidades A e B) levando a denominagdo de 5HT;ap (Davies ef al.,
1999). Cada receptor mostra diferentes caracteristicas de condutincia do canal idnico,
mas apresenta pouca diferenga farmacoldgica em resposta a antagonistas SHT; e &
propria serotonina (Reeves e Lummis 2002; Peters et al., 2005).

Outras 3 subunidades do receptor SHT; foram identicadas em humanos

(subunidades C, D, e E) (Kamovsky et al, 2003; Niesler et al. 2003). Entretanto
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receptores SHT; com a presenga destas subunidades s@o restritos a tecidos periféricos
com alto nivel no trato gastrointestinal (Niesler et al. 2003) e parecem ser ausentes em
roedores (Karnovsky et al. 2003; Niesler et al. 2003).

A distribuigio dos receptores com suas diversas subunidades tem se mostrado
ndo apenas espécie especifica, como também tecido-especifica. Em roedores sdo
encontrados apenas os subtipos SHT34 € SHT3p, enquanto em humanos sdo encontrados
todos os subtipos. Verificou-se em roedores que os neurdnios do ginglio nodoso que se
projetam para o nucleo do trato solitario (NTS) possuem RNAm tanto para SHT;a,
quanto para SHT3p ou apenas para SHT3;4 (Morales and Wang, 2002). Além disso, tem
sido demonstrada a presenga de receptores SHT34 ¢ de receptores SHT;345 em diferentes
terminais neuronais neste nicleo, o que sugere diferente resposta modulatéria, desde
que a permeabilidade dos canais pode variar de acordo com o tipo de subunidade
presente no receptor (Davies er al., 1999). Estudos anatdmicos e eletrofisiolégicos
mostram que os receptores SHTj3 facilitam a liberagio de glutamato no nicleo dorsal do
vago ¢ no NTS participando das respostas baroreflexas (Glaum et al., 1992, Wang et
al., 1998; Funahashi et al.,2004; Jeggo et al., 2005).

Os receptores 5-HT3 s@o encontrados em diversas areas cerebrais, tais cértex
frontal, complexo amigdaldide, niicleo accumbens, area tegmental ventral e dorsal,
bulbo olfatério, area prostrema e nucleo do trato solitario (Waeber et al., 1989; Barnes
et al., 1989, 1990; Jones et al., 1992; Tecott et al., 1993; Parker et al., 1996, Thompson
& Lummis, 2007). Os neurdnios hipocampais que expressam receptores 5-HT3 €
apresentam RNAm para estes receptores sdo exclusivamente interneurdnios
GABAérgicos (Tecott e al., 1993; Morales and Bloom, 1997, Spier et al., 1999; Miquel
et al., 2002). Por outro lado, a expressdo dos receptores 5-HT3;z no hipocampo, em
roedores, ¢ controversa (Hooft and Yakel, 2003; Jensen et al., 2008).

Embora os estudos da estrutura do receptor 5-HT; tenham avangado, ainda ndo
dispomos de agentes farmacoldgicos especificos que possam levar a ativagio destes
receptores com diferentes conformagdes e arranjos de suas subunidades. Vale ressaltar
que os estudos mostram que ndo ha diferenga na interagdo da serotonina e dos
antagonistas atualmente disponiveis, com os receptores 5-HT; em difentes
conformagdes. No futuro, com o desenvolvimento de novas ferramentas farmacologicas

¢ possivel que este quadro mude e fungdes diversas sejam identificadas.
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I11.1.2 SISTEMA OPIATERGICO

Os peptideos opioides originam-se de quatro familias de proteinas distintas, a
pré-opiomelanocortina (POMC), a proencefalina (PENC), a prodinorfina (PDIN) e a
pronociceptina/orfanina (PN/OFQ), que sdo moléculas precursoras da beta-endorfina,
das encefalinas, das dinorfinas e das nociceptinas/orfaninas (N/OFQ), respectivamente
(Lazarus et al., 1996; van den Brink ef /., 2003; Waldhoer erf al., 2004).

A existéncia de a0 menos trés receptores opiatérgicos ¢ bem estabelecida: os
receptores mu (u), kappa (x) e delta (8), que apresentam diversidades quanto 4 sua
distribui¢do no sistema nervoso central e nos tecidos periféricos, além de outros tipos de
receptores, como 0s receptores sigma (o), os receptores epsolon (g), € os receptores de
nociceptina/orfanina, embora pouco estudados (Mansour et al., 1995). Estudos
farmacoldgicos e bioquimicos mostram que os receptores se subdividem em subtipos,
como mu ([, K2, U3), kappa (x1, K2, K3) € delta (8;, 8;) (Gavériaux-Ruff er al., 1997). A
B-endorfina tem seletividade pelos receptores opiatérgicos do tipo mu, enquanto as
encefalinas ligam-se, seletivamente, aos receptores delta, e a dinorfina aos receptores
kappa (Li et al., 1993). Entretanto ha relatos de que a B-endorfina pode atuar também
em receptores do tipo delta (Bicknell, 1985; Zadina, 2002).

Estudos de biologia molecular mostram que os receptores opiatérgicos sdo
acoplados a proteina G, sendo ativados tanto por peptideos opioides endégenos, como
por drogas opiatérgicas exégenas (Waldhoer et al., 2004; Trescot et al., 2008). Alguns
receptores acoplados a proteina G apresentam atividade de sinalizagdo basal ¢ podem
ativar proteina G mesmo na auséncia de agonistas opiatérgicos. Este fendmeno parece
contribuir para o desenvolvimento de tolerdncia e dependéncia (Waldhoer et al., 2004),
além de outros fatores que também contribuem - como longos periodos de tratamento
com agonistas opiatérgicos, que podem levar & dessensibilizagdo de receptores (Reisine
et al., 1996).

Em 1997, o grupo de Zadina identificou dois novos agonistas endogenos para o
receptor opioide do tipo mu: as endomorfinas 1 (EM-1) e 2 (EM-2). Estruturalmente
diferentes dos peptideos opioides enddgenos, estes novos peptideos sdo caracterizados
como tetrapeptideos seletivos, diferindo entre si em apenas um aminoacido: Tyr-Pro-
Trp-Phe-NH, (EM-1) e Tyr-Pro-Phe-Phe-NH, (EM-2) (Horvath, 2000). Estes peptideos,
além de ativar a proteina G, ativam também canais de potassio e inibem canais de célcio

(Wang et al., 2002). A EM-1 ¢ considerada o primeiro agonista do receptor mu que
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produz analgesia sem sinais de comportamento de dependéncia, 0 que representa um
grande avango para seu uso na pratica clinica (Wang et al., 2002).

A distribuigdo dos peptideos opioides no sistema nervoso central ¢ ampla,
havendo diferengas regionais quanto & localizagdo de cada um dos subtipos de
receptores opioides. Os receptores do tipo delta-opioides s3o mais abundantes em
regides corticais € subcorticais, enquanto os receptores do tipo mu-opioides apresentam
maior densidade em 4reas taldmicas e epitalamicas, e os receptores do tipo kappa-
opioides encontram-se em maior densidade em areas hipotalamicas e subtaldmicas. Os
trés tipos de receptores foram encontrados no hipocampo, gyrus dentado, caudato
putamen e NA, sendo nestes altimos sua distribui¢do diferenciada por regides (George
etal., 1994).

As vias opiatérgicas estdo envolvidas em uma variedade de fungdes, a saber: dor
¢ analgesia, estresse, tolerdncia e dependéncia, aprendizado e memoria, ingestdo
alimentar e hidrica, alcoolismo e uso abusivo de drogas, atividade sexual e controle
hormonal, gravidez, desenvolvimento e endocrinologia, doengas mentais ¢ do humor,
desordens neuroldgicas, neurofisiologia e atividade elétrica, atividade locomotora,
fungbes hepaticas, gastrointestinais e renais, respostas cardiacas, respiratdrias,
termorregulag@o e respostas imunoldgicas (Bodnar, 2003 e 2008; Vaccarino & Kastin,
2001). A presenga destes receptores no hipotalamo também revela o envolvimento em
fungdes autondémicas, comportamento ingestivo e balango hidroeletrolitico (George et
al., 1994),

Um dos desafios no estudo com opioides ¢ a auséncia de drogas seletivas, que
tenham afinidade exclusiva por um tunico subtipo de receptor. Devido a grande
semelhanga quimica e estrutural que os receptores opioides apresentam, a maioria das
drogas disponiveis possuem afinidades mistas por mais de um receptor, o que dificulta a
interpretagdo.

Os peptideos opioides t€m sido empregados com eficacia no tratamento da dor
cronica € no tratamento da dependéncia alcodlica € de heroina (Boyd et al., 2006;
Sullivan et al., 2006), entretanto seus efeitos colaterais tornam-se frequentes e podem
incluir hipotensdo e bradicardia (Sun er al., 1996) e usudrios destas drogas comumente
revelam hipotensdo ortostatica (Holaday (b), 1983).

Semelhante aos efeitos cardiovasculares da serotonina, os efeitos de opioides na

regulagdo cardiovascular também expressam respostas distintas, de hipertensdo ou
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hipotensdo, taquicardia ou bradicardia, dependendo de diversos fatores, como a area

cerebral e os receptores envolvidos (Holaday (b), 1983).
I11.2 INTERACAO ENTRE VIAS SEROTONINERGICAS E OPIATERGICAS

Alguns estudos t€m buscado conhecer a relagdo entre o sistema serotoninérgico
e opiatérgico. Tem sido mostrada a existéncia de interagdo molecular entre as vias
neuronais serotoninérgica e opiatérgica, em diversos niveis. Yoshioka e colaboradores
(1992) demonstraram que a ativagido de receptores do tipo mu-opioides diminui a
concentrag@io de serotonina no hipocampo. Estes resultados contrastam com resultados
obtidos pelo grupo de Tao e colaboradores (Grauer et al., 1992; Tao et al., 1994) que
encontraram aumento dos niveis extracelulares de serotonina, no nacleo dorsal da rafe e
regido do neocortex, acima do tdlamo, apds ativagdo dos receptores do tipo mu-
opioides. Administragdo de morfina na substincia periaquedutal cinzenta (PAG)
também promove aumento na concentragio serotoninérgica do fluido cérebro-espinhal
lombar, enquanto sua administragdo no nucleo da rafe aumenta a concentragdo de 5-HT
no hipocampo e estriado, sendo este aumento acentuado quando a enzima monoamina
oxidase (MAO) e os sistemas de recaptagdo serotoninérgica estdo inibidos. Em 1998,
também, o grupo de Tao encontrou que aumento na concentragdo de serotonina em
decorréncia da exposi¢io a morfina pode apresentar diferengas quando ha
desenvolvimento de tolerancia.

Em contrapartida, tem sido demonstrado que as vias serotoninérgicas também
influenciam a atividade opiatérgica. Song e colaboradores (2007) encontraram que a
estimulagdo elétrica dos neur6nios do corno dorsal da medula induz a produgdo de
peptideos opioides e este aumento na liberagdo de peptideos opioides € inibido apos
ativagdo de receptores do tipo 5-HT ;. Observou-se também que a administragdo ICV
de fentanil, um agonista opioide, inibe respostas reflexas musculares apos estimulagio
elétrica, e que este efeito pode ser mediado por receptores dos tipos 5-HT1p/1p € 5-HT>,
uma vez que a administragdo de antagonistas destes receptores diminuiu a inibigdo
reflexa promovida pelo fentanil (Lo et al., 2004). Chu e colaboradores (2009),
considerando a participagdo de antagonistas dos receptores 5-HT3 na dependéncia a
opioides, mostraram que tanto em humanos quanto em camundongos, ondansetrona
diminui os comportamentos de dependéncia opiatérgica em modelos de abstinéncia

precipitada com naloxone.
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Em relagdo ao controle cardiovascular, parece que a interagdo opioide-
serotoninérgica também ¢ importante. Em nivel periférico observou-se queda de pressdo
sanguinea apds inje¢do endovenosa de P-endorfina, € que este efeito poderia ser
bloqueado por deple¢do serotoninérgica prévia com p-clorofenilalanina. Além disso,
verificou-se que a administragdo de fluoxetina, um inibidor da recaptagio
serotoninérgica, potencializa o efeito depressor (Lemaire, 1978).

Ao contréario, verificou-se que a administragio de naloxona, antagonista
opiatérgico, via intraperitonial, impede a hipotensdo decorrente da inibigdo da
recaptagdo serotoninérgica, em ratos hipertensos espontaneos (Goldstein er al., 1987).
Em relagio ao SNC, observou-se que a hipotensiio provocada por agonistas opioides
ICV ¢ bloqueada por antagonistas opioides ou serotoninérgicos do tipo 5-HT; (Berger &
Ramirez, 1988), corroborando assim a hipdtese da interagdio entre o sistema
serotoninérgico € opiatérgico, tanto em nivel central quanto em nivel periférico da

regulagdo cardiovascular.

I11.3 SEROTONINA NA REGULAGCAO CARDIOVASCULAR

Com excegdo dos receptores 5-HTg, para os quais ainda nfo foi atribuido
envolvimento na regulagfo cardiovascular (Ramage & Villalon, 2008), os demais
receptores participam no controle da pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca, sendo os
mais importantes 5-HT;, 5-HT,, e 5-HT;, com efeitos opostos como hipertensdo ou
hipotensdo, bradicardia ou taquicardia, vasoconstric¢o ou vasodilatagdo que parecem
depender da 4rea cerebral em que estdo localizados e dos tipos de receptores envolvidos
(Coté et al., 2004; Ramage, 2001).

A ativago dos receptores 5-HT 4 da regido da rafe e do bulbo gera hipotensdo e
bradicardia que parece depender de uma redugdo da atividade simpatica e aumento do
tonus vagal, enquanto a ativag@o destes receptores em areas prosencefalicas produz o
resultado oposto (McCall & Clement, 1994). Quanto & administragdo ICV de agonistas
destes receptores, os resultados parecem contraditorios: diminui¢io da pressdo
sanguinea, aumento do fluxo sanguineo renal e diminuig¢io da atividade simpatica renal
tém sido relatados (Ramage et al., 1988), em contraste com dados de simpatoexcitagio e
liberagdo de adrenalina, em ratos anestesiados (Ramage & Villalon, 2008). Esta

aparente controvérsia pode ser justificada, em parte, pela auséncia de especificidade do
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agonista utilizado, 8-OH-DPAT, que possui afinidade por receptores do tipo 5-HT,
além de 5-HT 4.

A estimulagdo dos receptores 5S-HT, no hipotalamo lateral (HL) e nucleo
paraventricular (PVN) leva a aumento da pressdo sanguinea ¢ da frequéncia cardiaca
(Lin & Lin, 1996). Ao contrario, a ativagio destes receptores no NTS leva a hipotensdo
e bradicardia, enquanto a estimulagéo destes receptores na regido rostral-ventral-lateral
do bulbo (RVLM) induz hipotensdio sem alterar a frequéncia cardiaca (Mandal et al.,
1990). Alguns estudos mostram que a resposta pressora decorrente da ativagdo dos
receptores 5-HT, pode envolver liberagéo de angiotensina e vasopressina (McCall &
Clement, 1994; Ramage & Villalon, 2008). Dados prévios do nosso laboratério
mostram que a ativagio dos receptores 5-HT, pela administragio de agonista especifico
no terceiro ventriculo induz hipertensfo. Além disso, verificamos que a fungdo normal
destes receptores € essencial para a hipertensdo ocorrida durante o estresse de contencéo
(Ferreira et al., 2005).

Quanto aos receptores 5-HT;, os dados ainda s3o inconsistentes. Tem sido
sugerido que a nivel do NTS estes receptores promovem bradicardia vagal mediada pela
ativagdo dos receptores cardiopulmonares (Ramage & Viilalon, 2008). Dados do nosso
laboratério mostram que a ativagdo dos receptores 5-HT3; centrais evoca uma
significativa hipotensfio em ratos € o bloqueio destes mesmos receptores resulta num
significativo aumento da pressdo, mostrando que estes receptores parecem exercer um
tonus inibitdrio sobre a pressdo e que esta agdo parece ser dependente de um mecanismo
simpato-inibitorio, sem influéncias sobre o componente parassimpatico (Ferreira et al.,

2004).

111.4 OPIOIDES NA REGULACAO CARDIOVASCULAR

Estimulag@io de vias opiatérgicas no sistema nervoso central pode produzir
respostas de hipertenséo ou hipotenséo, taquicardia ou bradicardia, dependendo do tipo
de receptor estudado, da dose dos agentes opioides utilizados, da localizag@o cerebral,
das espécies animais estudadas e da condigio de consciéncia dos animais. Ha relatos de
que os opioides podem apresentar tanto atividade inibitéria quanto excitatdria, sobre a

transmissdo neuronal (Holaday (b), 1983).
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Em estudos com modelos animais com alteragio genética, que apresentam
deficiéncia de expressdo dos receptores do tipo kappa-opioide, observa-se
desenvolvimento de hipertenso, sugerindo que estes receptores estejam envolvidos na
regulagdo da pressdo sanguinea (Pugsley, 2002). Por outro lado, o bloqueio dos
receptores kappa opioides diminui a hipertensio induzida por angiotensina ICV e altera
a sensibilidade do barorreflexo (Rabkin, 2007).

Ha quase duas décadas mostrou-se a distribui¢do de morfina no SNC ap6s sua
administragdo periférica. Bhargava e colaboradores (1992) observaram altas
concentragdes de morfina na medula e hipotdlamo ¢ baixa concentragdo na amigdala
apos S5 minutos de sua administragdo IV. Estes resultados foram semelhantes tanto em
animais normotensos quanto em animais hipertensos espontaneos. Entretanto, apoés 4
horas, a concentragdo de morfina no hipotadlamo, no cortex € na medula de ratos
hipertensos espontineos foi maior do que em ratos normotensos, o que pode contribuir
para a compreensdo dos efeitos mais rapidos de drogas opioides em animais
hipertensos. Este resultado corrobora dados prévios do mesmo grupo de pesquisadores
mostrando maior densidade de receptores opioides no cérebro de animais hipertensos
espontdneos do que em animais normotensos.

Muitos dos sinais e sintomas de overdose por drogas opiatérgicas descritos
assemelham-se a sintomatologia do choque circulatorio. De fato, alguns estudos
revelam a participagdo das endorfinas na fisiopatologia do choque, desde que a
administragdo do antagonista inespecifico para os receptores opioides, naloxona,
aumenta a sobrevida ao choque endotbxico, ao hemorragico € ao neurogénico de
diferentes espécies animais estudadas (camundongos, ratos, coelhos, gatos, cdes,
ovelhas, porcos, cavalos e macacos) (Holaday (a), 1983). A recuperagdo do choque
induzida pelo naloxona ndo parece ser dependente de aumento de atividade simpatica
periférica (Feuerstein et al, 1981). Diversos receptores opioides parecem estar
envolvidos nas respostas ao choque. Verificou-se que os receptores do tipo kappa e
delta opioides parecem mais importantes para o choque endotdxico € traumatico,
enquanto os receptores do tipo mu, além dos receptores dos tipos kappa e delta parecem
participar do choque hemorragico (Liu ef al., 2005; Frithiof et al., 2006 ¢ 2007; Cavun
etal., 2001).
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II.4.1 EFEITOS CARDIOVASCULARES DOS RECEPTORES MU-
OPIOIDES

Ativagdo central de receptores mu opioides no PVN de ratos Wistar-Kyoto
aumenta a atividade simpatica e a produgdo de catecolaminas, associado ao aumento da
pressdo sanguinea e da frequéncia cardiaca. Confirmando estes resultados, Bachelard e
colaboradores (1995) também encontraram respostas de hipertensdo, taquicardia e
vasoconstric¢do renal apos estimulag@io dos receptores mu-opioides no PVN. Por outro
lado, durante o estresse, a ativagio destes receptores impede o aumento das
catecolaminas e da frequéncia cardiaca, possivelmente através de mecanismos vagais,
uma vez que a atropina reverte esta resposta. O bloqueio dos receptores mu opioides
durante o estresse, pela administragdo de naloxona no PVN, leva a aumento da secregdo
de epinefrina induzida pelo estresse, sugerindo a participagdo destes receptores na
regulagéio cardiovascular durante o estresse (Kiritsy-Roy et al., 1986).

De modo contrario, Sun e colaboradores (1996) obtiveram hipotensdo e
bradicardia, tanto em ratos normotensos anestesiados, quanto em hipertensos
espontdneos, apds ativagdo destes receptores no PVN, através da administragdo do
agonista DAMGQO. Estes efeitos foram revertidos pelo pré-tratamento com o antagonista
naloxona, traduzindo resposta de hipertensdo e taquicardia. De modo semelhante,
Lessard e colaboradores (2002) também encontraram respostas de hipertensdo e
taquicardia, embora pequena e transitéria, durante o bloqueio dos receptores do tipo mu
opioides no PVN, através dos antagonistas naloxona e 3-funaltrexamina. A hipertensdo
induzida pelo bloqueio dos receptores do tipo mu opiatérgicos foi abolida pela
administragdo de antagonista vasopressinérgico, apontando para uma provavel interagdo
opiatérgica-vasopressinérgica.

No nucleo pré-optico medial (POM), a ativagdo de receptores do tipo mu-
opioides, através da administragio do agonista DAMGO também aumenta a pressdo
sanguinea e frequéncia cardiaca em ratos normotensos, bem como em ratos hipertensos
espontdneos a dose baixa apresenta efeito pressor, enquanto a dose maior causa
hipotensdo, sendo estes efeitos antagonizados pela administragio de naloxona.
(Feuerstein et al., 1983). De modo contrario, no mesmo ano, Faden e colaboradores
mostraram que a ativagio destes receptores em animais anestesiados causa hipotensdo e

taquicardia.
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Shen e colaboradores (1999) mostraram que ativagdo de receptores mu-opioides
na regido do hipocampo, em ratos normotensos e hipertensos espontineos anestesiados,
ndo leva a efeitos significativos sobre pressio sanguinea e frequéncia cardiaca.

Diversos estudos tém procurado conhecer as respostas cardiovasculares apds
administragdo de agentes opioides nos ventriculos cerebrais, porém os dados ainda sdo
inconsistentes. No ventriculo lateral (VL), DAMGO produz aumento da pressdo
sanguinea € do fluxo simpatoadrenal e reduz a frequéncia cardiaca. O pré-tratamento
com o antagonista, B-funaltrexamina, produz taquicardia, reduz a concentragdo de
adrenalina e atenua o aumento da pressio sanguinea em ratos normais. Em animais
submetidos a estresse, a injegdo deste antagonista no VL atenua a taquicardia, enquanto
0 agonista promove bradicardia (Houdi et al, 1996). Por outro lado, Rao e
colaboradores (2003) encontraram resultados contraditérios. Com a administragdo de
DAMGO, no VL, em doses baixas, encontraram hipertensdo e vasoconstric¢do no leito
iliaco, € em doses maiores observaram hipotensdo e vasodilatagdo do leito iliaco. A
administragdo do antagonista, B-funaltrexamina, no VL, reduz a pressfio sanguinea e
causa vasodilatag@o do leito mesentérico. Estes autores atribuiram esta variabilidade dos
efeitos obtidos a difusdio da droga, em diferentes concentragdes, para diferentes sitios
cerebrais, sugerindo que o efeito hipertensor da ativagdo dos receptores do tipo mu-
opioides seja devido & ativagdo de neurdnios do PVN e seu efeito hipotensor seja
decorrente de ativagdo de neurdnios do RVLM.

Barnes, Rao e colaboradores, no ano seguinte, mostraram que a obesidade
induzida por dieta aumenta a expressdo central de receptores mu hipotaldmicos. Ao
administrar B-endorfina via ICV houve diminui¢do da pressdo sanguinea em ratos
normais € aumento da pressdo sanguinea em ratos obesos, confirmando a maior
expressdo dos receptores do tipo mu-opioides na regifio hipotaldmica dos animais
obesos. Estas alteragdes cardiovasculares produzidas pela injecdo ICV de B-endorfina
foram mais sensiveis ao bloqueio dos receptores do tipo mu-opioide do que ao bloqueio
dos receptores do tipo kappa-opioides.

Em 2006, Hill-Pryor, Rao e colaboradores mostraram que DAMGO ICV
aumenta a pressdo sanguinea e a frequéncia cardiaca em ratos normais € em ratos
obesos apenas nas maiores doses. J& seu antagonista, CTAP, aumenta a pressdo
sanguinea ¢ a frequéncia cardiaca em ratos normais e obesos. Estes resultados, contudo

contrastam com resultados prévios deste mesmo grupo, em que obtiveram respostas de
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hipertensdo, apds administragio de DAMGO em doses baixas, enquanto com doses
altas observaram hipotensdo.

Em areas mais caudais, Sun e colaboradores (1996) encontraram efeitos de
hipotenséo e bradicardia em ratos normotensos e hipertensos espontianeos apos ativagdo
dos receptores do tipo mu-opioides no RVLM. Estes resultados foram semelhantes aos
resultados obtidos por estes autores apos administragdo do agonista DAMGO no PVN.
Estas respostas foram revertidas pela administragdo do antagonista naloxona, sugerindo
uma provavel influéncia inibitéria dos receptores do tipo mu-opioides no controle
cardiovascular. Na regido periaquedutal cinzenta ventrolateral, administragio de
DAMGO evoca hipertensdo e taquicardia (Keay et al., 1997). Resposta semelhante é
observada com a administragdo deste agonista no NTS. Outro agonista mu-opioide,
metionina-encefalina, no NTS, também produz aumento na pressio sanguinea e
frequéncia cardiaca. J4 a P-endorfina nesta regido produz diminuigio da pressdo
sanguinea e da frequéncia cardiaca, mostrando que a regulagdo cardiovascular pelos
peptideos opioides varia de acordo com a localizagio central de seus receptores (Hassen
etal., 1984).

Em ratos anestesiados com halotano que receberam os agonistas opioides,
morfina ¢ DAMGO, na regifo intratecal, observou-se bloqueio dose-dependente das
mudangas cardiovasculares evocadas pelo teste de retirada da cauda em 4gua quente,
sendo estes efeitos revertidos pelo naloxona. Estes resultados apontam para o
envolvimento destes receptores na modulagdo autondémica evocada por estimulo térmico

doloso (Nagasaka & Yaksh, 1995).

I11.4.2 EFEITOS CARDIOVASCULARES DOS RECEPTORES KAPPA-
OPIOIDES

Ativagdo central de receptores tipo kappa opioides no PVN (Bachelard & Pitre,
1995; Sun et al., 1996), no RVLM (Sun e al., 1996) e na PAG ventrolateral (Keay et
al., 1997) de ratos Wistar-Kyoto, ndo altera a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca.
O bloqueio destes receptores no PVN também ndo teve efeito significativo sobre a
pressdo sanguinea € a frequéncia cardiaca (Lessard & Bachelard, 2002).

Diferente da estimulagdo dos receptores do tipo mu-opioide na regido
hipocampal, que ndo apresenta efeitos significativos sobre a pressdo sanguinea e a
frequéncia cardiaca, alguns estudos mostram efeitos cardiovasculares significantes com

a estimulag¢do dos receptores do tipo kappa-opioides nesta regido. Entre estes estudos,
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pode-se citar o de Zhai e colaboradores (1988) que mostraram em animais normotensos
e hipertensos espontineos, hipotens@o e bradicardia, quando os animais foram tratados
com agonistas kappa-opioides seletivos, no hipocampo, e estes efeitos foram
bloqueados pela administragdo do antagonista nor-binaltorfimina. Confirmando estes
resultados, Shen e colaboradores (1999), obtiveram resultados semelhantes de
hipotenséo e bradicardia em ratos normotensos e hipertensos espontineos anestesiados e
tais respostas também foram bloqueadas pelo antagonista nor-binaltorfimina (nor-BNI).
Wright e colaboradores (2003) também confirmaram estes efeitos de hipotensdo apods
administragdo, tanto aguda quanto cronica, de agonistas kappa-opioides no hipocampo.
E também obtiveram respostas de hipertenséo e bradicardia ap6s administragdo cronica
hipocampal de nor-BNI, em ratos normotensos e em ratos com hipertensdo induzida por
isolamento social, confirmando dados anteriores dos autores que mostraram que a
hipertensdo induzida por isolamento social promove diminui¢gio da expressdo dos
receptores kappa hipocampais.

Outro estudo mostra que a injeg@o de dinorfina A (1-8) no hipocampo também
reduz a pressdo sanguinea e a frequéncia cardiaca de modo dose dependente, enquanto a
injecdio de nor-BNI abole estes efeitos. Os autores sugerem que estes efeitos sejam
consequéncia de aumento da excitagdo dos neurdnios hipocampais induzida pelos
estimulos dos receptores kappa-opioides e que este efeito poderia ser mediado
parcialmente por ativagdo vagal e inibi¢io simpatica (Wang & Ingenito, 1992).

Rao e colaboradores (2003) encontraram resultados mais consistentes apos
ativagio de receptores kappa-opioides do que com receptores mu-opioides.
Administragdo de dinorfina no VL diminui a pressdo sanguinea e causa vasodilatagdo
do leito mesentérico superior € seu antagonista, nor-binaltorfimina, aumenta a pressdo

sanguinea e vasoconstric¢do do leito mesentérico e do leito iliaco (Rao et al., 2003).

111.4.3 EFEITOS CARDIOVASCULARES DOS RECEPTORES DELTA-
OPIOIDES

Ativag@io e bloqueio de receptores do tipo delta-opioides no PVN de ratos
Wistar-Kyoto, ndo produz efeitos significantes sobre a pressdo sanguinea e frequéncia
cardiaca (Bachelard & Pitre, 1995; Lessard & Bachelard, 2002), de modo semelhante
aos resultados obtidos com os receptores kappa nesta regido. Contudo, Sun e
colaboradores (1996) demonstraram resultados diversos, em que a ativagdo dos

receptores delta-opioides tanto no PVN quanto no RVLM leva a hipotensio e
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bradicardia em ratos normotensos e hipertensos espontineos e estas respostas sdo
revertidas pelo antagonista naloxona, apontando para um envolvimento possivelmente
ibitorio dos receptores delta-opioides no controle cardiovascular.

Feuerstein e colaboradores (1983) mostraram que ativagdo dos receptores delta,
no POM, aumenta a pressdo sanguinea e a frequéncia cardiaca em ratos normotensos €
hipertensos espontineos. Ao contrario, Faden e colaboradores (1983) verificaram
hipotensdo e taquicardia em animais anestesiados, com a administragdo de agonista
delta na POM.

Sun e colaboradores (1996) encontraram que a ativagdo dos receptores do tipo
delta-opioides no hipocampo de ratos normotensos e hipertensos causa hipotensio e
bradicardia que sd@o revertidas pelo naloxona, produzindo respostas de hipertensio e
taquicardia. De forma controversa, Shen e colaboradores (1999) mostraram que injegéo
do agonista delta no hipocampo de ratos normotensos e hipertensos espontineos
anestesiados, ndo apresenta efeitos significativos sobre a pressdo sanguinea € a
frequéncia cardiaca.

A ativagio de receptores do tipo delta-opioides no tronco cerebral leva a
respostas cardiovasculares diversas das encontradas pela ativagdo dos mesmos
receptores em areas prosencefalicas, sendo este efeito bloqueado pelo naloxona (Hassen
& Feuerstein, 1984). Administragdo de agonista dos receptores delta-opioides no NTS e
na regido periaquedutal cinzenta ventrolateral leva a hipotensdo e bradicardia (Keay et
al., 1997; Feldman et al., 1996). Estes efeitos foram bloqueados pelos antagonistas
naloxona e ICI 154,129 (Feldman et al., 1996).

De modo semelhante a ativagdio de receptores mu-opioides, ativagdo de
receptores delta por injegdo intratecal de agonistas delta-opioide em ratos anestesiados
com halotano leva ao bloqueio dose-dependente das mudangas cardiovasculares
evocadas pelo teste de retirada da cauda em agua quente, sendo estes efeitos revertidos
pelo naloxona, apontando para o envolvimento dos receptores mu- e delta-opioides na
modulagio autondmica evocada por estimulo térmico doloroso (Nagasaka & Yaksh,

1995).
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IV OBJETIVOS

IV.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a interagdio entre receptores serotoninérgicos SHT; e receptores

opiatérgicos, U, k € 3, nas respostas cardiovasculares em ratos.
IV.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar o efeito do bloqueio dos receptores L, K € & opiatérgicos centrais
sobre a resposta hipotensora decorrente da ativagdo de receptores SHT3
centrais.

e Estudar a participagdo simpatica na resposta cardiovascular induzida pela
ativagéo do receptor SHT; e bloqueio dos receptores p, k € 8 opioides.

e Verificar se o bloqueio dos receptores p, kK € 8 opioides no sistema

nervoso central modifica a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca.
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V HIPOTESES

V.1 HIPOTESES NULAS

V.1.1 — A ativagdo dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT3 centrais ndo
promove hipotens3o em ratos.

V.1.2 — O bloqueio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT; centrais ndo
promove hipertens@o em ratos.

V.1.3 — A hipotensdo mediada pela ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HT;
centrais ndo depende da integridade funcional dos receptores mu, kappa e
delta opioides centrais.

V.1.4 — A interagdo entre os sistemas serotoninérgicos e opiatérgicos no controle da

pressdo sanguinea ndo depende do sistema nervoso simpatico.

V.2 HIPOTESES TESTES

V.2.1 — A ativagfio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT; centrais promove
hipotensdo em ratos.

V.2.2 - O bloqueio dos receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT; centrais promove
hipertensdo em ratos.

V.2.3 — A hipotensio mediada pela ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HT;
centrais depende da integridade funcional dos receptores mu, kappa e delta
opioides centrais.

V.2.4 — A interagdo entre os sistemas serotoninérgicos e opiatérgicos no controle da

pressdo sanguinea depende do sistema nervoso simpatico.
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VIMETODOLOGIA DO ESTUDO

VL1 ANIMAIS

Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar (280 a 320g) num total de 158
animais distribuidos em diferentes grupos experimentais e controles. Devido a
ocorréncia de downregulation de receptores opidide com administragdes repetidas de
drogas opiatérgicas, cada animal foi utilizado em apenas um experimento.

Os ratos foram provenientes do Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Bahia. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiente com controle de
temperatura (22-24°C) e luz, com ciclo claro/escuro das 06h as 19h. Tiveram livre
acesso a agua e ragdo (Nuvital Nutrientes Ltda, Curitiba, Brasil) durante todo o periodo

experimental.

VI.2 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais foram submetidos a dois procedimentos cirtirgicos sob anestesia com
cetamina (80 mg/kg) e xilazina (11,5 mg/kg) via intra-peritonial: a primeira para
implante de cdnula guia no ventriculo lateral cerebral direito (VL) e a segunda para
cateterizagdo da arténa carotida e veia femural.

Na primeira cirurgia foi implantada canula guia no VL, utilizando as seguintes
coordenadas: 1,2 mm posterior ao bregma, 1,5 mm lateral e 4,0 mm vertical abaixo da
calota craniana (Paxinos & Watson, 1998). As canulas foram confeccionadas com
agulhas hipodérmicas de ago inoxiddvel com didmetro de 0,7 mm e comprimento
padronizado de 12 mm. A fim de prevenir possiveis obstru¢des, as mesmas foram
ocluidas com mandris removiveis feitos com fios de ac¢o inoxidavel. As canulas foram
fixadas ao crdnio com auxilio de parafusos e de acrilico dentario autopolimerizante.
Apdés as cirurgias, os animais receberam antibidtico veterinario profilatico
(Pentabiético: Benzilpenicilina benzatina 600.000 Ul / 3 mL; Benzilpenicilina procaina
300.000 Ul / 3 mL; Benzilpenicilina potassica 300.000 Ul / 3 mL; Diidroestreptomicina
base 250 mg / 3 mL; Estreptomicina base 250 mg / 3 mL) no volume 0,1 mL por via

intramuscular e analgésico dipirona 500 mg / mL, uma gota por via oral. Durante o
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periodo pdés-cirtrgico, os animais foram mantidos em gaiolas individuais com agua e
ragdo livres durante 4 dias e foram diariamente manipulados de forma similar as
condi¢des experimentais, com o objetivo de reduzir o estresse.

Na segunda cirurgia, trinta ¢ seis horas antes dos experimentos, os animais
tiveram a artéria cardtida comum esquerda € a veia femural direita cateterizadas. O
cateter foi confeccionado com polietileno PES0 para artéria carotida e PE10 para a veia
femural. Durante o ato cirrgico, os cateteres foram preenchidos com solugdo salina
heparinizada (500U/mL), e ap6s colocagdo, exteriorizados subcutaneamente na regido
dorsal do pescogo do rato. Apés esta cirurgia, 0os animais receberam mais uma dose do
antibidtico veterinario e do analgésico.

Hirot e colaboradores (1999) mostraram que o anestésico cetamina interage com
receptores opioides W, possivelmente antagonizando estes receptores, embora promova
analgesia. Apesar da interagdo existente entre o anestésico utilizado neste protocolo
experimental e os receptores opioides do tipo p,, pode-se afirmar que tal interag3o ndo
prejudica os resultados encontrados, uma vez que a ultima dose de anestésico utilizado
foi aplicada 36 horas antes das sessdes experimentais e a cetamina apresenta fase de
distribuigdo que dura cerca de 30 minutos, com uma meia-vida de 7 a 17 minutos e com

meia-vida de eliminag@o em torno de 2,5 a 3 horas (Kraychete, 2006).
V1.3 REGISTRO DA PRESSAO SANGUINEA E FREQUENCIA CARDIACA

A pressdo sanguinea foi continuamente monitorada através do cateter carotideo
conectado a um transdutor de pressdo (World Precision Instruments) cujo sinal foi
amplificado e digitalizado por um programa analdgico-digital (AgqDados, Lynx
Tecnologia Eletrénica, Sio Paulo, Brasil, versio 7.0) e gravado (1kHz) em um
computador para analise posterior. A pressdo arterial média e a frequéncia cardiaca
foram calculadas a partir da pressdo pulsatil usando o software Spike 2, versdo 2,3,
desenvolvido pela Cambridge Electronic Design 2000, Cambridge, England.

Apds um periodo de estabilizag8o, de cerca de 15 minutos, os animais receberam
as microinjegdes no VL e a pressdo sanguinea foi registrada continuamente por 120 min
e expressas como delta da pressdo arterial média (PAM) e da frequéncia cardiaca (FC)

em relagdo aos valores pré-injecéo.

31



V1.4 DROGAS E MICROINJECOES

As seguintes drogas foram utilizadas no presente trabalho: mCPBG 160 nmol
(agonista especifico dos receptores serotoninérgicos 5-HT3); ondansetrona 80 nmol
(antagonista especifico dos receptores serotoninérgicos 5-HT;); naloxona 30 nmol
(antagonista dos receptores opioides); Nor-binaltorfimina 10 nmol (nor-BNI)
antagonista seletivo dos receptores k opioides; naltrindole 1 nmol (antagonista seletivo
dos receptores & opioides). Todas as drogas foram diluidas em solugfo salina isotonica
estéril.

As microinjegdes no VL foram realizadas com microsseringas Hamilton
(Hamilton Co. Inc.) conectadas, através de tubo de polietileno (PE10), a agulha
gengival, do tipo 30G, 0,5mm maior do que a canula guia. O volume de inje¢do central,
sempre de 2 pL, foi administrado durante aproximadamente 30 segundos. O volume de
injecdo intravenosa foi de 0,1 mL por rato.

Também foi utilizada droga periférica: prazosin 3 mg/mL (antagonista o-

adrenérgico) diluido em solugdo salina isotdnica estéril.
VL5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software Graphpad, versdo 5.00, (GraphPad
Software Inc., San Diego, California), sendo submetidos 8 ANOVA “Two Way” para
Medidas Repetidas seguida do pds-teste de Bonferroni, em todos os grupos, exceto o
ultimo grupo experimental, submetido a tratamento periférico com prazosin, cujos
resultados foram submetidos 8 ANOVA “One Way” para Medidas Repetidas seguida do
pos-teste de Bonferroni. Os grupos foram considerados significativamente diferentes

quando p< 0,05.
V1.6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As sessOes experimentais ocorreram sempre no turno vespertino, a partir das

13h.
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No inicio das sessdes experimentais, uma extensdo de polietileno (PE 50) foi
conectada ao transdutor e a cdnula caré6tida para permitir o registro da pressdo pulsatil
com os animais em livre movimento em suas gaiolas.

Apds cerca de 30 minutos de estabilizagio da pressdo pulsatil, os registros foram
iniciados tomando-se 0s quinze minutos iniciais como valores basais (- 45 min). A
seguir, os animais recebiam as microinje¢des intracerebroventriculares (ICV) com
intervalo de 30 minutos e o registro permanecia por mais 120 minutos.

Durante o experimento com administragio de drogas periféricas, foram
utilizados os mesmos procedimentos descritos acima, exceto que apos 30 minutos da 2°
ICV, os animais receberam injegdo de prazosin intravenoso (I'V) e o registro da pressio
pulsatil permanecia.

No final das sessdes experimentais, os animais foram sacrificados através da
inalagdo de dioxido de carbono. O corante Blue Evans foi injetado no VL, através da
canula guia, o que permitiu a verificagdo de seu posicionamento. Apenas os dados

referentes aos animais cujas canulas estavam localizadas no VL foram analisados.
V1.7 GRUPOS EXPERIMENTAIS

GRUPO I — Confirmagdo da resposta hipotensora decorrente da ativagdo dos
receptores serotoninérgicos SHT; centrais.

A finalidade deste grupo foi confirmar dados prévios do laboratério em que
agonistas e antagonistas dos receptores serotoninérgicos SHT; centrais foram injetados
no terceiro ventriculo (IITV), diferentemente do presente estudo em que as drogas foram
administradas no VL. Desta forma, realizou-se ativagdo dos receptores serotoninérgicos

5HT3; a partir da administragdo de seu agonista, mCPBG 160 nmol, no VL de ratos.

GRUPO 1I — Verificagdo da especificidade do agonista m-CPBG em ativar os
receptores serotoninérgicos 5-HT3; gerando resposta hipotensora, através do bloqueio
destes receptores com o antagonista seletivo, ondansetrona.

A finalidade deste grupo foi verificar o efeito do bloqueio dos receptores
serotoninérgicos 5-HT; centrais sobre a resposta cardiovascular. Desta forma, realizou-
se o bloqueio destes receptores a partir da administragdo do seu antagonista,

ondansetrona 80 nmol + salina, ondansetrona 80 nmol + mCPBG 160 nmol, no VL dos
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animais, comparados a animais controles (salina +salina) ou tratados com mCPBG 160

nmol.

GRUPO III — Verificagdo do bloqueio dos receptores p, ¥ € & opiatérgicos
centrais sobre a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca.

A finalidade deste grupo foi verificar o efeito do bloqueio dos receptores w, k € §
opiatérgicos centrais sobre a resposta cardiovascular. Desta forma, realizou-se o
bloqueio destes receptores a partir da administragdo dos antagonistas opioides, naloxona
30 nmol — antagonista opioide inespecifico; nor-BNI 10 nmol - antagonista k opioide ou

naltrindole 1 nmol - antagonista 8 opioide, no VL dos animais.

GRUPO 1V - Estudo do bloqueio dos receptores p, k € & opiatérgicos centrais
sobre a resposta hipotensora decorrente da ativagdo de receptores SHT; centrais.

A finalidade deste grupo foi estudar o bloqueio dos receptores p, x € &
opiatérgicos centrais sobre a resposta hipotensora decorrente da ativagéo de receptores
5HT; centrais. Desta forma, realizou-se ativagiio dos receptores serotoninérgicos SHT; a
partir da administrag8o de seu agonista, mCPBG 160 nmol, ap6s pré-tratamento com os

antagonistas opioides citados previamente, no VL dos animais.

GRUPO V - Estudo da participagdo simpatica na resposta cardiovascular
induzida pela ativagdo do receptor SHT; e bloqueio dos receptores u, k € 8 opioides.

A finalidade deste grupo foi estudar o bloqueio simpatico periférico sobre a
resposta de pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca decorrente da ativagdo de
receptores SHT; centrais apos pré-tratamento com os antagonistas i, k € 3 opiatérgicos.
Desta forma, apds repeti¢do dos passos descritos para realizagio do quarto grupo
experimental, realizou-se bloqueio simpatico o-adrenérgico através da administragdo
intravenosa de prazosin 3 mg/mL.

Todos os grupos experimentais foram comparados a grupos controles, com

animais que receberam duas microinjegdes ICV de solugdo salina isotonica estéril.
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V1.3 DESENHOS EXPERIMENTAIS

GRUPOS L Il e IV
1 1 1 1
- 45 min - 30 min -0 min 120 min
Basal 1*ICV 22ICV Final

— - _

Registro continuo da pressao pulséatil

Grupo I A - 1*ICV - salina e 2* ICV — salina
Grupo I B - 1?2 ICV - salina e 2* ICV — mCPBG 160 nmol

Grupo I A - 1* ICV — salina € 2° ICV - salina

Grupo I B — 1° ICV — naloxona 30 nmol e 2% ICV — salina
Grupo ITI C - 1* ICV — Nor-BNI 10 nmol e 2* ICV — salina
Grupo I D - 1* ICV - naltridole 1 nmol e 2* ICV — salina

Grupo IV A - 1 ICV —salina ¢ 2* ICV - salina

Grupo IV B - 1* ICV - salina e 2* ICV — mCPBG 160 nmol

Grupo IV C - 1? ICV - naloxone 30 nmol e 2* ICV — mCPBG 160 nmol
Grupo IV D - 1* ICV — Nor-BNI 10 nmol e 2* ICV — mCPBG 160 nmol
Grupo IV E — 1* ICV — naltridole 1 nmol e 2* ICV — mCPBG 160 nmol
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GRUPO HI

| | | | I
- 30min - 15 min - 0 min 120 min
Basal 1*ICV 20 ICV Final

e

Grupo II A — 1* ICV - salina e 2* ICV — salina

Registro continuo da pressio pulsatil

Grupo II B - 1? ICV — salina e 2* ICV — mCPBG 160 nmol

Grupo II C - 1? ICV - ondansetrona 80 nmol e 2* ICV — salina

Grupo II D — 1* ICV — ondansetrona 80 nmol e 2* ICV — mCPBG 160 nmol

GRUPO V
r 1 | | |
- 45 min - 0 min 30 min 60 min 90 min
Basal 1*ICV eV 11V Final

Grupo V A - I’ICV - salina e 2°ICV — salina

seguido de prazosin 3mg/mL i.v.

\/

Registro continuo da pressdo pulsatil

Grupo V B - 1’ICV — salina e 2°ICV — mCPBG 160 nmol

seguido de prazosin 3mg/mL i.v.

Grupo V C - 1*ICV - naloxone 30nmol e 2*ICV-mCPBG 160nmol
seguido de prazosin 3mg/mL i.v.

Grupo V D - 1? ICV — Nor-BNI 10 nmotl e 2* ICV — mCPBG 160 nmol
seguido de prazosin 3mg/mL i.v.

Grupo V E — 1?2 ICV — naltridole 1 nmol e 2% ICV — mCPBG 160 nmol

seguido de prazosin 3mg/mL i.v.
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VII RESULTADOS

VII.1 GRUPO EXPERIMENTAL I - Investigar o efeito hipotensor decorrente

da ativagio dos receptores serotoninérgicos SHT; centrais.

A figura 1 mostra o efeito da administragdo de mCPBG, agonista dos receptores
5HT;, no VL, sobre a PAM (painel A) e FC (painel B).

No painel A, verifica-se que a administragdo ICV de mCPBG, na dose de 160
nmol, promoveu diminui¢do significativa da pressdo sanguinea (p <0,01), quando
comparada com a do grupo controle que recebeu solugdo salina isotOnica, desde os
primeiros 5 minutos apos a injegiio. O valor minimo de hipotensdo alcangado foi de -
12,12 + 1,61 mmHg no grupo experimental (salina + mCPBG, n=5) e de 2,62 + 1,36
mmHg no grupo controle (salina + salina, n=6) aos 25 minutos. A pressdo sanguinea se
manteve baixa durante todo o periodo de observagdo, sendo que PAM nos animais
tratados com mCPBG foi de -8,91 + 0,59 mmHg e no grupo controle foi de 1,44 + 0,46
mmHg aos 120 minutos apds as injegdes ICV.

No painel B, verifica-se que, tanto a administragdo de solugdo salina, quanto a
de mCPBG, n3o modificaram a FC de forma significativa até o final de 2 horas de
observagdo. Ressalta-se que no grupo tratado com mCPBG esperava-se aumento reflexo

da FC a queda da PAM, entretanto isso ndo foi observado.
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FIGURA 1: Efeito da administragio de mCPBG 160 nmol (¢) ou salina 0,9% (®) no ventriculo
lateral cerebral (VL) de ratos Wistar, sobre a pressdo sanguinea (painel A) ou frequéncia cardiaca
(painel B). Os dados sdo expressos como média + EPM. As setas indicam as microinje¢des com
intervalos de 30 min. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais em cada grupo. O simbolo
% representa a diferenca estatistica (p <0,01) em relag@o ao grupo tratado com salina.
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VIL2 GRUPO EXPERIMENTAL II - Estudar a especificidade do agonista m-
CPBG em ativar os receptores serotoninérgicos 5-HT; gerando resposta hipotensora,

através do bloqueio destes receptores com o antagonista seletivo, ondansetrona.

A figura 2 mostra o efeito da administragdo de ondansetrona, antagonista dos
receptores SHT3, no VL, sobre a PAM (painel A) e FC (painel B). No painel A,
verifica-se que a administragdo ICV de ondansetrona, na dose de 80 nmol, promoveu
aumento significativo da pressdo sanguinea (p <0,01), quando comparada com a do
grupo controle que recebeu solugdo salina isotdnica. O valor maximo de hipertensio
alcancado foi de 13,17 + 0,78 mmHg no grupo experimental (salina + ondansetrona,
n=6) e de 0,59 + 0,62 mmHg no grupo controle (salina + salina, n=6) aos 120 minutos.

Na figura 2, observa-se o efeito da administragio no VL de m-CPBG, em
animais pré-tratados com ondansetrona ou salina sobre a PAM (painel C) e FC (painel
D). No painel C, verifica-se que os animais pré-tratados com ondansetrona 80 nmol,
apresentaram inicialmente hipertensdo significativa A PAM de 10,47 + 0,72 mmHg
durante os primeiros quinze minutos, € posteriormente apresentaram bloqueio da
reposta hipotensora induzida pelo mCPBG na dose de 160 nmol (p < 0,01), sendo o
valor do A PAM de -0,71 + 1,04 mmHg aos 25 minutos e de 1,16 + 1,36 mmHg aos 120
minutos (ondansetrona + m-CPBG, n=6).

No painel B, verifica-se que, tanto a administragdo de solugdo salina, quanto a
de mCPBG, a de ondansetrona e de ondansetrona + mCPBG nfo modificaram a FC de

forma significativa até o final de 2 horas de observagio.
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FIGURA 2: Efeito da administragdo de ondansetrona 80 nmol (m); administragio de mCPBG 160
nmol apds pré-tratamento com ondansetrona 80 nmol (A); administra¢do de mCPBG 160 nmol (¢)
ou salina 0,9% (e) no ventriculo lateral cerebral (VL) de ratos Wistar, sobre a pressio sanguinea
(painéis A e C) ou frequéncia cardiaca (painéis B e D). Os dados sdo expressos como média + EPM.
As setas indicam as microinje¢des com intervalos de 15 min. Entre parénteses estd indicado o
nimero de animais em cada grupo. O simbolo % representa a diferenga estatistica (p <0,01) em
relagdo ao grupo tratado com salina. O simbolo # representa a diferenga estatistica (p <0,01) em
relagdo ao grupo tratado com ondansetrona + mCPBG.
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VIL3 GRUPO EXPERIMENTAL II - Verificar o efeito do bloqueio dos
receptores [, K € & opiatérgicos centrais sobre a pressdo sanguinea e frequéncia

cardiaca.

A figura 3 mostra o efeito da administragdo dos antagonistas dos receptores dos
tipos k-opioide (nor-BNI), &-opioide (naltrindole) e do antagonista opiatérgico
preferencial mu-opioide (naloxona) sobre a PAM (painel A) e FC (painel B).

No painel A, verifica-se que a administragdo, no VL, dos antagonistas dos
receptores opioides, ndo promoveu variagdes significativas da pressdo sanguinea,
quando comparada com a do grupo controle que recebeu solugdo salina isotdnica: A
PAM de 2,62 + 1,36 mmHg aos 25 minutos e de 1,44 + 0,46 mmHg aos 120 minutos
(salina + salina, n=6).

Para os animais que receberam o antagonista inespecifico dos receptores
opioides, naloxona 30 nmol, o valor do A PAM foi de 2,98 + 1,85 mmHg aos 25
minutos e de 1,09 £ 2,90 mmHg ao final do experimento (naloxona + salina, n=10).
Para os animais que receberam o antagonista dos receptores k opioides, nor-
binaltorfimina 10 nmol, o valor do A PAM foi de 3,62 + 2,60 mmHg aos 25 minutos €
de 0,01 + 3,24 mmHg ao final do experimento (nor-BNI + salina, n=6). Para os animais
que receberam o antagonista dos receptores d opioides, naltrindole 1 nmol, o valor do A
PAM foi de 1,46 + 1,20 mmHg aos 25 minutos € de 1,69 + 2,30 mmHg ao final do
experimento (naltrindole + salina, n=6).

No painel B, verifica-se que, tanto a administragdo de solugdo salina, quanto a
dos trés antagonistas opiatérgicos utilizados, nfio modificaram a FC de forma

significativa até o final de 2 horas de observag@o.
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FIGURA 3: Efeito da administragdo dos antagonistas opioides — naloxona 30 nmol (m) ou nor-
binaltorfimina 10 nmol (A) ou naltrindole 1 nmol (¢) ou salina 0,9% (e) no ventriculo lateral
cerebral (VL) de ratos Wistar, sobre a pressdo sanguinea (painel A) ou frequéncia cardiaca (painel
B). Os dados sdo expressos como média + EPM. As setas indicam as microinje¢des com intervalos
de 30 min. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais em cada grupo.
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VIL4 GRUPO EXPERIMENTAL IV - Verificar o efeito do bloqueio dos
receptores p, k € 8 opiatérgicos centrais sobre a resposta hipotensora induzida pela

ativagdo de receptores 5-HTj; centrais.

A figura 4 mostra o efeito da administragdo do antagonista opiatérgico
preferencial do tipo mu-opioide (naloxona) sobre a PAM (painel A) e FC (painel B) a
resposta hipotensora ap6s administragdo do agonista dos receptores 5-HT;.

Na figura 4, painel A, observa-se que os animais controles que receberam duas
injegdes de solugdo salina isotonica no VL apresentaram valores para PAM que se
mantiveram estaveis durante todo o periodo de observagéo, sendo o valor do A PAM de
0,26 + 0,69 mmHg aos 25 minutos ¢ de 2,25 = 0,03 mmHg aos 120 minutos (salina +
salina, n=6). Os animais pré-tratados com o antagonista ndo seletivo dos receptores
opiatérgicos, naloxona 30 nmol, apresentaram bloqueio a reposta hipotensora do
mCPBG na dose de 160 nmol (p < 0,01), sendo o valor do A PAM de 3,90 + 2,81
mmHg aos 25 minutos e de 0,05 + 3,00 mmHg aos 120 minutos (naloxona + m-CPBG,
n=7).

No painel B, verifica-se que, tanto a administragio de solugdo salina, quanto a
do antagonista opiatérgico naloxona seguido do agonista serotoninérgico mCPBG, ndo

modificaram a FC de forma significativa até o final de 2 horas de observagéo.
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FIGURA 4: Efeito da administragdo de mCPBG apés pré-tratamento com antagonista opioide no
ventriculo lateral cerebral (VL) de ratos Wistar. Painel A representa efeito sobre a press@o sanguinea
apos pré-tratamento com naloxona (e = salina 0,9%; A = naloxona 30 nmol + mCPBG 160 nmol; ¢
= mCPBG 160 nmol). Painel B representa efeito sobre a frequéncia cardiaca. Os dados sdo expressos
como média = EPM. As setas indicam as microinje¢des com intervalos de 30 min. Entre parénteses
esta indicado o niimero de animais em cada grupo. O simbolo % representa a diferenca estatistica (p
<0,01) em relagdo ao grupo tratado com salina. O simbolo # representa a diferenga estatistica (p
<0,001) em relagdo ao grupo tratado com salina + mCPBG.
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A figura 5 mostra o efeito da administragdo do antagonista dos receptores do
tipo x-opioide (nor-BNI), sobre a PAM (painel A) e FC (painel B) 4 resposta
hipotensora apos administrag@o do agonista dos receptores 5-HTj.

Na figura 5, painel A, observa-se que os animais controles que receberam duas
inje¢des de solugdo salina isotonica no VL apresentaram valores para PAM que se
mantiveram estaveis durante todo o periodo de observagio, sendo o valor do A PAM de
2,32 + 0,68 mmHg aos 25 minutos e de 0,28 + 0,60 mmHg aos 120 minutos (salina +
salina, n=6). Os animais pré-tratados com o antagonista seletivo dos receptores k-
opioides, nor-binaltorfimina, 10 nmol, apresentaram bloqueio a reposta hipotensora do
mCPBG na dose de 160 nmol (p < 0,01), sendo o valor do A PAM de - 2,02 + 1,46
mmHg aos 25 minutos e de 0,85 + 1,16 mmHg aos 120 minutos (nor-BNI + m-CPBG,
n=10).

No painel B, verifica-se que, tanto a administragdo de solugdo salina, quanto a
do antagonista k-opioide nor-BNI seguido do agonista serotoninérgico mCPBG, nido

modificaram a FC de forma significativa até o final de 2 horas de observagéo.
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FIGURA 5: Efeito da administragdo de mCPBG apos pré-tratamento com antagonista opioide no
ventriculo lateral cerebral (VL) de ratos Wistar. Painel A representa o efeito sobre a pressdo
sanguinea apos pré-tratamento com nor-Binaltorfimina (e = salina 0,9%; A = nor-Binaltorfimina 10
nmol + mCPBG 160 nmol; ¢ = mCPBG 160 nmol). Painel B representa o efeito sobre a frequéncia
cardiaca. Os dados sdo expressos como média £ EPM. As setas indicam as microinje¢des com
intervalos de 30 min. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais em cada grupo. O simbolo
% representa a diferenga estatistica (p <0,01) em relagdo ao grupo tratado com salina. O simbolo #
representa a diferenga estatistica (p <0,001) em relag@o ao grupo tratado com salina + mCPBG.
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A figura 6 mostra o efeito da administragdo do antagonista dos receptores 3-
opioide (naltrindole) sobre a PAM (painel A) e FC (painel B) a resposta hipotensora
apds administragdo do agonista dos receptores 5-HT3.

Na figura 6, painel A, observa-se que os animais controles que receberam duas
inje¢des de solugdo salina isotOnica no VL apresentaram valores para PAM que se
mantiveram estdveis durante todo o periodo de observagdo, sendo o valor do A PAM de
— 1,70 + 1,67mmHg aos 25 minutos € de - 0,49 + 0,86 mmHg aos 120 minutos (salina +
salina, n=6). Os animais pré-tratados com o antagonista seletivo dos receptores &-
opioides, naltrindole 1 nmol, apresentaram bloqueio a reposta hipotensora do mCPBG,
e esta foi revertida para uma resposta hipertensora (p < 0,001) que dura cerca de 90
minutos, sendo o valor do A PAM de 8,16 + 1,81 mmHg aos 5 minutos; A PAM de
10,14 + 1,60 mmHg aos 25 minutos; A PAM de 10,30 + 2,02 mmHg aos 75 minutos e
de 2,33 + 2,39 mmHg ao final do experimento (naltrindole + m-CPBG, n=8).

No painel B, verifica-se que, tanto a administragdo de solugdo salina, quanto a
do antagonista §-opioide naltrindole seguido do agonista serotoninérgico mCPBG, néo

modificaram a FC de forma significativa até o final de 2 horas de observagéo.
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FIGURA 6: Efeito da administracio de mCPBG apods pré-tratamento com antagonistas opioides no
ventriculo lateral cerebral (VL) de ratos Wistar. Painel A representa efeito sobre a pressdo sanguinea
apds pré-tratamento com naltrindole (e = salina 0,9%; A = naltrindole 1 nmol + mCPBG 160 nmol;
¢ = mCPBG 160 nmol). Painel B representa efeito sobre a frequéncia cardiaca. Os dados sdo
expressos como média + EPM. As setas indicam as microinje¢des com intervalos de 30 min. Entre
parénteses esta indicado o nimero de animais em cada grupo. O simbolo % representa a diferenga
estatistica (p <0,01) em relagdo ao grupo tratado com salina. O simbolo # representa a diferenga
estatistica (p <0,001) em relag@o ao grupo tratado com salina + mCPBG.
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VIL5S GRUPO EXPERIMENTAL V - Estudo da participagdo simpatica na
resposta cardiovascular induzida pela ativag@io dos receptores 5-HT; e bloqueio dos
receptores p, k € d opioides.

A figura 7 mostra o efeito da administragdo periférica do antagonista o-
adrenérgico (prazosin) e a administragdo central dos antagonistas p, k € & opioides
associada a0 m-CPBG, agonista dos receptores 5-HT; serotoninérgicos, sobre a PAM
(painel A) e FC (painel B).

Na figura 7, painel A, verifica-se que os animais controles que receberam no VL
duas inje¢des de solug#o salina isotdnica (salina+salina; n=6) 1h antes da administragio
endovenosa de prazosin 3 mg/ml apresentaram queda significativa da pressdo
sanguinea de APAM = —-17,95 + 2,33 mmHg (salina+salina_prazosin) em relagdo ao
periodo antes do bloqueio periférico dos receptores alfa-adrenérgicos (salina+salina;
n=6; APAM = 0,55 + 0,93 mmHg). Nos animais que receberam no VL a administra¢do
de salina seguido 30 min depois de 160 nmol de mCPBG (salina+m-CPBG; n=8)
observa-se diminuig¢do significativa da pressdo sanguinea (APAM = -11,05 = 1,66
mmHg), quando comparada ao grupo controle (salina+salina; n=6) antes da inje¢io
endovenosa de prazosin (APAM = 0,55 + 0,93 mmHg). Neste grupo, a administragdo
endovenosa de prazosin levou a queda da PAM (salina+tmCPBG _prazosin; APAM = —
21,24 + 3,00 mmHg) semelhante ao grupo controle (salina+salina_prazosin, APAM = —
17,95 + 2,33 mmHg).

Os animais pré-tratados com 10 nmol de nor-BNI, antagonista seletivo dos
receptores x-opioides (nor-BNI + m-CPBG, n=5), exibiram bloqueio da resposta
hipotensora decorrente da ativagdo dos receptores 5-HT; (A PAM = 0,64 + 1,14
mmHg), quando comparados com os animais tratados com salina+tm-CPBG (APAM = -
11,05 £ 1,66 mmHg). O bloqueio alfa-adrenérgico periférico nestes animais levou a
queda da pressdo sanguinea (nor-BNI+m-CPBG_prazosin, APAM= — 21,73 + 222
mmHg) de intensidade semelhante ao grupo controle submetido ao bloqueio simpatico
(salinatsalina_prazosin, APAM = -17,95 + 2,33 mmHg). Quando comparado com o
grupo tratado com m-CPBG (salina+mCPBG_prazosin; APAM =-21,24 + 3,00 mmHg)
verifica-se que em ambos 0s grupos a hipotensdo apresenta a mesma intensidade.

Os animais pré-tratados com 30 nmol de naloxona, antagonista nio-seletivo dos
receptores opiatérgicos, (naloxona+m-CPBG, n=7), exibiram bloqueio da resposta

hipotensora decorrente da ativagdo dos receptores 5-HT; (A PAM = 0,05 + 1,54
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mmHg), quando comparados com os animais tratados com salina+m-CPBG (APAM = -
11,05 + 1,66 mmHg). O bloqueio alfa-adrenérgico periférico nestes animais levou a
queda da pressdo sanguinea (naloxona+m-CPBG prazosin, APAM= — 7,97 £+ 2,75
mmHg) embora menos acentuada do que o grupo controle (salina+salina prazosin;
APAM =-17,95 + 2,33 mmHg). Quando comparado com o grupo tratado com m-CPBG
(salinatmCPBG_prazosin, APAM = -2124 + 3,00 mmHg) verifica-se que com
bloqueio dos receptores mu-opioide a inibigdo simpatica vascular é menos intensa do
que o bloqueio dos receptores kappa-opioide.

Os animais pré-tratados com 1 nmol de naltrindole, antagonista seletivo dos
receptores S-opioides, (naltrindole + m-CPBG, n=6), exibiram hipertensdo apds
ativagdo dos receptores 5-HT3 (A PAM = 9,56 + 0,14 mmHg). O bloqueio alfa-
adrenérgico nestes animais levou a queda da pressio sanguinea (naltrindole + m-
CPBG_prazosin, —4,78 = 1,80 mmHg), porém menos acentuada que o grupo controle
submetido ao bloqueio simpatico (salinat+salina prazosin, APAM = -17,95 + 233
mmHg). Quando comparado com o grupo tratado com m-CPBG
(salina+tmCPBG _prazosin, APAM = 21,24 + 3,00 mmHg) verifica-se que com
bloqueio dos receptores delta-opioide a inibi¢do simpatica vascular é menos intensa do
que o bloqueio dos receptores kappa-opioide.

No painel B, verifica-se que, que ndo houve alteragfo significativa da frequéncia

cardiaca em nenhum dos protocolos.
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FIGURA 7: Efeito da administragdo intravenosa de prazosin 3 mg/mL, ap6s microinjegdo ICV de
antagonistas opioides + mCPBG no ventriculo lateral cerebral (VL) de ratos Wistar, sobre a presséo
sanguinea (painel A) ou frequéncia cardiaca (painel B). Os dados sio expressos como média + EPM. O
intervalo entre as drogas foi de 30 min. Entre parénteses esta indicado o nimero de animais em cada
grupo. A letra “a” representa a diferenga estatistica (p <0,01) em relagdo ao grupo tratado com salina. A
letra “b” representa a diferenga estatistica (p <0,001) em relagéo ao grupo tratado com salina + mCPBG.
A letra “c” representa a diferenca estatistica (p <0,001) em relagdo ao grupo tratado com nor-BNI +
mCPBG. A letra “d” representa a diferenca estatistica (p <0,001) em relagio ao grupo tratado com
naloxona + mCPBG.
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VIII DISCUSSAO

Dados da literatura mostram a participagdo tanto das vias serotoninérgicas,
quanto das vias opiatérgicas centrais na regulag@o cardiovascular (Holaday (b), 1983;
Vaccarino et al., 2001; Coté et al, 2004; Villalon et al., 2007, Ramage et al., 2008).
Embora seja conhecido o envolvimento destas vias na regulagdo cardiovascular, de
modo inovador, através da metodologia empregada, os resultados obtidos mostram, pela
primeira vez, a interagdo entre as vias serotoninérgicas e opiatérgicas centrais no
controle da pressdo arterial.

Neste estudo, encontramos que a estimulagio dos receptores serotoninérgicos 5-
HT; centrais, através da administragdo do agonista seletivo mCPBG, no ventriculo
lateral cercbral de ratos, promove reducdo significativa da pressdo sanguinea, sem
alterar a frequéncia cardiaca. Estes achados corroboram dados prévios do nosso
laboratério, cuja administragdo de mCPBG, no terceiro ventriculo, também promoveu
queda significativa da pressdo sanguinea, sem alterar a frequéncia cardiaca (Ferreira er
al, 2004). Juntos, estes dados confirmam outro trabalho que j4 havia mostrado o
envolvimento dos receptores serotoninérgicos 5-HT3 no controle da pressdo sanguinea
(Ramage et al., 2008). Contudo, a administragdo ICV de m-CPBG, pela via do terceiro
ventriculo, causa hipotensdo relativamente fugaz, quando comparada a hipotensdo
observada apds a administragdo da mesma droga, na mesma dose, no ventriculo lateral.
De fato, administrado por esta via, 0 m-CPBG gera hipotensdo por pelo menos duas
horas, enquanto que ap6s administragéio no terceiro ventriculo esta redugfio da pressdo
sanguinea dura apenas cerca de 5 minutos. Isto nos permite sugerir que as estruturas
atingidas pelo composto, quando administrado diretamente no ventriculo lateral, sdo
capazes de deflagrar € manter redugo da pressio sanguinea, enquanto que as estruturas
atingidas pelo m-CPBG apds a sua administragdo no terceiro ventriculo ndo sdo capazes
de induzir redug@o prolongada deste pardmetro.

Os resultados obtidos com a administragio do antagonista dos receptores
serotoninérgicos SHT3, ondansetrona, mostram elevagdo da pressdo sanguinea, sem
alterar a frequéncia cardiaca, sugerindo ativagdo do sistema nervoso simpatico com um
provavel envolvimento deste receptor na regulagfio da pressdo arterial possivelmente

através de um tonus simpato-inibitério. Além disso, a ativagdo destes receptores através
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do seu agonista, m-CPBG, induziu resposta hipotensora que mostrou ser inibida pelo
antagonista ondansetrona.

Estes resultados corroboram dados prévios de nosso laboratorio, que
previamente mostraram que a ativag@o dos receptores 5-HTj; centrais, através da injegio
ICV de m-CPBG reduz a presséo arterial, € que o antagonista ondansetrona produz o
resultado oposto em ratos acordados. Além disso, dados prévios ja haviam mostrado
que administragfio deste agonista em ratos submetidos ao estresse de contengdo impediu
a resposta hipertensora secundaria ao estresse, sugerindo que os receptores
serotoninérgicos 5-HT; tenham influéncia inibitdria ténica sobre o controle da pressdo
arterial (Ferreira et al , 2004).

Ademais, dados da literatura mostram que estes receptores medeiam respostas
excitatorias através da liberagéo de glutamato, em areas como ntcleo dorsal do vago e
NTS (Wang et al, 1998), areas importantes para regulagdo cardiovascular e nas quais ha
presenga destes receptores (Ramage & Villalon, 2008).

A barreira hemato-encefalica limita a entrada e saida de substincias, protegendo
desta forma o encéfalo. A despeito da existéncia desta barreira, muitas substincias
conseguem alcangar o encéfalo, seja através de locais onde esta barreira é deficiente, ou
através de artefatos que aumentam a lipossolubilidade de tais compostos a barreira (Witt
et al, 2006). Desta forma, a realizacdo de estudos com inje¢do de drogas nos
ventriculos cerebrais permite simular o que pode estar acontecendo, quando da
administrag@io periférica de substincias, que eventualmente atravessam a barreira
hemato-encefélica alcangando regides cerebrais diversificadas. Outra vantagem desta
metodologia € poder afastar a interferéncia dos efeitos periféricos que a administragio
por via oral ou endovenosa de uma droga poderia ocasionar.

Embora com a metodologia utilizada de inje¢fio de droga no ventriculo cerebral
ndo seja possivel definir com precisfo quais areas do sistema nervoso central poderiam
estar sendo ativadas para gerar as repostas encontradas, analisando-se a dinidmica da
hipotensdo observada, pode-se presumir que tal efeito hipotensor, obtido apos ativagio
central dos receptores serotoninérgicos 5-HT3, seja consequéncia da difusdo do mCPBG
por areas cerebrais localizadas em regides prosencefalicas. No entanto, ndo se deve
descartar a possibilidade de difusfio da droga para areas romboencefalicas.

Dados da literatura tém mostrado que a ativagio de receptores serotoninérgicos
5-HT; pode promover simpato-excitagdo ou simpato-inibigdo, dependendo da regido

cerebral estudada. No NTS, a ativagiio destes receptores produz hipertensio decorrente
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de simpato-excitagdo (Nosjean et al., 1995). Por outro lado, dados prévios do nosso
laboratério mostram que apds a administragdo do mesmo agonista dos receptores 5-HT;
no terceiro ventriculo produz hipotensdo através de inibigdo simpatica (Ferreira et al.,
2004). Dados de outro grupo também tem mostrado que a ativagdo de receptores
serotoninérgicos centrais do tipo 5-HT; pode produzir hipotensdo, enquanto a ativagdo
de receptores 5-HT, pode levar a hipertensdo (Ramage, 2001).

No presente estudo, também verificamos os efeitos cardiovasculares
desencadeados pela administragdo, no ventriculo lateral, dos antagonistas opioides
naloxona, nor-binaltorfimina (nor-BNI) e naltrindole. Apos administragdo de naloxona,
antagonista nfo especifico, na dose de 30 nmol, ndo observamos variagdes significativas
da pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca. Corroborando nossos resultados, dados da
literatura mostram que a administragio ICV de naloxona nfio produz efeitos
significantes sobre a pressio sanguinea (Holaday (a), 1983; Frithiof & Rundgren, 2006).
Perifericamente, via intravenosa, a administragio de naloxona também nfo produz
alteragdes significantes sobre a pressdo sanguinea (Shweta et al., 1999). Contudo, Sun e
colaboradores (1996) mostraram que a administragdo de naloxona no RVLM, PVN e
hipocampo produz hipertensdo, sendo que quando injetado no RVLM, a hipertensdo ¢
acompanhada de taquicardia.

Além disso, verifica-se que a administra¢do de naloxona endovenoso restaura a
pressdo sanguinea ap6s hipotensfio induzida por hemorragia, e este aumento ¢ devido a
aumento na contratilidade cardiaca. Verifica-se também que a administragio de
naloxona aumenta a sobrevida a distintos tipos de choque em diferentes espécies
animais estudadas, por promover uma reversdo simpato-inibitoria (Feuerstein et al,
1981). Estudos da literatura mostram dados contraditérios a respeito do papel dos
receptores do tipo mu-opioides na regulagdo cardiovascular. Alguns autores mostram
que a ativagdo dos receptores mu-opioides no PVN (Kiritsy-Roy et al., 1986; Bachelard
& Pitre, 1995), NTS e nicleo ambigus (Hassen er al., 1984) leva a hipertensdo e
aumento da atividade simpéatica, enquanto outros autores mostram que ativagdo destes
receptores no PVN (Sun et al., 1996), POM (Faden & Feuerstein, 1983), e RVLM (Sun
et al., 1996) produzem hipotensdo e inibi¢do simpatica.

A administragdo de agentes mu-opioides no VL também leva a respostas
contraditérias com aumento da pressfo sanguinea (Houdi et al., 1996; Rao et al., 2003;
Hill-Pryour et al., 2006) e diminui¢do da pressdo sanguinea (Rao et al, 2003), estes

efeitos parecem depender da dosagem utilizada do agonista DAMGO: enquanto doses
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menores parecem mediar hipertensdo, doses maiores desta droga parecem promover
hipotensdo. Contudo, estes resultados contrastam com resultados prévios destes mesmos
grupos de pesquisadores (Houdi ef al., 1996; Rao et al., 2003; Hill-Pryour e al., 2006).
A existéncia de tais controveérsias no estudo com opioides pode ser associada a varios
fatores, desde a metodologia empregada — modelo animal, estado de alerta, até questdes
bioquimicas, envolvendo homo e heterodimerizagio de receptores, além de tempo de
estabilidade da droga utilizada e auséncia de especificidade de drogas agonistas e
antagonistas a seus respectivos receptores.

No presente estudo, também investigamos o papel dos receptores do tipo kappa-
opioides no controle da pressdo sanguinea. A administragdo, no VL, de nor-BNI,
antagonista seletivo dos receptores do tipo kappa-opioides, na dose de 10 nmol, ndo
leva a variagdes significativas da pressa sanguinea e frequéncia cardiaca. Corroborando
nossos resultados, dados mostram que a administragdo ICV de nor-BNI ndo produz
efeitos significantes sobre a pressdio sanguinea (Frithiof, 2007). Entretanto, outros
estudos mostram que a ativagdo dos receptores do tipo kappa-opioides, no hipocampo,
produz respostas de hipotensdo e inibi¢do simpatica (Wang & Ingenito, 1992; Shen &
Ingenito, 1999; Wright e Ingenito, 2003).

J4 a administragdo de agentes kappa-opioides no VL produz resultados mais
consistentes: administragdo de dinorfina diminui a pressdo sanguinea e seu antagonista,
nor-binaltorfimina, produz o resultado oposto (Rao ef al., 2003).

Outro receptor opioide estudado no presente trabalho foi o tipo delta-opioide.
Apds administragdo de naltrindole, antagonista seletivo dos receptores do tipo delta-
opioides, na dose de 1 nmol, nfo observamos variagdes significativas da pressa
sanguinea e frequéncia cardiaca. Nossos resultados sdo similares com dados da
literatura mostrando que a administragdo de naltrindole na PAG ndo produz efeitos
significantes sobre a pressdo sanguinea (Cavun et al., 2001). Por outro lado, outros
estudos mostram que a ativagdo dos receptores do tipo delta-opioides, no NTS, POM ¢
nucleo ambigus, produz respostas de hipertensdo e aumento da atividade simpdtica,
(Feuerstein et al., 1983; Hassen & Feuerstein, 1984), enquanto outros estudos mostram
que a estimulag@o destes receptores no PVN e hipocampo (Sun ez al.,, 1996), RVLM
(Sun et al., 1996), NTS (Feldman et al, 1996) e PAG (Keay et al, 1997) leva a
hipotenséo e inibigdo simpatica.

Estudando as possiveis interagdes que o sistema serotoninérgico pode apresentar

com outros neurotransmissores, € reconhecendo a existéncia de uma provavel interagdo
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serotoninérgica € opiatérgica em diversos aspectos, tanto em nivel anatdmico, havendo
modula¢do dos niveis extracelulares de 5-HT em diversas regides cerebrais apos
ativagdo de receptores opioides (Grauer et al., 1992; Yoshioka et al., 1992; Nauli et al.,
2001; Tao et al, 1994, 1998, 2007) bem como interagio molecular ¢ funcional,
incluindo tratamento com cocaina (D’addario et al., 2007), tratamento de abstinéncia
(Lo et al., 2004), controle da dor (Song et al., 2007, Nozaki & Kamei, 2006; Gao et al.,
1998), regulagdo respiratoria (Negri et al., 1998) e regulacdo cardiovascular (Nauli et
al., 2001; Berger & Ramirez, 1988; Goldstein et al., 1987, Lemaire et al., 1978),
resolveu-se investigar se tal resposta hipotensora promovida pela ativagdo
serotoninérgica central seria dependente de liberagdo enddgena de opioide e/ou se seria
dependente de ativagdo de receptores opioides localizados em neurdnios
serotoninérgicos.

Assim, procedeu-se ao bloqueio dos receptores opiatérgicos e subsequente
ativaco dos receptores serotoninérgicos para conhecer sua participagfo na resposta
hipotensora decorrente da ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HT3;. O efeito
hipotensor produzido pela ativagdo central dos receptores serotoninérgicos 5-HT;
centrais foi significativamente bloqueado por receptores do tipo mu-opioide ¢ kappa-
opioide, enquanto o bloqueio dos receptores do tipo delta-opioides reverteu a resposta
hipotensora induzida pela ativagio dos receptores 5-HT; e gerou resposta hipertensora.
E possivel que nestes resultados, o bloqueio central dos receptores delta opidides tenha
promovido resposta hipertensora por ativar outras vias que também induzem a elevagéo
da pressdo arterial.

Dados da literatura mostram que o efeito bradicardico promovido pela agéo da
cocaina pode ser atenuado através do antagonista opiatérgico naltrindole, embora o
bloqueio dos receptores delta opidides ndo tenha modificado o efeito hipertensivo
causado pela cocaina. Os autores do trabalho associam estes efeitos a mecanismos de
origem central, visto que foram obtidos apenas quando da administragdo intracisternal
do naltrindole, ¢ ndo foram visualizados quando da administragdo endovenosa deste
antagonista (Patterson et al, 1997).

Ademais, de acordo com dados da literatura, parece que a ativagdo dos
receptores delta-opioides em regides como PVN e¢ RVLM leva a hipotensdo e
bradicardia tanto em ratos normotensos quanto em hipertensos espontineos (Sun ef al,

1996), enquanto na regidio do POM promove hipertensio e taquicardia em animais
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normotensos ¢ hipertensos espontineos acordados (Feuerstein et al, 1983) ou
hipotensdo e taquicardia nos animais anestesiados (Faden et al, 1983).

Dados do nosso laboratdrio mostraram que a ativagdo dos receptores 5-HT;
centrais evoca uma significativa hipotensdo em ratos e o bloqueio destes mesmos
receptores resultou num significativo aumento da pressdo, mostrando que estes
receptores parecem exercer um tonus inibitorio sobre a pressdo e que esta agdo parece
ser dependente de um mecanismo simpato-inibitério, sem influéncias sobre o
componente parassimpéatico (Ferreira et al,, 2004). Acreditando que semelhante aos
dados prévios obtidos por Ferreira e colaboradores, em 2004, a ativagdo dos receptores
5-HT; por administragdo de mCPBG no VL evoca significativa hipotensio que pode ser
mediada por inibi¢do simpatica. Considerando ainda que o efeito preponderante da
ativagdo dos receptores opioides centrais € hipotensio mediada provavelmente por tonus
parassimpatico aumentado e / ou tdnus simpatico diminuido (Holaday (a), 1983), é
possivel que o bloqueio farmacologico dos receptores opioides, no presente estudo,
tenha impedido a inibi¢do simpatica e consequente hipotensdo gerada pela ativagdo dos
receptores 5-HT;. Ou seja, para que a ativagio de receptores serotoninérgicos 5-HT;
promova inibigdo simpatica, faz-se necessaria a presenga de atividade opiatérgica, e
quando este componente € retirado através de bloqueio farmacolégico mu- e kappa-
opioide, a inibigdo simpatica deixa de existir e o tdnus basal normotensor prevalece.

Com toda a diversidade de efeitos promovida pela ativagdo ou pelo bloqueio
dos receptores opioides, torna-se dificil tecer conclusdes acerca do papel destas vias
neurotransmissoras no controle cardiovascular, visto que a variedade de respostas
encontradas na literatura ndo pode ser atribuida somente a diferenga na localizagdo dos
receptores estudados, pois ha dados na literatura de trabalhos que empregaram mesma
metodologia, mesma espécie animal, mesmas drogas ¢ doses, mesma area cerebral e
mesmo estado de consciéncia e apresentam resultados controversos, inclusive pelo
mesmo grupo de pesquisadores (Rao et al., 2003; Hill-Pryor ef al., 2006).

Considerando que antagonistas opioides t€ém sido utilizados para tentar impedir
hipotensdio de diversas etiologias: por choques endotoxico, traumatico, hemorragico
(Liu et al., 2005; Frithiof et al., 2006 € 2007, Cavun et al., 2001) e também por inibigdo
simpatica, acredita-se que a naloxona exerga efeitos terapéuticos em casos de choque
por melhorar a fungéo inotropica (Holaday (a), 1983). Logo, parece claro que o uso de
antagonistas opioides para evitar, bloquear ou impedir a hipotensdo parece ser uma

ferramenta farmacoldgica util na pratica clinica. Ainda mais, considerando que a
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recuperagdo ao choque através da naloxona ndo seja dependente de aumento de
atividade simpatica periférica (Feuerstein ez al., 1981), pode-se inferir que estd havendo
aumento de atividade simpatica de origem central. Os dados do presente estudo
contribuem com o conhecimento acerca do papel funcional dos receptores opioides
centrais no controle cardiovascular.

Com o objetivo de verificar se a ativagdo dos receptores serotoninérgicos 5-HT3
centrais leva a hipotensdio devido a inibi¢do simpdatica, procedeu-se ao bloqueio dos
receptores alfa-adrenérgicos através da adminstragdo endovenosa do antagonista
prazosin. Como a hipotensdo gerada pelo prazosin nos animais tratados com m-CPBG
foi de intensidade semelhante ao dos animais controles (salina+salina) pode-se inferir
que a hipotensdio induzida pela ativagdo dos receptores 5-HT; centrais ndo se deve
apenas a efeito simpatico vascular. Entretanto, quando os animais séo pré-tratados com
Nor-BNI, antagonista dos receptores kappa-opioide, o efeito hipotensor do m-CPBG foi
abolido. Estes dados sugerem que o bloqueio dos receptores kappa-opioide ativa o
simpatico, especialmente no seu componente vascular, impedindo a manifestagéio do
efeito hipotensor observado pela estimulagio dos receptores 5-HT; centrais. Esta
hipotese foi confirmada quando o bloqueio a-adrenérgico periférico, nestes animais,
levou a queda da presséo semelhante a dos animais controles.

Com o uso da naloxona, seguido do tratamento com prazosin, observamos
apenas discreta hipotensdo de intensidade intermedidria ao valor minimo alcangado apds
bloqueio a-adrenérgico periférico no grupo controle. Embora a naloxona secja
antagonista preferencial dos receptores do tipo mu-opioide, também pode bloquear a
atividade dos receptores do tipo kappa- e delta-opioide, em altas concentragdes, cerca de
dez vezes maior do que a necessaria para antagonizar receptores do tipo mu-opioide
(Sitsapesan & Parratt, 1989, Rabkin, 2007). A dose utilizada neste trabalho tem
atividade antagonista em receptores do tipo mu-opioide, contudo ndo se pode excluir a
possibilidade de bloqueio de outros receptores.

Resposta semelhante foi observada com o bloqueio delta-opioide, havendo
hipotensdo de intensidade intermediaria ao valor minimo alcangado apds bloqueio o-
adrenérgico periférico no grupo controle.

Comparando-se as respostas obtidas com os antagonistas naloxona e naltrindole,
apds bloqueio simpatico periférico, percebe-se que em ambos tratamentos, a queda da

pressdo foi semelhante e de menor intensidade do que o grupo controle, o que sugere
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que além do efeito vascular simpatico outras vias presséricas, tais com vasopressina, ou
angiotensina, possam estar envolvidas na capacidade destes antagonistas mu- e delta-
opioide de impedir a resposta hipotensora induzida pela estimulagdo dos receptores 5-
HT; centrais. Pode-se supor também que além da influéncia mu- e delta-opioide no
sistema simpéatico, outras vias neurotransmissoras estejam envolvidas nas respostas aqui
observadas.

De acordo a nossa hipétese inicial, sendo a ativagdo serotoninérgica dependente
de liberagdo enddgena de opioide, a ativagdo dos receptores 5-HT; centrais produziu
hipotensdo por estimular a atividade de vias opiatérgicas centrais. Mais do que isto, a
auséncia da atividade funcional dos receptores do tipo mu- e kappa-opioides impediu a
inibigdo simpatica promovida pelos receptores 5-HT;, de forma que a ativagdo
simpatica manteve-se normal e o efeito produzido foi o restabelecimento da pressdo
sanguinea normal, enquanto a auséncia de atividade dos receptores do tipo delta-opioide
parece ndo apenas impedir a inibigdo simpatica promovida pelos receptores 5-HT3, mas
ainda promoveu hipertensfio que parece em parte ser mediada pelo simpatico, e pode
também ter a participagdo de algum outro sistema neurotransmissor tais como a
angiotensina Il ou a vasopressina que geram hipertensio.

Em vista destes resultados encontrados, pode-se sugerir que o sistema nervoso
simpatico esteja envolvido nas respostas cardiovasculares mediadas pelas vias
serotoninérgicas € opiatérgicas, uma vez que houve alteragiio no padriio das repostas
ap6s bloqueio simpdatico com prazosin. Hassen e colaboradores (1987) ja haviam
mostrado que as respostas cardiovasculares desencadeadas pela estimulagdo dos
receptores mu opioides no NTS sfo mediadas por atividade do nervo simpatico
aumentada e atenuagfio da fungfo barorreflexa. Além disso, o bloqueio dos receptores
do tipo kappa-opioide diminui a hipertensio induzida por angiotensina ICV e altera a
sensibilidade do barorreflexo (Rabkin, 2007).

Corroborando dados prévios existentes na literatura (Feuerstein ef al, 1981;
Holaday (a), 1983; Liu et al., 2005; Frithiof et al.,, 2006 ¢ 2007; Cavun et al., 2001),
antagonistas opioides como naloxona sdio uteis para impedir hipotensdo de etiologias
distintas, por promover aumento da atividade simpatica, o que foi confirmado neste
trabatho. De modo inovador, conseguimos também demonstrar a eficacia de outros
antagonistas opioides, como nor-BNI e naltrindole, em impedir a hipotensdo por
inibicio do sistema nervoso simpatico. Tais respostas obtidas pelo naloxona e

naltrindole, ndo tendo sido completamente anuladas pelo prazosin, apontam para o
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envolvimento de outros fatores, além do sistema nervoso simpético, que podem estar
determinando este resultado, mas que ndo foram objetos do presente estudo.

Os resultados obtidos com o presente trabalho contribuem para a compreenséo
dos efeitos apresentados na clinica pelos pacientes que fazem uso de drogas agonistas e
antagonistas serotoninérgicos, como zofran (ondasetrona), fluoxetina (inibidor seletivo
da recaptagdo de serotonina), e opiatérgicos, como morfina, codeina, tramal. O uso de
tais drogas promove alteragdes cardiovasculares diversas, que frequentemente ndo sdo
associadas ao emprego destas farmacoterapia. Sendo assim, nossos resultados oferecem
conhecimento adicional com possivel aplicabilidade futura na pratica clinica, através da
difusdo destas recentes descobertas.

Uma informag8o importante a respeito dos opioides, € que ndo deve ser
negligenciada, ¢ a facilidade com que os receptores opioides podem sofrer dimerizagdo.
Diversos trabalhos apontam a ocorréncia de heterodimerizagdo entre receptores
mu/kappa-opioides (Gavériaux-Ruff et al, 1997), mu/delta-opioides (D’amato &
Holaday, 1984; George et al., 2000; Gomes et al., 2000, 2002, 2004; Law et al., 2005;
Snook et al., 2006; Rozenfeld et al., 2007; Liu et al., 2009), e delta’kappa-opioides
(Jordan & Devi, 1999; Wang et al., 2005; White et al., 2008). Alguns trabalhos também
mostram que tais receptores podem sofrer também homodimerizagdo (Wang et al.,
2005, Pascal & Milligan, 2005). Além de sofrer heterodimerizagdo com outros subtipos
de receptores opioides, dados da literatura mostram que os receptores opioides também
sofrem heterodimerizagio com receptores de outros neurotransmissores como
quimiocina (Chen et al., 2004; Hereld & Jin, 2008), somatostatina (Pfeiffer et al., 2002),
substancia P (Pfeiffer et al., 2003) e endocanabindides (Hojo et al., 2008). Tais estudos
parecem contribuir para o esclarecimento da diversidade de resultados encontrados na
literatura quanto ao uso de drogas agonistas e antagonistas opioides, uma vez que
dependendo do estado conformacional do receptor, forma monomérica, dimérica,
oligomérica, ou heteromérica, os efeitos obtidos podem variar (Cvejic & Devi, 1997).

Dados da literatura também mostram a existéncia de homo e heterodimerizagédo
entre receptores serotoninérgicos. Os receptores 5-HT; séio acoplados a canal i6nico
(Niesler et al., 2008) semelhante aos receptores nicotinicos e GABA, (Reeves and
Lummis 2002; Peters et al. 2005). Foram identificadas S subunidades que podem se
apresentar dispostas de forma homomérica, e neste caso o receptor ¢ denomindo de
5HT;34, (Maricq et al., 1991; Miyake et al. 1995); ou dispostas de forma heteromérica
(subunidades A e B) levando a denominagio de SHT;ap (Davies et al. 1999). Cada
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conformagdo do receptor mostra diferentes caracteristicas de condutincia do canal
10nico, mas apresenta pouca diferenga farmacoldgica em resposta a antagonistas SHT; e
a propria serotonina (Reeves and Lummis 2002; Peters et al., 2005), A distribui¢do dos
receptores com suas diversas subunidades tem se mostrado ndo apenas espécie
especifica, como também tecido-especifica. Em roedores sdo encontrados apenas os
subtipos 5HT34 e 5HT3g, enquanto em humanos sfo encontrados todos os subtipos
(subunidades C, D, e E) (Karnovsky et al. 2003; Niesler et al. 2003).

Apesar da existéncia de homo e heterodimerizago entre diversos receptores que
sdo acoplados a proteina G, como os receptores serotoninérgicos € opiatérgicos, os
resultados encontrados nesta pesquisa utilizando a metodologia classica de ferramentas
farmacoldgicas para bloquear e ativar receptores isoladamente ¢ valida. Enquanto ndo
houver disponibilidade de drogas especificas para os subtipos de receptores opioides e
novas drogas para os homo e heterodimeros formados por estes receptores, e enquanto o
entendimento acerca de homo e heterodimeriza¢do for limitado, continuardo a existir
trabalhos empregando esta metodologia utilizada neste trabalho.

Entretanto, ja se pode beneficiar das informagdes hoje existentes, em trabathos
como o de Jordan e Devi (1999), que afirmando heterodimerizagdo entre receptores
kappa- e delta- opioides, mostraram que na forma de heterodimero, o receptor k-3-
opioide possui afinidade reduzida por antagonista como a naloxona, que possui
afinidades maiores para estes receptores quando expressos sozinhos.

Além disso, ndo poderia deixar de comentar sobre a auséncia de drogas
especificas para os receptores opioides. Devido a grande semelhanga estrutural que estes
receptores apresentam (Wang et al., 1995; Xue et al.,, 1994), além da possibilidade de
sofrer homo e heterodimerizagdo, diversas drogas como o naloxona n3o possuem
especificidade para nenhum dos subtipos de receptores opioides, o que dificulta a
observincia dos resultados e a relagdo de causa e efeito entre os receptores e as
respostas. Além disso, acredita-se também que altas doses do antagonista naloxona
podem tornd-lo agonista, uma vez que ele se liga a auto-receptores e estimula a

liberagdo de opioide enddgeno (Petty & Reid, 1982).
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IX. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que a
estimulagdo dos receptores 5-HT3; produz uma resposta hipotensiva por inibir a
atividade simpatica através de um mecanismo que parece ser dependente dos receptores
dos tipos p, x € 3 opioides.

Além disso, os dados sugerem que os receptores do tipo kappa-opioide medeiam
a hipotensdo gerada pela estimulag@o dos receptores 5-HT3 exclusivamente por inibig8o
simpatica. Enquanto os receptores do tipo mu- e delta-opioides parecem inibir ndo
apenas 0 componente simpatico, mas também inibem outras vias neurotransmissoras

que estudos futuros poderdo esclarecer.
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