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RESUMO

Receptores 5-HT estdo envolvidos na regulagéo central das vias autonémicas para o
coragao, inclusive na modulagéao do reflexo cardiopulmonar de Bezold-Jarisch (BJ).
Ha evidéncias que a ativacdo de receptores 5-HTqa, 5-HToc, 5-HT3 € 5-HT7 no
nucleo ambiguo, nucleo dorsal do vago e/ou no NTS aumenta a atividade vagal
cardiaca, sendo pouco conhecida a participagao dos receptores 5-HTop € 5-HT2s
centrais na excitabilidade de motoneurénios vagais cardiacos. Para investigar este
aspecto, empregou-se o0 modelo da bradicardia vagal reflexa induzida por
fenilbiguanida (PBG) i.v. em ratos pré-tratados com atenolol (reflexo de BJ
modificado). Usou-se ratos Wistar machos, 250-300 g, anestesiados com uretana (1
g/kg, i.v.) e instrumentados para registros de pressao arterial (PA) e freqléncia
cardiaca (FC). A artéria e veia femoral foram canuladas para registros dos
parametros hemodinamicos e administracdo de drogas, respectivamentes. Os
animais foram colocados no estereotaxico e a membrana atlanto-occipital foi exposta
para permitir inje¢do i.c. (10 pL). Apds estabilizagcéo, os ratos receberam atenolol (1
mg/kg, i.v.) para bloqueio da alga simpatica do reflexo. Apés 20 min, o reflexo BJ era
desencadeado com PBG (15 nug/kg, i.v.) a intervalos de 15 min, até que 3
bradicardias similares fossem obtidas. Usou-se a média destas 3 administracdes
como valor pré-tratamento. Dez minutos apos a bradicardia precedente, uma injegcéo
i.c. era feita com o antagonista seletivo de receptores 5-HT,a, R-96544 (0,1 umol/kg),
antagonista seletivo de receptores 5-HT,g, SB-204741 (0,1 umol/kg) ou com salina.
As administracdes subsequentes de PBG foram feitas aos 5, 20, 35 e 50 min apds a
injecao i.c.. Os dados séo expressos como média + EPM. A significancia estatistica
da diferenga entre as médias foi verificada por ANOVAs seguidas de teste de
Bonferroni. Houve atenuagao significativa na variagdo da PA média (PAM) no reflexo
de BJ nos tempo de 5 e 20 min apds a administracdo de R-96544 i.c. comparado ao
mesmo tempo do grupo controle (5 min = -29+3 mmHg, p< 0,01; 20 min = -30t4
mmHg, p< 0,01; vs -42+6 mmHg e -41+4 mmHg, respectivamente). Também houve
atenuacado significativa na variagdo da FC em todos os reflexos de BJ apos a
microinjecao (antes: -200+11 bpm; 5 min = -121+21 bpm, p< 0,01; 20 min = -85+12
bpm, p< 0,01; 35 min = -84£10 bpm, p< 0,01; 50 min = -107£19 bpm, p< 0,01). A
injegdo i.c. de salina ndo alterou nem os valores basais nem as respostas reflexas

nos tempos medidos. No grupo tratado com SB-204741 houve aumento significativo



nos valores basais da FC apds a administracao de SB-204741 i.c. (37310 bpm, vs
307+17 bpm nos controles), sem alterar a PA basal e as variagbes da PAM e da FC
no reflexo de BJ. Os resultados sugerem que a ativacdo de receptores 5-HToa
localizados em alguma area acessivel pela cisterna magna interfere com a
excitabilidade dos motoneurdnios vagais cardiacos de modo semelhante aquele dos
receptores 5-HT1a, 5-HT2c, 5-HT3 e 5-HT7. O fato das respostas cardiovasculares
terem sido atenuadas pelo antagonista de 5-HT,a sugere que estes receptores, em
alguma area do tronco encefélico, mas nao o receptor 5-HTg, facilita as respostas
autondémicas ao ativar o reflexo BJ, enquanto os receptores 5-HT,5 parecem atuar
na modulacao tonica da FC. A relevancia relativa da participacdo de cada subtipo de
receptores 5-HT e os locais onde eles estdo presentes ainda nao foram
estabelecidos. Estudos de microinje¢cdes serdo necessarios para esclarecer estes

aspectos.



ABSTRACT

5-HT receptors play a role on central regulation of pathway autonomic to heart,
beyond the modulation of Bezold-Jarisch (BJ) cardiopulmonary reflex. There is
evidence that activation of 5-HTqa, 5-HT2s, 5-HTyc, 5-HT3 and/or 5-HT7 receptors in
the nucleus ambiguus, vagal dorsal nucleus and/or in the NTS cause increases in
vagal drive, which decreases heart rate. Little is known about the role of 5-HT,a and
5-HT.s central receptors in the excitability of cardiac vagal motoneurons. To
investigate this aspect, atenolol-pretreated rats, by comparing the reflex bradycardias
induced by i.v. phenylbiguanide (PBG). Experiments were performed on male Wistar
rats, 250-300 g, anesthetized with urethane (1 g/kg, i.v.) and instrumented for
recording arterial blood pressure (MAP) and heart hate (HR). A femoral artery and
vein were cannulated to monitor homodynamic parameters and for administration of
drugs, respectively. The animals were placed in a stereotaxic frame and the atlanto-
occipital membrane was exposed to allow i.c. injections (10 uL). After stabilization,
the rats received atenolol (1 mg/kg, i.v.) to block the sympathetic pathway of the
reflex. Twenty min later, the cardiopulmonary reflex was induced with PBG (15 pg/kg)
at 15 min-intervals until 3 similar bradycardias were obtained. The mean of these 3
responses was used as pre-drug figure. Ten minutes after the last bradycardia, an
i.c. injection was done with a selective antagonist of 5-HT2A receptor, R-96544 (0.1
pmol/kg), selective antagonist of 5-HT,z SB-204741 (0.1 pymol/kg) or saline. The
subsequent i.v. PBG injections were made at 5, 20, 35 and 50 min after the i.c.
injection. Each animal was used only once. Data are expressed as mean = SE.
Statistical significance of the difference between means was assessed by ANOVAs
followed by Bonferroni test. It was observed that hypotensive response variance was
attenuated by BJ reflex at 5 and 20 min after the de R-96544 i.c, compared at the
same time of control group (5 min = -29£3 mmHg, p< 0.01; 20 min = -30+4 mmHg,
p< 0.01; vs -42+6 mmHg e -41+4 mmHg, respectively). Moreover it had significant
attenuation in the variation of HR in all BJ reflex after microinjection (before: -200+11
bpm; 5 min =-121£21 bpm, p< 0.01; 20 min = -85+12 bpm, p< 0,01; 35 min = -84+10
bpm, p< 0.01; 50 min = -107£19 bpm, p<0.01). Saline injections i.c. did not modify
neither the basal values nor the reflex changes in the measured times. In the group

treated with SB-204741, it was observed a significant increase in the baseline after



SB-204741 i.c. administration (37310 bpm, p<0.05 vs 30717 bpm in controls),
without modifying the basal MAP and the reflex variations of MAP and HR. These
results suggest that the activation of receptors 5-HT,s located in some accessible
area by cisterna magna, interferes with the cardiac vagal motoneurons excitability, in
a similar way to that 5-HT1a, 5-HT2c, 5-HT3 e 5-HT7 receptors. The fact of the
cardiovascular effects have been attenuated with the 5-HT,4 antagonist suggests that
these receptors, in some area of the brainstem, but not 5-HT2g receptor, facilitates to
the autonomic answers when activating reflex BJ, while 5-HT,g receptors seem to act
in the tonic modulation of the HR. The relative relevance of the participation of each
subtype and the places where they are located had been established, and studies of

microinjections will be necessary to clarify these aspects.
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1 INTRODUGAO

Diversos estudos mostram que o neurotransmissor serotonina (5-HT) participa
da regulacdo central da pressédo arterial e da frequéncia cardiaca. O tema é
complexo, tanto pela existéncia de diferentes mecanismos centrais de controle
cardiovascular, uns tdnicos outros fasicos, como pela existéncia de muitos subtipos
de receptores 5-HT, alguns dos quais ainda pouco estudados.

Os mecanismos reflexos de ajustes cardiovasculares, como o barorreflexo, o
quimiorreflexo e os reflexos cardiopulmonares, sdo considerados os mais eficientes
para os ajustes rapidos da pressao arterial e da frequéncia cardiaca. O presente
trabalho aborda especificamente um destes tipos de reflexos, o cardiopulmonar
(reflexo de Bezold-Jarisch), utilizando uma metodologia que possibilita uma analise
mais detalhada do controle central da frequéncia cardiaca e o papel de subtipos de

receptores 5-HT neste fendbmeno.

1.1 — Historico do reflexo de Bezold-Jarisch

Os primeiros estudos sobre os reflexos originados da regiao cardiopulmonar,
surgiram ha 145 anos atras, com experimentos realizados por von Bezold em 1862,
onde este conclui que existiam fibras sensoriais vagais, provavelmente partindo do
coragao, que ao serem estimuladas produziam um efeito vasodepressor (citado em
Krayer, 1961). Em 1865, Cyon e Ludwig descreveram que a regulagao
cardiovascular reflexa era via nervo depressor aortico (citado em Krayer, 1961). Em
1867, von Bezold e Hirt observaram que injecéo intravenosa de doses adequadas de
veratrina (alcaldéide do Veratrum) causava, dentre outros efeitos, diminuicdo na
pressao arterial, a qual poderia ser prevenida pela sec¢cao dos nervos vagos. Eles
também observaram que as terminagbes nervosas que foram estimuladas se
localizavam em regides mais profundas do coragdo. Naquela época ndo se sabia
quais eram as vias aferentes que participavam desse reflexo.

Em 1935, Jarisch e Henze (1937) iniciaram uma série de estudos com Viscum
album L. (planta comum no norte da Europa, conhecida por suas propriedades anti-
hipertensivas) acerca de sua ag&o no sistema circulatorio, tendo obtido evidéncias

de que este reflexo cardioinibidor se originava no coragao e utilizava o nervo vago



como aferéncia. Somente em 1939, Jarisch e Ritcher concluiram que os receptores
para este reflexo se localizavam no coragao, predominantemente nos ventriculos;
que as vias aferentes eram vagais e as vias eferentes promoviam tanto inibicdo da
atividade simpatica para os vasos periféricos, quanto aumento na atividade do nervo
vago para o coragao. Jarisch, entdo, designou este reflexo cardiopulmonar como
“‘efeito Bezold”, mas em 1942, Strughold e Benzinger (citado por Krayer, 1961)
associaram o nome de Jarisch quando se referiam ao “efeito Bezold”. Em 1961 Otto
Krayer sugeriu que o nome de Jarisch fosse definitivamente incorporado a
denominacao do fendmeno. Assim, “reflexo de Bezold-Jarisch”, € um epdnimo para
a triade de respostas — bradicardia, hipotensao e hipopnéia/apnéia, desencadeadas
pela estimulagdo de receptores mecano- e/ou quimiossensiveis, localizados na area
cardiopulmonar. A triade depende do nervo vago intacto, sendo mediada através de
centros bulbares de controle respiratério e cardiovascular. Os efeitos respiratorios,
mais nitidos em roedores que em humanos, sdo mediados através de aferentes
vagais pulmonares, e a bradicardia e a hipotensdo primordialmente através de
aferentes vagais cardiacos.

Os receptores cardiopulmonares localizam-se em diferentes estruturas da
regido cardiopulmonar, incluindo atrios, ventriculos, artérias coronarias, além do
pulméao (Ferrari et al., 1990). Admite-se que o ventriculo esquerdo seja o principal
sitio de localizagcdo dos receptores sensitivos cardioinibitérios envolvidos neste
reflexo (Dawes e Comroe, 1954). Eles podem situar-se no epicardio, musculatura
ventricular profunda, dentro ou em torno das artérias coronarias. Os receptores
cardiossensoriais sdo polimodais, sendo tanto quimiossensiveis, caso em que o
principal receptor envolvido é o receptor 5-HT3;, como mecanossensiveis. McQueen
e Mir (1989) mostraram que o reflexo de Bezold-Jarisch desencadeado pela
serotonina (5-HT) era bloqueado pela aplicagdo periférica (i.v.) de antagonistas
seletivos de receptores 5-HT3;, demonstrando a participagdo desse receptor na
génese do reflexo, pelo menos em situagao experimental. O receptor 5-HT3 é do tipo
ionotropico e sua ativagao deflagra uma rapida despolarizagao do nervo, devido a
abertura de canais catidnicos e influxo de sédio. No classico reflexo de Bezold-
Jarisch, as principais fibras responsaveis pela aferéncia do sinal sao fibras vagais
amielinicas do tipo C, localizadas, em sua maioria, na parede postero-inferior do
ventriculo e atrios esquerdos. Fibras vagais mielinicas, com distribuicao similar,

participam em menor extensdo (Mark, 1983). Sucessivas inje¢cdes sistémicas de



agonistas seletivos de receptores 5-HT3 como fenilbiguanida (PBG) e 5-HT,
produzem, progressivamente, menores bradicardias no reflexo BJ, em ratos (Pires et
al.,, 1990; Bogle et al., 1990; Whalen et al., 2000) devido a dessensibilizagao
(taquifilaxia) dos receptores 5-HT3 nos aferentes cardiopulmonares vagais que
medeiam o reflexo BJ. Assim, é necessario esperar um tempo de pelo menos 15
minutos entre uma administragdo e outra do agonista 5-HT3;, para desencadear o

reflexo de forma eficiente e reprodutivel.

1.2 — Relevancia clinica do reflexo de Bezold-Jarisch

Em uma revisao sobre o papel clinico do reflexo BJ feita em 2003, Campagna
demonstra sua importancia em diversas condi¢ées normais e patolégicas, como na
regulacdo e manutencdo da pressdo arterial e estabilidade hemodinamica,
juntamente com outros mecanismos. Tanto o aumento como a diminuicdo na
atividade desses aferentes pode contribuir para disturbios cardiovasculares (Zoller et
al., 1972; Mark, 1983; Hainsworth, 1994;). Os receptores cardiacos que medeiam o
reflexo BJ possuem baixa freqUéncia de disparo na auséncia de estimulos e
contribuem para a inibigdo ténica do “centro vasomotor’. Ao serem estimulados,
esses receptores aumentam a frequéncia de disparo, o que inibe o “centro
vasomotor” e promove vasodilatagdo. A regulagdo da presséao arterial € controlada
por uma interacdo dos receptores cardioinibitorios do BJ, dos baroceptores
carotideos e aorticos. Ao diminuir a atividade dos receptores cardioinibitérios do BJ,
diminui a inibicado do “centro vasomotor” aumentando a resisténcia vascular renal e
mesentérica, aumenta os niveis de renina e taquicardia, contribuindo para aumento
da pressao arterial. Isso ativa o baroreflexo, que diminui a atividade simpatica,
controlando essas mudangas hemodinamicas. Casos de hipotensdo cardiogénica
em humanos podem ser explicados, pelo menos em parte, pela ativagcao do reflexo
de BJ. Estudos em animais com baroceptores intactos mostram que em situagdes de
hipovolemia leve, provocadas por sangramento de 4 mL/kg, os baroceptores nao
sao ativados e ndo ha mudanca na pressao arterial, mas ha diminuigao da atividade
das fibras aferentes do reflexo de BJ. Isso causa desinibicdo do “centro vasomotor”
aumentando a atividade simpatica para o nervo renal e liberagdo de renina. Assim,

os receptores cardioinibitorios respondem a diminuicdo de volume sanguineo em



que os baroceptores sdo insensiveis. Em humanos, pequenas hemorragias n&o
causam alteragdes na liberagdo renina, somente hemorragias moderadas e
associadas a queda da pressao arterial média e aumento da frequéncia cardiaca.
Profundas hemorragias em humanos (>600 mL), causam hipotensdo associada a
bradicardia, pois ndo havera uma diminuicdo da atividade dos receptores
cardioinibitérios nesta situacao; ao contrario, havera um aumento em sua atividade

que inibe o “centro vasomotor” causando bradicardia.

Em 1970 e 1972, Oberg & Thoren, com estudos de eletrofisiologia,
registraram o aumento na frequéncia de disparo dos receptores cardioinibitérios em
gatos com hemorragia profunda e viram que contragdes vigorosas produzidas por
um ventriculo relativamente vazio podem ativar fibras aferentes cardiacas vagais,
que leva a bradicardia, vasodilatagcdo e hipotensdo. Ha relatos de pessoas que
sofreram bradicardia e hipotensao pds infarto ou isquemia do miocardio, em especial
da parede postero-inferior ventricular. Esse quadro pode ser explicado, pelo menos
em grande parte, pelo reflexo BJ, pois é exatamente nesta regido do coragado onde
se encontra grande quantidade de receptores cardioinibitérios para a ativagao deste
reflexo. Nao se sabe exatamente quais fatores desencadeiam o reflexo durante a
isquemia, mas sabe-se que ha liberacdo de radicais livres, ions e eicosandides que
poderiam estar estimulando os receptores cardiopulmonares localizados na parede
ventricular. Alguns autores sugerem que o reflexo BJ atua como um mecanismo
protetor durante a isquemia, ja que profunda bradicardia e vasodilatacdo renal
reduzem a demanda de oxigénio ao miocardio e aumenta a perfuséo renal, que sao
benéficos na isquemia (Robertson & Robertson, 1981). A participagéo do reflexo BJ
também tem sido evidenciado em diversos casos de sincope vasovagal, sincope por
esforco, hipotensbées durante procedimentos de anestesias peridural e raquidiana,
em oclusées coronarianas, nos procedimentos de reperfusdao coronariana e na
estenose da aorta causadora de sincope, situagdes onde o aumento da pressao
ventricular esquerda poderia ativar os receptores cardioinibitérios. Esse efeito pode
também ser observado em exercicios onde ha aumento da pressao ventricular
esquerda. A reducdo da atividade desses receptores vagais cardiacos ocorre em
casos de insuficiéncia cardiaca crbénica (Mark, 1983).

A injegdo intracoronariana de contraste radiolégico pode estimular

quimioceptores ventriculares causando bradicardia transitéria (Carson & Lazzara,



1970). Essa resposta parece estar relacionada a ativagao dos receptores aferentes
vagais localizados na parede inferior do ventriculo esquerdo, sendo abolida pela
injecdo intravenosa prévia de atropina (Zelis et al., 1976), o que demonstra sua
origem reflexa vagal. Pacientes portadores de hipertrofia ventricular esquerda
apresentaram significativa atenuagédo da bradicardia evocada pela injegdo do meio
de contraste radiologico (Hatab et al., 1996). Atualmente acredita-se que a hipertrofia
cardiaca, mais que a hipertensado arterial em si, seja responsavel pela atenuagao
dos reflexos cardiopulmonares na hipertensao experimental (Hatab et al., 1996) e
provavelmente também em pacientes hipertensos. Tal atenuacao estaria relacionada
as alteragdes estruturais do miocardio, provocadas pela hipertrofia, sugerindo que a
modulagao dos reflexos vagais inibitérios cardiacos pode ocorrer em nivel sensorial
(Vasquez, 1994). Estas conclusdes sado reforcadas pela constatacédo de que a
reducdo da hipertrofia ventricular esquerda por farmacos esta associada a
significativa melhora das respostas reflexas dos receptores cardiacos (Zanchetti &
Mancia, 1991).

Como os receptores cardiopulmonares sado polimodais, compreende-se
porque estimulos capazes de ativarem as aferéncias envolvidas no reflexo de
Bezold-Jarisch incluem estimulos mecanicos, tais como variagcdes de pressao
intraventricular e intracoronariana. Em humanos, a imersao do sujeito até o pescogo
em um tanque cheio de agua (Gauer et al., 1970; Epstein, 1976) ou a elevagéo
passiva dos membros inferiores produz estimulagcdo em massa dos receptores
cardiopulmonares (Roddie et al., 1957). Em animais e humanos, essas manobras
levam a uma sobrecarga de volume ventricular, que € acompanhada de inibicdo da
atividade simpatica do nervo renal (vasodilatagdo), diminuigdo da vasopressina
plasmatica e aumento da diurese (Clement et al., 1972). Conforme citado
anteriormente, diversas substancias quimicas exdégenas como nicotina, capsaicina,
veratridina e fenilbiguanida, assim como enddégenas, exemplificadas pela serotonina,
histamina, bradicinina e certos eicosandides, também sao capazes de deflagrar o
reflexo. A ativacdo do reflexo de Bezold-Jarisch, quimica- ou mecanicamente,
determina as respostas caracteristicas de apnéia (ndo observada em todas as
espécies), bradicardia cardio-vagal, vasodilatacdo e hipotensdo, sendo estas
ultimas, parcialmente devidas a retirada simpatica e consequente diminuicdo do
débito cardiaco (Thorén, 1979; Bell et al., 1993; De Burgh et al., 1988). A bradicardia

€ uma resposta predominante da ativacdo parassimpatica e esta resposta é



essencialmente abolida com o uso de atropina (Cao & Morrison, 2000; Verbene &
Guyenet, 1992).

1.3- Aspectos da neurotransmissao na circuitaria central dos reflexos

cardiovasculares

Estudos mostram que a neurotransmissao dos reflexos cardiovasculares séao
mediados por varios neurotransmissores ou neuromoduladores como a 5-HT
(Giersbergen et al., 1992; Leal et al., 2001), GABA (Bousquet et al., 1982; Callera et
al., 2000), L-glutamato (Ashworth-Preece,1995), acetilcolina e vasopressina (1zzo et
al.,, 1988; Michelini, 1989). O reflexo de Bezold-Jarisch ocorre através de uma
integracdo de mecanismos centrais em varios niveis bulbares e em 1972, Lee et al.,
mostraram que envolve pelo menos uma sinapse colinérgica. Injecéo bilateral de
agonista de 5-HT3 dentro do NTS lateral, de ratos anestesiados (Sévoz et al., 1996b)
ou em ratos acordados (Leal et al., 2001), inibe a bradicardia do reflexo BJ induzido
por 5-HT i.v. Essa inibicdo foi revertida pela injecdo de antagonista de receptores
GABAa dentro do NTS, sugerindo que o efeito inibitorio de agonistas 5-HT3 era
mediado pela ativacdo dos receptores GABAa (Sévoz et al., 1996b; 1997). A
ativacdo de receptores GABAa, por injegdo de mucinol dentro do NTS de ratos
acordados, reduz a bradicardia e a hipotensdo promovidas pelo reflexo BJ (Callera
et al., 2005). A administracéo intra-NTS de agonistas de 5-HT3; aumenta a liberagéo
de glutamato dentro do NTS (Ashworth-Preece et al., 1995) e de antagonista de
glutamato bloqueiam a bradicardia do reflexo BJ, demonstrando a participagéao deste
neurotransmissor no reflexo BJ (Chianca & Machado,1996). N'Diaye (2001) sugere
que receptores 5-HT,, dentro do NTS, participam com uma modulagao facilitatéria do
reflexo BJ, provavelmente através da interagdo com receptores NMDA locais, pois a
micro injecao de agonista 5-HT, no NTS promoveu bradicardia e hipotenséo e esse
efeito foi contrario (atenuou a bradicardia reflexa) quando se administrou antagonista
de NMDA no NTS. A participacdo de receptores NMDA também foi proposta por
Merahi et al., (1992a). A participagdo de receptores serotonérgicos centrais na
modulagao do reflexo de BJ foi inicialmente demonstrada em 1990, quando se
mostrou a participacao de receptores 5-HTia bulbares no referido reflexo, em

particular na sua “alga” parassimpatica para o coragao (Bogle et al., 1990). Outros



trabalhos confirmaram a participagdo serotonérgica através deste subtipo de
receptor na excitabilidade de motoneurdnios cardiacos vagais (Futuro Neto et al.,
1993; Skinner et al., 2002). Verbene et al. (1989), mostraram que lesdes eletroliticas
bilaterais ou inje¢des de antagonistas dos aminoacidos excitatérios, dentro de
CVLM, atenuaram o reflexo de BJ desencadeado por inje¢des i.v. de 5-HT, o que
indicou claramente ser CVLM um importante sitio bulbar atuando como mediador da
integracdo reflexa cardiovascular. Essas observagbes parecem indicar que
neurénios na CVLM sao mediadores do reflexo cardiopulmonar por meio de
projecdes inibitdrias, onde o principal neurotransmissor envolvido é o GABA, para
neurénios vasomotores localizados na RVLM. Tanto o NTS como o nucleo ambiguo
(NA) e o DVN sao inervados por fibras contendo 5-HT (Steinbusch, 1981) e pelo
menos, dentro do NA, eles fazem sinapse com neurdnios vagais cardiacos (lzzo et
al., 1993).

1.4 — Participacao da serotonina no controle cardiovascular: aspectos gerais

A serotonina (5-HT) € um neurotransmissor que promove diversas respostas
fisiologicas, atuando através dos diferentes subtipos de receptores proprios. Dentre
suas fungdes, ela participa da regulagao do controle central da pressao arterial (PA)
e frequéncia cardiaca (FC) (Merahi et al., 1992b; Ramage, 2001). A 5-HT é uma
amina biogénica de ampla distribuicdo no sistema nervoso central (SNC). Os corpos
celulares dos neurdnios serotonérgicos localizam-se nos nucleos da rafe, estruturas
localizadas na linha mediana do tronco cerebral. Os neurdnios dos nucleos caudais
da rafe projetam-se para nucleos e areas da formagao reticular e outros nucleos do
tronco cerebral (Fort et al., 1989, 1990) e intensamente para a medula espinhal
(Dahlstrom & Fuxe, 1965; Holstege & Kuypers, 1982), incluindo a coluna intermédio-
lateral (Loewy, 1981, 1982; Bacon et al., 1990; Gilbey et al., 1995), fazendo sinapse,
respectivamente com neurénios das laminas I, Il e V e com grupos de neurdnios pré-
ganglionares simpaticos (Antal et al., 1996; Li et al., 1996). A ligacao dos nucleos
bulbares da rafe com grupos de neurdnios pré-ganglionares simpaticos da medula
espinhal corroboram as pesquisas sobre a sua participagcdo na regulagao
autonémica (Futuro-Neto e Coote, 1982; Lowey, 1981; Helke et al., 1997; Skinner et

al., 1997). Por outro lado, a importancia de cada um dos nucleos bulbares da rafe no



controle e modulagao de varios componentes fisiologicos também pode ser infeida

pelas varias conexdes supra-segmentares existentes.

1.5 — Farmacologia dos receptores 5-HT,

Atualmente existem pelo menos 14 subtipos de receptores 5-HT: 5-HTy, B, b,
E, F), 9-HT2 (A B, c), 5-HT3, e 5-HT4, 5 (aB), 67 (Nagatomo, et al., 2004; Hoyer et al.,
2002). O 5-HT2a €, funcionalmente, o mais importante entre eles. Alguns ativam a
fosfolipase C via proteina G (5-HT2ac) (Courcelles et al., 1985; Conn et al. 1986), e
eles possuem sequéncia de aminoacidos semelhantes e modulam sinais
intracelulares similares e resultam em um rapido aumento do Ca?" intracelular (Julius
et al.,1990). Os receptores 5-HT+a, 5-HT45, € 5-HTp sdo acoplados a uma proteina
Gj e inibem a adenilato-ciclase (Nagatomo et al., 2004) ou uma proteina G ativando
diretamente um canal ibnico (Nicoll, 1988).

Os receptores 5-HT, também pertencem a familia de receptores acoplados a
proteina G, e atualmente conhecem-se os subtipos 2A, 2B e 2C (sendo este ultimo
antigamente denominado 1C). Somente nos ultimos anos dispomos de ligantes
seletivos para estes 3 subtipos de receptores 5-HT,, razdo pela qual os trabalhos
iniciais ndo faziam a distingdo entre os mesmos. Por exemplo, ha alguns anos foi
relatado que a ativagdo de receptores 5-HT, causa simpato-excitagcdo (McCall e
Clement, 1994). Sévoz-Couche et al., (2000) citam que a aplicagao, in vivo, de
agonista de receptor 5-HT, produz diferentes efeitos na atividade neuronal. Em
diversos sistemas, a ativacao seletiva deste receptor promove aumento na atividade
neuronal como nas células noradrenérgicas hipotalamicas, neurdnios do nucleo
rubro, células do RVLM, motoneurbnios espinhais, células reticulares pontinas,
neurbnios vestibulares e alguns neurdnios do nucleo denteado cerebelar. No
entanto, alguns estudos demonstram o efeito inibitério quando os receptores 5-HT,
sdo seletivamente ativados, como em células dorsais da rafe, alguns neurdnios do
nucleo denteado cerebelar e girus denteado do hipocampo. Um estudo in vitro,
demonstra que a ativacdo de receptores 5-HT, produz uma despolarizacdo pds-
sinaptica e aumenta tanto a amplitude quanto a freqiéncia dos potenciais pos-
sinapticos excitatorios (Brooks & Albert, 1995). No entanto, Wang et al. (1997)

relatam que a aplicagao iontoforética, in vivo, de agonistas de receptores 5-HT, pode



excitar, inibir ou ndo promover nenhum efeito nos neurénios do NTS. Um trabalho de
Sévoz et al. (2000c), relatam efeitos diversos ao estimular receptores 5-HT, com um
agonista DOI aplicado através de iontoforese com correntes positivas em neurénios
do NTS que recebem aferéncias da via vagal vinda de areas cardiopulmonares e
evidenciam que o efeito produzido depende se o neurdnio do NTS foi ativado por
uma via monossinaptica ou polissinaptica, causando inibicdo e excitacdo,
respectivamente. Como o agonista utilizado nesta pesquisa nédo era seletivo, a
resposta e inibicdo ou excitagdo, também pode ser explicada por ativagao dos
diferentes subtipos, 5-HT,a € 5-HT .

A sequéncia de eventos seguida a ocupagédo do agonista no receptor 5-HTza
induz ativacao das fosfolipases C e A, por ativagao da proteina Gq; mobilizagcado do
Ca?" intracelular através do fosfoinositol; ativacdo da proteina kinase C; ativagao de
canais de cloreto ativado por Ca®*, reduzindo a despolarizagdo celular (citado em
Lacolley, et al., 2006). No SNC, o RNA do receptor 5-HT;4 foi encontrado no cortex
cerebral, ganglio basal, hipocampo, talamo, medula espinhal, bulbo olfatério,
cerebelo e hipotalamo (Roth et al., 1987; Julius et al. 1990) e existem evidéncias
deste receptor no corpo celular das fibras aferentes vagais (Lacolley et al., 2006). No
SNP, o 5-HT,a esta presente nas plaquetas facilitando a agregacéo plaquetaria, no
musculo liso vascular (Ullmer et al., 1995) e promove sua vasoconstricgao (revisao
de Kaumann et al.,, 1993). Em 2004, Nagatomo faz uma extensa revis&o sobre as
funcbes dos receptores 5-HT,a e relata sua presenca também no musculo liso
uterino promovendo contragdo, figado humano e rins, em menor intensidade no
pancreas, bago, estbmago e artéria pulmonar porcinos, onde eles promovem
contracdo muscular e relaxamento respectivamente. Eles participam da contracao
muscular, relaxamento dos musculos lisos vasculares e promove contracao arterial,
induzida por 5-HT, na hipertenséo induzida por sal, mantendo a alta pressao nesta
afeccédo (Banes & Watts, 2003). Silva et al. (2005), demonstram que a hipertenséo
induzida por DOCA+sal, estd relacionada com uma via serotonérgica central
ativando receptores 5-HT; e causando a liberacao de vasopressina.

De acordo com sua localizagao e seus efeitos fisiologicos, o receptor 5-HToa
tém sido implicados na patogénese de uma variedade de doengas isquémicas do
coracdo como formagdao de trombos, espasmos da artéria coronaria,
broncoconstricdo, aumento da permeabilidade vascular e temperatura corporal. A

ativacao de receptores 5-HTg e 5-HT,a nas artérias coronarianas podem causar



constrigdo vascular e espasmos produzindo arritmias e cardiodepressdo. (Kaumann
et al., 1993, 1994). Os efeitos centrais envolvem as afecgbes comportamentais como
ansiedade (Taylor, 1990), depressao (Meltzer & Lowy, 1987), percepgao do apetite e
emocao (Hoyer, et al., 1994; Roth, 1994). A droga R-96544 [cloridrato de 4-hidroxi-2-
[2-[2-[2-(3-metoxi)-fenil]etil]lfenoxi]etil-1-metilpirrolidina], antagonista competitivo do
receptor 5-HT,5, vem sendo testada experimentalmente, mostrando-se altamente
seletiva. Ela produz inibicdo da agregacao plaquetaria induzida pela serotonina em
diversas espécies (Ogawa, et al., 2002).

Perifericamente, receptores 5-HT,g expressam-se de forma abundante, mas
no SNC, sua presenca € mais reduzida. Eles estdo envolvidos na patogénese de
doencas valvulares cardiacas pelo uso de medicamentos serotonérgicos, como os
utilizados em alteragdes comportamentais, ja& que esses compostos possuem alta
afinidade pelo receptor 5-HT,s (Rothman, 2000). Uma unica aplicagdo de um
agonista de 5-HT,z ndo altera a frequéncia da corrente pos-sinaptica inibitéria
GABAérgica evocada de forma espontdnea ou por estimulos inspiratérios, mas
aplicagdes repetidas do agonista promove uma diminuigdo, de mais de uma hora, na
frequéncia destas correntes pos-sinapticas para os neurbnios cardiacos vagais
dentro do nucleo ambiguo e a inibicdo destes neurbnios sao prevenidos pela
aplicacao do antagonista seletivos de 5-HT2g5, o SB204741 (Dergacheva, et al.,
2007). Isso demonstra a importancia do receptor 5-HT,s no papel de inibicdo da
neurotransmissdo GABAérgica. O receptor 5-HT.g atua através da hidrdlise do
fosfoinositol, como os outros dois subtipos da familia 5-HT,. O RNAm do receptor 5-
HT.g foi detectado em baixos niveis no cérebro humano (Kursar et al., 1994), e o
receptor de 5-HT,g foi mostrado em neurdnios do cértex cerebral humano (Bonhaus
et al., 1995). Também foi detectado RNAm deste receptor no cérebro de ratos
(Duxon et al., 1995) e proteinas do receptor no cerebelo, septo lateral, hipotalamo
dorsal e amidala medial de ratos (Duxon et al., 1997). Analises imunohistoquimicas,
de criosecgao, de varios tecidos de ratos expressaram receptores 5-HT,z no
estdmago, intestino, musculo liso pulmonar e miocardio (Choi & Maroteaux, 1996).
RNAm de receptores 5-HTip, 5-HTs e 5-HT4 foram encontrados em células
musculares lisa e endotelial de artéria pulmonar, aorta, coronaria, e veia umbilical de
humanos. A estimulacdo do receptor 5-HT.z em células endoteliais da artéria
cerebral causa liberagédo de 6xido nitrico, que promove relaxamento vascular (Ullmer

et al.,, 1995). Os receptores 5-HT,s medeiam sinais mitogénicos e podem estar



envolvidos ha hipertensao pulmonar. Em ratos com hipdxia crénica, a 5-HT facilita,
cronicamente, a proliferacdo de células vasculares lisas e o remodelamento vascular
pulmonar, através dos receptores 5-HT,g (Launay et al., 2002). Embora n&o haja
evidéncias do envolvimento de 5-HT,g na hipertensdo pulmonar, uma mutagéo do
gene 5-HT,s foi associada com hipertensdo pulmonar em pacientes usando
fenfluramina por 9 meses (Blanpain et al., 2003). O bloqueio dos receptores 5-HTz
em ratos, preveniu a hipertensdo pulmonar (Launay et al., 2002). No entanto, o
bloqueio do 5-HT,s endotelial da artéria pulmonar porcine, impede o relaxamento
induzido pelo oxido nitrico (Glusa & Pertz, 2000). Se isso também acontece em
humanos, esse bloqueio seria contra-indicado em pacientes com hipertensao

pulmonar.

1.6 — Vias aferentes e eferentes dos reflexos cardiovasculares

As vias aferentes de reflexos respiratérios, gustatorios, gastrointestinais,
baroreflexo e quimiorreflexo cardiopulmonar fazem sua primeira sinapse no NTS,
localizado na regido dorso medial do bulbo. Assim, este nucleo participa no controle
de diversas fungdes reflexas autondmicas (Palkovits & Zborszky, 1977; Andresen &
Kunze, 1994). Ha algumas décadas sabe-se que os neurénios do NTS contribuem
para a regulacdo e integragdao cardiovascular, produzindo ajustes autonémicos,
como os envolvidos no controle da frequéncia cardiaca e presséao arterial. A ativagao
desses aferentes cardiovasculares produz uma resposta autondmica especifica, por
excitacao de proje¢cdes neurais provenientes do NTS para areas ventro-laterais do
bulbo incluindo nucleo ambiguo, regides ventro lateral caudal (CVLM) e rostral
(RVLM) do bulbo, e, em menor grau, o nucleo motor dorsal do vago (DVM) (Jordan &
Spyer, 1986; Sevoz et al.,1997; Fogoros, 1999). O NTS é densamente inervado por
terminacdes serotonérgicas (Steinbusch, 1981; Sykes et al., 1994) onde fazem
sinapse (Maley & Elde, 1982). Essas terminag¢des se originam centralmente do
nucleo da rafe (Schaffar et al, 1988), de areas internas do proprio NTS (Calza et al.,
1985) e de aferentes vagais (Nosjean et al., 1990). Especificamente sobre o reflexo
BJ, tem-se evidenciado a participacao dos receptores 5-HT 4 bulbares, 5-HT,, 5-HT;
tanto no NTS como em outras areas do tronco encefalico (Pires et al., 1995; 1998) e

receptores 5-HT7. A alterac&o da frequéncia cardiaca promovida por microinjegéo de



agonistas de 5-HT pode ser por estimulagdo das vias pos-sinapticas locais,
interneurdnios, ativagcao de terminais pré-sinapticos, modificacdo das correntes pés-
sinapticas ou por alteragao direta das propriedades da membrana dos neurénios

cardiacos vagais (O. Dergacheva, et al., 2007).

1.7 - Participagado dos diferentes subtipos de receptores 5-HT na modulagao

central do reflexo de Bezold-Jarisch

Por haver varios subtipos diferentes, a microinje¢do de 5-HT no NTS produz
efeitos variados sobre o reflexo cardiopulmonar dependendo da dose e do receptor
ativado. Bloqueio central de receptores 5-HTa atenua o reflexo parassimpatico para
o coragao de ratos (Bogle et al. 1990, Fletcher et al., 1996; Jordan et al., 2005),
coelho (Futuro-Neto et al. 1993; Skinner et al. 2002) e de gatos (Wang & Ramage,
2001) Em um estudo realizado por Skinner et al. (2002) em ratos, foi demonstrado
que injegdes i.c. de buspirona, que € um agonista parcial do receptor 5-HT, em
ratos, potencializaram a bradicardia quando os receptores cardiopulmonares eram
estimulados por inje¢cdes de fenilbiguanida (PBG) e esse efeito era atenuado quando
se fazia pré-tratamento com um antagonista 5-HT5, 0 WAY-100635. Dois trabalhos
pioneiros mostraram que o bloqueio central de receptores 5-HTa inibe o
componente vagal tanto do reflexo cardiopulmonar (Bogle et al., 1990) quanto da
“resposta de mergulho” induzida por fumaca nas vias aéreas superiores (Futuro-Neto
et al., 1993).

Baixas doses de 5-HT promovem hipotensdo e bradicardia (Laguzzi et al.,
1984), o que é similar ao efeito observado quando ativa seletivamente os receptores
5-HT, (Shvaloff & Laguzzi 1986; Merahi et al., 1992; Merahi & Laguzzi, 1995) e
quando os aferentes vagais cardiopulmonares s&o estimulados (Verberne &
Guyenet, 1992). Sévoz et al. (1996a), sugerem que esses aferentes e os efeitos
mediados pela ativacdo dos receptores 5-HT, possuem a mesma via central. Os
efeitos hipotensivos eram atenuados tanto por antagonistas dos receptores 5-HT1a
(Itoh & Bunag, 1991) como do 5-HT, (Shvaloff & Laguzzi, 1986a; Merahi et al.,
1992). Estudos sugeriram que a serotonina, atuando sobre os receptores 5-HT;, no
NTS, interferem no controle reflexo da pressao arterial através da modulagdo da

transmissao glutamatérgica (Merahi et al., 1992a) e estudos eletrofisiolégicos



mostraram que a aplicagdo, microiontoforética, de agonista de 5-HT,, pode excitar
neurénios no NTS que recebem impulsos aferentes vagais (Wang et al., 1997),
incluindo os neurbnios originados do baroceptores e quimioceptores
cardiopulmonares (Sévoz-Couche et al., 2000c) e microinje¢ao bilateral de baixas
doses de antagonista, deste mesmo receptor, no NTS, potencializou a bradicardia
tanto do barorreflexo quanto do cardiopulmonar e esse efeito pode ser prevenido
pela aplicagao local de ketanserina, que € um antagonista seletivo deste receptor
(N'Diaye, et al., 2001). Essa bradicardia também pode ser prevenida pela aplicagao
de acido kinurénico no nucleo ambiguo (Sévoz et al., 1996a). No trabalho mais
recente sobre a participagdo dos receptores 5-HT,, os pesquisadores fizeram uma
administracdo de DOI (agonista de 5-HT;) no NTS. A aplicagcédo de antagonista
seletivo de 5-HT,a, aboliu as respostas de bradicardia e hipotensdo do DOI,
enquanto que a aplicacdo de antagonistas dos outros subtipos, 25 € 2¢c, nhdo tiveram
efeitos.

A ketanserina, um antagonista nao-seletivo de receptores 5-HTa, tem sido
capaz de reduzir a pressao arterial em pacientes e animais, possuindo efeitos
terapéuticos, diminui a pressao arterial sistdlica e diastdlica em pacientes com
hipertensdo crénica e nas doengas vasculares periféricas (Vanhoutte et al., 1988;
Brogden & Sorkin, 1990) e exerce um efeito cardio-protetor no miocardio isquémico
(Grover et al., 1993). A ketanserina tem propriedades vasodilatadoras na circulagao
pulmonar e sistémica. Tratamento em longo prazo com ketanserina diminuiu
significantemente a variabilidade da pressao arterial, melhorou a fungao barorreflexa
anteriormente afetada e impediu a les&o de 6rgédos-alvo em ratos espontaneamente
hipertensos (Du et al., 2003 e Miao et al., 2003). O sarpogrelato € um antagonista
seletivo de 5-HT,a que foi proposto como agente terapéutico para tratamento de
doencgas isquémicas associadas com trombose (lto & Notsu, 1991); esta droga
também inibe o espasmo da artéria coronaria induzido por serotonina (Miyata et al.,
2000). Seu papel na terapéutica, entretanto, ainda n&o foi suficientemente
estabelecido.

Altas doses de serotonina provocaram o efeito oposto de baixas doses,
causando hipertensao e taquicardia (Wolf et al., 1981; Laguzzi et al., 1984, Itoh &
Bunag, 1991; Merahi et al., 1992) e esse efeito era bloqueado por antagonistas do
receptor 5-HT3 (Merahi et al., 1992) e mimetizados por agonistas do receptor 5-HT3
no NTS (Merahi et al., 1992b; Merahi e Laguzzi, 1995; Sévoz et al., 1996b) e no



nucleo da rafe (Wolf et al., 1985). Pires et al. (1995), administraram um antagonista
de 5-HT3; i.c. e observaram significante atenuagao da bradicardia reflexa e em 1998
observaram que microinje¢cdo no NTS atenua tanto a bradicardia quanto a
hipotensao reflexa mas néo afeta a freqiéncia cardiaca basal nem a pressao
arterial. Além disso, microinjegao bilateral de agonista de 5-HT3; no NTS de ratos
acordados, atenuou a bradicardia e hipotensdo causados pelo reflexo
cardiopulmonar (Leal et al., 2001). Esses resultados, mostram que a participagao da
5-HT nessa regulagdo cardiovascular tem sido controversa. Jeggo et al. (2005),
registraram neurbnios do NTS que recebiam impulsos quando fibras aferentes
cardiopulmonares eram estimuladas. A aplicagao iontoforética de PBJ potencializou
a resposta do nervo vago e um antagonista (granisetrona) atenuou os impulsos.
Aplicacdo de AMPA e NMDA também excitou os neurbnios no NTS que foram
bloqueados pelo uso de seus antagonistas. Esse bloqueio ocorria juntamente com a
diminuicdo da atividade dos neurbnios que recebiam impulsos cardiopulmonares.
Essa resposta excitatéria dos receptores 5-HT3 pode ser, em parte, por agdo pos-
sinaptica e também por facilitagcao da liberagéo de glutamato.

Quanto a participacao dos receptores 5-HT7, os estudos ainda estdo no seu
inicio. Foi recentemente demonstrado que a microinje¢cdo i.c. de antagonista de
5-HT7; também atenuou as respostas cardiovasculares do reflexo B.J. (Damaso et
al., 2007; Kellett et al., 2005).

Aplicagao central de agonistas do receptor 5-HT 14 aumentou a eferéncia vagal
para o coragcao em gatos anestesiados (Shepheard et al., 1994), em ratos (Sporton
et al., 1991) e coelhos (Dando et al., 1998) e isto estava associado com hipotenséo
e simpatoinibicdo. Esses efeitos vagais para o coragao, podem ser devido a agdes
ao nivel do NTS onde aferentes cardiovasculares terminam (Jordan & Spyer, 1986;
Lawrence & Jarrot, 1996) e/ou no nucleo DMV e/ou NA, que sao as localizagbes dos
neurénios pré-ganglionares vagais (Nosaka et al., 1982; Jordan et al., 1982). Alem
disso, microinjecbes de agonistas do receptor 5-HTia dentro do nudcleo DMV
(Sporton et al., 1991) ou em NA (lzzo et al., 1988; Chitravanshi & Calaresu, 1992)
provocaram bradicardia vagal. Isso & consistente com a presenga de receptores 5-
HT1a nessa regidao em ratos (Pazos & Palacios, 1985; Thor et al., 1992) e humanos
(Pazos et al., 1987) e com a demonstragao que fibras contendo imunorreatividade
para 5-HT inervam essas areas, onde elas fazem contato sinaptico com neurdnios

cardiacos pré-ganglionares vagais (lzzo et al., 1993). Pesquisadores investigaram



neurbnios que eram excitados a partir da estimulagdo elétrica do nervo vago e
aplicaram drogas nestes neurdnios. Agonista (sumatriptano) de 5-HT1g/1p produziu
reducao na frequéncia de disparo. A ketanserina atenuou essa redug¢ao quando co-
aplicado com o sumatriptano, mas se aplicado com antagonista de 5-HT g produzia
potencializagao da inibicdo. Eles concluem que os receptores 5-HT1g € 5-HT1p tém
acao oposta no NTS e como ambos s&o negativamente acoplados a adenilato
ciclase, isso indica que eles tem localizagdo diferente dentro do NTS (Jeggo et al.,
2007). O agonista de receptores 5-HTqa flesinoxan, promove queda da presséo
arterial em pacientes hipertensos (DeVoog & Proger, 1990) e em animais (Ramage
et al., 1988), entretanto ocorre tolerancia e também mudangas comportamentais no
homem, como efeitos colaterais, o que inviabiliza sua utilizagdo como anti-
hipertensivo.

Fu & Longhurst (2002) relataram que durante isquemia do miocardio a
ativacado plaquetaria estimula os aferentes cardiacos simpaticos através do 5-HTs.
Estimulacdo de 5-HT; nos terminais dos aferentes cardiacos vagais produz
hipotensao e bradicardia e a maioria dos trabalhos experimentais com o reflexo de
BJ prefere o método de estimulagdo das fibras aferentes vagais com administragao
periférica de fenilbiguanida (PBG), um agonista seletivo de receptores 5-HT;. Este
meétodo de ativagdo de aferéncias vagais tem sido usado, pelo fato da PBG ativar
seletivamente fibras aferentes vagais tipo C amielinicas, existentes na regido
cardiopulmonar e também por nao sensibilizar os baroceptores sinoadrticos.
Embora a propria serotonina seja ainda hoje usada, a PBG parece ser melhor, pois a
serotonina, quando injetada i.v. causa contracdo da musculatura lisa, alteragdes na
pressao arterial sistémica, que complicam o estudo do reflexo, enquanto que a PBG,
afeta seletivamente receptores cardiopulmonares serotoninérgicos sensiveis (Bogle
et al., 1990; Dawes & Mott, 1950; Fastier et al., 1959), com menor probabilidade de
taquifilaxia e de outros efeitos secundarios.

1.8 — Consideragoes finais

Conforme ressaltado  anteriormente, a ativacdo dos reflexos

cardiopulmonares, em sentido amplo, envolve o estimulo de fibras aferentes

mielinicas e amielinicas, as quais produzem reflexos simpato-excitatorios e simpato-



inibitorios, respectivamente (Aviado et al., 2001). Os reflexos simpato-inibitérios, no
entanto, devido ao seu efeito cardio-inibitério (particularmente o reflexo de Bezold-
Jarisch), tém merecido grande atencdo dos pesquisadores, por exemplo, na
hipertensao arterial.

Diante da relevancia dos estudos do papel dos receptores 5-HT na
modulagcdo central de reflexos cardiogénicos, escolhemos como modelo
experimental, o reflexo de Bezold-Jarisch, para a investigacdo dos efeitos do R-
96544 (antagonista seletivo de 5-HT,a; (Ogawa, et al., 2002) e do SB-204742
(antagonista seletivo de 5-HTyg;) (Forbes, et al., 1995), sobre a bradicardia vagal,
desencadeada pela fenilbiguanida em ratos. A maioria dos trabalhos, envolvendo os
receptores 5-HT, nos reflexos cardiopulmonares, mostra ser necessaria a realizacao
de estudos que determinem quais dos seus subtipos de receptores medeiam os
efeitos ocorridos durante a ativacdo do reflexo BJ. Assim, o presente estudo se
propde a examinar a participacdo de cada um destes receptores no reflexo BJ, em

particular na sua “alga” parassimpatica para o coracao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia de antagonistas seletivos dos receptores 5-HT,a € 5-
HTyg, sobre a bradicardia vagal do reflexo cardiopulmonar (reflexo de Bezold-Jarisch

modificado), em ratos anestesiados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar os efeitos da microinjecao intracisternal de R-96544 (antagonista
seletivo de receptores 5-HT,x) e de SB-204741 (antagonista seletivo de
receptores 5-HT,g) sobre os pardmetros hemodindmicos basais de PAM e FC

em ratos anestesiados, pré-tratados com atenolol intravenoso.

2- Verificar, através da estimulagdo quimica com fenilbiguanida (PBG) i.v., o
comportamento do reflexo de Bezold-Jarisch em ratos anestesiados, pré-
tratados com atenolol, submetidos a microinjegao intracisternal (i.c.) de R-
96544, SB-204741 ou veiculo.



MATERIAIS E METODOS



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, com massa entre 250 e 270 gramas,
criados e fornecidos pelo biotério do Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos
em gaiolas de polietileno, com agua tratada e alimento ad libitum. O controle da
luminosidade era proximo as condi¢gdes naturais, com ciclo de 12 horas, respeitando
o artigo n° 10 dos principios éticos na experimentagcdo com animais, que diz que os
alojamentos devem propiciar condigbes adequadas de saude e conforto, conforme
as necessidades das espécies animais mantidos pela experimentagdo (UNIFESP,
2004).

3.2 ANESTESIA

Cada animal era inicialmente colocado em uma cuba de vidro (3 dm®)
contendo algod&o hidrofilo embebido com éter etilico PA, para indugdo anestésica
por inalagdo. Os animais foram fixados em decubito dorsal a uma tabua cirurgica de
madeira e mantidos sob anestesia por inalagao através de uma mascara feita com
béquer de 125 mL revestido internamente com algoddao embebido em éter etilico.
Esse procedimento se justifica para que se torne possivel a canulagdo da veia
femoral e administrado o anestésico geral intravenosamente (i.v).

ApOs a canulagao da veia femoral o béquer foi retirado e a anestesia mantida

com uretana (ethyl carbamate — Sigma Chemical) na dose de 1,2 g kg'1 pela via
endovenosa. Esse anestésico promove apenas uma pequena depressao dos
reflexos cardiovasculares e respiratorios do animal, mantendo um longo periodo de
anestesia.

Pequenas doses suplementares de uretana eram administradas durante a
realizacdo do experimento, sempre que necessario, a fim de manter o nivel
anestésico ideal. O plano anestésico, por sua vez, foi avaliado por meio de reflexos
da cérnea e o reflexo de retirada, de modo a respeitar o artigo n° 8 do cédigo de

ética na experimentacdo com animais que diz que se deve assegurar sedagéo,



analgesia ou anestesia quando se estabelecer o desencadeamento de dor ou
angustia, rejeitando sob qualquer argumento ou justificativa, o uso de agentes

quimicos e/ou fisicos paralisantes ou nao anestésicos (UNIFESP, 2004).

3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

3.3.1 Canulagao

Uma pequena incisdo cutanea de aproximadamente 1 cm, era feita na linha
mediana ventral da regido inguinal esquerda, préximo a virilha do animal, com a
finalidade de dissecar a veia e a artéria femoral esquerda. Para a canulagédo da veia
femoral, foi inserido um cateter de polietiieno PE-50, preenchido com solucdo de
uretana acoplado a uma seringa de 1 mL. Apds realizar a traqueostomia, a artéria
femoral foi canulada utilizando-se um cateter de polietileno PE 50 preenchido com

salina-heparina (0,9%, 100:1/Ul, respectivamente) acoplado a uma seringa de 1 mL.

3.3.2 Traqueostomia

Para a colocagdo da canula traqueal, foi feita uma incisdo de
aproximadamente 5 cm na linha mediana cervical ventral, com exposicao e
afastamento dos musculos esterno-hioideo e tireo-hioideo, para a visualizacdo da
traquéia . A incisdo cirurgica foi feita entre os anéis traqueais cartilaginosos e em
seguida, inserido o tubo de polietileno com 0,2 mm de didmetro interno e 6,0 cm de
comprimento, interiorizando aproximadamente 1 cm na traquéia. Este procedimento
cirurgico foi realizado para facilitar a respiracdo espontdnea do animal, durante a

realizacdo do experimento.

3.3.3 Acesso cirurgico a cisterna magna

Apos canulagdes e intubacdo o animal foi colocado em decubito ventral na
tabua cirurgica. Uma inciséo, no sentido antero-posterior, da linha mediana do cranio
do animal, permitia a exposicdo da calota craniana e dos musculos trapézio,

esplénio da cabeca e semiespinhal. Os dois primeiros musculos eram cortados em



suas insergdes na crista 6ssea mediana e afastados lateralmente. O animal era,
entdo, fixado a um aparelho esterotaxico (Stoelting, Lab Standard 51603) por meio
de duas barras auriculares colocadas no meato auditivo externo e a barra incisiva
ajustada em -11 mm, ficando a cabeca fletida num angulo de aproximadamente 45°
em relacdo ao eixo horizontal. Nesta posicdo, o musculo semiespinhal era
desconectado do osso occipital usando-se uma espatula. Esses procedimentos
permitem a visualizagdo da membrana atlanto occipital e da cisterna magna.

Uma agulha Mizze foi introduzida na cisterna magna, conectada a uma canula
de PE-10 (25 cm de comprimento) preenchida com a solug&o-teste, por meio de uma
microsseringa (Hamilton®). As injecdes intracisternais eram realizadas em volumes

de 10 ul e no tempo de 20 segundos.

3.4 TEMPERATURA CORPORAL

Durante todo o experimento, a temperatura corporal do animal foi mantida em
37+ 0,5°C, por meio de uma manta térmica (Harvard Homeothermic Blanket Control

Unit), com o sensor (par termoelétrico) posicionado no reto do animal.

3.5 REGISTROS HEMODINAMICOS

A presséo arterial pulsatii (PAP) e a pressao arterial média (PAM) foram
registradas através de uma canula inserida na artéria femoral esquerda, ligada a um
transdutor de pressao (Viggo-Spectramed, P 23 XL), conectado a um amplificador
(Pressure Processor, Gould, 20-4615-526611). Os registros desses sinais foram
feitos por um poligrafo de quatro canais (Gould RS 3400), previamente calibrado. A
frequéncia cardiaca (FC) foi medida com um frequencimetro (Biotach , Gould 13-
64615 — 66) a partir da onda de pulso de presséo arterial. Os registros da PAP,
PAM, e FC foram digitalizados (Biopac MP100) e armazenados no disco rigido de
um computador PC para posterior analise.



3.6 DESENCADEAMENTO DO REFLEXO DE BEZOLD-JARISCH (BJ)

O reflexo cardiopulmonar de BJ foi desencadeado nos ratos anestesiados e
pré-tratados com atenolol por inje¢do i.v. in bolus de fenilbiguanida (PBG), agonista
de receptores 5-HT3, na dose de 15 ug/kg. A PBG foi administrada ap6s um periodo
de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares subsequentes a injecdo de
atenolol (1mg/kg i.v.). A razdo do emprego do atenolol €& explicada abaixo. Foram
administradas 3 doses de PBG, mantendo-se um intervalo de 15 minutos entre cada
injecdo, até obter-se trés bradicardias similares (conforme descrito em Bogle et al,
1990). O reflexo foi novamente desencadeado aos 5, 20, 35 e 50 minutos apds as

injecdes da droga teste ou salina dentro da cisterna magna.

3.7 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

3.7.1 Protocolo geral

Apods canulagdes, traqueostomia, acesso a cisterna magna, posicionamento
no estereotaxico e acoplamento para registros hemodindmicos media-se os valores
basais da PAM e FC. Apos estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, fazia-se
o bloqueio dos receptores (1 periféricos por Atenolol (1 mg/kg i.v.), para eliminar os
efeitos da variagcdo do tonus simpatico sobre o coragcido. Desta forma a resposta
bradicardica observada reflete a excitabilidade dos motoneurénios vagais cardiacos
(Bogle et al, 1990). O atenolol foi escolhido por ele praticamente ndo penetrar no
SNC (Street et al., 1979) e nao possui afinidade por receptores 5-HT (Middlemiss et
al., 1977). Vinte minutos apds atenolol, fazia-se novas medidas da PAM e FC e
induzia o reflexo de B.J. por injecao de PBG 15 ug/kg i.v. mantendo-se em intervalos
de 15 minutos entre cada injegcdo, até conseguir trés bradicardias similares, cujo
valor médio foi considerado “controle”. 10 minutos apds a ultima injecdo de PBG
realizava a administragao i.c. de salina ou droga teste, num tempo de 20 segundos.
No tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds a injecao i.c., refazia os reflexos de BJ. No
final de cada experimento era injetado Sky Blue através da canula, que ja estava
conectada a cisterna magna. Somente os ratos que tiveram a cisterna magna

marcada, foram utilizados para analise dos dados.



3.7.2 Protocolos especificos

3.7.2.1 Grupo controle — Salina
Esquema da aplicagdo de salina 10 minutos apds ultimo reflexo de BJ e as coletas

de resultados apos aplicagdo da droga. N=8

PBG PBG PBG PBG PBG PBG PBG

+20 min \L 15 min \L 15 min \L 10 min 5min \L 15 min \L 15 min \L 15 min \L
T 1

Atenolol SALINA
1 mg/ kg i.v. ic

3.7.2.2 Grupo R-96544 (0,1 pmol/kg)

Esquema da aplicacdo de R-96544 10 i.c. minutos apds ultimo reflexo de BJ e as

coletas de resultados apds aplicagdo da droga. N=9

PBG PBG PBG PBG PBG PBG PBG

+ 20 min \L 15 min \L 15 min \L 10 min 5min \L 15 min \L 15 min \L15 min \L
) )

fenool R-06544
grKglLv. (0,17umol/kg)
i.C.

3.7.2.3 Grupo SB 204741 (0,1umol/kg)

Esquema da aplicagdo de SB 204741 10 minutos apos ultimo reflexo de BJ e as

coletas de resultados apds aplicagdo da droga. N=8

PBG PBG PBG PBG PBG PBG PBG

+ 20 min \L 15 min \L 15 min \L1O min 5min \L 15 min \L 15 min \L15 min \L
T )

Atenolol SB 204741
1 mg/ kg i.v. (0. 1umol/kg)
i.c.




3.8 ANALISE ESTATISTICA

A nao ser quando explicitado de outra forma, os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média (EPM). Para andlise estatistica foi aplicada
ANOVA de uma ou de duas vias, conforme o caso, seguida do teste de Bonferroni.

As diferencgas estatisticas foram aceitas como significativas para p<0,05.

3.9. DROGAS E REAGENTES

e Atenolol (Sigma). 1mg/kg. Bloqueador (34 adrenérgico periférico.

e Fenilbiguanida (Aldrich). 0,6mg/kg. Agonista seletivo de receptor 5-HT3,

e SB 204741 (Tocris). 0,1umol/kg. Antagonista seletivo de receptor 5-HT g,

e R9-96544 hydrochloride (Tocris),1umol/kg. Antagonista seletivo de receptor 5-
HT2a.

e Uretana 30% (Sigma). 1,2g/kg. Anestésico geral intravenoso.

e Eter etilico (Isofar).

e Salina heparinizada (Liquemine®, Roche). Anticoagulante.

e NaCl a 0,9% (Quimibras Industria Quimica S.A).

e DMSO. (Sigma). Veiculo usado para solubilizagdo da SB 204741.

e Pontamine Sky Blue a 2% de concentragao final. Marcador.

As solugdes das drogas injetadas i.v. foram preparadas em agua destilada. As
solugdes das drogas i.c. foram preparadas com salina 0,9% para o R-96544 e
DMSO para o SB 204741. Foi feito um grupo de ratos (n=4) com DMSO para servir
de controle.
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4 RESULTADOS
4.1 GRUPO SALINA
4.1.1 Efeitos intrinsecos da salina (10 pyL i.c.) sobre a FC e PAM basais
Os valores de PAM e FC aferidos respectivamente antes (98+3 mmHg,
355+13 bpm) e apds (98+3 mmHg, 370+17bpm) a administracdo de salina i.c. , ndo

demonstraram diferengas estatisticamente significativas (Tabela 1 e 2 do anexo 1)

(Fig 1A e 1B).
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Fig. 1A- Valores médios da PAM basal antes e apds microinjecdo de salina 10 pL i.c. nos
ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.
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Figura 1B- Valores médios da FC basal antes e apds microinje¢do de salina 10 uL i.c. nos
ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4.1.2 Efeitos da salina (10 pL i.c.) no APAM e no A FC do reflexo de BJ

A salina i.c. ndo alterou significativamente a variagdo da PAM no reflexo BJ
(antes: A= - 4415 mmHg) nos intervalos de tempo de 5, 20, 35 e 50 min apds sua
administracdo (A= -42+6 mmHg; -41+4 mmHg; -356 mmHg; -36+6 mmHg,
respectivamente). Também nado houve alteragéo significativa na variagdo da FC nos
reflexos BJ apds a microinjegdo de salina i.c. (antes A= -203114 bpm; 5min
A= -199+15 bpm; 20min A= -203£13 bpm; 35min A= -204+21 bpm; 50min
A=-210+18 bpm). (Tabela 3 e 4 do anexo 1) (Figura 2A e 2B).
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Fig. 2A- Média de variagao da presséao arterial média durante o desencadeamento do reflexo
BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds microinje¢cao de salina 10 pL i.c., nos
ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.
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Fig. 2B- Média de variagao da freqliéncia cardiaca durante o desencadeamento do reflexo
BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds microinje¢cao de salina 10 pL i.c., nos
ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4.2 GRUPO R-96544 - ANTAGONISTA DE 5-HT2a

4.2.1 Efeitos intrinsecos do R-96544 (0,1umol/kg) (10 pL i.c.) sobre a PAM e FC

basais

Os valores de PAM e FC aferidos respectivamente antes (90+4 mmHg,
342110 bpm) e apds (87+4mmHg, 350+9 bpm) a administragdo de R-96544 i.c., n&o
demonstraram diferengas estatisticamente significativas (Tabela 5 e 6 do anexo 2).

(Fig 3A e 3B).
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Fig. 3A- Valores médios da PAM basal antes e apds microinjecao de R-96544 (0,1umol/kg)
i.c. nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.
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Fig. 3B- Valores médios da FC basal antes e apds microinjecao de R-96544 (0,1umol/kg) i.c.
nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4-2.2 Efeitos do R-96544 (0,1umol/kg) i.c. na A PAM e na A FC sobre o reflexo
de BJ

A figura 4 € um registro de um experimento tipico onde podemos observar o
efeito do antagonista de 5-HT,4 quando microinjetado na cisterna magna. Observou-
se uma atenuacado das alteracdes reflexas da PAM e da FC ao induzir o reflexo BJ

com PBJ i.v.

Atenolol  pbg1 pbg2 pbg3 R-96544 pbgd pbgb5 pbg6 pbg7
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Fig. 5- Registro hemodinamico da pressao arterial pulsatil (PAP), a pressao arterial média
(PAM) e da frequéncia cardiaca (FC), medida com um frequencimetro a partir da onda de
pulso de pressdo arterial. Esse registro demonstra a atenuacdo das bradicardias e da
hipotensao sob o reflexo BJ, apds a aplicagao de R-96544 i.c.

Houve alteracao significativa na variagado da PAM no reflexo BJ nos tempo de
5, 20, e 50 min apds a administragdo de R-96544 i.c. (antes: A= -42+3 mmHg; Smin
A= -29+3 mmHg, p< 0,01; 20min A= -30+4 mmHg, p< 0,01; 50min A= -32+3 mmHg,
p< 0,05). Também houve alteragdo significativa na variagdo da FC em todos os
reflexos BJ apds a microinjecao (antes: A= -200+11 bpm; 5min A= -121+21 bpm,
p< 0,01; 20min A= -85+12 bpm, p< 0,01; 35min A= -84+10 bpm, p< 0,01; 50min
A=-107£19 bpm, p<0,01). (Tabela 7 e 8 do anexo 2) (Figura 4A e 4B).
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Fig. 4A - Variagdo da pressao arterial média durante o desencadeamento do reflexo BJ
antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds a injegao intracisternal de R-96544
(0,1umol/kg) em ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.
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Fig. 4B- Média de variagao da freqliéncia cardiaca durante o desencadeamento do reflexo
BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds microinje¢ao de R-96544 0,1umol/kg i.c.
nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4.3 GRUPO SB-204741 - ANTAGONISTA DE 5-HT2s

4.3.1 Efeitos intrinsecos do SB-204741 (0,1umol/kg) (10 yL i.c.) sobre a PAM e
FC basai.

Os valores basais de PAM (antes 82+3 mmHg vs 793 mmHg) ndo diferiram
significativamente com o uso desta droga. Houve diferenga estatisticamente
significativa nos valores da FC apds a administragcao de SB-204741 i.c. (307+£17 bpm
vs 373110 bpm, p<0,05) (Tabela 9 e 10 do anexo 3). (Fig 5A e 5B).
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Fig. 5A- Valores médios da PAM basal antes e apds microinjecdo de SB-204741
(0,1umol/kg) i.c. nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.
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Fig. 5B- Valores médios da FC basal antes e apds microinjecao de SB-204741 (0,1umol/kg)
i.c. nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4-3.2 Efeitos do SB-204741 (0,1 pmol/kg) i.c. na A PAM e na A FC sobre o
reflexo de BJ

A figura 6 € um registro de um experimento tipico onde podemos observar o
efeito do antagonista de 5-HT,g quando microinjetado na cisterna magna. Observou-
se que nao houve alteragdes reflexas da PAM e da FC ao induzir o reflexo BJ com
PBJ i.v.

Atenolol pbg1 pbg2 pbg3 SB-204741 pbg4 pbg5 pbg6 pbg7
(mm 200 v ¥ v | ' v v | '
9 100
_110 |
200 e N N e WL, N L O
(mmbig) |100
:10 _\_—h\_/\_/X/ ﬁ\_a-_\_/—_\_/ﬁ\_,.f
300
) 200 - - L
i e A A e

Fig. 6- Registro hemodinamico da pressao arterial pulsatil (PAP), a pressao arterial média
(PAM) e da frequéncia cardiaca (FC), medida com um frequencimetro a partir da onda de
pulso de pressdo arterial. Esse registro demonstra a atenuacdo das bradicardias e da
hipotensao sob o reflexo BJ, apds a aplicacdo de SB-204741 i.c.

O SB-204741, 0,1umol/kg, ndo alterou a variagdo da PAM no reflexo BJ
(antes: = -41+3 mmHg; vs 5min A= -30+3 mmHg; 20min A= -34+4 mmHg; 35 min
A= -33+£3 mmHg; 50min A= -30+3 mmHg). (Tabela 11 do anexo 3) (Figura 6A).
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Fig. 6A- Média de variagao da presséao arterial média durante o desencadeamento do reflexo
BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds microinje¢cao de SB-204741 (0,1 umol/kg
i.c.) nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.

O SB-204741, 0,1 umol/kg, ndo promoveu variagdo da FC no reflexo BJ
(antes: A= -185+ 12 bpm; vs 5min A= -179+17 bpm; 20min A= -188+19 bpm; 35min
A= -208%£11 bpm; 50min A= -187+22 bpm). (Tabela 12 do anexo 3) (Figura 6B).
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Fig. 6B- Média de variacao da frequéncia cardiaca durante o desencadeamento do reflexo
BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apds microinjegdo de SB-204741 0,1umol/kg
i.c. nos ratos anestesiados pré-tratados com atenolol.



4.4 COMPARACAO DA VARIACAO DA PAM E FC NOS REFLEXO BJ, ENTRE OS
GRUPOS SALINA, R-96544 E SB-204741

Ao comparar as meédias das variagcbes da PAM dos grupos experimentais,
apos microinjecdo i.c. das drogas teste, com as variagbes ocorridas no grupo
controle (salina i.c), observa-se que houve alteragdo significativa apds microinjegcéo
de R-96544 comparado ao grupo controle nos tempos 5 e 20 minutos (controle:
APAM= -42+6 mmHg e -41t4 mmHg) respectivamente; (R-96544: APAM= -29+3
mmHg, p<0,05; e -30+4 mmHg, p<0,05) respectivamente. Comparando o grupo de
SB-204741 com o controle, também houve alterag&o significativa aos 5 e 20 minutos
ap6s sua administragdo i.c. (APAM= -30+3mmHg, p<0,05 e -34t4mmHgQ)

respectivamente (Tabela 13 do anexo 4) (Figura 7A).
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Fig. 7A- Comparagao da média dos valores de variagcdo da PAM entre os grupos salina i.c.
(controle), R-96544 0,1umol/kg i.c. e SB-204741 0,1umol/kg i.c. durante o desencadeamento
do reflexo BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apés aplicagéo da droga teste.



Ao comparar as médias das variagbes da FC dos grupos experimentais, apos
microinje¢ao i.c. das drogas teste, com as variagdes ocorridas no grupo controle
(salina i.c), observa-se que houve atenuacgéo significativa apds microinjecdo de
R-96544 nos tempos 5, 20, 35 e 50, respectivamente, em AFC (-121+21 bpm
p<0,01; -85+12 bpm p<0,01; -84+£10 bpm p<0,01; -107+£19 bpm p<0,01) comparado
ao mesmo tempo do grupo controle (-199+15 bpm; -203£13 bpm; -204+21 bpm;
-210£18 bpm). Comparando o grupo de SB-204741 com o grupo controle, ndo houve
alteracao significativa em nenhum dos tempos apés sua administragao i.c. (-179+17
bpm; -184+19 bpm; -208+11 bpm; -187+22 bpm) (Tabela 13 do anexo 4) (Figura 8A).
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Fig. 7B- Comparacao da média dos valores de variagao da FC entre os grupos salina i.c.
(controle), R-96544 0,1umol/kg i.c e SB-204741 0,1umol/kg i.c. durante o desencadeamento
do reflexo BJ antes e nos tempos 5, 20, 35 e 50 minutos apés aplicagéo da droga teste.



DISCUSSAO



5 DISCUSSAO E CONCLUSAO

A investigagao do papel dos receptores 5-HT2 na regulagao cardiovascular
central tem sido controversa, ja que existem trés subtipos desses receptores e
diferengas de ativagao neuronal quando a via € monossinaptica ou polissinaptica. O
presente experimento utilizou a PBG para a ativagdo quimica dos receptores
cardiopulmonares. Essa droga foi escolhida por estimular seletivamente fibras C-
vagais existentes na area cardiopulmonar, sem ativacdo antidrbmica das fibras
eferentes vagais (Thorén, 1979), como ocorre com estimulagao elétrica do tronco
vagal seccionado; além de nao estimular os receptores atriais do tipo A ou B
(Paintal, 1955) nem sensibilizar os barorreceptores sinoatriais (Mott & Paintal,
1953). Com a PBG o reflexo de BJ pode ser obtido varias vezes, enquanto que
outras substancias quando injetadas repetidamente, levam facilmente ao fenémeno
de taquifilaxia (Dawes & Mott, 1950). O estudo foi realizado em ratos anestesiados
e pré-tratados com atenolol, sugerindo que receptores 5-HT2a centrais estao
envolvidos na ativacdo reflexa das vias parassimpaticas para o coracao,
desencadeada por PBG intravenosa. Esta sugestdo pode ser feita pois o atenolol,
por ser um antagonista [4-adrenérgico seletivo, ndo cruzar a barreira hemato-
encefalica nem interagir com receptores 5-HT, permite que se remova a influéncia
da variagdo do tbnus simpatico sobre a frequéncia cardiaca (Bogle ef al, 1990).
Mostrou-se que a injegao central de antagonista seletivo do receptor 5-HTaa

atenuou a bradicardia vagal promovida pela ativagao do reflexo BJ, através da



estimulagao de fibras aferentes cardiopulmonares com o uso de PBG. Este efeito
parece ser devido ao bloqueio dos receptores 5-HT2a, localizados no tronco
encefalico, pelo R-96544, ja que o bloqueio seletivo dos receptores 5-HT2s néo
alterou a bradicardia do reflexo. Como foi administrado atenolol antes da ativacao
do reflexo B.J., podemos atribuir as alteragdes reflexas ocorridas na freqiéncia
cardiaca, ao componente vagal do reflexo (Bogle ef al. 1990). Parece que os
receptores 5-HT2a ndo sao ativados tonicamente, mas sao recrutados durante o
reflexo BJ, ja que nao promoveram nenhuma mudanga nos parametros
cardiovasculare basais. Damaso ef a/. (2007), também n&o observaram alteragdes
da frequéncia cardiaca basal, mas relatam um aumento da PAM, ao injetar
antagonista de 5-HT7 i.c. em ratos anestesiados. A hipotenséo no reflexo BJ ocorre
tanto em consequéncia da bradicardia, como por reducdo do tbnus vasomotor
simpatico simpatico (Bell et al, 1993; De Burgh, ef a/, 1988), enquanto a
bradicardia € uma resposta predominante da ativagdo parassimpatica, sendo
praticamente abolida com o uso de atropina (Cao & Morrison, 2000; Verbene &
Guyenet, 1992). Alguns estudos mostram que parte residual da bradicardia é
atribuida ao componente simpatico ja que este é abolido pelo uso de antagonista
B -adrenérgico (Barron & Bishop, 1982; Zucker & Cornish, 1981). Salo ef a/. (2007),
demonstram a atividade do nervo simpatico cardiaco possui respostas diversas ao
ativar o reflexo BJ. Através de registros neurais, eles observaram que a atividade do
nervo simpatico cardiaco pode ser inibida, excitada e até mesmo ser inibida seguida

de excitagao, sendo esta ultima, a resposta predominante. Esses dados contrariam



a idéia de que sempre havia simpatoinibicdo durante o reflexo BJ. Esse trabalho
também demonstra que diferente dos nervos simpaticos cardiacos, os nervos
simpaticos vasomotores sempre apresentavam uma diminuicdo da sua atividade ao
desencadear o reflexo. A simpato-excitacao que ocorre apds a fase de inibigao, nao
alterou a resposta de bradicardia do reflexo, assim, esses autores sugerem que o
reflexo BJ excita uma via monotbnica de neurdnios cardioinibitorios vagais. Foi
sugerido que a simpato-excitagdo cardiaca pode ser devido a ativacéo de fibras
aferentes simpaticas ou mesmo por ativagao de fibras aferentes vagais, pois a
excitagao simpatica cardiaca foi reduzida pela vagotomia.

Varios autores encontraram bradicardia e hipotensdo ao microinjetar agonista
de receptor 5-HT2 no NTS (Shvaloff & Laguzzi 1986; Merahi ef al, 1992; Merahi e
Laguzzi, 1995), o que demonstra seu efeito facilitatério sobre o reflexo. N' Djaye e
colaboradores (2001), fizeram microinjecao de agonista de receptor 5-HT2 dentro do
NTS encontrando também uma resposta dose-dependente de hipotenséo e
bradicardia. Microinjecao bilateral de antagonista de NMDA reduziu, de forma dose-
dependente, tanto o baroreflexo quanto o cardiopulmonar. O efeito facilitatério do
agonista de 5-HT: foi prevenido por pré microinjecdo de baixas doses de
ketanserina ou por antagonista de receptores NMDA. Essas informagdes sugerem
que o receptor 5-HT2 dentro do NTS participa da modulagao facilitatéria do controle
reflexo da bradicardia, provavelmente através da interagcdao funcional com
receptores NMDA locais. Podemos, agora, sugerir que essa facilitagcdo ocorre

devido ativacao dos receptores 5-HT2a, j@ que o bloqueio do receptor 5-HT2a ndo



promoveu alteracdes nas respostas cardiovasculares por ativacado do reflexo BJ. O
mesmo efeito de atenuacao foi observado com o bloqueio de receptores 5-HT7
(Hagan ef al. 2000; Lovell et al,, 2000; Thomas ef al., 2003; Jordan ef al., 2005) e 5-
HT1a (Fletcher ef al, 1996; Jordan ef al, 2005). O receptor 5-HT7 é positivamente
acoplado a adenilato ciclase enquanto que o receptor 5-HT1a € negativamente
acoplado a adenilato ciclase (Alexander et al. 2004). O receptor 5-HT2a ativa
proteina Gq, induz ativagao da fosfolipase C e possui um efeito final de redug¢ao na
despolarizagao celular por ativar canais de cloreto ativados por Ca*? (citado em
Lacolley, ef al., 2006). Esse efeito € similar a ativagdo dos receptores 5-HT1a que
também causa uma inibigdo neuronal, mas promove um efeito facilitatério na via
vagal do reflexo B.J. ja que o bloqueio central de receptores 5-HT1a atenua o reflexo
parassimpatico para o coragao de ratos (Bogle ef a/ 1990), coelho (Futuro-Neto ef
al. 1993; Skinner et al. 2002) e de gatos (Wang & Ramage, 2001). No entanto,
Sévoz-Couche e colaboradores (2000), viram que fibras no NTS, que recebem
aferéncias polissinapticas das vias cardiopulmonares possuem efeito excitatério
através dos receptores 5- HT2a e 5-HT2s e inibitorio pelo receptor 5-HTz2c, no

entanto, eles nao testaram o efeito dos diferentes antagonistas dos receptores 5-

HT, na resposta do reflexo cardiopulmonar.

A serotonina possui efeito excitatério sobre os neurbnios pré-ganglionares
vagais quando aplicados em baixas correntes iontoforéticas, mas uma acédo de
inibicdo quando aplicado com altas correntes nos neurdnios do nucleo dorsal do
vago. (Wang et al., 1995). Foi mostrado que agonistas de 5-HT1x também possuem
acao excitatoria e inibitoria sobre os neurbnios vagais dorsais e neurdnios pré-
ganglionares cardiacos vagais de gato no nucleo ambiguo (Wang & Ramage, 2001).

Entretanto, apenas o efeito excitatério cardiopulmonar era atenuado com o



antagonista seletivo de 5-HT4a, sugerindo que a inibicdo era mediada por algum
outro receptor. A injegdo de agonista de receptores 5-HT4a dentro do IV ventriculo
(Shepheard et al., 1994) e dentro do NA e MDV aumentou o tonus vagal e a ativagéo
dos neurbnios pré-ganglionares cardiacos vagais por estimulagdo de receptores
cardiopulmonares, receptores das vias aéreas superiores e do nervo aodrtico, sao
atenuados pelo bloqueio dos receptores 5-HT4a centrais (Dando et al., 1998). Como
0s neurdnios pré-ganglionares vagais estdo sob inibigao tdbnica GABAérgica (Taylor
et al., 1990), é possivel que esse efeito facilitatorio seja mediado por desinibigao.
Isso vale também para os receptores 5-HT2a, ja que tanto 5-HTa e 5-HT,, quando
estimulados por agonistas, causam diminuicdo da despolarizagdo neuronal.

Assim como demonstrado neste trabalho, Kellett et al. (2005), também
observaram atenuacgao da frequéncia cardiaca sob o reflexo BJ logo apds 5 min da
injecdo i.c. de antagonista de 5-HT;. Assim como os receptores 5-HT, e 5-HTy,
parece que, pelo menos em ratos anestesiados, o receptor 5-HT,n ndo sao
tonicamente ativados, mas sao recrutados durante o reflexo cardiopulmonar, ja que
seu o antagonista seletivo ndo promoveu nenhuma mudanga nos valores basais da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial média. O antagonista do receptor 5-HTz
nao promoveu alteracbes na frequéncia cardiaca quando o reflexo foi
desencadeado, mas aumentou a frequéncia cardiaca basal, o que sugere sua
participacao tbnica. Em uma pesquisa sobre o papel dos receptores 5-HT,a do NTS,
na resposta de bradicardia quando a area pré-Optica do hipotalamo é ativada, foi
microinjetado agonista de GABAA no NTS prevenindo a diminuigdo da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca quando a area pré-o6ptica € ativada. Foi ainda
observado que microinjecdo de antagonista especifico de 5-HT2a no NTS néo alterou
a diminuicao nos parametros cardiovasculares basais induzidos pela estimulacao da
area pre-oOptica, mas preveniu a bradicardia do barorreflexo aértico (Sévoz-Couche
et al. 2006). Apesar de o reflexo estudado ter sido o baroreflexo, as vias de ativacao
do reflexo BJ e do baro sdo muito semelhantes e assim, esses resultados reforcam
nossos achados de que os receptores 5-HT,n participam das respostas
cardiovasculares reflexas, mas ndo promovem alteracées nem a frequéncia cardiaca
nem a pressao arterial basal.

Ja foi demonstrado que aplicagao iontoforética, in vivo, de agonistas de
receptores 5-HT, pode excitar, inibir ou ndo promover nenhum efeito nos neurdnios

do NTS (Wang et al. (1997). Em 2000, Sévoz e colaboradores, relatam que os



efeitos diversos ao estimular receptores 5-HT, com um agonista DOI, em neurénios
do NTS que recebem aferéncias da via vagal vinda de areas cardiopulmonares,
eram devido a ativagdo de vias monossinapticas ou polissinapticas, causando
inibicdo e excitagcao, respectivamente. Eles aplicaram agonistas de receptores
serotonérgico em neurénios do NTS que recebem aferéncias cardiopulmonares de
forma monossinaptica, e demonstram que, os receptores 5-HT,a causam inibigao,
5-HT2s ndo promove alteragdes e 5-HT,c causa inibigdo. Ja nos neurdnios ativados
por mais de uma sinapse, promovia excitagdo principalmente através dos
receptores 5-HT,g, pois apenas seu agonista seletivo era capaz de excitar esses
células. Isso pode explicar, em parte, nossos resultados, onde o antagonista de 5-
HT,a inibe a bradicardia, enquanto que o 5-HT,5 ndo produziu nenhum efeito no
reflexo. Como houve alteragdo da frequéncia cardiaca basal pelo bloqueio dos
receptores 5-HT,g, podemos sugerir que esse efeito ocorra através das vias
polissinapticas que promove excitacdo através da estimulacdo de 5-HT .

A presenca de receptores 5-HT,5n em areas do tronco encefalico tem sido
documentada (Pompeiano et al., 1994), mas os receptores 5-HT,g foram
encontrados apenas na medula espinhal (Helton et al., 1994) e algumas areas do
cérebro (Duxon et al., 1997a). Embora nao estar demonstrado a expressdo dos
receptores 5-HT25 no tronco encefalico, estudos funcionais sugerem que eles estao
presentes no NTS (Sévoz-Couche, et al., 2000).

Conforme foi discutido na Introducao, apesar do vasto conhecimento sobre o
mecanismo periférico que desencadeia o reflexo de BJ, ainda ha muito para se
investigar sobre a modulagao central deste reflexo. Evidéncias sugerem que as vias
reflexas, tanto do barorreflexo como do reflexo de BJ, envolvem estruturas neurais
em comum e sao integrados a nivel bulbar, convergindo para neurénios no NTS
(Jordan & Spyer, 1986; Kidd, 1987). Essa estrutura desempenha papel fundamental
na regulacdo cardiovascular, ndo s6 por ser o local de convergéncia das aferéncias
periféricas e sua primeira estacio sinaptica, mas também por distribuir a informacao
a diferentes nucleos bulbares e supra-bulbares, além de ser ainda local de
modulagdo da resposta reflexa e da propria informacédo aferente. O NTS envia
projegcbes monossinapticas para neurdnios cardiacos vagais no NA e eles
participam de forma essencial no controle reflexo cardiovascular. Essas vias podem
estar relacionadas com o aumento da pressao sanguinea e a atividade das vias

aferentes baroceptoras, as quais ativam neurénios no NTS e aumenta a atividade



cardioinibitéria eferente reduzindo a frequéncia cardiaca e a for¢ca de contragcdo do
coragao (Neff et al., 1998). Tem-se demonstrado que o neurotransmissor envolvido
nessa primeira sinapse € o glutamato, atuando em receptores ionotrépicos do tipo
NMDA e nao-NMDA. A rapida ativacdo mediadas pelos ndo-NMDA podem estar
envolvidos nas rapidas mudangas da atividade dos nervos cardiacos vagais e
promover as rapidas alteragdes na frequéncia cardiaca que ocorrem em condicdes
onde ha uma perturbagdo na pressao sanguinea e ativagdo dos baroceptores (Neff
et al., 1998) ou receptores cardiopulmonares. Wang et al. (1991) também sugerem
que a ativagao dos receptores NMDA também s&o necessarios para uma rapida
transmissao das informagdes do NTS para neurdnios no NA.

Apesar do nosso trabalho ndo ter sido especificamente sobre o NTS, os
aferentes sensoriais estimulados neste estudo terminam dentro do NTS, onde
informagdes aferentes viscerais sdo processadas e integradas (Jordan & Spyer,
1986). Deste nucleo, fibras atingem areas ventro-laterais do bulbo incluindo nucleo
ambiguo, regides ventro lateral caudal (CVLM) e rostral (RVLM) do bulbo e o nucleo
motor dorsal do vago (DVM) (Jordan & Spyer, 1986; Sevoz et al.,1997) que sao
locais que contem neurdnios pré-ganglionares cardiacos parassimpaticos (Taylor, et
al., 1999). Todos esses locais podem ter sido atingidos, por difusdo do antagonista,
ja que eles foram injetados na cisterna magna e esta regido se encontrar a 1,7 mm
dos nucleos caudais da rafe (Paxinos & Watson, 1986). Assim, um ou mais desses
nucleos podem estar envolvidos na modulagéo descrita neste trabalho, ja que todos
recebem inervacdo de fibras nervosas contendo serotonina. Verbene e
colaboradores (1989) mostraram que lesdes eletroliticas bilaterais ou inje¢cdes de
antagonistas dos aminoacidos excitatérios, dentro de CVLM, atenuou as respostas
do reflexo de Bezold-Jarisch desencadeadas por injegbes intravenosas de 5-HT, o
que indicou claramente ser CVLM um importante sitio bulbar atuando como
mediador da integracdo reflexa cardiovascular. Essas observagdes parecem indicar
que neurdnios na CVLM sao mediadores do reflexo cardiopulmonar por meio de
projegdes inibitdrias, onde o principal neurotransmissor envolvido € o GABA, para
neurénios vasomotores localizados em RVLM. No entanto, como Salo et al. (2007)
encontraram simpato-excitagao dos neurbnios cardiacos, existe a possibilidade de
que esta resposta excitatéria ndo seja mediada via RVLM e sim por outras vias

neurais. O preciso local destes receptores 5-HT,a ndo foi determinado neste estudo.



Estudos em ratos acordados envolvendo os receptores 5-HT,, sobre o reflexo B.J.,
nao foram realizados, mas é possivel que tenha um efeito semelhando aos
resultados das pesquisas em ratos anestesiados, ja que um estudo de Damaso e
colaboradores (2007) avaliou o papel do receptor 5-HT7 dentro do sistema nervoso
central, na modulagao das respostas cardiovasculares sob ativacdo do quimio, baro
e reflexo cardiopulmonar, e na modulagao da pressao arterial e frequéncia cardiaca,
usando aplicagao intracisternal de um antagonista seletivo de 5-HT; em ratos
acordados. Houve reducdo na presséao arterial média e da bradicardia quando os

trés reflexos foram ativados.

Até o momento, sabe-se que o receptor 5-HT,a esta presente em diversos
orgaos e ativando diferentes fungdes, como contragdo do musculo liso uterino,
relaxamento dos musculos lisos vasculares e promove vasoconstricao , induzida por
5-HT, na hipertensdo induzida por sal, mantendo a alta pressdo nesta afeccao
(Banes & Watts, 2003). Também esta presente no figado humano e rins, pancreas,
baco, estbmago e artéria pulmonar porcinos, onde eles promovem contragao
muscular e relaxamento respectivamente (Nagatomo, 2004). Sévoz-Couche et al.,
(2000) citam que a aplicagéo, in vivo, de agonista de receptor 5-HT, produz
diferentes efeitos na atividade neuronal. Em diversos sistemas, a ativacao seletiva
deste receptor promove aumento na atividade neuronal como nas células
noradrenérgicas hipotalamicas, neurbnios do nucleo rubro, células do RVLM,
motoneurdnios espinhais, células reticulares pontinas, neurbnios vestibulares e
alguns neurbnios do nucleo denteado cerebelar. No entanto, alguns estudos
demonstram o efeito inibitério quando os receptores 5-HT, sao seletivamente
ativados, como em células dorsais da rafe, alguns neurénios do nucleo denteado
cerebelar e girus denteado do hipocampo. Um estudo in vitro, demonstra que, a
ativacao de receptores 5-HT, produz uma despolarizagao pos-sinaptica e aumenta
tanto a amplitude quanto a frequéncia dos potenciais pds-sinapticos excitatorios
(Brooks & Albert, 1995). No entanto, Wang et al. (1997) relatam que a aplicagéao
inoforética, in vivo, de agonistas de receptores 5-HT, pode excitar, inibir ou nao
promover nenhum efeito nos neurénios do NTS.

Comet, et al., (2007), realizaram um estudo em ratos anestesiados,
administrando DOI (agonista de 5-HT;) dentro do NTS, causando bradicardia e a

hipotensdo. Esses efeitos foram abolidos ao administrar, intra NTS, um antagonista



seletivo de 5-HT2a, mas nao foi revertido pelo antagonista seletivo de 5-HT2s ou 5-
HT,c. No mesmo experimento, eles fizeram registros extracelulares e observaram
gue a maioria dos neurbnios no RVLM era inibida pela estimulagao de receptores 5-
HT2a do NTS. Essas informagdes mostram que a ativagéo do receptor 5-HT2a, mas
nao o 5-HTys ou 5-HT,c, localizados no NTS, promove hipotensdo e bradicardia e
que estes efeitos sao produzidos via inibicdo de neurdnios cardiovasculares no
RVLM. Apesar de este experimento analisar respostas sobre o componente
simpatico, mais uma vez, comprova o efeito inibitério do receptor 5-HTp e seu efeito
facilitatorio sobre a modulagao do reflexo B.J.

As alteragdes na frequéncia cardiaca e pressao arterial, sob ativagcdo do
reflexo BJ, envolvendo os receptores 5-HT3, sdo controversas. Sévoz-Couche et al.
(1996b) diz que sua ativagédo por agonistas no NTS de ratos anestesiados inibe a
bradicardia reflexa. Pires e colaboradores (1995) administraram um antagonista de
5-HT3 i.c. e também observaram significante atenuagédo da bradicardia reflexa e em
1998 observaram que microinjecdo no NTS atenua tanto a bradicardia quanta a
hipotensao reflexa; e ainda, em 2001, Leal e colaboradores fizeram microinjegao
bilateral de agonista de 5-HT3; no NTS de ratos acordados e houve atenuagéo da
bradicardia e hipotensdo causada pelo reflexo cardiopulmonar. Esses ultimos
resultados sdo semelhantes ao encontrado neste estudo ao bloquear os receptores
5-HTa.

Concluindo, o presente estudo demonstra que em adicdo aos receptores 5-
HT1a, 5-HT3 e 5-HT, os receptores 5-HT,4 também participam do “drive” vagal para
o coracdo. O fato das respostas cardiovasculares terem sido atenuadas pelo
antagonista de 5-HT,a sugere que estes receptores, em alguma area do tronco
encefalico, e ndo o receptor 5-HTg, facilitam as respostas autonémicas ao ativar o
reflexo Bezold-Jarisch, enquanto os receptores 5-HT,s parecem atuar na
modulagao ténica da FC.
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Tabela 1 — Média da PAM (mmHg) antes e apds salina 10 L i.c.

ANEXO 1

Animais Antes Salina  Apés Salina
01 90 84

02 106 100

03 78 89

04 98 93

05 103 106

06 104 98

07 102 105

08 102 106

Média + EPM  98%3 9843

Os valores s&o expressos como média + EPM

Tabela 2 — Média da FC (bpm) antes e ap6s salina 10 pL i.c.

Animais Antes Salina Apos Salina
01 366 398

02 281 275

03 387 420

04 360 350

05 405 432

06 333 347

07 355 367

08 355 367

Média + EPM 35513 37017

Os valores s&o expressos como média + EPM

Tabela 3 - A de PAM (mmHg) sobre o reflexo de BJ antes e apds salina 10 plL i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -43 -41 -38 -40 -31
02 -63 -66 -49 -29 -48
03 -57 -61 -63 -67 -64
04 -43 -34 -34 -34 -42
05 -32 -37 -30 -39 -33
06 -57 -53 -48 -38 -38



07 -27 -22 -34 -17 -14

08 -26 -21 -31 -15 -14

Média + EPM  -44+5 -42+6 -41+4 -3516 -36+6
Os valores s&o expressos como média + EPM

Tabela 4 - A de FC (bpm) sobre o reflexo de BJ antes e apés salina 10 yL i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -221 -202 -247 -226 -194
02 -205 -212 -169 -111 -164
03 -275 -280 -267 -325 -304
04 -231 -174 -172 -191 -269
05 -148 -168 -171 -189 -161
06 -190 -237 -209 -211 -204
07 -179 -162 -195 -191 -192
08 -177 -156 -192 -191 -190

Média + EPM  -203+14  -199+15  -203+13  -204+21  -210%18
Os valores sédo expressos como média + EPM

ANEXO 2

Tabela 5 — Média da PAM (mmHg) antes e apds R-96544 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes R-96544  Apods R-96544
01 80 89
02 84 85
03 73 72
04 106 92
05 81 84
06 97 88
07 113 115
08 86 72
09 95 90
Média + EPM  90+4 87+4

Os valores s&do expressos como média + EPM

Tabela 6 — Média da FC (bpm) antes e apos R-96544 (0,1umol/kg) L i.c.

Animais Antes R-96544  Apos R-96544
01 298 345
02 340 323
03 357 314
04 364 344
05 372 386
06 361 369
07 366 389
08 322 358
09 298 320
Média + EPM 342410 3509

Os valores s&o expressos como média + EPM

Tabela 7 - A de PAM (mmHg) sobre o reflexo de BJ antes e apds R-96544 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -37 -29 -18 -32 -30
02 -34 -39 -34 -29 -30
03 -37 -27 -19 -34 -21
04 -50 -35 -47 -43 -40
05 -47 -36 -36 -36 -32
06 -49 -15 -41 -38 -41
07 -51 -38 -33 -36 -44

08 -30 -10 -13 -19 -25



09 -39 -30 -31 -33 -28
Média + EPM  -42+3 -29+3 **  -30+4 **  -33+2 -32+3 *
Os valores sédo expressos como média + EPM * p<0,05 e ** p<0,01 comparado aos valores antes da

microinjecao.

Tabela 8 - A de FC (bpm) sobre o reflexo de BJ antes e apos R-96544 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -178 -160 -94 -133 -133
02 -190 -188 -144 -66 -110
03 -260 -85 -127 -127 -192
04 -158 -53 -87 -69 -74

05 -235 -192 -19 -63 -33

06 -224 -42 -77 -75 -68

07 -196 -204 -62 -55 -192
08 -175 -76 -60 -65 -73

09 -183 -88 -95 -107 -88

Média + EPM  -200+11  -121+21** -85+12**  -84+10**  -107+19**
Os valores sédo expressos como média + EPM **p<0,01 comparado aos valores antes da microinje¢ao.

ANEXO 3

Tabela 9 — Média da PAM (mmHg) antes e apds SB-204741 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes SB-204741 Apds SB-204741
01 87 82

02 83 83

03 83 73

04 72 67

05 92 91

06 74 75

07 84 80

Média + EPM  82+3 79+3

Os valores sédo expressos como média + EPM

Tabela 10 — Média da FC (bpm) antes e apés SB-204741 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes SB-204741 Apds SB-204741
01 311 385

02 243 371

03 367 421

04 277 337

05 293 356

06 362 376

07 298 364

Média + EPM 30717 373+10 *

Os valores sédo expressos como média + EPM * p<0,05 comparado aos valores antes da microinje¢ao.

Tabela 11 - A de PAM (mmHg) sobre o reflexo de BJ antes e apds SB-204741 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -41 =27 -30 -28 -28

02 -40 -26 -28 -33 -29

03 -46 =27 -32 -31 -37

04 -56 -47 -54 -47 -42

05 -39 -23 -28 =27 -23

06 -29 -21 -26 -25 -17

07 -38 -36 -37 -44 -32
Média + EPM -41+3 -30+3 -34+4 -33+3 -30+3

Os valores séo expressos como média + EPM * p<0,05 comparado aos valores antes da microinjecao.



Tabela 10 - A de FC (bpm) sobre o reflexo de BJ antes e apds SB-204741 (0,1umol/kg) i.c.

Animais Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
01 -191 -129 -187 -186 -186
02 -147 -155 -142 -208 -205
03 =211 -232 -249 -250 -283
04 -212 -139 -148 -232 -105
05 -200 -219 -223 -212 -166
06 -196 -150 -125 -157 -142
07 -136 -228 -244 -217 -220

Média + EPM -185+12  -179+17  -188+19  -208+11 -187422
Os valores s&o expressos como média + EPM

ANEXO 4

Tabela 13- A de PAM (mmHg) sobre o reflexo de BJ antes e apds administragdo de salina i.c. (controle), R-
96544 0,1umol/kg i.c e SB-204741 0,1umol/kg i.c.

Grupo Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
Salina i.c. 4415 4246 -41+4  -35%6 -3616
R-96544 (0,1umol/kg) i.c. -42+3 -29+3 * -30+4 * -3312 -3243
SB-204741 (0,1ymol/kg)i.c  -41+3 -30+£3* -34+4* -3313 -30+3

Os valores sédo expressos como média + EPM . * p<0,05 comparado ao grupo controle.

Tabela 14- A de FC (bpm) sobre o reflexo de BJ antes e ap6s administragdo de salina i.c. (controle), R-96544
0,1umol/kg i.c e SB-204741 0,1umol/kg i.c.

Grupo Antes 5 min 20 min 35 min 50 min
Salina i.c.
-203+14 -199+15 -203+13  -204+21  -210¢18
R-96544 (0,1umol/kg) i.c. -200+11 -121£21**  -85+12**  -84+10** -107x19**

SB-204741 (0,1umol/kg)i.c  -185%12 -179+17 -188+19  -208+11  -187+22

Os valores séo expressos como média + EPM . * p<0,05 e **p<0,01 comparado ao grupo controle.
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