


UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGIA

O ENVOLVIMENTO DOS TRANSPORTADORES DE
MONOAMINAS NA CAPTACAO DE SEROTONINA EM
VEIAS

MANUEL ADALBERTO ALFARO DE PRA

Floriandpolis
2012






O ENVOLVIMENTO DOS TRANSPORTADORES DE
MONOAMINAS NA CAPTACAO DE SEROTONINA EM
VEIAS

Manuel Adalberto Alfaro De Pra

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Farmacologia do Centro
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Santa Catarina como requisito
parcial para a obten¢do do titulo de Mestre
em Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Aurea Elizabeth
Linder

Co-Orientador: Prof. Dr. Anicleto Poli

Florianopolis
2012






O ENVOLVIMENTO DOS TRANSPORTADORES DE
MONOAMINAS NA CAPTACAO DE SEROTONINA EM
VEIAS

POR

MANUEL ADALBERTO ALFARO DE PRA

Dissertacdo julgada e aprovada em sua forma final pelos
membros da Banca Examinadora, composta pelos professores
Doutores:

Profa. Dra. Aurea Elizabeth Linder
Presidente — FMC/UFSC

Prof. Dr. José Eduardo da Silva Santos
FMC/UFSC

Profa. Dra. Lusiane Maria Bendhack
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP

Profa. Dra. Thereza C. Monteiro de Lima
Coordenadora o Programa de PG em Farmacologia - UFSC
Floriandpolis, 27 de fevereiro de 2012






"N4&o hé fatos eternos, assim como nédo ha
verdades absolutas"
(Nietzsche)






AGRADECIMENTOQOS
Aos meus pais, Tito e Tania, pelo apoio incondicional em todos os
momentos da minha vida.

A minha orientadora, Dra. Aurea Elizabeth Linder, pelos ensinamentos,
paciéncia e disponibilidade para corrigir esta dissertagao.

Ao Professor Dr. Anicleto Poli pelos ensinamentos, por disponibilizar
equipamentos, reagentes e drogas muito importantes para a realizagdo
deste trabalho.

A Professora Dra. Rosa Maria Ribeiro do Valle Nicolau por
disponibilizar equipamentos e laboratério.

A todos os colegas e amigos do departamento de farmacologia.

A todos os professores do curso de pés-graduacdo em farmacologia
pelos valiosos ensinamentos que contribuiram para a minha formagé&o.

Aos professores Dr. José Eduardo da Silva Santos e Dra. Lusiane Maria
Bendhack pelas valiosas contribuigdes dadas a este trabalho.

Ao apoio financeiro da FAPESC/CNPg, FUNPESQUISA e PPG-FMC.






SUMARIO
INTRODUGAO. ......ocoueeeeeeeereie s neess s vessesss s es e
1.1 .Serotoningd (5-HT)...cocvvvieee et
1.2 Biosintese e metabolismo da 5-HT..........cccocevvvveivcivecnseinnen,
1.3 Armazenamento e localizag80 da 5-HT........cccooviiiiiiinenene
1.4 Captacdo e liberacdo de 5-HT ......ccooveveiiieiie e
1.5 O papel da 5-HT no sistema cardiovascular..............ccccervevrnene.
1.6 Receptores para 5-HT ..o
1.7 O sistema serotoninérgico no sistema cardiovascular...............
OBUIETIVOS......c oottt ettt
2.1 ODBjetiVo Geral......coveveeirece e
2.2 Objetivos eSPECITICOS. .....cuvviievrce et
MATERIAIS E METODOS........oooeveeeeeieseeeeee e
3 L ANIMAIS. .t cieitirieie ettt sre e renrennens
K7 O] [=1 7 Wo I (=T o (o J
3.3 Procedimentos eXperimentaiS..........ccevvrereeererevenesneeennneenns
3.3.1 Captacdo de serotonina (5-HT).....cooevvivrivcninicie s
3.3.1.1 Protocolos experimentais de captacdo............coevvvvvrvrvernnnn
3.3.1.2 Quantificacdo de 5-HT e de 5-HIAA no sobrenadante das
AMOSITAS. ettt ettt ettt et st st et bbb
3.3.1.3 Determinacao de proteinas totais.........covevvvivrievvvevievnnneneas
3.3.2 Avaliacdo da resposta contratil de veia jugular......................
3.3.2.1 Protocolos experimentais da contrago...........ccoceveecerrienens
3.4 ANALISE ESTALISICA. . .veveveveieriie e e
3.5 MALEITAIS. vttt e e
3.5.1 EQUIPAMENTOS. ....eveeierieiecee e sre et e et sr e en e sr e sneere s
3.5.1.1 Cromatografo liquido de alta eficiéncia.............cceceveevneeee.
3.5.1.2 Sistema para 6rgaos isolados.........ccccoeveeieviireciensiecinenns
3.5.2 COMPOSLOS € FEAGENTES. .....ccvveveeeeriere e ste e e seestae st st enes
RESULTADOS. ...ttt st ettt ssere s s s nen
4.1 Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA.......c.ccovvviviiecee e
4.2 Avaliacdo da reatividade vascular da veia jugular....................
DISCUSSAOQ. .....ceoerimeeiseeisssssssesssesssses s
5.1 Avaliacdo dos mecanismos de captacdo e metabolismo de 5-
HT N0 SIStEMA VENOSO......oviveieierieeiietii et it s
5.2 Avaliacdo da reatividade vascular de veias e a influéncia de
substancias que interferem na homeostase da 5-HT ............cccc.......
CONCLUSAD. ......ooierieeeeeeeies e
REFERENCIAS. .....coietieeeinessee s essss st sss s






5-HT
5-HIAA
SNC
TPH
SERT
MAO
NE

DA
DAT
NET
sLC
HUGO
OCTs
EMT
scv
NO
CEUA
EPM
ANOVA
HPLC

LISTA DE ABREVIACOES

Serotonina

Acido 5-Hidroxi-indolacético

Sistema nervoso central

Triptofano hidroxilase

Transportador de Serotonina
Monoaminoxidase

Noradrenalina

Dopamina

Transportador de dopamina
Transportador de noradrenalina
Carreadores de soluto

Organizagdo do genoma humano
Transportadores de cétions organicos
Transportador extraneuronal de monoaminas
Sistema cardiovascular

Oxido Nitrico

Comissdo de ética para uso de animais
Erro padrdo da média

Anélise de variancia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia



Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:
Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:
Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:
Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

LISTA DE FIGURAS

Sintese da 5-HT......ccooviiiiri e
Esquema ilustrativo do protocolo de avaliagcdo da
Captacao de 5-HT ...
Niveis intracelulares de 5-HT e 5-HIAA (pg/ng de
o0 (=TT ) U STURRN
Niveis intracelulares de 5-HT e 5-HIAA (pg/ng de
teCido UMId0)......cooerieiee e
Niveis de 5-HT e 5-HIAA apdés a exposicdo a
veiculo ou a concentragbes crescentes de 5-HT
exdgena (pg/nag de proteina).........ccccoevverevrenereenene
Niveis de 5-HT e 5-HIAA apds a exposicdo a
veiculo ou a concentragbes crescentes de 5-HT
exogena (pg/mg de tecido UMido)......c.cceveevvvrvrienenns
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenga de
diferentes concentrag@es de pargiling.............c.cecevuee..
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
PAIGIlING. ....ccveiieeec e
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
FIUOXELING. ...
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
IMIPIAMING.....oiveeieieeceeeee s
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
AESIPramiNa......ccveiereeieere e
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
(0700 X 17 TSSO
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
NOrfenfluraming..........cccoovvvreniinccee e,
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de
ECYNIUM=-22......cooiieie e
Curvas concentracgao resposta para 5-HT na auséncia
e presenca de veiculo em veia jugular de ratos...........
Resposta contratil para 5-HT na presenca de
fluoxetina em veia jugular de ratos............cccceverernnne
pD, obtidos nhas curvas concentragdo resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou
FIUOXELING. ...
Resposta contratil para 5-HT na presenca de
imipramina em veia jugular de ratos............c..ccceueunee.

20

31

32

35

36

40

43

46

49

52

54

57

60

62

65

66



Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou
IMIPIAMING......cocieiecececcee e
Resposta contratil para 5-HT na presenca de
desipramina em veia jugular de ratos............c.ccceeruennn

pD, obtidos nas curvas concentracao resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou
dESIPIamMINa. ......coereiieiiie e
Curvas concentragdo resposta para 5-HT na auséncia
e presenca de pargilina em veia jugular de ratos.........
pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de wveiculo ou
PAFGIlING. ....civiiriei e
Curvas concentragdo resposta para 5-HT na auséncia
e presenca de decynium-22 em veia jugular de

pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou
ECYNIUM=22......cooiiiiiiiiicie e

70

73

74

76

77

80



Quadro 1:

Quadro 2:
Quadro 3:
Quadro 4:
Quadro 5:

Quadro 6:

LISTA DE QUADROS

Nomenclatura adotada pelo comité da organizagdo
do genoma humano (HUGO) para a familia de

carreadores de Solutos (SLC)....cccevvvvrvrinncienenienenns 09
Composicédo da solucdo fisioldgica salina................... 18
Composicao da solucéo tampdo para tecidos.............. 19
Protocolos eXperimentais..........cooeveererieeneeenenenenn. 21
Substancias adicionadas antes da segunda curva

concentracao resposta de 5-HT.......c..ccoovveneivivinnnne 25
Composicao da fase mOvel..........ccccovereiiieieiicee, 26



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

LISTA DE TABELAS

Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
JUQUIAT dE TA0S.......veveieiicie e
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
jugular de ratos na presenca de diferentes
concentragBes de 5-HT ...
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA na presenga de
PAFGIHIING. ..o s
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA frente a
exposicdo a 5-HT exdgena na presenca de
PAFGIlING. ...
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de
FIUOXELING. ...
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de
IMIPIAMING. ..o s
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de
deSIPraming......ccccveveriieeircs e e e
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava de
ratos expostas a 5-HT na presenga de
(0700 Y - OO S
Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA frente a
exposicao a norfenfluramina............ccoevevveiviivneinnns
Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e
jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de
ECYNIUM=-22......coo e
Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de veiculo

Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de fluoxetina

33

37

41

44

47

50

53

55

58

61

63



Tabela 13;

Tabela 14:

Tabela 15:

Tabela 16:

Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de imipramina
(EBSEE) ettt
Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de desipramina

Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de pargilina

Valores de pD2 e do efeito maximo obtidos nas
duas curvas concentracdo resposta para 5-HT na
auséncia (controle) e na presenca de veiculo ou
decynium-22 (tESTE).......ervrvrerrerriecriee e

71

75

78



Resumo
DE PRA, M.A. “O envolvimento dos transportadores de
monoaminas na captacdo de serotonina em veias”. 2012. Disserta¢do
(Mestrado em Farmacologia) — Programa de Pés-Graduagdo em
Farmacologia, Universidade Federal de Santa Catarina.

A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor que estd amplamente
distribuido nos principais sistemas fisioldgicos e apresenta uma ampla
variedade de funcbes, tanto em sistemas neuronais quanto em
extraneuronais. No sistema cardiovascular sabe-se que a 5-HT esta
envolvida na regulacdo do ténus vascular, no processo de coagulagdo
sanguinea e também estd associada a algumas patologias como
aterosclerose e hipertensdo pulmonar. Entretanto, o seu papel neste
sistema ndo foi completamente elucidado. Estudos recentes
demonstraram que veias e artérias sdo capazes de sintetizar, captar e
metabolizar a 5-HT e que a captagdo de 5-HT em artérias parece ser
mediada pelo transportador de 5-HT (SERT), enquanto que veias
captam 5-HT por um mecanismo independente do SERT. Além disso,
uma vez dentro da célula, a 5-HT também pode interagir com proteinas
intracelulares através de um processo denominado serotonilagéo,
modulando, desta forma, a atividade destas proteinas. Esses dados
indicam que a 5-HT ndo exerce suas agdes nos principais sistemas
fisioldgicos somente através da ativacdo de seus receptores. O objetivo
do presente trabalho foi caracterizar o0 mecanismo de captacdo da 5-HT
em veias e investigar a influéncia de substancias que alteram a
homeostase da 5-HT na reatividade vascular da veia jugular. Através da
quantificacdo de 5-HT e do seu metabdlito o acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), determinamos os niveis basais destas substancias nos vasos.
Em seguida, determinamos os niveis de 5-HT e 5-HIAA ap6s a
incubacdo com 5-HT exdgena na presenca de veiculo ou de substancias
que influenciam o metabolismo, liberacdo ou captacdo de 5-HT. Em
presenca de pargilina, um inibidor da enzima que degrada a 5-HT, a
monoamina oxidase (MAO), houve diminuicdo dos niveis de 5-HIAA,
associada ao aumento dos niveis de 5-HT, indicando que o metabolismo
da 5-HT foi inibido e sugerindo a participacdo desta enzima neste
processo. A fluoxetina, um inibidor seletivo do transportador de 5-HT
(SERT), a imipramina e a desipramina, inibidores dos transportadores
de noradrenalina (NET) e do SERT e a cocaina, um inibidor dos
transportadores de dopamina (DAT) e NET, ndo influenciaram na



captacdo da 5-HT. Por outro lado, na presenca de decynium-22, um
inibidor ndo seletivo dos transportadores de cations organicos (OCTSs),
houve uma diminuicdo da captagdo de 5-HT tanto na veia jugular quanto
na veia cava. Em presenca de norfenfluramina, um substrato do SERT
que promoveria liberacdo de 5-HT de estoques intracelulares ndo foi
observada diminuigdo nos niveis intracelulares de 5-HT, sugerindo que
ndo ha armazenamento de 5-HT em vesiculas intracelulares. As curvas
concentracao resposta para 5-HT realizadas em veia jugular na presencga
de fluoxetina, imipramina, desipramina, cocaina e decynium 22 foram
deslocadas para a direita em relacdo as curvas realizadas na presenca de
veiculo. A pargilina potencializou a contragdo da 5-HT em veia jugular.
Desta forma, concluimos que a captacdo de 5-HT em veia jugular e veia
cava de ratos se da através dos OCTs de modo independente de SERT,
NET e DAT. Além disso, a fluoxetina, imipramina, desipramina,
cocaina e decynium-22 interferem na resposta contratil & 5-HT por
outros mecanismos que ndo a inibicdo da captacdo de monoaminas.
Finalmente, nossos resultados apontam para um provavel envolvimento
da 5-HT intracelular na resposta contratil induzida por 5-HT em veia
jugular de ratos.

Palavras-chave: Veias. Serotonina, 5-HT. Monoaminas.
Transportadores. Captacéo.



Abstract

De Pr4, MA. “The involvement of monoamine transporters in the
serotonin uptake in veins” 2012. Dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia) — Programa de Po6s-Graduacdo em Farmacologia,
Universidade Federal de Santa Catarina.

Serotonin (5-HT) is a neurotransmitter widely distributed in the major
physiological systems and has a wide variety of functions in both
neuronal and extraneuronal systems. In the cardiovascular system 5-HT
is involved in the regulation of vascular tone, blood coating process and
is also associated with some diseases such as atherosclerosis and
pulmonary hypertension. However, the role of 5-HT in the
cardiovascular system has not been fully elucidated. Recent studies
show that veins and arteries are able to synthesize, uptake and
metabolize 5-HT and whereas arteries take up 5-HT via SERT, 5-HT
uptake in veins is SERT independent. The 5-HT has action in the main
physiological system activating its receptor. Furthermore, once inside
the cell, 5-HT may also interact with intracellular proteins by a process
called serotonilation, modulating the activity of these proteins. These
findings indicate that 5-HT does not exert its functions in the main
physiological systems solely by activating its receptors. The goal of this
study was to characterize the mechanism by which 5-HT is taken up in
veins and to investigate the influence of substances that alter 5-HT
homeostasis in vascular reactivity of the jugular vein. By quantification
of 5-HT and its metabolite 5-hydroxy indoleacetic acid (SHIAA) by
high performance liquid chromatography (HPLC), the basal levels of
these substances in veins were determined. Then, the levels of 5-HT and
5-HIAA in jugular vein and vena cava after incubation with exogenous
5-HT in presence of vehicle or substances that influence the uptake,
release or metabolism of 5-HT were measured. In the presence of
pargyline, an inhibitor of the enzyme that degrades 5-HT, 5-HIAA
levels were decreased associated with an increase in 5-HT content.
Fluoxetine, a selective inhibitor of the 5-HT transporter (SERT),
imipramine and desipramine, norepinephrine transporter (NET) and
SERT inhibitors and cocaine, a dopamine transporter (DAT) and NET
inhibitor had no effect in 5-HT uptake. On the other hand, in the
presence of decynium-22, a non-selective inhibitor of organic cationic
transportes (OCTs), there was a reduction in 5-HT uptake in both
jugular vein and vena cava. Norfenfluramine, a SERT substrate known



to promote the release of intracellularly stored 5-HT, was ineffective in
decreasing intracellular 5-HT content in veins, suggesting that 5-HT is
not stored in vesicles in these vessels. The concentration-response
curves to 5-HT performed in the presence of fluoxetine, imipramine,
desipramine, cocaine and decynium-22, were shift to right in relation to
the curves performed in the presence of vehicle. 5-HT-induced
contraction in the jugular vein was potentiated by pargyline. Altogether,
these results suggest that 5-HT uptake in veins is mediated by OCTs ina
SERT, NET and DAT independent fashion. Moreover, fluoxetine,
imipramine, desipramine and decynium-22 alter venous contraction by a
mechanism not related to the inhibition of monoamine uptake. Finally,
our results reveal a putative contribution of intracellular 5-HT to the
contractile machinery in veins.

Key-words: Vein. Serotonin, 5-HT. Monoamines. Transporters. Uptake.



INTRODUCAO




1.1 Serotonina

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina  (5-HT) €é um
neurotransmissor pertencente a classe das indolaminas e est4 envolvida
na regulagdo de uma ampla variedade de fungdes fisioldgicas tanto em
sistemas neuronais quanto extraneuronais. No sistema nervoso central
(SNC), a 5-HT est4 associada entre outras fungdes a modulacdo do
humor, da sede, da fome, do sono e da temperatura corporal. Portanto, a
alteracdo da homeostase deste neurotransmissor esta relacionada a uma
série de condigdes fisiopatoldgicas, e substancias que afetam a sua
concentracdo sdo amplamente utilizadas para tratar tais condigdes. O
papel da 5-HT como neurotransmissor esta bem estabelecido e diversos
trabalhos vém demonstrando a sua importancia no SNC (Jacobs e
Azmitia, 1992).

A descoberta da 5-HT deve-se a trabalhos iniciados na década de
30 por Vittorio Ersparmer, um pesquisador interessado nas propriedades
de substancias aminicas provenientes das células enterocromafins do
intestino de diversas espécies animais. Uma destas substancias causou
especial interesse devido a propriedade de aumentar o ténus da
musculatura lisa. Esta substancia foi entdo denominada enteramina.
Outra equipe com grande contribuicdo na elucidagdo desta substancia
foram os pesquisadores Irvine Page, Maurice Rapport e Arda Green que
isolando uma substancia do soro bovino também com propriedade de
aumentar o tbnus muscular denominaram-na serotonina. Mais tarde
estas substancias (enteramina e serotonina) foram identificadas como
sendo a 5-hidroxitriptamina concluindo-se, portanto, que eram a mesma
substancia (Rapport, Green et al., 1948; Erspamer e Asero, 1952).

Em sistemas extraneuronais a 5-HT esta relacionada ao controle
da motilidade intestinal, do tdnus vascular, da coagulacdo sanguinea e
da agregacdo plaquetaria (Gershon, 1999; Veenstra-Vanderweele,
Anderson et al., 2000). A partir da década de 80 foi demonstrada a
capacidade mitogénica da 5-HT na musculatura lisa (Nemecek,
Coughlin et al., 1986) e também o seu envolvimento na hipertensdo
pulmonar (Herve, Drouet et al., 1990; Egermayer, Town et al., 1999).
Os efeitos vasculares da 5-HT ou a alteracio dos seus niveis plasmaticos
estdo associados a aterosclerose, isquemia cerebrovascular, infarto de
miocardio, migranea e a sindrome do intestino irritdvel (Vikenes,
Farstad et al., 1999; Ban, Watanabe et al., 2007). Diversos trabalhos
vém sendo realizados na tentativa de esclarecer o papel da 5-HT no
sistema cardiovascular. Estudos recentes demonstram que veias e
artétias tm a capacidade de sintetizar, captar e metabolizar 5-HT
(Linder, Ni et al., 2008; Ni, Geddes et al., 2008).
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Abordaremos inicialmente alguns aspectos relacionados ao
sistema  serotoninérgico no  sistema  vascular, considerando
principalmente os mecanismos de captagdo, metabolismo e liberacéo,
enfatizando o seu papel no sistema venoso. Enfatizaremos entdo as
substancias que interagem com as proteinas transportadoras de
monoaminas em relagdo & sua influéncia na captagdo e na resposta
contratil das veias jugular ou cava de ratos frente a 5-HT.

1.2. Biosintese e metabolismo da 5-HT

A sintese da 5-HT inicia-se com a hidroxilagdo do aminoacido
L-triptofano através da acdo da enzima triptofano hidroxilase (TPH),
passo limitante da reacdo. O produto resultante é o 5-hidroxi-L-
triptofano (figura 1). Esta enzima pertence a superfamilia de
hidroxilases de aminoacidos aromaticos. Através de estudos de biologia
molecular foram identificadas 2 isoformas envolvidas na sintese de 5-
HT: TPH1, identificada em tecidos extraneuronais e TPH2, presente
principalmente no SNC. (Walther, Peter, Bashammakh et al., 2003).
Em seguida, o 5-hidroxi-L-triptofano é descarboxilado, através da acédo
da enzima  L-aminoacido-descarboxilase, para  formar  5-
hidroxitriptamina. As células enterocromafins do intestino séo
responsaveis pela sintese de mais de 90% da 5-HT corporal. Porém, os
pulmdes e algumas regides do cérebro também sdo capazes de sintetizar
este neurotransmissor.

O metabolismo da 5-HT ocorre através da acdo da enzima
monoamina oxidade (MAOQO) com formacdo do 4acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA). A MAO é uma enzima intracelular, encontrada
principalmente na mitocondria (Schnaitman e Greenawalt, 1968;
Westlund, Krakower et al., 1993), portanto, a 5-HT deve ser captada
pela célula antes de ocorrer seu metabolismo. Esta enzima esta também
envolvida na degradacgdo de outras monoaminas como a noradrenalina e
a dopamina. Existem 2 subtipos de MAO: MAO-A e MAO-B. A
diferenca entre elas esta baseada na sua seletividade por substratos e
inibidores. A degradacdo da 5-HT é preferencialmente feita pela MAO-
A. Na periferia, tecidos que contribuem significativamente para o
metabolismo da 5-HT incluem os pulmdes, intestino e as células
endoteliais do sistema vascular (Cases, Seif et al., 1995; Watts, 2005).
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1.3 Armazenamento e localizacdo da 5-HT

As plaquetas sdo responsaveis pelo maior estoque de 5-HT
corporal e, apesar de ndo serem capazes de sintetizar podem captar a
partir do plasma a 5-HT produzida no intestino e também no pulmao.
Desta forma regulam seus niveis plasmaticos (15 a 120 nM),
funcionando como uma espécie de “tampdo”. A estrutura da 5-HT
indica que esta substancia é hidrofilica, apresentando-se protonada em
pH fisioldgico. Portanto, é incapaz de passar a barreira hematoencefalica
ou as membranas celulares por transporte passivo, nestas condigdes.
Sheddon demonstrou que a captacdo de 5-HT pelas plaquetas ocorre
através de um transportador localizado na membrana celular num
processo dependente de célcio, de forma similar ao transporte de aminas
biogénicas, que ocorre em tecidos nervosos (Sneddon, 1969). Outros
autores também demonstraram a existéncia deste transportador,
atualmente conhecido como transportador de 5-HT (SERT), em
linfoblastos (Khan, Meyneil et al., 1996), mondcitos (Yang, Qiu et al.,
2007), células enterocromafins (Gershon, 2003), células endoteliais
(Wheatcroft, Wakelin et al., 2005), (Mortensen, Kristensen et al., 1999)
nas artérias mesentérica, aorta e carétida (Ni, Thompson et al., 2004) e
na veia cava (Linder, Ni et al., 2008). Em plaquetas, estudos de
microscopia eletrénica e bioquimicos demonstram que a 5-HT esta
localizada em vesiculas citoplasmaticas denominadas granulos densos
(Da Prada, Pletscher et al., 1967). Apds a captacdo da 5-HT pelo SERT,
a 5-HT é armazenada em vesiculas através de um transporte ativo
dependente de ions (Rudnick, 1977). A clonagem e a expressdo deste
transportador, denominado transportador vesicular de monoaminas
(Vmat), possibilitaram a sua caracterizacdo. Esta proteina é constituida
por 515 aminoécidos e possui 12 dominios transmembrana. Participa do
transporte de diversas monoaminas como a 5-HT, dopamina e a
noradrenalina e este transporte pode ser inibido pela reserpina. Assim
como nas plaquetas, no SNC e em sistemas neuroenddcrinos, a 5-HT
também é armazenada em vesiculas e o transporte é realizado através do
Vmat (Erickson, Eiden et al., 1992).

Além dos estoques vesiculares, a 5-HT pode estar localizada no
citoplasma e ser metabolizada pela MAO ou interagir com proteinas e
modular suas atividades. Esta interacdo ocorre através da transaminagéo
da 5-HT com residuos de glutamina por ligacGes covalentes em um
processo conhecido como serotonilagdo. Nas plaquetas a serotonilagdo
de algumas proteinas pertencentes a superfamilia de pequenas GTPases,
como Rab4 e Rho, esta associada a liberacdo de 5-HT dos granulos
densos e de substincias procoagulantes dos granulos a, em
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determinados processos fisioldgicos. Na musculatura lisa, pode ocorrer
serotonilacdo de proteinas contrteis, como a a-actina, durante o
processo de contracdo muscular (Watts, Priestley et al., 2009). Outros
orgdos onde este fendbmeno ja foi relatado incluem cértex cerebral,
estbmago e intestino (Walther, Peter, Winter et al., 2003; Watts,
Priestley et al., 2009).

1.4 Captacdo e liberagdo de 5-HT

Axelrod et al (1961) demonstrou pela primeira vez a captacdo de
noradrenalina (NE) em terminais nervosos simpaticos, propondo que
este processo seria um importante mecanismo para inativagdo de
neurotransmissores (Weil-Malherbe, Whitby et al., 1961). Uma melhor
compreensdo dos mecanismos de captagdo de monoaminas
neurotransmissoras deve-se a uma série de trabalhos realizados nos anos
subsequentes. Iversen (1963), utilizando o método de coragéo isolado de
Langendorff, demonstrou que a captagdo de NE ocorre de forma
extremamente eficiente pelo sistema de captacdo existente neste 6rgdo
(Iversen, 1963). Outros experimentos estabeleceram que a captacédo de
NE e também de dopamina (DA), no SNC, apresenta caracteristicas
idénticas as observadas na inervagao periférica e que, ap6s a captagao,
estes neurotransmissores sdo acumulados em vesiculas localizadas no
citoplasma, evitando, desta forma, o seu total metabolismo. Em relacdo
as caracteristicas fisiologicas, foi estabelecido que as proteinas
carreadoras de monoaminas apresentam alta afinidade pelo substrato,
sdo dependentes da temperatura e de ions sdédio. Uma série de
substancias  apresenta  atividade  farmacol6gica  sobre  estes
transportadores. A ouabaina é capaz de bloquear a captacdo de NE, e
apresenta cinética de saturacdo. A cocaina e os derivados da imipramina,
sdo inibidores competitivos e apresentam alta afinidade pelo sitio de
ligacdo do transportador de DA (DAT) e do transportador de NE (NET),
respectivamente. Outras aminas simpaticomiméticas como, por
exemplo, a tiramina, também podem competir com a NE pelo
transportador. A captacdo das monoaminas neurotransmissoras NE, DA
e 5-HT por tecidos neuronais foi denominada captacdo 1 (Iversen, 1971;
Masson, Sagne et al., 1999).

Além da captacdo 1, monoaminas podem ser captadas por
transportadores localizados em tecidos ndo neuronais como, por
exemplo, células musculares cardiacas, musculo liso vascular, pancreas,
entre outros. Este processo foi denominado captacdo 2. Os
transportadores desta classe apresentam caracteristicas diferentes da
captacdo 1, sendo um sistema de baixa afinidade, alta taxa de captacdo e
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perfil farmacoldgico distinto (Iversen, 1971; Hayer-Zillgen, Bruss et al.,
2002).

Pesquisas iniciadas na década de 70 foram fundamentais para a
descoberta de diversas substancias antidepressivas e psicoestimulantes,
e para o desenvolvimento de terapias para o tratamento de disturbios do
SNC como, por exemplo, depressdo, déficit de atencdo e hiperatividade.
Portanto, farmacos que atuam nos transportadores de DA, NE e 5-HT
sdo amplamente utilizados para tratar tais condi¢des. A partir da década
de 90, o desenvolvimento de novas técnicas neuroquimicas e
moleculares, proporcionou uma melhor compreensao das caracteristicas
estruturais e fisiologicas destas proteinas. Foram clonados o NET, o
DAT e o SERT, e classificados na superfamilia de carreadores de
solutos (Solute Carrier - SLC), subfamilia 6 (quadro 1), de acordo com
a nomenclatura adotada pelo comité da organizacdo do genoma humano
(HUGO). Esta superfamilia é composta por 43 subfamilias com
aproximadamente 300 subtipos de receptores (Pacholczyk, Blakely et
al., 1991; Hediger, Romero et al., 2004).

Apesar destes 3 transportadores apresentarem seletividade para os
seus respectivos substratos, 0 DAT e o NET podem transportar tanto a
DA ou a NE em tecidos cerebrais, agindo de forma ndo seletiva no
transporte destes neurotransmissores. Cocaina e anfetamina e seus
derivados como, por exemplo, a norfenfluramina, sdo psicoestimulantes
que interagem com os transportadores neuronais de monoaminas,
através de diferentes mecanismos de agdo. A cocaina é um inibidor
competitivo e ndo seletivo para DAT, NET e SERT. A anfetamina e
seus derivados sdo substratos destes transportadores. No interior da
célula causam uma redistribuicdo das vesiculas que armazenam os
neurotransmissores fazendo com que os transportadores atuem em
direcdo reversa, ocorrendo uma grande libera¢do do neurotransmissor na
fenda sinaptica. (Ritz, Lamb et al., 1987; Seiden, Sabol et al., 1993).

Derivados sintéticos da cocaina, com maior seletividade para DAT,
como, por exemplo, o win 35, foram desenvolvidos, porém sdo
utilizados apenas como ferramentas farmacoldgicas. Dentre o0s
inibidores ndo seletivos de monoaminas utilizados na terapéutica estdo o
metilfenidato, utilizado para o tratamento do déficit de atencdo, e os
antidepressivos nomifensina e bupropiona. Inibidores seletivos para
SERT, como a fluoxetina, o citalopran e a sertralina sdo exemplos de
farmacos amplamente utilizados na clinica. Dentre 0s compostos
derivados das anfetaminas, poucos sdo seletivos, como citado
anteriormente. O metilenodioximetanfetamina (MDMA), é um derivado



anfetaminico que, no entanto, apresenta seletividade para SERT (Jones,
Gainetdinov et al., 1998).

O mecanismo de acdo destes transportadores é dependente de ions
sodio e cloro, e a forga de direcionamento é dependente do gradiente de
concentracdo idnica gerada pela bomba sddio/potassio ATPase. A
ligacdo do neurotransmissor e dos ions sédio e cloro causa uma
alteracdo conformacional no transportador, ocorrendo o co-transporte
destes ions juntamente com o transporte do neurotransmissor. O
transporte de ions potassio para o exterior da célula é necessario para o
transportador retomar a sua conformacéo original (Fischer e Cho, 1979;
Kamdar, Penado et al., 2001).

Os transportadores extraneuronais de monoaminas, pertencentes a
captacdo 2 (lversen, 1971), sdo classificados na superfamilia SLC,
subfamilia 22 (quadro 1) (Hediger, Romero et al., 2004). Dentro desta
subclasse estdo os transportadores de cations organicos (Organic Cation
transporters - OCTSs). Existem 3 subtipos de OCTs (OCT 1, OCT 2 e
OCT 3), classificados de acordo com a sua estrutura, localizacdo e
substratos. Muitas drogas, metabdlitos e substancias endégenas possuem
grupamentos aminicos, caracteristica que confere carga positiva as suas
moléculas sendo, portanto, cations organicos, passiveis de transporte por
esta classe de transportadores. O transporte das monoaminas
neurotransmissoras NA, DA e 5-HT, também pode ocorrer através
destes transportadores (Jonker e Schinkel, 2004).

Em 1994 foi identificado por técnicas de clonagem o primeiro OCT
(OCT 1) em tecidos de figado, rim e intestino de rato, sendo
considerado um transportador poliespecifico importante na eliminagédo
de drogas (Grundemann, Gorboulev et al., 1994). Nos anos
subsequentes foi identificado o segundo OCT (OCT 2) em tecidos
renais, sendo relacionado ao transporte e eliminacéo de drogas nos rins.
O terceiro OCT (OCT 3), também denominado transportador
extraneuronal de monoaminas (Extraneuronal Monoamine Transporter -
EMT), foi identificado em tecidos do figado, coracdo e cérebro humano
e de rato. O OCT 3 esta implicado na inativacdo das monoaminas
neurotransmissoras que ndo foram recaptadas pelos transportadores
neuronais de monoaminas (captagdo 1), contribuindo na cessacdo do
sinal em tecidos periféricos. O bloqueio deste transportador causa
aumento nos niveis plasmaticos das aminas neurotransmissoras,
resultando em hipertrofia vascular e um progressivo aumento da
resisténcia periférica e hipertensdo arterial. No SNC, o OCT 3 também
pode representar um importante mecanismo ndo neuronal de inativacédo



de neurotransmissores (Okuda, Saito et al., 1996; Grundemann,
Schechinger et al., 1998).

Os OCTs apresentam caracteristicas distintas dos transportadores
neuronais de monoaminas. Possuem baixa afinidade, porém alta
capacidade; sdo independentes de ions sodio, cloro ou calcio e
apresentam perfil farmacoldgico inibitério distinto da captacdo 1 sendo
insensiveis aos antidepressivos triciclicos e cocaina e sdo inibidos por
alguns corticoides, como a corticosterona. (Hohage, Stachon et al.,
1998). As isocianinas e as pseudoisocianinas, como o decynium-22, sao
inibidores dos OCTs (Grundemann, Gorboulev et al., 1994).

Quadro 1. Nomenclatura adotada pelo comité da organizagéo do genoma
humano (HUGO) para a familia de carreadores de solutos (SLC)

FAMILIA DE CARREADORES DE SOLUTO

SLC6 Familia de transportadores de neurotransmissores
dependentes de ions sédio e cloro.

SLC22  Familia de transportadores de cétions, anions e anféteros.

Adaptada de (Hediger, Romero et al., 2004).

1.5 O papel da 5-HT no sistema cardiovascular

Um grande namero de estudos relacionados a 5-HT em tecidos
neuronais possibilitou a compreensao de diversos processos fisioldgicos
e fisiopatoldgicos relacionados as agBes deste neurotransmissor no SNC.
Entretanto, o seu papel no sistema cardiovascular (SCV) ainda ndo esta
bem elucidado apesar de uma série de evidéncias apontarem a 5-HT
como uma substancia importante para a regulacdo fisioldgica deste
sistema. Além disso, como ja mencionado anteriormente, a 5-HT parece
estar também envolvida em processos patoldgicos deste sistema.

No SCV, o maior estoque de 5-HT encontra-se nos granulos
densos das plaquetas, que controlam os niveis plasmaticos de 5-HT e
consequentemente a ativacdo de receptores serotoninérgicos presentes
nas células endoteliais, na musculatura lisa vascular e em células
cardiacas. Processos relacionados a coagulacdo sanguinea envolvem a
ativacdo de receptores serotoninérgicos presentes nas plaquetas, com
consequente liberacdo de 5-HT e agregacdo plaquetaria. Alteracdes nas
concentracBes plasmaticas de 5-HT, originadas por disfuncdes
plaquetarias ou do seu sistema de captacdo, através do SERT, podem
estar relacionadas a diversas patologias cardiovasculares. Estudos
demonstram que a diminui¢do da concentracdo intracelular de 5-HT das
plaguetas, com consequente aumento da sua concentracdo plasmatica,
esta relacionada com a hipertensdo (Brenner, Harney et al., 2007). De
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maneira interessante, a administracdo cronica de 5-HT causa progressiva
queda da pressdo sanguinea tanto em ratos hipertensos quanto em
normotensos. Sugere-se que este fendmeno seja mediado pelas a¢des do
oxido nitrico (NO), visto que a inibicdo da enzima que sintetiza o NO, a
sintase do Oxido nitrico, previne esta queda na pressdo (Diaz, Ni et al.,
2008). Diversas ferramentas foram desenvolvidas na tentativa de
elucidar o papel do sistema serotoninérgico no SCV. Um grupo
holandés desenvolveu ratos que apresentam o SERT truncado e inativo
(Homberg, Olivier et al., 2007). Estes animais apresentam niveis
plasmaticos de 5-HT diminuidos em relagdo aos animais controle,
indicando a importancia do SERT em acumular 5-HT em plaquetas
(Linder et al., 2011). Além disso, a queda da pressdo sanguinea apds a
infusdo crénica de 5-HT foi reduzida nestes ratos quando comparados
aos ratos controle (Davis et al., 2011). Estes dados apontam para o
envolvimento do SERT na diminuicdo da pressdo sanguinea induzida
por 5-HT. Animais “knockout” para TPH 1, enzima envolvida na sintese
da 5-HT, apresentam baixos niveis desta monoamina no sangue. Esta
alteracdo esta relacionada a disfuncéo e faléncia cardiaca. Estes animais
também apresentam baixa capacidade de agregacdo plaquetaria, €
reduzido risco de trombose e tromboembolismo (Cote, Thevenot et al.,
2003; Walther, Peter, Winter et al., 2003). Alteracfes dos niveis
plasmaticos de 5-HT, devido a anormalidades nas plaquetas, estdo
relacionadas a hipertensdo pulmonar. Estudos demonstraram que a
ketanserina, um antagonista do receptor da 5-HT, 0 5-HT,a/c, foi capaz
de melhorar a hipertensdo pulmonar em humanos (Herve, Drouet et al.,
1990).

1.6 Receptores para 5-HT
A serotonina tem acdo na maioria dos principais sistemas
fisioldgicos através da ativacdo de seus receptores, que foram
classificados de acordo com a caracteristica de cada receptor, levando
em consideracdo critérios como ligantes, vias de transducdo de sinal e
estrutura (em relacdo a sua sequéncia de aminoacidos e nucleotideos).
Foram identificadas sete familias de receptores (5-HT; — 5-HT;) com
pelo menos 15 diferentes subtipos. A maioria dos receptores pertence a
familia de receptores de sete dominios transmembrana acoplados a
proteina G, com excec¢do do receptor 5-HT3 que é um receptor ligado a
canal idnico (Hoyer, Clarke et al., 1994).
No sistema vascular, a 5-HT regula o tonus através da ativacdo de
diversos subtipos de receptores localizados nas células musculares lisas
e nas células endoteliais. Cohen e colaboradores (1981) mostraram que a
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contracdo induzida pela 5-HT em aorta e veia jugular & mediada através
da ativagdo de receptores 5-HT, (Cohen, Fuller et al., 1981). Estudos
subsequentes demonstraram que o subtipo de receptor envolvido na
contracdo da veia jugular é o 5-HT,a (Linder, Gaskell et al.). Outros
importantes receptores serotoninérgicos envolvidos na contratilidade
vascular de artérias incluem os subtipos 5-HT,g € 5-HT1g/1p (Morecroft,
Heeley et al., 1999; Watts e Thompson, 2004). A 5-HT pode exercer
seus efeitos atraveés da ativacdo de receptores presentes em células
endoteliais e consequente liberacdo de substéncias relaxantes ou
contrateis. Através de técnicas de clonagem, foram identificados os
subtipos 5-HT,a, 5-HT,s € 5-HTip em células endoteliais de diferentes
espécies (Ullmer, Schmuck et al., 1995). Além da capacidade de regular
o tonus vascular, foi demonstrado que a 5-HT também possui um efeito
mitogénico sobre alguns tipos celulares, incluindo células endoteliais e
da musculatura lisa, podendo estar envolvida em processos de
diferenciaco celular. (Nemecek, Coughlin et al., 1986; Pakala,
Willerson et al., 1994).

1.7 O sistema serotoninérgico no sistema vascular

A maioria dos efeitos atribuidos a 5-HT deve-se a ativagdo de
receptores que sdo classificados em diversos subtipos e estdo
amplamente distribuidos nos principais sistemas fisiol6gicos. Além da
ativacdo de receptores, a 5-HT pode interagir com proteinas
intracelulares, modulando a sua atividade, processo conhecido como
serotonilacdo e ja& mencionado anteriormente (Walther, Peter, Winter et
al., 2003; Watts, Priestley et al., 2009). Atualmente, entende-se que a
vasculatura sistémica é exposta a 5-HT através da liberacdo da mesma
pelas plaquetas. Entretanto, estudos recentes demonstraram a presenca
de um sistema serotoninérgico local em veias e artérias (Linder, Ni et
al., 2008; Ni, Geddes et al., 2008).

Em artérias, estudos de microscopia eletrénica demonstraram que a
5-HT encontra-se dispersa no citoplasma celular, e ndo em vesiculas
(Ni, Geddes et al., 2008). Portanto, é possivel que a sua funcdo neste
tecido possa estar relacionada a serotonilagdo de proteinas intracelulares
e ndo somente a interacdo com receptores. A presenca de TPH 1
funcional sugere que estes tecidos tém a capacidade de sintetizar 5-HT.
A enzima MAO também esta presente nestes tecidos e a exposicao a 5-
HT ex6gena aumenta os niveis de 5-HIAA intracelulares mantendo os
niveis de 5-HT constantes. Isto evidencia que as artérias possuem
capacidade de captar 5-HT e prontamente metabolizar esta monoamina.
Entretanto, em presenca de substancias inibidoras seletivas do SERT,
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como a fluoxetina e a fluvoxamina, esta captacdo foi diminuida,
sugerindo o envolvimento deste transportador neste processo. A
exposicdo dos tecidos & (+)-fenfluramina, um derivado anfetaminico
substrato para o SERT e liberador de 5-HT dos estoques intracelulares,
diminuiu as quantidades intracelulares de 5-HT aumentando-a no meio
extracelular. Este aumento ndo apresentou efeitos contrateis diretos, mas
potencializou os efeitos da NE nestes vasos (Ni, Geddes et al., 2008).

Em veias, a presenca de 5-HT foi identificada inicialmente em
safena de ratos (Cohen, Schenck et al., 1999) e, posteriormente, em
jugular e cava. A quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA nestes tecidos
mostrou que veias possuem niveis maiores de 5-HT, se comparados a
artérias (Linder, Ni et al., 2007). A enzima TPH 1 foi identificada em
veia cava e mostrou-se funcional, evidenciando a capacidade deste
tecido em sintetizar 5-HT. A capacidade de captacdo da veia jugular e
da veia cava foi avaliada através da exposicdo destes tecidos a 5-HT
seguida da quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Foi observado aumento dos niveis de 5-HIAA sem variagdo, no entanto,
dos niveis de 5-HT, indicando captagdo seguida de metabolismo. Em
animais tratados com pargilina, um inibidor ndo seletivo da MAO, foi
observado apenas aumento dos niveis de 5-HT, sugerindo que o seu
metabolismo ocorre através desta enzima. Interessantemente, a presenga
dos inibidores ndo seletivos para SERT, fluoxetina e fluvoxamina, ndo
influenciou na captacdo de 5-HT, sugerindo que este processo €
independente do SERT (Linder, Ni et al., 2008). Até o momento, ndo
ha estudos que demonstrem o0s possiveis mecanismos envolvidos na
captacdo de 5-HT pelas veias. Também ndo foi investigada a capacidade
destes tecidos de armazenar ou liberar 5-HT.

Existem diversas hipoteses possiveis de serem postuladas em
relacdo ao papel do sistema serotoninérgico na vasculatura. Artérias e
veias sdo capazes de sintetizar e captar 5-HT, sendo uma possivel fonte
deste neurotransmissor para 0 sistema vascular. Outra caracteristica
importante é a sua capacidade de metabolizar a 5-HT mantendo os
niveis intracelulares de 5-HT constante, funcionando como uma espécie
de “tampao”, podendo participar, juntamente com as plaquetas, da
homeostase do sistema vascular.

Em relacdo as artérias, as veias possuem niveis basais de 5-HT mais
elevados (Linder, Ni et al., 2008) e uma maior quantidade de sangue
corporal, além de comportarem cerca de 70% do total do sangue
circulante em qualquer momento (Wiedeman, 1963). Portanto, torna-se
importante entender a fisiologia do sistema serotoninérgico em veias e
identificar processos que possam alterar a sua homeostase.
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Neste trabalho, nds hipotetizamos que a captacdo de 5-HT em vasos
é mediada pelo NET e que substancias que influenciam a homeostase da
5-HT podem alterar a resposta contratil destes vasos.
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OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
Considerando que:

1) A maior parte do sangue, em torno de 70 % do total, encontra-
se no sistema venoso em qualquer momento;

I) Veias possuem um sistema serotoninérgico funcional capaz de
sintetizar, captar e metabolizar a 5-HT;

I11) O mecanismo de captacdo de 5-HT em veias é independente
do SERT e ainda néo foi caracterizado;

IV) Os niveis intracelulares de 5-HT sdo maiores em veias que
em artérias;

V) A influéncia de drogas que agem nos transportadores de
monoaminas no sistema venoso ainda néo foi investigada.

Este trabalho teve como objetivo estudar o mecanismo de
captacdo de 5-HT em veias, e avaliar a influéncia de substancias que
interferem na homeostase da 5-HT na atividade contratil da veia jugular.

2.2 Obijetivos especificos
» Desenvolver metodologia que possibilite a mensuracdo de 5-HT
e 5-HIAA em veias através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia;
» Mensurar 0s niveis de 5-HT e 5-HIAA em veias na auséncia e
na presenca de drogas que interferem na captacdo, metabolismo
e liberacdo de 5-HT;

» Avaliar a influéncia de substancias que influenciam na
homeostase da 5-HT na reatividade vascular da veia jugular.

16



MATERIAIS E METODOS
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3.1 Animais

Para a realizagdo dos protocolos experimentais foram utilizados
ratos Wistar machos (300 a 400 gramas). Os animais foram fornecidos
pelo biotério central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
e mantidos no biotério setorial do Departamento de Farmacologia,
mantidos em gaiolas com livre acesso a &gua e racdo, em ciclo
claro/escuro (12/12 h) a uma temperatura de aproximadamente 22°C.
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a comisséo de
ética para uso de animais (CEUA) sob o protocolo de nimero PPO0306.

3.2 Coleta de tecidos

Para realizac@o dos protocolos experimentais foram coletadas as
veias jugulares externas e a veia cava inferior conforme o procedimento
descrito a seguir.

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina (90
mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg) administradas intraperitonealmente. Apds
completa anestesia os animais foram submetidos a abertura da cavidade
toracica sendo em seguida eutanasiados. As veias jugulares e cava foram
cuidadosamente removidas e transferidas para uma placa de petri
contendo solugdo fisiol6gica salina conforme quadro 2.

Quadro 2 — Composicao da solugdo fisiologica salina

Composto Concentragdo em mM
NaCl 131,3
KCI 4,7
KH,PO, 1,18
MgSQO,.7H,0 1,17
CaCl,.2H,0 1,6
Dextrose 55
NaHCO; 14,9

Com auxilio de uma lupa e de materiais cirdrgicos, 0 excesso de
tecido perivascular e de sangue foi retirado e descartado. Os vasos foram
entdo seccionados em anéis de aproximadamente 5 mm e utilizados nos
protocolos descritos a seguir.
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3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Captacdo de Serotonina (5-HT)

O procedimento para avaliagdo da captacdo de 5-HT foi realizado
conforme descrito por Linder e colaboradores (Linder, Diaz et al.,
2008), adaptado as condic¢Ges do nosso laboratorio.

A seguir descrevemos 0 protocolo experimental geral para a
avaliacdo da captacdo de 5-HT. A drogas utilizadas ser@o descritas
durante a descricdo dos protocolos experimentais especificos mais
adiante.

Apos a coleta dos anéis de veia jugular e veia cava, os tecidos foram
transferidos para recipientes contendo 490 uL de solugdo fisioldgica
previamente aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,).
Foram adicionados 5 ul de droga ou veiculo e as preparagdes foram
mantidas em banho-maria a 37°C durante 30 minutos (etapa 1) seguidos
da adigdo de 5pl de 5-HT ou veiculo por mais 15 minutos (etapa 2).
Apds as etapas 1 e 2 (45 minutos), os tecidos foram transferidos para
recipientes contendo aproximadamente 50 mL de solugdo fisiol6gica
(etapa 3), com objetivo de retirar o excesso de 5-HT, veiculo e de
drogas. Em seguida, foram transferidos para um papel filtro para retirar
0 excesso de solugdo fisioldgica, pesados e armazenados em recipientes
contendo 100uL de solucdo tampdo conforme quadro 3. O peso do
tecido umido foi utilizado para expressar o contetdo intracelular de 5-
HT e 5-HIAA (ver adiante).

Quadro 3 — Composicao da solugdo tampéo para tecidos

Composto Concentracgdo
Fosfato de s6dio monobasico 50 mM
monohidratado (NaH,PO4H;0)
Acido Citrico (C¢Hg05) 30 mM
Metanol (CH3;OH) 15%

pH: 2,5 (ajustado com acido fosforico ou hidréxido de sédio)

Os recipientes contendo tecidos em solucdo tampdo com as
amostras foram armazenados a -80°C por no minimo 4 horas. Em
seguida, as amostras foram descongeladas, sonicadas durante 5 minutos.
O congelamento e sonificacdo foram realizados para rompimento celular
com perda de componentes intracelulares, incluindo a 5-HT, para o
tampdo. As amostras foram entdo centrifugadas a 15.000 RPM durante 5
minutos. Parte do sobrenadante (20 pL) foi injetada no HPLC para
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quantificacdo de 5-HT e de seu metabdlito 5-HIAA, enquanto o tecido
que foi previamente pesado como citado anteriormente, foi usado para
dosagem de proteina tecidual como descrito a seguir. Este protocolo esta
esquematizado na figura 2.

(Etapa 1) Droga ou Veiculo
(30 min.) g @ (Etapa 3)
+ —

(Etapa 2) 5-HT ou Veiculo so0u)  Sol-Fisiol.
(15 min.) 1egop) (50mL)
(Pesagem)
SolugaoTampao »@
(1004i) (80 ¢

Q.

(Centrifugacdo)

(Dosagem

@® VeiaCavaouJugular proteica)

[ Solugaofisiolégica HPLC «————
I Solugdotampéo Sobrenadante
(20p1)

Figura 2. Esquema ilustrativo do protocolo de avaliagdo da captagéo de 5-HT.
Sol. fisiol. (Solucéo fisioldgica); HPLC (Cromatografia liquida de alta
eficiéncia).

3.3.1.1 Protocolos experimentais de captacao

Os estudos de captacdo de 5-HT foram realizados em veias
jugulares externas direita e esquerda e veia cava inferior isoladas
conforme descrito no item 3.2 e a captagdo foi avaliada conforme
descrito no item 3.3.1. Os protocolos experimentais, as substancias
utilizadas com suas respectivas concentracdes, estdo descritos no
quadro 4. Todas as substancias administradas aos tecidos em solucéo
fisioldgica, incluindo o veiculo, foram adicionados em volume de 5 pL.
O volume final foi de 500 pL e as concentracGes finais estdo entre
parénteses.
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Quadro 4. Protocolos experimentais

Protocolos Experimentais

Etapa 1 (30 minutos)

Etapa 2 (15
minutos)

Determinacéo dos niveis basais de 5-HT e 5-HIAA para observar
se reproduz os dados da literatura em nossas condigBes
experimentais.

Veiculo (H,0)

Veiculo (H,0)

Determinacdo da captagdo de 5-HT para observar se reproduz os
dados da literatura em nossas condi¢fes experimentais.

Veiculo (H,0)

5-HT (10° M)

Determinacdo da captacdo em diferentes concentracdes de 5-HT

Veiculo (H,0)

5-HT (10" M, 10°M

para verificar se ha dependéncia da concentracdo de 5-HT no ou 10° M)
processo de captacao.

Determinacdo da captacdo de 5-HT na presenca de pargilina para Pargilina 5-HT (10° M)
observar se a inibicdo do metabolismo de 5-HT promove aumento | (10°M, 10°M ou 10*M)

nos niveis intracelulares de 5-HT.

Determinacdo da captagdo de concentracdes crescentes de 5-HT Pargilina (10*M) 5-HT (10" M,
na presenca de pargilina. 10° M ou 10°° M)
Determinacéo da captacdo de 5-HT na presenca de fluoxetina para Fluoxetina (10°M) 5-HT (10° M)
observar a influéncia do SERT no processo de captacdo.

Determinacdo da captacdo de 5-HT na presenca de imipramina Imipramina (10°M) 5-HT (10° M)
para observar a influéncia do SERT/NET no processo de

captacéo.

Determinacdo da captacdo de 5-HT na presenca de desipramina Desipramina 10°M 5-HT (10° M)
para observar a influéncia do SERT/NET no processo de

captacéo.

Determinacdo da captacdo de 5-HT na presenca de Cocaina para Cocaina 10°M 5-HT (10° M)

observar a influéncia do SERT/NET/DAT no processo de
captacéo.
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Determinacdo da liberacio de 5-HT na presenga de
norfenfluramina para observar se os estoques intracelulares de 5-
HT estariam armazenados em vesiculas.

Pargilina (10°*M) +
Norfenfluramina (10
4M)

Determinacdo da captacdo de 5-HT na presenca de Decynium-22
para observar a indluéncia dos OCTs no processo de captacao.

Decynium-22 10°M

5-HT (10° M)
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3.3.1.2 Quantificagdo de 5-HT e de 5-HIAA no sobrenadante das
amostras.

O procedimento para quantificagdo de 5-HT e de seu metabdlito 5-
HIAA foi realizado conforme descrito por Linder e colaboradores
(Linder, Diaz et al., 2008), adaptado as condi¢des do nosso laboratorio.

Essa quantificacdo de 5-HT e de 5-HIAA foi realizada por HPLC.
Foram preparadas solugdes padrées de 5-HT e 5-HIAA nas
concentrag@es de 5; 10; 25; 50 e 100 ng/ml de solucéo. Para diluigdo dos
padrdes foi utilizado solugéo tampéo para tecidos conforme quadro 3.
Foram injetados 20 pL de cada solu¢do padrdo e as areas dos picos
foram usadas para realizar uma curva de calibragdo considerando a faixa
de variacdo necessaria para quantificacdo dos analitos (5-HT e 5-HIAA).
As éareas dos picos dos analitos foram usadas para quantificar as
amostras por regressdo linear da curva de calibracdo de padrdes. Os
valores obtidos foram expressos em picogramas de 5-HT ou 5-HIAA
por miligramas de tecido Umido (obtido pela pesagem do tecido apds a
realizacdo do procedimento experimental conforme descrito em 3.3.1)
ou picograma por nanograma de proteina (conforme descrito abaixo).

3.3.1.3 Determinacdo de proteinas totais

A determinacdo de proteina total dos vasos foi feita através do
método de quantificacdo de proteinas descrito por Bradford (Bradford,
1976). Este método utiliza o corante “Coomassie brilliant blue” BG-250
e é baseado na interacdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de
proteinas que contém aminoéacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interagdo entre a proteina de alto peso
molecular e o corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595 nm e é
lido por espectrofotometria. Os tecidos utilizados para a determinacgéo
de proteinas foram previamente dissolvidos em 100,0 uL de hidroxido
de sddio (NaOH) 1,0 M. A quantificacdo de proteinas dos analitos foi
realizada por comparagdo dos valores de absorbancia obtidos das
amostras com os valores obtidos da curva de calibracdo de padrdes
preparados com albumina nas concentragfes de 0; 2,5; 5; 10; 25; 50;
100; 250 pg/mL. A comparacdo foi feita por regressdo linear da curva
de calibracdo. Este protocolo foi feito para comparacdo com o0s
resultados expressos como pg/mg de tecido Umido conforme descrito em
3.3.1.2.

23



3.3.2 Avaliacdo da resposta contratil de veia jugular

Para avaliar a reatividade da veia jugular foi utilizado o método
cléssico de medida de tensdo isométrica em cadmara para 6rgéo isolado.
Os estudos de reatividade vascular foram realizados com anéis de veia
jugular externa e foram isolados conforme descrito no item 3.2.1 e
montados num sistema de érgdos isolados descrito a seguir. Os anéis de
veia jugular foram colocados entre ganchos metélicos inseridos no
limen do vaso. Um dos ganchos é preso a um suporte de acrilico,
enquanto o outro, que é acoplado a uma haste metalica, é conectado a
um transdutor de tensdo isométrica que emite sinal para um sistema de
aquisicao de dados permitindo registrar as variagdes de tensdo exercidas
pelo vaso durante o experimento. Foi aplicada uma tensdo inicial de 1,0
g durante o periodo de estabilizacdo de 60 minutos com substituicdo da
solucdo fisioldgica a cada 15 minutos. O tecido, apos a estabilizagao de
60 minutos foi estimulado com 5-HT 107 M para testar a viabilidade
tecidual e a contragdo do tecido foi registrada por 15 minutos. Foram
considerados neste estudo apenas os anéis de veia jugular que geraram
uma resposta contratil superior a 500 mg de tensdo. A solucdo
fisioldgica salina foi substituida varias vezes até o retorno a linha basal.
Em seguida, foram realizadas 2 curvas concentragdo resposta
cumulativas consecutivas para 5-HT nas concentracées de 10° M a 107
M, com intervalo de 5 minutos entre a administracdo de cada
concentragdo. A primeira curva concentracdo resposta foi realizada na
auséncia de qualquer tratamento e foi considerada como controle. O
intervalo entre as curvas foi de 60 minutos, sendo 30 minutos de troca
da solucéo fisioldgica salina para relaxamento da resposta contratil e
retorno a linha de base seguidos de 30 minutos de incubacdo com
veiculo ou Droga. Deste modo, a segunda curva concentracdo resposta
foi realizada em presenca de veiculo ou droga descritos a seguir e foi
comparada com a primeira curva concentragdo resposta.

3.3.2.1 Protocolos experimentais da contracéo

As substancias utilizadas nos protocolos experimentais com suas
respectivas concentragdes estdo descritas no quadro 5. Todas as
substancias administradas aos tecidos em solucéo fisiol6gica, incluindo
o veiculo, foram adicionadas em volume de 2,0 puL. O volume final foi
de 2,0 mL e as concentragdes finais estdo entre parénteses.
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Quadro 5. Substdncias adicionadas antes da
concentracdo resposta de 5-HT

segunda curva

Substéncias Concentragdo | Substancias | Concentracao
veiculo - desipramina 1,0 uM
fluoxetina 1,0 uM desipramina 0,1 uM
fluoxetina 0,1 uM desipramina 0,01 uM
fluoxetina 0,01 uM pargilina 100,0 uM
imipramina 1,0 uM decynium 10,0 pyM
imipramina 0,1 uM decynium 1,0 uyM
imipramina 0,01 uM decynium 0,1 pM

3.4 Anélise estatistica

As medidas dos niveis de 5-HT e 5-HIAA foram obtidas por
HPLC em pg e os resultados foram expressos como pg/mg de tecido
Umido ou pg/ng de proteina. As medidas de tensdo isométrica foram
expressas como g de tensdo. Os resultados apresentados sdo expressos
pela média * erro padrdo da média (E.P.M.) de n experimentos, sendo
que n representa amostras obtidas de animais diferentes. Para as analises
estatisticas utilizou-se o teste t de Student (Student’s t test) para os
protocolos de avaliagdo da captagdo de 5-HT. Os protocolos de
reatividade vascular foram avaliados também pelo teste t com analise
pareada, utilizando o programa Graph Pad Prism® software (San Diego
California, USA). Diferencas com valores de P < 0,05 foram
consideradas significativas.

3.5 Materiais
3.5.1 Equipamentos

3.5.1.1 Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia

O equipamento utilizado para a quantificacdo foi um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia da marca Waters modelo €2695
com um mdédulo de separacdo da marca Alliance composto de uma
bomba quaternaria, um degasificador, um aquecedor de coluna e um
injetor automatico refrigerado. O sistema é acoplado a um detector
eletroquimico da marca Waters 2465 (Waters, Milford, MA, USA). As
reacOes eletroquimicas acontecem em uma célula analitica de fluxo com
volume de trabalho determinado por um espacador de 25 pum de
espessura. O eletrodo de trabalho é constituido de carbono vitreo (GC-
WE) com 2 mm de didmetro e foi operado em corrente continua
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ajustado a um potencial de oxidagdo de +600 mV versus a um eletrodo
de referéncia Ag/AgCl (ISSAC) e um eletrodo auxiliar de aco
inoxidavel. A corrente aplicada foi de 50 mA. A fase movel foi
preparada conforme quadro 6 e em seguida foi filtrada através de uma
membrana de acetato e celulose com porosidade de 0,45 uM da marca
Millipore e degaseificada sob vacuo e banho de ultrason antes do uso.

Quadro 6 — Composicao da fase mével

Composto Concentragdo em mM
Fosfato de sddio monobésico 90 mM
monohidratado (NaH,PO4H,0)
Acido Citrico (C¢HgO7) 50 mM
1-Heptanosulfonato de sodio 1,7 mM
(C7H15N3.O3S)
Na,EDTA,H,0 50 U.M
(C10H14N2Na,0s)
Acetonitrila (CH3;CN) 10 %

pH: 3,0 (ajustado com &cido fosférico ou hidréxido de s6dio)

O fluxo da fase mével foi ajustado para 0,30 mL por minuto
através de uma coluna de fase reversa (C18) com 150 mm de
comprimento e 2 mm de didmetro interno 4 um protegida por uma
guarda coluna (C18) com 20 mm de comprimento e 2 mm de didmetro
interno, ambas mantidas a 35°C.

3.5.1.2 Sistema para 6érgaos isolados

O sistema consiste em cubas de vidro de aproximadamente 1 cm
de diametro e 5 cm de altura com capacidade para 2 ml fixados a 1
suporte de metal. As cubas sdo acopladas através de mangueiras a um
banho-maria e mantidas a 37° C. Para registro das variacdes de tensdo
foram utilizados transdutores de tensdo isométrica (Grass Instrumests
Co, EUA ou ADInstruments, Australia) acoplados a um sistema de
aquisicao de dados Powerlab, versdo 7.2, AD Instruments, Australia.

3.5.2 Compostos e reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas neste trabalho:
cetamina e xilazina (Syntec, Sdo Paulo, SP, Brasil); Fosfato de sodio
(Merck do brasil); Norfenfluramina (Santa Cruz biotechnology);
Serotonina, Fluoxetina, Imipramina, Desipramina, Decynium-22; Acido
citrico, 1-Heptanosulfonato de sédio e Na,EDTA;H,0, NaCl, KCI,
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CaCl,.2H,0, MgS0,.7H,0, KH,PO, NaHCO; dextrose anidra e
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma Chemical Co. St Louis, MO, EUA),
cocaina (Merck). Os sais utilizados para o preparo da solugdo fisioldgica
e as drogas foram dissolvidos em &gua destilada, apenas o Decynium-22
foi dissolvido em DMSO.
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RESULTADOS

29



4.1 Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA

Foram quantificados os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular e veia
cava, apos a exposicdo dos tecidos a veiculo ou 5-HT com objetivo de
determinar os niveis endégenos destas substancias e a capacidade dos
tecidos de captar 5-HT exdgena. Os resultados apresentados nas figuras
3 e 4 demonstram que anéis de veia jugular (A) e veia cava (B)
apresentam niveis basais mensuraveis de 5-HT e de seu metabolito 5-
HIAA. Quando os tecidos foram expostos a 5-HT exdgena (15 min.)
observamos um aumento nos niveis do metabdlito 5-HIAA mas ndo de
5-HT. No6s expressamos os resultados em pg/mg de tecido Umido (figura 4)
e comparamos com os resultados expressos como pg/ng de proteina (figura
3). Observamos que houve semelhanca no perfil dos resultados. Os
valores numéricos estdo expressos na tabela 1.

30



A VEIA JUGULAR

> =R 5-HT
S 4 3 5-HAA (4)
O =
188
& 2
s a (5)
) x
g o [
o c
03
RS
Veiculo Veiculo
+ +
veiculo 5-HT 1 pM
B VEIA CAVA
Bl 5-HT
51 (6)
3 5-HIAA
o 'g (5)
T 8
g 9o
£ :
g3 |
52
035
£
Veiculo Veiculo
+ +
veiculo 5-HT 1 uM

Figura 3 — Niveis intracelulares de 5-HT e 5-HIAA (pg/ng de proteina).
Quantificacdo de 5-HT e de 5-HIAA em veias jugular (A) e cava (B). Os
tecidos foram expostos a veiculo por 30 min seguidos da exposicdo a (veiculo +
veiculo) ou (veiculo + 5-HT 1uM) por mais 15 min. Os resultados das medidas
de 5-HT e 5-HIAA obtidos por HPLC foram expressos pg/ng de proteina. As
barras representam a média + EPM dos valores obtidos. * P < 0.05 vs. (veiculo
+ veiculo) (teste t de Student). (n).
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Figura 4 — Niveis intracelulares de 5-HT e 5-HIAA (pg/ng de tecido Umido).
Quantificacdo de 5-HT e de 5-HIAA em veias jugular (A) e cava (B). Os
tecidos foram expostos a veiculo por 30 min seguidos da exposicao a (veiculo +
veiculo) ou (veiculo + 5-HT 1uM) por mais 15 min. Os resultados das medidas
de 5-HT e 5-HIAA obtidos por HPLC foram expressos como pg/mg de tecido
Umido. As barras representam a média £ EPM dos valores obtidos. * P < 0.05
vs. (veiculo + veiculo) (teste t de Student). (n).
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Tabela 1. Quantificacdo de 5-HT e 5SHIAA em veia cava e jugular de ratos

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Média + EPM.
Veiculo + veiculo 5-HT 2,092 + 0,295
jugular 5-HIAA 0,039+ 0,007
(ng/mg Veiculo + 5-HT 3,036 £ 0,794
proteina) 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 1,724 + 0,458 *
cava Veiculo + veiculo 5-HT 3,394 + 0,476
(pg/ng 5-HIAA 0,064+0,0087
- proteina) Veiculo + 5-HT 3,410 + 0,357
Quantificagdo de 5-HT e 5-HIAA 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 0,228+0,0145 *
Jugular Veiculo + veiculo 5-HT 448,7 +111,2
(pg/mg 5-HIAA 31,72 +5,310
tecido) Veiculo + 5-HT 4142 + 49,92
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 180,5+12,07 *
cava Veiculo + veiculo 5-HT 431,2 £48,94
(pg/mg 5-HIAA 19,54 £2,798
tecido) Veiculo + 5-HT 426,1 + 68,56
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 2229 £3554 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido ou ng/mg de proteina em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs. (veiculo +
veiculo) (teste t de Student).
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Avaliacdo da captacdo de 5-HT em diferentes concentragfes de 5-
HT exdgena

Foram determinados os niveis de 5-HT e 5-HIAA basais e apés a
exposicdo dos tecidos & 5-HT nas concentracGes de 0,1 uM; 1,0 uM e
10 puM com objetivo de avaliar a captacdo frente a diferentes
concentracOes de 5-HT exdgena. Os resultados apresentados nas figuras
5 e 6 demonstram que a exposicao dos tecidos de veia jugular (A) e veia
cava (B) a concentragdes crescentes de 5-HT ndo provoca um aumento
nos niveis de 5-HT em relacdo ao controle (veiculo + veiculo).
Entretanto, houve aumento gradual dos niveis de 5-HIAA com as
preparagdes incubadas com 5-HT nas 3 concentracdes utilizadas e esse
aumento foi dependente da concentragdo de 5-HT exdgena. Do mesmo
modo que anteriormente, os resultados das medidas de 5-HT e 5-HIAA
expressos em pg/mg de tecido Umido (figura 6) ou pg/ng de proteina
(figura 5) apresentaram o mesmo perfil. Os valores numéricos das
medidas de 5-HT e 5-HIAA, representados pelas barras das figuras 5 e
6, estdo demonstrados na tabela 2.
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Figura 5 — Niveis de 5-HT e 5-HIAA ap6s a exposi¢cdo a veiculo ou a
concentragdes crescentes de 5-HT exdgena (pg/ng de proteina). Os anéis de
veia jugular (A) e de veia cava (B) foram expostos a veiculo por 30 min
seguidos da exposicdo a veiculo (veiculo + veiculo) ou 5-HT (veiculo + 5-HT
nas diferentes concentragdes) por mais 15 min. Os resultados das medidas de 5-
HT e 5-HIAA obtidos por HPLC foram expressos como pg/ng de proteina. As
barras representam a média £ EPM dos valores obtidos em pg/ng proteina). * P
< 0.05 vs. veiculo + veiculo (teste t de Student). (n).
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Figura 6 — Niveis de 5-HT e 5-HIAA ap6s a exposi¢cdo a veiculo ou a
concentragdes crescentes de 5-HT exégena (pg/mg de tecido Umido). Os
anéis de veia jugular (A) e de veia cava (B) foram expostos a veiculo por 30
min seguidos da exposicdo a veiculo (veiculo + veiculo) ou 5-HT (veiculo + 5-
HT nas diferentes concentragdes) por mais 15 min. Os resultados das medidas
de 5-HT e 5-HIAA obtidos por HPLC foram expressos como pg/mg de tecido
Umido. As barras representam a média £ EPM dos valores obtidos em pg/mg de
tecido Umido (A,B) ou em pg/ng proteina (B,D). * ¢ # P < 0.05 vs. veiculo +
veiculo (teste t de Student). (n).
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Tabela 2. Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e jugular de ratos na presenca de diferentes

concentrac@es de 5-HT

Veiculo + veiculo 5-HT 2,092 +0,2950
5-HIAA 0,044 +0,0083
jugular Veiculo + 5-HT 0,1 uM 5-HT 1,897 +0,2730
(pg/mg 5-HIAA 0,323 +0,0180 *
proteina) Veiculo +5-HT 1,0 pM 5-HT 3,036 +0,7948
5-HIAA 1,724 +£0,4588 *
Veiculo +5-HT 10,0 uM 5-HT 2,505 +0,3783
5-HIAA 8,771 £0,9936 *
Veiculo + veiculo 5-HT 3,394 +0,4760
5-HIAA 0,064 £0,0087
cava Veiculo + 5-HT 3,410 £0,3576
(pg/mg 5-HT 0,1 uM 5-HIAA 0,228 +0,0145 *
Avaliacdo da captacgédo em diferentes proteina) Veiculo + SHT 4,203 £0,4249
concentracdes de 5-HT 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 1,989 +£0,4585 *
Veiculo + 5-HT 4,532 +£0,4729
5-HT 10,0 uM 5-HIAA 7,151 £0,5790 *
Veiculo + veiculo 5-HT 314,1 +62,80
5-HIAA 8,187 +£3,628
Veiculo + 5-HT 316,0 £ 73,27
jugular 5-HT 0,1 uM 5-HIAA 52,79 £6,770 *
(pg/mg Veiculo + 5-HT  473,5+54,50
tecido) 5-HT 1,0 uM 5-HIAA  189,3 +31,05 *
Veiculo + 5-HT 421,6 £41,07
5-HT 10,0 uM 5-HIAA 1527 +£80,71 *
Veiculo + veiculo 5-HT 492,2 +62,59
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5-HIAA 6,676 + 3,656
cava Veiculo + 5-HT 528,9 £ 69,70
(pg/mg 5-HT 0,1 uM 5-HIAA 48,92 + 4,563 *
proteina) Veiculo + 5-HT 533,8 +59,99
5-HT 1,0 uM 5-HIAA  247,1+43,38*
Veiculo + 5-HT 776,7 £31,30 #
5-HT 10,0 uM 5-HIAA 1323 +57,71 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido ou ng/mg de proteina em veia jugular e cava de ratos. * e # P < 0.05 vs. veiculo

+ veiculo (teste t de Student).
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Captacdo de 5-HT na presenca de diferentes concentragdes de
pargilina

Foram determinados os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular
incubada com diferentes concentra¢Bes do inibidor da enzima MAO,
pargilina, por 30 min seguido da exposi¢do a 5-HT 1 uM por 15 min e
comparados aos resultados obtidos na auséncia de pargilina. Os
resultados demonstram que os niveis de 5-HT e de 5-HIAA obtidos na
presenca de pargilina 1uM ndo foram diferentes daqueles observados na
auséncia de pargilina. No entanto, na presenca de concentragdes
crescentes de pargilina, foi observada uma diminuicdo dos niveis de 5-
HIAA acompanhado de um aumento nos niveis de 5-HT. Os valores
numéricos das concentragdes de 5-HT e 5-HIAA representados pelas
barras da figura 7 estdo apresentados na tabela 3.
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Figura 7 — Quantificagdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de diferentes
concentragdes de pargilina. Os anéis de veia jugular foram expostos a veiculo
ou pargilina em diferentes concentragBes por 30 min antes da exposi¢do a 5-HT
(1 puM) (veiculo + 5-HT; pargilina + 5-HT, respectivamente) ou veiculo
(pargilina + veiculo) por 15 min. As barras representam a média £ EPM dos
valores de 5-HT e de 5-HIAA obtidos em pg/mg de tecido Umido. * P < 0.05, e

= P < 0.05 vs. (pargilina 100,0 uM + veiculo). # P < 0.05 vs. (veiculo + 5-HT
1,0 uM) (teste t de Student). (n).
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Tabela 3. Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA na presenca de pargilina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Meédia + EPM.
jugular Veiculo + 5-HT 386,0 + 53,00
(pg/mg pargilina 100,0 uM 5-HIAA 19,16 + 3,050
tecido) Veiculo + 5-HT 414,2 + 49,92
Determinacdo da captacéo de 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 180,5+12,07 *
5-HT na presenca de diferentes pargilina 1,0 uM + 5-HT 507,1 + 56,87
concentracdes de pargilina 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 144,4 +21,91 *
parglllna 10,0 l,lM + 5-HT 569,8 + 46,34 =
SHT1,0uM 5-HIAA _ 39,02+5930 * #
parglllna 100,0 uM + 5-HT 590,6 + 68,29 =
5-HT 1,0 uM

5-HIAA 23,63 + 3,087
Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos

nas razoes de pg/mg de tecido em veia jugular de rato. * P < 0.05, e = P < 0.05 vs. (pargilina 100,0 uM + veiculo).
# P < 0.05 vs. (veiculo + 5-HT 1,0 uM) (teste t de Student).
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Avaliacdo da captacdo de 5-HT em diferentes concentragdes de 5-
HT exdgena na presenca de Pargilina

Foram determinados os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular
e veia cava frente a exposicdo & 5-HT em diferentes concentragdes (0,1
UM, 1 uM e 10 uM) na presenca de pargilina 100 uM administrada 30
min antes da 5-HT. Como podemos observar na figura 8, a exposi¢éo a
concentracOes crescentes de 5-HT exdgena, na presenca de pargilina,
ocasionou um aumento nos niveis de 5-HT dependente da concentracdo
sem alteragdo nos niveis de 5-HIAA em relacdo ao controle (pargilina +
veiculo). Os valores numéricos destes experimentos, representados por
barras na figura 8, estdo demonstrados na tabela 4.
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Figura 8 — Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de Pargilina. As
barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular (A) e veia cava
(B) incubadas com Pargilina 100 uM por 30 min seguidos da exposicdo a
diferentes concentracdes de 5-HT (0,1 uM, 1,0 uM e 10 uM), (pargilina + 5-
HT) ou veiculo (pargilina + veiculo) por 15 min. As barras representam a média
+ EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos como pg/mg de tecido imido.
* P < 0.05 vs. (pargilina + veiculo); # P < 0.05 vs. (pargilina + 5-HT 0,1 pM)
(teste t de Student). (n).
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Tabela 4. Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA frente a exposicéo a 5-HT ex6gena na presenca de pargilina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Média + EPM.
jugular pargilina 100,0 uM + 5-HT 310,9 + 27,65
(pg/mg veiculo 5-HIAA 18,71 + 2,942
tecido) Pargilina100,0 uM + 5-HT 2441 + 36,43
5-HT 0,10 pM 5-HIAA 13,74 + 2,166
pargilina 100,0 uM + 5-HT 591,4 + 82,59 *
Determinacdo da captacao de 5-HT 1,0 uM 5-HIAA 22,68 + 3,728
5-HT na presenca de Pargilina pargilina 100,0 pM + 5-HT 1087 + 149,9 *#
5-HT 10,0 uM 5-HIAA 28,16 + 4,944
cava pargilina 100,0 uM + 5-HT 492,2 + 62,59
(pg/mg Veiculo 5-HIAA 18,34 + 2,136
tecido) Pargilina 100,0 uM + 5-HT 4994 + 59,80
5-HT 0,10 uM 5-HIAA 27,95 + 2,563
pargilina 100,0 uM + 5-HT 874,5+ 47,79 *
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 24,62 + 4,557
pargilina 100,0 uM + 5-HT 2923 +371,1 *+
5-HT 10,0 uM 5-HIAA 27,75 + 2,327

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razbes de pg/mg de tecido em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs. (pargilina + veiculo); # P < 0.05 vs.

(pargilina + 5-HT 0,1 uM) (teste t de Student).
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Determinacdo da captacao de 5-HT na presenca de fluoxetina

A figura 9 mostra os niveis de 5-HT e 5-HIAA nas veias
expostas a 5-HT exdgena (1 uM; 15 min) na auséncia e presenca do
inibidor seletivo de 5-HT, fluoxetina (1 uM), administrada 30 min antes
da 5-HT. Como ja vimos anteriormente (figuras 3 e 4) e repetimos aqui,
a exposicdo a 5-HT em tecidos que receberam veiculo antes da 5-HT
promove um aumento nos niveis de 5-HIAA mas ndo de 5-HT. Quando
a exposicao & 5-HT foi realizada em tecidos que receberam fluoxetina
no lugar do veiculo antes da 5-HT, os niveis de 5-HT e de 5-HIAA ndo
foram diferentes daqueles obtidos nos tecidos em que a fluoxetina era
substituida por veiculo. Os valores numéricos destes experimentos,
representados por barras na figura 9, estdo demonstrados na tabela 5.
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Figura 9 — Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de fluoxetina. As
barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular (A) e veia cava
(B) incubadas com veiculo ou fluoxetina (1 uM) por 30 min seguidos da
exposicao a veiculo (veiculo + veiculo; fluoxetina + veiculo) ou 5-HT (1 uM )
(veiculo + 5-HT; fluoxetina + 5-HT) por 15 min. As barras representam a média
+ EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos em pg/mg de tecido Umido. *
P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo) (teste t). (n).
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Tabela 5. Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de

fluoxetina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Meédia £ EPM.
jugular Veiculo + veiculo 5-HT 416,4 + 76,46

(pg/mg 5-HIAA 32,34 + 3,999

tecido) Fluoxetina 1,0 uM + 5-HT 471,8 +57,88

veiculo 5-HIAA 20,56 + 4,623

Veiculo + 5-HT 1,0 uyM 5-HT 407,2 + 45,49
Determinacdo da captacéo de 5-HIAA 209,8 + 23,41 *
5-HT na presenca de fluoxetina Fluoxetina 1,0 pM + 5-HT 410,0 + 106,7
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 129,0 £ 26,75 *

cava Veiculo + veiculo 5-HT 431,2 + 48,94

(pg/mg 5-HIAA 19,54 + 2,798

tecido) Veiculo + 5-HT 1,0 pM 5-HT 533,8 + 59,99
5-HIAA 247,1 +43,38 *

Fluoxetina 1,0 uM + 5-HT 558,7 £ 57,21

5-HT 1,0 uM 5-HIAA 248,7+9,432 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo) (teste t).
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Determinacdo da captacao de 5-HT na presenc¢a de imipramina

A figura 10 mostra os niveis de 5-HT e 5-HIAA nas veias
expostas a 5-HT exdgena (1 pM; 15 min) na auséncia e presenca do
inibidor da captagdo de 5-HT e NE, imipramina (1 uM), administrado
30 min antes da 5-HT. A exposic¢do a 5-HT promoveu um aumento nos
niveis de 5-HIAA, mas ndo de 5-HT, conforme ja demonstrado
anteriormente e aqui repetido para efeitos comparativos. Os niveis de 5-
HT e de 5-HIAA obtidos em presenca de imipramina ndo foram
diferentes daqueles obtidos nos tecidos em que a imipramina era
substituida por veiculo. Os valores numéricos destes experimentos,
representados por barras na figura 10, estdo demonstrados na tabela 6.
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Figura 10 — Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de imipramina.
As barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular (A) e veia
cava (B) incubadas com veiculo ou imipramina (1 pM) por 30 min seguidos da
exposicao a veiculo (veiculo + veiculo; imipramina + veiculo) ou 5-HT (1 uM )
(veiculo + 5-HT; imipramina + 5-HT) por 15 min. As barras representam a
média = EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos em pg/mg de tecido
Umido. * P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo) (teste t de Student). (n).
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Tabela 6. Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de

imipramina
PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Meédia £ EPM.
jugular Veiculo + veiculo 5-HT 416,4 + 76,46
(pg/mg 5-HIAA 32,34 + 3,999
tecido) Imipramina 1,0 pM + 5-HT 473,2 + 53,66
veiculo 5-HIAA 18,28 + 3,728
Veiculo + 5-HT 1,0 uM 5-HT 407,2 + 45,49
Determinacéo da captacéo de 5-HIAA 209,8 + 23,41 *
5-HT na presenca de imipramina Imipramina 1,0 pM + 5-HT 368,4 + 48,55
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 274,6 + 43,06 *
cava Veiculo + veiculo 5-HT 431,2 +48,94
(pg/mg 5-HIAA 19,54 + 2,798
tecido) Veiculo + 5-HT 1,0 pM 5-HT 533,8 + 59,99
5-HIAA 247,1 +43,38 *
Imipramina 1,0 uM + 5-HT 446,4 + 67,26
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 164,6 £ 15,25 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo) (teste t de Student).
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Determinacdo da captacao de 5-HT na presenca de desipramina

A figura 11 mostra os niveis de 5-HT e 5-HIAA nas veias
expostas a 5-HT exdgena (1 pM; 15 min) na auséncia e presenca do
inibidor da captacdo de NE e 5-HT, desipramina (1 puM), administrado
30 min antes da 5-HT. Utilizamos os mesmos dados da figura anterior
mostrando que a exposicao a exposi¢do a 5-HT promove um aumento
nos niveis de 5-HIAA mas ndo de 5-HT. Os niveis de 5-HT e de 5-
HIAA obtidos em presenga de desipramina ndo foram diferentes
daqueles obtidos nos tecidos em que a desipramina era substituida por
veiculo. Os valores numéricos destes experimentos, representados por
barras na figura 11, estdo demonstrados na tabela 7.
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Figura 11 — Quantificacé@o de 5-HT e 5-HIAA em presenca de desipramina.
As barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular (A) e veia
cava (B) incubadas com veiculo ou desipramina (1 uM) por 30 min seguidos da
exposicao a veiculo (veiculo + veiculo, desipramina + veiculo) ou 5-HT (1 uM )
(veiculo + 5-HT; desipramina + 5-HT) por 15min. As barras representam a
média £ EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos em pg/mg de tecido
Umido. * P < 0.05 vs (veiculo + veiculo) (teste t de Student). (n).
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Tabela 7. Quantificacdo de 5-HT e 5HIAA em veia cava e jugular de ratos expostas a 5-HT na presenca de
desipramina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Média + EPM.
jugular Veiculo + veiculo 5-HT 416,4 + 76,46
(pg/mg 5-HIAA 32,34 + 3,999
tecido) desipramina 1,0 uM + 5-HT 447,8 + 83,85
veiculo 5-HIAA 25,15 + 8,046
veiculo + 5-HT 1,0 uM 5-HT 407,2 + 45,49
5-HIAA 209,8 +23,41*
desipramina 1,0 uM + 5-HT 370,5 £ 74,19
Determinagéo da capte_u;éo d(_a 5-HT 1,0 uM S-HIAA 304,5 + 49 56 *
5-HT na presenca de desipramina cava veiculo + veiculo 5-HT 431,2 + 48,94
(pg/mg 5-HIAA 19,54 + 2,798
tecido) veiculo + 5-HT 1,0 pM 5-HT 533,8 + 59,99
5-HIAA 247,1+43,38*
desipramina 1,0 uM + 5-HT 4545 + 23,03
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 222,6 + 15,97 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs (veiculo + veiculo) (teste t de Student).
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Determinacdo da captacao de 5-HT na presenca de cocaina

A figura 12 mostra os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia cava expostas
a 5-HT exdgena (1 pM; 15 min) na auséncia e presencga do inibidor da
captacdo de DA, NA e 5-HT, cocaina (1 pM), administrado 30 min
antes da 5-HT. Utilizamos os mesmos dados da figura anterior, para veia
cava, mostrando que a exposicdo a 5-HT promove um aumento nos
niveis de 5-HIAA mas ndo de 5-HT. Os niveis de 5-HT e de 5-HIAA
obtidos em presenca de cocaina ndo foram diferentes daqueles obtidos
nos tecidos em que a cocaina era substituida por veiculo. Os valores
numéricos destes experimentos, representados por barras na figura 12,
estdo demonstrados na tabela 8.
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Figura 12 — Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de cocaina. As
barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia cava incubada com
veiculo ou cocaina (1 uM) por 30 min seguidos da exposi¢do a veiculo (veiculo
+ veiculo) ou 5-HT (1 uM ) (veiculo + 5-HT; cocaina + 5-HT) por 15 min. As
barras representam a média + EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos
em pg/mg de tecido Umido. * P < 0.05 vs (veiculo + veiculo) (teste t de
Student). (n).
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Tabela 8. Quantificagdo de 5-HT e 5SHIAA em veia cava de ratos expostas a 5-HT na presenca de cocaina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Média £ EPM.
cava veiculo + veiculo 5-HT 431,2 +48,94
(pg/mg 5-HIAA 19,54 + 2,798
Determinacdo da captacéo de tecido) veiculo + 5-HT 1,0 uM 5-HT 533,8 £ 59,99
5-HT na presenca de cocaina 5-HIAA 247,1+43,38*
cocaina 1,0 uM + 5-HT 521,7 + 67,04
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 214,3 + 26,47 *

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido em veia cava de ratos. * P < 0.05 vs (veiculo + veiculo) (teste t de Student).
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Determinacdo da liberacdo de 5-HT na presenca de
norfenfluramina

Foram determinados os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia jugular
incubada com veiculo ou com o substrato do SERT, norfenfluramina (10
M) por 30 min. Também foram determinados os niveis de 5-HT e 5-
HIAA na solucéo fisioldgica que conteve os vasos durante a incubagdo
para observar se houve liberacdo de 5-HT por norfenfluramina. Na
figura 13 podemos observar que os niveis de 5-HT e de 5-HIAA
obtidos em presenca de norfenfluramina ndo foram diferentes daqueles
obtidos nos tecidos ou na solugdo fisioldgica em que a norfenfluramina
era substituida por veiculo. Os valores numéricos destes experimentos,
representados por barras na figura 13, estdo demonstrados na tabela 9.
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Figura 13 - Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenga de
norfenfluramina. As barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA em veia
jugular (A) e na solucéo fisiol6gica (B) que banhava os tecidos incubados com
veiculo ou norfenfluramina (10 uM) por 30 min. As barras representam a média
+ EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos em pg/mg de tecido imido.
(n).
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Tabela 9. Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA frente a exposi¢éo a norfenfluramina

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Média £ EPM.
jugular Veiculo + veiculo 5-HT 349,7 + 30,98

(pg/mg 5-HIAA 26,56 + 3,632

Determinacdo da captacéo de tecido) Veiculo + 5-HT 408,6 + 57,82
5-HT na presenca de Norfenfluramina 10,0 uM 5-HIAA 34,03 + 4,407
norfenfluramina Solugéo Veiculo + veiculo 5-HT 30,05 + 5,282
fisioldgica 5-HIAA 35,79 + 3,802

(pg/mg Veiculo + 5-HT 42,43 +7,001

tecido) Norfenfluramina 10,0 uM  5-HIAA 37,67 + 6,994

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos
nas razdes de pg/mg de tecido em veia jugular e na solucao fisiolgica que conteve o vaso.
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Determinacdo da captacao de 5-HT na presenca de decynium-22

A figura 14 mostra os niveis de 5-HT e 5-HIAA na veia jugular e
na veia cava expostas a 5-HT ex6gena (1,0 uM; 15 min) na auséncia e
presenca do inibidor de OCT, decynium-22 (10,0 uM) administrado 30
min antes da 5-HT. A exposicdo & 5-HT promoveu um aumento nos
niveis de 5-HIAA, mas ndo de 5-HT naqueles tecidos que receberam
veiculo antes de 5-HT conforme ja demonstrado anteriormente e aqui
repetido para fins comparativos. Nos tecidos que receberam decynium-
22, antes da administracdo de 5-HT exdgena observamos que houve um
aumento nos niveis de 5-HIAA, mas ndo de 5-HT. Entretanto, esse
aumento nos niveis de 5-HIAA em presenca de decynium 22 na
concentracdo de 10,0 pM foi significativamente menor do que o
aumento observado nos tecidos em que o decynium 22 era substituido
por veiculo. Os valores numéricos destes experimentos, representados
por barras na figura 14, estdo demonstrados na tabela 10.
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Figura 14 — Quantificacdo de 5-HT e 5-HIAA em presenca de decynium-22.
As barras representam os niveis de 5-HT e 5-HIAA na veia jugular (A) e na
veia cava (B) incubadas com veiculo ou decynium 22 (10 um) por 30 min
seguidos da exposicdo a veiculo (veiculo + veiculo, decynium + veiculo) ou 5-
HT (1 pM) (veiculo + 5-HT; decynium + 5-HT) por 15min. As barras
representam a média =+ EPM dos valores de 5-HT e 5-HIAA expressos em
pg/mg de tecido umido. * P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo). # P < 0.05 vs.
(veiculo + 5-HT 1,0 uM) (teste t de Student). (n).
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Tabela 10. Quantificacdo de 5-HT e SHIAA em veia cava e jugular de ratos expostas a 5-HT na presenga de
decynium-22

PROTOCOLO EXPERIMENTAL Vaso Meédia + EPM.
veiculo + veiculo 5-HT 349,7 + 30,98
5-HIAA 26,56 + 3,632
jugular decynium 1,0 uM + 5-HT 366,0 + 41,13
(pg/mg veiculo 5-HIAA 17,07 £ 2,034
tecido) veiculo + 5-HT 1,0 pM 5-HT 376,4 + 65,07
Determinacdo da captacéo de 5-HIAA 187,8 + 7,276 *
5-HT na presenca de decynium decynium-22 1,0 uM + 5-HT 325,6 + 30,84
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 70,77 £ 5,470 *+
veiculo + veiculo 5-HT 349,7 + 30,98
cava 5-HIAA 26,56 + 3,632
(pg/mg veiculo + 5-HT 1,0 uM 5-HT 376,4 £ 65,07
tecido) 5-HIAA  187,8+7,276 *
decynium-22 1,0 uM + 5-HT 325,6 + 30,84
5-HT 1,0 uM 5-HIAA 70,77 £ 5,470 *+

Os valores representam a média +/- EPM dos valores de 5-HT ou de 5-HIAA obtidos por HPLC e expressos nas
razfes de pg/mg de tecido em veia jugular e cava de ratos. * P < 0.05 vs. (veiculo + veiculo). # P < 0.05 vs. (veiculo
+ 5-HT 1,0 uM) (teste t de Student).
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4.2 Avaliacdo da reatividade vascular da veia jugular
Curvas concentragéo resposta para 5-HT

A figura 15 mostra duas curvas concentragdo resposta
estimuladas por 5-HT no mesmo anel de veia jugular realizadas com
intervalo de 60 min entre elas. A segunda curva concentragao efeito foi
realizada na presenca de veiculo, adicionado 30 min antes do inicio da
mesma e foi comparada com a primeira curva concentragdo efeito,
considerada controle. Como podemos observar, a 5-HT foi capaz de
induzir contragdo dependente da concentracdo mesmo ap6s um intervalo
de 60 min da primeira curva concentracdo resposta. Entretanto,
comparando as duas curvas concentragdo resposta para 5-HT, a segunda
teve seu efeito méximo diminuido e apresentou deslocamento para a
direita, representado por uma diferenca entre os valores de pD2. Os
valores numéricos de pD2 e efeito maximo estdo expressos na tabela
11.

207 _e- controle (n=7)

154 - Veiculo (n=7)
1.04

0.5+

Contracéo (g)

0.0+

-0.5-

100 9 8 -7 6 5 4
5-HT Log [M]

Figura 15 — Curvas concentracdo resposta para 5-HT na auséncia e
presenca de veiculo em veia jugular de ratos. Anéis de veia jugular de ratos
foram montados em camara para 6rgdo isolado contendo solugdo salina
fisioldgica (37 °C, sob aeracéo constante) para medidas da tensdo isométrica.
Concentragdes crescentes de 5-HT (10° M a 10° M) foram adicionadas as
preparacBes na auséncia (controle) e na presenca de veiculo (agua destilada) e
as respostas obtidas foram registradas. Os pontos representam a média + EPM
da resposta obtida em g de contracdo de n experimentos. * P < 0.05 pD,
(controle) vs. pD, (veiculo) (teste t de Student pareado). (n).
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Tabela 11. Valores de pD2 e do efeito m&ximo obtidos nas duas curvas concentracéo resposta para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de veiculo (teste)

Substancias pD2 pD2 Contragado Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)
veiculo 6.593 + 0.05406

6.404+0.05550 126901340

1.143 £0.1448 Y
(*) P < 0.05 vs.controle do mesmo grupo (teste t de Student pareado). (n).
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Resposta contratil para 5-HT na presenca de fluoxetina

A figura 16 mostra duas curvas concentracdo resposta para 5-HT
no mesmo anel de veia jugular realizadas com intervalo de 60 min entre
elas. Diferentemente do protocolo realizado na figura 13, a segunda
curva concentracdo efeito foi realizada na presenca de fluoxetina nas
concentragGes de 0,01 uM; 0,1uM ou 1,0 uM adicionada 30 min antes
da realizacdo da segunda curva. Esta curva foi comparada com a
primeira curva concentracdo efeito, considerada controle. As curvas
concentracdo efeito induzidas por 5-HT na presenca de fluoxetina nas
concentracbes de 0,1uM e 1,0 uM, mas ndo na concentragdo de 0,01
MM, apresentaram diminuicdo no efeito maximo em relagdo & curva
controle. Nas concentracGes de 0,01 e 1,0 uM de fluoxetina, mas ndo na
concentracdo de 0,1 uM, houve um deslocamento das curvas
concentracdo efeito para a direita representado por uma diferenga entre
os valores de pD,. As diferengas entre os pD, estdo representadas na
figura 17, enquanto que os valores numéricos de pD, e efeito maximo
estdo expressos na tabela 12.
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Figura 16 - Resposta contratil para 5-HT na presenca fluoxetina em veia
jugular de ratos. Anéis de veia jugular de ratos foram montados em camara
para 6rgdo isolado contendo solucio salina fisioldgica (37° C, sob aeracio
constante) para medidas da tensdo isométrica. ConcentracGes crescentes de 5-
HT (10° M a 10°M) foram adicionadas as preparacdes na auséncia (controle) e
na presenca de fluoxetina nas concentragdes de 0,01 uM (A); 0,1 uM (B) e 1,0
MM (C) e as respostas obtidas foram registradas. Os pontos representam a média
+ EPM da resposta obtida em g de contracdo de n experimentos. * P < 0.05 pD,
(controle) vs. pD; (fluoxetina) (teste t de Student pareado). (n).
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Figura 17 — pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou fluoxetina. As barras
representam os valores de pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta de veia
jugular para 5-HT na auséncia (controle) e na presenga de veiculo ou fluoxetina
nas concentragdes de 0,01; 0,1 e 1,0 uM (teste). As barras representam a média
+ EPM dos valores de pD,. * P < 0.05 vs. veiculo (teste) (teste t); # P < 0.05 vs.
Controle dentro do mesmo grupo (teste t de Student pareado).
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Tabela 12. Valores de pD2 e do efeito m&ximo obtidos nas duas curvas concentracéo resposta para 5-

HT na auséncia (controle) e na presenca de fluoxetina (teste)

Substéncias pD2 pD2 Contragao Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)
fluoxetina 1,0 uM 6.490+0.08872 139+ 0.08495* 1.318 + 0.1265 1.147 + 0.1393 *(5)
fluoxetina 0,1 uM 6.783 £ 0.1453 6.678 + 0.06949 1.705 + 0.1476 1562 + 0.1319 *(5)
fluoxetina 0,01 uM 6.645+0.09455 4 4344006403 ~ 1-346%0.1075 1,997 +0.06515 ")

(*) P < 0.05 vs. controle do mesmo grupo (teste t de Student pareado). (n).
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Resposta contratil para 5-HT na presenca de imipramina

A figura 18 mostra duas curvas concentracdo resposta para 5-HT
no mesmo anel de veia jugular realizadas com intervalo de 60 min entre
elas. A segunda curva concentracdo efeito foi realizada na presenca de
imipramina nas concentragdes de 0,01 pM; 0,1uM ou 1,0 pM
administrada 30 min antes da realizacdo da segunda curva e comparada
a primeira curva controle. As curvas concentracdo efeito para 5-HT
apresentaram uma diminuicdo na magnitude de contracdo méaxima e
foram desviadas para a direita em presenca de imipramina em todas as
concentragBes utilizadas. As diferencas entre os pD2 podem ser
observadas na figura 19, enquanto que os valores de pD2 e efeito
méaximo estdo apresentados na tabelal3. Os pD2 das curvas
concentracao resposta da figura 15 (controle e veiculo) foram repetidos
para efeitos comparativos.
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Figura 18 - Resposta contratil para 5-HT na presenca de imipramina em
veia jugular de ratos. Anéis de veia jugular de ratos foram montados em
camara para 6rgdo isolado contendo solugdo salina fisioldgica (37 °C, sob
aeracgdo constante) para medidas da tensdo isométrica. Concentragdes crescentes
de 5-HT (10° M a 10®° M) foram adicionadas s preparacdes na auséncia
(controle) e na presenga de imipramina nas concentracGes de 0,01 uM (A); 0,1
uM (B) e 1,0 uM (C) e as respostas obtidas foram registradas. Os pontos
representam a média = EPM da resposta obtida em g de contragdo de n
experimentos. * P < 0.05 pD, (controle) vs. pD, (na presenca de imipramina)
(teste t de Student pareado). (n).
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Figura 19 — pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-HT na
auséncia e na presenga de veiculo ou imipramina. As barras representam 0s
valores de pD, obtidos nas curvas concentracdo resposta de veia jugular para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenga de veiculo ou imipramina nas
concentragGes de 0,01; 0,1 e 1,0 uM (teste). As barras representam a média +

EPM dos valores de pD,.= P < 0.05 vs. veiculo (controle); * P < 0.05 vs.
veiculo (teste) (teste t) e # P < 0.05 vs. controle dentro do mesmo grupo (teste t

pareado).
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Tabela 13. Valores de pD2 e do efeito m&ximo obtidos nas duas curvas concentracgéo resposta para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de imipramina (teste)

Substancias pD2 pD2 Contragao Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)
imipramina 1,0 uM 6.362+0.1132 5 g35 4003949  1433£0.08051 1 553405497 ©
imipramina 0,01 UM~ 6.822+0.04644 ¢ gq 402564 ~ 1.615+0.3348 1.439 + 03244 ©
(*) P < 0.05 vs. controle do mesmo grupo (teste t de Student pareado). (n).
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Resposta contratil para 5-HT na presenca de desipramina

A figura 20 mostra duas curvas concentracdo resposta para 5-HT
realizadas no mesmo anel de veia jugular com intervalo de 60 min entre
elas que foram comparadas entre si. A primeira curva concentracdo
efeito foi realizada na auséncia (controle) e a segunda na presenga de
desipramina nas concentragcbes de 0,01 pM; 0,1uM ou 1,0 puM
administrada 30 min antes da realizagdo da segunda curva. As curvas
concentracdo efeito para 5-HT apresentaram uma diminuicdo na
magnitude de contracdo maxima e foram desviadas para a direita em
presenca de desipramina em todas as concentragdes utilizadas. As
diferencas entre os pD2 podem ser observadas na figura 21, enquanto
que os valores numéricos de pD2 e efeito maximo estdo apresentados na
tabela 14. Os pD2 das curvas concentracdo resposta da figura 13
(controle e veiculo) foram repetidos para efeitos comparativos.
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Figura 20 - Resposta contratil para 5-HT na presenca de desipramina em
veia jugular de ratos. Anéis de veia jugular de ratos foram montados em
camara para 6rgdo isolado contendo solugdo salina fisioldgica (37 °C, sob
aeracdo constante) para medidas da tensdo isométrica. Concentragdes crescentes
de 5-HT (10° M a 10°M) foram adicionadas s preparacbes na auséncia
(controle) e na presenca de desipramina nas concentra¢@es de 0,01 uM (A); 0,1
uM (B) e 1,0 uM (C) e as respostas obtidas foram registradas. Os pontos
representam a média = EPM da resposta obtida em g de contragdo de n
experimentos. * P < 0.05 pD, (controle) vs. pD, (na presenca de desipramina)
(teste t de Student pareado). (n).
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Figura 21 — pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-HT na
auséncia e na presenca de veiculo ou desipramina. As barras representam os
valores de pD, obtidos nas curvas concentracdo resposta de veia jugular para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de veiculo ou desipramina nas
concentragGes de 0,01; 0,1 e 1,0 uM (teste). As barras representam a média +

EPM dos valores de pD,. = P < 0.05 vs. veiculo (controle); * P < 0.05 vs.
veiculo (teste) (teste t de Student); # P < 0.05 vs. Controle dentro do mesmo
grupo (teste t pareado).
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Tabela 14. Valores de pD2 e do efeito m&ximo obtidos nas duas curvas concentracéo resposta para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de desipramina (teste)

Substéncias pD2 pD2 Contragao Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)

desipramina 1,0 uM 6.527 + 0.08248
desipramina 0,1 uM 6.701 + 0.1354
desipramina 0,01 yM  6.755 +0.07797

6.056 + 0.1114 1.284+0.2008 (9576401283
6.281+0.00014 183101831 1596401550 O

6531+ 005287  1887£02848 1569401979 O
(*) P < 0.05 vs. controle do mesmo grupo (teste t de Student pareado) (n).
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Curva concentracao resposta para 5-HT na presenca de pargilina

A figura 22 mostra duas curvas concentracdo resposta
estimuladas por 5-HT no mesmo anel de veia jugular realizadas com
intervalo de 60 min entre elas e que foram comparadas entre si. A
segunda curva concentragdo efeito foi realizada na presenca de pargilina
100,0 pM, adicionada 30 min antes do inicio da mesma e foi comparada
com a primeira curva concentragdo efeito, considerada controle. N&o
foram observadas diferencas entre a curva controle e a curva realizada
em presenca de pargilina. Os pD2 das curvas concentragdo resposta para
5-HT na auséncia e na presenca de pargilina estdo representados na
Figura 21. Os pD2 da figura 15 (controle e veiculo) foram repetidos para
efeitos comparativos. Os valores numéricos de pD2 e efeito maximo
estdo expressos na tabela 15.
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Figura 22 - Curvas concentracdo resposta para 5-HT na auséncia e
presenca de pargilina em veia jugular de ratos. Anéis de veia jugular de ratos
foram montados em camara para 6rgdo isolado contendo solucdo salina
fisioldgica (37 °C, sob aeracéo constante) para medidas da tensdo isométrica.
Concentragbes crescentes de 5-HT (10° M a 10°M) foram adicionadas as
preparacOes na auséncia (controle) e na presenca de pargilina e as respostas
obtidas foram registradas. Os pontos representam a média £ EPM da resposta
obtida em g de contragdo de n experimentos.
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Figura 23 — pD, obtidos nas curvas concentracao resposta para 5-
HT na auséncia e na presenca de veiculo ou pargilina. As barras
representam os valores de pD, obtidos nas curvas concentragéo resposta de veia
jugular para 5-HT na auséncia (controle) e na presenca de veiculo ou pargilina
na concentracdo de 100 uM (teste). As barras representam a média + EPM dos

valores de pD..
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Tabela 15. Valores de pD2 e do efeito m&ximo obtidos nas duas curvas concentracgéo resposta para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de pargilina (teste)

Substéncias pD2 pD2 Contragao Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)

pargilina 1000 M 6514+007908  6.515£0.1036 114501438 1 005 4 01335 ©

(*) P < 0.05 vs. controle do mesmo grupo (teste t pareado). (n).
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Curva concentracéo resposta para 5-HT na presenca de decynium-
22

A figura 24 mostra duas curvas concentracdo resposta para 5-HT
realizadas no mesmo anel de veia jugular com intervalo de 60 min entre
elas e que foram comparadas entre si. Enquanto a primeira curva foi
realizada na auséncia (controle), a segunda curva foi realizada na
presenca de decynium-22 nas concentragdes de 0,1 uM; 1,0uM ou 10,0
MM adicionado 30 min antes da realizagdo da segunda curva. As curvas
concentragdo efeito induzidas por 5-HT na presenga de decynium
apresentaram diminuicdo no efeito maximo em todas as concentragdes.
N&o foram observadas diferencas nos valores de pD2 entre as curvas
controles e as curvas realizadas na presenca de decynium para todas as
concentragGes testadas. Na figura 25 estdo representadas as médias dos
valores de Pd2, enquanto que os valores numéricos de pD2 e efeito
méaximo estdo apresentados na tabela 16. Os pD2 das curvas
concentracao resposta da figura 15 (controle e veiculo) foram repetidos
para efeitos comparativos.
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Figura 24 - Curvas concentracdo resposta para 5-HT na auséncia e
presenca de decynium-22 em veia jugular de ratos. Anéis de veia jugular de
ratos foram montados em camara para 6rgdo isolado contendo solucdo salina
fisioldgica (37 °C, sob aeracéo constante) para medidas da tensdo isométrica.
Concentragdes crescentes de 5-HT (10° M a 10°M) foram adicionadas as
preparacGes na auséncia (controle) e na presenca de decynium-22 nas
concentracGes de 0,1 uM (A); 1,0 uM (B) e 10,0 uM (C) e as respostas obtidas
foram registradas. Os pontos representam a média = EPM da resposta obtida em
g de contracdo de n experimentos.
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Figura 25 — pD, obtidos nas curvas concentragdo resposta para 5-HT na
auséncia e na presenca de veiculo ou decynium-22. As barras representam os
valores de pD, obtidos nas curvas concentracdo resposta de veia jugular para 5-
HT na auséncia (controle) e na presenca de veiculo (teste) (Fig. 13) e na
auséncia (controle) e presenga de decynium-22 nas concentragdes de 0,1; 1,0 e
10,0 uM (teste) (Fig. 22). As barras representam a média + EPM dos valores de
pD,.# P < 0.05 vs. Controle dentro do mesmo grupo (teste t pareado) e * P <
0.05 vs. veiculo (teste) (teste t).
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Tabela 16. Valores de pD2 e do efeito méximo obtidos nas duas curvas concentragdo resposta para 5-

HT na auséncia (controle) e na presenca de veiculo ou decynium-22 (teste)

Substéncias pD2 pD2 Contragao Contragéo
(controle) (teste) maxima maxima
(controle) (teste)
decynium 10,0 pM 6.490 + 0.059 6.413+0.094 1.566 + 0.249 0.252 + 0.088 *
decynium 1,0 uM 6.464 + 0.096 6.415+0.072 1.213+0.174 0.290 + 0.071 *(5)
decynium 0,1 uM 6.519 + 0.1387 6.543 + 0.058 1.375+0.216

0.432+0.112 @)

(*) P <0.05 vs. controle do mesmo grupo (teste t pareado). (n).
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5.1 Avaliacdo dos mecanismos de captacdo e metabolismo de 5-HT
no sistema venoso

A partir da descoberta da 5-HT na década de 30, diversos estudos
foram e vém sendo desenvolvidos com o objetivo de elucidar o papel da
5-HT nos  diversos  sistemas  fisiolégicos, contribuindo
fundamentalmente para a compreensdao do seu envolvimento em
processos fisiopatoldgicos e também para o desenvolvimento de
farmacos para o tratamento destas patologias. No sistema
cardiovascular, a 5-HT estd amplamente distribuida. Recentemente,
estudos demonstraram que veias e artérias possuem um sistema
serotoninérgico funcional, ou seja, sdo capazes de sintetizar, captar e
metabolizar a 5-HT (Linder, Ni et al., 2008; Ni, Geddes et al., 2008).
Entretanto, a funcéo deste sistema na vasculatura ainda néo é totalmente
compreendida.

Para avaliar a fisiologia do sistema serotoninérgico em veias,
inicialmente padronizamos uma metodologia para quantificar a 5-HT e 0
seu metabolito 5-HIAA através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Foram determinados os niveis basais destas
substancias em veia jugular e veia cava de ratos e os resultados obtidos
foram expressos em pg/mg de tecido Umido e em pg/ng de proteinas. A
padronizacdo do método de doseamento de 5-HT e 5-HIAA por HPLC
demonstrou que houve reprodutibilidade dos resultados obtidos nas
razBes pg/mg de tecido Umido e pg/ng de proteina. A comparacdo dos
mesmos demonstrou que houve semelhanga no perfil das concentra¢Ges
obtidas nas duas formas de expressdo dos dados, assegurando que
poderiamos optar pela utilizacdo de uma das formas de expressao.
Optamos entdo por expressar os resultados subsequentes em pg/mg de
tecido imido.

Comparando nossos resultados com aqueles da literatura (Linder,
Ni et al., 2008) observamos valores menores, apesar de apresentarem o
mesmo perfil. Esta diferenca pode ser justificada pelas diferengas entre
os cromatdgrafos utilizados, que possuem detectores diferentes, e pelos
diferentes métodos de doseamento de proteinas utilizados; enquanto no
presente trabalho utilizamos a metodologia de Bradford, Linder e
colaboradores utilizaram a metodologia de Lowry (Linder, Ni et al.,
2008).

Assim como demonstrado por Linder e colaboradores a exposi¢cdo
dos tecidos a 5-HT causou um aumento dos niveis de 5-HIAA sem, no
entanto, alterar os niveis de 5-HT. Considerando que a 5-HT é uma
molécula protonada em pH fisiolégico e incapaz de transpor as
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membranas celulares nestas condi¢des, e que a MAO é uma enzima
intracelular encontrada principalmente na mitocondria (Schnaitman e
Greenawalt, 1968; Westlund, Krakower et al., 1993), este resultado nos
sugere que ocorre captacdo de 5-HT, através de uma proteina
transportadora, seguida de rapido metabolismo.

NOs avaliamos a capacidade das veias de captar 5-HT em
concentragOes crescentes de incubacgdo (figura 4). Os niveis de 5-HT
permaneceram praticamente inalterados para todas as concentragdes
testadas. Entretanto, um aumento gradual dos niveis de 5-HIAA foi
observado, demonstrando que a captagdo de 5-HT é dependente da sua
concentracdo extracelular. Além disso, estes dados sugerem que veias
sdo providas de uma capacidade consideravel de metabolizar a 5-HT, o
que mantém seus niveis intracelulares constantes mesmo quando
expostas a altas concentragBes de 5-HT. Estes resultados inéditos
sugerem que as veias sdo providas de um mecanismo protetor contra
eventuais aumentos excessivos da concentragdo intracelular de 5-HT.
Considerando as fungdes intracelulares da 5-HT, é possivel que este
mecanismo esteja relacionado a protecdo da célula contra uma excessiva
serotonilacdo de proteinas. Serotonilagdo é um mecanismo de ativacao
de processos intracelulares que ocorre através da ligagao covalente da 5-
HT com proteinas. Estudos recentes demonstram que a serotonilagdo de
proteinas contrateis do musculo liso de aorta esta envolvida no processo
de contracdo (Watts, Priestley et al., 2009). Nas plaquetas, quando a
concentragdo citoplasmatica da serotonina atinge uma concentragdo
aproximada a 12 pM, inicia-se um processo de serotonilacdo de algumas
proteinas, dentre elas estdo pequenas GTPases, com conseqliente
liberacdo de substancias pro-coagulantes dos granulos o. Este fendmeno
é observado em eventos tromboticos (Walther, Peter, Winter et al.,
2003). Considerando também que a concentragdo intracelular de 5-HT
em veias € maior que em artérias (Linder, Ni et al., 2008), as veias
poderiam também, juntamente com as plaquetas, regular os niveis
plasmaticos de 5-HT.

Artérias e veias de animais tratados com pargilina (in vivo)
apresentam diminuicdo nos niveis intracelulares de 5-HIAA associada a
um aumento nos niveis intracelulares de 5-HT (Ni e cols 2008; Linder e
cols, 2008), indicando inibicdo do metabolismo da 5-HT. Entretanto,
ndo ha dados na literatura que avaliem a capacidade da pargilina de
transpor a membrana celular ou ter acdo in vitro. N&s avaliamos a
capacidade da veia jugular de captar e metabolizar a 5-HT na presenca
de diferentes concentracdes de pargilina in vitro. Os resultados mostram
que a incubacdo com esta substdncia leva a uma inibicdo do
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metabolismo que é dependente da concentracdo. Estes dados sugerem
que a pargilina tem a capacidade de transpor a membrana celular ou agir
in vitro e ainda que a enzima MAO estd envolvida no processo de
metabolismo da 5-HT em veias. Na maior concentracdo testada, a
pargilina foi capaz de abolir o metabolismo de 5-HT. Quando o
metabolismo de 5-HT estava inibido por pargilina e as veias foram
expostas a concentracdes crescentes de 5-HT houve um aumento
intracelular de 5-HT que foi dependente da concentracdo da 5-HT
exogena. Estes dados sugerem que as veias possuem a capacidade de
armazenar 5-HT nestas condi¢fes e também que perdem aquela
capacidade de tamponamento, visto que a concentracdo atinge niveis
muito maiores que 0s basais. Tendo em vista estes resultados, podemos
sugerir que o sistema serotoninérgico est presente no sistema venoso
periférico, ou pelo menos, em dois diferentes vasos de grande calibre.
Isto indica que o sistema venoso pode estar envolvido no controle dos
niveis plasmaticos de 5-HT, juntamente com as plaquetas, ou servir
como uma fonte de 5-HT para o plasma.

Investigamos os possiveis mecanismos de captacdo da 5-HT da
veia jugular e da veia cava através da abordagem farmacol6gica. Para
isto, utilizamos substancias potencialmente capazes de inibir proteinas
envolvidas no transporte de 5-HT. Dentre as proteinas investigadas
incluimos os transportadores de monoaminas neurotransmissoras:
SERT, DAT e NET, principais responsaveis pelo transporte de
serotonina, dopamina e noradrenalina, respectivamente, em sistemas
neuronais. Atualmente sabe-se que estes transportadores ndo estdo
restritos a sistemas neuronais e podem ser encontrados também em
sistemas extraneuronais (Eisenhofer, 2001). Também investigamos os
transportadores extraneuronais de monoaminas, os transportadores de
cations organicos OCT 1, OCT 2 e OCT 3.

Tendo em vista que o principal responsavel pelo transporte de
5-HT em tecidos neuronais e nas plaquetas é o SERT, e que em tecidos
neuronais o NET também pode participar do transporte de 5-HT (Ritz,
Lamb et al., 1987), avaliamos a captacdo de 5-HT em veias na presenca
de fluoxetina, um inibidor seletivo do SERT e também na presenca dos
antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina, inibidores do NET
e SERT. Nossos resultados demonstraram que nenhuma das substancias
avaliadas foi capaz de alterar os niveis de 5-HT ou de 5-HIAA em
relacdo ao controle, nos vasos submetidos a exposicdo de 5-HT
exdgena.

A auséncia da inibicdo da captacdo de 5-HT por fluoxetina em
veia cava e veia jugular ja havia sido descrita previamente na literatura
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(Linder, Ni et al., 2008) e aqui confirmamos estes dados. A auséncia da
inibicdo da captagdo de 5-HT por imipramina e desipramina indicam
gue o NET ndo esta envolvido neste processo, 0 que vai contra a nossa
hip6tese. Cocaina, inibidor de NET, DAT e SERT também ndo teve
efeito na captacéo de 5-HT em veia cava. Sugerindo que além de SERT
e do NET, o transportador de dopamina também ndo esta envolvido na
captacdo de 5-HT na veia cava.

A norfenfluramina é um derivado da anfetamina que age como
substrato para SERT e Vmat e depleta os estoques intracelulares de 5-
HT contido nas vesiculas, liberando-a para o meio extracelular
(Rothman e Baumann, 2002). Em presenga desta substancia,
esperdvamos que houvesse uma diminui¢do dos niveis intracelulares de
5-HT da veia jugular associado a um aumento proporcional na solugéo
fisiol6gica que conteve o vaso. Entretanto, ndo foi observada alteragdo
nos niveis de 5-HT do tecido testado em relagdo ao controle. Watts e
colaboradores demonstraram em artérias que a 5-HT ndo estd
armazenada em vesiculas, mas sim associada a proteinas intracelulares.
Levando em consideragdo que a norfenfluramina age liberando 5-HT
vesicular, podemos sugerir que 5-HT ndo é armazenada em vesiculas em
veias assim como as artérias ou que os estoques de 5-HT na veia
jugular, se existirem, sdo insessiveis a este derivado anfetaminico. Estes
dados também reforcam a hip6tese de que outros transportadores,
independentes do SERT, estdo envolvidos no transporte de 5-HT na veia
jugular, visto que esta substancia é substrato para este transportador.

O decynium-22 é um derivado das isocianinas e um potente
inibidor ndo seletivo dos transportadores de cations organicos, que
apresenta poténcia maior para 0 OCT 3 do que para 0 OCT 1 ou OCT2
(Schomig, Babin-Ebell et al., 1993; Hayer-Zillgen, Bruss et al., 2002).
Estudos demonstram que o hipotdlamo medial expressa OCTs e que a
infusdo de decynium-22 neste tecido é capaz de causar um aumento dos
niveis locais de 5-HT (Gasser, Lowry et al., 2006). Portanto, estes
transportadores nao estdo restritos a tecidos extraneuronais e podem ser
encontrados também no SNC. Nossos resultados demonstram que na
presenca desta substancia os niveis de 5-HT permaneceram inalterados,
porém, houve uma diminuicdo dos niveis de 5-HIAA, sugerindo a
participacdo dos transportadores de cations organicos na captacdo de 5-
HT em wveias. Curiosamente, mesmo na maxima concentracdo de
decynium-22 testada, esta droga ndo foi capaz de inibir totalmente a
captacdo de 5-HT nestes tecidos, 0 que sugere a participacdo de outros
transportadores neste processo que merecem maior investigacao.
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5.2 Avaliacdo da reatividade vascular de veias e a influéncia de
substancias que interferem na homeostase da 5-HT.

Atualmente, drogas que atuam nos transportadores neuronais de
monoaminas sdo amplamente usadas para tratar distdrbios do SNC.
Alguns dos efeitos colaterais causados por algumas destas substancias
referem-se ao sistema cardiovascular, como por exemplo, a lentificagdo
da condugdo intraventricular cardiaca e a hipotensdo ortostatica que
estdo associadas ao uso de antidepressivos triciclicos (Pacher, Ungvari
et al., 1999). A hipotensdo ortostatica pode estar relacionada aos seus
efeitos no muasculo liso vascular. Ha trabalhos que demonstram que a
imipramina pode causar vasodilatacdo de artérias devido a interacdo
com canais de calcio dependentes de voltagem e conseqliente
diminui¢do do influxo de fons céalcio na célula muscular lisa (Becker,
Morel et al., 2004; Sanchez-Ortiz, Perez-Alvarez et al., 2007). Os
antidepressivos triciclicos imipramina e desipramina também podem
inibir canais de sodio em tecidos cardiacos (Barber, Starmer et al.,
1991). Ha relatos que o tratamento crénico com antidepressivos
pertencentes a classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT,
como a fluoxetina e o citalopran, pode causar uma leve, porém,
de célcio e sodio no tecido cardiaco (Pacher, Ungvari et al., 1999). A
Fluoxetina pode causar vasodilatacdo de artérias pulmonares e cerebrais.
O possivel mecanismo de acdo proposto para esta vasodilatacdo é a
inibicdo de canais de célcio dependente de voltagem. Esta hipétese é
fundamentada, pois a fluoxetina inibe a agdo do composto Bay K 8644,
uma substancia que causa vasoconstricdo por promover a abertura de
canais de calcio dependente de voltagem (Ungvari, Pacher et al., 1999).
Entretanto, também ja foi demonstrado que a fluoxetina pode
antagonizar reversivelmente o receptor serotoninérgico 5-HT,c (Ni e
Miledi, 1997). Portanto, a acdo vasodilatadora da fluoxetina também
pode estar relacionada ao antagonismo de receptores serotoninérgicos,
visto que nas concentracdes utilizadas nos estudos realizados em artérias
pulmonares e cerebrais (1,0 e 10 pM), citados anteriormente, a
fluoxetina pode estar agindo de forma ndo seletiva e desta forma
antagonizando receptores serotoninérgicos. N&s aqui investigamos as
acOes de algumas das substancias que atuam nos transportadores de
monoaminas na reatividade vascular da veia jugular de rato. Na veia
jugular de rato, a ativacdo do receptor 5-HT,4 é 0 principal responsavel
por mediar a resposta contratil a 5-HT (Linder, Gaskell et al.).
Inicialmente, avaliamos a reatividade vascular a 5-HT na veia jugular de
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ratos construindo 2 curvas concentragao resposta consecutivas para esse
agonista, com intervalo de 1 hora entre as curvas. Trinta minutos antes
do inicio da segunda curva foi adicionado veiculo (adgua). A segunda
curva sofreu uma diminuigdo do efeito maximo e um leve deslocamento
para a direita demonstrado por uma diferenca no valor de pD2. Este
diferenca pode estar relacionada & taquifilaxia de receptores
serotoninérgicos. A taquifilaxia ou dessensibilizacdo de receptores ja foi
observada para a 5-HT em vasos periféricos (Vanhoutte, 1983) e també
para a prucaloprida, um agonista do recetor serotoninérgico 5-HT,4, em
tecido atrial (De Maeyer, Schuurkes et al., 2009).

Sabendo que a segunda curva concentragdo resposta para 5-HT
esta desviada para a direita e com redugdo de efeito maximo, ela passou
a ser nosso modelo de comparagdo para todas as curvas realizadas em
presenca das substdncias que alteram a homeostase da 5-HT.
Observamos que a curva concentracdo resposta para 5-HT na presenca
de fluoxetina na concentracdo de 0,01 UM néo apresentou diferenca em
relacdo a curva realizada em presenca de veiculo, sugerindo que nesta
concentracdo a fluoxetina ndo influencia na resposta contréatil da veia
jugular & 5-HT. Resultados semelhantes foram observados para
imipramina nas concentra¢des de 0,01 uM e 0,1 M e para desipramina
também nas concentragcdes de 0,01uM e 0,1 uM. Na presenca de
fluoxetina na concentracdo de 1,0 UM houve um deslocamento maior
para a direita em relacdo a curva em presenca de veiculo, demonstrado
pela diferenca nos valores de pD,. Resultados semelhantes foram
observados para imipramina e desipramina, ambas na concentragdo de
1,0 uM. E possivel que estes resultados estejam relacionados ao
antagonismo de receptores serotoninérgicos por essas drogas ou a
interacdo com canais de calcio com conseqiiente diminuigdo do influxo
deste ion na célula e da resposta contratil a 5-HT, conforme ja discutido
anteriormente. Entretanto, é necessaria uma investigacdo mais detalhada
para descrever 0s mecanismos pelos quais estas drogas atuam nestes
tecidos.

De modo intrigante, a curva concentracdo resposta para 5-HT na
presenca de fluoxetina na concentragdo de 0,1 pM apresentou um
deslocamento para a esquerda em relacdo a curva em presenca de
veiculo, demonstrado por uma diferenca nos valores de pD,. Esta
resposta seria esperada caso a fluoxetina estivesse inibindo a recaptagédo
de 5-HT em veias, 0 que aumentaria a concentra¢do de 5-HT no meio
extracelular acarretando uma maior ativacdo de receptores
serotoninérgicos e aumento da poténcia da 5-HT. Resultados
semelhantes foram observados em aorta de ratos, artéria em que o SERT
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é funcional (Ni, Geddes et al., 2008). No entanto, essa concentracao de
fluoxetina ndo foi testada nos experimentos de captacdo. Para uma
melhor compreensdo deste resultado, faz-se necesséria a avaliacdo da
captacdo de 5-HT na veia jugular na presenca de fluoxetina na
concentracdo de 0,1 pM. Tendo em vista estes resultados, podemos
sugerir que, de modo geral, a fluoxetina, imipramina e desipramina
podem influenciar a resposta contratil a 5-HT na veia jugular de maneira
dependente da concentragdo e atuar por diferentes mecanismos de agdo
do que aqueles de inibi¢do da captacdo de monoaminas.

Visto que a pargilina é capaz de aumentar os niveis intracelulares
de 5-HT da veia jugular, avaliamos a reatividade vascular na presenca
desta substancia. Escolhemos a concentragdo de 100,0 pM,
considerando que nesta concentracdo a pargilina inibiu 0 metabolismo
da 5-HT, aumentado consideravelmente seus niveis intracelulares.
Levando em conta a importancia da 5-HT para o processo de contracao
da musculatura lisa vascular, tanto por ativacdo de receptores ou pela
modulacdo da atividade de proteinas contrateis através do processo
denominado serotonilacdo ja comentado anteriormente, esperdvamos
que em presenca de pargilina a curva concentragdo resposta para 5-HT
fosse deslocada para a esquerda. Os resultados obtidos demonstraram
que em presenca desta droga a curva concentracdo resposta a 5-HT néo
apresentou diferenca em relacdo a curva controle. No entanto, se
lembrarmos que a segunda curva concentragdo efeito para 5-HT em
presenca de veiculo foi deslocada para a direita, em presenca de
pargilina este desvio foi prevenido. Este resultado sugere que o aumento
da 5-HT intracelular pode estar contribuindo para um discreto aumento
da contracdo talvez por serotonilar proteinas importantes para a
atividade contratil de modo positivo.

Como observamos inibi¢do da captacdo de 5-HT em presenga de
decynium-22, esperdvamos que na presenca desta substancia, a resposta
contrtil & 5-HT estaria aumentada devido a um aumento cumulativo na
solucdo fisiolégica de 5-HT. Entretanto, ao contrario do que
esperdvamos, as curvas concentracdo efeito induzidas por 5-HT foram
significativamente inibidas em presenca de decynium-22, como
observado pela diminui¢do no efeito maximo e/ou poténcia da 5-HT na
presenca deste inibidor. Portanto, o decynium-22 pode inibir a resposta
contratil da 5-HT de uma forma concentracdo dependente. Ap6s a
avaliacdo da reatividade vascular na presenca de decynium-22, testamos
a resposta contratil a 5-HT nas mesmas preparacdes, com o objetivo de
avaliar a viabilidade das mesmas ap6s a exposicdo ao decynium-22.
Observamos que as preparacOes recuperaram cerca de 35% da resposta
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contratil maxima e permaneceram vidveis mesmo ap6s 4 horas a
exposicdo ao decynium-22 (dados ndo mostrados).  Apesar de ndo
termos identificados trabalhos que relatem a interacio desta substancia
com receptores serotoninérgicos ou com canais de calcio, é possivel que
estes sejam o mecanismo de agdo do decynium-22 na inibigdo da
resposta contratil & 5-HT na veia jugular.

6 Concluséo

Apesar das pesquisas sobre as funcGes fisioldgicas da 5-HT no
sistema cardiovascular terem iniciado ha mais de meio século, ainda
hoje muitas das suas agBes ndo sdo completamente compreendidas.
Neste ambito, a recente descoberta do sistema serotoninérgico no
sistema vascular contribui para uma melhor compreensao das diversas
acles da 5-HT e cria novas oportunidades para possiveis abordagens
terapéuticas. Portanto, a realizagdo deste trabalho objetivou ampliar
nossos conhecimentos sobre este sistema e traz como principais
contribuicGes: 1) a adequacdo e padronizagdo de uma metodologia que
possibilita a quantificagio de monoaminas neurotransmissoras,
principalmente 5-HT e 5-HIAA, em tecidos animais, através de HPLC
no Departamento de Farmacologia da UFSC, o que cria uma nova
ferramenta para investigacdo destas monoaminas ndo sé no sistema
cardiovascular como também em outros sistemas; 2) uma melhor
compreensdo dos mecanismos de captagdo de 5-HT pelo sistema
venoso; 3) uma abordagem sobre a influéncia de drogas que interferem
na homeostase da 5-HT na contragédo induzida por este neurotransmissor
no sistema venoso. Nossos resultados sugerem que a captacdo de 5-HT
em veia jugular e veia cava de ratos se da através dos OCTs e que
drogas relacionadas a inibicdo da captacdo de monoaminas como a
fluoxetina, imipramina, desipramina, cocaina e decynium-22 podem
interferir com a resposta contratil a 5-HT por outros mecanismos que
ndo a inibicdo da captacdo de 5-HT. Além disso, nossos resultados
apontam para um possivel envolvimento da 5-HT intracelular na
resposta contratil induzida por 5-HT em veia jugular de ratos.
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