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RESUMO

O estresse agudo desencadeado por situacdes aversivas pode favorecer o surgimento doencas
neuropsiquidtricas e cardiovasculares, gerando custos pessoais, sociais e econdmicos muito
elevados. Por isso, é necessario o entendimento claro acerca dos mecanismos envolvidos nas
respostas fisiologicas durante situagdes de estresse. O cortex insular é uma regido encefalica
diretamente envolvida no controle de processos comportamentais e autonémicos em contextos
aversivos. A modulacdo destes processos pode ser executada por meio de diferentes sistemas
de neurotransmissdo, bem como o sistema endocanabinodide. Esta neurotransmissdo esta
intimamente relacionada ao controle das respostas autondémicas em cenarios aversivos.
Entretanto, a relacdo do sistema endocanabinoide presente no cortex insular na modulacéo das
respostas autondmicas em situacOes de estresse ainda ndo foi investigado. O objetivo desse
estudo foi verificar o papel da neurotransmissdo endocanabinoide no cértex insular sob as
respostas cardiovasculares e temperatura caudal durante o estresse agudo por restricdo. Para
isso, foram implantadas canulas guias, bilaterais, direcionadas ao cortex insular de ratos machos
Wistar para a microinjecdo do antagonista de receptores CB1 (AM251, dose de 0,1
nmol/100nL) e receptores TRPV1 (capsazepina, dose de 15 nmol/100nL) e para a microinjecao
dos inibidores das enzimas FAAH (URB597, dose de 0,01 nmol/100nL) e MAGL (JZL184,
dose de 5 nmol/100nL). Além disso, um cateter de polietileno foi implantado na artéria femoral
de cada animal para as aferi¢Oes da pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). No dia do
experimento, cada animal recebeu uma microinjecdo bilateral da droga especifica e 10 minutos
apos, foi colocado em um tubo de restri¢do e, em seguida, foram registradas a PA e FC durante
30 minutos. A temperatura caudal dos animais foi registrada, por meio da captura de imagens
termogréficas, antes da microinjecdo de drogas, apds a microinjecdo e durante o periodo de
restricdo. Os resultados deste estudo demonstraram que a utilizacdo do antagonista de
receptores TRPV1 foi capaz de provocar 0 aumento da resposta pressora e taquicardica evocada
pelo estresse agudo, enquanto o aumento de 2-AG, estimulado pelo inibidor da enzima MAGL,
provocou atenuacdo das respostas pressoras e taquicardicas durante o estimulo aversivo. O
inibidor da enzima FAAH e o bloqueio de receptores CB1 nao foram capazes de modificar as
respostas cardiovasculares durante o estresse agudo. Nenhum tratamento utilizado foi capaz de
provocar alteracdes significativas na temperatura cutanea caudal. Nossos achados sugerem que
a neurotransmissdo endocanabindide no cortex insular modula as respostas pressoricas e
taquicardicas de maneira inibitéria por meio do canabindide endégeno 2-AG, independente da
ativacdo de receptores CBj, durante o estresse agudo por restricdo. Os receptores TRPV1
também exercem papel inibitorio sobre o aumento da PAM e FC durante o estresse agudo,
independentemente de anandamida.

Palavras-chave: Estresse. Sistema endocanabindide. Cortex insular. Sistema cardiovascular.



ABSTRACT

Acute stress triggered by aversive situations may favor the onset of neuropsychiatric and
cardiovascular diseases, generating very high personal, social and economic costs. Therefore,
a clear understanding about the mechanisms involved in the physiological responses during
stressful situations is necessary. The insular cortex is a brain region directly involved in the
control of behavioral and autonomic processes in aversive contexts. The modulation of these
processes can be performed through different neurotransmission systems, as well as the
endocannabinoid system. This neurotransmission is closely related to the control of autonomic
responses in aversive scenarios. However, the relationship of the endocannabinoid system
present in the insular cortex in modulating autonomic responses in stressful situations has not
yet been investigated. The aim of this study was to verify the role of endocannabinoid
neurotransmission in the insular cortex under cardiovascular responses and tail temperature
during acute restraint stress. To this end, guide cannulae were implanted bilaterally, directed to
the insular cortex of male Wistar rats for microinjection of the CB1 receptor antagonist
(AM251, dose 0, 1 nmol/100nL) and TRPV1 receptors (capsazepine, dose of 15 nmol/100nL)
and for the microinjection of the FAAH (URB597, dose of 0.01 nmol/100nL) and MAGL
(JZL184, dose of 5 nmol/100nL) enzyme inhibitors. In addition, a polyethylene catheter was
implanted in the femoral artery of each animal for measurements of blood pressure (BP) and
heart rate (HR). On the day of the experiment, each animal received a bilateral microinjection
of the specified drug and 10 minutes later, was placed in a restriction tube and then BP and HR
were recorded for 30 minutes. The tail temperature of the animals was recorded, by capturing
thermographic images, before drug microinjection, after microinjection, and during the
restriction period. The results of this study showed that the use of TRPV1 receptor antagonist
was able to provoke the increase of pressure and tachycardic response evoked by acute stress,
while the increase of 2-AG, stimulated by MAGL enzyme inhibitor, caused attenuation of
pressure and tachycardic responses during aversive stimulus. The FAAH enzyme inhibitor and
CB1 receptor blockade were not able to modify cardiovascular responses during acute stress.
No treatment used was able to cause significant changes in caudal skin temperature. Our
findings suggest that endocannabinoid neurotransmission in the insular cortex modulates
pressure and tachycardia responses in an inhibitory manner by means of the endogenous
cannabinoid 2-AG, independent of CB1 receptor activation, during acute restriction stress.
TRPV1 receptors also play an inhibitory role on the increase in MAP and HR during acute
stress, independent of anandamide.

Keywords: Stress. Endocannabinoid system. Insular cortex. Cardiovascular system.
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1 INTRODUCAO

SituacOes estressantes sdo recorrentes ao longo da vida e a exposicdo ao estresse
psicoldgico esta intimamente relacionado ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos e
doencgas cardiovasculares (GULLETTE et al., 1997; COHEN et al., 2015; LIU et al. 2016;
KIVIMAKI; STEPTOE, 2018). Em situaces de estresse agudo, o sistema nervoso simpatico
inicia ajustes cardiovasculares, estimulando o aumento da pressao arterial e da frequéncia
cardiaca. Nesses contextos, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal também é ativado promovendo
ajustes fisioldgicos pela secrecdo de glicocorticoides que possibilita o funcionamento adequado
do organismo frente a ameaca real ou percebida (HILTON, 1982; SCHADT; HASSER, 1998;
YASUI et al., 1991; CHOUCHOU et al., 2019).

O estresse por restricdo em ratos € um modelo de estresse psicolégico agudo inevitavel
utilizado para investigar alteracfes comportamentais (CAMPOS et al., 2013), enddcrinas e
cardiovasculares, capaz de provocar aumentos intensos e sustentados da frequéncia cardiaca,
da pressdo arterial e a reducdo da temperatura caudal (BLESSING, 2003; VIANNA;
CARRIVE, 2005; GOMES-DE-SOUZA et al., 2016; BUSNARDO et al., 2019; BRASIL et al.,
2020). A atividade cardiovascular € modulada por diversas estruturas encefalicas, entre elas, o
cortex insular (OPPENHEIMER; CECHETTO, 1990; DAMPNEY, 1994; ALVES et al., 2010;
ALVES et al., 2011; ALVES et al., 2014; MARINS et al., 2016; MARINS et al., 2020). Esta
area encefalica atua como um centro integrativo, sendo essencial para o processamento
sensorial, cognitivo e para a modulacdo das funcBes autondmicas tanto em situagdes cotidianas
quanto diante de contextos aversivos (ALVES et al., 2010; MARINS et al., 2016;
OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016; GOGOLLA, 2017).

A compreensdo das respostas fisioldgicas em situacfes de estresse e seus mecanismos
neurobioldgicos ainda ndo sdo bem compreendidos. Ha muitos anos, evidéncias demonstram
que nas populagdes humanas o consumo de cannabis proporciona uma reducdo do estresse
percebido, 0 aumento da sensagédo de relaxamento e amortecimento dos sintomas de ansiedade
(GREEN et al., 2003). Uma vez que os efeitos fisiolégicos da cannabis sdo mediados por
receptores endocanabinoides, surgiu a ideia de que a neurotransmissdo endocanabinoide estaria
envolvida na atenuacdo dos efeitos desencadeados por situagdes estresse (MECHOULAM,
1970; DEVANE et al., 1992; SUGIURA et al., 1995; BLESSING et al., 2015). Apoiando esta
hipbtese, diversas evidéncias tém demonstrado que a neurotransmissao endocanabinoide pode

modular as respostas fisioldégicas durante contextos aversivos (PATEL et al.,, 2004,
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HARTMANN et al., 2019; NEWSON et al., 2020; GOMES-DE-SOUZA et al. 2016; GOMES-
DE-SOUZA et al., 2021).

O papel da neurotransmissdo endocanabinoide no cortex insular sobre as respostas
cardiovasculares e autonémicas em situacdes de estresse agudo ainda permanece inexplorado.
Assim, a hipotese deste estudo é que a neurotransmissdo endocanabinoide presente no cortex
insular modula as respostas cardiovasculares e autondémicas durante o estresse agudo por

restricdo em ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O sistema nervoso central e a modulacéo cardiovascular

O sistema nervoso pode ser dividido, anatomicamente, em sistema nervoso central
(SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (SAPER; STORNETTA, 2015). O SNP inclui o
sistema nervoso somatico, responsavel por controlar os movimentos voluntarios, e o sistema
nervoso autbnomo (SNA), que controla as funcdes dos 6rgdos viscerais (LANGLEY, 1921,
WIDDICOMBE, 1998; NILSSON, 2011). O SNA compreende trés divisdes: (1) simpatico
(SNS), (2) parassimpatico (SNP) (LANGLEY, 1921; NILSSON, 2011) e (3) nao-colinérgico
ndo-adrenérgico (BURNSTOCK et al, 1963; JACOBSON, 2021), que séo responsaveis por
modular constantemente respostas fisiologicas como a motilidade do trato gastrointestinal,
temperatura corporal, frequéncia respiratoria e o funcionamento cardiovascular
(BENARROCH, 1993; SANDERS; WARD, 2018; TAN; KNIGHT, 2018; HERRING,;
KALLA; PATERSON, 2019).

O controle autondmico do funcionamento cardiovascular € determinado por diferentes
areas encefélicas e por mecanismos reflexos resultantes de aferéncias de estruturas como
receptores cardiopulmonares, quimiorreceptores e barorreceptores (GUYENET, 2006). Os
receptores cardiopulmonares estdo presentes, em sua maior parte, nos corpos adrticos e
carotideos, enviam aferéncias (mielinizadas ou ndo) para o bulbo, sendo estimulados por meio
da distenséo das camaras cardiacas durante ou apos seu preenchimento, assim, quando o fluxo
sanguineo cardiaco é reduzido, promovem o aumento do ténus simpatico e diminuic¢do do tbnus
vagal determinando o aumento do débito cardiaco, pressdo arterial e frequéncia cardiaca
(COLERIDGE, 1964; THOREN, 1979). Os quimiorreceptores periféricos estdo presentes nos
corpos carotideos e adrtico, possuem aferéncias para o centro respiratorio no bulbo e para o
nacleo do trato solitario (NTS), permitindo respostas rapidas em situacGes de hipdxia, no
entanto, 0s quimiorreceptores centrais, presentes na superficie ventral da medula espinhal,
respondem principalmente a situagdes de hipercapnia, por isso, o quimiorreflexo é um dos
principais mecanismos de controle e regulacdo em respostas as modifica¢Bes de concentracéo
do oxigénio (O2) e gas carbonico (CO), sua ativagdo e capaz de provocar 0 aumento da
atividade simpatica, pressao arterial e frequéncia cardiaca, aumentando a ventilagdo pulmonar
(WADE et al., 1970; GELFAND; LAMBERTSEN, 1972). Os barorreceptores arteriais séo

determinantes para o ajuste da pressao arterial (PA) a curto prazo e estdo presentes em grandes
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vasos, como aorta e carétida (KIRCHHEIM, 1976; DAMPNEY et al., 2002; GUYENET,
2006). Em situacOes de elevacOes da PA, as paredes destes vasos sofrem maior estiramento
estimulando os barorreceptores a intensificar os potenciais de acdo conduzidos ao SNC,
particularmente ao NTS, via nervo vago (fibras adrticas) e glossofaringeo (fibras carotideas)
(DAMPNEY et al., 2002).

O nacleo do trato solitario (NTS) é uma estrutura situada na regido dorsomedial do
bulbo, representa um sitio de convergéncia e integracdo das regides bulbares e suprabulbares
que esta diretamente envolvida no controle simpatico e parassimpatico cardiovascular. Esse
nacleo envia proje¢des para o nicleo dorsal motor do vago (DMV) e ao nucleo ambiguo (NA),
estruturas que determinam o fluxo nervoso parassimpatico e atuam na reducgdo da frequéncia
cardiaca (FC) (DAMPNEY, 1994; GUYENET, 1990; DAMPNEY et al., 2002). J& o tdnus
simpatico, é estabelecido pelo NTS por meio do bulbo ventrolateral rostral (BVLr) que envia
projecbes aos neurdnios pré-ganglionares simpaticos, o BVLr é modulado pelo bulbo
ventrolateral caudal (BVLc) que atua inibindo seus neurdnios e, portanto, promove a redugéo
da contratilidade cardiaca, reducdo da resisténcia vascular periférica e renal, e por fim, a
reducdo da PA (DAMPNEY, 1994; GUYENET, 1990; DAMPNEY et al., 2002).

pelo NTS por meio da excitacdo do bulbo ventrolateral caudal (BVLc) que inibe os
neurbnios os excitatérios do bulbo ventrolateral rostral (BVLr) determinando a reducdo da
contratilidade cardiaca, reducao da resisténcia vascular periférica e renal, e por fim, a reducao
da PA (DAMPNEY, 1994; GUYENET, 1990; DAMPNEY et al., 2002). Quando o NTS recebe
menos estimulos dos barorreceptores, ele diminui a excitacdo sobre o BVLc que, por sua vez,
reduz sua a inibicdo exercida sobre o BVLr permitindo o aumento da PA (DAMPNEY, 1994;
DAMPNEY, 2002; BLESSING; REIS, 1983; SMITH; BARRON, 1990; COLOMBARI et al.,
2001; THOMAS, 2011; NASIMI; SHAFEI; ALAEI, 2012; SALMAN, 2016). Além dos
mecanismos reflexos periféricos, estruturas como o hipotalamo, ndcleos da amigdala, cortex
pré-frontal e cortex insular, também sdo capazes de modular a atividade cardiovascular
(DAMPNEY, 1994; VERBERNE; OWENS, 1998; ALEKSANDROV; ALEKSANDROVA,
2015).

2.1.1 O cortex insular (ClI)

O CI (ou cortex pré-frontal lateral) é uma regido do cortex pré-frontal que faz parte do

sistema limbico (SAPER, 1982) e foi descrita pela primeira vez em 1809 por Reilly
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(ALEKSANDROV; ALEKSANDROVA, 2015). Em humanos e outros primatas, essa regiao
esta sob o sulco lateral de cada hemisfério cerebral. Em geral, outros mamiferos ndo apresentam
uma estrutura anatdmica especifica, mas, normalmente, esta localizada na lateral dos
hemisférios cerebrais como no caso dos camundongos e ratos (ALEKSANDROV;
ALEKSANDROVA, 2015; GOGOLLA, 2017).

O CI pode ser subdividido em trés &reas: granular, disgranular e agranular, e séo
extremamente heterogéneas e densamente interconectadas, funcionando como um centro
cortical que opera em estruturas como o NTS, atuando no controle autonémico, em
processamentos sensoriais, interocepcdo, comportamento social, emocGes e memoria
(MESULAM; MUFSON, 1985; KAPP et al., 1985; NEAFSEY et al., 1986; SHIPLEY, 1982;
BENARROCH et al., 2019; GIL-LIEVANA et al., 2020). Diversas regides encefalicas fazem
conexdes com o Cl como: a amigdala lateral e basolateral, o nucleo leito da estria terminal,
nacleo médiodorsal do talamo, hipotadlamo lateral e regifes para-hipocampais, possuindo
também conexdes reciprocas com regides frontais como os cdrtices anterior cingulado,
orbitofrontal e pré-frontal medial (GOGOLLA, 2017). Logo, além de funcionar como um
centro integrativo, o Cl também representa uma area essencial para a percepcao dos estados
corporais e controle de funcdes autondmicas (OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016;
GOGOLLA, 2017).

Um estudo recente, realizado por Marins et al. (2020), demonstrou uma estreita relacéo
do CI e o funcionamento autonémico cardiovascular. Neste estudo, foi provocado um acidente
vascular cerebral (AVC) por hemorragia focal, no CI direito e esquerdo de ratos e, como
consequéncia, houve um aumento do nimero de arritmias cardiacas e constatada uma assimetria
no controle cardiaco, visto que os danos provocados ao ClI direito foram responséaveis por
produzir maior namero de arritmias quando comparado ao Cl esquerdo (OPPENHEIMER,;
CECHETTO, 1990; OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016; MARINS et al., 2016; MARINS et
al., 2020).

Diversas evidéncias experimentais e clinicas demonstram que o CI é capaz de modular
a atividade barorreflexa, a PA e a FC (RUGGIERO et al., 1987; YASUI et al., 1991; ALVES
etal., 2009a; ALVES et al., 2009b; ALVES et al., 2014; OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016;
CHOUCHOU et al., 2019), alem disso, também esta envolvido na modulacdo do
comportamento em situa¢des de medo, ansiedade, depresséo e estresse (ALVES; CRESTANI;
CORREA, 2010; SPRENGELMEYER et al., 2011; MUTSCHLER et al., 2012; ALVES et al.,
2013; SHI et al., 2018).
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Durante situacOes de estresse, o Cl apresenta importante envolvimento na modulacéo
das funcdes autondmicas (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010; ALVES et al., 2013;
ALVES et al., 2014). Estudos realizados por Alves et al. (2010) demonstraram que a inativacdo
neuronal do CI pela injecéo local do inibidor sindptico ndo seletivo CoCl,, em ratos submetidos
ao estresse agudo por restricdo, provocou a diminuicdo das respostas de PA e FC, ou seja, foi
constatado que as sinapses do Cl estdo diretamente envolvidas na modulagéo das respostas
pressoras e taquicardicas (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010). Diversos tipos de receptores
presentes no Cl estdo envolvidos em sua atividade neuromodulatéria. Alves et al. (2014)
também investigaram o papel de adrenoceptores do Cl na modulagao cardiovascular durante o
estresse por restricdo. Apds a microinjecdo local de antagonistas de receptores o1 € o,
constataram que o antagonismo de receptores o1 foi capaz de reduzir a elevacéo da PA e FC,
enquanto o antagonismo de receptores a2 provocou a diminui¢do da taquicardia sem afetar a
PA, demonstrando a participacdo dos receptores adrenérgicos presentes no Cl na modulagéo do
sistema cardiovascular durante o estresse por restricdo (ALVES et al. 2014).

Estes estudos evidenciam a importancia do Cl na modulacdo cardiovascular diante de
contextos aversivos, portanto, diferentes tipos de neurotransmissdes existentes na area podem
fazer parte deste processo neuromodulatério. Estudos ja demonstraram a presenca da
neutrotransmissdo endocanabindide e receptores CB1 no Cl, onde apresentam um importante
envolvimento na modulacéo da sensibilidade a dor e consolidacdo da meméria (MOLDRICH,;
WENGER, 2000; O’BRIEN et al., 2014; TSAGARELI et al., 2020; SILVA-CARDOSO et al.,
2021). A expressdo de receptores TRPV1 no Cl também ja foi relatada e participam de
mecanismos envolvidos na dor neuropatica, como demostram os estudos de (KIM et al., 2018;
SILVA-CARDOQOSO et al., 2021). Entretanto, o papel da neurotransmissdo endocanabindide no
Cl e seu envolvimento na modulacdo da atividade cardiovascular e autondmica em contextos

aversivos ainda nao foi relatado.

2.2 Estresse

O termo estresse foi inicialmente proposto por Hans Selye (1951) como um estado que
se manifesta por meio da chamada Sindrome Geral da Adaptacdo (SGA) que representa um
conjunto de respostas ndo especificas, induzidas e estereotipadas dentro de um sistema
bioldgico, capaz de produzir modificagdes tanto na estrutura quanto na composicao quimica do

organismo, sendo desencadeadas durante exposicbes a agentes agressores (também
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denominados estressores). A SGA desenvolve-se em trés fases: 1) reagdo de alarme, 2) estagio
de resisténcia ou alostase e 3) estagio de exaustdo (SELYE, 1951).

Hans Selye (1951) definiu que as manifestac6es da fase de reacao de alarme apresentam
caracteristicas como o aumento do catabolismo tecidual, elevacdo de catecolaminas e
hipoglicemia, que podem desaparecer durante o estagio de resisténcia e ressurgir no estagio de
exaustdo, podendo levar ao colapso do organismo (SELYE, 1951). Para que a SGA se
desenvolva, ndo é necessario que as trés fases estejam presentes, uma vez que uma situacao de
estresse severo pode levar diretamente ao estagio de exaustdo e a morte, por isso, Hans Selye
(1951) considerou que a adaptabilidade dos organismos vivos apresenta uma capacidade finita
(SELYE, 1951).

Os agentes estressores podem ser de carater ambiental, como ameagcas bioldgicas, fisicas
ou psicoldgicas, ou, ser de carater interoceptivo como, por exemplo, modificacdes na
osmolaridade e volume sanguineo (KOOLHAAS et al., 2011; NALIVAIKO, 2011; HERMAN,
2013). A magnitude das respostas ao agentes estressores sao determinadas por particularidades
do proprio agente estressor como severidade, cronicidade, controlabilidade e previsibilidade
(KOOLHAAS et al., 2011; NALIVAIKO, 2011; CRESTANI, 2016; HERMAN, 2013). E
importante lembrar que nem sempre um estimulo estressor ao organismo ira causar prejuizos e
pode até mesmo trazer beneficios ao organismo, como a pratica de exercicios fisicos moderado
(DHABHAR, 2014; DHABHAR, 2009a; DHABHAR, 2009b; DHABHAR; MCEWEN, 1996;
DHABHAR; MCEWEN, 2007; DHABHAR ET AL., 2012; DHABHAR ET AL., 1994,
DHABHAR ET AL., 1995).

A resposta do organismo frente a uma situacdo de estresse agudo ou cronico, é decisiva
diante dos efeitos que serdo desencadeados (DHABHAR; MCEWEN, 1997; DHABHAR,
2014; DHABHAR, 2018). Assim, a percepcdo a respeito do estimulo estressor como sendo de
natureza nociva ou nao-nociva pode ser decisiva para determinar se a situacdo de estresse terad
um efeito negativo ou n&o sobre o organismo, isto €, os efeitos estdo diretamente relacionados
com tipo estressor e a percepcdo ao estresse (DHABHAR, 2014; DHABHAR, 2018;
DHABHAR; MCEWEN, 1997). Isso pode influenciar a duracdo das respostas fisioldgicas ao
estresse, tornando-se uma resposta cronica ou aguda (DHABHAR, 2019).

No estresse agudo, um conjunto de alteracdes fisiologicas sdo iniciadas, o estimulo
gerado ap0s uma percepcdo sensorial ameacadora € conhecido como reacdo de defesa
(HILTON, 1982). Nessas condicdes, 0 sistema nervoso autbnomo promove alteragdes como:
elevacdo da PA, aumento da FC (CRESTANI, 2016; GINTY et al., 2017; NOSAKA, 1996),
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aumento da vasoconstricdo visceral e ténus venoso (HILTON, 1982; MARTIN et al.,1996),
aumento da vasodilatacdo no musculo esquelético (HILTON, 1982), reducdo da temperatura
cutanea, elevacdo da temperatura interna (VIANNA; CARRIVE, 2005; NAKAMURA, 2015)
e aumento da concentracdo de glicocorticoides (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Os
mecanismos barorreflexos também séo estimulados, favorecendo a elevacdo simultanea da PA
e FC (HATTON et al., 1997; NOSAKA, 1996). Essas alteracGes fazem parte da resposta
conhecida como “luta ou fuga”, expressdo denominada pelo pesquisador americano Walter
Cannon (1915) que indica as reacfes autondmicas que ocorre em uma situacdo desafiadora
(CANNON, 1915; HILTON, 1982; SCHADT; HASSER, 1998).

Modelos animais podem ser utilizados para inducdo ao estresse (KATZ, 1981). No
modelo experimental de estresse agudo por restricdo, o animal é submetido a um estimulo
aversivo, ndo-condicionado e inescapavel (YOSHINO et al., 2005), em consequéncia disso,
podem ser desenvolvidas alteracdes comportamentais (PADOVAN; DEL BEL; GUIMARAES,
2000; HARTMANN et al., 2019), hormonais (BUSNARDO et al., 2010) e alteracGes nas
respostas cardiovasculares (KUBO et al., 2002; TAVARES; CORREA, 2006; GOMES-DE-
SOUZA et al., 2021). Estudos tem demonstrado que diversos tipos de neurotransmissfes estdo
envolvidas nesse processo e evidéncias demonstram claramente que o sistema endocanabinoide
apresenta um papel chave na modulacdo de tais respostas fisioldgicas e comportamentais
durante situacdes aversivas (VIANA et al., 2019; HARTMANN et al., 2019; GOMES-DE-
SOUZA et al., 2021).

2.3  Sistema endocanabingide (SEC)

A descoberta dos endocanabinoides ocorreu ap0s inimeras investigaces sobre 0 A9-
tetraidrocanabinol (A9-THC), canabindide derivado da erva Cannabis sativa e responsavel por
provocar seus efeitos psicotrépicos (GAONI; MECHOULAM, 1964; MECHOULAM, 1970).
Também foram identificados outros compostos a partir da Cannabis sativa, como o canabidiol
(CBD) e canabinol, sendo estes denominados fitocanabindides (MECHOULAM, 1970). O
canabidiol é uma substancia que ndo produz efeitos psicoativos e apresenta amplas propriedades
terapéuticas em distarbios neuropsiquiatricos, podendo agir no sistema nervoso central e
periférico (BLESSING et al., 2015).

Com o avanco da compreenséo sobre estes compostos, foram descobertos receptores

enddgenos especificos para substancias canabinoides e isolados dois agonistas enddgenos, entre
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eles: araquidonoil etanolamida ou anandamida (AEA) e o 2 - araquidonoilglicerol (2-AG)
(DEVANE et al., 1992; SUGIURA et al.,, 1995). Essas substancias foram denominadas
endocanabinoides e seus efeitos sdo mediados principalmente pelos receptores canabindides 1
(rCB1) e receptores canabindides 2 (rCB2). Contudo, ja foi demonstrado que receptores
vaniloides de potencial transitério subtipo 1 (TRPV:) também podem ser ativados por
endocanabindides (HOWLETT et al., 1990; MATSUDA et al., 1990; MUNRO; THOMAS;
ABU-SHAAR, 1990; DI MARZO et al., 1994; HOWLETT, 2002; PETROCELLIS; MARZO,
2009).

Os receptores TRPV1 sdo canais cationicos ndo seletivos e no SNC s&o expressos em
terminais nervosos pos-sindpticos. Esses sdo ativados de maneira intracelular por ligantes e
atuam aumentando o influxo de calcio, ou seja, atuam potencializando a transmisséo sinaptica
(ROSS, 2003; KAWAHARA et al., 2011; CASAROTTO; BORTOLI; ZANGROSSI,
2012; MOREIRA et al., 2012). Estes canais podem ser ativados por moléculas exdgenas como
a capsaicina e resiniferatoxina, por calor nocivo (>43°C), baixo pH (<6,5) e por moléculas
lipidicas enddgenas como N-acil-dopaminas (N-araquidonoildopamina - NADA), produtos
derivados de lipoxigenases (acido hidroxiperoxieicosatetraendico — 12-HPETE) e a AEA
(ZYGMUNT et al., 1999; HWANG et al., 2000; HARRISON et al.,2003; TOMINAGA;
TOMINAGA, 2005; STAROWICZ et al., 2007; PETROCELLIS; MARZO, 2009). No SNC os
receptores TRPV1 ndo estdo susceptiveis a estimulos térmicos ou nocivos como no sistema
nervoso periférico e, por isso, a ativacdo de receptores TRPV1 no SNC é essencialmente
dependente dos seus agonistas enddgenos (MATINS; TAVARES; MORGADO, 2014).

Os endocanabindides AEA e 2-AG sdo compostos lipofilicos que ndo sdo armazenados
em vesiculas, sdo sintetizados “sob demanda” a partir de fosfolipideos de membrana e sdo
produzidos em neurbnios pos-sinapticos, eles agem como mensageiros retrogrados,
atravessando a fenda sinéptica e estimulando os rCB; que estdo localizados nos terminais pré-
sinapticos, ou seja, 0 neurbnio poés-sinaptico é capaz de controlar a atividade do neurdnio pré-
sinaptico (PIOMELLLI, 2003; MARZO, 2006; FOWLER, 2012). A ativacdo de rCB; provoca
uma reducdo do caélcio intracelular promovendo uma atenuacdo da transmissdo sinéptica
(MOREIRA et al., 2012). Por isso, ativacdo de rCB1 também pode causar reducdo na liberacéo
de neurotransmissores excitatorios (glutamato) e inibitérios (&cido gama-aminobutirico -
GABA) (KATONA et al., 1999; KATONA et al., 2001; PIOMELLI, 2003; RAMIKIE et al.,
2014).
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Os rCB1 sdo amplamente expressos no cérebro de humanos e roedores (HERKENHAM
et al., 1990; HERKENHAM et al., 1991; GLASS; FAULL; DRAGUNOW, 1997; MATO;
MOLDRICH; WENGER, 2000), especialmente em areas envolvidas no processamento de
situacbes de ameaca e estresse, como hipocampo (KATONA et al., 1999; MARSICANO;
LUTZ, 1999), amigdala (KATONA et al., 2001), nucleo leito da estria terminal (PUENTE et
al., 2010) e cortex pré-frontal (LAFOURCADE et al., 2007). Ja os rCB, inicialmente foram
descritos como sendo receptores predominantemente periféricos, presentes em componentes do
sistema imune (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993). Entretanto, recentemente, estudos
apontaram que os rCB> estdo presentes em diversos locais do SNC e sdo importantes na
modulacdo de diversos processos neurobioldgicos, contudo, seus locais de expressdo e suas
funcdes ainda necessitam de investigacdes (PACHER; BATKAI; KUNOS, 2006; PERTWEE
etal., 2010; ATWOOD; MACKIE, 2010; LI; KIM, 2016; MORENA et al., 2016; RATANO et
al., 2018).

A acdo dos endocanabindides normalmente apresenta curta duragdo por serem
rapidamente removidos da fenda sinaptica, esse processo pode ser separado em duas etapas. Na
primeira, os endocanabinoides sdo removidos do espaco extracelular por meio de um
transportador especifico ou por difusdo simples. Na segunda etapa, j& no interior dos neurénios,
a sinalizacdo é finalizada pela metabolizacdo da AEA pelas enzimas amida hidrolase de &cido
graxo (do inglés, FAAH), e pela metabolizacdo do 2-AG pela monoacilglicerol lipase (MAGL)
(AHN; MCKINNEY; CRAVATT, 2008). A inibicdo farmacoldgica da FAAH é capaz de elevar
a concentracdo de AEA no cérebro (KATHURIA et al., 2002), da mesma forma que o blogueio
da MAGL também resulta no aumento da concentracdo de 2-AG (NOMURA et al., 2008).

O sistema endocanabindide esta diretamente envolvido na modulacdo das respostas
fisioldgicas durante situacGes aversivas (HILL et al., 2010; HILL; MCEWEN, 2010; LUTZ et
al., 2015; MORENA et al., 2016; HARTMANN et al., 2019). Em uma investigacao realizada
por Gomes-de-souza et al. (2016), o blogueio de rCB1 do nucleo leito da estria terminal (NLET),
durante o estresse agudo por restricdo, provocou 0 aumento da taquicardia, enquanto o
tratamento local com inibidores das enzimas FAAH e MAGL reduziu a taquicardia,
demonstrando que a neurotransmissao endocanabinoide no BNST via rCB; € capaz de modular
a atividade cardiaca durante situacGes de estresse por meio da liberacdo local de compostos
como anandamida ou 2-AG (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016).

Estudos apontam que o sistema endocanabindide no CI apresenta papel importante na

modulacdo da sensibilidade a dor, ndusea aguda e consolidacdo da memdria, particularmente
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via rCB1 (MOLDRICH; WENGER, 2000; O’BRIEN et al., 2014; STICHT et al., 2016;
TSAGARELI et al., 2020; SILVA-CARDOSO et al., 2021). Entretanto, seu envolvimento no
Cl sobre a modulacéo da atividade cardiovascular ainda é desconhecido. Por isso, € importante
que investigacOes acerca do sistema endocanabinoéide e sua relacdo no controle das respostas
autondmicas diante de situacdes aversivas sejam exploradas, uma vez que o estudo sobre este
sistema pode auxiliar no desenvolvimento de futuras terapias para tratar transtornos

relacionados ao estresse.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é investigar o papel da neurotransmissdo

endocanabinoide do CI sobre as respostas autondémicas em ratos submetidos ao estresse agudo

por restricéo.

3.2

b)

d)

Objetivos especificos

Este trabalho tem como objetivos especificos:

Investigar o efeito da microinjecao do antagonista seletivo de rCB1, AM251, na dose de
0,1 nmol/100nL, bilateralmente no CI, nas respostas cardiovasculares e temperatura
cutanea caudal durante o estresse agudo por restricao;

Investigar o efeito da microinjecdo do antagonista seletivo do receptor vaniloide 1
(TRPV3), capsazepina, na dose de 15 nmol/100nL, bilateralmente no Cl, nas respostas
cardiovasculares e temperatura cutanea caudal durante o estresse agudo por restri¢éo;
Investigar o efeito da microinjecdo do inibidor seletivo da amida hidrolase de éacido
graxo (FAAH), URB597, na dose de 0,01 nmol/100nL, bilateralmente no CI, nas
respostas cardiovasculares e temperatura cutanea caudal durante o estresse agudo por
restricao;

Investigar o efeito da microinjegcdo do inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase
(MAGL), JZL184, na dose de 5 nmol/100nL, bilateralmente no CIl, nas respostas

cardiovasculares e temperatura cutanea caudal durante o estresse agudo por restri¢ao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os procedimentos experimentais obedeceram ao protocolo n°® 053/2019 submetido a
apreciacdo ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Lavras. Foram
utilizados 40 ratos Wistar, os pesos destes animais para o experimento variaram entre 280-320
g e foram alojados em caixas de polipropileno, forradas com maravalha, mantidas em
temperatura de +25°C e em ciclo claro-escuro de 12h:12h. Os animais foram alimentados

durante todo o estudo com racdo padrdo granulada e dgua ad libitum.

4.2  Cronologia dos protocolos experimentais

Figura 1 — Cronologia dos protocolos experimentais.

Tratamento com
droga

Estresse por
restrigdo e registro
daPA eFC

Captura de imagens
da temperatura da

cauda * Histologia
Canulacdo artéria «  Eutanasia e coleta *  Analise dos sitios
_Implante das femoral dos cérebros de injegao
canulas guia no Cl
*  Analise dos dados
I obtidos
- - \ J

Dia 1 m Dia 6 ‘

Pos experimentos

Legenda: Dia 1: cirurgia estereotaxica para implantac&o bilateral das canulas guia no cortex insular. Dia
5: canulacéo da artéria femoral dos animais. Dia 6: tratamento dos animais com veiculo ou droga e, em
seguida, foram submetidos ao estresse por restricdo durante 30 minutos, foram registrados a pressdo
arterial e frequéncia cardiaca, capturada as imagens da temperatura da cauda e, por fim, eutanésia e
coleta dos cérebros. Pds experimentos: cortes histologicos, analise dos sitios de injecdo e anélise de
todos os materiais e dados coletados.

Fonte: Do autor (2021).
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4.3  Grupos experimentais

e LCA (100nL) — Liquido cefalorraquidiano artificial.

e AM251 (0,1 nmol/100nL) — Antagonista seletivo do receptor canabinoide 1 (rCBy).

e Capsazepina (15 nmol/100nL) — Antagonista seletivo do receptor vaniloide 1 (TRPV3).

e URB597 (0,01 nmol/100nL) — Inibidor seletivo da amida hidrolase de acido graxo
(FAAH).

e JZL184 (5 nmol/100nL) — Inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase (MAGL).

4.4  Técnica de implante de canula guia no CI

Os animais foram anestesiados para este procedimento cirdrgico com tribromoetanol na
dose de 250 mg/ kg, intraperitoneal (i.p.). Apoés a realizacdo da tricotomia na cabeca, 0s animais
foram imobilizados em um estereotaxico para animais de pequeno porte (Stoelting, Wood Dale,
Illinois, USA) e injetado subcutaneamente na cabeca, para anestesia local, 0,3 ml de lidocaina
com vasoconstritor, para a anestesia local. A calota craniana foi exposta por meio de uma
incisdo na pele, de aproximadamente 1,5 cm. O periosteo foi afastado e retirado com H20; a
10%. Foi feita a assepsia local com H20 a 10% e solucéo fisiologica (NaCl 0,9%). Todas as
coordenadas para implantacdo das canulas no CI foram determinadas a partir do Atlas de
Paxinos & Watson (PAXINOS; WATSON, 1997): antero-posterior, +3,2 mm em relacdo ao
bregma; lateral, +3,75 mm a partir do bregma; vertical, -4,5 mm em relacdo ao bregma, com
inclinacdo lateral de 0° e incisivo = -3,3 mm. Com uma broca odontoldgica foi feita a trepanacédo
do cranio para a implantacdo bilateral das canulas guia no CI e para inserir um pequeno
parafuso na calota craniana. Essas canulas foram feitas a partir de segmentos de agulha
hipodérmica com 11 mm de comprimento e 0,55 mm de diametro externo, 24G. As canulas e
o0 parafuso foram fixados ao cranio com resina acrilica autopolimerizavel. Mandris com 0,2 mm
de didmetro externo e 11 mm de comprimento foram introduzidos nas cénulas para prevenir
eventuais obstrugdes durante o periodo de recuperacdo pos-cirdrgico dos animais. Como
medida profilatica, ap6s a cirurgia os animais receberam 80.000 Ul de Pentabiotico Veterinario
(Fort Dodge, S&o Paulo, Brasil) aplicados em 0,3 mL por via intramuscular (i.m.). Os animais
também receberam 2,5 mg/Kg de analgésico e anti-inflamatorio, Flunixina Meglumina
(Banamine®, Schering Plough, Brasil), por via subcutanea (s.c), para analgesia pos-operatéria
(ALVES et al., 2010).
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45  Canulacdo da artéria femoral

Para este procedimento cirargico, os animais foram anestesiados com ketamina
(Cetamin®, Syntec, Brasil) e xilazina (Xilazin®, Syntec, Brasil) em uma solucdo de 5 ml de
ketamina a 10% e 1,6 ml de xilazina a 2%, na dose de 0,1 ml/ 100g, intraperitoneal (i.p.). Em
cada animal foi realizada a dissecacéo da artéria femoral e introduzido um cateter de polietileno
até a artéria aorta abdominal inferior. Este cateter foi previamente confeccionado manualmente
através da solda de um segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm) a um segmento de polietileno
PE-50 (12-13 cm). Minutos antes do procedimento, o cateter foi preenchido por uma solucao
fisiologica (NaCl a 0,9%) contendo anticoagulante (15 UmL™? de heparina), e obstruido com
um pino de metal. Apds implantacdo, o cateter foi exteriorizado na regido dorsal do animal e
fixado a pele por meio de uma sutura cirdrgica. Ao término da cirurgia, cada animal recebeu
2,5 mg/Kg (s.c.) do analgésico ndo-esteroidal Flunixina Meglumina (Banamine®, Schering
Plough, Brasil), para analgesia pos-operatoria. Apos a cirurgia, os animais foram acomodados
em caixas plasticas individuais e conduzidos para a sala de experimentos, para habituacéo do
ambiente. Os registros da pressdo arterial e frequéncia cardiaca foram realizados, por meio do

cateter implantado, 24h apds a cirurgia (BRASIL et al., 2021).

4.6  Registro da pressdo arterial e frequéncia cardiaca

Decorrido as 24h ap6s a implantacdo do cateter na artéria femoral, antes de serem
iniciados os registros, um volume de 0,3 mL de solucao fisiologica (NaCl a 0,9%) com heparina
(15 U/mL) foi inoculado no cateter do animal para evitar possiveis obstru¢cdes de coagulos. Em
seguida, esse cateter foi conectado a um transdutor de pressdo arterial (Hewlett Packard, USA)
por um seguimento de polietileno PE-50. A pressdo arterial pulsatil e a frequéncia cardiaca
foram registradas utilizando um pré-amplificador de um poligrafo HP7754-A (Hewlett Packard,
USA) conectado a um sistema de aquisi¢cdo de dados computadorizado (MP-100, Biopac,
USA). Os valores de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram derivados
da pressdo arterial pulsatil e processados online pelo software AcgKnowledge 3.8.1. Foi
realizado o registro basal da PAM e FC por dez minutos, com 0s animais ainda em suas caixas
individuais, antes de coloca-los no tubo de restricdo (ALVES et al., 2010; BRASIL et al., 2020).
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4.7  Microinjecéo de drogas no ClI

A agulha injetora (12 mm, 33 G, SmallParts, Lagos de Miami, FL, EUA) utilizada para
microinjecdo das drogas no Cl, foi confeccionada um milimetro mais longa em relacdo a canula
guia fixada ao crénio e foi conectada a uma seringa de 2 pl (7002-KH, Hamilton Co., Reno,
NV, EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10). Apds os 10 minutos do registro
cardiovascular basal, ainda em sua home cage, a agulha injetora foi inserida na canula guia para
a injecdo da droga ou veiculo. As drogas foram injetadas nas duas canulas (uma por vez) em
um volume de 100 nL para cada canula. Apoés a injecao, foi aguardado 30 segundos e a agulha
foi retirada e inserida na segunda canula guia para microinjecdo no CI contralateral. Apos a
microinjecdo e decorrido mais 10 minutos, o animal foi inserido no tubo de restricdo (ALVES
etal., 2013; HAN et al., 2015).

4.8  Temperatura cutanea da cauda

A temperatura cutdnea da cauda, foi registrada por meio da camera térmica Multi-
Purpose Thermal Imager IRI 4010 (Infra Red Integrated Systems Ltd Park Circle, Tithe Barn
Way Swan Valley Northampton, USA) a uma distancia de 50 cm. As imagens foram capturadas
durante o periodo de registro basal da PAM e FC, de trés em trés minutos apds a inje¢do local
da droga ou veiculo. Apos a entrada do animal no tubo de restricdo, foram capturadas imagens
da temperatura da cauda de 10 em 10 minutos, durante o periodo de 30 minutos de restricdo
(Figura 2). A andlise foi realizada por um software de analise termografica e a temperatura foi
representada por variagdes de intensidade de cor. A medida de temperatura foi realizada em 10
pontos da cauda do animal, e a média foi calculada para cada registro (CRUZ et al., 2012;
GOUVEIA et al., 2016)
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Figura2 — Cronologia experimental para o registro da temperatura cutanea caudal.
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(10 minutos) (10 minutos)
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de restricdo de restricdo

Legenda: Durante o periodo de registro basal 3 imagens térmicas foram capturadas com intervalo de
tempo de 3 minutos entre elas. Apds a injecdo do veiculo ou droga, foram capturadas mais 3 imagens
térmicas com intervalo de tempo de 3 minutos entre cada uma. Iniciado o periodo de restri¢cdo, foram
capturadas mais 4 imagens, com intervalo de 10 minutos entre cada imagem capturada (0, 10, 20 e 30
minutos). As marcagdes em azul representam o momento em que as imagens foram capturadas. A seta
vermelha representa 0 momento da inje¢édo do veiculo ou droga.

Fonte: Do autor (2021).

4.9  Estresse agudo por restricédo

O tubo de restricdo utilizado era constituido por um segmento de policloreto de vinila
(PVC), com assoalho plano, elevado a 5 cm do chdo, medindo 15 cm de comprimento e 6,5 cm
de diametro. O registro basal da PA e FC foi iniciado antes do animal ser colocado no tubo, ou
seja, ainda em sua home cage. Decorrido 10 minutos ap6s a inje¢do da droga ou veiculo, o
registro prosseguiu com o animal dentro do tubo de restrigdo. O animal permaneceu no tubo de
restricdo por 30 minutos (ALVES et al., 2010).

4.10 Solucgdes e drogas utilizadas

Liquido cefalorraquidiano artificial — LCA (NaCl 100 mM; Na3PO4 2 mM; KCI 2,5
mM; MgCI2 1,0 mM; NaHCO3 27 mM; CaC2 2,5 mM; pH=7,4); ketamina (Unido Quimica,
Brasil) e xilazina (Syntec, Brasil) - anestésico utilizado para os procedimentos cirdrgicos para
a analise dos parametros autondmicos, uretana (SIGMA, EUA) - anestésico utilizado para a
perfusdo dos animais; AM251 (Tocris, MO, EUA) antagonista seletivo de receptores CB1,;
capsazepina (Tocris, MO, EUA) - antagonista seletivo do receptor vaniloide 1; URB597
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(Tocris, MO, EUA) - inibidor seletivo da amida hidrolase de acido graxo; JZL184 (Tocris, MO,
EUA) - inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase; Flunixina Meglumina (Banamine®,
Schering Plough, Brasil) - analgésico utilizado como profilatico apos a cirurgia estereotaxica e
canulacdo da artéria femoral, Pentabidtico veterinario (Fort Dodge, Sdo Paulo, Brasil) -

antibiotico administrado como profilético apds a cirurgia estereotaxica.

4.11 Determinacdo anatdmica dos sitios de injecao das drogas

Apos a finalizacdo dos experimentos, os animais foram anestesiados com uretana, na
dose de 1,2 mg/kg, por viai.p. Em seguida, foi injetado no mesmo volume da injecdo das drogas
(100nL em cada canula guia) do corante azul de Evans a 1% para a determinacdo dos sitios de
injecdo. Em seguida, os animais foram submetidos a perfusdo cerebral. Para isso, a caixa
torécica foi aberta para exposi¢cdo do coracdo e a aorta descendente foi bloqueada com uma
pinca hemostatica. Em seguida, uma agulha para perfusdo foi introduzida no ventriculo
esquerdo e foi feita uma incisdo no atrio direito para o escoamento do sangue e do perfusato. A
perfusdo foi inicialmente realizada com 20 ml de solucéo fisioldgica de NaCl 0,9%, e depois
por 20 mL de solucéo tamponada de formalina a 10%. Apos realizado esse procedimento, 0s
cerebros foram retirados da caixa craniana e conservados em solugdo tamponada de formalina
a 10%. Posteriormente, os cérebros foram seccionados com o auxilio de um criostato (CM,
Leica, Wetzlar, Alemanha). Foram feitas diversas sec¢cdes coronais de 80 um de espessura da
regido do CI, que foram imediatamente dispostas em laminas e, em seguida, analisadas
utilizando-se o atlas como referéncia (PAXINOS; WATSON, 1997).

4.12 Analise estatistica

O programa Prism 8.0.1 (GraphPad, USA) foi utilizado para a realizagcdo da analise
estatistica dos dados, que foram expressos como média * erro padrdo da media (EPM). Os
valores basais (“pré e pds-droga™) de pressdo arterial, frequéncia cardiaca e temperatura cutanea
caudal foram comparados pelo teste t de Student, em caso de resultados diferentes, os valores
“pos-droga” foram utilizados para normalizacdo dos dados para a posterior realizacdo da
ANOVA two-way. As alteracfes cardiovasculares e de temperatura cutanea caudal foram
analisadas utilizando a ANOVA two-way (tempo e tratamento) para medidas repetidas (tempo),

em caso de resultados diferentes (p < 0,05) o pds-teste Bonferroni foi realizado.
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5 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Ap0s cinco dias da cirurgia estereotaxica para implantacdo das canulas-guia os animais
foram submetidos a cirurgia de canulacdo da artéria femoral e dispostos em caixas individuais
para recuperacdo cirurgica. No dia seguinte, os animais foram levados em suas respectivas
caixas para a sala de experimentagdo novamente. Cada animal foi conectado ao sistema de
registro de pressao arterial para registro da pressdo arterial pulsatil (PAP) e frequéncia cardiaca
(FC) basal por um periodo de dez minutos e, também, foram capturadas trés imagens da cauda
de cada animal para a analise de temperatura cutdnea basal. Em seguida, foi realizada a
microinjecdo central da droga ou veiculo no CI dos animais, capturadas mais 3 imagens da
temperatura caudal e apds dez minutos foram submetidos ao estresse por restricdo. Ainda
conectado ao sistema de registro da pressdo arterial, o animal foi transferido para o tubo de
restricdo, onde permaneceu por 30 minutos. Uma imagem da temperatura caudal foi capturada
imediatamente apos a entrada do animal no tubo de restri¢do, depois novamente aos dez, vinte
e trinta minutos. A PAP e FC foram registradas durante todo o periodo de restri¢do. Finalizado
0 periodo de restricdo, os animais foram eutanasiados, perfundidos com solucéo fisioldgica e,
em seguida, com solugdo formalina. Os cérebros foram retirados e armazenados em frascos

preenchidos com formol para sua posterior sec¢do e analise dos sitios de injecéo.
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5.1 Estudo da participagdo endocanabinoide do CI nas respostas cardiovasculares e

temperatura cutanea caudal durante o estresse por restricdo

Para investigar o papel da neurotransmissao endocanabinoide do CI sobre as respostas
cardiovasculares e temperatura cutanea caudal ao estresse por restricdo foram utilizadas as
seguintes drogas: AM251, Capsazepina, URB597 e JZL.184.

5.1.1 Efeito do tratamento no ClI com AM251 sobre as respostas cardiovasculares e

temperatura cutanea durante o estresse por restri¢cao

Este tratamento teve por objetivo verificar o envolvimento dos rCBj, presentes no Cl,
sobre respostas cardiovasculares e temperatura cutanea caudal durante o estresse por restrigéo.
Para isso, foi utilizado o antagonista seletivo de rCB;, AM251 (0,1 nmol/100nL) (GOMES-
DE-SOUZA et al., 2021).

5.1.2 Efeito do tratamento no CI com Capsazepina sobre as respostas cardiovasculares e

temperatura cutanea durante o estresse por restri¢cao

Este tratamento teve por objetivo verificar a participacdo dos receptores vaniloides 1
(TRPVy), presentes no Cl, sobre respostas cardiovasculares e temperatura cutanea caudal
durante o estresse por restricdo. Para isso, foi utilizado o antagonista seletivo do receptor
vaniloide, Capsazepina (15 nmol/100nL) (LAGATTA et al., 2018).

5.1.3 Efeito do tratamento no ClI com o URB597 sobre as respostas cardiovasculares e

temperatura cutanea durante o estresse por restricao

Este tratamento teve por objetivo realizar a inibicdo da amida hidrolase de acido graxo
(FAAH) provocando um consequente aumento da disponibilidade de anandamida no ClI e,
assim, verificar seus possiveis efeitos sobre as respostas cardiovasculares e de temperatura
cutanea caudal durante o estresse por restricdo. Para isso, foi utilizado o inibidor seletivo da
FAAH, URB597 (0,01 nmol/100nL) (LISBOA et al., 2008; HARTMANN et al., 2019).
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5.1.4 Efeito do tratamento no Cl com o JZL184 sobre as respostas cardiovasculares e

temperatura cutanea durante o estresse por restri¢cao

Este tratamento teve por objetivo realizar a inibicdo da monoacilglicerol lipase
(MAGL), provocando um consequente aumento da disponibilidade de 2-AG no CI e, assim,
verificar seus possiveis efeitos sobre as respostas cardiovasculares e de temperatura cutanea
caudal durante o estresse por restri¢do. Para isso, foi utilizado o inibidor da MAGL, JZL184 (5
nmol/100nL) (SCIOLINO et al., 2011).
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6 RESULTADOS

6.1  Determinacdo do sitio de injecao das drogas

Figura 3 — Fotomicrografia representativa de uma seccdo coronal do cérebro de rato
demonstrando o sitio da microinjecao na regido do cortex insular.

Legenda: AbreviacOes: cortex cingulado (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), corpo caloso (CC), cortex
orbital (CO), cdrtex insular (CI). Secgdo coronal representativa da coordenada 4.20 mm em relacéo ao
bregma baseado no atlas do cérebro de rato Paxinos e Watson (2006).

Fonte: Do autor (2021).
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6.2  Parametros basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea caudal (TC) de antes e apds o tratamento farmacol6gico do cortex

insular em ratos

Os efeitos de todos os tratamentos sobre os parametros basais de PAM, FC e TC séo
apresentados na Tabela 1. A microinjecdo bilateral no Cl do antagonista seletivo para rCBy,
AM251, na dose de 0,1 nmol/100nL, n&o alterou os valores basais de PAM ou da TC,
entretanto, os valores basais de FC aumentaram. Ja a microinjecdo com o antagonista seletivo
para receptores TRPV1, capsazepina, na dose de 15 nmol/100nL, provocou o aumento dos
valores basais de PAM e FC, porém, a TC basal pds-tratamento ndo apresentou diferenca. O
tratamento com o inibidor seletivo da MAGL, JZL 184, na dose de 5 nmol/100nL aumentou os
parametros basais de PAM e FC, mas também néo provocou alteracdes na TC. A microinjecao
com o inibidor seletivo da FAAH, URB597, na dose de 0,01 nmol/100nL, ndo foi capaz de

desencadear alteragdes nos valores basais de PAM, FC ou TC.

Tabela 1 — Valores basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea caudal (TC) antes e ap0s o tratamento farmacolégico do cortex
insular (CI) com o antagonista seletivo de rCBy, 0 antagonista seletivo de receptores
TRPV1, o inibidor da enzima FAAH e o inibidor da enzima MAGL.

Grupos PAM + EPM (mmHg) FC + EPM (bpm) TC + EPM (°C)

Antes Apbs p t n Antes Apbs p t n Antes Apbs p t
a7 GE B om s 7 5% ME n w7 B 2L ow o
s s ST aa v R0 T one o v 5% 20 0w ow
w0 H Y s sw o KB BE on aw s DX BE o
5 oms W5 ow om0 RR WS ow om0 2% 2E oo om
e o RS WD ww as o MR OBE wwr ae o BF 2% o

Nota: Resultado do teste t pareado de Student dos valores basais de PAM, FC e TC, antes e ap0s as
microinjecdes de liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), antagonista seletivo de rCB;, AM251 (0,1
nmol/100nL), o antagonista seletivo de receptores TRPV1, capsazepina (15 nmol/100nL), o inibidor da
enzima FAAH, URB597 (0,01 nmol/100nL), e o inibidor da enzima MAGL, JZL184 (5 nmol/100nL).
Dados coletados 10 minutos imediatamente antes da injegdo em comparacdo com os coletados 10
minutos antes do inicio da exposicdo ao estresse. CAP: abreviag¢do de “capsazepina”. * diferenca p <
0,05. Os resultados foram expressos em média e erro padrdo da media (EPM).

Fonte: Do autor (2021).
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6.3  Efeito dos tratamentos no cértex insular de ratos sobre a pressédo arterial média
(PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura cutanea caudal (TC) durante o estresse

por restricdo

6.3.1 Efeito da administracdo de AM251, antagonista seletivo do receptor canabinoide 1
(CB1), no cortex insular de ratos sobre a pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca

(FC) e temperatura cutanea caudal (TC) durante o estresse por restricdo

Figura 4 — Representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo do antagonista seletivo do
receptor CB1 no cortex insular.
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Legenda: Representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo do antagonista seletivo do receptor
canabinoide 1 (CB1), AM251 (0,1 nmol/100nL), figuras baseadas no atlas do cérebro de rato Paxinos e
Watson (2006). Abreviagdes: cortex cingulado (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), corpo caloso (CC),
cortex orbital (CO), cortex insular (CI).

Fonte: Do autor (2021).

As alteracbes da PAM, FC e TC evocadas pelo estresse agudo por restricdo em roedores
tratados com AM251, na dose de 0,1 nmol/100nL, sdo apresentadas na Figura 5. O estresse
agudo por restricdo desencadeou ao longo do tempo o aumento da PAM (tempo: p<0,0001;
F40.480) = 9,586), da FC (tempo: p<0,0001; F40,480) = 38) e a reducéo da TC (tempo: p = 0,0003;
F(1.910,24,83) = 11,88). O tratamento com AM251 n&o foi capaz de modificar a resposta pressorica
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(tratamento: p = 0,3442; F1,12) = 0,9699), a resposta taquicardica (tratamento: p = 0,9323; F(1,12)
=0,007517) e a reducdo da TC (tratamento: p = 0,4609; F(1,13) = 0,5775), desencadeadas pelo
estresse agudo. Houve interacdo entre tempo e tratamento sobre a resposta taquicardica
(interagdo: p>0,9999; Fuo4s0) = 0,3359), 0 mesmo ndo ocorreu sobre a resposta pressora
(interacdo: p = 0,5728; Fuo4s0) = 0,9431) e a reducdo da TC (interacdo: p = 0,6364; F,78) =
0,7177) (FIGURAS 5, 6 e 7).

Figura 5 — Variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea caudal (ATC), em animais tratados com 0 antagonista
seletivo do receptor canabinoide 1 (CB1), submetidos ao estresse agudo por

restri¢éo.
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Legenda: (A) Variacdo da pressdao arterial média (APAM), (B) frequéncia cardiaca (AFC), (C)
temperatura caudal (ATC) ao longo do tempo, em animais submetidos ao estresse agudo por restricéo
tratados com o antagonista seletivo do receptor canabinoide 1 (CB1), AM251 na dose de 0,1 nmol/100nL
(circulos pretos) ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (circulos brancos). A representacdo
grafica “-10 (minutos) ” indica os dez minutos anteriores ao inicio do estresse por restri¢ao e instante da
injecdo. No tempo 0 (minutos) os animais foram submetidos ao estresse agudo por restri¢do. Os circulos
e triangulos representam a média e as barras o erro padrdo da média + EPM. Realizado o teste ANOVA
two-way para medidas repetidas. p < 0,05.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 6 — Representacdo do registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) ao longo ao do estresse agudo por restricdo de
animais tratados com o antagonista seletivo do receptor canabinoide 1 (CB1).
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Legenda: Representacdo do registro de pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de animais tratados com o antagonista seletivo do receptor canabinoide 1
(CB1), AM251 na dose de 0,1 nmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA),
submetidos ao estresse agudo por restricao.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 7 — Representacdo termogréfica da variagdo da temperatura cutanea caudal de animais
tratados com o antagonista seletivo do receptor canabinoide 1 (CBy).
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Legenda: Representacdo termografica da variagdo da temperatura cutdnea caudal de animais tratados
com o antagonista seletivo do receptor canabinoide 1 (CB1), AM251 na dose de 0,1 nmol/100nL ou com
liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), submetidos ao estresse agudo por restricdo. A variagdo de
cores representa a variacao da temperatura, sendo a cor azul a representacdo de temperaturas mais baixas
e a cor amarela a representacdo de temperaturas mais elevadas.

Fonte: Do autor (2021).
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6.3.2 Efeito da administracdo de capsazepina, antagonista seletivo do receptor vaniloide 1
(TRPV1), no cortex insular de ratos sobre as respostas cardiovasculares e temperatura cutanea

caudal durante o estresse por restricao

Figura 8 — Representacdo diagramética dos sitios de microinjecdo do antagonista seletivo do
receptor vaniloide 1 (TRPV1) no cortex insular.

cgl cgl

cc
PrL PrL o«

[a]

a ) | e
. ] . co
w % ]
Bregma 2.76 mm . Bregma 3.24 mm
Cgl
PrL cc
Cl
L ] L}
co
e
. %
L] o
() e
Bregma 3.72 mm

Legenda: Representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo do antagonista seletivo do receptor
vaniloide 1 (TRPV:), capsazepina, (15 nmol/100nL), figuras baseadas no atlas do cérebro de rato
Paxinos e Watson (2006). Abreviagdes: cortex cingulado (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), corpo caloso
(CC), cortex orbital (CO), cortex insular (CI).

Fonte: Do autor (2021).

As alteracbes da PAM, FC e TC evocadas pelo estresse agudo por restricdo em roedores
tratados com capsazepina, na dose de 15 nmol/100nL, séo apresentadas na Figura 9. O estresse
agudo por restricdo desencadeou ao longo do tempo o aumento da PAM (tempo: p<0,0001;
Fos20) = 10,59), da FC (tempo: p<0,0001; Fo,600) = 23,08) e a redugédo da TC (tempo: p =
0,0002; F2,347:32.85) = 10,31). O tratamento com capsazepina aumentou a resposta pressorica
(tratamento: p = 0,0154; F(1,13) = 7,764) e a resposta taquicardica (tratamento: p = 0,0363; F(1,15)
= 5,284) desencadeadas pelo estresse agudo por restricdo, entretanto, a redugédo TC ndo foi

afetada (tratamento: p = 0,1063; F,14) = 2,980). Houve interacdo entre tempo e tratamento
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sobre a resposta taquicardica (interacdo: p = 0,0003; Fo,600) = 2,012), 0 mesmo ndo ocorreu
sobre a resposta pressora (interagdo: p = 0,4305; Fo,520) = 1,026) e a reducdo da TC (interacao:
p =0,7317; Fe84 = 0,5972) (FIGURAS 9, 10 e 11).

Figura 9 — Variagao da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura
cutanea caudal (ATC), em animais tratados com o antagonista seletivo do receptor
vaniloide 1 (TRPV1), submetidos ao estresse agudo por restri¢ao.
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Legenda: (A) Variagdo da pressdo arterial média (APAM), (B) frequéncia cardiaca (AFC), (C)
temperatura caudal (ATC) ao longo do tempo, em animais submetidos ao estresse agudo por restricdo
tratados com o antagonista seletivo do receptor vaniloide 1 (TRPV:), capsazepina, na dose de 15
nmol/100nL (circulos pretos) ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (circulos brancos). A
representacao grafica “-10 (minutos) ” indica os dez minutos anteriores ao inicio do estresse por restri¢ao
e instante da injecdo. No tempo 0 (minutos) os animais foram submetidos ao estresse agudo por restricdo.
Os circulos e losangos representam a média e as barras o erro padrdo da media + EPM. Realizado o teste
ANOVA two-way para medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de Bonferroni em caso de diferenca
significativa. * indica diferenca entre o grupo tradado e LCA, p < 0,05.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 10 — Representacdo do registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média
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e frequéncia cardiaca (FC) ao longo ao do estresse agudo por restricdo de

animais tratados com o antagonista seletivo do receptor vaniloide 1 (TRPV3).
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Legenda: Representacdo do registro de pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de animais tratados com o antagonista seletivo do receptor vaniloide 1
(TRPV1), capsazepina, na dose de 15 nmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA),
submetidos ao estresse agudo por restricéo.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 11 — Representagdo termografica da variacdo da temperatura cutanea caudal de animais
tratados com o antagonista seletivo do receptor vaniloide 1 (TRPV1).
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Legenda: Representacdo termogréfica da variagdo da temperatura cutdnea caudal de animais tratados
com o antagonista seletivo do receptor vaniloide 1 (TRPV1), capsazepina, na dose de 15 nmol/100nL
ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), submetidos ao estresse agudo por restricdo. A
variacao de cores representa a variacdo da temperatura, sendo a cor azul a representacdo de temperaturas
mais baixas e a cor amarela a representacéo de temperaturas mais elevadas.

Fonte: Do autor (2021).
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6.3.3 Efeito da administragdo de URB597, inibidor seletivo da amida hidrolase de &cido
graxo (FAAH), no cortex insular de ratos sobre as respostas cardiovasculares e temperatura

cutanea caudal durante o estresse por restricdo

Figura 12 — Representacdo diagramética dos sitios de microinjecéo do inibidor seletivo da
amida hidrolase de acido graxo (FAAH) no cortex insular.
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Legenda: Representagdo diagramatica dos sitios de microinjecéo do inibidor seletivo da amida hidrolase
de &cido graxo (FAAH), URB597 (0,01 nmol/100nL), figuras baseadas no atlas do cérebro de rato
Paxinos e Watson (2006). Abreviagdes: cortex cingulado (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), corpo caloso
(CC), cortex orbital (CO), cortex insular (CI).

Fonte: Do autor (2021).

As alteracGes da PAM, FC e TC evocadas pelo estresse agudo por restricdo em roedores
tratados com URB597, na dose de 0,01 nmol/100nL, sdo apresentadas na Figura 13. O estresse
agudo por restricdo desencadeou ao longo do tempo o aumento da PAM (tempo: p<0,0001;
F(40,480) = 9,63), da FC (tempo: p<0,0001; F40,480) = 27,46) e a reducdo da TC (tempo: p<0,0001,
F(1,969;2559) = 20,05). O tratamento com URB597 ndo desencadeou modificacOes significativas
nas respostas pressorica (tratamento: p = 0,6077; Fq,12) = 0,2779), taquicardica (tratamento: p
= 0,6624; F(1,12) = 0,2003) ou na reducdo da TC (tratamento: p = 0,6143; F,13) = 0,2665)

evocadas pelo estresse agudo. Houve interagdo entre tempo e tratamento na reducgdo da TC
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(interacdo: p <0,0001; Fe7s) = 5,544), 0 mesmo ndo ocorreu sobre a resposta pressora
(interagdo: p = 0,3049; F(40480) = 1,108) e taquicardica (interagdo: p = 0,9928; F(0,480) = 0,5273)
(FIGURAS 13, 14 e 15).

Figura 13 — Variacdao da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea caudal (ATC), em animais tratados com o inibidor seletivo
da amida hidrolase de &cido graxo (FAAH), submetidos ao estresse agudo por

restricao.
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Legenda: (A) Variagdo da pressdo arterial média (APAM), (B) frequéncia cardiaca (AFC), (C)
temperatura caudal (ATC) ao longo do tempo, em animais submetidos ao estresse agudo por restricdo
tratados com o inibidor seletivo da amida hidrolase de acido graxo (FAAH), URB597, na dose de 0,01
nmol/100nL (circulos pretos) ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (circulos brancos). A
representacdo grafica “~-10 (minutos) ” indica 0s dez minutos anteriores ao inicio do estresse por restricao
e instante da injecao. No tempo 0 (minutos) os animais foram submetidos ao estresse agudo por restricao.
Os circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média + EPM. Realizado o teste ANOVA
two-way. p < 0,05.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 14 — Representacdo do registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) ao longo ao do estresse agudo por restricdo de
animais tratados com o inibidor seletivo da amida hidrolase de &acido graxo
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Legenda: Representacdo do registro de pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) de animais tratados com o inibidor seletivo da amida hidrolase de acido graxo
(FAAH), URB597, na dose de 0,01 nmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA),
submetidos ao estresse agudo por restricao.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 15 — Representagdo termografica da variacdo da temperatura cutanea caudal de animais
tratados com o inibidor seletivo da amida hidrolase de acido graxo (FAAH).
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Legenda: Representacdo termogréfica da variagdo da temperatura cutanea caudal de animais tratados
com o inibidor seletivo da amida hidrolase de &cido graxo (FAAH), URB597, na dose de 0,01
nmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), submetidos ao estresse agudo por
restricdo. A variacdo de cores representa a variacdo da temperatura, sendo a cor azul a representacdo de
temperaturas mais baixas e a cor amarela a representacdo de temperaturas mais elevadas.

Fonte: Do autor (2021).
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6.3.4 Efeito da administracdo de JZL184, inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase
(MAGL), no cortex insular de ratos sobre as respostas cardiovasculares e temperatura cutdnea

caudal durante o estresse por restricao

Figura 16 — Representacdo diagramaética dos sitios de microinjecdo do inibidor seletivo da
monoacilglicerol lipase (MAGL) no cortex insular.
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Legenda: Representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo o inibidor seletivo da monoacilglicerol
lipase (MAGL), JZL184 (5 nmol/100nL), figuras baseadas no atlas do cérebro de rato Paxinos e Watson
(2006). Abreviaces: cortex cingulado (Cgl), cortex pré-limbico (PrL), corpo caloso (CC), cortex orbital
(CO), cortex insular (CI).

Fonte: Do autor (2021).

As alteracbes da PAM, FC e TC evocadas pelo estresse agudo por restricdo em roedores
tratados com JZL184, na dose de 5 nmol/100nL, sdo apresentadas na Figura 17. O estresse
agudo por restricdo desencadeou ao longo do tempo o aumento da PAM (tempo: p<0,0001;
Fo.440) = 5,851), da FC (tempo: p<0,0001; Fo,480) = 17,67) e a reducdo da TC (tempo: p =
0,0006; F(.165:2814) = 9,428). O tratamento com JZL184 diminuiu a resposta pressorica
(tratamento: p = 0,0332; F1,11) = 5,918) e a resposta taquicardica (tratamento: p = 0,0413; F(1,12)

= 5,221), desencadeada pelo estresse agudo por restricdo, entretanto, a reducdo da TC
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(tratamento: p = 0,0764; F,13 = 3,705) ndo foi afetada. Houve interacdo entre tempo e
tratamento tanto na resposta pressora (interacdo: p = 0,0011; Fwaoas40) = 1,894) quanto
taquicardica (interagdo: p<0,0001; F0.480) = 2,561), 0 mesmo n&o ocorreu na reducdo da TC
(interagdo: p = 0,6342; F,78) = 0,7206) (FIGURAS 17, 18 e 19).

Figura 17 — Variacdao da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea caudal (ATC), em animais tratados com o inibidor seletivo
da monoacilglicerol lipase (MAGL), submetidos ao estresse agudo por restri¢ao.
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Legenda: (A) Variagdo da pressdo arterial média (APAM), (B) frequéncia cardiaca (AFC), (C)
temperatura caudal (ATC) ao longo do tempo, em animais submetidos ao estresse agudo por restricao
tratados com o inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase (MAGL), JZL184, na dose de 5 nmol/100nL
(circulos pretos) ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (circulos brancos). A representagdo
grafica “-10 (minutos) ” indica os dez minutos anteriores ao inicio do estresse por restri¢ao e instante da
injecdo. No tempo 0 (minutos) os animais foram submetidos ao estresse agudo por restrigdo. Os circulos
e tridngulos representam a média e as barras o erro padrdo da média £ EPM. Realizado o teste ANOVA
two-way para medidas repetidas, seguido pelo pos-teste de Bonferroni em caso de diferenca
significativa. * indica diferenca entre o grupo tradado e LCA, p < 0,05.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 18 — Representacdo do registro de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média

(PAM)

e frequéncia cardiaca (FC) ao longo ao do estresse agudo por restricdo de

animais tratados com o inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase (MAGL).
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Legenda: Representacdo do registro de pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca

(FC) de animais tratados com o inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase

(MAGL), JZL184, na dose de 5 nmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano artificial (LCA),
submetidos ao estresse agudo por restricao.
Fonte: Do autor (2021).
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Figura 19 — Representagdo termografica da variacdo da temperatura cutanea caudal de animais
tratados com o inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase (MAGL).
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Legenda: Representacdo termogréfica da variagdo da temperatura cutdnea caudal de animais tratados
com o inibidor seletivo da monoacilglicerol lipase (MAGL), JZL184, na dose de 5 nmol/100nL ou com
liquido cefalorraquidiano artificial (LCA), submetidos ao estresse agudo por restricdo. A variacdo de
cores representa a variacao da temperatura, sendo a cor azul a representacdo de temperaturas mais baixas
e a cor amarela a representacdo de temperaturas mais elevadas.

Fonte: Do autor (2021).
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7 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o papel do sistema endocanabinoide, presente no cortex
insular, sobre a atividade cardiovascular e a temperatura cutanea caudal de ratos submetidos ao
estresse agudo por restricdo, através do envolvimento de rCBi, receptores TRPV1 e das
principais enzimas envolvidas no processo de degradacdo dos endocanabinoides: FAAH e
MAGL. Diante dos resultados obtidos, esta investigacdo fornece a primeira evidéncia do
envolvimento da neurotransmisséo endocanabinoide presente no Cl na modulacdo da atividade
cardiovascular e modulacdo autondmica em contextos aversivos, especificamente durante o
estresse agudo por restricao.

Os resultados do nosso estudo demonstraram que a microinjecdo bilateral do antagonista
seletivo para receptores TRPV1, potencializou o aumento da pressdo arterial média (PAM) e da
frequéncia cardiaca (FC) desencadeado pelo estresse agudo, mas ndo afetou a diminuicdo da
TC. Além disso, 0 aumento endgeno do endocanabinoide 2-AG na regido do Cl, pela inibicdo
da enzima responsavel por sua degradacdo, MAGL, atenuou resposta pressoérica e taquicardica
durante o estresse por restricdo, sem modificacbes nas respostas de diminuicdo da TC. O
bloqueio de rCB1, ndo promoveu efeitos sobre o aumento de PAM e FC e reducdo da TC ao
longo do periodo de estresse e 0 mesmo ndo ocorreu ao inibirmos a enzima FAAH, principal
responsavel pela degradacdo da anandamida.

O estresse agudo por restricdo € um modelo de estimulo aversivo bem consolidado,
capaz de induzir alteracbes bioquimicas, comportamentais e fisiologicas relacionadas ao
estresse (CAMPOS et al., 2013). Este modelo causa aumento da PAM, taquicardia e reducéo
da temperatura cutanea em roedores, isso normalmente ocorre devido ao redirecionamento do
fluxo sanguineo das extremidades do animal, como patas e cauda, para os principais 0rgaos
envolvidos na reacdo de “luta ou fuga”, como musculos e cérebro, favorecendo a elevagao da
temperatura interna do corpo (BLESSING, 2003; VIANNA; CARRIVE, 2005; GOMES-DE-
SOUZA et al., 2016; BUSNARDO et al., 2019; BRASIL et al., 2020). Embora seja importante
0 conhecimento a respeito das respostas fisioldgicas em situacbes aversivas, 0s mecanismos
neurobioldgicos associados a estas respostas ainda sdo pouco compreendidos. Em nossos
resultados, observamos que tais efeitos durante o periodo de estresse foram de fato
desencadeados por este modelo aversivo. Entretanto, nenhum tratamento provocou alteragoes

significativas na temperatura cutdnea da cauda, sugerindo que a neurotransmissdo
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endocanabinoide no Cl ndo estd envolvida na modulacdo da temperatura caudal durante o
estresse agudo por restricao.

O aumento enddgeno de 2-AG no CI, atenuou o aumento da PAM e FC durante o
estresse agudo. Contudo, o aumento de anandamida, ndo provocou alteragcdes nas respostas
cardiovasculares durante o estresse agudo. Estudos j& demonstraram claramente que a inibigéo
das enzimas FAAH e MAGL estimulam o aumento enddgeno de anandamida e 2-AG,
respectivamente (CRAVATT et al., 2001; LONG et al., 2009; PAN et al., 2009). Dessa forma,
nossos dados demonstram que a neutrotransmissdo endocanabinoide no Cl exerce uma
influéncia inibitoria sobre a resposta pressora e taquicardica em situagdes de estresse agudo,
pela mediacdo de 2-AG, e sugere que o Cl faz parte do circuito neural relacionado a
neurotransmissao endocanabinoide na modulacao das respostas fisiologicas ao estresse. Assim,
os resultados do nosso estudo corroboram com a ideia de que a neurotransmissdo
endocanabinoide desempenha um papel atenuador sobre as respostas fisioldgicas evocadas por
situacOes aversivas (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016; MORENA et al., 2016; HARTMANN
etal., 2019).

O canabindide enddgeno 2-AG, como ja vimos, pode se ligar aos rCB1 e rCB; do sistema
endocanabinoide, normalmente, no cérebro encontra-se em concentragdes maiores do que a
anandamida e atua como agonista completo em rCB1 (STELLA et al., 1997; PERTWEE.,
2015). Apesar disso, a inibi¢do dos rCB1 em nosso estudo ndo foi capaz de produzir alteragdes
na resposta pressora ou taquicardica, sugerindo dessa forma que estes receptores ndo modulam
a atividade cardiovascular durante situac@es de estresse agudo. Contrariando nossos achados,
uma investigacdo realizada por Gomes de Souza et al. (2016) no nlcleo leito da estria terminal
(NLET) demonstrou que o aumento enddgeno de 2-AG foi capaz de atenuar a resposta
taquicérdica pela mediagdo de rCBy, contudo, é importante ressaltar que este estudo néo foi
realizado no cortex insular e, por isso, 0s mecanismos e as vias pelo qual o 2-AG age na
atenuacdo das respostas cardiovasculares, durante o estresse agudo, podem ser diferentes
(GOMES-DE-SOUZA et al., 2016).

O sistema nervoso autbnomo esta diretamente envolvido no controle das fungdes
cardiovasculares durante estimulos aversivos, ocorrendo uma ativagdo simultanea do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico cardiaco, durante o estresse agudo por restricao
(CARRIVE, 2006; REIS et al., 2014). Portanto, em nosso estudo, é possivel que a influéncia

inibitéria da neurotransmissdo endocanabindide do CIl sobre as respostas pressoras e
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taquicérdicas seja mediada pela ativacdo de vias inibitorias para neurdénios simpaticos e/ou pelo
aumento de estimulos excitatorios para neurdnios parassimpaticos.

Curiosamente, a potencializacdo da resposta pressora e taquicardica, causada pelo
bloqueio de receptores TRPV1 no Cl demonstrou que estes receptores, além estarem envolvidos
na modulacédo cardiovascular, também exercem um papel inibit6rio sobre o aumento da PAM
e FC durante situacdes aversivas. A ativacdo de receptores TRPV; pela anandamida é bem
conhecida e, por isso, esta substancia além de ser considerada um endocanabinoide, também é
considerada um endovaniloide (DI MARZO; BISOGNO; DE PETROCELLIS, 2001).
Entretanto, fortes evidéncias nos Gltimos anos tém demonstrado que o canabindide endégeno
2-AG é capaz de ativar receptores TRPV: (MCVEY et al., 2003; GOLECH et al., 2004;
IWASAKI et al., 2008; ZYGMUNT et al., 2013; PETROSINO et al., 2015), essa elucidagédo
corrobora diretamente com nossa investigacao, pois, apoia a ideia de que o aumento de 2-AG
foi capaz de reduzir os efeitos pressoricos e taquicérdicos, durante o estresse agudo, através da
ativacéo de receptores TRPV1 e sem envolver rCB1. Os receptores TRPV1 s&o canais cationicos
ndo seletivos ativados por ligantes que atuam aumentando a permeabilidade aos ions célcio e,
desta forma, agem potencializando a transmissdo sinaptica (ROSS, 2003; KAWAHARA et al.,
2011; CASAROTTO; BORTOLI; ZANGROSSI, 2012; MOREIRA et al., 2012). Logo, 0
endocanabindide 2-AG ao ativar receptores TRPV1 no Cl estaria contribuindo para o aumento
da transmissao sinaptica e atenuando o0 aumento da PAM e FC durante o estresse agudo. Estudos
associam o envolvimento de receptores TRPV1 principalmente na modulagédo de respostas
fisioldgicas desencadeadas por contextos de alto grau de aversividade (MARSCH et al., 2007;
TERZIAN et al., 2013), entretanto, estudos que relataram o papel destes receptores na
modulacgéo cardiovascular sdo escassos (TERZIAN et al., 2013).

Os canais TRPV: parecem estar principalmente ligados & neurotransmissao
glutamatérgica (PALAZZO et al., 2002; XING; LI, 2007), o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatério do SNC (BENARROCH, 2011), quando ativados 0s canais
TPRV: favorecem o aumento da transmisséo sinaptica glutamatérgica em locais como locus
coeruleus, substancia cinzenta periquedutal e hipotalamo (SASAMURA et al., 1998;
MARINELLI et al., 2002; XING; LI, 2007; STAROWICZ et al.,, 2007). Estudos ja
demonstraram que o cortex insular envia numerosas projecdes glutamatérgicas ao hipotalamo
(SAPER, 1982; YASUI et al., 1991; OPPENHEIMER et al., 1992; TSUMORI et al., 2006;
MARINS et al.,, 2021), area que esta diretamente envolvida no controle cardiovascular
(SPENCER et al., 1989; ALLEN; CECHETTO, 1992; ALLEN; CECHETTO, 1993) e exerce
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forte influéncia sobre a atividade cardiovascular por meio de projecOes diretas para 0 NTS
(ROSS et al.1981; HARDY, 2001; GOTO; SWANSON, 2004). Corroborando com nossa
investigacdo, um estudo realizado por Alves et al. (2009a) demonstrou que receptores NMDA
(N-metil D-Aspartato - um tipo de receptor glutamatérgico) presentes no Cl medeiam uma
influéncia excitatoria desta regido sobre o componente parassimpético barorrefexo, uma vez
que o antagonismo destes receptores reduziu a resposta de bradicardia barorreflexa (ALVES et
al., 2009a). Em conjunto, essas informacdes sustentam a hipotese de que os receptores TPV1
ativados por 2-AG poderiam favorecer o aumento da transmissdo sinaptica glutamatérgica e,
assim, aumentariam os estimulos excitatorios da via parassimpatica gerando a reducdo das
repostas taquicardicas e pressoricas desencadeadas pelo estresse.

O canabindide endogeno 2-AG, como ja relatado anteriormente, também é capaz de
ativar rCB», a maioria da expressao destes receptores ocorre no sistema nervoso periférico e
células do sistema imune (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993; DI MARZO;
PETROCELLIS, 2012). Entretanto, estudos ja demonstraram a presenca de rCB> em regides
diversas areas encefalicas como amigdala (GARCIA-GUTIERREZ et al., 2012), hipocampo
(LI; KIM, 2016), tronco cerebral (VAN SICKLE et al., 2005) e cértex (LANCIEGO et al.,
2010). Estes receptores estdo envolvidos em varios processos neurobioldgicos como
transmissdo sinadptica e neuroplasticidade, comportamentos impulsivos, consolidacdo da
memoria, ansiedade, abuso de drogas e depressao (ONAIVI et al., 2008; ATWOOD; MACKIE,
2010; BUSQUETS-GARCIA et al., 2011; GARCIA-GUTIERREZ et al., 2012; NAVARRETE
etal., 2012; LI; KIM, 2016; RATANO et al., 2018). Em um estudo recente realizado por Ratano
et al. (2018) foi demonstrado que o aumento do endocanabinoide 2-AG, estimulado pela
inibicdo da enzima MAGL, por tratamento intraperitoneal, facilitou a consolidacdo da memoria
durante experiéncias aversivas (esquiva inibitéria por choque nos pés) através da ativacdo de
rCB> (RATANO et al., 2018). Contudo, o papel destes receptores no SNC ainda nao foi
extensamente investigado e existem diversas controvérsias (BUCKLEY, 2008; CECYRE et al.,
2014), por isso, sdo necessarias maiores investigacOes acerca dos locais de expressao de rCBo,
suas funcdes e mecanismos. Apesar disso, ndo podemos excluir a possibilidade de que estes
receptores também possam mediar os efeitos cardiovasculares, encontrados neste trabalho,
ocasionados pelo aumento de 2-AG no CI durante o estresse agudo.

O GABA (&cido gama-aminobutirico) é o principal neurotransmissor inibitério no SNC
de mamiferos, atua principalmente aumentando a permeabilidade da membrana aos ions cloreto

e bicarbonato atraves da mediacdo de receptores ionotropicos GABAa (GABA tipo A)
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(FARRANT; NUSSER, 2005). Estes sdo o0s principais receptores envolvidos na
neurotransmisséo inibitoria do SNC e o canabindide endégeno 2-AG é capaz de ativa-los
(SIGEL etal., 2011; BAKAS et al., 2017). Os receptores GABAA estdo presentes no Cl e estdo
envolvidos em processos como a modulacdo da dor (POMARES et al., 2019; ALONSO-
MATIELO et al., 2021), paladar e memdria gustativa (RODRIGUEZ-GARCIA; MIRANDA,
2016). Como relatado anteriormente, o Cl envia numerosas aferéncias para o hipotalamo
(OPPENHEIMER et al., 1992; GOGOLLA, 2017; MARINS et al., 2021), logo, é possivel que
receptores GABAAa ativados pelo aumento de 2-AG no CI, reduzam a ativagdo simpatica
cardiaca, através de um relé sinaptico no hipotdlamo, diminuindo as respostas pressoras e
taquicardicas evocadas pelo estresse agudo.

O CI é uma regido que apresenta conexdes diretas com areas encefalicas importantes na
modulacdo cardiovascular durante situacdes de estresse, como cortex pré-frontal medial,
hipotalamo e nucleo leito da estria terminal (NLET), indicando que seu envolvimento nas
respostas cardiovasculares estd associado a modulacdo de outras regiGes encefalicas
(GOGOLLA, 2017). Ja foi demonstrado que a inibicdo sindptica geral desta area diminui as
respostas pressoras e taquicardicas sobre a resposta cardiovascular em situacdes aversivas, ou
seja, 0 Cl exerce uma influéncia pressorica nestes contextos (ALVES et al., 2010). Além disso,
também ja foi demonstrado que a neurotransmissdo noradrenérgica esta envolvida na
modulacéo cardiovascular durante o estresse agudo, atuando de maneira pressoérica através de
receptores o1 ¢ a2 (ALVES et al, 2014). Logo, ao modular diferentes tipos de
neurotransmissdes € possivel que sejam desencadeados efeitos diferentes sobre a atividade
cardiovascular.

Existem evidéncias de que a exposicdo ao estresse altera as concentracdes de
anandamida e 2-AG em estruturas limbicas, ocorrendo aumento ou diminuicdo de acordo com
0 modelo de estresse empregado (PATEL et al.,, 2004; DUBREUCQ et al., 2012;
MCLAUGHLIN et al., 2012; GRAY et al., 2016), bem como observado no estudo de Patel et
al. (2004). Eles compararam uma Unica exposicao de roedores ao estresse agudo por restricdo
(30 minutos) a consecutivas exposicdes ao mesmo estresse (5 dias por 30 minutos) e
demonstraram que a Unica exposicao ao estresse agudo ndo era capaz de alterar a concentragdo
de anandamida no hipotadlamo, mas provocava a reducdo de 2-AG concomitantemente ao
aumento de corticosterona sérica. Todavia, a exposicdo de 5 dias consecutivos ao estresse
agudo provocou o aumento de 2-AG e a atenuacdo da liberagdo de corticosterona. Tanto o

estresse agudo, quanto as repetidas exposi¢cdes ao estresse, ndo provocaram alteragcdes no
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contetdo hipotalamico de anandamida. Portanto, as respostas fisiologicas ao estresse podem
ser moduladas pelo sistema endocanabinoide conforme o tipo de exposi¢do ao contexto
aversivo (PATEL et al., 2004). Corroborando com esta ideia, um estudo recente de Newson et
al. (2020) verificou que o bloqueio de rCB1 em ratos expostos ao estresse por alto ruido durante
30 minutos também provocou 0 aumento da concentragdo de corticosterona, além de uma maior
ativacdo neuronal de estruturas como o ndcleo paraventricular do hipotdlamo e o NLET
(NEWSON et al., 2020), estruturas estas que apresentam conexdes diretas e reciprocas com o
Cl (GOGOLLA, 2017). Sendo assim, é possivel que em situacdes como o estresse agudo por
restricdo as concentracbes de 2-AG no CI também sejam reduzidas, o que poderia contribuir
para as respostas de aumento da PAM e FC durante o estresse.

Apesar da anandamida e 2-AG exercerem influéncias semelhantes na liberacdo de
neurotransmissores em neurbnios pré-sinapticos, acredita-se que possam atuar de maneira
tonica e fasica, respectivamente (AHN; MCKINNEY; CRAVATT, 2008; HILL; TASKER,
2012; KATONA; FREUND, 2012). A liberagdo tonica normalmente ocorre quando existe
potenciais de acdo de baixa frequéncia levando a liberacdo de pequenas quantidades do
neurotransmissor de forma continua; ja a liberacdo fasica ocorre quando existe potenciais de
acdo de alta frequéncia de por periodos breves resultando em grande elevagdo da concentracdo
sinaptica do neurotransmissor (ALGER; KIM, 2011; KATONA; FREUND, 2012; MORENA
et al., 2016). Assim, no presente estudo, durante o periodo pré-estresse a anandamida atuaria
principalmente para regular a transmissdo sinaptica basal (tbnica), enquanto o aumento de 2-
AG atuaria de maneira predominantemente fasica (AHN; MCKINNEY; CRAVATT, 2008;
GORZALKA; HILL; HILLARD, 2008; KATONA; FREUND, 2012). Isso poderia justificar o
motivo pelo qual ao bloquear os receptores CB:1 e TRPV1 ocorreu 0 aumento dos parametros
cardiovasculares no periodo basal (pré-estresse), ja que a estimulacdo ténica supostamente
exercida pela anandamida estaria suprimida pelo blogueio de ambos receptores. Corroborando
com esta ideia, em nosso estudo observamos que o aumento da concentracdo de anandamida,
estimulado pela inibicdo da enzima FAAH, ndo causou alteracdes cardiovasculares tanto no
periodo pré-estresse quanto durante o periodo de restrigdo, o que reforca a hipotese de que este
canabindide enddgeno poderia atuar de maneira “tonica” e ndo de maneira “fasica”. Em resumo,
nossos resultados demonstram que o sistema endocanabinoide no ClI modula as respostas
cardiovasculares de maneira inibitdria durante o estresse agudo por meio do endocanabindide

2-AG, independente da ativacdo de rCBy, e 0s receptores TRPV1 exercem papel inibitorio sobre
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as respostas pressoras e taquicardicas durante o estresse agudo, independentemente de

anandamida.
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8 CONCLUSAO

A neurotransmissao endocanabindide no cortex insular modula as respostas pressoricas
e taquicardicas de maneira inibitoria por meio do canabinodide endogeno 2-AG, independente
da ativacdo de receptores CB1, durante o estresse agudo por restricdo. Os receptores TRPV1
também exercem papel inibitorio sobre o aumento da PAM e FC durante o estresse agudo,

independentemente de anandamida.
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Bullet point summary
What is already known?
e The insular cortex modulates the cardiovascular responses to restraint stress.
e The endocannabinoid neurotransmission into insular cortex modulates the pain

sensitivity and memory consolidation in aversive contexts.

What this study adds?
e Antagonism of TRPV1 receptors within the I1C potentiated increases in blood pressure
and heart rate during restraint stress.
e Attenuation of the increase in tachycardia and mean arterial pressure evoked by restraint

stress after inhibition of monoacylglycerol lipase (MAGL).

Clinical significance
e The investigation of the brain areas and neurotransmitter systems involved during
stressful situations may contribute to the development of more effective therapeutic

strategies for reducing the damage caused by stress.
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ABSTRACT

Background and Purpose: The insular cortex (IC) is a brain structure directly involved in the
control of cardiovascular and autonomic processes during aversive situations. Modulation of
these processes can be performed through different neurotransmission systems, such as the
endocannabinoid system. This neurotransmission is closely related to the control of autonomic
responses in aversive scenarios. Thus, the aim of this study was to investigate the role of
endocannabinoid neurotransmission in the insular cortex on cardiovascular and autonomic
responses during acute restraint stress.

Experimental Approach: CB1 receptor antagonist AM251 (0,1 nmol/100nL), TRPV1 receptor

antagonist capsazepine (15 nmol/100nL), the FAAH enzyme inhibitor URB597 (0,01
nmol/100nL) and the MAGL enzyme inhibitor JZL184 (5 nmol/100nL) were microinjected into
the IC 10 min before the onset of restraint stress.

Key Results: TRPV1 receptor antagonism within the 1C potentiated the blood pressure and
tachycardic responses evoked by acute stress. MAGL enzyme inhibition reduced the blood
pressure increase and tachycardia triggered by acute stress. Blockade of CB1 receptors did not
modify cardiovascular parameters during the restriction period. Inhibition of the FAAH enzyme
did not affect the increase in blood pressure and heart rate during the stress period. No treatment
caused significant changes in tail skin temperature.

Conclusion and Implications: Our findings provide evidence that endocannabinoid

neurotransmission in the 1C modulates pressure and tachycardia responses in an inhibitory
manner via the endogenous cannabinoid 2-AG, independent of CB1 receptor activation, during
acute restriction stress. TRPV1 receptors play an inhibitory role on the increase in mean arterial
pressure and heart rate during acute stress, independent of anandamide.

Keywords: Insular cortex; Restraint stress; 2-AG; TRPV1.
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rate (HR); tail skin temperature (CT); restraint stress (RS);
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INTRODUCTION
Stressful situations are recurrent throughout life and exposure to psychological stress is closely
related to the development of psychiatric disorders and cardiovascular diseases (Gullette et al.,
1997; Cohen et al., 2015; Liu et al. 2016; Kivimaki & Steptoe, 2018). In acute stress situations,
the sympathetic nervous system initiates cardiovascular adjustments, stimulating increased
blood pressure and heart rate. In these contexts, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis is also
activated promoting physiological adjustments by the secretion of glucocorticoids and enables
the proper functioning of the organism in the face of real or perceived threat (Hilton, 1982;
Schadt & Hasser, 1998; Yasui et al., 1991; Chouchou et al., 2019).
Restriction stress in rats is an unavoidable acute psychological stress model used to investigate
behavioral (Campos et al., 2013), endocrine and cardiovascular changes, capable of causing
intense and sustained increases in heart rate, blood pressure and the reduction of tail temperature
(Blessing, 2003; Vianna & Carrive, 2005; Gomes-de-Souza et al., 2016; Busnardo et al., 2019;
Brasil et al., 2020). Cardiovascular activity is modulated by several encephalic structures,
among them, the insular cortex (Oppenheimer & Cechetto, 1990; Dampney, 1994; Alves et al.,
2010; Alves et al., 2011; Alves et al., 2014; Marins et al., 2016; Marins et al., 2020). This area
acts as an integrative center, being essential for sensory and cognitive processing and for the
modulation of autonomic functions both in everyday situations and in the face of aversive
contexts (Alves et al., 2010; Marins et al., 2016; Oppenheimer & Cechetto, 2016; Gogolla,
2017).
The understanding of physiological responses in stress situations and their neurobiological
mechanisms are still not well understood. For many years, evidence has shown that in human
populations cannabis consumption provides a reduction in perceived stress, increased feelings
of relaxation, and buffering of anxiety symptoms (Green et al., 2003). Since the physiological

effects of cannabis are mediated by endocannabinoid receptors, the idea has emerged that
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endocannabinoid neurotransmission would be involved in attenuating the effects triggered by
stressful situations (Mechoulam, 1970; Devane et al., 1992; Sugiura et al., 1995; Blessing et al.,
2015). Supporting this hypothesis, several evidences have shown that endocannabinoid
neurotransmission can modulate physiological responses during aversive contexts (Patel et al.,
2004; Hartmann et al., 2019; Newson et al., 2020; Gomes-de-Souza et al. 2016; Gomes-de-
Souzaet al., 2021).

The role of endocannabinoid neurotransmission in the insular cortex on cardiovascular and
autonomic responses in acute stress situations still remains unexplored. Thus, the hypothesis of
this study is that endocannabinoid neurotransmission present in the insular cortex region is able
to modulate cardiovascular and autonomic responses during acute restriction stress in rats.
MATERIAL AND METHODS

Animals

The experimental procedures were performed according to the protocol approved by the Ethics
Committee for Animal Use of the Federal University of Lavras (Approval # 053/19), which
complies with Brazilian and international guidelines for animal use and welfare. Forty male
Wistar rats (weighing 280-320 g) were used in the present study. The animals were obtained
from the animal breeding facilities of the Federal University of Lavras (UFLA) (Lavras, MG,
Brazil) and kept at the Animal Care Unit of the Department of Pharmacology, School of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo. The animals were kept at a temperature
of £25°C, under a 12-h/12-h light/dark cycle (lights on between 7:00 am and 7:00 pm), had free
access to water and standard rat chow.

The use of wistar rats for these experiments is justified by the fact that this species of animal
has some characteristics such as: viability, similarities with humans (Leong et al., 2015). In

addition, the use of male wistar rats for this experiment was to avoid interference from hormonal
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variation throughout the estrogenic cycle of female and autonomic responses during acute stress
(Mahmoodzadeh, Fliegner, & Dworatzek, 2013; Miller et al., 2017; Miller et al., 2011).
Surgical procedures
Six days before the experiments, the animals were anesthetized for this surgical procedure with
intraperitoneal (i.p.) tribromoethanol at a dose of 250 mg/ kg. The animals were immobilized
in a small animal stereotaxic (Stoelting, Wood Dale, Illinois, USA), for local anesthesia the
vasoconstrictor lidocaine 2% was injected subcutaneously into the head. The skull cap was
exposed through an approximately 1.5 cm skin incision. The periosteum was retracted and
removed with 10% H»O,. All coordinates for implantation of the cannulas in the IC were
determined from the Paxinos & Watson Atlas (Paxinos & Watson, 1997): anteroposterior, +3.2
mm from the bregma; lateral, +3.75 mm from the bregma; vertical, -4.5 mm from the bregma,
with a lateral inclination of 0° and incisor = -3.3 mm. With a dental drill, the skull was trepanned
for bilateral implantation of the guide cannulas into the IC. These cannulas were made of 24G
hypodermic needle segments, 11 mm long and 0.55 mm outer diameter. The cannulas were
fixed to the skull with self-curing acrylic resin. Mandrels with 0.2 mm outer diameter and 11
mm length were inserted into the cannulas to avoid eventual obstructions. As a prophylactic
measure, after surgery the animals received a veterinary pentabiotic (Fort Dodge, Sao Paulo,
Brazil, 80,000 UI, i.m.) and the non-steroidal anti-inflammatory drug flunixin meglumine
(Banamine®, Schering Plough, Brazil, 2.5 mg/kg, s.c.) (Alves et al., 2010). Twenty-four hours
before the experiments, the animals were anesthetized with ketamine (Cetamin®, Syntec,
Brazil) and xylazine (Xilazin®, Syntec, Brazil) in a solution of 5 ml of 10% ketamine and 1.6
ml of 2% xylazine, at a dose of 0.1 ml/ 100g, intraperitoneal (i.p.). The femoral artery was
dissected and a polyethylene catheter, a PE-10 polyethylene segment (4-5 cm) soldered to a PE-
50 polyethylene segment (12-13 cm) was introduced up to the lower abdominal aorta. Minutes

before the procedure, the catheter was filled with a physiological solution (NaCl 0.9%)
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containing anticoagulant (15 UmL-1 heparin), obstructed with a metal pin, exteriorized in the
dorsal region of the animal, and fixed to the skin using a surgical suture. Each animal received
2.5 mg/kg (s.c.) of the nonsteroidal analgesic Flunixin Meglumine (Banamine®, Schering
Plough, Brazil) for postoperative analgesia. After surgery, the animals were kept in individual
cages and cardiovascular parameters were recorded the next day. On the day of the experiments,
microinjections into the IC were randomized in a non-blinded manner (Brazil et al., 2021).
Microinjection of drugs into the insular cortex
Injection needles (12 mm long, 33 G, Small Parts, USA) were connected to a 2 pl syringe
(Hamilton Co., Reno, NV, USA) through a polyethylene tube (PE-10) for the microinjection of
drugs into the brain. The final volume of microinjection was 100 nL/side (Alves et al., 2013;
Han et al., 2015).

Cardiovascular recording

The catheter was connected to a blood pressure transducer (Hewlett Packard, USA) and
pulsatile blood pressure was recorded using an HP-7754A amplifier (Hewlett-Packard, Palo
Alto, CA, USA) and an acquisition board (Biopac M-100, Goleta, CA, USA) connected to a
personal computer. Mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) values were derived from
pulsatile arterial pressure and processed online by AcqKnowledge 3.8.1 software. Basal
recording of MAP and HR was performed for ten minutes with the animals still in their home
cages (Alves et al., 2010; Brazil et al. 2020).

Restraint stress

The animals were placed in a polyvinyl chloride (PVC) tube (15 cm long and 6.5 cm in
diameter, with a flat floor, with 1 cm holes for ventilation in approximately 20% of the tube
surface). After 10 minutes of basal recording, the drug or vehicle was injected. After 10 minutes
of injection, recording continued with the animal inside the immobilization tube. The restraint

session lasted 30 minutes. After the end of the restraint session, the rats were returned to their
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home cages. Each animal was subjected to only one restraint session to avoid habituation (Alves
et al., 2010, Gomes-de-Souza, Rodrigues, & Crestani, 2020).

Tail skin temperature recording

Tail skin temperature, was recorded using a Multi-Purpose Thermal Imager IRI 4010 thermal
camera (Infra Red Integrated Systems Ltd Park Circle, Tithe Barn Way Swan Valley
Northampton, USA) at a distance of 50 cm. The analysis was performed by thermographic
analysis software (IRISYS 4000 Series Imager Version 1.0.0.14) and the temperature was
represented by color intensity variations. Temperature measurement was performed at 10 points
on the animal’s tail, and the mean was calculated for each record (Cruz et al., 2012; Gouveia et
al., 2016).

Drugs and solutions

Artificial cerebrospinal fluid - aCSF (NaCl 100 mM; Na3P0O4 2 mM; KCI 2.5 mM; MgCI2 1.0
mM; NaHCO3 27 mM; CaC2 2.5 mM; pH=7.4); ketamine (Unido Quimica, Brazil) and
xylazine (Syntec, Brazil), 2,2,2-tribromoethanol (Sigma, USA) dissolved in saline (0.9%
NaCl), Urethane (SIGMA, USA) dissolved in saline (0.9% NaCl), Flunixin Meglumine
(Banamine®, Schering Plough, Brazil), Veterinary Pentabiotic (Fort Dodge, Sdo Paulo, Brazil).
The drugs AM251 (Tocris, MO, USA); capsazepine (Tocris, MO, USA); URB597 (Tocris, MO,
USA) and JZL.184 (Tocris, MO, USA) were dissolved in DMSO.

Experimental design

Five days after the stereotactic surgery to implant the guide cannulas, the animals were
submitted to femoral artery cannulation surgery and placed in individual boxes for surgical
recovery. The next day, the animals were taken in their respective boxes to the experimental
room again. Each animal was connected to the blood pressure recording system to record the
baseline pulsatile arterial pressure and heart rate for a period of ten minutes, and also three

images were captured from the tail of each animal for baseline skin temperature analysis. Then,



89
central microinjection of drug or vehicle was performed to the animals, 3 more images of tail
temperature were captured, and after ten minutes they were submitted to restraint stress. Still
connected to the blood pressure recording system, the animal was transferred to the restraint
tube, where it remained for 30 minutes. A tail temperature image was captured immediately
after the animal entered the restraint tube, then again at ten, twenty, and thirty minutes. The
pulsatile arterial pressure and heart rate were recorded throughout the restriction period. At the
end of the restriction period, the animals were euthanized, perfused with physiological solution,
and then with formalin solution. The brains were removed and stored in jars filled with formalin
for later sectioning and analysis of the injection sites.

Histological determination of the microinjection sites

After completion of the experiments, the animals were anesthetized with urethane (1.2 mg/kg,
I.p.) and Evans blue dye (1%, 100 nL) was microinjected at the site of drug administration in
the brain. Then, the animals were perfuse-fixed (intracardiac 0.9% NaCl followed by 10%
formalin), the brains were removed and preserved in 10% buffered formalin solution.
Subsequently, the brains were sectioned using a cryostat (CM, Leica, Wetzlar, Germany), the
brains were sectioned in 80 um thick frontal cuts for analysis of the injection sites. The cuts
were arranged on slides and then analyzed using the atlas as reference (Paxinos & Watson,
1997).

Data and Statistical analysis

Prism 8.0.1 software (GraphPad, USA) was used to perform the statistical analysis of the data,
which were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). The baseline ("pre- and
post-drug™) values of blood pressure, heart rate, and tail skin temperature were compared by
Student's t-test, in case of different results, the "post-drug"” values were used to normalize the

data for subsequent two-way ANOVA. Cardiovascular and tail skin temperature changes were
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analyzed using two-way ANOVA (time and treatment) for repeated measures (time), in case of

different results (p < 0.05) Bonferroni post-test was performed.

RESULTS

Diagrammatic representations of the bilateral microinjection sites of AM251, capsazepine,
URB597 and JZL 184 into the IC are presented in Fig. 1, 2, 3 and 4.

Basal parameters of mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and tail skin
temperature (CT) before and after pharmacological treatment of the insular cortex in rats
The effects of all treatments on the baseline parameters of MAP, HR, and CT are presented in
Table 1. Bilateral microinjection into the IC of the selective rCB1 antagonist, AM251 (0.1
nmol/100nL), did not alter the baseline values of MAP or CT, however, the baseline values of
HR increased. The microinjection with the selective antagonist for TRPV1 receptors,
capsazepine (15 nmol/100nL), caused an increase in the baseline values of MAP and HR, but
the post-treatment baseline CT did not show any difference. Treatment with the selective
MAGL inhibitor, JZL.184 (5 nmol/100nL), increased the baseline parameters of MAP and HR,
but also did not cause changes in CT. Microinjection with the selective FAAH inhibitor,
URB597 (0.01 nmol/100nL), was not able to trigger changes in baseline MAP, HR, or CT
values (Table 1).

Effects of microinjection of AM251, capsazepine, URB597 or JZL 184 in the insular cortex
on cardiovascular and tail skin temperature responses to restraint stress.

AM251 - AM251 (0.1 nmol/100nL) treatment was not able to modify the pressure response
(treatment: p = 0.3442; F(1,12) = 0.9699; time: p<0.0001; F(40,480) = 9.586; interaction: p =
0.5728; F(40,480) = 0.9431), the tachycardic response (treatment: p = 0.9323; F(1,12) =

0.007517; time: p<0.0001; F(40,480) = 38; interaction: p>0.9999; F(40,480) = 0.3359) and the
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reduction in CT (treatment: p = 0.4609; F(1,13) = 0.5775; time: p = 0.0003; F(1.910;24.83) =
11.88; interaction: p = 0.6364; F(6,78) = 0.7177), triggered by acute stress (Fig. 5).
capsazepine - Capsazepine (15 nmol/100nL) treatment increased the pressure response
(treatment: p = 0.0154; F(1.13) = 7.764; time: p<0.0001; F0.520) = 10.59; interaction: p = 0.4305;
Fos200 = 1.026) and tachycardic response (treatment: p = 0.0363; Fu15 = 5.284; time:
p<0.0001; Fuo.600) = 23.08; interaction: p = 0.0003; Fo,600) = 2.012) elicited by acute restraint
stress, however, CT reduction was not affected (treatment: p = 0.1063; F(,14) = 2.980; time: p
= 0.0002; F(2.347;32.86) = 10.31; interaction: p = 0.7317; Fg4) = 0.5972) (Fig. 6).

URB597 - URB597 (0.01 nmol/100nL) treatment did not trigger significant modifications in
the pressure (treatment: p = 0.6077; F,12) = 0.2779; time: p<0.0001; Fo,480) = 9.63; interaction:
p = 0.3049; Fo,480) = 1.108), tachycardic (treatment: p = 0.6624; F1,12) = 0.2003; time:
p<0.0001; Faou480) = 27.46; interaction: p = 0.9928; Fo480) = 0.5273) or CT reduction
(treatment: p = 0.6143; F,13) = 0.2665; time: p<0.0001; F(1.969:25509) = 20.05; interaction: p
<0.0001; F,78) = 5.544) responses evoked by acute stress (Fig. 7).

JZL.184 - JZ1.184 (5 nmol/100nL) treatment decreased the pressure response (treatment: p =
0.0332; F11) = 5.918; time: p<0.0001; Fo440) = 5.851; interaction: p = 0.0011; Fo440) =
1.894) and the tachycardic response (treatment: p = 0.0413; F(1,12) = 5.221; time: p<0.0001;
Foa4s0) = 17.67; interaction: p<0.0001; Fo.480) = 2.561) elicited by acute restraint stress,
however, the reduction in CT (treatment: p = 0.0764; F,13 = 3.705; time: p = 0.0006;

F(2.165:28.14) = 9.428; interaction: p = 0.6342; F,78) = 0.7206) was unaffected (Fig. 8).

DISCUSSION
The present study investigated the role of the endocannabinoid system, present in the insular
cortex, on cardiovascular activity and tail skin temperature of rats submitted to acute restraint

stress, through the involvement of rCB1, TRPV1 receptors and the main enzymes involved in
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the process of endocannabinoid degradation: FAAH and MAGL. Given the results obtained,
this investigation provides the first evidence of the involvement of endocannabinoid
neurotransmission present in the IC in the modulation of cardiovascular activity and autonomic
modulation in aversive contexts, specifically during acute restriction stress.

The results of our study demonstrated that bilateral microinjection of the selective TRPV1
receptor antagonist, capsazepine, potentiated the increase in mean arterial pressure (MAP) and
heart rate (HR) triggered by acute stress, but did not affect the decrease in TC. Furthermore,
endogenous increase of the endocannabinoid 2-AG in the IC region, by inhibition of the enzyme
responsible for its degradation, MAGL, attenuated pressure and tachycardic response during
restriction stress, without modifications in CT decrease responses. The blockade of rCB1,
caused by the administration of AM251, had no effect on the increase in MAP and HR and
reduction in CT over the stress period, and the same did not occur when inhibiting the FAAH
enzyme, which is mainly responsible for anandamide degradation.

Acute restriction stress is a well-established aversive stimulus model, capable of inducing
biochemical, behavioral, and physiological changes related to stress (Campos et al., 2013). This
model causes increased MAP, tachycardia and reduced skin temperature in rodents, this usually
occurs due to the redirection of blood flow from the animal's extremities, such as paws and tail,
to the main organs involved in the "fight or flight" reaction, such as muscles and brain, favoring
the elevation of the internal body temperature (Blessing, 2003; Vianna & Carrive, 2005;
Gomes-de-souza et al., 2016; Busnardo et al., 2019; Brasil et al., 2020). Although knowledge
regarding physiological responses in aversive situations is important, the neurobiological
mechanisms associated with these responses are still poorly understood. In our results, we
observed that such effects during the stress period were indeed triggered by this aversive model.

However, no treatment caused significant changes in tail skin temperature, suggesting that
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endocannabinoid neurotransmission in the IC is not involved in the modulation of tail
temperature during acute restraint stress.

The endogenous increase of 2-AG in IC, stimulated by MAGL enzyme inhibition, attenuated
the increase in MAP and HR during acute stress. However, the increase in anandamide, caused
by inhibition of its enzyme FAAH, did not cause changes in cardiovascular responses during
acute stress. Studies have already clearly demonstrated that inhibition of FAAH and MAGL
enzymes stimulate endogenous increases in anandamide and 2-AG, respectively (Cravatt et al.,
2001; Long et al., 2009; Pan et al., 2009). Thus, our data demosntrate that endocannabinoid
neutrotransmission in the IC exerts an inhibitory influence on the pressor and tachycardic
response in acute stress situations by mediating 2-AG, and suggest that the IC is part of the
neural circuitry related to endocannabinoid neurotransmission in modulating physiological
stress responses. Thus, the results of our study support the idea that endocannabinoid
neurotransmission plays an attenuating role on physiological responses evoked by aversive
situations (Gomes-de-souza et al., 2016; Morena et al., 2016; Hartmann et al., 2019).

The endogenous cannabinoid 2-AG, as we have seen, can bind to rCB1 and rCB2 of the
endocannabinoid system, typically, in the brain it is found in higher concentrations than
anandamide and acts as a full agonist on rCB1 (Stella et al., 1997; Pertwee., 2015). Despite this,
inhibition of rCB1 in our study was not able to produce changes in the pressor or tachycardic
response, thus suggesting that these receptors do not modulate cardiovascular activity during
acute stress situations. Contrary to our findings, an investigation by Gomes de Souza et al.
(2016) in the bed nucleus of the stria terminalis (NLET) demonstrated that the endogenous
increase of 2-AG was able to attenuate the tachycardic response by mediating rCB1, however,
it is important to note that this study was not performed in the insular cortex and, therefore, the
mechanisms and pathways by which 2-AG acts in attenuating cardiovascular responses, during

acute stress, may be different (Gomes-de-souza et al, 2016).
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The autonomic nervous system is directly involved in controlling cardiovascular functions
during aversive stimuli, with simultaneous activation of the cardiac sympathetic and
parasympathetic nervous system occurring during acute restraint stress (Carrive, 2006; Reis et
al.,, 2014). Therefore, in our study, it is possible that the inhibitory influence of IC
endocannabinoid neurotransmission on pressor and tachycardia responses is mediated by
activation of inhibitory pathways for sympathetic neurons and/or by enhancement of excitatory
stimuli for parasympathetic neurons.
Interestingly, the potentiation of the pressor and tachycardic response caused by blockade of
TRPV1 receptors in the IC demonstrated that these receptors, besides being involved in
cardiovascular modulation, also exert an inhibitory role on the increase in MAP and HR during
aversive situations. The activation of TRPV1 receptors by anandamide is well known and,
therefore, this substance, besides being considered an endocannabinoid, is also considered an
endovanilloid (Di marzo; Bisogno & De petrocellis, 2001). However, strong evidence in recent
years has shown that the endogenous cannabinoid 2-AG is able to activate TRPV1 receptors
(Mcvey et al., 2003; Golech et al., 2004; Iwasaki et al., 2008; Zygmunt et al., 2013; Petrosino
et al, 2015), this elucidation directly corroborates with our investigation, because, it supports
the idea that increasing 2-AG was able to reduce the pressure and tachycardic effects, during
acute stress, through the activation of TRPV1 receptors and without involving rCB1. TRPV1
receptors are non-selective cation channels activated by ligands that act by increasing the
permeability to calcium ions and, thus, act potentiating synaptic transmission (Ross, 2003;
Kawahara et al., 2011; Casarotto; Bortoli & Zangrossi, 2012; Moreira et al., 2012). Therefore,
the endocannabinoid 2-AG by activating TRPV1 receptors in the IC would be contributing to
the increase in synaptic transmission and attenuating the increase in MAP and HR during acute
stress. Studies associate the involvement of TRPV1 receptors mainly in modulating

physiological responses triggered by high aversivity contexts (Marsch et al., 2007; Terzian et
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al., 2013), however, studies reporting the role of these receptors in cardiovascular modulation
are scarce (Terzian et al., 2013).

TRPV1 channels seem to be mainly linked to glutamatergic neurotransmission (Palazzo et al,
2002; Xing & Li, 2007), glutamate is the main excitatory neurotransmitter in the CNS
(Benarroch, 2011), when activated TPRV1 channels favor increased glutamatergic synaptic
transmission at sites such as locus coeruleus, periqueductal gray matter and hypothalamus
(Sasamura et al., 1998; Marinelli et al., 2002; Xing & Li, 2007; Starowicz et al., 2007). Studies
have already demonstrated that the insular cortex sends numerous glutamatergic projections to
the hypothalamus (Saper, 1982; Yasui et al., 1991; Oppenheimer et al., 1992; Tsumori et al.,
2006; Marins et al., 2021), an area that is directly involved in cardiovascular control (Spencer
et al, 1989; Allen & Cechetto, 1992; Allen & Cechetto, 1993) and exerts strong influence on
cardiovascular activity through direct projections to the NTS (Ross et al.1981; Hardy, 2001,
Goto & Swanson, 2004). Corroborating with our investigation, a study by Alves et al. (2009a)
demonstrated that NMDA receptors (N-methyl D-Aspartate - a type of glutamatergic receptor)
present in the IC mediate an excitatory influence of this region on the parasympathetic
baroreflex component, since antagonism of these receptors reduced the baroreflex bradycardia
response (Alves et al., 2009a). Taken together, this information supports the hypothesis that
TPV1 receptors activated by 2-AG could favor the increase in glutamatergic synaptic
transmission and thus increase excitatory stimuli of the parasympathetic pathway generating
the reduction of tachycardic and pressure responses triggered by stress.

The endogenous cannabinoid 2-AG, as previously reported, is also able to activate rCB2, most
of the expression of these receptors occurs in the peripheral nervous system and immune system
cells (Munro; Thomas & Abu-shaar, 1993; Di marzo & Petrocellis, 2012). However, studies
have already demonstrated the presence of rCB2 in regions diverse brain areas such as

amygdala (Garcia-gutiérrez et al., 2012), hippocampus (Li & Kim, 2016), brainstem (Van sickle
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et al., 2005) and cortex (Lanciego et al., 2010). These receptors are involved in various
neurobiological processes such as synaptic transmission and neuroplasticity, impulsive
behaviors, memory consolidation, anxiety, drug abuse, and depression (Onaivi et al., 2008;
Atwood & Mackie, 2010; Busquets-garcia et al., 2011; Garcia-gutiérrez et al., 2012; Navarrete
et al., 2012; Li & Kim, 2016; Ratano et al., 2018). In a recent study by Ratano et al. (2018) it
was shown that increasing endocannabinoid 2-AG, stimulated by MAGL enzyme inhibition,
by intraperitoneal treatment, facilitated memory consolidation during aversive experiences
(foot-shock inhibitory avoidance) through activation of rCB2 (Ratano et al., 2018). However,
the role of these receptors in the CNS has not yet been extensively investigated and there are
several controversies (Buckley, 2008; Cécyre et al., 2014), so further investigations about the
sites of rCB2 expression, their functions and mechanisms are needed. Nevertheless, we cannot
exclude the possibility that these receptors may also mediate the cardiovascular effects, found
in this work, caused by increased 2-AG in the IC during acute stress.

GABA (gamma-aminobutyric acid) is the main inhibitory neurotransmitter in the mammalian
CNS, acting mainly by increasing membrane permeability to chloride and bicarbonate ions
through the mediation of ionotropic GABAA (GABA type A) receptors (Farrant & Nusser,
2005). These are the main receptors involved in inhibitory neurotransmission in the CNS and
the endogenous cannabinoid 2-AG is able to activate them (Sigel et al., 2011; Bakas et al.,
2017). GABAA receptors are present in the IC and are involved in processes such as pain
modulation (Pomares et al., 2019; Alonso-matielo et al., 2021), taste and taste memory
(Rodriguez-garcia & Miranda, 2016). As previously reported, the IC sends numerous afferents
to the hypothalamus (Oppenheimer et al., 1992; Gogolla, 2017; Marins et al., 2021), therefore,
it is possible that GABAA receptors activated by increased 2-AG in the IC, reduce cardiac
sympathetic activation, through a synaptic relay in the hypothalamus, decreasing the pressor

and tachycardic responses evoked by acute stress.
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The IC is a region that presents direct connections with encephalic areas important in
cardiovascular modulation during stress situations, such as medial prefrontal cortex,
hypothalamus, and bed nucleus striatum terminalis (NLET), indicating that its involvement in
cardiovascular responses is associated with modulation of other encephalic regions (Gogolla,
2017). It has already been shown that general synaptic inhibition of this area decreases pressor
and tachycardia responses on the cardiovascular response in aversive situations, i.e., the IC
exerts a pressor influence in these contexts (Alves et al., 2010). Moreover, it has also been
shown that noradrenergic neurotransmission is involved in cardiovascular modulation during
acute stress, acting in a pressor manner through ol and a2 receptors (Alves et al., 2014).
Therefore, by modulating different types of neurotransmission it is possible that different
effects are triggered on cardiovascular activity.
There is evidence that stress exposure alters anandamide and 2-AG concentrations in limbic
structures, with increases or decreases occurring according to the stress model employed (Patel
et al., 2004; Dubreucq et al., 2012; Mclaughlin et al., 2012; Gray et al., 2016), as well as
observed in the study by Patel et al. (2004). They compared a single exposure of rodents to
acute restraint stress (30 minutes) to consecutive exposures to the same stress (5 days for 30
minutes) and demonstrated that the single exposure to acute stress was not able to alter
anandamide concentration in the hypothalamus, but caused a reduction in 2-AG concomitant
with an increase in serum corticosterone. However, exposure for 5 consecutive days to acute
stress caused an increase in 2-AG and attenuation of corticosterone release. Both acute stress
and repeated stress exposures did not cause changes in hypothalamic anandamide content.
Therefore, physiological responses to stress may be modulated by the endocannabinoid system
according to the type of exposure to the aversive context (Patel et al., 2004). Corroborating this
idea, a recent study by Newson et al. (2020) found that the blockade of rCB1 in rats exposed to

high noise stress for 30 minutes also caused an increase in corticosterone concentration, in
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addition to a greater neuronal activation of structures such as the paraventricular nucleus of the
hypothalamus and the NLET (Newson et al., 2020), structures that have direct and reciprocal
connections with the IC (Gogolla, 2017). Thus, it is possible that in situations such as acute
restriction stress, 2-AG concentrations in the I1C are also reduced, which could contribute to the
increased MAP and HR responses during stress.

Although anandamide and 2-AG exert similar influences on neurotransmitter release in
presynaptic neurons, it is believed that they may act in a tonic and phasic manner, respectively
(Ahn; Mckinney & Cravatt, 2008; Hill & Tasker, 2012; Katona & Freund, 2012). Tonic release
normally occurs when there are low-frequency action potentials leading to the release of small
amounts of the neurotransmitter continuously, whereas phasic release occurs when there are
high-frequency action potentials for brief periods resulting in a large elevation of the synaptic
concentration of the neurotransmitter (Alger & Kim, 2011; Katona & Freund, 2012; Morena et
al., 2016). Thus, in the present study, during the pre-stress period anandamide would act mainly
to regulate basal (tonic) synaptic transmission, while increased 2-AG would act in a
predominantly phasic manner (Ahn; Mckinney & Cravatt, 2008; Gorzalka; Hill & Hillard,
2008; Katona & Freund, 2012). This could justify the reason why by blocking CB1 and TRPV1
receptors there was an increase in cardiovascular parameters in the basal period (pre-stress),
since the tonic stimulation supposedly exerted by anandamide would be suppressed by blocking
both receptors. Corroborating this idea, in our study we observed that the increased
concentration of anandamide, stimulated by inhibition of FAAH enzyme, did not cause
cardiovascular changes both in the pre-stress period and during the restriction period, which
reinforces the hypothesis that this endogenous cannabinoid could act in a "tonic" and not in a
"phasic” manner. In summary, our results demonstrate that the endocannabinoid system in the
IC modulates cardiovascular responses in an inhibitory manner during acute stress through the

endocannabinoid 2-AG, independent of rCB1 activation, and TRPV1 receptors exert an
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inhibitory role on pressor and tachycardic responses during acute stress, independent of
anandamide.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1 — Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective CB1
receptor antagonist, AM251, into the region of the insular cortex. Diagrammatic
representation of the microinjection sites of the selective cannabinoid receptor 1 (CB1)
antagonist, AM251 (0.1 nmol/100nL), figures based on Paxinos and Watson (2006) mouse
brain atlas. Abbreviations: cingulate cortex (Cgl), prelimbic cortex (PrL), corpus callosum

(CC), orbital cortex (OC), insular cortex (IC).

Figure 2 — Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective
vanilloid receptor 1 (TRPV1) antagonist, capsazepine, into the region of the insular
cortex. Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective vanilloid
receptor 1 (TRPV1) antagonist, capsazepine, (15 nmol/100nL), figures based on Paxinos and
Watson (2006) rat brain atlas. Abbreviations: cingulate cortex (Cgl), prelimbic cortex (PrL),

corpus callosum (CC), orbital cortex (OC), insular cortex (IC).

Figure 3 — Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective
inhibitor of fatty acid amide hydrolase (FAAH), URB597, into the region of the insular
cortex. Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective fatty acid amide
hydrolase inhibitor (FAAH), URB597 (0.01 nmol/100nL), figures based on Paxinos and
Watson (2006) rat brain atlas. Abbreviations: cingulate cortex (Cgl), prelimbic cortex (PrL),

corpus callosum (CC), orbital cortex (OC), insular cortex (IC).

Figure 4 — Diagrammatic representation of the microinjection sites of the selective
monoacylglycerol lipase (MAGL) inhibitor, JZL184, into the insular cortex region.

Diagrammatic representation of the sites of microinjection the selective monoacylglycerol
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lipase (MAGL) inhibitor, JZL184 (5 nmol/100nL), figures based on the rat brain atlas Paxinos
and Watson (2006). Abbreviations: cingulate cortex (Cgl), prelimbic cortex (PrL), corpus

callosum (CC), orbital cortex (OC), insular cortex (IC).

Figure 5 — Variation of mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR) and tail skin
temperature (ATail Temperature), in animals treated with the selective cannabinoid
receptor 1 (CB1) antagonist, AM251 (0.1 nmol/100nL), subjected to acute stress by
restraint. (A) Variation of mean arterial pressure (AMAP), (B) heart rate (AHR), (C) tail
temperature (ATail Temperature) over time in animals subjected to acute restraint stress treated
with the selective cannabinoid receptor 1 (CB1) antagonist, AM251 (0.1 nmol/100nL) (black
circles) or with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) (white circles). The graphical
representation "-10 (minutes) " indicates the ten minutes prior to the onset of restraint stress
and instant of injection. At time 0 (minutes) the animals were subjected to acute restraint stress.
The circles and triangles represent the mean and the bars represent the standard error of the

mean £ SEM. Two-way ANOVA test for repeated measures was performed. p < 0.05.

Figure 6 — Variation in mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR) and tail skin
temperature (ATail Temperature), in animals treated with the selective vanilloid receptor
1 (TRPV1) antagonist, capsazepine (15 nmol/100nL), subjected to acute restraint stress.
(A) Variation of mean arterial pressure (AMAP), (B) heart rate (AHR), (C) tail temperature
(ATail Temperature) over time in animals subjected to acute restraint stress treated with the
selective vanilloid receptor 1 (TRPV1) antagonist, capsazepine (15 nmol/100nL) (black circles)
or with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) (white circles). The graphical representation "-10
(minutes) " indicates the ten minutes prior to the onset of restraint stress and instant of injection.

At time 0 (minutes) the animals were subjected to acute restraint stress. The circles and
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rhombuses represent the mean and the bars represent the standard error of the mean £ SEM.
Two-way ANOVA test for repeated measures was performed, followed by Bonferroni post-test
in case of significant difference. * indicates difference between the translated and aCSF group,

p < 0.05.

Figure 7 — Variation of mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR) and tail skin
temperature (ATail Temperature), in animals treated with the selective fatty acid amide
hydrolase inhibitor (FAAH), URB597 (0.01 nmol/100nL), subjected to acute restraint
stress. (A) Variation of mean arterial pressure (AMAP), (B) heart rate (AHR), (C) tail
temperature (ATail Temperature) over time in animals undergoing acute restraint stress treated
with the selective fatty acid amide hydrolase inhibitor (FAAH), URB597 (0.01 nmol/100nL)
(black circles) or with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) (white circles). The graphical
representation "-10 (minutes) " indicates the ten minutes prior to the onset of restraint stress
and instant of injection. At time 0 (minutes) the animals were subjected to acute restraint stress.
The circles represent the mean and the bars represent the standard error of the mean + SEM.

Two-way ANOVA test was performed. p < 0.05.

Figure 8 — Variation of mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR) and tail skin
temperature (ATail Temperature) in animals treated with the selective monoacylglycerol
lipase (MAGL) inhibitor, JZL184 (5 nmol/100nL), subjected to acute restriction stress.
(A) Variation of mean arterial pressure (AMAP), (B) heart rate (AHR), (C) tail temperature
(ATail Temperature) over time in animals undergoing acute restraint stress treated with the
selective monoacylglycerol lipase (MAGL) inhibitor, JZL184 (5 nmol/100nL) (black circles)
or with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) (white circles). The graphical representation "-10

(minutes) " indicates the ten minutes prior to the onset of restraint stress and instant of injection.
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At time 0 (minutes) the animals were subjected to acute restraint stress. The circles and triangles
represent the mean and the bars represent the standard error of the mean = SEM. Two-way
ANOVA test for repeated measures was performed, followed by Bonferroni post-test in case of

significant difference. * indicates difference between the translated and aCSF group, p < 0.05.

TABLE LEGEND

Table 1 — Basal values of mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and tail skin
temperature (CT) before and after pharmacological treatment of the insular cortex (IC)
with the selective rCB1 antagonist, AM251 (0.1 nmol/100nL), the selective TRPV1
receptor antagonist, capsazepine (15 nmol/100nL), the FAAH enzyme inhibitor, URB597
(0.01 nmol/100nL), and the MAGL enzyme inhibitor, JZL184 (5 nmol/100nL). Student's
paired t-test results of baseline values of MAP, HR and CT before and after microinjections of
artificial cerebrospinal fluid (aCSF), the selective rCB1 antagonist, AM251 (0, 1 nmol/100nL),
the selective TRPV1 receptor antagonist, capsazepine (15 nmol/100nL), the FAAH enzyme
inhibitor, URB597 (0.01 nmol/100nL), and the MAGL enzyme inhibitor, JZL184 (5
nmol/100nL). Data collected 10 minutes immediately before injection compared to data
collected 10 minutes before the onset of stress exposure. CAP: abbreviation for "capsazepine."”

* difference p < 0.05. Results were expressed as mean and standard error of the mean (SEM).
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Figure 5.

Figure 6.
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o aCSF (100 nL)
-+ AM251 (0,1 nmol/ 100 nL)

- aCSF (100 nL)
-+ Capsazepine (15 nmol/ 100 nL)



Figure 7.
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- aCSF (100 nL)
- URB 597 (0,01 nmol/ 100 nL)

o aCSF (100 rL)
- JZL 184 (5 nmol/ 100 nL)



Table 1.
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Groups MAP £ SEM (mmHg) HR + SEM (bpm) CT £ SEM (°C)

Before  After p t Before After p t Before  After p t
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