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RESUMO

O cortex insular (CI) ¢ uma estrutura encefalica envolvida na modulagdo de atividades
autondmicas, como os ajustes do sistema cardiovascular, em situagdes de estresse. Os
neurotransmissores glutamato e 6xido nitrico (NO), estdo relacionados a diversas fungdes
desempenhadas pelo sistema nervoso central (SNC). Deste modo, o presente estudo tem
como objetivo investigar a participacao destas duas neurotransmissoes (glutamatérgica e
nitrérgica) no CI, sobre respostas autondmicas e neuroendocrinas desencadeadas pelo
estresse por restricdo. Utilizamos dois antagonistas de receptores de glutamato (NMDA:
LY235959 e ndo-NMDA: NBQX) para avaliar a neurotransmissdo glutamatérgica. Foram
utilizadas trés abordagens diferentes para estudar a neurotransmissdo nitrérgica: um
inibidor seletivo da nNOS (NPLA); um sequestrador de NO (Carboxi-PTIO) e um inibidor
especifico da guanilato ciclase (ODQ). Todas as drogas foram microinjetadas no CI. A
resposta pressora e taquicardica de animais submetidos ao estresse por restri¢ao, foram
potencializadas pelo bloqueio da neurotransmissao glutamatérgica, pela microinjecao de
LY235959, assim como o bloqueio da neurotransmissao nitrérgica através da microinje¢ao
de NPLA, Carboxi-PTIO e ODQ. Porém, a neurotransmissao glutamatérgica, mediada por
receptores nao-NMDA (NBQX), ndo modificou a pressdo arterial e frequéncia cardiaca. A
modulagdo da queda de temperatura caudal, resposta autonOmica caracteristica
desencadeada pelo estresse por restricdo, ndo foi alterada pelo bloqueio das
neurotransmissoes nitrérgica e glutamatérgica, com nenhuma das drogas utilizada. A
liberacao de glicocorticoides estava diminuida em animais que receberam a microinje¢ao
de NPLA e Carboxi-PTIO. O bloqueio da neurotransmissao glutamatérgica e o uso de um
inibidor da guanilato ciclase (GC), ndo afetou a liberagdo de corticosterona. Isso sugere que
a participagdo das neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica, presentes no CI, ocorre
por vias diferentes sobre as respostas cardiovasculares e neuroenddcrinas desencadeadas
pelo estresse. A neurotransmissdo glutamatérgica, através de receptores NMDA, e a
neurotransmissdo nitrérgica participam da modulagdo das alteragdes cardiovasculares de
forma inibitoria sobre as respostas taquicardicas e pressorica, que sao desencadeadas pelo
estresse. Porém, a modulagdo da liberacdo de corticosterona pela neurotransmissao
nitrérgica ocorre por mecanismos independentes da ativacao de receptores NMDA e da GC,
mas dependentes de nNOS e da formacao de NO.

Palavras-chave: Oxido nitrico. Glutamato. NMDA/NO/GC. Guanilato ciclase. nNOS.



ABSTRACT

Insular cortex (IC) is a brain structure involved in modulating autonomic activity, such as
cardiovascular system adjustments in stress situations. Glutamate and nitric oxide (NO)
neurotransmitters are associated with several functions performed by the central nervous
system (CNS). Thus, the present study aims to investigate the involvement of these two
neurotransmissions at IC (i.e., glutamatergic and nitrergic), on restraint stress-triggered
autonomic and neuroendocrine responses. We used two antagonists of glutamate receptor
(NMDA: LY235959; and non-NMDA: NBQX) to evaluate glutamatergic
neurotransmission effect. We used three different approaches to study nitrergic
neurotransmission: selective nNOS inhibitor (NPLA), NO sequester (Carboxi-PTIO), and
specific guanylate cyclase inhibitor (ODQ). All drugs were applied by microinjection in the
IC. Pressure and the tachycardic response of animals submitted to restriction stress were
potentiated beyond the blockade of glutamatergic neurotransmission by LY235959, as well
as the blockade of nitrergic neurotransmission by NPLA, Carboxi-PTIO, and ODQ.
Additionally, glutamatergic neurotransmission by non-NMDA receptors (NBQX) did not
alter blood pressure and heart rate. The modulation of the deacrease in caudal temperature,
a characteristic autonomic response for restraint stress, was not changed by the blockade of
nitrergic and glutamatergic neurotransmission on any used drugs. NPLA and Carboxi-PTIO
decrease the Glucocorticoid release. Blockade of glutamatergic neurotransmission and the
use of specific guanylate cyclase inhibitor (GC) did not affect corticosterone release. This
non-effect suggests that the glutamatergic and nitrergic neurotransmissions participation on
IC occurs in different ways over the cardiovascular and neuroendocrine responses triggered
by stress. Glutamatergic neurotransmission, through NMDA receptors, and nitrergic
neurotransmission participate in the modulation of cardiovascular changes, inhibiting the
stress-triggered tachycardic and blood pressure increase. However, the modulation of
corticosterone release by nitrergic neurotransmission occurred from independent
mechanisms independent of the activation of NMDA receptors and GC, but dependent on
nNOS and NO formation, but dependent on nNOS and NO formation.

Keywords: Nitric oxide. Glutamate. NMDA/NO/GC. Guanylate cyclase. nNOS.
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1- INTRODUCAO

O sistema cardiovascular ¢ um dos principais sistemas afetados durante a exposi¢ao a
agentes estressores, sejam eles ambientais, fisicos ou psicoldgicos. Essa exposi¢ao ¢
responsavel por desencadear diversas respostas fisiologicas e comportamentais, sendo
algumas destas alteragdes: (i) o aumento de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca
(FC);(i1) vasoconstricdo cutanea, via ativacao do sistema nervoso autdbnomo simpatico, que
aumenta a temperatura interna do corpo e diminui a temperatura das extremidades; (iii)
ativacdo de respostas neuroenddcrinas, como ativacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal
(HPA) e consequente liberacao de glicocorticoides na circulagdo sistémica.

O sistema nervoso central (SNC) ¢ essencial para efetivacdo e controle de todas essas
respostas ao estresse. Centros localizados no bulbo sao responsaveis por manter o tonus basal
da atividade cardiovascular e também por promover adaptagdes agudas em resposta a ativagao
de mecanismos reflexos de defesa, como ocorre em perturbagdes a homeostasia. Além dos
centros bulbares, outras areas do SNC sdo responsaveis por integrarem as informagdes
aferentes e eferentes, modulando areas bulbares, para realizarem os ajustes necessarios,
mantendo a manuten¢do da homeostasia. Uma destas areas supra bulbares ¢ o cortex insular
(CD.

O CI ¢ conhecido como uma regido com amplas conectividades as diversas areas do
SNC, que sdo responsaveis por modular respostas comportamentais, sensoriais, viscerais,
cognitivas e emocionais. Além disso, estudos apontam o CI como um importante centro de
integragao responsavel por modular altera¢des cardiovasculares durante situacdes de estresse.
Porém, pouco se sabe sobre quais neurotransmissdes participam dessas respostas, bem como
sobre quais os mecanismos e sitios especificos no SNC estao envolvidos.

A neurotransmissdo glutamatérgica ¢ amplamente distribuida pelo SNC, sendo
responsavel por grande parte das sinapses excitatorias no SNC. Ja foi descrito a existéncia de
terminais glutamatérgicos no CI e a participag@o do neurotransmissor glutamato em respostas
cardiovasculares desencadeadas pela microestimulacdo dessa area. Além disso, a
neurotransmissao glutamatérgica presente no CI ja foi apontada como modulatoria da fungao
barorreflexa. O receptor NMDA de glutamato apresenta grande relagdo com a produgdo de
oxido nitrico (NO) apds sua ativagdo. Apds ativagdo de receptores NMDA para glutamato,
ocorre a formacgao de NO pela ativagao da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), o NO formado

atinge a membrana pré-sinaptica e por mecanismos dependentes de GMPc e guanilato ciclase
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(GC), leva a liberagao de neurotransmissores. Além disso, o NO pode atuar no SNC como um
neurotransmissor atipico. Em outras areas do SNC, a via NMDA/NO/GC esta envolvida na
modulagdo do sistema cardiovascular em diferentes situag¢des, incluindo em situagdes de
estresse. Desta forma, esse trabalho se propds a avaliar se as neurotransmissodes glutamatérgica
e nitrérgica presentes no CI sdo responsdveis por modularem respostas autondmicas e

neuroendocrinas desencadeadas pela exposigao ao estresse agudo por restri¢do em ratos.
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2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 — Estresse

O termo estresse, tomado de empréstimo da fisica, foi empregado por Hans Selye para
descrever estresse como “estado manifestado por uma sindrome especifica que consiste em
todas as alteragoes ndo especificas induzidas dentro de um sistema biologico”, ou seja,
diversos tipos de agentes estressores podem desencadear o mesmo tipo de resposta fisiologica
ou até respostas distintas no organismo. Para Selye, esta resposta resulta de uma série de
ajustes fisiologicos, determinados por ele como Sindrome de Adaptagao Geral (SAG). Esta
sindrome passa por trés fases, respondendo a algum agente estressor. As fases sdo: reagao de
alarme, estagio de resisténcia e estagio de exaustdo (SELYE, 1956) . Na primeira, o organismo
se prepara para uma reacdo de luta ou fuga, adaptando o corpo para enfrentar o possivel
“ataque”, onde respostas sdo ativadas pelo sistema nervoso auténomo simpatico (SNAs),
mediando a liberagdo de neurotransmissores em diversos 6rgaos-alvo, além de estimular as
glandulas adrenais a liberarem hormonios catecolaminérgicos (adrenalina e noradrenalina). A
segunda fase se instala se o estimulo estressor permanece, iniciando a adaptacdo do corpo para
manter o equilibrio interno, o que denomina-se: alostase. Isso ocorre a partir de respostas
comportamentais ¢ fisiologicas, com intuito de reestabelecer homeostase, mediadas
principalmente pelo cortisol, hormdnio esteroide liberado e sintetizado pelo cértex da adrenal,
apos ativagdo do eixo HPA. Na ultima fase, se estimulo estressor permanece € 0 organismo
ndo consegue adaptar-se, respondendo com mecanismos fisiologicos € comportamentais
iguais aos da primeira fase, porém, de maneira acentuada, demandando grande gasto
energético, podendo levar o sistema a exaustdo, ou falha da alostase (CUNANAN et al., 2018;
SELYE, 1951, 1975; SZABO; TACHE; SOMOGY], 2012).

Além dos estressores fisicos e quimicos, fatores psicoldgicos como novidade ou
problemas sociais, também sao aceitos como agentes estressores capazes de induzir alteragdes
comportamentais e fisiologicas significativas (MCEWEN, 2000). As respostas aos estressores
podem variar, dependendo no nivel de previsibilidade, intensidade, duracdo e natureza do
estimulo estressor (HERMAN et al., 2016). Esta resposta ¢ mediada, principalmente, pelo
hipotalamo, area do SNC de controle visceral e hormonal, ativando o SNAs e o eixo HPA
(MCEWEN; SEEMAN, 1999). Uma revisao de literatura listou as principais alteragdes
comportamentais e fisiolégicas desencadeadas durante o estresse agudo. As alteragdes

comportamentais sao: aumento da atencao, cognicdo, analgesia e temperatura; alteracdes do
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apetite e alimentagdo; supressao ou ativacao do eixo reprodutivo. E as mudangas fisiologicas
vao desde a redistribuicdo de oxigénio e nutrientes ao SNC e 6rgaos, alteragdo do tonus
vascular, aumento da frequéncia respiratoria, aumento de gliconeogénese e lipolise até a
inibi¢do da digestio (CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005). Além da liberagao
de glicocorticoides pela adrenal, como consequéncia da ativagdo do eixo HPA (HERMAN;
CULLINAN; HERMAN, 1997). Isso tudo a fim de preparar o individuo para enfrentar o
agente estressor de maneira eficiente e reestabelecer o equilibrio interno.

O estresse por restricdo (ER) ¢ um modelo classico de estresse, padronizado na
literatura como um estimulo aversivo, nao-condicionado e inescapavel (BARRON; VAN
LOON, 1989; CHOI et al., 2007; FASSINI et al., 2014, 2015a; MCEWEN et al., 2015; TSAI
et al., 2015; VAN DER KOOIJ et al., 2014; VAREJKOVA; JANISOVA; MYSLIVECEK,
2019; XU et al., 2019; ZHANG et al., 2015). Esse modelo vem sendo apontado como
responsavel por alteracdes morfoldgicas na barreira hematoencefalica (SANTHA et al., 2016),
além de alteragdes da permeabilidade e danos a esta barreira (XU et al., 2019). Também ¢
responsavel por desencadear respostas neuroenddcrinas e cardiovasculares (BARRON; VAN
LOON, 1989; CHOI et al., 2007), estas ultimas caracterizadas por aumento sustentado da PA
e FC durante todo o periodo de estresse (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010; BARRON;
VAN LOON, 1989; BENINI et al., 2019; FASSINI et al., 2015a; MCDOUGALL et al., 2000),
levando ao aumento do fluxo sanguineo para os Orgdos-alvo; bem como a alteracdo do
biorritmo da FC no periodo pos estresse (VAREJKOVA; JANISOVA; MYSLIVECEK,
2019). Além disso, o ER reduz o fluxo para os leitos cutaneos, levando a diminui¢cdo da
temperatura cutanea e ao aumento da temperatura interna (BLESSING; SEAMAN, 2003;
NAKAMURA; NAKAMURA, 2015; VIANNA; CARRIVE, 2005).

2.2 — Eixo hipotalamo-pituitario-adrenal (HPA)

Os glicocorticoides atuam, de maneira geral, para preparar o organismo para desafios
fisioloégicos, ambientais e psicoldgicos. Uma das principais fungdes ¢ a redistribuicio
energética para otimizar a sobrevivéncia e enfrentar um “desafio” (HERMAN et al., 2016),
por isso, sdao importantes para a consolidagdo da resposta ao estressor (PEETERS;
BROWKKAMP, 1994). Durante a homeostasia, trés estruturas sao responsaveis por orquestrar
a liberagcdo de glicocorticdides, sdo elas: nucleo paraventricular (NPV) do hipotalamo, a

adeno-hipofise e o cortex da glandula adrenal, mais conhecido como eixo HPA (SMITH;
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VALE, 2006). Os mecanismos pelos quais este eixo atua, comecam com a estimulacao de
neurdnios noradrenérgicos situados no NPV do hipotalamo (YOUNG, 2001), levando a sintese
e secre¢do do hormonio liberador de corticotropina (CRH) (RIVIER; VALE, 1983). Este
hormonio ¢ liberados na eminéncia mediana e levado pelos vasos porta hipofisarios para a
adeno-hipofise, o CRH liga-se a dois tipos de receptores de corticotropina, do tipo 1 (rCRH1)
e tipo 2 (rCRH2). Esta ligacdo leva a sintese e liberagdo de hormodnio adrenocorticotréfico
(ACTH) na circulacdo sistémica. Na zona fasciculada do cortex adrenal, o ACTH liga-se aos
receptores de melanocortina do tipo 2 (MC2-R), levando a sintese e liberacdo dos
glicocorticoides na circulagao sistémica (BURFORD; WEBSTER; CRUZ-TOPETE, 2017).

Os complexos receptores-glicocorticoides resultam, na sua grande maioria, em
respostas sistémicas lentas. Estas respostas podem ser: aumento da glicemia, direcionamento
de aporte energético para as funcdes essenciais a situagdes de “luta ou fuga” (sensoriais,
cognitivas e motoras) e ao melhoramento do sistema respiratdrio e cardiovascular. Além disso,
algumas fung¢des podem ser inibidas, como digestdo, crescimento e percep¢ao a dor
(FALKENSTEIN et al., 2000). Algumas respostas rapidas também acontecem a partir da
ligagdo de glicocorticoides a receptores de membrana, alterando liberacdo de
neurotransmissores na fenda sinédptica, levando as alteragdes na excitabilidade neuronal
(MORA et al., 2012; RIEDEMANN et al., 2010).

A finaliza¢do da resposta ao estresse ocorre com a retirada do estimulo estressor,
através de mecanismos de retroalimentacdo negativa (JOELS; BARAM, 2009; LAI;
HERMAN, 2009). A persisténcia e a intensidade exagerada do estresse, podem tornar o eixo
hiper-reativo, com prejuizos potenciais ao organismo, como por exemplo: alteragdes no
metabolismo e sistema cardiovascular (BURFORD; WEBSTER; CRUZ-TOPETE, 2017;
HUETHER et al., 1999). O mecanismo de feedback negativo da ativacdo do eixo HPA sofre
influéncia de outras diversas areas do SNC. Algumas estruturas limbicas sao responsaveis pela
inibicado neural do eixo na resposta ao estresse, incluindo o hipocampo (JACOBSON;
SAPOLSKY, 1991) e o cortex pré frontral medial (CFPM) (LAI; HERMAN, 2009). Estas
estruturas parecem trabalhar em paralelo, visto que inervam regides subcorticais comuns,
como o nucleo do leito da estria terminal. Lesdes combinadas destas duas regides levaram a
efeitos aditivos na hiperatividade do eixo HPA (RADLEY; SAWCHENKO, 2011).

Os mecanismos neurais da ativacdo do eixo HPA por estresse agudo ainda nao sao
completamente entendidos. Estudos apresentam evidéncias de que os neurénios do NPV dorso

medial, responsaveis por liberar CRH, podem ser ativados por outras areas do cérebro como o
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nucleo do trato solitario (NTS) e regido ventrolateral do nucleo do leito da estria terminal
(NLET), para comunicar o desafio homeostatico. Areas corticais como a regido infralimbica
do CPFM, também parece exercer excitagdo transsiniptica importante para a resposta ao

estimulo estressor (HERMAN et al., 2016).

2.3 — Sistema Cardiovascular e Sistema Nervoso Central

O estresse e suas consequéncias para o organismo parecem ser um dos principais
fatores ambientais que predispdem um individuo a depressao. Em cerca de 60% dos casos, os
episodios depressivos sdo precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes, principalmente
de origem psicossocial (KRAUS et al., 2019; MAYDYCH, 2019; POST, 1992). Estudos tem
demonstrado a relagdo da depressdo e patologias cardiovasculares (BETZ et al., 2016;
HUETHER et al., 1999; LUGOBONI et al., 2005; MCCONNELL et al., 2005; PLANTE,
2005; RUMSFELD; HO, 2005; STEPTOE; KIVIMAKI, 2012; VACCARINO et al., 2019).
Este fato torna a pesquisa dos mecanismos neurais modulatorios do sistema cardiovascular,
imprescindivel para entender a génese das enfermidades psiquidtricas ou
fisicas/cardiovasculares causadas por ele.

Os mecanismos fisiopatologicos da depressao ainda ndo sdo totalmente elucidados,
tratando-se de uma sindrome multifatorial e heterogénea, de etiologias distintas (YANG et al.,
2015). Embora ainda ndo se saiba exatamente em quais areas do cérebro ocorrem as alteragdes
que levam a depressao, sabe-se de diversas areas que podem influenciar nesta sindrome, entre
elas: areas corticais como o cortex pré-frontal, cortex cingulado e até mesmo o CI (BERTON;
NESTLER, 2006; GEHRLACH et al., 2019; SLIZ; HAYLEY, 2012; SPRENGELMEYER et
al.,, 2011; YANG et al., 2015). Contudo, ainda existe uma lacuna na literatura sobre os
mecanismos fisiologicos pelos quais estas dreas exercem algum tipo de influéncia. Diversas
teorias sdo aceitas, entre elas destacam-se a de receptores de glutamato, principal
neurotransmissor excitatorio do SNC, e do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
proteina importante na neurogénese e plasticidade sinaptica (YANG et al., 2015). Pacientes
com depressdo apresentaram altos niveis de glutamato no cérebro e plasma (DOMIN et al.,
2014; HASHIMOTO, 2011), visto que a exposi¢ao a fatores estressores leva a liberacdo de
glutamato nos neurénios pré-sinapticos (DUMAN; VOLETI, 2012; HASHIMOTO, 2011).
Além disso, ja foi demonstrado que apos eventos estressantes, 0o BDNF ¢ menos expresso em
estruturas limbicas como hipocampo, amigdala e CPF, levando a diminui¢do da neurogénese

hipocampal (DUMAN; MONTEGGIA, 2006).
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Ao expor um individuo a agentes estressores, tanto fisioldgicos quanto psicoldgicos,
ocorre desbalango da homeostase de diversos sistemas bioldgicos, como o sistema
cardiovascular, imunolédgico, enddcrino e do SNC (YARIBEYGI et al., 2017). Para responder
a estas alteragdes, ocorre a ativagdo de mecanismos que integram componentes do SNC com
0s outros sistemas, a fim de reestabelecer o equilibrio das fungdes fisioldgicas (SELYE, 1956).
O sistema cardiovascular possui papel imprescindivel na homeostase corporal, sendo
responsavel por controlar a distribui¢do de nutrientes e moléculas essenciais ao funcionamento
de todos os tecidos, através do fluxo sanguineo (VERBERNE et al., 1997). A homeostase ¢
fundamental para manter as fungdes corporais em equilibrio e pode ser caracterizada como
manutengdo de propriedades quimicas e fisicas do fluido extracelular em todos os tecidos
(DAMPNEY, 2016). Este controle ocorre através de ajustes no débito cardiaco e resisténcia
periférica total, regulando o volume sanguineo central e pressdo arterial média. Sendo assim,
a pressao arterial média ¢ especialmente responsavel por garantir a perfusao adequada de
orgaos vitais (KIMMERLY, 2017).

O SNC atua diretamente no controle do sistema cardiovascular (DAMPNEY, 2017).
Centros bulbares sao responsaveis pela manuten¢ao do tonus basal e por adaptacdes agudas
desse sistema (GOLDSTEIN, 1991), sao exemplos destes centros: NTS, nicleo ambiguo
(NA), nuacleo dorsal do vago (NDV) e os nucleos rostroventrolateral (RVLM) e
caudoventrolateral (CVLM) (GOLDEINSTEIN, 1992). Neurénios do RVLM alteram a
frequéncia de descarga dos neurdnios pré-ganglionares simpaticos responsaveis pela
manutengao do tonus vascular e pelos componentes simpaticos dos reflexos cardiovasculares
(GUYENET, 2006). O NA e NDV desencadeiam as respostas parassimpaticas eferentes
(MCALLEN; SPYER, 1976) como reflexos cardiovasculares, barorreflexo arterial,
quimiorreflexo e reflexo cardiopulmonar, que permitem os ajustes instantaneos necessarios na
PA (TAYLOR; JORDAN; COOTE, 1999). Além das estruturas bulbares, regides
suprabulbares também participam da regulagdo do sistema cardiovascular. A modulagao
exercida por 4areas suprabulbares ocorre principalmente em situagdes comportamentais,
incluindo situagdes de estresse, proporcionando a integragdo de funcdes vegetativas e
somatomotoras, desencadeando alteragdes cardiovasculares caracterizadas por aumento da PA
e FC. Algumas dessas estruturas sdo: hipotdlamo, amigdala, area septal e algumas regides
especificas do cortex cerebral, como o CI (ALVES et al., 2011, 2013a; DAMPNEY, 1994;
LOEWY, 1991; LOEWY; MCKELLAR, 1980). Apesar do cortex cerebral ser uma area

evolutivamente mais recente, diversos estudos comprovam a ligacdo de dreas corticais com
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estruturas evolutivamente mais antigas, como a amigdala, hipotdlamo e hipocampo

(GOGOLLA, 2017).

2.4 — Cortex Insular (CI)

O CI ¢ parte integrante do cortex pré-frontal (CPF), topograficamente subdividido em
trés principais regides. Primeira, o CPFM que constitui a maior por¢ao da parede medial do
hemisfério anterior e dorsal do corpo caloso (CC). A segunda, que se localiza na por¢ao dorsal
da extremidade caudal do bulbo olfatério que ¢ denominada cértex pré-frontal orbital (CPFO).
Terceira, localizada lateralmente que € referido como cortex pré-frontal lateral (CPFL), ou CI,
que ¢ o objeto de estudo deste trabalho (PAXINOS; WATSON, 1997). Em primatas
antropoides, esta localizado em um lobo cortical separado e lateral ao prosencéfalo, abaixo do
sulco lateral, coberto pelo opérculo frontoparietal e ventralmente pelo opérculo temporal
(EVRARD, 2019). Em ratos, o CI ou CPFL ¢ localizado na parte inferior do sulco rinal e se
estende rostralmente aos niveis do bulbo olfatério e caudalmente aos niveis da amigdala, ¢
uma regiao limbica, que integra informagao sensorial e visceral de receptores periféricos e tém
sido apontado como centro modulador no controle da atividade autondmica
(ALEKSANDROV; ALEKSANDROVA, 2015; ANAND; DUA, 1956; CECHETTO, 2014;
DELGADO, 1960; MEYER; STRITTMATTER; FISCHER, 2004). E subdividido de acordo
com sua a citoarquitetura em granular, agranular e disgranular. Considerado centro de
integragdo multimodal, possui amplas conectividades com regides corticais e subcorticais,
responsdveis por fungdes sensoriais, cognitivas, emocionais, motivacionais €
neuromodulatorias (GOGOLLA, 2017).

As primeiras evidéncias do envolvimento especifico do CI na modulagdo da atividade
cardiovascular, foram demonstradas com estimulacdo elétrica dessa estrutura (HARDY;
HOLMES, 1998; HARDY; MACK, 1990; RUGGIERO et al., 1987; YASUI et al., 1991).Foi
demonstrado também, que a estimulagao quimica do CI em ratos anestesiados desencadeia
respostas cardiovasculares, uma vez que a microinjecao do aminoacido excitatorio acido D,L—
homocisteico no CI causa tanto aumento quanto diminui¢do na PA e FC, dependendo da regido
estimulada (YASUI et al., 1991), enquanto que em animais ndo anestesiados causa aumento
da PA e diminui¢do na FC (BUTCHER; CECHETTO, 1995) sugerindo dessa forma o
envolvimento desta estrutura na modulacao do sistema cardiovascular.

O CI atua na modulacdo do sistema cardiovascular através de diversos mecanismos.

Ap6s lesdes com cloridrato de fenilefrina e nitroprussiato de sdédio no CI esquerdo, foram
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capazes de aumentar o ganho do barorreflexo. No CI direito, apds os mesmos tipos de lesoes,
a FC e PA basais aumentaram mas nao ocorreu aumento do ganho barorreflexo (ZHANG;
RASHBA; OPPENHEIMER, 1998). Um estudo com macacos, encontrou cerca de 131
unidades de neurdnios relacionados aos mecanismos de barorreceptores no CI, variando entre
neurdnios simpato-excitatorios, simpato-inibitorios € unidades nulas, além de apresentar maior
quantidade de unidades barorreceptoras em relacdo as areas que o circundam (ZHANG;
DOUGHERTY; OPPENHEIMER, 1998). Foram identificadas conexdes neurais responsaveis
por conduzir impulsos aferentes de quimiorreceptores, barorreceptores e receptores de
estiramento pulmonar no CI, sugerindo que o CI recebe informacgdes integrativas oriundas da
periferia para montar ou modular respostas cardiovasculares (CA et al., 2000; HANAMORI
et al., 1998). Outros estudos corroboram para a teoria de que o CI modula as respostas
barorreflexas. Em um destes, a neurotransmissdo noradrenérgica presente no CI exerceu
influencia inibitéria sobre as respostas barorreflexas evocadas pela infusao de fenilefrina, uma
vez que o antagonismo de receptores ol adrenérgicos, aumentou as respostas bradicardicas
durante respostas de aumento de PA (ALVES et al., 2009a). Foi demonstrado também que a
neurotransmissdo glutamatérgica no CI, mediada por receptores NMDA, também modula
atividade barorreflexa de forma excitatoria, uma vez que ao antagonizar receptores NMDA
ocorre a diminui¢do das respostas bradicardicas, frente as respostas de aumento de PA
(ALVES et al., 2009b), além de ser caracterizado como uma importante area modulatoria da
atividade parassimpatica (NAGAI et al., 2016).

Estudos utilizando técnicas de analise de imagens e medidas de expressao de proteina
Fos demonstraram ativagao de estruturas cerebrais envolvidas no controle autonomico durante
situagoes de estresse, incluindo o CI (AHN et al., 2015; IMBE et al., 2013; UEMATSU et al.,
2015). Diversos estudos apontam evidéncias acerca do envolvimento CI nos ajustes
cardiovasculares durante diferentes situacdes de estresse, incluindo o estresse por restri¢ao
(ALVES et al., 2013b; ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010). Em particular, um estudo
demonstrou que o bloqueio de toda a neurotransmissao presente no CI pela microinjecdo de
cloreto de cobalto CoCL, diminuiu as respostas de aumentos na PA e FC decorrentes do
estresse por restricio (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010), sugerindo dessa forma a
participacdo dessa area cortical na modulagdo da atividade cardiovascular durante situagdes
de estresse, embora as neurotransmissdes envolvidas nessa modulacdo ainda ndo sejam

conhecidas.
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2.5 — Neurotransmissao glutamatérgica e nitrérgica

O glutamato ¢ um dos principais neurotransmissores excitatorios no SNC (FLECK et
al., 1993; KHODOROV, 2004) podendo atuar em diferentes tipos de receptores
metabotropicos e ionotropicos (PRAST; PHILIPPU, 2001; TRABACE; KENDRICK, 2000;
ZHOU; ZHU, 2009). Os receptores ionotropicos sdo canais idnicos dependentes de ligante que
ao serem estimulados promovem a neurotransmissdo excitatoria rapida. Esta categoria de
receptores engloba o N-metil-d-aspartato (NMDA), Alfa-Amino-3-Hidroxi-Metil-5-4-
Isoxozolpropionico (AMPA) e cainato. Receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) sao
acoplados a proteina G que, apds a ligagdo do neurotransmissor, ocorre o desacoplamento
desta proteina desencadeando uma cascata de reagdo de segundos mensageiros intracelulares
(HANSEN et al., 2018; MAZZITELLI et al., 2018; PIN; GALVEZ; PREZEAU, 2003;
RIBEIRO; PIRES; FERGUSON, 2011; ROUSSEAUX, 2008; SCHEEFHALS;
MACGILLAVRY, 2018). Foi demonstrado a presen¢a de terminais glutamatérgicos no CI
(DORI et al., 1992) e que a microinjecao de glutamato no CI causa respostas cardiovasculares
(BUTCHER; CECHETTO, 1995; RANJBAR; HATAM; NASIMI, 2015; RUGGIERO et al.,
1987), evidenciando a neurotransmissdo glutamatérgica presente no CI participando da
modulacado da atividade cardiovascular. Além disso, receptores NMDA de glutamato modulam
a atividade barorreflexa excitatoria mediada pelo CI (ALVES et al., 2009b).

O ¢6xido nitrico (NO) age no SNC como uma molécula de sinalizacao, e tem sido
considerado um neurotransmissor atipico (PRAST; PHILIPPU, 2001; TRABACE;
KENDRICK, 2000; ZHOU; ZHU, 2009). E um gas sintetizado em mamiferos por enzimas
conhecidas como 6xido nitrico sintases (NOS), a partir de L-arginina. E um importante
neuromodulador da comunicacdo celular excitatoria, visto que o neurotransmissor mais
abundante do SNC, glutamato, inicia uma reagao responsavel por formar NO (WANG et al.,
2005). Garthwaite et al. (1988) demonstraram a relagdo entre a ativagdo do receptor NMDA,
a isoforma neuronial da enzima 6xido nitrico sintase (NOSn) e a guanilato ciclase (GC),
enzima que catalisa a producao de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc). A ativacao dos
receptores NMDA presentes em neurdnios pos-sinapticos no SNC levam ao influxo de ions
Ca®" através deste receptor (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1998)
ativando anNOS (DO et al., 2002; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1998;
GRIFFITH; STUEH, 1995) e levando a consequente formacdo de NO, ativando a GC
(TAQATQEH et al.,, 2009), que pode modular a liberacio de diversos tipos de

neurotransmissores. O NO formado pela agdo de nNOS ¢ apontado como neurotransmissor



30

importante nos processos de regulagao do fluxo sanguineo do SNC (GARRY et al., 2015;
TODA; OKAMURA, 2003), plasticidade neuronal, formagcdo de memoria e liberacao de
neurotransmissores (SCHUMAN; MADISON, 1994) ¢ mielinizagdo neuronal no cérebro em
desenvolvimento (OLIVIER et al., 2010).

Estudos tém indicado um envolvimento da via NMDA/NO/GC na modula¢ao do
sistema cardiovascular em diversas estruturas do SNC, em diferentes situagdes inclusive
durante situagdes de estresse (CAMARGO et al., 2013; FASSINI et al., 2015b; LISBOA et
al., 2015; LO et al., 2018; MACHADO et al., 2016). A interacdo dos sistemas glutamatérgico
e nitrérgico vem sendo caracterizado como um sistema extremamente ativo no controle de
diversos sistemas regulatérios, tanto autondmicos como comportamentais, durante situacdes
de estresse (LISBOA et al., 2013, 2015; ZHOU et al., 2011). A sinalizacdo NO/GC no cortex
somatossensorial de camundongos, através da via da guanilato ciclasel (CGl), modula a
liberacao de dois neurotransmissores essenciais para SNC, GABA e Glutamato (WANG et al.,
2017).

Estudos pré-clinicos tém sugerido que os sistemas glutamatérgico e nitrérgico podem
ter implicagdes clinicas em tratamentos como: drogas antiepiléticas (CHAPPELL et al., 2002),
antidepressivas (NICIU et al., 2014), em doencas neurodegenerativas como Parkinson,
Huntington (GALPERN et al., 1996; JENNER; OLANOW, 1996), entre outras.
Demonstrando a importancia do entendimento dos mecanismos regulatérios dessas
neurotransmissdes tdo complexas.

Baseado nas evidéncias acima, o presente estudo se propOs a investigar se as
neurotransmissoes glutamatérgica e nitrérgica presentes no CI de ratos, modula as respostas
autondmicas observadas durante o estresse por restricdo, entre elas: alteracdes

cardiovasculares, liberacao de glicocorticoides e temperatura cutdnea caudal dos animais.
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Figura 1 - Ilustracdo da via de ativacao de receptores NMDA e cascata de reagdoes NO/GC.

Neurdnio pré-sinaptico ‘

GMPc

At
Glutamato o

A
Guanilato ciclase

A | Vesicula
. o
( NOsn ) Oxido nitrico sintase neural A :

| NMDA | Receptor de glutamato NMIDA

0 Oxido nitrico

—_—
L-arginina L-citrulina

‘ Neurdnio pos-sinaptico ‘

Legenda — No neurdnio pré-sinaptico ocorre a despolarizacdo da membrana pré-sinaptica, levando a
exocitose das vesiculas contendo glutamato. Apos liberado na fenda sinaptica, o glutamato interage
com seu receptor do tipo NMDA e leva ao influxo de Ca > no neurdnio pos-sinaptico. O complexo Ca
2/ Calmodulina ativa a enzima 6xido nitrico sintase neural (NOSn), que a partir da biossintese de L-
arginina em L-citrulina, forma o 6xido nitrico (NO). Uma vez formado, o NO se difunde pela
membrana pos sinaptica ¢ atua de forma retrograda no neurénio pré-sinaptico, interagindo com a
guanilato ciclase (GC), que através de reacdes dependentes de GMPc, leva a exocitose de novas
vesiculas contendo glutamato e assim, o ciclo se repete.

Fonte: Da Autora (2020).
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3-OBJETIVOS

O objetivo geral foi avaliar se as neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica
presentes no CI integram um circuito central envolvido no controle de respostas autondmicas

e neuroendocrinas associadas a exposi¢do ao estresse.

3.1 - Objetivos especificos

1. Avaliar a participagdo da neurotransmissdo glutamatérgica no cortex
insular sob as respostas cardiovasculares, na liberacdo de glicocorticoides e
temperatura cutanea desencadeadas pelo estresse por restri¢do, através da microinjecao
local de antagonistas especificos dos receptores de glutamato NMDA (LY235959) e
nao NMDA (NBQX);

2. Avaliar a participa¢do da neurotransmissao nitrérgica no cortex insular,
sob as respostas cardiovasculares, na liberagdo de glicocorticoides e temperatura
cutanea desencadeadas pelo estresse por restri¢ao, através da microinjecao local de um
inibidor seletivo da enzima 6xido nitrico sintase neural (NPLA), um sequestrador de

NO (Carboxi-PTIO) e um inibidor especifico da formacao de guanilato ciclase (ODQ)
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 — Animais

35

Foram utilizados 48 ratos Wistar pesando entre 280-340 g. Os animais foram

fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Lavras e mantidos durante todo

o tempo de experimento em caixas plasticas, sendo alimentados com racao granulada e agua

ad libidum. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Lavras, processo (025/2016) e segue as normas da comissao de ética em utilizagao

animal (CEUA) e estd de acordo com os principios éticos da experimentagdo animal adotado

pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

4.2 - Grupos experimentais

e aCSF- Liquido cefalorraquidiano artificial;

e [Y235959 — antagonista de receptor de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato);

e NBQX — antagonista de receptor de glutamado nao-NMDA (N-metil-D-aspartato);

e N-propil-l-arginina (NPLA) — inibidor especifico da nNOs (6xido nitrico sintase

neural);
e (Carboxi PTIO — sequestrador de NO (6xido nitrico);

e ODQ - inibidor especifico da formagao da guanilato ciclase.

4.3 - Protocolos experimentais

Figura 2 - Cronologia dos protocolos experimentais

) Implante canula Histologia
Implante arteria femoral encéfalo

Analise de
todos os dados

canulas guia no

Cortex Insular Expenr_mznlu Cardio ® S lie e por Analise sitios EUSA
2 ! | resingéo + Temperatura cauda de injecio Corticosterona
! ! ¢ t
l | I I I I -
o 1 I I | | I
Dia 1 Dia 6 Dia7 . j

Pds experimento

Legenda — No dia 1, foram realizadas as cirurgias estereotaxicas para implante de canulas guia no
cortex insular. No dia 6 ocorreram as cirurgias para implante de canula na artéria femoral dos ratos.
No sétimo dia, ocorreu o experimento de registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca, estresse
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por restri¢ao e fotos de temperatura caudal. Posteriormente ao experimento, os animais foram
eutanasiados e o encéfalo foi removido. Apos, foram feitas as histologias do encéfalo, analises dos
sitios de inje¢@o no cortex insular, andlise de ELISA para corticosterona sérica e por fim, andlise e
processamento de todos os dados obtidos.

4.4 - Técnica de implante de canulas guias no Cortex Insular

Sete dias antes dos experimentos, os animais foram anestesiados com tribromoetanol
na dose de 250 mg/ kg, i.p. ApOs tricotomia na cabega, os animais foram imobilizados em um
estereotaxico (Stoelting, USA) e a calota craniana exposta por meio de uma incisao na pele. O
peridsteo foi retirado e todo o tecido com H20O2 a 10%. Canulas guias foram implantadas
bilateralmente no CI. Os parametros para implantacdo das canulas no CI serdo: antero-
posterior, +3,2 mm em relagdo ao bregma; lateral, + 3,75 mm a partir do Bregma; vertical, -
4,5 mm em relacao ao 0sso craniano; com inclinagao lateral de 0° ¢ Incisivo = -3,2 mm. Todas
as coordenadas para implantagao das canulas tiveram como referéncia pardmetros do Atlas de
Paxinos & Watson (PAXINOS; WATSON, 1997). Foram utilizadas canulas de ago inoxidavel
com 11 mm de comprimento e 0,55 mm de didmetro externo. As canulas foram fixadas ao
cranio com resina acrilica autopolimerisavel. Um mandril de 0,2 mm de didmetro foi
introduzido nas canulas para evitar a obstru¢cdo das mesmas durante o periodo de recuperacao
dos animais. Como medida profilatica, apds a cirurgia os animais receberam 80.000 UI de
Pentabiotico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL por via intramuscular.
Os animais também receberam 2,5 mg/kg do analgésico nao-esteroidal flunexina meglumina

(Banamine®, Schering Plough, Brasil), por via subcutanea, para analgesia pos-operatoria.

4.5 - Canulac¢ao da artéria femoral

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, os animais foram anestesiados com
tribomoetanol na dose de 250 mg/Kg i.p., e implantou-se um cateter na artéria femoral de cada
animal. Este vaso foi dissecado e um cateter de polietileno introduzido até a artéria aorta
abdominal inferior. O cateter ¢ constituido por um segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm)
soldado a segmento de polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solug¢ao
salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugdo salina), e obstruido com pino de
metal. Apos implantagdo do cateter, este foi exteriorizado na regido dorsal do animal e fixado
a pele por sutura cirtirgica. Ao término da cirurgia, os animais receberam 2,5 mg/ kg do

analgésico ndo-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil), por
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via subcutidnea, para analgesia pods-operatdria. Os animais foram mantidos em caixas
individuais durante todo o periodo pods-operatorio e de registro dos parametros

cardiovasculares basais.

4.6 - Microinjecao de drogas no Cortex Pré-frontal Lateral

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para microinje¢ao
das drogas no CI, de um milimetro mais longa do que a canula guia fixada ao cranio, e foram
conectadas a uma seringa de 2 pl (Hamilton, EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10).

As drogas foram injetadas no volume de 100 nL (ALVES et al., 2013b; HAN et al., 2015).

4.7 - Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao.
Registrou-se a a pressdo arterial pulsatil utilizando um amplificador de sinais AECADO4F
(Solugao Integrada Comercial LTDA M.E., Brasil), conectado a um sistema de aquisi¢cdo de
dados computadorizado (Solugdo Integrada Comercial LTDA M.E., Brasil). Os valores de
pressao arterial média (PAM) e FC foram derivados da pressdo arterial pulsatil e processados
on-line através do software AcqKknowledge 3.8.1.

Os experimentos foram realizados 24 h apo6s a implantagdo do cateter na artéria
femoral. Os animais foram mantidos na sala de experimentagdo por 60 minutos antes do inicio
do experimento, para habituagdo as condi¢des de som e iluminagdo da sala. Dez minutos de

registro basal de PAM e FC foram realizados antes do inicio dos experimentos

4.8 — Dosagem corticosterona sérica

O sangue foi coletado diretamente da artéria femoral, através da canula inserida na
mesma anteriormente. A primeira amostra de sangue foi coletada para medir o valor basal do
horménio (animais ndo-estressados). A seguir, apds 15 minutos do inicio do estresse por
restri¢do, uma nova amostra foi retirada. O volume retirado foi de 0,3 ml por cada retirada e
este mesmo volume foi recuperado com a injecao de salina heparinizada. As amostras foram
armazenadas em tubos plasticos de 0,5 ml. Para a obtengao do soro, as amostras permaneceram
em temperatura ambiente por 1 hora para a retragdo do coagulo, sendo posteriormente
centrifugadas a 2000xg por 15 min. Apds a centrifugagdo, o soro foi separado e estocado em

freezer -80°C para posterior andlise. A corticosterona sérica foi mensurada por ensaio
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imunoenzimatico (ELISA) utilizando kit comercialmente disponivel (Cayman chemical,

Michigan-USA).

4.9 - Estresse por restricao

O tubo de restri¢ao for¢ada ¢ constituido por um segmento de PVC com assoalho plano,
elevado a 5 cm do chdo, medindo 15 cm de comprimento e 6,5 cm de didmetro, permitindo
assim, a imobilizagdo do animal em posi¢do normal. O rato permaneceu no tubo por 30
minutos, e a pressdo arterial foi registrada 10 min antes de ser colocado no tubo de restricao

em sua home cage, ¢ durante todo o periodo da permanéncia do animal no tubo.

Figura 3- Cronologia do registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca, coleta de sangue e
estresse por restri¢ao.
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30 minutos de restricdo e registro de PAe FC

Legenda — Os animais foram conectados ao aparelho de registro de pressdo arterial (PA) e frequéncia
cardiaca (FC), receberam injec¢ao das drogas através das canulas guias implantadas anteriormente no
CI. O registro basal consistiu em 10 minutos, onde os animais estavam em suas home-cage. Apos 0s
10 minutos, foi retirada a primeira amostra de 0,3mL de sangue (amostra pré-estresse) pela canula
implantada na artéria femoral dos ratos. Imediatamente apds a retirada, os animais foram colocados no
tubo de restri¢cdo e permaneceram por 30 minutos no tubo e conectados ao registro de PA ¢ FC. Apos
15 minutos na restri¢ao, retirou-se a segunda amostra de sangue (amostra pds-estresse) .

4.10 — Temperatura da cauda

A temperatura cutanea, especificamente da cauda dos animais, foi registrada utilizando
camera térmica Milti-Purpose Thermal Imager IRI 4010 (Infra Red Systems Ltd Park Circle,
Tithe Barn Way Swan Valley Northompton, USA) a uma distancia de 50 cm. Medidas com

intervalo de 3 minutos durante o registro basal de PA e FC e, ap6s a inje¢do das drogas, uma

Tempo O 15 minutos 30 minutos
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foto a cada dez minutos a partir do periodo que o animal entrou no tubo, sendo a primeira

medida no tempo 0 de restricdo e a Gltima assim que completaram 30 minutos de restrigao.

Figura 4 - Cronologia de experimento de temperatura caudal.
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Legenda — Durante o registro basal (10 minutos anteriores ao estresse por restricdo), foram tiradas 3
fotos térmicas com intervalo de 3 minutos de uma foto para outra. Apds o inicio do estresse por
restri¢cdo, foram tiradas mais 4 fotos, com intervalo de 10 minutos entre as fotos, com a primeira sendo
imediatamente apos o animal entrar no tubo de restrigdo e a Gltima assim que completaram 30 minutos
no tubo.

4.11 - Solucoes e drogas utilizadas

LCR - liquido cefalorraquidiano artificial, NaCl 100 mM; Na3PO4 2 mM; KCl 2,5
mM; MgCI2 1,0 mM; NaHCO3 27 mM; CaC2 2,5 mM; pH=7,4), tribromoetanol (SIGMA,
EUA), uretana (SIGMA, EUA), NBQX (TOCRIS, EUA, antagonista de receptores nao-
NMDA de glutamato), LY235959 (TOCRIS, EUA, antagonista de receptores NMDA de
glutamato), N-Propil-L-arginina (N-propil, TOCRIS, EUA, inibidor seletivo da nNOS),
Carboxi-PTIO (TOCRIS, EUA, seqiiestrador de NO); ODQ (inibidor especifico da formacao
da guanilato ciclase); Pentabiotico veterinario (Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil) e analgésico

nao-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil).

4.12 - Determinacao anatomica dos sitios de injecao de droga no Cortex Insular

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com urethana na dose de
1,2 g/kg i.p., antes do inicio da perfusdo. Foi injetado o corante azul de Evan a 1% no local de

administracdo da droga no CI, no mesmo volume da inje¢do das drogas (100 nL). Em seguida,
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realizou-se a perfusdo e os encéfalos foram removidos da caixa craniana, pos-fixados e
posteriormente seccionados em cortes frontais de 40 um de espessura para analise dos sitios

de injecao.

4.13- Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para analise
estatistica foi utilizado o programa Prism 6.0 (GraphPad, USA). Foi usado o teste t Student
pareado para comparar os valores basais da PA, FC, temperatura cutanea antes e apos
tratamento com as drogas. As alteragdes cardiovasculares, temperatura cutdnea e
corticosterona foram analisadas pelo teste de variancia de dois fatores (ANOVA two-way)
utilizando como varidveis os fatores do tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida
repetida. Quando os resultados mostraram-se diferentes apos ANOVA two-way, foi realizado

o pos teste de medidas repetidas, Bonferroni’s.
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5 -PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

5.1 - Estudo da participa¢do do CI nas respostas cardiovasculares, liberaciao de
glicocorticoides e temperatura cutinea ao estresse por restri¢ao.

5.1.1 - Efeito do tratamento do CI com LY235959, um antagonista de receptor NMDA,
sobre as respostas cardiovasculares, liberacdo de glicocorticoides e temperatura cutinea
durante o estresse por restri¢do

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento de receptores
glutamatérgicos no CI na modulacdo das respostas cardiovasculares, liberacdo de
glicocorticdides e temperatura cutanea desencadeadas pelo Estresse por restri¢do. Para tanto,
foi utilizado o antagonista seletivo de receptores glutamatérgicos NMDA, LY235959
(1nmol/100nL) (FASSINI et al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

5.1.2 - Efeito do tratamento do CI com NBQX, um antagonista de receptor ndo-NMDA,
sobre as respostas cardiovasculares, liberacdo de glicocorticoides e temperatura cutinea
durante o estresse por restri¢do

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento de receptores
glutamatérgicos no CI na modulagdo das respostas cardiovasculares, liberacdo de
glicocorticdides e temperatura cutanea desencadeadas pelo Estresse por restri¢do. Para tanto,

foi utilizado o antagonista seletivo de receptores ndao-NMDA, NBQX (Inmol/100nL)
(FASSINI et al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

5.1.3 - Efeito do tratamento do CI com NPLA, um bloqueador da NOS, sobre as
respostas cardiovasculares, liberacdo de glicocorticoides e temperatura cutanea durante o
estresse por restri¢do

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento do sistema nitrérgico
no CI na modulagdo das respostas cardiovasculares, liberagdo de glicocorticdides e
temperatura cutdnea desencadeadas pelo estresse por restrigdo. Para tanto, foi utilizado o
inibidor seletivo da nNOS, N-Propil (0.4 nmol/100nL) (BARRETTO-DE-SOUZA et al.,
2018; FASSINI et al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013);

5.1.4 - Efeito do tratamento do CI com Carboxi-PTIO, um sequestrador de NO, sobre
as respostas cardiovasculares, liberagdo de glicocorticoides e temperatura cutdnea durante
0 estresse por restri¢do
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Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o envolvimento do sistema nitrérgico
no CI na modulagdo das respostas cardiovasculares, liberagdo de glicocorticdides e
temperatura cutanea desencadeadas pelo estresse por restrigdo. Para tanto, foi utilizado o
sequestrador de NO, Carboxi-PTIO (1 nmol/100nL) (BUSNARDO et al., 2019a; FASSINI et
al., 2015b; FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).

5.1.5 - Efeito do tratamento do CI com ODQ, um inibidor da guanilato ciclase, sobre
as respostas cardiovasculares, liberagdo de glicocorticoides e temperatura cutdnea durante
0 estresse por restri¢do

Estes experimentos tiveram por objetivo verificar o papel cascata de ativagdo da
guanilato ciclase produzindo guanosina monofosfato ciclase (¢cGMP) no CI na modulagao das
respostas cardiovasculares, liberagao de glicocorticoides e temperatura cutanea desencadeadas
pelo estresse por restricdo. Para tanto, foi utilizado o inibidor seletivo da guanilato ciclase
ODQ (1 nmol/100nL) (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2018; FASSINI et al., 2015b;
FERREIRA-JUNIOR et al., 2013).
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6 - RESULTADOS

6.1 — Determinacao do sitio de injecao das drogas

Figura 5- Foto de um corte histoldgico, representativa de sitios de inje¢ao no cortex insular
(CD).

Legenda - Abreviacdes: corpo caloso (CC); cortex pré-limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex
orbital (CO).
Fonte: Da Autora (2020).
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6.2 — Efeito do tratamento do CI com LY235959, um antagonista de receptor NMDA,
sobre as respostas cardiovasculares, liberacio de 46 licocorticoides e temperatura
cutanea durante o estresse por restricao

Figura 6 - Dispersao dos sitios de injecao de um antagonista de receptores NMDA, LY235959
(Continua).

Interaural 12.20 mm Bregma 3.20 mm

Interaural 11.70 mm Bregma 2.70 mm
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Figura 6 - Dispersado dos sitios de injecao de um antagonista de receptores NMDA,

LY235959 (Conclusao).

Interaural 11.20 mm Bregma 2.20 mm

Legenda: Dispersdo dos sitios de injecdo da droga LY235959 (Inmol/100nL), a partir de
representacdo esquematica baseada no Atlas Paxinos e Watson (1997). Abreviagdes: corpo caloso
(CQO); cortex pré-limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex orbital (CO).

Fonte: Da Autora (2020).



48

A microinje¢ao de LY235959 (Inmol/100nL) no CI ndo alterou os valores basais da

PAM, FC e temperatura caudal (TC) dos animais, conforme representado na tabela 1, p<0,05.

Tabela 1- Valores basais de PAM, FC ¢ TC em animais controle ¢ tratados com LY235959.

PAM (mmHg) FC (bpm) TC (°C)
n Antes Apds p t n Antes Apds p t n Antes Apbs p t
353,06
118,34+ | 118,24 + ’ 343,67 29,18+ | 29,35
aCSF 9 4.90 6.02 0,7 | 0,36 9 13ﬂ:34 10,87 0,8 | 0,26 | 8 0.93 1052 0,55 | 0,61
370,16 | 378,58
LY235959 | 8 128,94+ | 129,16 + 0,8 0,2 8 + + 0,11 | 1,81 | 7 30,22+ 31,03 0,23 | 1,33
2,39 2,65 11.31 17.58 1,08 +1,13

Nota — Resultado do teste de diferenca das médias (teste t student) dos valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura caudal (TC), antes e
apos injecao de LY235959. Valores expressos em média e erro padrao da média.

Fonte: Da autora (2020).

A injecdo do antagonista de receptor NMDA, LY235959, potencializou a resposta
pressora (tratamento: p = 0,0021, F(1,15)= 13,80; tempo: p < 0,0001, Fo,600) = 8,899; interacao:
p < 0,0001, Fuo,600) = 2,627) e resposta taquicardica (tratamento: p = 0,0451, F(1,15) = 4,780;
tempo: p < 0,0001, Fuo,600) = 20,45; interagdo: p = 0,0013, Fo,600) = 1,859) em funcdo do
tempo, mas ndo alterou a queda da temperatura da cauda (tratamento: p = 0,1083, F,13) =
2,974; tempo: p = 0,3424, F,78) = 1,149; interagdo: p = 0,0077, F(s,78)=3,173) e corticosterona
sérica (tratamento: p = 0,5703, F (1, 11)= 0,3423; tempo: p = 0,0008, F (1,11)= 21,02; interagao:
p =0,2652, F,11y = 1,378) nas altera¢des desencadeadas pelo ER.
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Figura 7- Variacdo da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC),
temperatura caudal (ATC) e concentracdo sérica de costicosterona, em animais
submetidos ao estresse por restricdo (ER) tratados com LY235959.
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Legenda - Variagdo da pressdo arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B),
temperatura caudal (ATC) (C) ao longo do tempo e concentragdo sérica de costicosterona (D), em
animais submetidos ao estresse por restricdo (ER) tratados com LY235959(circulos pretos, barras
pretas), um antagonista de receptores NMDA, na dose de 1nmol/100nL ou tratados com liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) (circulos brancos, barras brancas). No tempo 0 os animais foram
submetidos ao estrese por restricdo. Os circulos e barras (corticosterona) representam os valores médios
+ EPM. * indica o tempo onde grupo LY235959 apresentou diferenca comparado ao grupo aCSF, pelo
pos teste de multiplas comparagdes Bonferroni’s. # indica diferenga no tratamento.

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 8 - Registro representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais
submetidos ao estresse por restricdo, tratados com LY235959.
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Legenda - Registro representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao estresse por restri¢do,
tratados com LY235959.um antagonista de receptores NMDA, na dose de 1nmol/100nL ou liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF).

Fonte: Da autora (2020).
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Figura 9 - Representacao termografica da variagao da temperatura caudal de animais
tratados com LY235959.

Basal Restricdo 10 min 20 min 30 min Lo

-
- A

Legenda: Representagdo termografica da variagdo da temperatura caudal ao longo do tempo de
experimento, de animais tratados com LY235959 (1nmol/100nL) e com liquido cefalorraquidiano
articifial (aCSF — 100nL), submetidos ao estresse por restrigao.

26.5°C

Fonte: Da autora (2020).
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6.3 - Efeito do tratamento do CI com NBQX, um antagonista de receptor nao-NMDA,
sobre as respostas cardiovasculares, liberacio de glicocorticoides e temperatura cutanea

durante o estresse por restri¢io

Figura 10 - Dispersdo dos sitios de injecdo de um antagonista de receptores nio NMDA,
NBQX (Continua).

Interaural 12.20 mm Bregma 3.20 mm

Interaural 11.70 mm — Bregma 2.70 mm



Figura 10 - Dispersao dos sitios de injegdo de um antagonista de receptores naio NMDA,
NBQX (Conclusao).

Legenda: Dispersao dos sitios de inje¢do da droga NBQX (1nmol/100nL), a partir de representacdo

esquematica baseada no Atlas Paxinos e Watson (1997). Abreviagdes: corpo caloso (CC); cortex pré-

Interaural 11.20 mm

limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex orbital (CO).

Bregma 2.20 mm

Fonte: Da Autora (2020).
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A microinjecao de NBQX (1nmol/100nL), no CI nao alterou os valores basais da PAM,

FC e TC dos animais, conforme apresentado na tabela 2, p<0,05.

Tabela 2 - Valores basais de PAM, FC e TC em animais controle e tratados com NBQX.

PAM (mmHg) FC (bpm) TC (°O)
N Antes Apds p t Antes Apds p t Antes Apds P t
118,34+ | 11824+ 353,06 + | 343,67+ 29,18+ | 29,35+
aCSF 9 4,90 6.02 0,7 | 0,36 1334 9.87 0,8 | 0,26 0.93 0.52 0,55 | 0,61
118,43+ | 116,15+ 341,79 + | 348,08 + 29,85+ | 30,55+
NBQX | 7 3.46 2.64 0,4 | 0,98 1333 10,41 0,13 | 1,74 0,61 0.61 0,39 | 0,91

Nota - Resultado do teste de diferenca das médias (teste t student) comparando valores basais de

pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura caudal (TC), antes e apds injegao

de NBQX. Valores expressos em média e erro padrao da média.

Fonte: Da Autora (2020).



54

A injecao de NBQX, um antagonista de receptor nao-NMDA no CI ndo alterou a PAM
(tratamento: p = 0,0843, F(1,14) = 3,453; tempo: p < 0,0001, Fuo,560) = 15,49; interagdo: p <
0,0001, Fo,560= 2,247), FC (tratamento: p = 0,104, F(1,14) = 3,023; tempo: p < 0,0001, F40,560)
= 21,80; interagdo: p = 0,068, Fo,560) = 1,369), temperatura da cauda (tratamento: p = 0,7794,
F(,14)=0,08151; tempo: p < 0,0001, Fs,g4) = 14,95; interacao: p = 0,4435, Fs,84) = 0,9808), e
também nao alterou a corticosterona sérica (tratamento: p = 0,2491, Fq,11) = 1,481; tempo: p

=0,0004, F,11)= 24,67, interagdo: p = 0,1572, F(1,11) = 2,305) nos animais submetidos ao ER.
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Figura 11 - Variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC),
temperatura caudal (ATC) e concentragdo sérica de costicosterona (D), em

animais submetidos ao estresse por restri¢ao (ER) e tratados com NBQX.
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Legenda - Variacdo da pressdo arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B),
temperatura caudal (ATC) (C) ao longo do tempo e concentragdo sérica de costicosterona (D), em
animais submetidos ao estresse por restri¢ao (ER) tratados com NBQX (circulos pretos, barras pretas),
um antagonista de receptores ndo-NMDA, na dose de 1nmol/100nL, ou tratados com liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) (circulos brancos, barras brancas). No tempo 0 os animais foram
submetidos ao estrese por restricdo. Os circulos e barras (corticosterona) representam os valores médios
+ EPM. * indica o tempo onde grupo NBQX apresentou diferenga comparado ao grupo aCSF, pelo pos
teste de multiplas comparagdes Bonferroni’s. # indica diferenga no tratamento.

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 12 - Representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM)
e frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao
estresse por restricdo e tratados com NBQX.
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Legenda - Representativo de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao estresse por restrigdo. Tratados com NBQX um
antagonista de receptores ndo NMDA, na dose de 1nmol/100nL ou liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF).

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 13 - Representacao termografica da variacao da temperatura caudal de animais
tratados com NBQX.

Basal Restricao 10 min 20 min 30 min -

- '-‘"" I

Legenda - Representacdo termografica da variacdo da temperatura caudal ao longo do tempo de
experimento, de animais tratados com NBQX (0,4nmol/100nL) e com liquido cefalorraquidiano
articifial (aCSF — 100nL), submetidos ao estresse por restricao

26.5°C
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6.4 - Efeito do tratamento do CI com NPLA, um bloqueador da NOS, sobre as respostas
cardiovasculares, liberacao de glicocorticoides e temperatura cutanea durante o estresse

por restricao

Figura 14 -Dispersao dos sitios de inje¢ao de um bloqueador da 6xido nitrico sintase (NOS),
NPLA (Continua).

NPLA

Interaural 12.20 mm Bregma 3.20 mm

Interaural 11.70 mm Bregma 2.70 mm
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Figura 14: Dispersao dos sitios de inje¢ao de um bloqueador da 6xido nitrico sintase (NOS),
NPLA (Conclusao).

Interaural 11.20 mm Bregma 2.20 mm

Legenda - Dispersdo dos sitios de injegdo de um bloqueador da 6xido nitrico sintase (NOS), NPLA
(0,4 nmol/100nL), a partir de representacdo esquematica baseada no Atlas Paxinos ¢ Watson (1997).
Abreviacdes: corpo caloso (CC); cortex pré-limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex orbital (CO).

Fonte: Da Autora (2020).

A microinjecdo de NPLA (0,4nmol/100nL), no CI nao alterou os valores basais da

PAM, FC e TC dos animais, conforme representado na tabela 3, p<0,05.

Tabela 3 - Valores basais de PAM, FC e TC em animais controle e tratados com NPLA.

PAM (mmHg) FC (bpm) TC (°C)
N Antes Apds p t n Antes Apds p T n | Antes Apds p t
118,34 118,24 353,06 343,67 + 29,18+ | 29,35+
aCSF 9 4.90 £ 6.0 0,7 1036 | 9| 7 13.34 9.87 0,8 | 0,26 | 8 0.93 0.52 0,55 | 0,61
NPLA 3 106,43 + 107,97 03 | 114 | 8 366,93 368,08 + 079 | 027 | 5 28,92+ | 3148+ 0.08 | 2,32

3,73 +4,02 +12,55 10,39 0,66 1,19
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Nota - Resultado do teste de diferenca das médias (teste t student) comparando valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura da cauda (TC), antes e apds

injecdo de NPLA. Valores expressos em média e erro padrao da média.

Fonte: Da Autora (2020).

A injecao do bloqueador da 6xido nitrico sintase, NPLA, no CI aumentou a PAM
(tratamento: p = 0,0216, Fq,15) = 6,569; tempo: p < 0,0001, Fuo,600) = 16,0; interacao: p =
0,0779, F0,600 = 1,349), FC (tratamento: p = 0,0388, F1,15)=5,125; tempo: p <0,0001, F0,600)
= 24,29; interacdo: p = 0,0007, F4o,600) = 1,925), mas ndo alterou a temperatura da cauda dos
animais (tratamento: p = 0,1053, F (1,11)=3,116; tempo: p <0,0001, F (6, 66) = 12,18; interagao:
p=0,1317, F 6,66 = 1,713). Porém, a concentracdo de corticosterona sérica diminuiu nos
animais que receberam a injecao de NPLA (tratamento: p = 0,0070, F (1,8 = 12,97; tempo: p
=0,0041, F (1,8 = 15,83; interagdo: p = 0,0273, F (1,8 = 7,267) ap6s o ER.



61

Figura 15: Variacdo da pressdao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura caudal (ATC) e concentracdo sérica de costicosterona, em animais

submetidos ao estresse por restricdo (ER) e tratados com NPLA
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Legenda - Variagdo da pressdo arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B) e
temperatura caudal (ATC) (C) ao longo do tempo e concentragdo sérica de costicosterona (D), em
animais submetidos ao estresse por restricdo (ER) e tratados com NPLA (circulos pretos, barras
pretas), um bloqueador da 6xido nitrico sintase, na dose de 0,4nmol/100nL, ou tratados com liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) (circulos brancos, barras brancas). No tempo 0 os animais foram
submetidos ao estrese por restricdo. Os circulos e barras (corticosterona) representam os valores médios
+ EPM. * indica o tempo onde grupo NPLA apresentou diferenga comparado ao grupo aCSF, pelo pos
teste de multiplas comparagdes Bonferroni’s. # indica diferenca no tratamento

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 16 - Representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM)
e frequéncia cardiaca (FC)ao longo do experimento, em animais submetidos ao

estresse por restricao etratados com NPLA.
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Legenda - Representativo de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca
(FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao estresse por restricdo. Tratados com NPLA, um
bloqueador da 6xido nitrico sintase na dose de 0,4nmol/100nL ou liquido cefalorraquidiano artificial (aCSF).

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 17: Representacdo termografica da variagdo da temperatura caudal de animais
tratados com NPLA.

Basal Restricao 10 min 20 min 30 min

Legenda - Representagdo termografica da variagdo da temperatura caudal ao longo do tempo de
experimento, de animais tratados com NPLA (0,4nmol/100nL) e com liquido cefalorraquidiano
articifial (aCSF — 100nL), submetidos ao estresse por restrigao.

Fonte: Da Autora (2020).

31.8°C

26.5°C
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6.5 - Efeito do tratamento do CI com Carboxi-PTIO, um sequestrador de NO, sobre as

respostas cardiovasculares, liberacao de glicocorticdides e temperatura cutinea durante
0 estresse por restricao

Figura 18: Dispersao dos sitios de inje¢ao de um sequestrador de 6xido nitrico, Carboxi-
PTIO.

Carboxi-PTIO
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Legenda - Dispersdo dos sitios de inje¢do de um sequestrador de 6xido nitrico, Carboxi-PTIO (1
nmol/100nL), a partir de representagdo esquematica baseada no Atlas Paxinos ¢ Watson (1997).
Abreviagdes: corpo caloso (CC); cortex pré-limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex orbital (CO).

Fonte: Da Autora (2020).
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A microinjecao de Carboxi-PTIO (1nmol/100nL), no CI ndo os alterou valores basais
da PAM, FC e TC dos animais, conforme representado na tabela 4, p<0,05.

Tabela 4: Valores basais de PAM, FC e TC em animais controle e tratados com Carboxi-
PTIO.

PAM (mmHg FC (bpm) TC (°C)

Q
N—

Antes Apds p t n Antes Apds p T n Antes Apds + P

118,34 118,24 353,06 + | 343,67 29,18 + 29,35 +

aCSF +4.90 +6.02 0,7 | 0,36 | 9 1334 19,87 0,8 0,26 | 8 0.93 0.52 0,55 | 0,61
Carboxi- 110,20 116,29 346,79+ | 363,90 29,68 + 29,77 +
PTIO +4,52 +5,79 0.1 1,88 | 8 7,67 +8,47 0,11 183 15 0,74 0,81 0.92 1 0,11

Nota - Resultado do teste de diferenca das médias (teste t student) comparando valores basais de
pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura caudal (TC), antes ¢ apos inje¢ao

de Carboxi-PTIO. Valores expressos em média ¢ erro padrao da média

Fonte: Da Autora (2020).

A inje¢ao do sequestrador de NO, Carboxi-PTIO, aumentou a resposta pressora em
funcao do tempo (tratamento: p = 0,0029, F (1, 15)=12,59; tempo: p <0,0001, F (0, 600)= 17,15;
interagdo: p < 0,0001, F (0, 600) = 2,148) e a resposta taquicardica (tratamento: p = 0,0372, F (1,
15) = 5,226; tempo: p < 0,0001, F (40, 600y = 21,65; interacao: p = 0,5354, F (0, 600y = 0,9643),
desencadeados pelo ER. A temperatura da cauda dos animais sdo sofreu alteracdes apds a
microinjecao da droga (tratamento: p = 0,6949, F 1,11y = 0,1621, tempo: p < 0,0001, F (6, 66) =
6,736; interagdo: p = 0,6795, F (6, 66) = 0,6632). Entretanto, a concentracao de corticosterona
sérica diminuiu (tratamento: p = 0,0057, F (1, 8y = 13,97; tempo: p = 0,0029, F (1,5 = 17,94;
interacao: p = 0,0628, F (1,8) = 4,665) apos o ER.
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Figura 19 - Variacdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC)e
temperatura caudal (ATC) e concentragdo sérica de costicosterona (D), em

animais submetidos ao estresse por restricdo (ER) e tratados com Carboxi-
PTIO.
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Legenda - Variagdo da pressdo arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B) e
temperatura caudal (ATC) (C) ao longo do tempo e concentragdo sérica de costicosterona (D), em
animais submetidos ao estresse por restri¢do (ER) e tratados com Carboxi-PTIO (circulos pretos, barras
pretas), um sequestrador de oxido nitrico, na dose de 1nmol/100nL, ou tratados com liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF) (circulos brancos, barras brancas). No tempo 0 os animais foram
submetidos ao estrese por restricdo. Os circulos e barras (corticosterona) representam os valores médios
+ EPM. * indica o tempo onde grupo Carboxi-PTIO apresentou diferenga comparado ao grupo aCSF,
através do pos teste de multiplas comparacdes Bonferroni’s. # indica diferenca no tratamento.

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 20- Representativo de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais
submetidos ao estresse por restricao e tratados com Carboxi-PTIO.

200 —
pAp 10 —
(mmHg) 100 —
50—
150
PAM \
{mmHga) f\ﬂ__j\_ﬂ;\
\III”IIIBI 100— w YWMWMMMM
50
550  m—
FC 450 — fﬁj\M aas ol )
o ; 'll W 'UMvM"‘W‘U\)"V!p\“\ﬂ"\,\ﬂ"\/m\,\"\l"hn"um'“'ﬂfuh '\fw"“‘uﬁvw"v‘wuﬁu""‘"v“
(bpm) 355 _| A
250 —t
Restrigdo
Carboxi-PTIO
200 m—
PAP 130 —

(mmHg) 100 —

50 m—

200 =

PAM 0= MM‘M“
(mmHg) 190 e Siforguraes

50—

550 m—

FC 450 —] WWM%

(bpm)

M

350 e

250 —

Restricao

Legendas - Representativo de pressdo arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao estresse por restri¢do.
Tratados com Carboxi-PTIO, um sequestrador de 6xido nitrico, na dose de 1nmol/100nL ou liquido
cefalorraquidiano artificial (aCSF).

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 21- Representacao termografica da variacdo da temperatura caudal de animais
tratados com Carboxi-PTIO.

Basal Restricdo 10 min 20 min 30 min

31.8°C
Carboxi - g

Legenda - Representagdo termografica da variagdo da temperatura caudal ao longo do tempo de
experimento, de animais tratados com Carboxi-PTIO e com liquido cefalorraquidiano articifial (aCSF
— 100nL), submetidos ao estresse por restricao.

= 265

Fonte: Da Autora (2020).
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6.6 - Efeito do tratamento do CI com ODQ, um inibidor da guanilato ciclase, sobre as
respostas cardiovasculares, liberacao de glicocorticdides e temperatura cutinea durante

0 estresse por restricao

Figura 22 - Dispersao dos sitios de inje¢ao de um inibidor da guanilato ciclase, ODQ.

oDQ

Interaural 12.20 mm Bregma 3.20 mm

Interaural 11.70 mm Bregma 2.70 mm

Legenda - Dispersao dos sitios de inje¢do de um inibidor da guanilato ciclase, ODQ (1 nmol/100nL.),
a partir de representacdo esquematica baseada no Atlas Paxinos e Watson (1997). Abreviagdes: corpo
caloso (CC); cortex pré-limbico (PrL), cortex cingulado (Cg), cortex orbital (CO).

Fonte: Da Autora (2020).



70

A microinje¢ao de ODQ (1nmol/100nL), no CI ndo alterou os valores basais da PAM,

FC e TC dos animais, conforme representado na tabela 5, p<0,05.

Tabela 5: Valores basais de PAM, FC ¢ TC em animais controle e tratados com ODQ.

PAM (mmHg) FC (bpm) TC (°C)
n Antes Apos p t n Antes Apos P t n Antes Apos P t
118,34+ | 11824+ 353,06 | 343,67 + 29,18 + 29,35 +
aCSF 9 4,90 6.02 071036 |9 | 13.34 9.87 0,8 | 0,26 | 8 0.93 0.52 0,55 | 0,61
111,31+ 112,18 350,62 | 349,81+ 28,77 + 29,06 +
OoDQ 8 6.96 6,91 081 02 | 8| 7 8.62 7,70 0,59 | 0,56 | 5 0.72 0.93 0,26 | 1,31

Nota - Resultado do teste de diferenca das médias (teste t student) comparando valores basais de
pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura caudal (TC), antes ¢ apos inje¢ao

de ODQ. Valores expressos em média e erro padrdo da média.

Fonte: Da Autora (2020).

A injecdo do inibidor da guanilato ciclase, ODQ, aumentou a PAM (tratamento: p =
0,0205, F (1,15) = 6,704; tempo: p < 0,0001, F 0,600y = 17,57; interacao: p = 0,0025, F (o0, 600)
=1,787) e FC (tratamento: p = 0,0426, F (1, 15) = 4,908; tempo: p < 0,0001, F @0, 600) = 29,78;
interacao: p = 0,0299, F (40, 600) = 1,486) em fun¢ao do tempo, nos animais submetidos ao ER.
A temperatura da cauda nao sofreu alteragdes pela inje¢ao de ODQ (tratamento: p =0,3219, F
a, 1= 1,076; tempo: p = 0,0018, F (, 66) = 4,001; interacdo: p = 0,1636, F 6, 66)= 1,591) e a
concentracdo de corticosterona sérica também nao (tratamento: p = 0,3514, F (1,8) = 0,9790;
tempo: p = 0,0008, F (1,8 =27,39; interacdo: p = 0,4808, F (1,8) = 0,5468) apoOs a exposi¢do ao
ER.
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Figura 23 - Variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura caudal (ATC) e concentracdo sérica de costicosterona, em animais
submetidos ao estresse por restricao (ER) e tratados com ODQ.

(B)
200-

150+

100+

50+

AFC(bpm)

APAM (mmHg)

Tempo (minutos) (D)

30
20
10+ T

S

-10 0 10 20 30 Basal Estresse
Tempo (minutos)

Corticosterona (ng/ml)

ATemperatura da cauda (°C)

-~ aCSF
-~ ODQ (1nmo!/100n

N e A LR LR RV

Legenda - Variacdo da pressdo arterial média (APAM) (A), frequéncia cardiaca (AFC) (B) e
temperatura caudal (ATC) (C) ao longo do tempo e concentragdo sérica de costicosterona (D), em
animais submetidos ao estresse por restri¢do (ER) e tratados com ODQ (circulos pretos, barras pretas),
um inibidor da guanilato ciclase, na dose de 1nmol/100nL, ou tratados com liquido cefalorraquidiano
artificial (aCSF) (circulos brancos, barras brancas). No tempo 0 os animais foram submetidos ao estrese
por restricdo. Os circulos e barras (corticosterona) representam os valores médios £ EPM. * indica o
tempo onde grupo ODQ apresentou diferenca comparado ao grupo aCSF, através do pos teste de
multiplas compara¢des Bonferroni’s. # indica diferenca no tratamento.

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 24 - Representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao
estresse por restrigdo, tratados com ODQ.

aCSF

200 —
pap 150 —
(mmHg) 100 —
50 —1
200 —
pAM 0] .
(MMHR) oo | o v A
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550 —
FC 450 —
(bpm) 5oy | MMWW
250 —d
Restrigdo
oDQ
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(MmHg) 100 _|
50—
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50 —
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(bpm) 350 WMWWW%
o | bt

Legenda - Representativo de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) ao longo do experimento, em animais submetidos ao estresse por restri¢ao. Tratados com
ODQ, um inibidor da guanilado ciclase , na dose de Inmol/100nL ou com liquido cefalorraquidiano
artificial (aCSF).

Fonte: Da Autora (2020).
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Figura 25- Representacao termografica da variacao da temperatura caudal de

animais tratados com ODQ.

Basal Restrigdo 10 min 20 min 30 min e

s, -

Legenda - Representacdo termografica da variagdo da temperatura caudal ao longo do tempo de
experimento, de animais tratados com ODQ (1nmol/100nL) e com liquido cefalorraquidiano articifial
(aCSF — 100nL), submetidos ao estresse por restricao.

26.5°C

Fonte: Da Autora (2020).
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7 — DISCUSSAO

O bloqueio da neurotransmissao glutamatérgica no CI, através da microinje¢ao de um
antagonista de receptores NMDA (LY235959), bem como o bloqueio da neurotransmissao
nitrérgica através da microinje¢do de um inibidor especifico da NOSn (NPLA), um
sequestrador de NO (Carboxi-PTIO) ou um inibidor especifico da formagdo da guanilato
ciclase (ODQ), potencializaram a resposta pressora e taquicardica em animais submetidos ao
estresse agudo por restrigdo. Porém, a neurotransmissdo glutamatérgica mediada por
receptores ndo-NMDA, testada pela da microinjecdo de NBQX, um antagonista especifico
para receptores ndo-NMDA, ndo alterou a PAM e FC dos animais. A modulacdo da reducdo
de temperatura caudal, resposta caracteristica desencadeada pelo estresse por restri¢cao, nao foi
alterada pelo bloqueio das neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica, com nenhuma das

drogas utilizadas nos protocolos propostos por este trabalho.

A liberagdo de glicocorticoides para a circulagdo sist€émica mostrou-se diminuida em
animais que receberam a microinje¢do de NPLA e Carboxi-PTIO, demonstrando a
participacdo da neurotransmissdo nitrérgica na liberagao de glicocorticoides desencadeados
pela exposicdo ao estresse agudo. Embora estes inibidores do sistema nitrérgico tenham
modificado a liberagdo de glicocorticoides em resposta ao estresse, a neurotransmissao
glutamatérgica nao apresentou o mesmo efeito, o que também ocorreu com a utilizagdo de um
inibidor da formagdo da guanilato ciclase (ODQ). Evidenciando a participacio do NO
produzido por via independente da ativagdo de receptores NMDA durante estresse e

independente de GC/GMPc.

Possivelmente, ao longo dos anos de evolugdo dos vertebrados, foram selecionados
diferentes sistemas de defesas, responsaveis por intermediarem as respostas necessarias para
a sobrevivéncia das espécies. Em situagdes que colocam o equilibrio homeostatico em risco,
como o estresse, existem varios sistemas ligados as respostas comportamentais e aos ajustes
autonomicos e neuroenddcrinos desencadeados. O sistema evolutivamente mais antigo utiliza
regides subcorticais, como os ganglios da base e outras regides do mesencéfalo (STEIN;
GAITHER, 1981; STEPHENSON-JONES et al., 2012) e est4 adaptado a responder estimulos
que requerem resposta imediata, levando a comportamentos coordenados como orientagao e
fuga (DEAN et al., 1989; MCHAFFIE et al., 2005). Outro sistema, filogeneticamente mais
recente, envolve o hipotalamo dorsomedial (HDM) e a substancia cinzenta periaquidutal

dorsolateral do mesencéfalo, e ¢ dependente de impulsos de regides cerebrais como o cortex e
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amigdala. Este sistema responde bem a estimulos ameagadores mais intensos, que requerem
avaliacdo cognitiva, provenientes do cortex e/ou de complexos amigdaloides (DAMPNEY,

2015).

O CI possui conexdes reciprocas com diversas areas responsaveis pela manuten¢ao do
tonus basal e adaptacdes cardiovasculares, atividade neuroendocrinas e atividades
autonOmicas, entre elas: regides como o hipotdlamo, amigdala, substancia cinzenta
periaquidutal, nucleo do leito da estria terminal e ntcleo parabraquial do hipotdlamo
(GOGOLLA, 2017). Sua estimulagdo quimica pode causar desde aumentos a quedas de PAM
e FC, dependendo da neurotransmissao estimulada (ALVES et al., 2009b, 2011; NAGALI;
HOSHIDE; KARIO, 2010; RANJBAR; HATAM; NASIMI, 2015). A microinje¢do do
antagonista de receptores NMDA (LY235959) no CI, demonstrou que esta area desempenha
papel excitatorio na modulacdo no componente barorreflexo do parassimpatico, uma vez que
o antagonismo de receptores NMDA no CI diminuiu o ganho das respostas bradicardicas,
frente a aumentos na PA, apesar da microinjecao de antagonista de receptores nao-NMDA nao
alterar a resposta barorreflexa (ALVES et al.,, 2009b). Esse achado, corrobora com os
resultados do presente estudo, visto que o antagonismo dos receptores NMDA de glutamato,
com a microinjecao de LY235959, a neurotransmissao glutamatérgica no CI deixou de exercer
sua influéncia excitatoria no parassimpatico e consequente inibigao nos aumentos de PA e FC,
desencadeados pelo estresse por restricdo o que, consequentemente, potencializou a resposta
pressora desencadeada pelo ER. A confirmag¢do de que os efeitos da neurotransmissdo
glutamatérgica no CI ¢ mediada apenas por receptores NMDA, veio através da microinje¢ao
de um antagonista de receptores nao-NMDA em dose equimolar a do antagonista de receptores
NMDA, que nao alterou a PAM e FC dos animais. Isto sugere que a neurotransmissao
glutamatérgica presente no CI possui papel inibitorio no controle da atividade cardiovascular
durante situagdes aversivas e esta resposta ¢ mediada por receptores NMDA de glutamato. E
importante ressaltar que a microinjecao dos antagonistas dos receptores NMDA e ndo NMDA
no CI, ndo alterou os valores basais de PA e FC, sugerindo que a neurotransmissdo mediada

por esses receptores de glutamato no CI ndo possui modulacao tdnica no controle da PA e FC.

A neurotransmissdo nitrérgica esta presente no cortex cerebral e em vérias regides
SNC, as quais o CI possui conexoes reciprocas (ALVES et al., 2009c; BARRETTO-DE-
SOUZA et al., 2018; MORAES RESSTEL; DE AGUIAR CORREA; GUIMARAES, 2008).
Nossos dados sugerem a participagdo desta neurotransmissdo de forma inibitoria sobre os

aumentos de PAM e FC desencadeados pelo ER, assim como a neurotransmissao
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glutamatérgica, sugerindo a participacdo da via NMDA/NO no CI, sobre a modulagdo da
atividade cardiovascular. Esta via participa da modula¢ao da atividade cardiovascular em
diversas areas do SNC e em diferentes situagdoes (LAGATTA et al., 2018; MACHADO et al.,
2016; MORAES-NETO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2018). Estudamos a participacao de
diversos elementos essenciais para a atuacdo desta via como: glutamato, nNOS, NO,
disponibilidade de NO e guanilato ciclase. Para isso, verificamos a acdo do antagonismo de
receptores NMDA para glutamato (LY235959), um sequestrador de NO (Carboxi-PTIO), um
inibidor especifico da NOSn (NPLA), um inibidor especifico da guanilato ciclase (ODQ).
Nossos resultados demonstram que ambos elementos desta via participam na modulacao das
respostas cardiovasculares de forma inibitéria, visto que ao serem inibidas, as respostas de

aumentos de PA e FC foram exacerbadas.

Apesar da neurotransmissdo glutamatérgica e nitrérgica no CI exerceram influéncia
inibitoria sobre as respostas cardiovasculares desencadeadas pelo ER, a redugdo da
temperatura nao sofreu influéncia alguma destas neurotransmissdes. Em situagdes onde o
individuo € exposto a agentes estressores varios mecanismos sdo “ativados”, com finalidade
de melhorar a eficiéncia nas respostas e priorizar 6rgaos e tecidos essenciais a0 mecanismo de
“luta ou fuga”. Para tanto, a vasoconstri¢cao cutanea, via sistema nervoso autobnomo simpatico,
aumenta rapidamente a temperatura interna do corpo e diminui a temperatura caudal de animas
submetidos ao estresse (BLESSING; SEAMAN, 2003; JOHNSON; JR, 2018; JOHNSON;
MINSON; KELLOGG, 2014; NAKAMURA; NAKAMURA, 2015). O estresse por restricao
desencadeia uma série de alteracOes autondmicas, entre elas a vasoconstricdo cutidnea e
consequente queda na temperatura cutinea caudal (BRASIL; FASSINI; CORREA, 2018;
BUSNARDO et al., 2019a; VIANNA; CARRIVE, 2005). Ja foi descrito a participagdo da via
NMDA/NO modulando respostas autondomicas, que envolvem a queda de temperatura, em
animais submetidos ao estresse (MORAES-NETO et al., 2014). No CI, esta relagdo ainda nao
foi demonstrada, até onde sabemos. Embora as neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgicas
presente no CI modulando respostas autondmicas cardiovasculares, 0 mesmo ndo ocorre em
relacdo a modulacdo da queda da temperatura caudal, sugerindo que estas neurotransmissoes

presentes no CI ndo estdo envolvidas no controle destas respostas.

O o6xido nitrico ¢ uma molécula sinalizadora amplamente difundida pelo SNC
(GADEK-MICHALSKA et al., 2013; GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS,
1998). Atualmente considerado neurotransmissor atipico do SNC, apesar de nao preencher as

caracteristicas anteriormente definidas para reconhecer uma molécula como neurotransmissor.



78

Sua sintese ocorre sob “demanda” e ndo se da em terminais pré sinapticos, pelo contrario,
podem ser sintetizados poOs sinapticamente e atingir os terminais pré sinapticos
(GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1998). Apos atingir os terminais pré
sinapticos, o NO pode desencadear a liberagdo de neurotransmissores tipicos como:
acetilcolina, noradrenalina, serotonina, dopamina e outros (CALABRESE et al., 2007). A
sinalizagdo via NO ocorre através da estimulacdo da guanilato ciclase, que aumenta
disponibilidade de GMPc e pode regular desde a secre¢dao de neurotransmissores, plasticidade
sinaptica até a neurotransmissio (KRUMENACKER; HANAFY; MURAD, 2004). Sua
producao se deve através do aminoacido L-arginina, pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS),
catalizando a reacdo que forma L-citrulina e 6xido nitrico (GUIX et al., 2005; LIEBERT et
al., 2006; RIVIER, 2001). No cérebro, a isoforma neural da enzima 6xido nitrico sintase

(NOSn) ¢ responsavel pela producao e liberagao de NO (GADEK-MICHALSKA et al., 2013).

O estresse agudo por restricao € um modelo de agente estressor responsavel por causar
além das alteracdes cardiovasculares, como o aumento da PA e FC, queda na temperatura
cutanea, como citado anteriormente (ADAMI et al., 2017; GOMES-DE-SOUZA et al., 2019),
também ativa eixos neuroendocrinos, que levam a liberagdio de hormonios, como a
corticosterona (BUSNARDO et al., 2010, 2019b; CHOI et al., 2007; VIEIRA et al., 2018). Por
ter todas estas respostas caracteristicas ao ER, tornou-se um excelente modelo para se estudar
vias e neurotransmissores, presentes em areas do SNC, que sdo responsaveis por modularem
tais ajustes fisioldgicos para respostas ao estressor. Areas suprabulbares corticolimbicas estio
envolvidas na modulacao dos ajustes que o agente estressor desencadeia, € que podem ser
mediados tanto pelo sistema simpdtico, quanto parassimpatico (MYERS, 2017). O CI ja foi
anteriormente descrito como 4rea responsavel por modular respostas desencadeadas por
situagdes aversivas, como o ER (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010; MYERS, 2017;
NAGAI; HOSHIDE; KARIO, 2010; OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016), medo

condicionado ao contexto (ALVES et al., 2013c¢), entre outras.

Uma das principais respostas desencadeadas pela exposicdo a um estimulo estressor ¢
a ativagdo do eixo HPA e consequente liberagdo de glicocorticoides (SELYE, 1951). Os
glicocorticoides sdo imprescindiveis para reagdes de defesa, preparando o organismo para
desafios fisioldgicos, ambientais e psicologicos. Uma das principais fungdes ¢ a redistribui¢ao
energética para otimizar a sobrevivéncia e enfrentar um “desafio” (HERMAN et al., 2016).
Esta classe de hormonios representa papel fundamental na inibi¢do da sua propria secre¢do, e

0s mecanismos por tras da retroalimentacdo negativa podem ser diversificados. Podem ocorrer
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de maneira rapida, agindo diretamente sobre os neurdnios do NPV do hipotalamo, até
mecanismos mais demorados como a inibigdo por processos que envolvem a transcri¢ao
genomica (HERMAN et al., 2012). Esta ultima opc¢ao ocorre através da ativagao de sistemas
limbicos como o cortex pré--frontal e hipocampo, que enviam sinais para o NPV através de
neurotransmissoes intermedidrias (HERMAN et al., 2003; LAI; HERMAN, 2009). Ja foi
descrito a existéncia de receptores de glicocorticoides (RG) no CI (FORNARI et al., 2012),
essa informacdo sugere a participagdo da area na modulagdo da liberacdo de glicocorticoides

em resposta ao estresse, € também na retroalimentacao negativa do eixo.

Os resultados demonstram a participagdo do o6xido nitrico na liberagdo de
glicocorticoides através de uma via independente de GC/GMPc mas dependente de nNOS e
formagao de NO, ja que a microinje¢do de um sequestador de NO no CI também foi capaz de
diminuir os niveis circulantes de glicocorticoides durante o ER. O NO ¢ uma molécula muito
versatil, capaz de atuar por diversas vias. Além da via mais comumente descrita, onde sua
atuacao ¢ dependente do aumento de GMPc intracelular, podendo atuar por vias independentes
de GMPc (CHACHLAKI; PREVOT, 2019; FEIL; KLEPPISCH, 2008; STAMLER et al.,
1997). Apesar de serem vias com caminhos totalmente diferentes, a existéncia da atuagao de
uma destas, nao exclui a possibilidade da outra estar presente no mesmo local (STAMLER et
al., 1997). Vias independentes da sinalizacdo do NO através de GMPc/GC podem atuar de
trés formas: (i) NO modulando proteinas através da ribosilagdo de ADP e posterior modulagdo
de fungdes neuronais (SCHUMAN et al., 1994; SULLIVAN; WONG; SCHUMAN, 1997;
ZHANG et al., 1994). (i1) NO originando espécies de radicais livres, que alteram a funcao
celular. (ii1) NO modulando fungdo celular através da s-nitrosilacdo de varias proteinas
(RICCIO et al., 2006) levando a mudanca da fun¢do de canais idnicos e consequente alteracao

da atividade neuronial (BROILLET; FIRESTEIN, 1996, 1997; JAFFREY et al., 2001).

A via que utiliza a ribosilagao de ADP foi descrita como modulatéria da atividade do
hipocampo (SCHUMAN et al., 1994; SULLIVAN; WONG; SCHUMAN, 1997), regiao
limbica, assim como o CI. A ribosilagio de ADP ocorre através da modificagdo pos-
traducional de proteinas nucleares, catalisada pela enzima Poly ADP-ribose polimerase
(PARP), onde ocorre a adicao de grupos ADP-ribose (ADPr) de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD+) a proteinas (PALAZZO; MIKOC; AHEL, 2017; PERINA et al., 2014).
Este mecanismo pode atuar na replicacdo ou reparacdo de DNA, expressdo de genes,
(POSAVEC MARJANOVIC; CRAWFORD; AHEL, 2017), apoptose, envelhecimento,
divisdo celular, patogenicidade microbiana (CORDA, 2003; GIBSON; KRAUS, 2012;
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PALAZZO; MIKOC; AHEL, 2017), estimulacao do sistema imune (PAGE et al., 1998;
SHEFFLER et al., 1995; YU et al., 2007).

Outra forma importante de atuacdo de NO ¢ a S-nitrosilagdo, que consiste em uma
modificacdo covalente pds-traducional que adiciona um grupo nitrosil ao grupo tiol de uma
cisteina para formar S-nitrosotiol (FERNANDO et al., 2019; HESS et al., 2005). Esta
mudanca na estrutura da proteina pode levar a outras interagdes proteina-proteina que podem
desencadear uma série de outras modificacdes pos-traducionais, como acetilagdo,
ubiquitinagdo e fosforilacdo, levando a uma cascata de reagdes que culmina na acgao final do
NO (FERNANDO et al., 2019; HESS et al., 2005; MARTINEZ-RUIZ; LAMAS, 2004). A s-
nitrosilagdo pode regular diversos processos biologicos que vao desde a renovagdo de
proteinas, regulacdo da transcri¢ao, apoptose até a sintese de esteroides (FERNANDO et al.,
2019). Desta forma, existe a possibilidade de apds formado, NO atuar por mecanismos

neuroquimicos independentes de glutamato no CI.

A neurotransmissdo nitrérgica atuou no CI, para modular a liberacao de
glicocorticoides, através de via dependente de nNOS. A isoforma neuronial da enzima 6xido
nitrico sintase (nNOS) ¢ apontada como a principal responsavel pela formacao de NO no SNC.
A ativacao de receptores NMDA e consequente ativagao desta enzima, por vias dependentes
de Ca?*/Calmodulina, é o mecanismo mais bem caracterizado para ativagio da nNOS no SNC.
Entretanto, a microinjecao de um antagonista de receptores NMDA nao alterou a liberagdo de
glicocorticoides. Apesar dos resultados demonstrarem a participacdo da via NO na modulagdo
neuroendocrina ativada pelo ER por vias independentes de glutamato, ndo podemos descartar
a participagao da via NMDA na ativacao de nNOS. Novos experimentos podem verificar a
participagdo desta neurotransmissdo ao longo do tempo de estresse, com diferentes
concentracdes de antagonista de receptores NMDA, para entdo excluir esta possibilidade.
Entretanto, esta contradi¢cdo pode ser explicada se levarmos em conta a participagao de outra
neurotransmissao no CI, modulando a liberagao de glicocorticoides desencadeados por evento
estressante, aumentando o Ca’' intracelular, que levaria a ativagio da nNOS. A
neurotransmissdo colinérgia, por exemplo, pode ser responsavel por ativar a cascata de
formagio de NO, visto que o receptor nicotinico ¢ altamente permeavel ao Ca** (SHOOP et
al., 2001; SIVILOTTI; COLQUHOUN, 1995). Ja foi demonstrado que esta neurotransmissao
esta abundantemente presente no CI e pode modular diversas funcdes (FERRIER et al., 2015;
RODRIGUEZ-GARCIA; MIRANDA, 2016; TOYODA, 2019a, 2019b). A microinjecio de

nicotina no NTS aumentou concentracao de nitrato, um metabodlito do NO (CHENG et al.,
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2011). Em neurénios do NTS, receptores nicotinicos de ACh mediaram o aumento da
producao de/ NO (PAPADOPOLOU et al., 2004; ZAYAS et al., 2002; ZHAO; CHEN;
SHARP, 2007). Além disso, o aumento na produ¢do de NO desencadeado pelo receptor
nicotinico de ACh parece ser dependente de Ca?"calmodulina (CHENG et al., 2011), via

imprescindivel para ativagao da enzima NOS e posterior formagao de NO.

Por fim, os dados sugerem que a participacdo das neurotransmissoes
glutamatérgica e nitrérgica presentes no CI, ocorre por vias diferentes sobre as respostas
cardiovasculares e neuroenddcrinas. Desta forma, receptores NMDA de glutamato, NO
formado, disponibilidade de NO e GC participam da modulacdo das alteracdes
cardiovasculares, de forma inibitoria sobre as respostas taquicdrdica e pressorica que sao
desencadeadas pelo estresse. Porém, a modulagdo da liberagdo de corticosterona pela
neurotransmissao nitrérgica ocorre por mecanismos independentes destes elementos da via

NMDA/NO/GC, mas dependentes de nNOS e da formagao de NO.
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8 - CONCLUSAO

Os dados demonstram que as neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica no CI
modulam as respostas cardiovasculares, desencadeadas pelo ER, de forma inibitoria sobre
respostas taquicardicas e pressorica. Porém, a modulacao da liberagdao de corticosterona pela
neurotransmissdo nitrérgica ocorre por mecanismos independentes de receptores NMDA e
GC, mas dependentes de nNOS e da formacao de NO. Além disso, o controle da modulagio
da temperatura caudal ndo ¢ mediado pelas neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica
presentes no CI. Sugere-se que a participacdo das neurotransmissdes glutamatérgica e
nitrérgica, presentes no CI, ocorre por vias diferentes sobre as respostas cardiovasculares e

neuroenddcrinas desencadeadas pelo estresse.
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