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RESUMO




GOMES-DE-SOUZA, L. “Controle das respostas cardiovasculares ao estresse pela
neurotransmissao endocanabindide no nucleo leito da estria terminal em ratos: interagao
com aviade sinalizagdo receptor NMDA/nNOS/GCs/proteina quinase G e envolvimento do
hipotdlamo lateral.” 2020. (Tese de Doutorado em Ciéncias Fisiolégicas) — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - FCFAr, Universidade Estadual Paulista - UNESP,
Araraquara, 2020.

RESUMO. O nucleo leito da estria terminal (NLET) é uma estrutura localizada no
prosencéfalo rostral, que participa no processamento das respostas autbnomas,
neuroendocrinas e comportamentais durante situacfes aversivas. Um estudo
recente do nosso grupo evidenciou uma influéncia inibitéria da sinalizacao
endocanabindide no NLET, agindo atraves do receptor CB1 local, na resposta de
taquicardia induzida pelo estresse de restricdo agudo, porém sem influenciar as
respostas de aumento da presséo arterial média e vasoconstricdo cutanea da
cauda. Neste sentido, um dos objetivos desse trabalho foi avaliar o envolvimento
do receptor glutamatérgico NMDA e da sinalizacdo do éxido nitrico (NO) locais
no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo pela
neurotransmissdo endocanabindide no NLET. NoOs observamos que o
antagonismo do receptor CB1no (AM251) NLET aumentou a liberacdo de oxido
nitrico (NO) durante o estresse de restricdo. Além disso, a microinjecao bilateral
do antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) no NLET facilitou a resposta
taquicardica, porém sem afetar as respostas pressora e de queda da
temperatura cutanea da cauda induzidas pelo estresse de restricdo agudo. A
facilitacdo da resposta taquicardica ao estresse de restricdo causada pelo
tratamento com o antagonista seletivo do receptor CBi no NLET foi
completamente abolida apds o pré-tratamento local com um antagonista seletivo
do receptor glutamatérgico NMDA (LY235959), bem como com inibidores
seletivos das enzimas Oxido nitrico sintase neuronial (NPLA) e guanilato ciclase
solavel (ODQ) e da proteina quinase G (KT5823). Nossos resultados sugerem
que a neurotransmissdo endocanabindide no NLET inibe a via de sinalizac&o
receptor NMDA/nNOS/GCs/proteina quinase G; e esse mecanismo esta
envolvido no controle da resposta taquicardica ao estresse. Nos também
avaliamos o envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica no hipotalamo
lateral (HL) no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricao
agudo pelo receptor CB1 no NLET. No experimento de caracterizagcao do papel

da neurotransmissdo GABAérgica no HL nés identificamos que a microinje¢ao



bilateral de um antagonista seletivo do receptor GABAa (SR95531) no HL, mas
ndo de um antagonista seletivo do receptor GABAs (CGP35348), reduziu a
resposta de taquicardia ao estresse de restricdo, porém sem afetar as respostas
pressora e de queda da temperatura cutanea da cauda. Esses achados indicam
que a neurotransmissdo GABAérgica no HL, atuando através de receptores
GABAA locais, desempenha um papel facilitatorio na resposta taquicardica
durante o estresse de restricdo agudo. A avaliacdo da participacdo da
neurotransmissdo GABAérgica do HL no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse por restricao pelo receptor CB1 no NLET revelou
gue a microinjecdo do antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) no NLET
diminuiu a ativacdo neuronal no HL durante o estresse de restricdo. Além disso,
a facilitacdo da taquicardia desencadeada pelo estresse de restricdo causada
pela microinjecdo de AM251 no NLET foi abolida pelo pré-tratamento do HL com
0 antagonista seletivo do receptor GABAAa. Por fim, nds avaliamos o envolvimento
de receptores CB1 e CB2 no NLET na ansiedade inata e na resposta ansiogénica
ao estresse de restricdo agudo. Avaliacdo da expressao génica revelou a
presenca dos receptores CB1 e CB2 nas divisbes anterior e posterior do NLET.
A microinjecdo do antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) no NLET
anterior aumentou a exploracdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado
(LCE) em animais naive e inibiu o efeito ansiogénico no LCE desencadeado pelo
estresse de restricdo. Por outro lado, a microinjecdo de um antagonista seletivo
do receptor CB2 (JTE907) no NLET anterior aumentou de maneira dose-
dependente a ansiedade inata e inibiu a resposta ansiogénica causada pela
restricdo. Esses resultados indicam que os receptores CB1 e CB2 presentes no
NLET estdo envolvidos no controle da ansiedade inata e das respostas

ansiogénicas evocadas pelo estresse.

Palavras-chave: restricdo; nucleo leito da estria terminal; endocanabinoide;

glutamato; labirinto em cruz elevado; hipotalamo lateral.



ABSTRACT




GOMES-DE-SOUZA, L. “Control of cardiovascular responses to stress by endocannabinoid
neurotransmission in the terminal bed nucleus of the stria terminalis in rats: interaction
via local NMDA receptor/nNOS/sGC/protein kinase G sighaling pathway and involvement
of the lateral hypothalamus.” 2020. Thesis in PhD in Physiological Sciences) - School of
Pharmaceutical Sciences of Araraquara - FCFAr, S8o Paulo State University - UNESP,
Araraquara, 2020.

ABSTRACT. The bed nucleus of the stria terminalis (BNST) is a structure located
in the rostral forebrain, which has been implicated in autonomic, neuroendocrine
and behavioral responses during aversive situations. A recent study from our
group showed an inhibitory influence of endocannabinoid signaling within the
BNST, acting through the local CB1 receptor, in the tachycardia induced by acute
restraint stress, but with no effects on the arterial pressure increase and the
sympathetic-mediated cutaneous vasoconstriction. Based upon that, one of the
objectives of this work was to evaluate the involvement of NMDA glutamatergic
receptor and local nitric oxide (NO) signaling in the control of cardiovascular
responses to acute restraint stress by BNST endocannabinoid neurotransmission
BNST. We observed that CB1 receptor antagonism in the BNST increased the
release of nitric oxide (NO) during acute restraint stress. In addition, bilateral
microinjection of the selective CB1 receptor antagonist (AM251) into the BNST
facilitated the tachycardic response, but with no effects the pressure response
and the cutaneous tail temperature drop induced by acute restraint stress. The
facilitation of the tachycardic response to acute restraint stress caused by
treatment with the selective CB1 receptor antagonist in the BNST was completely
abolished after local pretreatment with a NMDA selective glutamatergic receptor
antagonist (LY235959), as well as with selective inhibitors of the enzymes
neuronal nitric oxide synthase (NPLA) and soluble guanylate cyclase enzyme
(ODQ) and protein kinase G (KT5823). Our results suggest that endocannabinoid
neurotransmission in the BNST inhibits local glutamatergic neurotransmission via
NMDA/NNOS/sGC/protein kinase G signaling; and this mechanism is involved in
the control of tachycardiac response to stress. We also assessed the involvement
of GABAergic neurotransmission in the lateral hypothalamus (LH) in the control
of cardiovascular responses to acute restraint stress by BNST CB1 receptors.
Experiments of characterization of LH GABAergic neurotransmission revealed
that bilateral microinjection of a selective GABAA receptor antagonist (SR95531)
into the LH, but not a selective GABAs receptor antagonist (CGP35348), reduced



the tachycardia response to acute restraint stress, but without affecting the
pressor responses and the drop in tail skin temperature. These findings indicated
that GABAergic neurotransmission in the LH, acting through local GABAA
receptors, plays a facilitatory role in the tachycardic response to restraint stress.
Evaluation of the participation of LH GABAergic neurotransmission in HL in the
control of cardiovascular responses to acute restraint stress by CB1 receptor in
BNST revealed that microinjection of the selective CB1 receptor antagonist into
the BNST decreased the neuronal activation of LH neurons during acute restraint
stress. Besides, facilitation of tachycardia caused by acute restraint stress
following microinjection of AM251 into the BNST was abolished by pretreatment
with a selective receptor antagonist GABAa (SR95531) in the LH. Finally, we
investigated the involvement of CB1 and CB:2 receptors in the BNST in innate
anxiety and anxiogenic response to acute restraint stress. Analysis of gene
expression revealed the expression of both CB1 and CB:2 receptors in the anterior
and posterior divisions of the BNST. Intra-BNST microinjection of the selective
CB1 receptor antagonist (AM251) increased the open arms exploration of the
elevated plus-maze (EPM) in naive animals and inhibited the anxiogenic effect
observed in the EPM triggered by acute restraint stress. On the other hand, intra-
BNST microinjection of a selective CB2 receptor antagonist (JTE907) dose-
dependently increased the innate anxiety in the EPM and inhibited the anxiogenic
response evoked by restraint. These results indicate that CB1 and CB2 receptors
present in the BNST are involved in the control of innate anxiety and anxiogenic

responses evoked by stress.

Keywords: Restraint; bed nucleus of the stria terminalis; endocannabinoid;

glutamate; elevated plus maze, lateral hypothalamus.
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ASPECTOS GERAIS

1. INTRODUCAO

1.1. Respostas fisiologicas ao estresse

No ano de 2018 foi publicado pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS)
o ranking das dez principais causas de morte no mundo, colocando as doencas
cardiovasculares como o acidente vascular encefalico e a isquemia cardiaca no
topo do ranking (OMS,2018). O estresse € proposto como um fator de risco para
desencadeamento de doencas cardiovasculares (KIVIMAKI; STEPTOE, 2018;
WIRTZ; VON KANEL, 2017) (GRIPPO et al., 2006; SGOIFO; CARNEVALI;
GRIPPO, 2014). De fato, algumas evidéncias demonstraram que fatores
psicossociais como o estresse psicoldgico contribuem para 0 comprometimento
da funcéo cardiovascular (CRESTANI, 2016; DUARTE; PLANETA; CRESTANI,
2015; GRIPPO et al., 2006; GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2002, 2008).

O termo estresse tem sido bastante discutido na literatura. O pesquisador
Hans Seyle (1956) definiu o estresse como uma resposta nao especifica do
organismo a um agente estressor (MYERS; MCKLVEEN; HERMAN, 2015; ROM;
REZNICK, 2015; SANTOS; CASTRO, 1998). Alguns anos depois, (MCEWEN,
2000) definiu o estresse como uma ameaca real ou implicita a integridade
fisiolégica ou psicoldgica do individuo (MCEWEN, 2000). Desse modo, podemos
definir que o estresse € um conjunto de eventos, que comeca com um estimulo
estressor, no qual exerce uma reacao no cérebro (percepcao do estresse), que
subsequentemente resulta na ativacdo de sistemas fisiol6gicos no organismo
(resposta ao estresse). (DHABHAR; MCEWEN, 1997; DHABHAR, 2019)

Diante uma situacao de estresse, um conjunto coordenado de respostas
fisiologicas € gerada com o objetivo de manutencdo do equilibrio interno
(CRESTANI, 2016; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Em relacdo ao sistema
nervoso autbnomo, alteragbes na atividade autbnoma e na funcdo
cardiovascular constituem importantes respostas observadas durante o estresse
(CRESTANI, 2016; DAMPNEY; HORIUCHI; MCDOWALL, 2008; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009). Nesse sentido, estudos pré-clinicos evidenciaram que durante

0 estresse ocorre a ativacdo do sistema nervoso simpatico e parassimpatico
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cardiaco (CARRIVE, 2006; CRESTANI et al., 2009a; CRESTANI, 2016; DOS
REIS et al., 2014). Aumento da pressao arterial média e frequéncia cardiaca,
redistribuicdo do fluxo sanguineo (reducédo da perfusdo cutanea e visceral e
aumento do fluxo sanguineo para a musculatura esquelética) e alteracdo na
atividade do barorreflexo também s&o observados durante situacdes aversivas
(CRESTANI, 2016; CRESTANI et al., 2010; DAMPNEY; HORIUCHI;
MCDOWALL, 2008; KVETNANSKY et al., 1979; SCHADT; HASSER, 1998;
ZHANG; JULIEN; BARRES, 1996). A diminuic&o do fluxo sanguineo para a pele
reduz a temperatura cutanea durante situacdes aversivas (BUSNARDO et al.,
2013a; VIANNA; CARRIVE, 2005).

O eixo hipofise-pituitaria-adrenal (HPA) também é recrutado durante
situacbes aversivas, 0 que acarreta aumento nos niveis circulantes dos
glicocorticéides (BALE; VALE, 2004, HERMAN et al., 2016; MYERS;
MCKLVEEN; HERMAN, 2015). Na percepcdo do estresse, 0 nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) é ativado e ocorre a liberacdo do horménio
liberador de corticotrofina (CRH) e de vasopressina (AVP) (que auxilia a acéo do
CRH) na eminéncia mediana ou sistema porta-hipofisario percorrendo até a
porcdo anterior do hipotdlamo ou a adenohipdfise. Esses hormbnios agem
sinergicamente na adenohipdfise estimulando a liberacdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) na corrente sanguinea, que por sua vez age na
zona fasciculada do coértex da glandula adrenal estimulando a producdo e
liberacao de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores)
(BORNSTEIN; CHROUSOS, 1999; HERMAN et al., 2016). Mecanismos de
retroalimentacdo negativa tem a capacidade de controlar a producao e liberacao
dos hormoénios do eixo HPA (BALE; VALE, 2004, HERMAN et al., 2016;
MOISIADIS; MATTHEWS, 2014; MYERS; MCKLVEEN; HERMAN, 2015) (Figura
1). Além disso, neurbnios simpaticos se projetam diretamente para a medula das
adrenais, nos quais estimulam a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) na circulagdo (BORNSTEIN; CHROUSOQOS, 1999; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009). Apesar da importdncia das alteracbes no sistema
neuroendocrino, na atividade autbnoma e na funcédo cardiovascular durante
situacdes aversivas, 0s mecanismos neurobiolégicos envolvidos na geracéo e

controle dessas respostas ainda sao pouco compreendidos.
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Figura 1. Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). As respostas sao iniciadas pelos
neurdnios do horménio liberador de corticotrofina (CRH) nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN). Os estimulos aversivos causam liberagdo de CRH na eminéncia mediana, que
transportam esse peptideo para a adenohipéfise e o CRH se ligam nos seus receptores nos
corticotroficos. Essa estimulagao libera horménio adrenocorticotrofico (ACTH) na circulagao
sistémica, pela qual promove a sintese e secrec¢édo de glicocorticoides no cortex adrenal (CORT).
Os glicocorticéides sédo entdo secretados na circulacdo sistémica e pode acessar receptores
cognatos em praticamente todos os sistemas organicos, incluindo o cérebro. (adaptado de:
Herman et al.,2016).
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1.2. Nucleo leito da estria terminal (NLET)

As respostas fisioldgicas desencadeadas pelo estresse sdo mediadas
pela ativagdo de estruturas limbicas no encéfalo (CRESTANI et al.,, 2013a;
DAMPNEY, 2015; MILES; MAREN, 2019; MYERS; ULRICH-LAI, 2017;
RADLEY; JOHNSON, 2018; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Uma das estruturas
ativadas durante situacdes aversivas € o nucleo leito da estria terminal (NLET),
(do inglés: bed nucleus of the stria terminalis, BNST) (CULLINAN et al., 1995;
NEWSOM et al., 2012), no qual esta localizado no prosencéfalo rostral (DONG;
PETROVICH; SWANSON, 2001). O NLET forma um continuo rostralmente a
amigdala (DE OLMOS, J.; BELTAMINO, C.A.; ALHEID, 2004; DONG;
PETROVICH; SWANSON, 2001), e diversos estudos demonstram uma notével
similaridade morfologica e neuroquimica entre o NLET e algumas regifes da
amigdala (DE OLMOS, J.; BELTAMINO, C.A.; ALHEID, 2004). Desse modo, 0
NLET é considerado um constituinte da “amidala estendida” (ALHEID; HEIMER,
1988), na qual é composto pelos nucleos central e medial da amigdala e o NLET,
bem como o conjunto de células que conectam essas estruturas (ALHEID;
HEIMER, 1988; DE OLMOS, J.; BELTAMINO, C.A.; ALHEID, 2004).

O NLET possui conexdes reciprocas com a amigdala, além de receber
projecdes do hipocampo e do cértex pré-frontal medial (CULLINAN; HERMAN;
WATSON, 1993; DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; MYERS et al., 2017;
VERTES, 2004). Além disso, o NLET também é conectado com regides
hipotalamicas e do tronco cerebral envolvidas no controle das respostas
cardiovasculares e neuroenddcrinas ao estresse (DONG; SWANSON, 2004).
Desse modo, o NLET tem sido proposto como um centro de integracdo de
respostas comportamentais e fisiolégicas ao estresse, ao conectar estruturas
como a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal a regides hipotalamicas e
do tronco cerebral envolvidas na geracdo das respostas fisiologicas e
comportamentais ao estresse (CHOI et al., 2007; CRESTANI et al.,, 2013a;
MYERS; ULRICH-LAI, 2017; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Foi demonstrado o envolvimento do NLET nas respostas
cardiovasculares, neuroendécrinas e comportamentais induzidas por estimulos
aversivos (CRESTANI et al., 2013a; DAVIS et al., 2010; ULRICH-LAI; HERMAN,
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2009; WALKER; MILES; DAVIS, 2009). Com relacdo as respostas
cardiovasculares, o papel do NLET nessas respostas parece depender do tipo
de estimulo aversivo (CRESTANI et al., 2013a). Por exemplo, estudos prévios
do nosso laboratério evidenciaram que o bloqueio sindptico local no NLET
facilitou a resposta de taquicardia desencadeada pelo estresse de restricao
agudo (estimulo aversivo néo-condicionado) (CRESTANI et al., 2009b), ao
passo que as respostas cardiovasculares e comportamentais observadas
durante o teste de medo condicionado ao contexto foram reduzidas apos a
inibicdo do NLET (RESSTEL et al., 2008).

Os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse pelo NLET ainda ndo sao
completamente conhecidos. Estudos prévios forneceram evidéncias do
envolvimento de mecanismos glutamatérgicos, noradrenérgicos, colinérgicos,
CRFérgicos e nitrérgicos no controle das respostas cardiovasculares ao estresse
pelo NLET (ADAMI et al., 2017; BARRETTO-DE-SOUZA et al.,, 2018b;
CRESTANI et al., 2009b; GOUVEIA et al., 2016; HOTT et al., 2012; OLIVEIRA
et al., 2015). Outros estudos demonstraram que a microinjecdo local de
canabidiol (um fitocanabinéide de Cannabis sativa) no NLET afetou as respostas
cardiovasculares evocadas pelo estresse de restricdo e pelo modelo de medo
condicionado ao contexto, mas esses efeitos foram mediados pela ativagédo da
serotonina local (5-HT)ia (GOMES et al.,, 2012, 2013). Desse modo, o
envolvimento de neurotransmissores atipicos, como a neurotransmissao

endocanabindide, ainda é pouco compreendido.

1.3. Sistema endocanabinéide

Estudos evidenciaram a participagdo da  neurotransmissao
endocanabindide nas respostas fisioldgicas e comportamentais evocadas por
estimulos aversivos (HILL; MCEWEN, 2010; LUTZ et al., 2015; MORENA et al.,
2016). O termo endocanabindide refere-se ao conjunto de ligantes enddgenos
dos receptores ativados pelo A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC), o composto
responsavel pela maioria dos efeitos induzidos pela planta Cannabis sativa

(conhecida popularmente como maconha) (HOWLETT et al.,, 2002a). Os
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primeiros endocanabinoides identificados foram o araquidonoil etanolamida,
também conhecido como anandamida (DEVANE et al., 1992), e o 2-araquidonoil
glicerol (2-AG) (MECHOULAM; PARKER, 2013; SUGIURA et al., 1995) (Figura
2, (adaptado de: Di Marzo et al.,1998). Apesar do relato de outros
endocanabindides (para revisdo ler: (HOWLETT et al.,, 2002a; PACHER;
BATKAI; KUNOS, 2006), estudos sobre a biossintese, transporte celular,
metabolismo e acbes fisiolégicas tem focado na anandamida e 2-AG
(MECHOULAM; PARKER, 2013; PACHER; BATKAI; KUNOS, 2006).

(o} O CH,OH
— — A\/OH — — I
NH O—(IZH
Anandamida 2-araraquidonoil glicerol (2-AG)

Figura 2 - Ligantes enddgenos dos endocanabindide

No sistema nervoso central, a anandamida e o 2-AG s&o sintetizados “sob
demanda” através da clivagem de fosfolipidios de membrana em neurdnios pos-
sindpticos (BISOGNO; LIGRESTI; DI MARZO, 2005; PACHER; BATKAI;
KUNOS, 2006). A sintese de 2-AG ocorre a partir da formacao de diacilglicerol,
no qual € convertido em 2-AG pela enzima diacilglicerol-lipase (BISOGNO;
LIGRESTI; DI MARZO, 2005; LIGRESTI; CASCIO; DI MARZzZO, 2005). O
mecanismo de sintese da anandamida no sistema nervoso central ainda néo &
completamente compreendido (LUTZ et al., 2015; MORENA et al., 2016). Os
endocanabindides agem como mensageiros retrégrados ao ativar o receptor CB1
em terminais pré-sinapticos (HOWLETT et al., 2004; KATONA; FREUND, 2012;
MECHOULAM; PARKER, 2013). Esse receptor € amplamente expresso por todo
o sistema nervoso central (HERKENHAM et al., 1990; HOWLETT et al., 2004;
TSOU et al., 1998). O receptor CB1 € um receptor metabrotropico (isto €, esta
acoplado a proteina G - GPCRS) que possui uma acao inibitéria atraves da
inibicdo da atividade da enzima adenilato-ciclase, o que reduz a producgao de
adenosina monofostato ciclico (AMPc) (HOWLETT et al., 2002b). Através de um

mecanismo dependente da MAPK (do inglés - mitogen-activated protein kinases)
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a ativacdo do receptor CB:1 resulta em inibicdo dos canais de célcio voltagem-
dependentes e efluxo de potassio, 0 que hiperpolariza a célula resultando em
reducao na liberacdo de neurotransmissores excitatorios e inibitérios (ELPHICK;
EGERTOVA, 2001; FRANCISCHETTI; DE ABREU, 2006; KANO et al., 2009;
MACKIE, 2006). Foi também identificado um segundo receptor ativado pelos
endocanabindides, designado como CB2, no qual foi inicialmente descrito como
um receptor predominantemente periférico e expresso em componentes do
sistema imune (MUNRO; THOMAS,; ABU-SHAAR, 1993). Estudos posteriores
identificaram a expresséo do receptor CB2 em neurbnios no encéfalo (SICKLE
et al., 2014), porém o papel desse receptor no sistema nervoso central ainda é
pouco compreendido (MECHOULAM; PARKER, 2013; MORENA et al., 2016).
Os endocanabindides sao rapidamente recaptados da fenda sindptica através
de mecanismos de transporte ainda pouco compreendidos (MECHOULAM;
PARKER, 2013; MORENA et al., 2016). No neurbnio, a anandamida €
hidrolisada pela enzima acido graxo amido hidrolase (do inglés - fatty acid amide
hydrolase, FAAH), ao passo que o0 2-AG € hidrolisado pela enzima
monoacilglicerol-lipase (do inglés monoacy! glicerol lipase, MAGL) (DINH et al.,
2002; MCKINNEY; CRAVATT, 2005). (Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo esquemética da neurotransmisséo endocanabindide retrégada.
ApOs a liberagdo do neurotransmissor (por exemplo, glutamato), a despolarizagao pds-sinaptica
causa aumento nos niveis de Ca?* intracelular por meio da ativacéo de receptores NMDA e/ou
receptores acoplados a Gq (por exemplo, mGIluR1/5) e canais de Ca2* dependentes de voltagem.
A elevacdo intracelular de Ca?* aumenta a biossintese de endocanabindides. Este modelo ilustra
as duas vias biossintéticas primarias para anandamida e 2-araquidonoil glicerol,
respectivamente. A AEA é sintetizada a partir de precursores de fosfolipidios (por exemplo,
fosfatidiletanolamina) por uma transacilase dependente de Ca?*, N-aciltransferase, produzindo
N-araquidonoil fosfatidiletanolamina. NAPE é ent&o hidrolisado por uma fosfolipase D (NAPE-
PLD) para produzir AEA. O influxo de Ca?* e/ou a ativacdo de receptores acoplados a Gq
estimulam a fosfolipase C, que hidrolisa o fosfatidilinositol em diacilglicerol. O DAG é convertido
em 2-AG pela diacilglicerol lipase. AEA e 2-AG, entdo, migram dos neurdnios pés-sinapticos para
se ligar aos receptores canabindides do tipo 1 (CBz1) localizados no terminal pré-singptico. Uma
vez ativados, os receptores CB1 se acoplam por meio das proteinas Gi/o para inibir a adenilil
ciclase e regular os canais de ions e, por fim, suprimir a liberacdo de neurotransmissores. A
sinalizacdo endocanabindide é entdo terminada pela degradacdo de enzimas. O AEA é
principalmente hidrolisado em é&cido araquidénico e etanolamina pela enzima de acido graxo
amido hidrolase, localizada pés-sindpticamente. 2-AG é hidrolisado pré-sinapticamente em AA e
glicerol pela monoacilglicerol lipase. Legenda: (Ca?*) célcio, (K*) potassio, (channel) canal, (GQq)
receptor acoplado a proteina Gq, (Gi/o) receptor acoplado a proteina Gi/o, (CB1) receptor de
endocanabindides, (Pl) fosfatilidilinositol, (PLC) fosfolipase C, (DAG) diacilglicerol, (DGL)
diacilglicerol lipase, (2-AG) 2-araquidonoil glicerol, (PE) fosfatilidiletanolamina, (NAT) N-acil
transferase, (NAPE) Naraquidonoil fosfatilidiletanolamina, (NAPE-PLD) N-araquidonoil
fosfatilidiletanolamina fosfolipase D, (AEA) anandamida, (FAAH) &cido graxo amino hidrolase,
(AA) acido araquidénico, (EA) etanolamina, (MAGL) monoacilglicerol lipase, (Glyc) glicerol.
(adaptado de: Morena et al., 2016).
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Foi identificada a expressao do receptor CB1 no NLET (MATSUDA;
BONNER; LOLAIT, 1993; TSOU et al.,, 1998), e evidéncias mais recentes
demonstraram sua localizacdo em terminais glutamatérgicos e GABAEérgicos no
NLET (PUENTE et al, 2010). Com relacdo ao envolvimento da
neurotransmissao endocanabindide no NLET nas respostas ao estresse, foi
inicialmente reportado que o tratamento sistémico com um antagonista seletivo
do receptor CB1 (AM251) aumentou a ativacdo neuronal no NLET induzida por
um estimulo aversivo (NEWSOM et al., 2012, 2020), o que sugeriu a ativagado
desse mecanismo de neurotransmissao no NLET durante situagdes aversivas.
Nesse sentido, dados prévios do nosso grupo demonstraram que a microinjecao
no NLET de um antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) aumentou de
maneira dose-dependente a resposta de taquicardia desencadeada pelo
estresse de restricdo agudo, porém sem interferir com as respostas de aumento
da pressao arterial média e de vasoconstricdo cutanea (GOMES-DE-SOUZA et
al., 2016). De maneira contraria, 0 aumento nos niveis locais de anandamida ou
2-AG no NLET (causado pelo tratamento local com inibidores seletivos da FAAH
e da MAGL, respectivamente) reduziram a resposta de taquicardia ao estresse
de restricdo agudo, e esses efeitos foram abolidos pelo pré-tratamento local com
0 antagonista seletivo CB1 (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016). Esses resultados
forneceram evidéncias de uma influéncia inibitéria da formacédo local de
endocanabindides no NLET na resposta de taquicardia durante situacfes
aversivas.

Diante desses aspectos introdutérios descritos até o momento, na
presente tese foram investigados 0s mecanismos locais e as vias neurais no
encéfalo relacionadas com o controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo agudo pelo receptor CB1 no NLET. NOs também avaliamos
0 papel de receptores CB1 e CB2 no NLET nas respostas comportamentais de
ansiedade inata e resposta ansiogénica ao estresse de restricdo agudo. A
fundamentacéo, descricdo e discussao de cada protocolo foram organizados em

capitulos, que séo apresentados abaixo.
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CAPTTULO 1

Receptor endocanabinéide (CB1) vo widcleo leito da estria termival
modula as respostas cardiovasculares ao estresse Via
sinalizagdo local receptor NMDA/UNOS/GCs/proteina dquivase 3.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Como mencionado acima, foi identificada a expresséo do receptor CB1em
terminais glutamatérgicos e GABAérgicos no NLET (PUENTE et al., 2010).
Nesse sentido, estudos eletrofisiologicos demonstraram que a ativacdo do
receptor CB1 no NLET inibe transmissfes sinapticas excitatorias e inibitorias
locais (BEDSE et al., 2019; GLANGETAS et al., 2013; LANGE et al., 2017,
MASSI et al., 2008; PUENTE et al., 2010). Consequentemente, alguns estudos
apontaram um envolvimento da neurotransmissdo endocanabindide local no
controle NLET das respostas ao estresse (BEDSE et al., 2019).

Conforme relatado anteriormente, o tratamento sistémico com um
antagonista seletivo do receptor CB1 aumentou a ativagdo neuronal no NLET
induzida pelo estresse (NEWSOM et al, 2012), o que sugere que a
neurotransmissdo endocanabindide no NLET durante o estresse atua
predominantemente inibindo sinapses excitatorias locais. Nesse sentido, foi
relatada que a ativacdo de neurbnios no NLET pela neurotransmissao
glutamatérgica local atuando através do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)
tem uma acdo facilitatéria sobre as respostas cardiovasculares a diferentes
estressores, incluindo o estresse de restricdo (ADAMI et al., 2017; BARRETTO-
DE-SOUZA et al., 2018a; HOTT et al.,, 2017). Desse modo, os resultados
apresentados acima suportam a hip6tese de que a influéncia inibitéria da
neurotransmissao endocanabinéide no NLET na resposta taquicardica ao
estresse por restricdo agudo seja mediada pela inibicdo da neurotransmisséo
glutamatérgica local.

A ativacao do receptor de glutamato NMDA é o mecanismo mais bem
caracterizado para a ativacdo da isoforma neuronal da enzima o6xido nitrico
sintase (NNOS) no cérebro (CHACHLAKI; PREVOT, 2019; GARTHWAITE, 2008,
2019). O o6xido nitrico (do inglés, NO) age no sistema nervoso central como uma
molécula de sinalizagdo, e €& considerado um neurotransmissor atipico
(GARTHWAITE, 2008; ZHOU; ZHU, 2009). Garthwaite e colaboradores (1988)
demonstraram que a ativacao do receptor glutamatérgico NMDA em neurdnios
poés-sinapticos resulta na formacdo de NO através de um mecanismo

dependente de Ca*? Deste modo, uma das formas de sintese de NO no sistema
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nervoso central envolve a ativagéo do receptor NMDA e consequente aumento
nas concentracdes intracelulares de Ca*?, o que acarreta a ativagdo da nNOS
(GARTHWAITE, 2008). O NO possui diversas vias de sinalizacdo, sendo que a
principal envolve a ativagdo da enzima guanilato ciclase solavel (GCs), que
converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
(GARTHWAITE, 2008). Apesar do relato de outras vias de sinalizacdo
(CRAVEN; ZAGOTTA, 2006; RYBALKIN et al., 2003), a ativacdo da proteina
quinase G é um importante mecanismo efetor do GMPc (GARTHWAITE, 2008;
HOFMANN et al., 2008).

Nds observamos que a microinjecdo do agonista glutamatérgico NMDA
no NLET facilitou a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse por
restricdo agudo, e esse efeito foi inibido apds o pré-tratamento com um inibidor
seletivo da nNOS (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2018b). Esse resultado sugere
uma interacdo entre as neurotransmissfes glutamatérgica e nitrérgica no
controle das respostas cardiovasculares ao estresse pelo NLET. No entanto,
embora relatos de interagcdo entre neurotransmissfes endocanabindides e
glutamatérgicas no NLET (BEDSE et al., 2019; GLANGETAS et al., 2013; MASSI
et al., 2008; PUENTE et al., 2010), uma possivel inibicdo da neurotransmissao
glutamatérgica pela sinalizacdo endocanabindéide no NLET pode também estar
relacionada com uma modulagdo da neurotransmissdo nitrérgica local.
Entretanto, uma possivel interagcdo entre as neurotransmissdes
endocanabindide e nitrérgica no NLET nunca foi investigada. Entdo, a nossa
hipétese nesse primeiro estudo foi que a influéncia inibitéria do receptor
endocanabindide CB1 no NLET nas respostas cardiovasculares ao estresse por
restricdo agudo é mediada pela inibicdo da via de sinalizacdo receptor
glutamatérgico NMDA/NnNOS/GCs/proteina quinase G no NLET.

2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi investigar o envolvimento do receptor
glutamatérgico NMDA e da via de sinalizacdo do NO no controle das respostas
cardiovasculares observadas durante o estresse de restricdo agudo pelo

receptor endocanabindide CB1 no NLET de ratos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 240-260g
(60 dias). Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista (Botucatu-SP). Os animais foram transferidos para o biotério
do Laboratoério de Farmacologia do Departamento de Principios Ativos Naturais
e Toxicologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP
no minimo sete dias antes do inicio dos experimentos. Os animais tiveram
acesso livre a racdo granulada e agua e foram submetidos a alternéncia de luz
(12h claro/ 12h escuro). O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (protocolo # 61/2015).

3.2. Implante de canulas guias no NLET

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg,
intraperitoneal). Apds a tricotomia, a cabeca do rato foi imobilizada em um
estereotaxico (Stoelting, EUA), e foi realizada assepsia do campo cirdrgico com
alcool a 70%. Para reducdo do sangramento durante a cirurgia, foi injetado 0,3
ml de solucdo de lidocaina com vasoconstritor (3% de levoarterenol, Harvey
Quimica Farmacéutica Ind. e Comércio Ltda, Catanduva, SP). A calota craniana
foi exposta por meio de uma incisdo na pele de aproximadamente 1,5 cm,
afastando-se completamente o peridsteo. A limpeza da regido foi feita utilizando-
se solucao salina e agua oxigenada a 10%. Todas as coordenadas tiveram como
referéncia os parametros obtidos do Atlas de Paxinos and Watson (1997), e
foram como segue:

e Antero-posterior: +7,8 mm em relac&o a interaural;
e Lateral: +4 mm a partir da linha média;
e Vertical: -5,8 mm em relagéo ao 0sso;

Apbs o posicionamento da canula de aco inoxidavel, foi feito um orificio
no cranio com auxilio de broca odontoldgica, por onde foi introduzida a canula
constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23 gauge)
com 13 mm de comprimento. A canula foi fixada ao cranio com uma resina

acrilica autopolimerisavel (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ) e
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pequenos parafusos foram previamente implantados na calota craniana. Um
mandril com 0,2 mm de diametro foi introduzido na canula, evitando a obstrucao
da mesma durante o periodo de recuperacdo do animal. Como medida
profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de pentabidtico
veterinério (Fontoura-Wyeth, S&o Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL
do anti-inflamatério ndo-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering

Plough, Brazil) pela via subcutanea.

3.3. Canulacéao da artéria femoral

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg,
intraperitoneal), e foi implantado um cateter na artéria femoral para registro dos
parametros cardiovasculares. Este vaso foi dissecado e um cateter de polietileno
foi introduzido até a artéria aorta abdominal inferior. Os cateteres foram
constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos
de polietileno PE-50 (12-13 cm) (Clay Adams, EUA), previamente preenchidos
por solucado salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solucéo salina), e
obstruidos com pino de metal. Apds implantacdo do cateter, o mesmo foi
exteriorizado na regido dorsal do animal e fixado a pele por sutura cirargica. Ao
término da cirurgia, os animais receberam 0,3 mL do anti-inflamatério néo-
esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) por via
subcutanea para analgesia poOs-operatéria. Os animais foram mantidos em
caixas individuais durante todo o periodo poés-operatério e de registro

cardiovascular.

3.4. Registro da presséo arterial média e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressdo (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento
de polietileno PE-50 (Clay Adams, EUA). A pressao arterial pulsatil foi registrada
utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML224, ADInstruments, Australia),
conectado a um sistema de aquisicao de dados computadorizado (PowerLab
4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um programa apropriado (Lab

Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressao arterial média
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(PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir do sinal de pressao

arterial pulsatil.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutanea da cauda foram feitos utilizando um
termovisor (IR14010, Inglaterra). A andlise foi realizada através de um software
para andlise termogréfica, e a temperatura foi representada por variagdes de
intensidade de cor (BUSNARDO et al., 2013a; VIANNA; CARRIVE, 2005). Para
a andlise das imagens, a medida de temperatura foi realizada em cinco pontos
da cauda do animal, e a média foi calculada para cada registro (BUSNARDO et
al., 2013a; GOMES-DE-SOUZA et al., 2016; GOUVEIA et al., 2016).

3.6. Drogas e solugdes utilizadas

O AM251 (antagonista seletivo do receptor CB1), ODQ (inibidor da enzima
guanilato ciclase soluvel) e o KT5823 (inibidor da proteina quinase G) (Tocris,
EUA) fora, dissolvidos em solucéo salina (NaCl 0,9%) contendo 20% de DMSO
(DMSO 20%). O LY235959 (antagonista seletivo do receptor glutamatérgico
NMDA) (Tocris, EUA), o N-propil-L-arginina (NPLA) (inibidor seletivo da nNOS),
o tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram
dissolvidos em solucdo salina (NaCl 0,9%). O pentabiético (Fountora-Wyeth,
brasil) e o anti-inflamatério flunexina meglumina (Banamine ®, Schering Plough,

Brazil) foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.
3.7. Microinjecédo de drogas no sistema nervoso central

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para a
microinjecao das drogas no NLET foram um mm mais longa do que as canulas
guias fixadas ao créanio, e foram conectadas a uma seringa de 2 yL (7002KH,
Hamilton, EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10) (Clay Adams, EUA).
As drogas foram injetadas no volume de 100nL/lado no NLET (CRESTANI et al.,
2009b; GOMES-DE-SOUZA et al., 2016; RESSTEL et al., 2008).
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3.8. Estresse por restricao agudo

O estresse por restricdo agudo consistiu na introdugédo dos animais em
tubos cilindricos plasticos (diametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por
buracos de ¥z polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo). No
presente estudo, os animais foram mantidos por um periodo de 60 minutos no
tubo de restricdo (CRESTANI et al., 2009b; DEOLINDO et al., 2013; GOMES-
DE-SOUZA et al., 2016). Cada animal foi submetido a apenas uma sessao de
restricdo para evitar habituacédo (BENINI et al., 2019, 2020)

3.9. Determinacao anatbmica dos sitios de injecdo das drogas no
NLET

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
(1,2 g/kg, i.p.), e 100nL do corante azul de Evan (1%) foram microinjetados
bilateralmente para determinacéo do sitio de injecdo. Em seguida, os encéfalos
foram removidos, pés-fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais
de 40pm de espessura para analise dos sitios de inje¢cao, de acordo com Atlas
de (PAXINOS; WATSON, 1997).

3.10. Quantificacdo dos niveis de metabdlitos do NO

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo e os encéfalos
removidos. Microdissec¢cbes do NLET foram obtidas usando uma agulha de
ponta chata de 14 Gauge a partir de secc¢do coronal da regido do NLET obtida
em um criostato (-20°C) (CM1900, Leica, Alemanha). As amostras foram obtidas
a partir das coordenadas +0,2mm a -0,92 mm em relagcéo ao bregma, de acordo
com parametros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson (1997). Apls a
dissecacéao, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas

em freezer -80°C para posterior analise.

A quantificacdo dos niveis de NO2 e NOs (NOx) (produtos provenientes
da oxidacdo espontanea do NO) foi utilizada como medida indireta da producéo
de NO no NLET. Para tanto, as amostras foram homogeneizadas em tampao de
lise (Tris-HCI 20 mM ph 7.6; NaCl 137mM, 10% glicerol) complementado com
inibidores de proteases e fosfatases. As amostras foram incubadas (na

proporgao de 1:1, v/v) overnight a 37°C na presenca de nitrato redutase (#¥N7265,



44

Sigma-Aldrich) e NADPH (#33461, Sigma-Aldrich) (0,4U/ml e 1mg/ml,
respectivamente, diluidos em tampao KH2PO4 0,2M pH7,5) para a conversao
do NOs em NO:2. Posteriormente, o NO2 presente nas amostras foi quantificado
através da incubacdo com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida com 5%
de acido fosférico em &gua destilada + 0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil)
etilenodiamina em agua destilada, v / v). Ap6s 10 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em 540nm, e os niveis de NO:2
foram calculados a partir de curva padrdo de nitrito de sodio (NaNO32)
(SigmaAldrich, EUA), e corrigidos em funcéo da quantidade de proteinas totais
presente na amostra. O conteudo total de proteinas foi determinado utilizando
um kit BioRad® (DC® protein assay). Todas as medidas foram realizadas em

duplicata, e os resultados foram expressos como yM NOx/ug proteina.

3.11. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrao da média (EPM). Os
niveis de NOx no NLET e os valores basais de PAM, FC e temperatura cutanea
da cauda foram comparados utilizando anélise de variancia (ANOVA)
monofatorial. As alteracdes de PAM, FC e temperatura cutdanea da cauda ao
longo do tempo foram analisadas utilizando (ANOVA) bifatorial, sendo o
tratamento como fator principal e o tempo como medida repetida. Os resultados

estatisticos com P<0,05 foram considerados significativos.

4. PROCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Efeito da microinjecédo do antagonista seletivo do receptor CB1

no NLET sobre os niveis de NOx durante o estresse de restricdo agudo

Esse protocolo teve o objetivo de investigar se o antagonismo do receptor
CB: ativa 0 mecanismo de sinalizacao receptor NMDA/NO no NLET durante o
estresse de restricdo agudo, resultando no aumento na formacéo local de NO.
Para tanto, os animais foram tratados com veiculo (DMSO 20%, 100nL) ou
AM251 (30 e 100 pmol/200nL) no NLET, e 10 minutos apos foram submetidos a

uma sessao de 60 minutos do estresse por restricdo agudo. Imediatamente apés
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término da sessao de estresse, 0s animais foram eutanasiados por decapitacao
e os enceéfalos foram removidos e estocados em freezer -80°C para futuro
processamento. O NLET de todos os animais foi coletado por microdisseccao
para quantificacdo dos niveis de NO2z e NOs (NOx), que foi utilizado como uma
medida indireta de producéo local de NO (para detalhes, ver item 3.10, Capitulo
1).

4.2. Envolvimento das neurotransmissfes glutamatérgica e
nitrérgicalocal no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por

restricdo agudo pelo receptor CB1 no NLET

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento da via
sinalizacdo local receptor NMDA/NNOS/GCs/PKG no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo pelo receptor endocanabindide
CB1 no NLET. Para tanto, todos os animais foram submetidos a cirurgia
estereotdxica para implantacdo de cénulas guias bilaterais direcionadas ao
NLET, e mantidos em recuperagdo por no minimo 3 dias. O experimento foi
realizado 24 h apos a implantacdo de um cateter na artéria femoral para registro
dos parametros cardiovasculares. No dia do experimento, os animais foram
mantidos em caixas individuais na sala de experimentacdo por 60 minutos antes
do inicio do experimento, para habituacdo as condicbes da sala. Apés este
periodo, foi realizado um registro de 30 minutos para determina¢édo dos valores
basais de PA e FC. ApGs esse periodo, os animais foram tratados no NLET com
veiculo (salina ou DMSO,100nl), LY235959 (antagonista do receptor
glutamatérgico NMDA, 0,5nmol/100nl), NPLA (inibidor seletivo da nNOS,
0,2nmol/100nl), ODQ (inibidor da enzima GCs,0,5nmol/100nl) ou KT5823
(inibidor da PKG, 0,01 nmol/100nl) no NLET (ALVES et al., 2009; BUSNARDO
et al., 2010; CHAN et al., 2005). Cinco minutos apos, foi microinjetado veiculo
(DMSO 20%, 100nL) ou AM251 (100 pmol/100nL) no NLET (GOMES-DE-
SOUZA et al., 2016). Cinco minutos ap6s o segundo tratamento farmacoldgico
do NLET, os animais foram expostos a uma sessdo de 60 minutos de estresse
por restricdo agudo (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016). Os registros de PA e FC
foram realizados durante todo o periodo de restricdo. A temperatura cutanea da

cauda foi medida aos 10, 5 e 0 min antes da restricdo para os valores basais, e



46

nos tempos 10, 20, 40 e 60 minutos durante a restricio como uma medida
indireta de vasoconstricdo cutanea (BUSNARDO et al., 2013a; GOMES-DE-
SOUZA et al., 2016).

5. RESULTADOS

A figura 4 mostra uma fotomicrografia de um corte coronal histologico

ilustrando o sitio de inje¢cdo no NLET.
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Figura 4 - Corte histologico referente a microinjecdo no NLET. Fotomicrografia de um corte
coronal histolégico do encéfalo de um animal representativo ilustrando os sitios de microinje¢éo
no NLET. As setas vermelhas representam o a microinje¢cdo no NLET. ac: comissura anterior;

cc: corpo caloso; f: férnix.
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5.1. Efeitos damicroinjecdo de AM251 no NLET sobre os niveis locais

de NOx durante o estresse agudo de restricao

A microinjecao bilateral do antagonista seletivo do receptor CB1 AM251
(30 e 100 pmol/100nL) no NLET alterou os niveis locais de NOx apés a
exposicdo ao estresse de restricdo agudo (F2,28) = 7,222, p<0,003) (Figura 5) . A
analise post-hoc revelou que o AM251 na dose de 100 pmol (p<0,03), mas nao
na dose de 30 pmol (p>0,05), aumentou os niveis de NOx no NLET durante o

estresse de restricao (Figura 5).



49

—1 Veiculo
3 AM251 30 pmol
0.25 *
mm AM251 100 pmol
£ 0.20-
Q |
S 1
Q. 0.15-
S
N
o)
-§ 0.10-
=
< 0.05-
0.00

Figura 5 - Niveis de nitrito no NLET. Niveis de NOx no nucleo do leito da estria terminal apds
exposicado a uma sessao de 60 minutos de estresse por restricdo em animais que receberam
microinjecao bilateral do veiculo (solugdo salina contendo 20% de dimetilsulféxido (DMSO), 100
nL, n=10)) ou AM251 (30 pmol/100 nL, n=11; ou 100 pmol /100 nL, n=10) no NLET. As colunas
representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM). *p<0,05 versus grupo veiculo,
analise de variancia ANOVA unidirecional seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.2. Envolvimento das neurotransmissfes glutamatérgica e
nitrérgicalocal no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por

restricdo agudo pelo receptor CBino NLET

Receptor NMDA. As microinjecdes bilaterais do antagonista seletivo do
receptor glutamatérgico NMDA LY235959 (0,5 nmol/100 nL) e/ou AM251 (100
pmol/100 nL) no NLET nao afetou os valores basais da FC ou da temperatura da
pele da cauda (Tabela 1). A ANOVA monofatorial indicou efeito dos tratamentos
farmacoldgicos na PAM, mas a analise post-hoc nao revelou diferencga especifica
entre 0s grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 1). Entretanto, o estresse de
restricdo agudo causou aumento da PAM (tempo: Fs,945) = 40, p<0,0001) e da
FC (tempo: F@s,945 = 20, p<0,0001) e diminuiu a temperatura cutanea da cauda
(tempo: Fe,162) = 59, p<0,0001) (Figura 7). Além disso, a anélise ANOVA bifatorial
indicou efeito dos tratamentos farmacoldgicos do NLET na FC (F3,27)=5, p<0,01)
e na temperatura cutanea da cauda (F,27=4, p<0,03), mas ndo na PAM (F27)
=1, p>0,05) (Figura 7). A ANOVA bifatorial também indicou uma interagédo tempo
x tratamento na PAM (F(os,045=2, p<0,0002), FC (F(105,945=2, p<0,0001) e na

temperatura cutéanea da cauda (Fs,162)=3, p<0,0002) (Figura 7).

A analise post-hoc revelou que o tratamento do NLET com AM251 (grupo
SAL+AM251) facilitou a taquicardia desencadeada pelo estresse de restricao
agudo (p<0,006), e esse efeito foi inibido pelo pré-tratamento local com
LY235959 (grupo LY+AM251) (p>0,05) (Figura 7). A Figura 6 apresenta
representacdo diagraméatica dos sitios de microinjecdo no NLET de todos os

animais utilizados nesse protocolo.
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Tabela 1 - Pardmetros basais da pressado arterial média (PAM), frequéncia
cardiaca (FC) e de temperatura cutdnea da cauda (T°C) ap0s os tratamentos

farmacoldgicos no nucleo do leito da estria terminal (NLET).

Grupos n PAM (mmHQ) FC (bpm) T(°C)
SAL+DMSO 8 100+£2 363+9 28,3+0.3
SAL+AM251 8 100£1 338+10 29,4+0.4
LY235959+DMSO 8 99+2 366+11 29,1+0.5
LY235959+AM251 7 108x2 380+13 30,5+0.5

F@27=3,4 F@Eon=2,4 F@27=2,2
P<0,03 P>0.05 P>0.05
SAL+DMSO 8 100+£2 36349 28,3+0.3
SAL+AM251 8 100z£1 338+10 29,4+0.4
NPLA+DMSO 8 109+3 373+13 29,5+0.3
NPLA+AM251 7 10443 39247 28,2+0.2
F@27=2,8 F327)=,3,3 F@27=3,4
P>0.05 P<0,03 P<0,02
DMSO+DMSO 6 10445 404+15 30,0£0.2
DMSO+AM251 6 114+2 40315 29,3+.0.4
ODQ+DMSO 8 10642 37847 29,5+0.5
ODQ+AM251 6 103+2 386+6 29,1+0.4
F@,22=2,2 F@,22=1,5 F(,22=0,6
P>0,05 P>0,05 P>0,05
DMSO+DMSO 6 1045 404+15 30,0+0.2
DMSO+AM251 6 114+2 40315 29,3+.0.4
KT5823+DMSO 6 109+2 388+17 30,4+0.5
KT5823+AM251 6 105+3 376+5 28,8+0.4
F(3,20=1,6 F,20=1,3 F@3,20=2,7
P>0,05 P>0,05 P>0,05

mmHg: milimetros de mercurio,bpm: batimentos por minuto; DMSO: dimethyl sulfoxide; NPLA:
Nw-propyl-L-arginine hydrochloride; ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; SAL:
salina. Os dados foram expressos como errotx erro padrdo da média (EPM). ANOVA
monofatorial.
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Figura 6 - Representacéo diagramatica nos grupos referentes ao receptor NMDA, baseada
no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os sitios de microinjecéo
bilateral no NLET dos grupos SALINA+DMSO (quadrados brancos), SALINA+AM251 (quadrados
pretos) LY235959+DMSO (circulos brancos) e LY235959+AM251 (circulos cinza). IA -
coordenada interaural; ac - comissura anterior, cc - corpo caloso, f - fornix, ic - capsula interna,
LV - ventriculo lateral, st - estria terminal, 3V terceiro ventriculo.
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Figura 7 - Curvas temporais dos grupos referentes ao receptor NMDA, Curvas temporais de
variagdo da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutanea
da cauda (Atemperatura cauda) induzidas pelo estresse de restrigdo agudo em animais tratados
com LY235959 (antagonista seletivo do receptor glutamatérgico NMDA, 0,5nmol/100nl) e/ou
AM251 (antagonista seletivo do receptor CB1, 100pmol/100nl) no NLET. A &rea sombreada indica
o periodo de restricdo. Circulos representam a médiatEPM. # P<0,05 ao longo de todo o periodo
de restricAo em comparacdo com o grupo controle (Sal+DMSO), ANOVA acompanhado pelo
post-hoc de Bonferroni.
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NNOS. As microinjecdes bilaterais do inibidor seletivo da nNOS NPLA (0,2
nmol/100 nL) e/ou AM251 (100 pmol/100 nL) no NLET n&o alterou os valores
basais da PAM (Tabela 1). A ANOVA monofatorial indicou efeito de tratamentos
farmacoldgicos na FC e na temperatura cutdnea da cauda, mas a anélise post-
hoc nédo revelou diferenca significativa entre 0os grupos experimentais nesses
parametros (FC: p>0,05; temperatura cutanea da cauda: p>0,05) (Tabela 1).
Entretanto o estresse de restricdo agudo causou aumento da PAM (tempo:
F(3s5,945) = 420, p<0,0001) e da FC (tempo: Fss,945 = 15, p<0,0001) e diminuiu a
temperatura cutanea da cauda (tempo: F,162) = 48, p<0,0001) (Figura 9). Além
disso, a analise ANOVA bifatorial indicou efeito dos tratamentos farmacol6gicos
do NLET na FC (F@27=4, p<0,03) e na temperatura cutdnea da cauda
(F3.27=3,8, p<0,02), mas n&o na PAM (Fs27)= 0,6, p>0,05) (Figura 9). A ANOVA
bifatorial também indicou uma interacao tempo x tratamento na FC (F(105,945=1,5,
p<0,0004) e na temperatura cutanea da cauda (F@s,162)=3, p<0,0001), mas néo
na PAM (F(os,045=0,9, p>0,05), (Figura 9).

A andlise post-hoc revelou que o tratamento NLET com AM251 (grupo
SAL+AM251) facilitou a taquicardia desencadeada pelo estresse de restricdo
(p<0,05), e esse efeito foi inibido pelo pré-tratamento local com NPLA (grupo
NPLA+AM251) (p>0,05) (Figura 9). A Figura 8 apresenta representagéo
diagramética dos sitios de microinje¢cdo no NLET de todos os animais utilizados

nesse protocolo.
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Figura 8 - Representacdo diagramatica nos grupos referentes ao inibidor da nNOS,
baseada no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os sitios de
microinjecdo bilateral no NLET dos grupos SALINA+DMSO (quadrados brancos),
SALINA+AM251 (quadrados pretos) NPLA+DMSO (circulos brancos) e NPLA+AM251 (circulos
cinza). IA - coordenada interaural; ac - comissura anterior, cc - corpo caloso, f - férnix, ic - capsula
interna, LV - ventriculo lateral, st - estria terminal, 3V terceiro ventriculo.
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Figura 9 - Curvas temporais dos grupos referentes ao inibidor da nNOS. Curvas temporais
de variacao da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutanea
da cauda (Atemperatura cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em animais tratados
com NPLA (inibidor seletivo da nNOS, 0,2nmol/100nl) e/ou com AM251 (antagonista seletivo do
receptor CB1, 100pmol/100nl) no NLET. A &rea sombreada indica o periodo de restri¢&o. Circulos
representam a médiatEPM. # P<0,05 ao longo de todo o periodo de restricdo em comparacao
com o grupo controle (Sal+DMSO), ANOVA seguido pelo post-hoc de Bonferroni.
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GCs. As microinjecdes bilaterais do inibidor seletivo da GCs ODQ (0,5
nmol/100 nL) e/ou AM251 (100 pmol/100 nL) no NLET nao afetou os valores
basais de PAM, FC ou da temperatura da pele da cauda (Tabela 1). Entretanto
0 estresse de restricdo causou aumento da PAM (tempo: Fs,770) = 27, p<0,0001)
e da FC (tempo: F@s,770) = 17, p<0,0001) e diminuiu a temperatura cutanea da
cauda (tempo: Fe,132) = 48, p<0,0001) (Figura 11). Além disso, a analise ANOVA
bifatorial indicou efeito dos tratamentos farmacoldgicos do NLET na FC (F,22=4,
p<0,01), mas sem afetar a PAM (F@3,22) = 0,5, p>0,05) e a temperatura cutanea
da cauda (F@.22= 1, p>0,05) (Figura 11). A ANOVA bifatorial também indicou
uma interacdo tempo x tratamento na FC (Fos770=1,4, p<0,0007) e na
temperatura cutdanea da cauda (Fasi132=1,8, p<0,03), mas ndo na PAM
(Faos,770)=0,6, p>0,05), (Figura 11).

A analise post-hoc revelou que o tratamento do NLET com AM251 (grupo
DMSO+AM251) facilitou a taquicardia desencadeada pelo estresse de restricao
(p<0,02), e esse efeito foi inibido pelo pré-tratamento local com ODQ (grupo
ODQ+AM251) (p>0,05) (Figura 11). A Figura 10 apresenta a representagao
diagramatica dos sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados

nesse protocolo.
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Figura 10 - Representacdo diagramatica nos grupos referentes ao inibidor da GCs, baseada
no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os sitios de microinjecao
bilateral no NLET dos grupos DMSO+DMSO (quadrados brancos), DMSO+AM251 (quadrados
pretos) LY235959+DMSO (circulos brancos) e LY235959+AM251 (circulos cinza). IA -
coordenada interaural; ac - comissura anterior, cc - corpo caloso, f - fornix, ic - capsula interna,
LV - ventriculo lateral, st - estria terminal, 3V terceiro ventriculo.
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Figura 11 - Curvas temporais dos grupos referentes ao inibidor da GCs. Curvas temporais
de variacéo da presséo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutanea
da cauda (Atemperatura cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em animais tratados
com ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel-GCs, 0,5nmol/100nl)) e/ou AM251
(antagonista seletivo do receptor CB1, 100pmol/100nl) no NLET. A area sombreada indica o
periodo de restricdo. Circulos representam a médiatEPM. # P<0,05 ao longo de todo o periodo
de restricdo em comparagdo com o grupo controle (DMSO+DMSO), ANOVA bifatorial
acompanhado pelo post-hoc de Bonferroni.
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PKG. As microinjecfes bilaterais do inibidor seletivo da PKG KT5823
(0,01 nmol/100 nL) e/lou AM251 (100 pmol/100 nL) no NLET néo afetou os
valores basais da PAM, FC ou temperatura da pele da cauda (Tabela 1).
Entretanto, o estresse de restricdo causou aumento da PAM (tempo: Fs,700) =
18, p<0,0001) e da FC (tempo: F(ss,700) = 20, p<0,0001), e diminuiu a temperatura
cutdnea da cauda (tempo: Fe,120) = 54, p<0,0001) (Figura 13). Além disso, a
anélise ANOVA bifatorial indicou efeito dos tratamentos farmacologicos do NLET
na FC (F@320=3, p<0,05), mas sem afetar a PAM (F@20 = 2, p>0,05) e a
temperatura cutanea da cauda (F@20= 2, p>0,05) (Figura 13). A ANOVA
bifatorial também indicou uma interacéo tempo x tratamento na FC (F(10s5,700=1,5,
p<0,0005) e na temperatura cutanea da cauda (Fs,120=2,8, p<0,0007), mas néo
na PAM (F(os,700=1,1, p>0,05), (Figura 13).

A analise post-hoc revelou que o tratamento NLET com AM251 (grupo
DMSO+AM251) facilitou a taquicardia desencadeada pelo o estresse de
restricdo (p<0,03), e esse efeito foi inibido pelo pré-tratamento local com KT5823
(grupo KT5823+AM251) (p>0,05) (Figura 8). A Figura 12 é a representacdo
diagramatica dos sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados

nesse protocolo.
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Figura 12 - Representacdo diagramatica nos grupos referentes ao inibidor da PKG,
baseada no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os sitios de
microinjecao bilateral no NLET dos grupos DMSO+DMSO (quadrados brancos), DMSO+AM251
(quadrados pretos) KT5823+DMSO (circulos brancos) e KT5823+AM251 (circulos cinza). IA -
coordenada interaural; ac -comissura anterior, cc - corpo caloso, f - férnix, ic - capsula interna,
LV - ventriculo lateral, st - estria terminal, 3V terceiro ventriculo.
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Figura 13 - Curvas temporais dos grupos referentes ao inibidor da PKG. Curvas temporais
de variagao da presséo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutanea
da cauda (Atemperatura cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em animais tratados
com KT5823 (inibidor da proteina quinase G-PKG, 0,01nmol/100nl)) e/ou AM251 (antagonista
seletivo do receptor CB1, 100pmol/100nl) no NLET. A area sombreada indica o periodo de
restricdo. Circulos representam a médiatEPM. # P<0,05 ao longo de todo o periodo de restricao
em comparagdo com o grupo controle (DMSO+DMSO), ANOVA bifatorial acompanhado pelo
post-hoc de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo fornece a primeira evidéncia de interacdo entre o
receptor endocanabinoide CB1 e a neurotransmissao e nitrérgica no NLET. Além
disso, os dados reportados aqui sdo os primeiros a indicar que a modulacao das
respostas cardiovasculares ao estresse pelo receptor endocanabindide CB1 no
NLET é mediado por uma interacdo com as neurotransmissdes glutamatérgica
e nitrérgica locais. De fato, n6s observamos que a microinje¢do do antagonista
seletivo do receptor CB1 no NLET aumentou a formacéo local de NO durante o
estresse de restricdo, como evidenciado através do aumento dos niveis de NOx
no NLET. Além disso, o tratamento local do NLET com o antagonista seletivo do
receptor NMDA, bem como com os inibidores da nNOS, GCs ou PKG; aboliram
completamente a facilitacdo da resposta taquicardica observadas em
consequéncia da microinjecdo do antagonista seletivo do receptor CB1  no
NLET.

O receptor CB1 é amplamente expresso em todo o sistema nervoso
central (HERKENHAM et al., 1990; HOWLETT et al., 2004; TSOU et al., 1998),
inclusive no NLET (MATSUDA; BONNER; LOLAIT, 1993; TSOU et al., 1998).
Evidéncias demonstraram sua localiza¢éo na porgéo anterior do NLET (PUENTE
etal., 2010; TSOU et al., 1998). De fato, o NLET anterior possui projecdes diretas
para regides do hipotalamo e do tronco cerebral envolvidos no controle
autdnomo (DONG; PETROVICH; SWANSON, 2001; DONG; SWANSON, 2004).
Neste trabalho os tratamentos farmacoldgicos foram realizados na porcdo
anterior do NLET. Vale ressaltar que a parte rostral do NLET esta envolvida com
o controle das respostas cardiovasculares (RODER; CIRIELLO, 1993; ZHANG;
JULIEN; BARRES, 1996). Nesse sentido, nossos achados corroboram com
achados que a porcdo anterior do NLET atua no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo (GOMES-DE-SOUZA et al., 2020)

Identificamos anteriormente que microinjecdo bilateral do antagonista
seletivo do receptor CB1 no NLET aumentou de forma dose-dependente a
resposta taquicardica provocada pela restricdo, mas sem afetar o aumento da
PA e a queda da temperatura cutdnea da cauda (GOMES-DE-SOUZA et al.,
2016). Por outro lado, o tratamento local de NLET com inibidores da hidrélise da
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anandamida (ou seja, um inibidor da FAAH) e do 2-AG (ou seja, um inibidor de
MAGL) atenuou o aumento FC durante o estresse de restricdo, e esse efeito foi
abolido pela pré-tratamento local com AM251 (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016).
Tomados em conjunto, esses resultados indicaram uma influéncia inibitoria da
ativacao do receptor CB1 no NLET nas respostas cardiovasculares ao estresse,
efeito que parece ser mediado pela liberacédo local de AEA e 2-AG. Portanto, a
facilitacdo da resposta de FC apds o tratamento NLET com AM251 observado
no presente estudo esta de acordo com os resultados relatados anteriormente.
Além disso, o controle inibitorio das altera¢des cardiovasculares evocadas pelo
estresse através do receptor CB1 no NLET corrobora a proposicédo de que a
neurotransmisséo endocanabindide atua no sistema nervoso central suprimindo
as respostas ao estresse (HILL; TASKER, 2012; MORENA et al., 2016).

Estudos prévios utilizando técnicas de eletrofisiologia identificaram que os
endocanabindides agem pré-sinapticamente através do receptor CB:1 inibindo
aferéncias glutamatérgicas locais no NLET (BEDSE et al., 2019; GLANGETAS
etal., 2013; LANGE et al., 2017; MASSI et al., 2008; PUENTE et al., 2010). Esses
achados sédo reforcados por evidéncias da presenca de receptores CBi1 em
terminais glutamatérgicos no NLET (MASSI et al., 2008; PUENTE et al., 2010).
Essa influéncia inibitoria do receptor CB1 na neurotransmissao glutamatérgica
no NLET foi proposta estar envolvida em circuitos de recompensa, auto-
administracdo de nicotina, abstinéncia alcodlica e neuroplasticidade
desencadeada pelo estresse e comportamento defensivo (BEDSE et al., 2019;
GLANGETAS et al., 2013; LANGE et al., 2017; MASSI et al., 2008; REISIGER
et al., 2014). No entanto, os resultados apresentados aqui fornecem a primeira
evidéncia de interagcdo entre as neurotransmissdes endocanabindide e
glutamatérgica no NLET no controle das respostas fisiolégicas ao estresse.
Nossos resultados sdo ainda suportados por evidéncia recente de que a
neurotransmissao glutamatérgica no NLET exerce uma influéncia facilitatoria nas
respostas cardiovasculares ao estresse (ADAMI et al., 2017; BARRETTO-DE-
SOUZA et al., 2018b), de modo que, como evidenciado no presente estudo, €
esperada que inibicdo da neurotransmissao glutamatérgica por receptores CB1

locais tenha uma influéncia inibitoria nessas respostas.
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Uma das formas de sintese de NO no sistema nervoso central reportadas na
literatura envolve a ativacdo do receptor glutamatérgico NMDA e consequente
aumento nas concentragdes intracelulares de Ca*?, o que acarreta a ativacéo da
NNOS (GARTHWAITE; CHARLES; CHESS-WILLIAMS, 1988; GARTHWAITE,
2008). Foi reportado que neurbnios capazes de sintetizar NO no NLET séo
ativados durante situacdes aversivas (GUIMARAES et al., 2005), e o tratamento
sistémico com inibidores da nNOS diminui a ativacdo neuronal causada pelo
estresse no NLET (SILVA et al., 2012). Em conjunto, esses resultados sugerem
um recrutamento da neurotransmissdo nitrérgica do NLET durante ameacas
aversivas. A ativacdo do receptor glutamatérgico NMDA em neurbénios pos-
sinapticos resulta na formacdo de NO através de um mecanismo dependente de
Ca*? e ativacdo do nNOS (CHACHLAKI; PREVOT, 2019; GARTHWAITE, 2008,
2019). Assim, foi reportado recentemente que a influéncia facilitatéria do receptor
NMDA no NLET nas respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse é
mediada pela ativacédo local da nNOS (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2018b).
Apesar dessas evidéncias, a interagdo das neurotransmissdes endocanabindide
e glutamatérgica nunca foi explorada. De fato, nossos achados fornecem a
primeira evidéncia de uma interacdo entre a neurotransmisséo endocanabindide
local e sinalizacao nitrérgica no NLET. A identificacdo de que a modulacéo das
alteracdes cardiovasculares evocadas pelo estresse pelo o receptor NMDA é
mediado pela ativacéo local da nNOS no NLET (BARRETTO-DE-SOUZA et al.,
2018b) suporta a ideia de que a interacdo endocanabindide com o receptor
NMDA e a sinalizacdo nitrérgica € parte de uma mesma via de sinalizacao (isto
€, sinalizacdo do receptor NMDA/NNOS/GCs/PKG). Nesse sentido, o0s
resultados relatados aqui sugerem que a ativagao do receptor CB1 em terminais
excitatérios no NLET inibe a liberacdo de glutamato, que por sua vez reduz a
ativacdo do receptor NMDA, influxo de Ca*? e ativacdo de nNOS no neurdnio
pos-sinaptico. A Figura 14 representa um esquema que descreve 0 mecanismo
de interacdo proposto entre o receptor CB1 e a sinalizacdo pela via receptor
NMDA/NnNOS/GCs/PKG no NLET.
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Figura 14 - Mecanismo de interagdo endocanabinéide via receptor NMDA/nNOS/GCs/ PKG.
Representacdo esquematica que ilustra 0 mecanismo de interacdo proposto entre o receptor
canabindide do tipo 1 (CB1) e a N-metil-D-aspartato (NMDA)/6xido nitrico sintase neuronial
(nNOS)/guanilato ciclase solavel (GCs) / proteina quinase G (PKG) sinalizando o nudcleo do leito
da estria terminal (NLET) durante o estresse agudo de restricdo. A ativacdo do receptor CB1 nos
terminais pré-sinapticos excitatorios (1) inibe a liberacdo de glutamato (2), que por sua vez
diminui a ativacdo do receptor de glutamato NMDA (NMDA-R) (3), nNOS (4), sGC (5) e PKG (6).
2-AG: 2-araquidonoilglicerol; AEA: anandamida; GMPc: guanosina monofosfato ciclico; Gio:
proteina Gip (inibitoria); Glu: glutamato; GTP: trifosfato de guanosina; NO: 6xido nitrico.
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A via de sinalizacao do receptor NMDA/NnNOS/GCs/PKG parece ser o alvo
de outros mecanismos neuroquimicos locais no NLET controlando as respostas
ao estresse. De fato, a neurotransmissdo CRFérgica no NLET é um mecanismo
neuroquimico envolvido no controle das respostas cardiovasculares ao estresse
(CRESTANI et al.,, 2013b; OLIVEIRA et al., 2015), e atua em neurdnios pré-
sinapticos, aumentando a neurotransmissao glutamatérgica local (SILBERMAN;
WINDER, 2013). Essa interacéo entre glutamato e CRF, bem como a interacéo
de sinalizagcdo de CRF-NO, foi recentemente demonstrada estarem envolvidas
em respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse de restricdo
(OLIVEIRA et al., 2018). Uma interacdo entre neurotransmissdes
endocanabindide e CRFérgica no NLET nunca foi relatado. Contudo, apesar das
evidéncias de que o controle oposto exercido pelas neurotransmissoes
CRFérgica (papel facilitatorio) e endocanabindide (papel inibitério) das
respostas cardiovasculares ao estresse sejam mediadas através da mesma via
de sinalizacao (i.e, neurotransmisséo glutamatérgica e nitrérgica), ndo podemos
excluir a possibilidade de que a inibicdo da liberacao local de CRF pelo receptor
CB1 no NLET também afete as respostas cardiovasculares ao estresse de
restricdo. De fato, foi encontrada a co-localizacdo do receptor CB1 e dos
receptores CRFérgicos no NLET (COTA et al., 2007). Por outro lado, alguns
estudos indicaram que a neurotransmissdo endocanabindide pode mediar os
efeitos apos a ativagdo da neurotransmissédo da CRFérgica (KUPFERSCHMIDT;
KLAS; ERB, 2012; KUPFERSCHMIDT; NEWMAN, 2012). Portanto, novos
estudos sdo necessarios para investigar uma interacdo direta entre as

neurotransmissdes endocanabindide e CRFérgica no NLET.

O controle da funcdo cardiovascular durante ameacas aversivas €
mediado pelo sistema nervoso autbnomo (CARRIVE, 2006; CRESTANI, 2016;
DOS REIS et al.,, 2014). Nesse sentido, foi evidenciado que a inibicdo da
atividade simpatica cardiaca diminui o aumento da FC induzido pelo estresse,
ao passo que o bloqueio do tbnus parassimpatico para o coracdo aumenta a
taquicardia induzida por estimulos aversivos (CRESTANI, 2016; DOS REIS et
al., 2014). Em conjunto, esses resultados sugerem uma co-ativagéo do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico cardiacos durante o estresse. A resposta

pressora durante o estresse de restricdo € abolido pelo tratamento com
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antagonistas de adrenoceptores a1 (DOS REIS et al., 2014), o que sugere que
vasoconstricao dos leitos vasculares esplanico, renal e cutaneo contribui para o
aumento da pressao arterial durante o estresse (BLESSING, 2003; SCHADT;
HASSER, 1998; ZHANG; JULIEN; BARRES, 1996). O NLET possui conexdes
diretas com estruturas bulbares envolvidas no controle da atividade autonoma,
como o nucleo do trato solitario, o nicleo ambiguo, e as regifes ventrolaterais
(DONG; SWANSON, 2004; GRAY; MAGNUSON, 1987). Desse modo, a
influéncia inibitéria da neurotransmissdo endocanabindide no NLET nas
respostas de taquicardia causada pelo estresse de restricdo agudo pode ser
mediada pela ativac&o de vias inibitorias para neurbnios pré-motores simpaticos
localizados no bulbo ou facilitacdo de sinais excitatorios para neurdnios

parassimpaticos.

O NLET é proposto como um nucleo intergrador de informacdes,
conectando estruturas corticolimbicas como o cortex pré-frontal medial (CPFm),
cortex insular, hipocampo e amigdala a regiées do hipotalamo e tronco cerebral
envolvidas na geracao de respostas fisiolégicas e comportamentais (CRESTANI
etal., 2013a; MYERS; ULRICH-LAI, 2017; RADLEY; JOHNSON, 2018; ULRICH-
LAI; HERMAN, 2009). Aferéncias no NLET oriundas do CPFm, cértex insular,
hipocampo e amigdala basolateral (BLA) sao principalmente glutamatérgicas
(CH’'NG et al.,, 2018; MYERS; ULRICH-LAI, 2017). Resultados anteriores
forneceram evidéncias de que os receptores CBi inibiram terminais pré-
sinapticos excitatorios no NLET provenientes de regido infralimbica do CPFm,
cortex insular e BLA (BEDSE et al., 2019; GLANGETAS et al., 2013; LANGE et
al., 2017; MASSI et al., 2008). Uma influéncia facilitatéria do cortex infralimbico
e do cortex insular foi reportada sobre a resposta de FC desencadada pelo
estresse de restricio (ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010; TAVARES;
CORREA; RESSTEL, 2009). Em relacdo a BLA, a ativacdo deste nucleo
amigdaldide pelo estresse evoca alteracbes cardiovasculares e
comportamentais (SANDERS; MORZORATI; SHEKHAR, 1995; SANDERS;
SHEKHAR, 1995), e um estudo recente identificou que a angiotensina (1-7)
(peptideo regulador para os efeitos pro-estresse da angiotensina Il) no BLA
diminuiu as respostas cardiovasculares ao estresse de jato de ar (OSCAR et al.,

2015). Nesse sentido, € possivel que a interacdo com o receptor NMDA relatada
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no presente estudo esteja relacionada com a inibicdo de informacgdes excitatorias
no NLET oriunda dessas estruturas corticolimbicas, o que reduz a resposta de
FC. No entanto, como mencionado acima, aferéncias glutamatérgicas para o
NLET também se origina do hipocampo (CH'NG et al., 2018; MYERS; ULRICH-
LAI, 2017) e o NLET é parte do circuito neural envolvido no controle de respostas
fisioldgicas exercido por essa estrutura (ZHU et al., 2001) e foi relatado que essa
estrutura desempenha um papel facilitatério nas respostas de FC ao estresse de
restricdo (SCOPINHO et al., 2013). Assim, ndo podemos excluir a possibilidade
de que a interacao da neurotransmissdo endocanabindide e glutamatérgica aqui
relatada seja mediada pela inibicdo de informacdes provenientes do hipocampo.
Portanto, mais estudos sao necessarios para elucidar a rede central relacionada

aos efeitos relatados no presente estudo.

7. CONCLUSAO

Em suma, os resultados reportados neste estudo indicam uma interacao
da neurotransmissdo endocanabinéide no NLET com as neurotransmissfes
glutamatérgica e nitrérgica locais durante situacdes aversivas. Além disso,
nossos dados sugerem evidéncias de que o controle das respostas
cardiovasculares durante situacdes aversivas pelo receptor CB1 no NLET séo
mediadas através da inibicAo da sinalizacdo receptor glutamatérgico
NMDA/NNOS/GCs/PKG locais.
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cAPETULO 2

Os receptores GABA Mas nao 0s GABAs, vo hipotadlamo lateral
modulam a resposta taduicdrdica ao estresse emocional em
ratos.
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CAPITULO 2

1. INTRODUCAO

O hipotalamo lateral (HL) € uma area diencefalica complexa que foi
reportada ser ativada por varios estimulos aversivos (BRISKI; GILLEN, 2001;
CULLINAN et al., 1995; FURLONG et al., 2014; MOTTA; CANTERAS, 2015).
Consequentemente, o HL estaria ligado a rede central que regula as respostas
ao estresse (MYERS; ULRICH-LAI, 2017; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Em
relacdo as alteracdes cardiovasculares, estudos iniciais forneceram evidéncia de
um papel dessa area hipotalamica no controle da resposta de pressao arterial
evocada por estimulos aversivos condicionados (IWATA; LEDOUX; REIS, 1986).
A influéncia do HL no controle das respostas cardiovasculares a ameacas
aversivas incondicionais foram descritas apenas recentemente (DEOLINDO et
al., 2013). Nesse sentido, inibicdo bilateral aguda da neurotransmisséo do HL,
causada pelo tratamento com o bloqueador singptico ndo-seletivo CoClz,
desencadeou um aumento da taquicardia evocada por uma sessédo aguda de
estresse de restricdo, mas sem afetar a resposta pressora (DEOLINDO et al.,
2013). Este efeito foi mimitizado pelo tratamento local com um antagonista
seletivo do receptor glutamatérgico NMDA, o que indicou o envolvimento da
neurotransmissdo glutamatérgica local no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo pelo HL (DEOLINDO et al., 2013). No
entanto, apesar dos relatos de que o controle das respostas fisiologicas e
comportamentais pelo HL reflete um equilibrio de estimulos excitatérios e
inibitérios locais (STANLEY et al, 2011), o papel dos mecanismos
neuroquimicos inibidores locais no controle das respostas cardiovasculares ao

estresse pelo HL respostas nunca foi investigado.

O GABA é um neurotransmissor dominante no hipotdlamo (DECAVEL;
VAN DEN POL, 1990). Consequentemente, o controle inibitério dos neurénios
do HL por interneurénios GABAérgicos locais foi descrito anteriormente (BURT
et al., 2011; KONADHODE; PELLURU; SHIROMANI, 2015). Aferéncias
GABAérgicas de estruturas limbicas envolvidas no controle das respostas
evocadas ao estresse também foram relatadas no HL (GRITTI; MAINVILLE;
JONES, 1994; JENNINGS et al., 2013). Apesar desses achados, o papel da
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neurotransmissdo GABAérgica do HL no controle das respostas ao estresse
nunca foi investigado. Desse modo, a nossa hipotese nesse segundo estudo foi
a de que a neurotransmissdo GABAérgica no HL tem uma influéncia facilitatéria

nas respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo.

2. OBJETIVO

Caracterizacdo do papel da neurotransmissdo GABAérgica no HL no

controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo.

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Como descrito no item 3.1., Capitulo 1.

3.2. Implante de canulas guias no HL

Como descrito no item 3.2., Capitulo 1. Porém, todas as coordenadas para
o HL tiveram como referéncia os parametros obtidos do Atlas de (Paxinos and

Watson, 1997), e foram como segue para implante de canulas bilaterais no HL.

e Antero-posterior: +6,2 mm em relacg&o a interaural;
e Lateral: +1,8 mm a partir da linha média;

e Vertical: -7,6 mm em relacéo ao 0sso.
3.3. Canulacéao da artéria femoral
Como descrito no item 3.3., Capitulo 1.

3.4. Registro da presséo arterial média e frequéncia cardiaca

Como descrito no item 3.4., Capitulo 1.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda
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Como descrito no item 3.4., Capitulo 1.

3.6. Drogas e solucdes utilizadas

A gabazina (SR95531, antagonista seletivo do receptor GABAA), O
CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAB), 0 tribromoetanol (Sigma-
Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em solugéo
salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fountora-Wyeth, brasil) e o anti-inflamatério
flunexina meglumina (Banamine ®, Schering Plough, Brazil) foram utilizados

como fornecido pelos fabricantes.

3.7. Microinjecédo de drogas no sistema nervoso central

Como descrito no item 3.7., Capitulo 1.

3.8. Estresse por restricdo agudo

Como descrito no item 3.8., Capitulo 1.

3.9. Determinacao anatébmica dos sitios de injecdo das drogas no HL

Como descrito no item 3.9., Capitulo 1.

3.10. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como médiazerro padrdo da média (EPM). Os
valores basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda antes e depois do
tratamento farmacoldgico foram comparados usando o teste t de Student. As
alteracdes de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda ao longo do tempo
foram analisadas utilizando ANOVA bifatorial, sendo o tratamento como fator
principal e o tempo como medida repetida. A média dos valores durante os
primeiros 10 minutos da sessao do estresse agudo de restricdo (inicio) e durante
0 periodo restante do estresse de restricdo (platd) também foram calculados.
Esses valores foram comparados usando a ANOVA bifatorial, com tratamento

como fator principal e tempo (inicio x platd) como medida repetida, seguida pelo
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teste post-hoc de Bonferroni. Os resultados estatisticos com P<0,05 foram

considerados significativos.

4. PROCOLOS EXPERIMENTAIS

Este protocolo teve o0 objetivo de caracterizar o papel da
neurotransmissao GABAérgica no HL nas respostas cardiovasculares ao
estresse por restricdo agudo em ratos. Foi identificada a presenca dos
receptores GABAA e GABAs no HL (Margeta-Mitrovic et al., 1999; Backberg et
al., 2003, 2004). Desse modo, ndés investigamos o0 possivel envolvimento de
ambos o0s receptores GABAérgicos presentes no HL nas respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo em ratos. Para tanto, todos os
animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas
guias bilaterais direcionada ao HL, e mantidos em recuperag¢ao por no minimo 3
dias. O experimento foi realizado 24 h apés a implantacdo de um cateter na
artéria femoral para registro cardiovascular.

No dia do experimento, os animais foram mantidos em caixas individuais
na sala de experimentacdo por 60 minutos antes do inicio do experimento para
habituacdo as condi¢des da sala. Apds este periodo, foi realizado um registro de
30 minutos para determinacao dos valores basais de PAM e FC. Em seguida,
grupos independentes de animais receberam microinjecdes bilaterais no HL de
veiculo (salina, 100nL), gabazina (SR95531, antagonista seletivo do receptor
GABAa, 0,01nmol/100nL) ou CGP35348 (antagonista seletivo do receptor
GABA&g, 10nmol/100nL) (ZHONG et al., 2008; ZHOU et al., 2014). Dez minutos
apos o tratamento farmacologico do HL, os animais foram expostos a uma
sessdo de 60 minutos de estresse de restricdo agudo. Os registros de PAM, FC
e temperatura cutédnea da cauda foram realizados como descritos nos itens (3.4.
e 3.5. do Capitulo 1).

5. RESULTADOS

A figura 15 mostra fotomicrografia de um corte coronal histolégico
ilustrando o sitio de injecao bilateral no HL.
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Figura 15 - Corte histoldgico referente a microinjecdo no HL. Fotomicrografia de um corte
coronal histoldgico do encéfalo de um animal representativo, que ilustra os sitios de microinje¢ao
no HL e as setas indicam os sitios de microinjecdo no HL. 3V: terceiro ventriculo, opt: quiasma

Optico,500um.
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Tabela 2 - Pardmetros basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia

cardiaca (FC) e de temperatura cutanea da cauda (T°C) ap0s os tratamentos

farmacoldgicos no nucleo do leito da estria terminal (HL).

Grupos PAM (mmHg) FC (bpm) T(°C)
antes depois | antes depois | antes depois
97£5  99+4 | 362+2 389+3 | 29+0,6 29104
Controle
t=02,P=0.78] t=0.6,P=055 [t=0.1,P=0.85
11142 113+2 | 375%9 40419 | 30+0,7 29%0,1
SR95531
=06,P=051]| t=22,P=005 |[t=12,P=0.2
+ + + + + +
CGP35348 108+2 106+2 | 413%1 409+2 | 28+0,5 28%0,6
t=05P=061| t=0.1,P=088 [t=0.1,P=0.88

mmHg: milimetros de mercurio, bpm: batimentos por minuto; SR95531: antagonista seletivo do
receptor GABAA, CGP35348: antagonista seletivo do receptor GABAg.Os dados foram expressos
como erroz erro padrao da média (EPM). ANOVA monofatorial.
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A microinjecao bilateral do antagonista seletivo do receptor GABAa
(SR95531) (0,01 nmol /100 nL, n=6) ou do antagonista seletivo do receptor
GABAs (CGP35348) (10 nmol/100 nL, n=7) no HL n&o afetou os valores basais
de PAM, FC ou na queda da temperatura cutanea da cauda, quando comparados
com o0s animais tratados localmente com veiculo (100 nL, n=7) (Tabela 2).
Contudo, a analise temporal indicou que o estresse de restricdo agudo
desencadeou aumento da PAM (tempo: Fss.s95= 21,11, P<0,0001) e FC (tempo:
F@s.505= 13,42, P<0,0001) e diminuiu a temperatura cutanea da cauda (tempo:
F(s,02) = 11,8, P <0,0001) (Figura 17). A analise também indicou efeito dos
tratamentos farmacoldgicos do HL (tratamento: Feai7= 3,60, P=0,049) e
interacdo tratamento x tempo (Fo.s95 = 1,60, P=0,002) para os valores de FC
(Figura 17). No entanto, a andlise ndo indicou efeito do tratamento na PAM
(tratamento: F2,17)= 1,24, P=0,313) e na queda da temperatura cutdnea da cauda
(tratamento: Fea17= 0,68, P=0,515) ou interagdo tratamento x tempo para as
respostas da PAM e de queda da temperatura cutanea da cauda (PAM: F(70,595=
0,78, P=0,897) ou na queda da temperatura cutanea da cauda (F@2,102= 1,35,
P=0,202) (Figura 17). A andlise post-hoc da resposta da FC revelou que o
tratamento do HL com SR95531 (P=0,039), mas ndo com CGP35348 (P=0,875),

diminuiu a resposta taquicardica provocada pela restricao (Figura 17).

A andlise das respostas médias durante o periodo inicial (10 primeiros
minutos) e a fase de platd (10 aos 60 minutos) das respostas ao estresse de
restricdo indicou efeito do tratamento (F2,34= 6,69, P = 0,003) e do tempo (F(,34)=
4,85, P=0,034), mas sem interacdo entre tratamento x tempo (F34= 0,62,
P=0,540) para os valores de FC (Figura 17). No entanto, a analise ndo indicou
efeito do tratamento (PAM: F,34)= 2,97, P=0,065; queda da temperatura cutanea
da cauda: Fe34= 1,22, P=0,307) ou do tempo (MAP: F@a34= 2,54, P=0,120;
queda da temperatura cutanea da cauda: Fa34= 2,79, P=0,104) ou interagao
tratamento x tempo (PAM: F,34= 0,17, P=0,840; queda da temperatura cutanea
da cauda: F@,34= 0,47, P=0,627) para as respostas de temperatura da pele e da
PAM (Figura 17).

A analise post-hoc da resposta da FC revelou que o tratamento do HL com
SR95531 (inicio: P=0,016, platd: P=0,047), mas ndo com CGP35348 (inicio:

P=0,192, platb: P=0,994), diminuiu a resposta taquicardica evocada pela
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restricdo durante o periodo inicial e de platd (Figura 17). A Figura 16 apresenta
representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo no HL de todos os

animais utilizados nesse protocolo.
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Figura 16 - Representag¢é&o diagraméatica dos sitios de microinje¢do no HL, baseada no atlas
de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do bilateral no
HL dos grupos veiculo (circulos pretos), o antagonista seletivo do receptor GABAa SR95531
(quadrados cinzas) e o antagonista seletivo do receptor GABAs CGP35348 (quadrados pretos)
no HL. coordenada interaural IA.



80

Antagonistas GABAa e GABAb

25+ == CONTROLE 20 =1 CONTROLE
— 201 E ) mm SR95531
g :E‘.‘, 154 == CGP35348
g :
& 5
3 g
Q N 54
N

q0LBasal . Restricdo - | 04

PO TIPS P R P Inicio Platé
Tempo (min)

150+

150+

100+ -
E E 100+
2 5. < *
2 3
< < 507

04-
*
-50 0
Inicio Platé
Tempo (min)

21
-~ -O- CONTROLE -~ 0
? 2
3 g
8 o4 S
S S 11
®
{ ]
= S

o
§.-2- §_ 24
5 1S
2 R
< 41 Basal Restricdo N 3
P T I O R ) Inicio Platé

Tempo (min)

Figura 17 - Curvas temporais e a média das respostas referentes aos grupos GABAx e
GABAG. Efeito do tratamento do hipotalamo lateral (HL) com antagonistas seletivos do GABAa e
do receptor GABAs nas respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse agudo de
restricdo. (Esquerda) Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM),
frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura da pele da cauda (Atemperatura cauda) induzida pelo
estresse de restricdo em animais que receberam microinjecao bilateral do veiculo (controle, 100
nL; n = 7), o antagonista seletivo do receptor GABAa SR95531 (0,01 nmol/100 nL; n = 6) ou 0
antagonista seletivo do receptor GABAs CGP35348 (10 nmol/100 nL; n=7) no HL. A area
sombreada indica o periodo de restricdo. Os circulos representam a média e barra o erro padrédo
da média (EPM). # P <0,05 durante todo o periodo de restricdo em comparacdo com animais
tratados com veiculo, ANOVA bifatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni. (Direita)
médias da PAM, FC e temperatura da cauda durante o inicio (10 primeiros minutos) e fase de
platd do estresse de restricao em animais submetidos ao tratamento com HL com veiculo (barras
brancas, n=7), SR95531 (barras pretas, n=6) ou CGP35348 (barras cinza, n=7). As colunas
representam a média e barram o SEM. = P <0,05 versus grupo tratado com veiculo, ANOVA
bifatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Nossos resultados fornecem a primeira evidéncia do envolvimento da
neurotransmissdo GABAérgica no HL no controle das respostas
cardiovasculares induzidas por estimulos aversivos. De fato, n6s observamos
gue a microinjecdo bilateral de um antagonista seletivo do receptor GABAA
(SR95531) no HL reduziu o aumento da FC durante o estresse de restricao,
porém sem afetar a resposta pressora e a queda na temperatura cutdnea da
cauda. No entanto, o tratamento do HL com um antagonista seletivo do receptor

GABABg (CGP35348) nao afetou nenhum dos parametros avaliados.

Deolindo e colaboradores (2013) relataram recentemente que a inibicao
bilateral aguda da neurotransmissdo no HL causada pelo tratamento local com
o inibidor sinaptico ndo-seletivo CoCl2 aumentou a taquicardia desencadeada
pelo estresse de restricdo, porém sem afetar a resposta pressora. Este efeito foi
mimetizado pelo tratamento do HL com um antagonista seletivo do receptor
NMDA (DEOLINDO et al., 2013), o que sugeriu um papel da neurotransmissao
glutamatérgica local no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de
restricdo pelo HL. Em conjunto, esses resultados forneceram evidéncias de um
papel inibitério do HL no controle das respostas cardiacas ao estresse, que €
mediado, pelo menos parcialmente, pela neurotransmissao glutamatérgica local.
Os resultados relatados no presente capitulo fornecem evidéncias adicionais de
um papel inibitério do HL no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse, uma vez que o0 antagonismo da neurotransmissdo GABAérgica,
tratamento esse que aumenta a ativacdo neuronal local (JONES; MYERS;
HERMAN, 2011), causou diminuicdo da resposta de taquicardia desencadeada
pelo o estresse de restricdo. No entanto, talvez mais importante, é o fato dos
resultados reportados constituirem a primeira evidéncia de que a
neurotransmissao GABAérgica no HL, agindo via ativacdo de receptores GABAA
locais, age no processamento de resposta ao estresse. Nesse sentido, uma vez
que a taquicardia aumentada observada apos o blogueio sinaptico nao seletivo
no HL pela microinjecéo local de CoClz € mimetizada pelo tratamento local com
um antagonista do receptor de glutamato (DEOLINDO et al., 2013), parece que
a liberacdo de GABA no HL durante o estresse age modulando os efeitos

mediados pela ativacdo de terminacdes glutamatérgicas locais, em vez de
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mediar o controle das respostas evocadas pelo estresse no HL. De qualquer
forma, como o controle de respostas comportamentais (STANLEY et al., 2011),
o papel do HL nas respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse parece
ser o resultado do balanco na ativacdo de terminagbes glutamatérgicas e
GABAérgicas no HL.

O HL tem sido proposto como parte do circuito encefalico que regula as
respostas cardiovasculares ao estresse, conectando estruturas limbicas como o
hipocampo e a amigdala central a estruturas efetoras no hipotalamo e no tronco
cerebral, bem como a neurénios simpaticos na coluna intermediolateral (MYERS
et al., 2017). No entanto, aferéncias GABAérgicas no HL foram identificados a
partir de estruturas limbicas como a area pré-optica, a area hipotalamica anterior
(AHA) e o nucleo leito da estria terminal (NLET) (GRITTI; MAINVILLE; JONES,
1994; JENNINGS et al., 2013). De acordo, todas essas regides contém uma
quantidade densa de neurdnios produtores de GABA (BOUDABA; SZABO;
TASKER, 1996; CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993; OKAMURA et al., 1990;
RADLEY; GOSSELINK; SAWCHENKO, 2009), e a maioria das projecdes para
outras estruturas limbicas sdo GABAérgicas (BOUDABA; SZABO; TASKER,
1996; MYERS et al., 2014; ROLAND; SAWCHENKO, 1993). Em conjunto, essas
evidéncias suportam as projeces GABAérgicas a partir dessas estruturas para
o HL.

Estudos prévios evidenciaram que a ativacéo de receptores de glutamato
no NLET ou do receptor angiotensinérgico AT1 na AHA durante o estresse por
restricio aumentaram as respostas cardiovasculares evocadas pela restricao
(ADAMI et al., 2017; KUBO et al., 2001). Portanto, € possivel que o controle das
respostas cardiovasculares evocadas pela restricAo demonstrado no presente
estudo pelos receptores GABAA no HL seja parte dos circuitos neurais
relacionados ao controle do NLET e da AHA, uma vez que a ativacédo de
neurénios GABAérgicas do NLET e da AHA inibiria a ativagdo neuronal no HL,
gue por sua vez facilitaria as respostas cardiovasculares. Por outro lado, estudos
recentes relataram que a inibicdo da neurotransmissao local em nudcleos pré-
opticos (medial e lateral) aumentou a taquicardia evocada pela restricéo,
indicando um papel inibitério (DUARTE et al., 2017; FASSINI et al., 2017).

Embora essas evidéncias ndo suportem a ideia de um envolvimento da
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neurotransmissdo GABAérgica no HL na via relacionada ao controle das
respostas cardiovasculares ao estresse pela area pré-optica, um possivel papel
dos mecanismos neuroquimicos excitatérios locais no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse pelos nucleos pré-opticos nunca foi relatado. De
qualquer forma, mais estudos s&do necessarios para elucidar o circuito
relacionado ao controle das respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse

pela neurotransmissao GABAérgica no HL.

O HL é uma area heterogénea contendo tipos celulares distintos, incluindo
aminoacidos excitatorios e inibitérios; além de neuropeptideos, sendo orexina e
horménio concentrador de melanina (MCH) encontrados predominantemente no
HL (BERTHOUD; MUNZBERG, 2011; STUBER; WISE, 2016). Os neurdnios
orexinérgicos projetam-se para o hipotalamo, tronco cerebral e para regifes
envolvidas no controle autbnomo, bem como para neurbnios simpaticos na
medula espinhal (CARRIVE, 2017). Estudos anteriores relataram diminuicao das
respostas cardiovasculares a varios estressores psicolégicos em camundongos
knockout para orexina, bem como apds tratamento sistémico com antagonistas
dos receptores de orexina (BEIG; DAMPNEY; CARRIVE, 2015; FURLONG et
al., 2009; KAYABA et al., 2003). A influéncia facilitatoria da orexina nas respostas
cardiovasculares evocadas pelo estresse refuta a ideia de envolvimento desse
mecanismo neuroquimico nos efeitos relatados no presente estudo, uma vez que
a desinibicdo de neurdnios orexinérgicos evocados pelo tratamento do HL com
0 antagonista seletivo do receptor GABAA deveria aumentar, ao inves de
diminuir, as respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo. Isso também é
suportado por evidéncias de que 0s neurdnios orexinérgicos nao estdo
envolvidos nas respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse de restricdo
(FURLONG et al., 2009).

Com relacdo ao MCH, apesar dos relatos de que os antagonistas dos
receptores MCH diminuem a hipertermia induzida por estresse (SMITH et al.,
2006, 2009), o seu papel especifico no controle das respostas cardiovasculares
diante da exposicdo a ameacas aversivas nunca foi documentado. Contudo, a
administragao intracerebroventricular do MCH diminuiu a pressao arterial e a FC
em animais nao-estressados (MESSINA; OVERTON, 2007), o que sugere que a

influéncia facilitatoria da neurotransmissao GABAérgica na resposta taquicardica
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evocada por restricdo pode ser mediada pela inibicdo de neurénios MCH no HL.
Além de neuropeptideos, ndo podemos excluir o papel de neurbnios que
expressam aminoacidos, pois além da identificacéo da expressao abundante de
neurdnios glutamatérgicos e GABAérgicos no HL, marcadores desses
aminoacidos foram identificados em neurdnios orexinérgicos e melaninérgicos
(STUBER; WISE, 2016). Apesar desses achados, mais estudos sdo necessarios
para elucidar a populacdo neuronal local envolvida no controle das respostas

cardiovasculares ao estresse.

Como discutido no capitulo 1 (para detalhes, ver Capitulo 1), o sistema
nervoso simpatico e parassimpatico estdo envolvidos nas respostas
cardiovasculares durante ameacas aversivas (CRESTANI, 2016), de modo que
a resposta de FC é o resultado de um co-ativacao simpatica e parassimpatica
(CARRIVE, 2006; DOS REIS et al., 2014). Ha evidéncias neuroanatdmicas de
projecbes do HL para regides do tronco encefalico contendo neurdnios
parassimpaticos, como o nucleo motor dorsal e o nicleo ambiguo (LUITEN; TER
HORST; STEFFENS, 1987; TER HORST; LUITEN; KUIPERS, 1984). Nesse
sentido, estudos prévios indicaram que o controle inibitério da resposta de FC ao
estresse de restricdo pelos receptores NMDA no HL foi mediado por uma
facilitacdo do tbnus parassimpatico para o coracdo (DEOLINDO et al., 2013).
Portanto, a influéncia facilitatéria do receptor GABAaA no HL na taquicardia
evocada pela restricdo pode ser mediada pela inibicdo de mecanismos
facilitatérios para neurdnios parassimpaticos no tronco encefalico. No entanto,
considerando que o HL conecta direta, e indiretamente via regides na porgéao
ventrolateral do bulbo, a neurbnios simpaticos na coluna intermediolateral
(ALLEN; CECHETTO, 1992; SAPER et al.,, 1976) ndo podemos excluir a
possibilidade de que o controle pela neurotransmissdo GABAérgica no HL é
também mediada pela inibicdo de mecanismo inibitorios para os neurbnios

simpaticos.

7. CONCLUSAO

Em resumo, nossos resultados indicam um envolvimento da
neurotransmissdo GABAérgica no HL no controle das alteracdes

cardiovasculares desencadeadas durante ameacas aversivas. Especificamente,
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nossos resultados fornecem evidéncias de que a ativagcdo dos receptores
GABAa, mas ndao GABAs, no HL desempenha um papel facilitatério na
taquicardia induzida por estresse, mas sem afetar o aumento da presséao arterial

e a vasoconstricdo cutanea mediada pela ativacdo simpatica vasomotora.
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CAPTTULO 3

A wodulagdo da resposta tagquicdrdica ao estresse pelo receptor
endocanabindide CBy wo wicles do leito da estria +erminal é
mediado pela ativagdo do receptor GABAA vo hipotdlamo lateral.
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CAPITULO 3

1. INTRODUCAO

A grande maioria dos neurdnios no NLET sdo GABAérgicos (>90%)
(CULLINAN; HERMAN; WATSON, 1993; RADLEY; GOSSELINK;
SAWCHENKO, 2009). De fato, dados recentes demonstraram que a maior parte
das projecbes do NLET para outras estruturas limbicas sdo de neurdnios
GABAérgicas (MYERS et al.,, 2014). Nesse sentido, algumas evidéncias tem
indicado a presenca de projecdes GABAérgicas do NLET para o HL (GRITTI;
MAINVILLE; JONES, 1994; JENNINGS et al., 2013). As evidéncias de conexao
GABAérgica do NLET com o HL, juntamente com os resultados sugerindo uma
influéncia inibitéria do HL na resposta de taquicardia causada pelo estresse por
restricdo (DEOLINDO et al., 2013) (para detalhes, ver Capitulo 2), sugerem que
essa regido diencefalica possa ser parte da via neuronial envolvida na
modulacdo da resposta de FC ao estresse pela neurotransmissao
endocanabindide no NLET. Nesse sentido, considerando que a influéncia da
neurotransmissao endocanabindide seja mediada por uma inibicdo da
neurotransmissao glutamatérgica local (dados Capitulo 1), uma hipotese seria
qgue a formacéo local de endocanabindide no NLET durante situacdes aversivas
reduza a liberacdo local de glutamato, o que diminui a ativacdo de neurdnios
GABAEérgicos no NLET que se projetam para o HL, resultando em uma menor
inibicdo dos neurdnios do HL, e consequente reducdo da resposta de FC ao
estresse. Desse modo, neste trabalho testamos a hipétese de que a facilitacao
da resposta de taquicardia ao estresse por restricdo decorrente da microinjecdo
de AM251 (antagonista seletivo do receptor CB1) no NLET seja mediada por uma
menor ativacdo de neurdnios no HL via ativacao do receptor GABAA local.

2. OBJETIVO

- Avaliar o efeito do antagonismo farmacologico do receptor CB1 no NLET
sobre o numero de neurbnios c-Fos positivos no HL apds uma sessdo de

estresse de restricao agudo.
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- Investigar o envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica no HL,
agindo via receptor GABAa, no controle das respostas cardiovasculares ao

estresse de restricdo agudo pelo receptor CB1 no NLET.

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Como descrito no item 3.1., Capitulo 1.

3.2. Implante de canulas guias no NLET e HL

Como descrito no item 3.2., Capitulo 1 e 2.

3.3. Canulacéo da artéria femoral

Como descrito no item 3.3., Capitulo 1.

3.4. Registro da presséo arterial média e frequéncia cardiaca

Como descrito no item 3.4., Capitulo 1.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Como descrito no item 3.5., Capitulo 1.

3.6. Drogas e solucdes utilizadas

SR95531 (antagonista seletivo do receptor GABAA) (TOCRIS cat. # 1262,
West-woods Business Park, Ellisville, MO, EUA), 2,2,2 Tribromoetanol (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, EUA; cat. # T48402) e Uretana (Sigma-Aldrich; cat. #
U2500) foram dissolvidos em solugéo salina (NaCl 0,9%). AM251 (N- (piperidin-
1-il) -5- (4-iodofenil) -1- (2,4-diclo-rofenil) -4-metil-1H-pirazol-3 carboxamida)
(antagonista seletivo do receptor CBi1) (TOCRIS cat. # 1117, West-woods
Business Park, Ellisville, MO, EUA) foi dissolvido em uma solucdo salina
contendo 30% de DMSO (DMSO 30%). A flunixina meglumina (Banamine,
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Schering Plough, Cotia, SP, Brasil) e a preparacdo poliantibidtica de
estreptomicinas e penicilinas (Pentabiotico, Fort Dodge, Campinas, SP, Brasil)

foram utilizadas como fornecidas.

3.7. Microinjecédo de drogas no sistema nervoso central

Como descrito no item 3.7., Capitulo 1.

3.8. Estresse por restricao agudo

Como descrito no item 3.8., Capitulo 1.

3.9. Determinacado anatdomica dos sitios de injecdo das drogas

Como descrito no item 3.9., Capitulo 1.

3.10. Imunohistoquimica para c-Fos

Trinta minutos apds o término da sesséo de estresse, 0s animais foram
anestesiados com uretana (1,2 g/kg, i.p.) e perfundidos com salina tamponada
com fosfato (PBS) (1 molar pH 7,4) acompanhado de paraformaldeido 4% em
solucdo com tampao fosfato (pH 7,4). Em seguida, os encéfalos foram pos-
fixados em paraformaldeido por 2h e transferidos para solugéo de sacarose 30%
em PBS a 4°C. Apo6s dois dias, os encéfalos foram congelados em gelo seco em
po por 1h, e em seguida estocados em freezer -80°C até o processamento.

A técnica de imunohistoquimica para c-Fos foi feita apds a realizacdo de
cortes coronais de 35um dos encéfalos na regido do HL (baseado nas pranchas
de microinjecdo no HL nos experimentos funcionais (GOMES-DE-SOUZA et al.,
2019) em criostato (-20°C) (CM1900, Leica, Alemanha). As fatias contendo a
regido encefélica de interesse (i.e., HL) foram lavadas 3 vezes (10 minutos cada
lavagem) em PBS e incubadas em solugéo bloqueadora (soro de cabra 3% e
Triton X-100 0,25% dissolvidos em PBS) por uma hora a temperatura ambiente.
ApoOs o bloqueio, as fatias foram incubadas com anticorpo anti-c-Fos (diluicao
1:2000; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA,; produzido em coelho) em

solucdo bloqueadora por 24 horas a 4°C. Apos essa incubacao, as fatias foram
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lavadas com PBS por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas com
anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (diluicdo 1:600; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) em PBS-Tx (Triton X-100 0,25%) e soro de cabra 3% por
2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as fatias foram lavadas com PBS
por 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas por 1 hora em solugéo de
avidina-biotina-peroxidase (ABC Elite kit, PK-6100; Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA), Triton X-100 0,5% e PBS. Na sequéncia, as fatias foram
lavadas 3 vezes (10 minutos cada lavagem) e incubadas em 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) por aproximadamente 7 minutos. Finalmente, foram
lavadas 4 vezes (5 minutos cada lavagem), transferidas para solucéo de PBS e
montadas em laminas gelatinizadas. Apds a secagem, as laminas foram
hidratadas em agua destilada e, em seguida, desidratadas em gradiente seriado
de titulagbes crescentes de etanol (30%, 60%, 90%, 95% e 100%) e xilol
(LabSynth, Sédo Paulo, Brasil). Por fim, foram cobertas com Permount (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MA, EUA) e laminulas.

A imunomarcacdo de c-Fos foi capturada através de uma camera
acoplada a um microscépio (Zeiss Axioskop 2). Foram capturadas duas imagens
por corte (hemisfério direito e esquerdo) e foram obtidos pelo menos quatro
cortes por animal. A contagem foi realizada a partir de uma éarea fixa do HL, e a
quantificacdo foi realizada em pelo menos dois cortes do HL por animal. As
células positivas para c-Fos foram contadas utilizando o programa Image J. Os
resultados foram expressos como numero meédio de células positivas para c-
Fos/mm?. O HL foi identificado de acordo com o atlas de encéfalo de ratos de
(PAXINOS; WATSON, 1997).

3.11. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). O
efeito dos tratamentos farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM, FC e
temperatura cutanea da cauda foram comparados utilizando a analise de
variancia (ANOVA) monofatorial. A ANOVA bifatorial, com tratamento como
medida principal e tempo como medida repetida, acompanhada do teste post-
hoc de Bonferroni, foi usada para comparar as curvas temporais de variacdes da

presséao arterial, frequéncia cardiaca e temperatura cutanea da cauda durante o
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estresse por restricdo agudo. A comparagdo do numero de neurbnios positivos
para c-Fos (grupo controle versus grupo tratado) foi realizada usando o teste t

de Student. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram trazidos para a sala experimental em suas proprias
caixas. Os animais foram permitidos pelo menos 60 minutos para se adaptarem
as condicOes da sala experimental, como som e iluminagéo, antes de iniciar 0s
experimentos. A sala experimental teve a temperatura controlada (24°C) e era

isolada acusticamente das outras salas.

4.1. Avaliacdo do efeito da microinjecdo de AM251 no NLET no
numero de neurdbnios c-Fos positivos no HL apds uma sesséo aguda de
estresse por restricao

Este protocolo teve o objetivo de investigar se 0 antagonismo do receptor
CB1no NLET resulta em reducdo no numero de neurbnios ativos no HL durante
0 estresse de restricdo agudo. Para tanto, todos os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para implantacao de canulas guias bilaterais direcionadas
ao NLET, e mantidos em recuperacdo por no minimo 4 dias. No dia do
experimento, os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de
experimentacdo por 60 minutos antes do inicio do experimento, para habituacao
as condicdes da sala. Apds este periodo, foi realizada a microinjecao bilateral de
veiculo (30% DMSO diluido em salina, 100nL, n = 8) ou AM251 (100pmol/100nL,
n =11) no NLET (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016, 2020). Dez minutos ap6s o
tratamento farmacoldgico do NLET, os animais foram expostos a uma sessao de
60 minutos de estresse por restricdo agudo. Trinta minutos apds o término da
sesséo de estresse, todos os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg,
I.p.) e perfundidos com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), seguido
por paraformaldeido 4%. Em seguida, os encéfalos foram removidos e
submetidos a procedimento para quantificacdo do numero de células positivas

para c-Fos no HL (para detalhes, ver item 3.10).
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4.2. Efeito AM251 da microinjecdo no NLET com o pré-tratamento
com SR95531 no HL no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricao.

O objetivo deste protocolo foi investigar o envolvimento do receptor
GABAA no HL nos efeitos do tratamento do NLET com o antagonista seletivo do
receptor CB1 AM251 sobre as respostas cardiovasculares ao estresse de
restricdo agudo. Para isso, grupos independentes de ratos foram pré-tratados no
HL com antagonista seletivo do receptor GABAA SR95531 (1 pmol/100nL, n = 6)
ou veiculo (solucado salina, 100nL/lado n = 6) (GOMES-DE-SOUZA et al., 2019).
Cinco minutos depois, 0os animais receberam veiculo (DMSO 30%, 100nL /lado
n = 6) ou AM251 (100pmol/100nL/lado n = 6) no NLET (FERREIRA-JUNIOR et
al., 2012; GOMES-DE-SOUZA et al., 2016; LISBOA et al., 2008). Cinco minutos
apos o segundo tratamento farmacologico do NLET, os animais de todos os
grupos experimentais foram submetidos a uma sessdo de 60 minutos de

estresse por restricao.

O registro cardiovascular comec¢ou pelo menos 30 minutos antes do inicio
da restricéo, e foi realizado durante toda a sesséo de estresse. A temperatura da
pele da cauda foi medida 10, 5 e 0 minutos antes da restricdo para os valores
basais e aos 10, 20, 40 e 60 minutos durante a restricdo (BUSNARDO et al.,
2013a). Cada animal recebeu um Unico tratamento farmacologico e foi
submetido a uma sesséo de restricdo. Em cada protocolo, os animais foram

distribuidos aleatoriamente entre os varios grupos experimentais.

5. RESULTADOS

Abaixo representamos fotomicrografias de cortes histoldgicos ilustrando o

sitio de injecdo no NLET e HL.

e Referente ao NLET, como demonstrado na figura 4, Capitulo 1.

e Referente ao HL, como demonstrado na figura 15, Capitulo 2.
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5.1. Efeito da microinjecdo de AM251 no NLET sobre o numero de
células positivas para c-Fos no HL apds o estresse de restricdo agudo

A microinjecéo bilateral de AM251 (antagonista seletivo do receptor CB41,
100pmol/100nL, n=11) diminuiu significativamente o niamero de células positivas
para c-Fos no HL (t = 4,59; P<0,001) ap0s a exposicéo ao estresse de restricao,
quando comparado com 0s animais tratados com veiculo (100 nL/lado, n = 8)
(Figura 18). A Figuras 19 mostra corte histolégico de um animal representativo
ilustrando a marcacéo de c-Fos no HL e a delimitacdo da &rea quantificada. A
Figura 20 apresenta cortes de animais representativos ilustrando a marcacao
imunohistoquimica de c-Fos no HL nos animais tratados com veiculo ou AM251
no NLET.
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Figura 19 - Corte histolégico representando a marcacdo de c-Fos no HL. Corte
representativo ilustrando a marcacé@o para c-Fos e a delimitacdo da area no HL em que foi
realizada a quantificagdo das células positivas para c-Fos.



95

Grupo CONTROLE Grupo AM251

Figura 20 - Fotos representativas dos grupos com marcag¢6es no HL. Fotos representativas
da marcacéo de c-Fos no HL de animais tratados no NLET com veiculo (grupo controle, foto
esquerda) ou AM251 (grupo AM251, foto direita), 50um.
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INTERACAO HL-NLET (C-FOS)
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Figura 18 - Quantificacdo de neurdnios positivos para c-Fos no HL. Quantificacdo de
neurdnios positivos para a proteina c-Fos no HL de ratos tratados com AM251 (antagonista
seletivo do receptor CB1, 100pmol/100nL) (barra preta) ou veiculo (DMSO 30%, 100nL) (barra
branca) no NLET e submetidos a uma sesséo de 60 minutos de estresse de restricdo. As barras
representam a média = EPM. * P<0,05, teste t de Student.
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5.2. Efeito do pré-tratamento do HL com SR95531 nas alteracfes das
respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo causadas pelo
tratamento do NLET com AM251

As microinjecdes bilaterais do SR95531 (1 pmol/100nL/lado, n = 6) no HL
e/ou AM251 (100pmol/100nL/lado n = 6) no NLET n&do afetaram os valores
basais da PAM, FC ou temperatura da pele da cauda (Figura 21). No entanto, o
estresse da restricdo agudo causou aumento da PAM (tempo: F3s.700) = 38,
P<0,0001) e da FC (tempo: Fss.700) = 30, P<0,0001), e diminuiu a temperatura
cutdnea da cauda (tempo: F@e.1200 = 38, P<0,0001) (Figura 22). Além disso, a
analise nédo indicou efeito dos tratamentos farmacolbgicos sobre as respostas da
PAM (F@a20) = 0,2, P>0,05), FC (F@3,20) = 1,4, P>0,05) e temperatura cutanea da
cauda (F@,200 = 1,5, P>0,05) durante o estresse de restricdo agudo (Figura 22).
No entanto, a andlise indicou interacdo estresse x tempo para a FC (F(os, 700) =

1, P<0,01) e a queda na temperatura cutanea da cauda (Fs, 120) = 2, P <0,01).

A andlise post-hoc ndo indicou efeito dos tratamentos na diminuicdo da
temperatura cutanea da cauda (P>0,05) (Figura 22). Entretanto, a analise post-
hoc revelou que o tratamento do NLET com AM251 (grupo salina + AM251)
aumentou a taquicardia causada pela restricédo (P <0,05), e esse efeito foi inibido
nos animais pré-tratados com o antagonista seletivo do receptor GABAa no HL
(P>0,05) (Figura 22).
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INTERACAO HL+NLET (BASAL)
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Figura 21 - Valores basais referentes aos grupos da interagcdo NLET+HL. Valores basais da
presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura da cauda (°C) em animais
tratados com SALINA + DMSO (barras brancas), SALINA + AM251 (barras pretas), SR95531 +
DMSO (barras cinza escuro) e SR95531 + AM251 (barras cinza claro). As barras representam a
média + SEM, ANOVA monofatorial.
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INTERACAO HL+NLET (RESTRICAO)
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Figura 22 - Curvas temporais referentes aos grupos da interacdo NLET+HL. Curvas
temporais de alteragbes na pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura da cutdnea da cauda (Atemperatura cauda) desencadeadas por estresse agudo de
restricdo em animais tratados bilateralmente no HL com veiculo (SALINA, solugédo salina 100nL)
ou o antagonista seletivo do receptor GABAA SR95531 (1 pmol/100nL), seguido de uma segunda
microinjecdo no veiculo com (DMSO) (solucédo salina contendo 30% de DMSO, 100nL) ou o
antagonista seletivo do receptor CB1 AM251 (100pmol/100nL).



100

6.DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo s@o os primeiros a indicar um
envolvimento da interagdo entre o NLET e o HL no controle das respostas
cardiovasculares durante o estresse. De fato, ndés observamos que a
microinjecao bilateral de um antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) no
NLET facilitou o aumento da FC, mas sem afetar as respostas de aumento da
PAM e a queda da temperatura cutanea da cauda. O efeito do AM251 na
resposta taquicardica ao estresse de restricdo foi inibido em animais pré-tratados
com o antagonista seletivo do receptor GABAa (SR95531) no HL. Outro achado
gue confirma nossa hipotese de envolvimento do HL no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse pela neurotransmissao endocanabindide no NLET
foi a observagéao de que a microinjegao bilateral de AM251 no NLET diminuiu a
ativacdo neuronial no HL em animais submetidos a uma sessdo aguda de

restricdo de estresse.

O HL recebe aferéncias de varias estruturas limbicas, incluindo o NLET
(CH'NG et al., 2018; DONG; SWANSON, 2004; HAO et al., 2019; HOSOYA;
MATSUSHITA, 1980). Como mencionado acima, a grande maioria dos
neurdnios no NLET s&o GABAé&rgicos (>90%) (CULLINAN; HERMAN; WATSON,
1993; RADLEY; GOSSELINK; SAWCHENKO, 2009). De fato, dados recentes
mostraram que a maioria das projecoes de NLET para outras estruturas limbicas
sao de neurdnios GABAérgicos (CH’'NG et al., 2018; MYERS et al., 2014). Nesse
sentido, algumas evidéncias indicaram a presenca de projec6es GABAérgicas
do NLET para o HL (GRITTI; MAINVILLE; JONES, 1994). Com base nesses
achados, nés investigamos a participagcdo da neurotransmissdo GABAEérgica no
HL no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo
pelo receptor CB1no NLET. Em conjunto, os dados apresentados aqui suportam
a nossa hipotese de que a facilitacdo da resposta de FC ao estresse de restricdo
observado ap6s o tratamento do NLET com AM251 é mediado por um aumento
na liberacdo de GABA no HL, ja que nOs observamos que o tratamento do NLET
com AM251 reduziu o numero de neurdnios positivos para c-Fos no HL apdés o
estresse por restricao, e o pré-tratamento do HL com o antagonista GABAAa inibiu
os efeitos do antagonismo do receptor CB1 no NLET sobre a resposta de

taquicardia ao estresse de restricao.
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As projecdes GABAérgicas do NLET para o HL foram implicadas nas
respostas comportamentais de preferéncia condicionada por lugar a cocaina,
ingestdo alimentar e ansioliticas (Sartor & Aston-jones, 2012; Jennings et al.,
2013; Kim et al., 2013; Ch et al., 2018). Entretanto, do nosso conhecimento, os
dados reportados no presente capitulo constituem a primeira evidéncia do

envolvimento dessa via neural em respostas fisioldgicas ao estresse.

7. CONCLUSAO

Os resultados desse protocolo elucidaram o envolvimento de aumento na
liberacdo de GABA e ativacdo do receptor GABAa no HL, o que resulta em
reducdo na ativacdo neuronial nesse nucleo hipotalamico, na facilitacdo da
resposta taquicardica ao estresse de restricdo causada pelo antagonismo do
receptor CB1 no NLET. A Figura 23 apresenta uma representagdo esquematica
da interacdo entre a neurotransmissdo endocanabindide no NLET e a
neurotransmissdo GABAérgica no HL no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restrigao.
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Figura 23 — Mecanismo de interacao da neurotransmisséo endocanabinéide no NLET e a
neurotransmissdo GABAérgica no HL no controle da resposta de FC durante o estresse
de restricdo. Representacdo esquematica que ilustra o mecanismo de interagao proposto entre
0 receptor canabindide do tipo 1 (CB1) no nucleo do leito da estria terminal (NLET) e o receptor
GABAérgico do tipo A (GABAA) no hipotalamo lateral no controle da resposta de FC durante o
estresse agudo de restricdo. A ativacdo do receptor CB1 nos terminais pré-singpticos excitatérios
(1) inibe a liberacao de glutamato (2), que por sua vez diminui a atividade de neurénios GABA
no NLET (3), diminui a liberacdo de GABA no HL (4). Além disso, ocorre o0 aumento da atividade
de neurdnios do HL (5), que diminui a FC durante o estresse agudo de restricdo (6). 2-AG: 2-
araquidonoilglicerol; AEA: anandamida; Glu: glutamato; NLET: nucleo leito da estria terminal.
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CAPLTULO 4

Os receptores CBy e CBa vo wicleo do leito da estria termival
modulam de wmaveira diferente comportamentos relacionados a
ansiedade: avsiedade wata e wfluéwcia de experiéucias
anteriores ao estresse.
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CAPITULO 4

1. INTRODUCAO

O sistema endocanabindide foi identificado nas estruturas limbicas do
cérebro, de modo que esta posicionado para modular respostas emocionais,
como medo e ansiedade (LISBOA et al., 2017; PATEL et al., 2017; YIN; WANG;
ZHANG, 2019). Consequentemente, variantes nos genes do sistema
endocanabindide tém sido associadas a ansiedade em humanos e roedores
(DINCHEVA et al.,, 2015; HEITLAND et al.,, 2012). Estudos em roedores
relataram dados conflitantes sobre o efeito da administracdo sistémica do
antagonista do receptor CB1 em respostas semelhantes a ansiedade, mas varios
trabalhos demonstraram consistentemente fenotipo ansioso em camundongos
deficientes do receptor CB1 (LISBOA et al., 2017; YIN; WANG; ZHANG, 2019).0
papel ansiolitico dos receptores CB1 também foi evidenciado em ensaios clinicos
do antagonista do receptor CB1 rimonabanto (MOREIRA; CRIPPA, 2009).

Em relagdo aos receptores CB2, evidéncias recentes indicaram sua
expressdo na glia e nos neurdnios em varias regides do cérebro (GONG et al.,
2006; ONAIVI et al., 2006; SICKLE et al., 2014; SOARES et al., 2013; STEMPEL
et al., 2016). Dessa forma, estudos anteriores relataram que o tratamento
sistémico com agonista e antagonista do receptor CB2 afetou 0 comportamento
da ansiedade em varios testes, mas os resultados séo controversos (LISBOA et
al., 2017). No entanto, como identificado no caso dos receptores CB1, animais
deficientes do receptor CB2 apresentaram ansiedade aumentada em (ORTEGA-
ALVARO et al.,, 2011). Os diferentes achados obtidos com a administracédo
farmacoldgica de drogas que atuam no sistema endocanabindide podem ser
explicados pelo fato de que a modulacdo endocanabindide dos comportamentos
de ansiedade é especifica em relacédo ao local do cérebro(KOREM et al., 2016).
No entanto, apesar dos relatos do efeito dos fitocanabindides e inibidores do
metabolismo e da recaptacdo de endocanabindides em varias estruturas
limbicas (LISBOA et al., 2017; MOREIRA et al., 2012), o papel especifico dos
receptores CB: e, principalmente, CB2 em diferentes estruturas cerebrais ainda
nao sao completamente compreendidas.

O NLET esta envolvido em estados emocionais como a ansiedade
(CALHOON; TYE, 2015; FOX; SHACKMAN, 2019; LEBOW; CHEN, 2016). Por



105

exemplo, a lesdo do NLET ou a inibicdo quimica reduziram o comportamentos
relacionados a ansiedade no labirinto zero elevado (WADDELL; MORRIS;
BOUTON, 2006) e inibiram o sobressalto aumentado pela luz e pela CRF (LEE;
DAVIS, 1997; WALKER; DAVIS, 1997). A ideia de que a ativagdo do NLET possa
estar envolvida na ansiedade também foi apoiada por evidéncias de que o
bloqueio do receptor de glutamato ou a inibicAo optogenética no NLET
provocaram efeitos do tipo ansioliticos (FARIA et al., 2016; KIM et al., 2013),
enquanto o bloqueio do receptor GABA causou efeitos opostos (GENG et al.,
2016; SAJDYK et al., 2008). Além disso, a hiperpolarizagéo via receptor 5-HT1a
e despolarizagdo mediada por 5-HT2c, evocada por fotoestimulagdo dos
terminais BNST 5-HT, causou, respectivamente, efeitos ansioliticos e
ansiogénicos (GARCIA-GARCIA et al., 2018; MARCINKIEWCZ et al., 2016).
Estudos em humanos também relataram que a ansiedade esta diretamente
relacionada a atividade do NLET (SOMERVILLE; WHALEN; KELLEY, 2010;
YASSA et al., 2012). No entanto, a ativacdo dos terminais dos neurénios do
NLET no hipotalamo lateral (HL) e na &rea tegmental ventral (ATV) evocou
efeitos semelhantes a ansioliticos em camundongos (JENNINGS et al., 2013;
KIM et al., 2013), indicando a presenca de neurénios no NLET que suprimem a
ansiedade (YAMAUCHI et al., 2018). Além da ansiedade inata, o NLET também
tem sido implicado na ansiedade evocada pelo estresse (FARIA; LAVERDE;
NUNES-DE-SOUZA, 2020; GOUVEIA et al., 2016; POMRENZE et al., 2019),
mas as informacdes disponiveis sdo limitadas.

Como reportado acima, componentes do sistema endocanabindide foram
identificados no NLET, incluindo diacilglicerol lipase (DAGL, sintese de 2-
araquidonoilglicerol), fosfolipase D (NAPE-PLD, sintese de anandamida), &cidos
graxos amido hidrolase de (FAAH, degradacdo de anandamida),
monoacilglicerol (degradacdo do araquidonoilglicerol) e receptores CB:
(GULYAS et al., 2004; LANGE et al., 2017; MATSUDA; BONNER; LOLAIT, 1993;
PUENTE et al., 2010, 2011). No entanto, a expressao do receptor CB2 nunca foi
relatada, de modo que até agora todos os efeitos relatados pelo sistema
endocanabindide no NLET foram mediados pelo receptor CB1 local (BEDSE et
al., 2019). Em relacéo as respostas emocionais, um estudo recente relatou um
papel dos receptores CB1 no NLET na resposta ao medo condicionado (LANGE
etal., 2017). Além disso, a microinjecéo intra-NLET do fitocanabindide canabidiol



106

(CBD) também evocou efeito ansiolitico, mas essa resposta foi mediada pelo
receptor 5-HTia (GOMES; RESSTEL; GUIMARAES, 2011). Apesar dessas
evidéncias, nunca foi relatado um papel da neurotransmissdo endocanabinéide
presente no NLET no controle de comportamentos relacionados a ansiedade
(LISBOA et al., 2017). Além disso, alguns estudos forneceram evidéncias de que
o controle de comportamentos de ansiedade pelo sistema endocanabinoide
pode ser influenciado por experiéncias anteriores ao estresse (CAMPOS et al.,
2010), e os receptores CB1 no NLET estavam relacionados a plasticidade
funcional local evocada pelo estresse agudo (GLANGETAS et al., 2013). Assim,
além da ansiedade inata, nds também testamos a hipotese de que os receptores
endocanabindides no NLET estdo envolvidos na resposta ansiogénica evocada

pelo estresse de restricdo agudo.

2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo determinar a expressédo dos receptores
CB1e CB2 no NLET, bem como avaliar o papel especifico desses receptores na

ansiedade inata e na resposta ansiogénica evocada por restricao.

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Como descrito no item 3.1., Capitulo 1.

3.2. Extracdo de RNAm, sintese do c-DNA e reacdo de polimerase em

cadeia em tempo real (RT-gPCR)

A transcricdo reversa-gPCR (RT-gPCR) foi usada para avaliar a
expressdo génica basal dos receptores endocanabindides (receptores CB1 e
CB2) no NLET e no cortex pré-frontal medial (CPFm). Resumidamente, os ratos
foram decapitados, os cérebros foram rapidamente removidos e congelados em
solucéo de isopentano a -50°C, e entdo armazenados em um freezer a -80°C até
a disseccdo. Puncdes bilaterais (agulha de calibre 12) do CPFm e do NLET
(anterior e posterior) foram realizadas nos encéfalos posicionados em um

criostato a -20°C. O RNAm foi isolado usando o kit de isolamento de RNA
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PicoPure (Cellco), de acordo com o protocolo do fabricante. Os ensaios de gPCR
foram realizados em duplicatas no sistema Applied Biosystem 7500 Real-Time
PCR usando sondas TagMan para CB1 (CnR1- Rn02758689 s1) e CB2 (CnR2-
Rn03993699 sl1) e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH-Rn075,
usado como o gene de controle enddgeno). As amostras foram submetidas ao
modelo de protocolo gPCR seguido: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, depois 40
ciclos com desnaturacao a 95°C por 15s e anelamento e extensdo a 60°C por 1
min. Os dados foram coletados usando o software 7500 Fast SDS versédo 1.5.1
(Applied Biosystems). Todas as amostras geraram ciclos com valores limiares
(Ct) dentro de uma faixa linear aceitavel (entre 15 e 30 ciclos). O GAPDH foi
altamente estavel entre todas as amostras com variacdo menor que 1 Ct. Os
calculos da expresséo relativa dos dados de Ct (valor exponencial) foram
realizados usando a formula ACt = Ct (gene alvo) - Ct (GAPDH), conforme
descrito por (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; MORSE et al., 2005).

3.3. Implante de cénulas guias no NLET

Como descrito no item 3.2., Capitulo 1.

3.4. Drogas e solucbes utilizadas

AM251 (N- (piperidin-1-il) -5- (4-iodofenil) -1- (2,4-diclo-rofenil) -4-metil-
1H-pirazol-3-carboxamida) (antagonista seletivo do receptor CB1) (TOCRIS cat.
# 1117, West-woods Business Park, Ellisville, MO, EUA) foi dissolvido em uma
solugdo salina contendo 30% de DMSO (DMSO 30%). JTE907 (N- (1,3-
Benzodioxol-5-ilmetil) -1,2-di-hidro-7-metoxi-2-oxo-8- (pentiloxi) -3-
quinolinacarboxamida) (TOCRIS cat. # 2479) (antagonista seletivo do receptor
CB2) foi dissolvido em DMSO. A uretana (Sigma-Aldrich; cat. # U2500) foi
dissolvida em solucéo salina (NaCl a 0,9%). O anti-inflamatorio ndo-esteroidal
flunixina meglumina (Banamine, Schering Plough, Cotia, SP, Brasil) e a
preparacdo poliantibiotica de estreptomicinas e penicilinas (Pentabiotico, Fort

Dodge, Campinas, SP, Brasil) foram utilizadas como fornecido pelo fabricante.
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3.5. Microinjecao de drogas no sistema nervoso central

Como descrito no item 3.7., Capitulo 1.

3.6. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste de LCE foi realizado como descrito anteriormente (BUSNARDO et
al., 2013b; GOUVEIA et al, 2016; PADOVAN; GUIMARAES, 2000).
Resumidamente, o aparelho consistiu em dois bragos abertos opostos (50x10
cm) cruzados em angulo reto por dois bragcos das mesmas dimensdes, cercados
por paredes com 40 cm de altura e sem teto. O labirinto estava localizado 50 cm
acima do chéo. Os ratos foram colocados individualmente no centro do aparelho
e foram permitidos explorar livremente o LCE por 5 minutos. O aparelho foi limpo
com uma solucéo de &lcool (20%) antes de cada sessdo para evitar que ratos
subsequentes fossem influenciados por odores depositados pelo rato anterior. O
comportamento foi gravado por uma camera (Microsoft lifecam cinema HD)
conectada a um microcomputador, e os comportamentos foram analisados pelo
software de rastreamento comportamental ANY-maze® (Stoelting, Wood Dale,
IL, EUA). Os roedores evitam naturalmente os bragcos abertos no LCE e 0s
farmacos ansioliticos geralmente aumentam a exploracdo desses bracos sem
alterar o nimero de entradas nos bracos fechados (Carobrez e Bertoglio, 2005;
Pellow e File, 1986). Portanto, as medidas comportamentais foram a frequéncia
de entradas nos bracos fechados (BF) e a porcentagem de entradas (% EBA) e

de tempo (% TBA) nos braco aberto .

3.7. Estresse por restricdo agudo
Como descrito no item 3.8., Capitulo 1.
3.8. Determinacédo anatémica dos sitios de injecdo das drogas no

NLET

Como descrito no item 3.9., Capitulo 1.
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3.9. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
Os resultados da expressdo génica foram comparados usando a analise de
variancia (ANOVA) bifatorial, com regides do cérebro (NLET versus CPFm) e
tipo de receptor (receptores CB1 versus CB2) como fatores independentes. Os
parametros de andlise comportamental foram analisados usando ANOVA
monofatorial. Quando a ANOVA indicou efeito significativo, o teste post-hoc de
Bonferroni foi utilizado para avaliar diferencas especificas entre os grupos

experimentais. P<0,05 foi considerado significativo.

4. PROCOLOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram trazidos para a sala experimental em suas préprias
caixas. Os animais foram permitidos pelo menos 60 minutos para se adaptarem
as condicfes da sala experimental, como som e iluminacao, antes de iniciar os
experimentos. A sala experimental teve a temperatura controlada (24°C) e era

isolada acusticamente das outras salas.

4.1. Analise da expresséao génica dos receptores CB1 e CB2no NLET
e CPFm

Ratos naives foram eutanasiados por decapitacdo e os cérebros foram
rapidamente removidos e armazenados em um freezer a -80°C até o
processamento. As divisdes anterior e posterior do NLET e o CPFm foram
coletadas por microdisseccdo e as amostras foram processadas para
quantificacdo dos niveis de RNAm dos receptores CB1e CB2. A expressao dos
receptores CB1e CB2 no CPFm foi realizada como um controle positivo, uma vez
gue a expressado de ambos os receptores endocanabindides foi relatada nessa
estrutura cortical em estudos anteriores (BYSTROWSKA et al.,, 2018, 2019;
NAVARRETE; PEREZ-ORTIZ; MANZANARES, 2012; SANCHEZ-MARIN et al.,
2020, 2017).
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4.2. Efeito da microinjecao bilateral do antagonista do receptor CB1
(AM251) no NLET anterior nas respostas comportamentais no LCE
(ansiedade inata)

Este protocolo teve como objetivo investigar um envolvimento da
neurotransmissao endocanabindide NLET atuando através do receptor CB1 na
ansiedade inata no LCE. Para esse fim, grupos independentes de animais
receberam microinjecao bilateral no NLET anterior de diferentes doses (1, 30 ou
100 pmol/100nL) do antagonista seletivo do receptor CB1 (AM251) ou veiculo
(100nL) (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016, 2020). Dez minutos apos o tratamento

do NLET, os animais foram expostos ao LCE por 5 minutos.

4.3. Efeito da microinjecao bilateral do antagonista do receptor CB1
(AM251) no NLET anterior nas alteragcbes comportamentais no LCE
evocadas pelo estresse de restricao

Este protocolo teve como objetivo investigar um envolvimento da
neurotransmissao endocanabindide no NLET atuando através do receptor CB1
no efeito ansiogénico observado no LCE evocado por uma sessao aguda de
estresse por restricdo. Para esse fim, os animais foram divididos em trés grupos
experimentais: (i) grupo naive, que nao foi submetido ao estresse de restricdo e
nao foi tratado farmacologicamente; (ii) grupo veiculo, no qual veiculo (100nL)
foi microinjetado bilateralmente no NLET 10 minutos antes da exposi¢ao ao
estresse de restricdo; e (iii) grupo AM251, no qual o antagonista seletivo do
receptor CB1 AM251 (100pmol/100nL) foi microinjetado bilateralmente no NLET
10 min antes da sessao de estresse de restricao. Imediatamente apds o final da
sessdao de restricado, todos os ratos foram testados no LCE.

4.4. Efeito da microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do
receptor CB2 (JTE907) no NLET anterior nas respostas comportamentais
no LCE (ansiedade inata)

Este protocolo teve como objetivo investigar um envolvimento da
neurotransmissao endocanabindide NLET atuando através do receptor CB2 na
ansiedade inata no LCE. Para este fim, grupos independentes de animais
receberam microinjecéo bilateral no NLET anterior de diferentes doses (0,05, 5
ou 25 pmol/100nL) do antagonista seletivo do receptor CB2 (JTE907) ou veiculo

(100nL). As doses de JTE907 foram determinadas a partir de seus valores de ki
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em relacdo aos valores reportados para AM251 (valores de ki: AM251 8,1nM e
JT907 0,38nM) (ALEXANDER et al., 2017; IWAMURA et al., 2001; LAN et al.,
1999). Dez minutos apos o tratamento com NLET, os animais foram expostos ao

LCE por 5 minutos.

4.5. Efeito da microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do
receptor CB2 (JTE907) no NLET anterior nas alteragbes comportamentais
no LCE evocadas pelo estresse de restrigcéo

Este protocolo teve como objetivo investigar um envolvimento da
neurotransmissao endocanabinoide NLET, atuando através do receptor CB2, no
efeito ansiogénico observado no LCE evocado pelo estresse de restricdo agudo.
Para esse fim, os animais foram divididos em trés grupos experimentais: (i) grupo
naive, que nado foi submetido ao estresse de restricdo e nédo foi tratado
farmacologicamente; (ii) grupo veiculo, no qual veiculo (100nL) foi microinjetado
bilateralmente no NLET 10 minutos antes da exposi¢cdo ao estresse de restricao;
e (iii) grupo JTE907, cujo antagonista seletivo do receptor CB2 (5 pmol/100nL)
foi microinjetado bilateralmente no NLET 10 minutos antes da sessédo de
restricdo. Imediatamente apés o final da sessdo de restricdo, todos os ratos

foram testados no LCE.

5. RESULTADOS

5.1. Expressédo génica dos receptores endocanabindides CB1 e CB:2
no NLET e no CPFm

Foi realizado um ensaio quantitativo de RT-qPCR para comparar a
expressao basal dos receptores CB1 e CB2 nas divisdes anterior e posterior do
NLET e no CPFm de ratos Wistar naives (Figura 24). A analise ANOVA bifatorial
indicou um efeito significativo do tipo de receptor (F,42) = 145,8, P<0,0001) e
interac&o do tipo receptor x regides do cérebro (F (2,42) = 3,2, P = 0,05), mas sem
efeito significativo das regifes do cérebro (F (2,429 = 0,51, P = 0,6014) (Figura 24).
A analise post-hoc revelou que os valores de ACt do gene do receptor CB:
(CNR2) foram maiores que a do gene do receptor CB1 (CNR1) em todas as
regibes encefalicas analisadas (Figura 24).
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Figura 24 - Grafico de expressao génica (RNAm) dos receptores CB; e CB2 no NLET e
CPFm. Andlise da expressado génica (RNAm) dos receptores endocanabindides no ndcleo do
leito da estria terminal (NLET) e no cértex pré-frontal medial (CPFm). ACt do gene do receptor
CB1 (CNR1) e do gene do receptor CB2 (CNR2) nas divisdes CPFm (barras brancas) e anterior
(NLET anterior, barras verdes) e posterior (NLET posterior, barras azuis) do NLET. Os dados
representaram média + erro padrdo da média (EPM). * P<0,05 em relacdo ao receptor CB1 ha
mesma regido do cérebro. ANOVA bifatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.2. Papel dos receptores CBi1 no NLET no controle de

comportamentos semelhantes a ansiedade

A figura 25 mostra uma fotomicrografia de um corte coronal histolégico

ilustrando o sitio de inje¢cdo no NLET.

Figura 25 - Corte histolégico referente a microinjecdo no NLET. Fotomicrografia de um corte
coronal histolégico do encéfalo de um animal representativo, que ilustra os sitios de microinje¢cédo
no NLET e as setas indicam os sitios de microinjecdo no NLET. ac: comissura anterior; cc: corpo
caloso; f: férnix, LV: ventriculo lateral.
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Ansiedade inata - A microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do
receptor CB1 AM251 (1, 30 e 100 pmol/100 nL) no NLET causou efeito
significativo no percentual de tempo gasto (F@s32) = 3,98, P = 0,0164) e de
entradas (F@,32) = 4,69, P = 0,0079) nos bracos abertos do LCE (Figura 27). A
andlise post-hoc revelou que a microinje¢cdo de AM251 no NLET na dose de
100pmol/100nL aumentou a porcentagem de tempo gasto (P = 0,0240) e
entradas (P = 0,0140) nos bracos abertos (Figura 27). O tratamento do NLET
com o0 antagonista seletivo do receptor CB1 ndo afetou o niumero de entradas
nos bragos fechados (F@E32) = 0,69, P = 0,5607) (Figura 27). A Figura 26
apresenta a representacdo diagramatica dos sitios de microinjecao no NLET de
todos os animais utilizados nesse protocolo.
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Figura 26 - Representacdo diagramatica referentes os grupos antagonistas CB; e CB2 no
NLET, baseada no atlas cerebral de rato de Paxinos e Watson (1997) indicando os locais de
microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados para avaliacdo do envolvimento do receptor
CB1(AM251 - antagonista seletivo do receptor CB1 local e/ou receptor CB2 (JTE9Q7 antagonista
seletivo do receptor CB: local (B) e avaliar a resposta ansiogénica ao estresse por restricdo
aguda via CB1 e/ou CB:2 (C). Veiculo: circulos brancos; (AM251) 1, 30 e 100pmol: circulos
cinzentos; (JTE907) 0,05, 5 e 25pmol: circulos pretos; Veiculo (estresse): quadrados brancos,
(AM251) 100pmol estresse: quadrados cinzentos, (JTE907) 5pmol estresse: quadrados pretos,
3V: terceiro ventriculo; ac: comissura anterior; f: fornix; IA: coordenada interaural; ic: capsula
interna; st: estria terminal.
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Figura 27 - Graficos referentes a ansiedade inata (AM251 no NLET). Papel dos receptores
CB:1 na divisao anterior do nucleo leito da estria terminal (NLET) no controle de comportamentos
do tipo ansiedade. Porcentagem de tempo gasto e entradas em bracos abertos (grafico a direita)
e numero de entradas em bracos fechados (gréafico a esquerda) do labirinto em cruz elevado
(LCE) em animais que receberam microinjecao bilateral no NLET de diferentes doses (1) , 30 ou
100pmol/100nL) do antagonista seletivo do receptor CB1 AM251 ou veiculo (100nL). As colunas
representam as médias + EPM. *P<0,05 em relagcdo ao grupo veiculo (n=7-11/grupo). ANOVA
monofatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Efeito ansiogénico desencadeado pela restricdo - O estresse da
restricdo agudo diminuiu significativamente a porcentagem de tempo gasto nos
bracos abertos do LCE em animais tratados com veiculo (Fe2s = 3,9, P =
0,0333), quando comparados com os animais naive (Figura 28) No entanto, o
estresse de restricdo nao afetou a porcentagem de entradas nos bragos abertos
(F2.28) = 0,82, P = 0,4492) e 0 numero de entradas nos bragos fechados (F2,2s) =
0,46, P = 0,6342) (Figura 28). O tratamento do NLET com AM251
(100pmol/100nL) reverteu a diminuicdo causada pela restricdo na porcentagem
de tempo gasto nos bragos abertos do LCE (P = 0,3995) (Figura 28). A Figura
26 apresenta representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo no NLET de

todos os animais utilizados nesse protocolo.
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Figura 28 - Gréaficos referentes a resposta ansiogénica pelo estresse (AM251 no NLET).
Efeito da microinjecdo bilateral de AM251 (100pmol/100nL) ou veiculo (100nL) no NLET nas
alteracbes comportamentais no LCE desencadeadas pelo estresse agudo de restricdo. Os
animais que néo foram expostos ao estresse de restricdo (grupo ingénuo) foram utilizados como
controle. O tratamento do NLET foi realizado 10 minutos antes do inicio da restricdo. As colunas
representam as médias + EPM. *P<0,05 em relacédo ao grupo ingénuo (n = 9-12/grupo). ANOVA
monofatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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5.3. Papel dos receptores CB2 no NLET no controle de

comportamentos semelhantes a ansiedade

Ansiedade inata - A microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do
receptor CB2 JTE907 (0,05, 5 e 25 pmol/100 nL) no NLET afetou
significativamente a porcentagem de tempo gasto nos bracos abertos do LCE
(F@.33 = 6,7, P =0,0013) (Figura 29). A analise post-hoc revelou que o JTE907
nas doses de 5 (P = 0,0178) e 25 pmol/100nl (P = 0,0148) diminuiu o tempo
gasto nos bragos abertos (Figura 28). O tratamento no NLET com o antagonista
seletivo do receptor CB2 néo afetou a porcentagem de entradas nos bragos
abertos (F@i33 = 2,1, P = 0,1088) (Figura 29). A andlise indicou efeito do
tratamento farmacoldgico do NLET no numero de entradas em bragos fechados
(Fe33 = 2,8, P = 0,0498), mas a andlise post-hoc ndo revelou diferenca
especifica entre os grupos experimentais (P> 0,05 ) (Figura 29). A Figura 26
apresenta representacdo diagramatica dos sitios de microinjecdo no NLET de

todos os animais utilizados nesse protocolo.
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Figura 29 - Graficos referentes a ansiedade inata (JTE907 no NLET). Papel dos receptores
CB:2 na divisdo anterior do nucleo leito da estria terminal (NLET) no controle de comportamentos
do tipo ansiedade. Porcentagem de tempo gasto e entradas em bracos abertos (gréfico a direita)
e numero de entradas em bracos fechados (gréafico a esquerda) do labirinto em cruz elevado
(EPM) em animais que receberam microinje¢éo bilateral no NLET de diferentes doses (0,05, 5
ou 25 pmol/100nL) do antagonista seletivo do receptor CB2 (JTE907) ou veiculo (100nL). As
colunas representam as médias + EPM. *P<0,05 em relagéo ao grupo veiculo (n=8-10/grupo).
ANOVA monofatorial seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Efeito ansiogénico evocado por restricdo — O estresse de restricao
agudo diminuiu significativamente a porcentagem de tempo gasto nos bragos
abertos do LCE em animais tratados com veiculo (Fe2s5 = 4,2, P = 0,0254),
quando comparados aos animais naive (Figura 30). No entanto, o estresse de
restricdo néo afetou a porcentagem de entradas nos bracos abertos (F,25) = 2,4,
P = 0,1076) e o numero de entradas nos bracos fechados (F,25 = 0,27, P =
0,7598) (Figura 30). A microinjecao de JTE907 (5 pmol/100nL) no NLET inibiu a
diminuicdo causada pela restricdo na porcentagem de tempo gasto nos bracos
abertos do LCE (P = 0,3196) (Figura 30). A Figura 26 apresenta a representacao
diagramatica dos sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados

nesse protocolo.
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Figura 30 - Graficos referentes a resposta ansiogénica pelo estresse (JTE907 no NLET).
Efeito da microinjecédo bilateral de JTE907 (5 pmol/100nL) ou veiculo (100nL) no NLET nas
alteracdes comportamentais no LCE evocadas por estresse agudo de restricdo. Os animais que
ndo foram expostos ao estresse de restricdo (grupo ingénuo) foram utilizados como controle. O
tratamento do NLET foi realizado 10 minutos antes do inicio da restricdo. As colunas representam
as médias = EPM. *P<0,05 em relacdo ao grupo ingénuo (n=9-10/grupo). ANOVA monofatorial
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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6. DISCUSSAO

Este estudo demonstra pela primeira vez a presenca de receptores CB2
no NLET. A andlise da expresséo génica do receptor CB1também fornece novas
evidéncias de que esse receptor esta presente no NLET posterior, além da
porcao anterior. A analise comportamental indicou um envolvimento do receptor
CB1 presente no NLET na expressdo da ansiedade inata e da resposta
ansiogénica evocada pelo estresse de restricdo. Por outro lado, os dados
relatados aqui sugerem que os receptores CB2 no NLET suprimem a ansiedade
inata. Entretanto, nossos dados fornecem evidéncias de que o controle exercido
pelo receptor CB2 depende de experiéncias estressantes prévia, de modo que
em animais estressados esse receptor esta envolvido na expressao de
comportamentos relacionados a ansiedade. Os dados aqui relatados também

confirmaram a presenca de ambos os receptores endocanabindides no CPFm.

A identificagdo de receptores CBi1 no NLET esta de acordo com varios
relatos prévios (LANGE et al., 2017; MATSUDA; BONNER; LOLAIT, 1993;
PUENTE etal., 2010, 2011; TSOU et al., 1998). No entanto, todos esses estudos
anteriores avaliaram apenas a por¢ao anterior do NLET, de modo que o presente
estudo é o primeiro a relatar a expressao do receptor CB1 na divisdo posterior.
Até onde sabemos, os resultados aqui relatados também sdo os primeiros a
demonstrar a presenca de receptores CB2 no NLET. Quantificamos a expressao
dos receptores endocanabindides no CPFm como controle positivo, de modo
que a identificacdo dos receptores CB1 e CB2 nessa estrutura cortical esta de
acordo com evidéncias prévias (BYSTROWSKA et al., 2018, 2019; ORTEGA-
ALVARO etal., 2011; SANCHEZ-MARIN et al., 2020, 2017). Em todas as regifes
encefalicas analisadas, identificamos que os valores de ACt do receptor CB:
foram maiores que aqueles do receptor CB1. Considerando que os niveis de Ct
sao inversamente proporcionais a quantidade de acido nucleico alvo na amostra,
nossos resultados indicam que os receptores CB1 S0 mais expressos do que 0s
receptores CB2 no CPFm e no NLET. Esse achado também esta de acordo com
evidéncias anteriores de que os receptores CB2 tém expressdo mais baixa do
que os receptores CB1 no encéfalo (CHEN et al., 2017; MECHOULAM; PARKER,
2013).
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O NLET posterior estd conectado a estruturas cerebrais limbicas, e
algumas evidéncias indicaram seu papel no controle de comportamentos
relacionados a ansiedade (HENCKENS et al., 2017; KLAMPFL; BOSCH, 2019).
No entanto, a maioria das informacdes disponiveis descreve um envolvimento
do NLET anterior no controle dos comportamentos de ansiedade (DANIEL;
RAINNIE, 2016; GUNGOR; PARE, 2016), de modo que o papel da porcao
posterior nas respostas emocionais € pouco compreendido. Além disso, todos
os estudos do sistema endocanabinéide no NLET, incluindo dados anteriores de
nosso grupo (GOMES-DE-SOUZA et al., 2016, 2020), investigaram regides do
NLET anterior. Portanto, a fim de proporcionar um avanco nos dados disponiveis,
os locais de microinjecdo nos experimentos comportamentais do presente
estudo atingiram o NLET anterior. No entanto, o presente estudo fornece
evidéncias da presenca do sistema endocanabinéide no NLET posterior, de
modo que outros estudos serdo necessarios para a completa caracterizacao
desse mecanismo neuroquimico e seu papel nas respostas emocionais e

fisioldgicas ao estresse.

O NLET anterior participa na expressao e supressao de comportamentos
semelhantes a ansiedade em roedores. Esses papéis opostos parecem ser
mediados por diferentes circuitos, tipos neuronais e sub-regides no NLET
(DANIEL; RAINNIE, 2016; GUNGOR; PARE, 2016). Por exemplo, a ativacéo dos
terminais de neurénios do NLET na amigdala central (CeA) produziu efeitos
ansiogénicos no LCE (YAMAUCHI et al.,, 2018), enquanto a ativacdo dos
terminais de neurénios do NLET no HL evocou efeitos do tipo ansioliticos no
campo aberto (CA) e no LCE (KIM et al., 2013). Além disso, a ativacdo dos
terminais glutamatérgicos do NLET na area tegmental ventral (ATV) evocou
respostas ansiogénicas, enquanto a ativacdo das projecbes GABAérgicas do
NLET na ATV causou efeitos ansioliticos (JENNINGS et al., 2013). Os neurdnios
do NLET podem ser classificados eletrofisiologicamente em cinco tipos
(GUNGOR; PARE, 2016). Um estudo recente identificou que os neurdnios do
NLET que se projetam para a CeA séo principalmente do tipo I, enquanto as
projecdes para o HL e a ATV sao do tipo Il (YAMAUCHI et al., 2018), indicando
que diferentes tipos de neurénios também podem mediar os papéis opostos do

NLET na ansiedade. A seguir, discutimos os resultados relatados no presente
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estudo no contexto dessas vias do NLET envolvidas no controle de

comportamentos relacionados a ansiedade.

6.1. Receptores CB1, NLET e ansiedade

Os receptores CB:1 foram identificados em terminais glutamatérgicos e
GABAérgicos no NLET (PUENTE et al.,, 2010), e estudos eletrofisioldgicos
evidenciaram que a ativacdo desse receptor endocanabindide inibe as
neurotransmissdes excitatorias e inibitorias locais (BEDSE et al., 2019; MASSI
et al., 2008; PUENTE et al., 2010). Estudos anteriores relataram que o
tratamento sistémico com AM251 aumentou a ativagéo de neurdnios do NLET
evocada pelo estresse (NEWSOM et al., 2012, 2020), sugerindo que o receptor
CB: localizado nos terminais glutamatérgicos, e ndo nos terminais GABAEérgicos,
sejam ativados durante ameacas aversivas. Consequentemente, identificamos
que o controle das alteragbes cardiovasculares ao estresse de restricdo pelo
receptor CB1 no NLET foi mediado por uma interagdo com a neurotransmissao
glutamatérgica local (ver Capitulo 1). Portanto, parece que o papel ansiogénico
dos receptores CB1 no NLET evidenciado no presente estudo parece ser
principalmente mediado pela inibicdo da liberacdo local de glutamato. Nesse
sentido, a ativacdo do receptor CB1 no terminal glutamatérgico pode inibi-lo
(BEDSE et al., 2019; MASSI et al., 2008; PUENTE et al., 2010), o que, por sua
vez, pode inativar as vias ansioliticas do NLET para o HL elou a ATV,
aumentando assim comportamentos relacionados a ansiedade. Essa idéia é
apoiada pela demonstracao de que os neurénios GABAérgicos no NLET que se
projetam para a ATV (ou seja, saida ansiolitica) sdo inibidos durante ameacas
aversivas (Jennings et al., 2013), e a ativacao do receptor 5-HT2c no NLET (que
exibe efeito ansiogénico) inibe as aferéncias ansioliticas para o HL e a ATV
(MARCINKIEWCZ et al., 2016). Este mecanismo glutamatérgico proposto é
diferente daquele relacionado as alteracbes comportamentais no LCE apos o
tratamento do NLET com antagonistas dos receptores glutamatérgicos, que
evidenciaram um papel ansiogénico da neurotransmissdo glutamatérgica local
do NLET (FARIA et al., 2016; KIM et al.,, 2013). No entanto, a ideia de
mecanismos glutamatérgicos opostos esta alinhada com a evidéncia da

presenca de mecanismos ansiogénicos e ansioliticos no NLET (DANIEL;
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RAINNIE, 2016; JENNINGS et al., 2013; KIM et al., 2013; YAMAUCHI et al.,
2018).

Nossos resultados indicaram que os receptores CB1 no NLET também
estdo envolvidos na expressao da resposta ansiogénica evocada pelo estresse
de restricdo, o que indica que o controle dos comportamentos de ansiedade por
esse receptor endocanabinoide no NLET néo é afetado pela experiéncia anterior
de estresse. Um estudo anterior identificou que o efeito ansiogénico observado
em animais naive no LCE apés o tratamento do hipocampo ventral (HV) com um
inibidor da captacdo de anandamida se transformou em efeito do tipo ansiolitico
em animais submetidos ao estresse de restricido anteriormente (ou seja, a
facilitacdo endocanabindide inibiu a resposta ansiogénica evocada pela
restricao) (CAMPOS et al, 2010), indicando assim que o controle dos
comportamentos de ansiedade pelo sistema endocanabindéide no HV é
influenciado por experiéncias anteriores de estresse. Como todos os efeitos do
inibidor da captacdo de anandamida no HV foram mediados pelo receptor CB1
(CAMPOS et al., 2010), os resultados aqui relatados, juntamente com essas
evidéncias anteriores, indicam que a influéncia da experiéncia prévia do estresse
no controle do comportamento da ansiedade pelo receptor CB1 é dependente
dos sitios especificos no encéfalo. Os mecanismos locais relacionados ao
envolvimento do receptores CB1 no NLET na resposta ansiogénica causada pela
restricdo sdo possivelmente semelhantes aos do controle da ansiedade inata
(ver discussdo acima) e parecem nao estar relacionados ao envolvimento do
receptor CB1 no NLET na plasticidade funcional local evocada pelo estresse
(GLANGETAS et al., 2013). Assim, estudos anteriores relataram um papel dos
receptores colinérgicos muscarinicos e CRF1 do NLET na resposta ansiogénica
evocada pelo estresse (FARIA; LAVERDE; NUNES-DE-SOUZA, 2020;
GOUVEIA et al., 2016; POMRENZE et al., 2019). Nesse sentido, as evidéncias
da expresséo do receptor CB1 em terminais colinérgicos (KATONA; FREUND,
2012; NYIRI et al., 2005) e colocalizacdo do receptor CB:1 e do fator de liberacéo
de corticotropina (CRF) no NLET (COTA et al., 2007), a resposta ansiogénica
evocada pela restricdo parece ndo ser mediada pela inibicdo dos terminais
colinérgicos e CRF no NLET, uma vez que o bloqueio dos receptores CB1
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resultaria em aumento da liberacdo desses neurotransmissores, 0 que por sua

vez aumentaria a resposta ansiogénica a restricao.

6.2. Receptores CB2, NLET e ansiedade

Assim como os receptores CBi, os receptores CB2 s&o receptores
metabotropicos acoplados a Gi/o (CHEN et al., 2017; DHOPESHWARKAR,;
MACKIE, 2014). No entanto, o mecanismo de sinalizacdo do receptor CB:2
parece ser diferente e mais complexo em relacdo ao CBi1. Por exemplo, foi
identificada a expressao intracelular de receptores CB2 em células piramidais do
CPFm de roedores, no qual reduziu a excitabilidade via abertura dependente de
IP3R dos canais cloreto ativados por calcio (DEN BOON et al., 2012). Além
disso, um estudo recente forneceu evidéncias da presenca de receptores CB:2
nos neurdnios piramidais do hipocampo, que foram posicionados pos-
sinapticamente e reduziram a excitabilidade por meio de uma acao intrinseca
das células e ativacdo do co-transportador de sédio/bicarbonato (STEMPEL et
al., 2016). Portanto, diferentemente dos receptores CB1, 0s receptores CB:2
parecem estar localizados pos-sinapticamente (CHEN et al., 2017; PATEL et al.,
2017; YIN; WANG; ZHANG, 2019), o que pode explicar os efeitos opostos dos
receptores endocanabindides (como evidenciado aqui) (CHEN et al., 2017).
Apesar da proposicdo de que os receptores CB2 podem exibir menos efeitos
psicotropicos em relacdo aos receptores CB1 (DHOPESHWARKAR; MACKIE,
2014), nossos achados estdo em linha com evidéncias anteriores de que o
receptor CB2 suprime a expressao do comportamento de ansiedade (ALMEIDA-
SANTOS et al., 2013; BUSQUETS-GARCIA et al., 2011; ISHIGURO et al., 2018;
ORTEGA-ALVARO et al., 2011). Nesse sentido, o presente estudo fornece a
primeira evidéncia do NLET como um sitio cerebral mediando esse efeito
comportamental. Considerando a evidéncia da localizacdo poOs-sindptica dos
receptores CB2, a supresséo do comportamento de ansiedade pelos receptores
CB2no NLET pode ser mediada pela inibicado de saidas ansiogénicas para o CeA
e/lou a ATV.

Curiosamente, os receptores CB2 no NLET exibiram um papel oposto no
controle da resposta ansiogénica evocada pela restricdo (ansiogénica) em

relacdo a resposta em animais naives expostos a LCE (ansiolitico). O
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envolvimento na resposta ansiogénica a restricdo pode ser mediado pela inibicdo
de mecanismos ansioliticos do NLET. Assim, em conjunto com os dados obtidos
em animais naive expostos ao LCE (ansiedade inata), os resultados em animais
estressados fornecem evidéncias iniciais de que o receptor CB2 sdo expressos
nos circuitos ansiogénico e ansiolitico no NLET. Esse papel diferente do receptor
CB:2 na ansiedade inata e na resposta ansiogénica evocada pelo estresse é
suportado por evidéncias anteriores mencionadas acima de que os receptores
CB1 do HV controlam de maneira diferente a ansiedade inata e a resposta
ansiogénica evocada pelo estresse (CAMPOS et al.,, 2010). Influéncia
semelhante de experiéncias estressantes anteriores foi observada para o efeito
do tratamento do CPFm com canabidiol (CBD) em comportamentos de
ansiedade (FOGACA et al., 2014). No entanto, como os efeitos do inibidor da
captacdo de anandamida no HV foram mediados pelo receptor CB1e os do CBD
no CPFm ocorreram através do receptor 5-HT1a, 0s resultados relatados aqui
fornecem a primeira evidéncia de uma influéncia da experiéncia do estresse no
controle do comportamento da ansiedade pelo receptor CB2. Embora os
mecanismos relacionados a influéncia do estresse no controle comportamental
pelo sistema endocanabindide sejam desconhecidos, ele pode estar relacionado
a diferencas na intensidade do protocolo, uma vez que um estudo anterior relatou
gue o aumento do comportamento de ansiedade no LCE em camundongos com
deficiéncia CB: foi identificado apenas quando a intensidade da luz era alta (ou
seja, mais estressante) (HALLER et al., 2004). No entanto, mais estudos séo
necessarios para abordar os mecanismos relacionados aos diferentes papéis do
receptor CB2 no NLET no controle da ansiedade inata e da resposta ansiogénica
evocada pelo estresse.

7. CONCLUSAO

Em resumo, o presente estudo fornece evidéncias da presenca de
receptores CB1 e CB2 no NLET anterior e posterior. Além disso, nossos
resultados indicam que ambos os receptores endocanabindides no NLET
anterior estdo envolvidos no controle de comportamentos relacionados a
ansiedade. O receptor CB1no NLET medeia a expressao de comportamentos de

ansiedade, independentes da experiéncia estressante anterior. Por outro lado, o
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receptor CB2 no NLET suprime a ansiedade inata, mas a experiéncia com 0
estresse transformou o controle em uma influéncia ansiogénica. Os dados aqui
relatados também confirmaram a presenca de ambos o0s receptores

endocanabindides no CPFm.
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CONCLUSAO FINAL
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CONCLUSAO FINAL

Em conjunto, os dados obtidos nessa tese indicam que a
neurotransmissao endocanabindide no NLET, age via receptor CB1, interagem
com as neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica locais para a modulacéo
da resposta taquicardica durante situacfes aversivas. Analise das respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade sugerem que ambos 0s receptores
endocanabindides (CB1 e CB2) presentes no NLET anterior estdo envolvidos no
controle de comportamentos relacionados a ansiedade inata e no controle da
resposta ansiogénica desencadeada pelo estresse emocional. Por fim, os
nossos achados fornecem evidéncias da interacdo entre o NLET e o HL,
mediado por diminui¢do na liberacéo de GABA e ativacdo do receptor GABAA no
HL apds a ativagcdo do receptor CB1 no NLET, o que resulta em aumento na
ativacdo neuronial nesse nudcleo hipotalamico e uma inibicdo da resposta

taquicardica ao estresse emocional.
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ANEXOS com os artigos publicados com os dados desta tese intitulados:

1 - Cannabinoid receptor type 1 in the bed nucleus of the stria terminalis
modulates cardiovascular responses to stress via local N-methyl-D-aspartate
receptor/neuronal nitric oxide synthase/soluble guanylate cyclase/ protein kinase
G signaling.

2 - GABAA but not GABAB receptors in the lateral hypothalamus modulate the
tachycardic response to emotional stress in rats.
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Abstract

Background: Endocannabinoid neurotransmission in the bed nucleus of the stria terminalis is involved in the control of cardiovascular responses to
stress. However, the local mechanisms involved is this regulation are not known.

Aims: The purpose of this study was to assess an interaction of bed nucleus of the stria terminalis endocannabinoid neurotransmission with local
nitrergic signaling, as well as to investigate the involvement of local N-methyl-D-aspartate glutamate receptor and nitric oxide signaling in the control
of cardiovascular responses to acute restraint stress by bed nucleus of the stria terminalis endocannabinoid neurotransmission in rats.

Methods: The first protocol evaluated the effect of intra-bed nucleus of the stria terminalis microinjection of the selective cannabinoid receptor type 1
receptor antagonist AM251 in nitrite/nitrate content in the bed nucleus of the stria terminalis following restraint stress. The other protocols evaluated
the impact of local pretreatment with the selective N-methyl-D-aspartate glutamate receptor antagonist LY235959, the selective neuronal nitric oxide
synthase inhibitor Nw-propyl-L-arginine, the soluble guanylate cyclase inhibitor 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, or the protein kinase G
inhibitor KT5823 in restraint-evoked cardiovascular changes following bed nucleus of the stria terminalis treatment with AM251.

Results: Bilateral microinjection of AM251 into the bed nucleus of the stria terminalis increased local nitric oxide release during restraint stress. Bed
nucleus of the stria terminalis treatment with the cannabinoid receptor type 1 receptor antagonist also enhanced the tachycardia caused by restraint
stress, but without affecting arterial pressure increase and sympathetic-mediated cutaneous vasoconstriction. The facilitation of restraint-evoked
tachycardia following bed nucleus of the stria terminalis treatment with the cannabinoid receptor type 1 receptor antagonist was completely inhibited
by local pretreatment with LY235959, Nw-propyl-L-arginine, 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, or KT5823.

Conclusions: Our results provide evidence that bed nucleus of the stria terminalis endocannabinoid neurotransmission inhibits local N-methyl-D-
aspartate/neuronal nitric oxide synthase/soluble guanylate cyclase/protein kinase G signaling, and this mechanism is involved in the control of the
cardiovascular responses to stress.
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Restraint, bed nucleus of the stria terminalis, endocannabinoid, glutamate, nitric oxide

these pieces of evidence, the local neurochemical mechanisms
within the BNST involved in the control of stress-evoked cardi-
ovascular responses are not completely understood.

Introduction

The bed nucleus of the stria terminalis (BNST) is a limbic fore-
brain structure activated during aversive situations that has been
implicated in physiological and behavioral responses to stress
(Crestani et al., 2013; Miles and Maren, 2019; Myers, 2017;
Radley and Johnson, 2018). Regarding stress-evoked cardiovas-
cular responses, previous studies have indicated that the control
of stress-evoked cardiovascular adjustments by the BNST seem
to depend on the type of stress (Crestani et al., 2013).
Accordingly, non-selective synaptic blockade in the BNST
enhanced the tachycardic response to restraint stress (uncondi-
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pressure and heart rate (HR) increases induced by contextual
fear conditioning were attenuated (Resstel et al., 2008). Despite
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The endocannabinoid system has been reported as a promi-
nent neurochemical mechanism in the brain involved in physio-
logical and behavioral responses during aversive threats (Hill and
McEwen, 2010; Lutz et al., 2015; Morena et al., 2016).
Accordingly, some studies have pointed out an involvement of
local endocannabinoid neurotransmission in the BNST control of
stress responses (Bedse et al., 2019). The first direct evidence
was obtained by demonstration that systemic treatment with a
selective cannabinoid receptor type 1 (CB,) receptor antagonist
enhanced BNST neuronal activation evoked by a aversive stimu-
lus (Newsom et al., 2012). Further studies demonstrated that
local microinjection of cannabidiol (a phytocannabinoid of
Cannabis sativa) into the BNST affected the cardiovascular
responses evoked by either restraint stress or contextual fear con-
ditioning, but these effects were mediated by activation of local
serotonin (5-HT),, (Gomes et al., 2012, 2013). The role of local
BNST endocannabinoid neurotransmission in control of stress-
evoked cardiovascular changes was reported more recently. In
this sense, a recent study identified involvement of CB, receptors
within the BNST in the anxiogenic response evoked by unpre-
dictable threat in mice (Lange et al., 2017). In addition, we previ-
ously reported that a selective CB, receptor antagonist
microinjected into the BNST dose-dependently enhanced the HR
increase evoked by restraint stress, while local increase of either
anandamide or 2-arachidonoylglycerol (2-AG) evoked the oppo-
site effects (Gomes-de-Souza et al., 2016). Taken together, these
results indicate a prominent role of local endocannabinoid neuro-
transmission within the BNST in stress responses.

Previous studies reported that the CB, receptor acts presynap-
tically, inhibiting local glutamatergic inputs within the BNST
(Centanni et al., 2019; Glangetas et al., 2013; Lange et al., 2017;
Massi et al., 2008; Puente et al., 2010). In this sense, a facilitatory
influence of the N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor within
the BNST in the control of cardiovascular responses during aver-
sive threats was reported (Adami et al., 2017; Barretto-de-Souza
et al., 2018; Hott et al., 2017). Taken together, these results sup-
port the hypothesis that the inhibitory influence of BNST endo-
cannabinoid neurotransmission in the control of cardiovascular
responses to restraint stress might be mediated by an inhibition of
local glutamatergic neurotransmission. However, a possible
interaction between these local neurochemical mechanisms in
BNST control of stress responses has never been evaluated.

Activation of the NMDA glutamate receptor is the best char-
acterized mechanism for activation of the neuronal isoform of the
neuronal nitric oxide synthase (nNOS) enzyme in the brain
(Chachlaki and Prevot, 2019; Garthwaite, 2008, 2019).
Accordingly, a recent study identified that control of cardiovas-
cular responses to restraint stress by NMDA receptor in the
BNST is mediated by activation of local nNOS (Barretto-de-
Souza et al., 2018). Nevertheless, although reports of interaction
between endocannabinoid and glutamatergic neurotransmissions
within the BNST (Centanni et al., 2019; Glangetas et al., 2013;
Massi et al., 2008; Puente et al., 2010), an interaction between
endocannabinoid and nitrergic neurotransmission has never been
reported.

Based on the evidence presented above, this study aimed to
evaluate the hypothesis that the inhibitory influence of BNST
endocannabinoid neurotransmission in the cardiovascular
responses to acute restraint stress is mediated by an interaction
with local NMDA glutamate receptor/nNOS signaling. We also

evaluated the role of signaling mechanisms related to nitric oxide
(NO) effects, such as soluble guanylate cyclase (sGC) and pro-
tein kinase G (PKG) (Chachlaki and Prevot, 2019; Garthwaite,
2019).

Material and methods

Animals

A total of 143 male Wistar rats weighing 240-260 g (60 days old)
were used. Animals were obtained from the animal breeding
facility of Sao Paulo State University (UNESP) (Botucatu, SP,
Brazil), and were housed in plastic cages in a temperature-con-
trolled room at 24°C in the Animal Facility of the Laboratory of
Pharmacology, School of Pharmaceutical Sciences, UNESP.
They were kept under a 12:12 h light-dark cycle (lights on
between 07:00-19:00) with free access to water and standard
laboratory food. Housing conditions and experimental proce-
dures were approved by the Ethical Committee for Use of
Animals of the School of Pharmaceutical Sciences/UNESP
(approval #61/2015), which complies with Brazilian and interna-
tional guidelines for animal use and welfare.

Surgical preparation

Five days before the trial, rats were anesthetized with tribromoe-
thanol (250 mg/kg, intraperitoneal [i.p.]). After scalp anesthesia
with 2% lidocaine, the skull was exposed and stainless-steel
guide cannulas (26G, 12 mm long) were bilaterally implanted
into the BNST at a position 1 mm above the site of injection
using a stereotaxic apparatus (Stoelting, Wood Dale, Illinois,
USA). Stereotaxic coordinates for cannula implantation into the
BNST were: antero-posterior=+ 8.6 mm from interaural line; lat-
eral=4 mm from the medial suture; dorso-ventral=—5.8 mm from
the skull, with a lateral inclination of 23° (Paxinos and Watson,
1997). Cannulas were fixed to the skull with dental cement and
one metal screw. After surgery, the animals received a poly-anti-
biotic containing streptomycins and penicillins (560 mg/mL/kg,
intramuscular [i.m.]) to prevent infection and the non-steroidal
anti-inflammatory flunixin meglumine (0.5 mg/mL/kg, subcuta-
neous [s.c.]) for post-operation analgesia.

One day before the trial, rats were anesthetized with tribro-
moethanol (250 mg/kg, i.p.), and a catheter (a 4 cm segment of
PE-10 bound to a 13 cm segment of PE-50) (Clay Adams,
Parsippany, New Jersey, USA) filled with a solution of heparin
(50 U/mL, Hepamax-S, Blausiegel, Cotia, SP, Brazil) diluted in
saline (0.9% NaCl) was inserted into the femoral artery for car-
diovascular recording. The catheter was tunneled under the skin
and exteriorized on the animal’s dorsum. After surgery, the non-
steroidal anti-inflammatory flunixin meglumine (0.5 mg/mL/kg,
s.c.) was administered for post-operation analgesia. The animals
were kept in individual cages during the postoperative period and
cardiovascular recording.

Blood pressure and heart rate (HR) recording

The catheter implanted into the femoral artery was connected to
a pressure transducer (DPT100, Utah Medical Products Inc.,
Midvale, Utah, USA). Pulsatile arterial pressure was recorded
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using an amplifier (Bridge Amp, ML224, ADInstruments, New
South Wales, Australia) and an acquisition board (PowerLab
4/30, ML866/P, ADInstruments, New South Wales, Australia)
connected to a personal computer. Mean arterial pressure (MAP)
and HR values were derived from the pulsatile arterial pressure
recording.

Tail cutaneous temperature measurement

Increased vasomotor sympathetic activity during aversive threats
decreases cutaneous blood flow (Blessing, 2003), which in turn low-
ers the skin temperature (Busnardo et al., 2019; Gomes-de-Souza
etal., 2016). Therefore, a decrease in tail cutaneous temperature was
evaluated as an indirect measurement of vasomotor sympathetic
response in cutaneous beds during restraint stress. For this, a thermal
camera Multi-Purpose Thermal Imager was used (IR14010, InfraRed
Integrated Systems Ltd, Northampton, UK). For analyzing the
images, the temperature was measured on five points along the ani-
mal’s tail, and a mean of the values was calculated for each record-
ing (Busnardo et al., 2019; Gomes-de-Souza et al., 2016).

Drug microinjection into the BNST

The needles (33G, Small Parts, Miami Lakes, Florida, USA)
used for microinjection into the BNST were 1 mm longer than the
guide cannulas and were connected to a 2 pL syringe (7002-KH,
Hamilton Co., Reno, Nevada, USA) via PE-10 tubing (Clay
Adams, Parsippany, New Jersey, USA). Intra-cerebral microin-
jections were performed within a five-second period, and the
needle was left in the guide cannula for one minute after the
microinjection before being removed. Microinjection was per-
formed without restraining the animals, and drugs were adminis-
trated in a final volume of 100 nL per side (Crestani et al., 2009;
Gomes-de-Souza et al., 2016; Gomes et al., 2013).

Drugs and solutions

LY235959 (selective NMDA glutamate receptor antagonist)
(TOCRIS, Westwoods Business Park, Ellisville, Missouri, USA;
cat. # 1019), No-propyl-L-arginine hydrochloride (NPLA)
(selective nNOS inhibitor) (TOCRIS; cat. #1200), 2,2,2-tribro-
moethanol (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA; cat.
#T48402) and urethane (Sigma-Aldrich; cat. #U2500) were dis-
solved in saline (NaCl 0.9%). AM251 (N-(piperidin-1-yl)-5-(4-
iodophenyl)-1-(2,4-dichlo-rophenyl)-4-methyl-1H-pyrazole-3-
carboxamide) (selective CB, receptor antagonist) (TOCRIS cat.
#1117), 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ)
(inhibitor of sGC) (TOCRIS, cat. #0880) and KT5823 (inhibitor
of PKG) (TOCRIS, cat. #1289) were dissolved in a solution of
saline containing 20% of dimethyl sulfoxide (DMSO). Flunixin
meglumine (Banamine, Schering Plough, Cotia, SP, Brazil) and
the polyantibiotic preparation of streptomycins and penicillins
(Pentabiotico, Fort Dodge, Campinas, SP, Brazil) were used as
provided.

Restraint stress

The acute restraint stress consisted of introducing the animals
into plastic cylindrical tubes (diameter=6.5 cm, length=15 cm),

which were ventilated by half-inch holes that comprised approxi-
mately 20% of the tube. The animals were maintained for a
period of 60 min in the restraint tube (Crestani et al., 2009;
Gomes-de-Souza et al., 2016; Gomes et al., 2013). Each animal
was submitted to only one session of stress in order to avoid
habituation (Benini et al., 2019).

Measurement of nitrogen oxides (NOx)

The animals were decapitated, and their brains were quickly
removed, frozen in isopentane on dry ice, and stored at —80°C
until dissection of the BNST. For microdissection of the BNST,
frozen brains were serially sliced at 50 um in the coronal plane
until the BNST region in a cryostat (CM1900, Leica, Wetzlar,
Germany) kept at —20°C. Microdissection of the BNST was per-
formed from the brain fixed in the cryostat using a blunt 14-gauge
needle. The coordinate for dissection was approximately from
+0.20 mm to —0.80 mm related to bregma, according to coordi-
nates from Paxinos and Watson (1997).

The quantification of nitrite (NO,) and nitrate (NO;) (NOx;
spontaneous oxidation products) was utilized as an indirect
measurement of NO production (Camargo et al., 2013; Oliveira
et al., 2018). For this, the samples were homogenized into lysis
buffer (Tris-HCI 20 mM pH 7.6; NaCl 137 mM, 10% glycerol)
containing proteases and phosphatases inhibitors. The NOx lev-
els were measured from homogenized samples accordingly to the
methodology previously described (Camargo et al., 2013).
Briefly, for conversion of NO; into NO,, homogenized samples
were incubated overnight at 37°C with solution containing nitrate
reductase (#N7265, Sigma-Aldrich) and nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) (#33461, Sigma-Aldrich) (0.4
U/mL and 1 mg/mL, respectively, diluted in monopotassium
phosphate (KH,PO,) buffer 1 M pH 7.4). Then, the NO, level
was determined by adding 15 pL of Griess reagent (1% sulpha-
nilamide with 5% phosphoric acid in distilled water + 0.1%
N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride in distilled
water, v/v). After 10 min of incubation at room temperature,
absorbance was read at 540 nm, and the results were calculated
based on a standard curve of sodium nitrite (NaNO,) (Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, USA). The total content of protein in
each sample was measured using the Bio-Rad DC protein assay
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA).
Measurements of nitrite were performed in duplicate, and results
were expressed as uM NOx/ug protein.

Experimental protocols

Animals were brought to the experimental room in their own
cages. Animals were allowed at least 60 min to adapt to the
experimental room conditions, such as sound and illumination,
before starting the experiments. The experimental room was tem-
perature controlled (24°C), brightly lit and acoustically isolated
from the other rooms. Cardiovascular recording began at least 30
min before the onset of the restraint and was performed through-
out the session of stress. The tail skin temperature was measured
10, 5, and 0 min before the restraint for baseline values, and at 10,
20, 40, and 60 min during restraint (Gomes-de-Souza et al.,
2016). Each animal received a single pharmacological treatment
and was submitted to one session of restraint. All experiments
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were performed during the morning period (light phase of the
light-dark cycle) to minimize the influence of circadian rhythms.

Effect of AM251 microinjection into the BNST on local NOx
levels during acute restraint stress. This experiment aimed to
investigate whether AM251 increases NMDA/nNOS signaling
within the BNST during acute restraint stress, thus resulting in
increased local NO formation. For this, animals were treated with
either vehicle (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or
AM251 (30 and 100 pmol/100 nL), and 10 min later were sub-
mitted to a 60-minute session of restraint stress. Immediately
after the restraint session, the animals were euthanized, and the
brain was obtained for evaluation of NOx levels in the BNST.

Involvement of local NMDA/nNOS/sGC/PKG signaling in the
changes of cardiovascular responses to restraint stress
evoked by AM251 microinjection into the BNST. The aim of
this experiment was to investigate the involvement of local
NMDA glutamate receptor, nNOS, sGC, and PKG in control of
the cardiovascular responses to acute restraint stress by the CB,
receptor within the BNST. For this, independent sets of rats were
pretreated into the BNST with either the selective NMDA recep-
tor antagonist LY235959 (0.5 nmol/100 nL), the selective nNOS
inhibitor NPLA (0.2 nmol/100 nL), the sGC inhibitor ODQ (0.5
nmol/100 nL), the selective PKG inhibitor KT5823 (0.01
nmol/100 nL/side), or vehicle (saline or DMSO 20%, 100 nL/
side) (Barretto-de-Souza et al., 2018; Oliveira et al., 2018). Five
minutes later, the animals received either vehicle (DMSO 20%,
100 nL/side) or AM251 (100 pmol/100 nL) into the BNST
(Gomes-de-Souza et al., 2016). Five minutes after the second
pharmacological treatment of the BNST, animals in all experi-
mental groups underwent the 60-minute session of restraint
stress.

Histological determination of the
microinjection sites

At the end of each experiment, animals were anesthetized with
urethane (1.2 g/kg, i.p.), and 1% Evan’s blue dye was microin-
jected into the brain at the same volume of drug injection (i.e. 100
nL) as a marker of the microinjection site. They were then per-
fuse-fixed with intracardiac 0.9% NaCl followed by 10% forma-
lin. Afterwards, the brains were removed and post-fixed in 10%
formalin solution for at least 48 h at 4°C. Then, serial 40 um thick
sections of the BNST region were cut using a cryostat (CM 1900,
Leica, Wetzlar, Germany). The sites of injection were analyzed
according to coordinates from Paxinos and Watson (1997).

Statistical analysis

Data were expressed as mean*standard error of the mean (SEM).
NOx levels and basal cardiovascular parameters were compared
using one-way analysis of variance (ANOVA). Restraint-evoked
cardiovascular changes were obtained for each measure by calcu-
lating the difference between the values recorded during the
restraint stress and the baseline value obtained by the mean of
points recorded across the 10 min before the restraint onset. The
time-course curves of MAP, HR, and tail skin temperature
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Figure 1. Levels of nitrogen oxides (NOx) in the bed nucleus of the
stria terminalis (BNST) following exposure to a 60-minute session of
restraint stress in animals that received bilateral microinjection of
vehicle (saline containing 20% of dimethyl sulfoxide (DMSO), 100 nL,
n=10) or AM251 (30 pmol/100 nL, n=11; or 100 pmol/100 nL, n=10)
into the BNST. Columns represent the mean and bars the standard error
of the mean (SEM). *p<<0.05 versus vehicle group, one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc test.

changes were analyzed using two-way ANOVA, with treatment
as main factor and time as repeated measurement. When statisti-
cal differences were identified by one- and two-way ANOVA, the
Bonferroni post-hoc test was performed to assess specific differ-
ences between the experimental groups. Results of statistical
tests with p<<0.05 were considered significant.

Results

Effect of AM251 microinjection into the BNST
on local NOx levels during acute restraint
stress

Bilateral microinjection of the selective CB, receptor antagonist
AM251 (30 and 100 pmol/100 nL) into the BNST affected the
local NOx levels following exposure to acute restraint stress
(Flo08=7.222, p<0.003) (Figure 1). Post-hoc analysis revealed
that AM251 at the dose of 100 pmol (p<<0.03), but not 30 pmol
(p>0.05), enhanced NOx levels within the BNST during restraint
stress (Figure 1).

Involvement of local NMDA/nNOS/sGC/PKG
signaling in the control of cardiovascular
responses to restraint stress by BNST
endocannabinoid neurotransmission

A photomicrograph of a coronal brain section depicting bilateral
microinjection sites into the BNST of a representative animal is
presented in Figure 2(a). In addition, Figure 2 shows diagram-
matic representations showing the bilateral microinjection sites
into the BNST of all animals used in this experiment.

NMDA  receptor. Bilateral microinjections of the selective
NMDA glutamate receptor antagonist LY235959 (0.5 nmol/100
nL) and/or AM251 (100 pmol/100 nL) into the BNST did not
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Figure 2. (a) Photomicrograph of a coronal brain section from a representative rat showing bilateral sites of microinjection into the bed nucleus

of the stria terminalis (BNST). (b)-(e) Diagrammatic representation based on the rat brain atlas of Paxinos and Watson (1997) indicating the
microinjection sites into the BNST of all animals used for evaluation of the involvement of local N-methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor;
(b) neuronal nitric oxide synthase (nNOS); (c) soluble guanylate cyclase (sGC); (d) and protein kinase G (PKG); (e) on modulation of restraint-
evoked cardiovascular responses by the cannabinoid receptor type 1 (CB,) receptor within the BNST. Vehicle+vehicle: white circles; vehicle+AM251:
white squares; NMDA receptor/nN0OS/sGC/PKG antagonist/inhibitor+vehicle: grey circles; NMDA receptor/nNOS/sGC/PKG antagonist/

inhibitor+AM251: black squares.
3V: third ventricle; ac: anterior commissure; cc: corpus callosum; f: fornix; IA: interaural coordinate; ic: internal capsule; st: stria terminalis.
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Table 1. Basal parameters of mean arterial pressure (MAP), heart rate
(HR) and tail skin temperature (T) after pharmacological treatments of
the bed nucleus of the stria terminalis (BNST).

Groups n MAP (mm HR (bpm) T (°C)
Hg)
@)
SAL+DMS0 8 100*2 363*+9 28.3+0.3
SAL+AM251 8 100*1 338*+10 29.4%0.4
LY235959+DMSO 8 99+2 36611 29.1+0.5
LY235959+AM251 7 108+2 380+13 30.5+0.5
F3,07=3.4 Fia,7y=2.4 Fson=2.2
p<<0.03 p>0.05 p>0.05
(b)
SAL+DMSO 8 100*2 363*+9 28.3+0.3
SAL+AM251 8 100*1 338%*10 29.4*0.4
NPLA+DMSO 8 109*3 373*x13 29.5*+0.3
NPLA+AM251 7 104*3 392+7 28.2%0.2
Fom=2.8  Fam=3.3  Fuo=3.4
p>0.05 p<0.03 p<0.02
©)
DMSO0+DMSO 6 104*5 404*15 30.0%+0.2
DMSO+AM251 6 1142 403%15 29.3+0.4
0DQ+DMSO 8 106+2 378+x7 29.5+0.5
0DQ+AM251 6 103£2 3866 29.1+0.4
F3,22=2-2 F,22=1.5 F3,22=0.6
p>0.05 p>0.05 p>0.05
(d)
DMS0-+DMSO 6 104*5 404*15 30.0%+0.2
DMSO0+AM251 6 114*2 403*15 29.3*+.0.4
KT5823-+DMSO 6 109*2 388*+17 30.4%+0.5
KT5823+AM251 6 105*3 376*5 28.8+0.4
Foa=1.6  Faxp=13  Fgu=2.7
p>0.05 p>0.05 p>0.05

Bpm: beats per minute; DMSO: dimethyl sulfoxide; NPLA: N®-propyl-L-arginine
hydrochloride; 0DQ: 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one; SAL: saline.
Values are mean=standard error of the mean (SEM), one-way analysis of variance
(ANOVA).

affect the baseline values of either HR or tail skin temperature
(Table 1(a)). One-way ANOVA indicated effect of pharmacologi-
cal treatments on MAP, but post-hoc analysis did not reveal any
specific difference between the experimental groups (p=>0.05)
(Table 1(a)).

Acute restraint stress caused a sustained increase on both
MAP (time: F(3545=40, p<<0.0001) and HR (time: F|3545=20,
p<0.0001), and decreased the tail skin temperature (time:
F6162759, p<<0.0001) (Figure 3(a)—(c)). In addition, analysis
indicated effect of BNST pharmacological treatments on HR
(F327=5, p<0.01) and tail skin temperature (F; ,;=4, p<<0.03),
but not on MAP (F3,7,=1, p>0.05) (Figure 3(a)—(c)). Two-way
ANOVA also indicated a timeXtreatment interaction for both
MAP (F195 9452, p<<0.0002), HR (F{105945=2, p<<0.0001) and
tail skin temperature (F;5 6= 3, p<<0.0002) (Figure 3(a)—(c)).
Post-hoc analysis revealed that BNST treatment with AM251
(SAL+AM251 group) enhanced the restraint-evoked tachycar-
dia (p<<0.006), and this effect was inhibited by local pretreatment
with LY235959 (LY + AM251 group) (p>0.05) (Figure 3(b)).

nNOS. Bilateral microinjection of the selective nNOS inhibitor
NPLA (0.2 nmol/100 nL) and/or AM251 (100 pmol/100 nL) into the
BNST did not affect baseline values of MAP (Table 1(b)). One-way
ANOVA indicated effect of pharmacological treatments on both HR
and tail skin temperature, but post-hoc analysis did not reveal any
specific difference between the experimental groups in these param-
eters (HR: p>0.05; skin temperature: p>>0.05) (Table 1(b)).

Acute restraint stress caused a sustained increase on both MAP
(time:  F35045720, p<<0.0001) and HR (time: Fs5945~15,
»<<0.0001), and decreased the tail skin temperature (time:
Fis.162748, p<<0.0001) (Figure 3(d)—~(f)). In addition, analysis indi-
cated effect of BNST pharmacological treatments on HR ({3 ,,=4,
p<0.03) and tail skin temperature (3 ,;=3.8, p<<0.02), but not on
MAP (F(3,7, =0.6, p>0.05) (Figure 3(d)~(f)). Two-way ANOVA
also indicated a time X treatment interaction for HR (¥ 945=1.5,
p<0.0004) and tail skin temperature (F{;5 ;5,=3, p<<0.0001), but
not for MAP (F{;¢5 945=0.9, p>0.05) (Figure 3(d)—(f)). Post-hoc
analysisrevealed that BNST treatment withAM251 (SAL+AM251
group) enhanced the restraint-evoked tachycardia (p<<0.05), and
this effect was inhibited by local pretreatment of the BNST with
NPLA (NPLA+AM251 group) (p>0.05) (Figure 3(¢)).

sGC. Bilateral microinjection of the selective sGC inhibitor ODQ
(0.5 nmol/100 nL) and/or AM251 (100 pmol/100 nL) into the
BNST did not affect baseline values of either MAP, HR, or tail skin
temperature (Table 1 (c)). However, acute restraint stress caused a
sustained increase on both MAP (time: F{35 770=27, p<<0.0001) and
HR (time: F 35 770/=17, p<<0.0001), and decreased the tail skin tem-
perature (time: Fi4 ;3,,=62, p<<0.0001) (Figure 4(a)~(c)). In addi-
tion, analysis indicated effect of BNST pharmacological treatments
on HR (F(3 ,,)=4, p<<0.01), but without affecting MAP (F3 ,,=0.5,
p>0.05) and tail skin temperature (F; ,=1, p>0.05) values (Fig-
ure 4(a)—(c)). Two-way ANOVA also indicated significant
time Xtreatment interaction for HR (Fjs 770=1.4, p<<0.007) and
skin temperature (Fij5;3,=1.8, p<<0.03), but not for MAP
(Fl10577070.6, p>0.05) (Figure 4(a)~(c)). Post-hoc analysis
revealed that AM251 into the BNST (DMSO+AM251 group)
increased restraint-evoked tachycardia (p<<0.02), and this effect
was inhibited in animals pretreated with ODQ into the BNST
(ODQ+AM251 group) (p=>0.05) (Figure 4(b)).

PKG. Bilateral microinjections of the selective PKG inhibitor
KT5823 (0.01 nmol/100 nL) and/or AM251 (100 pmol/100 nL/
side) into the BNST did not affect baseline values of either MAP,
HR, or tail skin temperature (Table 1 (d)). However, acute
restraint stress caused a sustained increase on HR (time:
F35.700=20, p<<0.0001) and MAP (time: F35 709=18, p<<0.0001),
and decreased the tail skin temperature (time: Fgy0=54,
»<0.0001) (Figure 4(d)—(f)). In addition, analysis indicated
effect of BNST pharmacological treatments on HR (F3 50,=3,
p<0.05), but not on MAP (5 ,5=2, p>0.05) and skin tempera-
ture (F350=2, p>0.05) values (Figure 4(d)—(f)). Two-way
ANOVA also indicated significant timeXtreatment interaction
for HR (F(jo5700=1.5, p<<0.005) and skin temperature
(Fus.12072-8, p<<0.0007), but not for MAP (Fjp5700=1.1,
p>0.05) (Figure 4(d)-(f)). Post-hoc analysis revealed that
AM251 into the BNST (DMSO+AM251 group) enhanced
restraint-evoked tachycardia (p<<0.03), and this effect was inhib-
ited in animals locally pretreated with KT5823 (KT5823+ AM251
group) (p>0.05) (Figure 4(e)).
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Figure 3. (a)-(c) Time-course curves of changes on mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR), and tail skin temperature (Atail temperature)
evoked by acute restraint stress in animals treated bilaterally into the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) with vehicle (SAL) (saline, 100 nL)
or the selective N-methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor antagonist LY235959 (LY) (0.5 nmol/100 nL), followed by a second microinjection
of vehicle (dimethyl sulfoxide (DMSO)) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or AM251 (100 pmol/100 nL). (d)-(f) Time-course curves of AMAP,
AHR, and Atail temperature evoked by acute restraint stress in animals treated bilaterally into the BNST with vehicle (SAL) (saline, 100 nL) or the
selective neuronal nitric oxide synthase (nNOS) inhibitor No-propyl-L-arginine (NPLA) (0.2 nmol/100 nL), followed by a second microinjection of
vehicle (DMSO0) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or AM251 (100 pmol/100 nL). The onset of stress was at t=0. Circles represent the mean
and the bars the standard error of the mean (SEM). #p<<0.05 over the whole restraint period compared to SAL+DMSO group, analysis of variance

(ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc test.

Microinjection of the antagonist/inhibitors (i.e. LY235959,
NPLA, ODQ or KT5823) and/or AM251 into structures sur-
rounding the BNST did not affect the restraint-evoked cardiovas-
cular responses (data not shown).

Discussion

The results obtained in this study are the first to indicate an inter-
action between endocannabinoid and nitrergic neurotransmis-
sions within the BNST. In addition, this study provides new

evidence of an involvement of local NMDA glutamatergic recep-
tor and nNOS/sGC/PKG signaling in the control of cardiovascu-
lar responses during the stress by the endocannabinoid
neurotransmission within the BNST. Indeed, we identified that
bilateral microinjection of the selective CB, receptor antagonist
AM?251 into the BNST increased local NO formation during an
acute session of restraint stress, as evidenced by increased local
NOx levels. We also observed that bilateral BNST treatment with
AM251 enhanced the restraint-evoked tachycardic response, but
without affecting the blood pressure increase and the drop in tail
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Figure 4. (a)-(c) Time-course curves of changes on mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR), and tail skin temperature (Atail temperature)
evoked by acute restraint stress in animals treated bilaterally into the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) with vehicle (dimethyl sulfoxide
(DMSO0)) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or the selective soluble guanylate cyclase (sGC) inhibitor 1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-
1-one (0DQ) (0.5 nmol/100 nL), followed by a second microinjection of vehicle (DMSO) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or AM251 (100
pmol/100 nL). (d)-(f) Time-course curves of AMAP, AHR, and Atail temperature evoked by acute restraint stress in animals treated bilaterally

into the BNST with vehicle (DMSO) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or the selective protein kinase G (PKG) inhibitor KT5823 (KT) (0.01
nmol/100 nL), followed by a second microinjection of vehicle (DMSO) (saline containing 20% of DMSO, 100 nL) or AM251 (100 pmol/100 nL). The
onset of stress was at t=0. Circles represent the mean and the bars the standard error of the mean (SEM). #p<<0.05 over the whole restraint period
compared to SAL+DMSO group, analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni post-hoc test.

skin temperature. The effect of AM251 in restraint-evoked tachy-
cardia was prevented by BNST pretreatment with either the
selective NMDA glutamatergic receptor antagonist LY235959,
the selective nNOS inhibitor NPLA, the sGC inhibitor ODQ or
the PKG inhibitor KT5823.

The two major endocannabinoids are the arachidonoylethan-
olamide/anandamide (AEA) and 2-AG (Mechoulam and Parker,
2013; Pacher, 2006). Two cannabinoid receptors were identified,
the CB, and CB, receptors (Howlett, 2002; Pacher, 2006). The
endocannabinoids are synthesized “on demand” in post-synaptic
neurons through Ca*™2-dependent and -independent mechanisms

(Kano et al., 2009) and act as retrograde messengers by activat-
ing CB, receptors onto presynaptic terminals, which in turn sup-
presses neurotransmitter release (Katona and Freund, 2012;
Mechoulam and Parker, 2013). There is evidence of expression
of the CB, receptor in the brain, but its role in physiological and
pathological conditions is yet to be established (Mechoulam and
Parker, 2013; Morena et al., 2016). The endocannabinoids are
rapidly taken back from synapses by a membrane transport pro-
cess that is not still fully characterized (Mechoulam and Parker,
2013; Morena et al., 2016). In the cell, AEA is hydrolyzed by the
fatty acid amide hydrolase (FAAH) enzyme while the 2-AG is
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hydrolyzed by the monoacylglycerol lipase (MAGL) enzyme
(Dinh et al., 2002; McKinney and Cravatt, 2005).

The CB, receptor is widely expressed throughout the central
nervous system (Herkenham et al., 1990; Howlett et al., 2004;
Tsou et al., 1998), including in the BNST (Matsuda et al., 1993;
Tsou et al., 1998). In this sense, we identified previously that
bilateral microinjection of the selective CB, receptor antagonist
AM251 into the BNST dose-dependently increased the restraint-
evoked tachycardic response, but without affecting the blood
pressure increase and the decrease in tail cutaneous temperature
(Gomes-de-Souza et al., 2016). Conversely, local BNST treat-
ment with inhibitors of anandamide (i.e. a FAAH inhibitor) and
2-AG (i.e. a MAGL inhibitor) hydrolysis attenuated the HR
increase during restraint stress, and this effect was prevented by
local pretreatment with AM251 (Gomes-de-Souza et al., 2016).
Taken together, these results indicated an inhibitory influence of
the CB, receptor activation within the BNST on cardiovascular
responses to stress, which seem to be mediated by local release of
both AEA and 2-AG. Therefore, the facilitation of HR response
following BNST treatment with AM251 identified in the present
study is in line with results reported previously. In addition, the
inhibitory control of stress-evoked cardiovascular changes by
BNST CB, receptor corroborates the proposition that endocan-
nabinoid neurotransmission acts on the central nervous system
by suppressing stress responses (Hill and Tasker 2012; Morena
et al. 2016).

Studies using electrophysiology techniques identified that
endocannabinoids act pre-synaptically via the CB, receptor
inhibiting local glutamatergic afferences within the BNST
(Centanni et al., 2019; Glangetas et al., 2013; Lange et al., 2017,
Massi et al., 2008; Puente et al., 2010). These findings are further
supported by evidence of the presence of CB, receptors in gluta-
matergic terminals within the BNST (Massi et al., 2008; Puente
et al., 2010). This inhibitory influence of CB, receptor in local
glutamatergic neurotransmission within the BNST was proposed
to be implicated in reward circuitry, nicotine self-administration,
alcohol abstinence and stress-evoked neuroplasticity and defen-
sive behavior (Bedse et al., 2019; Glangetas et al., 2013; Lange
etal.,2017; Massi et al., 2008; Reisiger et al., 2014). However, to
the best of our knowledge, results reported here provide the first
evidence that endocannabinoid-glutamatergic neurotransmission
interaction within the BNST in involved in control of the physi-
ological responses to stress. Our results are further supported by
recent evidence that glutamatergic neurotransmission into the
BNST plays a facilitatory influence in cardiovascular responses
to restraint stress (Adami et al., 2017; Barretto-de-Souza et al.,
2018), so that as evidenced in the present study inhibition of glu-
tamatergic neurotransmission by local CB, receptors is expected
to decrease these responses.

Activation of the NMDA glutamatergic receptor in postsyn-
aptic neurons results in NO formation through a Ca™?-dependent
mechanism and activation of the nNOS (Chachlaki and Prevot,
2019; Garthwaite, 2008, 2019). Accordingly, we recently
reported that the facilitatory influence of the NMDA receptor
within the BNST in stress-evoked cardiovascular responses is
mediated by local nNOS activation (Barretto-de-Souza et al.,
2018). Although these pieces of evidence, the endocannabinoid-
glutamate neurotransmission interaction was never explored in
terms of an involvement of NO signaling. In fact, to the best of
our knowledge, our findings provide the first evidence of an

interaction between local endocannabinoid neurotransmission
and nitrergic signaling within the BNST. The identification that
modulation of stress-evoked cardiovascular changes by BNST
NMDA receptor is mediated by local nNOS activation (Barretto-
de-Souza et al., 2018) strongly support the idea that the endocan-
nabinoid interaction with the NMDA receptor and the nitrergic
signaling is part of a same signaling pathway (i.e. NMDA recep-
tor/nNOS/sGC/PKG signaling). In this sense, taken together,
results reported here suggest that activation of CB, receptor in
excitatory terminals within the BNST inhibits glutamate release,
which in turn reduces NMDA receptor activation, postsynaptic
Ca*? influx and nNOS activation. Figure 5 presents a schematic
representation outlining the proposed mechanism of interaction
between CB,; receptor and NMDA-nNOS-sGC/PKG signaling
within the BNST.

The NMDA receptor/nNOS/sGC/PKG signaling pathway
seems to be the target of other local neurochemical mechanisms
within the BNST controlling the stress responses. Indeed, corti-
cotropin-releasing factor (CRF) neurotransmission within the
BNST, a neurochemical mechanism involved in control of car-
diovascular responses to stress (Crestani et al., 2013; Oliveira
et al., 2015), acts presynaptically increasing local glutamatergic
neurotransmission (Silberman and Winder, 2013). This CRF-
glutamate interaction, as well as CRF-NO signaling interaction,
was recently demonstrated to be involved in restraint-evoked car-
diovascular responses (Oliveira et al., 2018). An interaction
between endocannabinoid and CRF neurotransmissions within
the BNST has never been reported. However, despite the evi-
dence that the opposite control of cardiovascular changes to
restraint by CRF (facilitatory) and endocannabinoid (inhibitory)
neurotransmission within the BNST is mediated by interaction
with the same target (i.e. glutamatergic and nitrergic neurotrans-
missions), we cannot exclude the possibility that inhibition of
local CRF release by CB, receptor within the BNST also affect
the cardiovascular responses to restraint stress. Accordingly,
colocalization of CB, receptor and CRF was found within the
BNST (Cota et al., 2007). Conversely, some studies have indi-
cated that endocannabinoid neurotransmission might mediate the
effects  following CRF  neurotransmission  activation
(Kupferschmidt et al., 2012a, 2012b). Therefore, further studies
are necessary to investigate a direct interaction between CRF and
endocannabinoid neurotransmission within the BNST.

The BNST is proposed as a relay station connecting corti-
colimbic structures such as medial prefrontal cortex (MPFC),
insular cortex (IC), hippocampus and amygdala with primary
effectors of physiological and behavioral responses in the hypo-
thalamus and brainstem (Crestani et al., 2013; Myers, 2017,
Radley and Johnson, 2018; Ulrich-Lai and Herman, 2009). Inputs
from MPFC, IC, hippocampus, and basolateral amygdala (BLA)
are mainly glutamatergic (Ch’ng et al., 2018; Myers, 2017).
Previous results provided evidence that CB, receptors inhibited
excitatory presynaptic terminals within the BNST coming from
the infralimbic region of the MPFC, IC, and BLA (Centanni
et al., 2019; Glangetas et al., 2013; Lange et al., 2017; Massi
et al., 2008). A facilitatory influence of the infralimbic cortex and
IC in the restraint-evoked HR response was reported (Alves
et al., 2010; Tavares et al., 2009). Regarding the BLA, activation
of this amygdaloid nucleus evokes stress-like cardiovascular and
behavioral changes (Sanders et al., 1995; Sanders and Shekhar,
1995), and a recent study identified that angiotensin-(1-7) (a
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Figure 5. Schematic representation illustrating the proposed mechanism of interaction between the cannabinoid receptor type 1 (CB,) receptor and
the N-methyl-D-aspartate (NMDA)/neuronal nitric oxide synthase (nNOS)/soluble guanylate cyclase (sGC)/protein kinase G (PKG) signaling within
the bed nucleus of the stria terminalis (BNST). Activation of the CB, receptor on excitatory presynaptic terminals (a) inhibits glutamate release (b),

which in turn decreases activation of NMDA glutamate receptor (NMDA-R) (c), nNOS (d), sGC (e), and PKG (f). See text for further details.
2-AG: 2-arachidonoylglycerol; AEA: anandamide; cGMP: cyclic guanosine monophosphate; Gi/o: Gi/o protein; Glu: glutamate; GTP: guanosine triphosphate; NO: nitric

oxide.

counter-regulatory peptide for the pro-stress effects of angioten-
sin II) into the BLA decreased cardiovascular responses to air jet
stress (Oscar et al., 2015). In this sense, it is possible that interac-
tion with NMDA receptor reported in the present study is related
to inhibition of excitatory information within the BNST coming
from these corticolimbic structures, which in turn reduces HR
response. However, as stated above, glutamatergic inputs to the
BNST also originate from the hippocampus (Ch’ng et al., 2018;
Myers, 2017), and this structure was reported to play a facilita-
tory role in HR responses to restraint stress (Scopinho et al.,
2013). Thus, we cannot exclude the possibility that the endocan-
nabinoid-glutamate neurotransmission interaction reported here
is mediated by inhibition of information coming from hippocam-
pus. Therefore, further studies are necessary to elucidate the cen-
tral network related to the effects reported in the present study.
In summary, the results reported in the present study provide
evidence of an interaction of BNST endocannabinoid neurotrans-
mission with local nitrergic neurochemical mechanisms. In addi-
tion, our data suggest that the inhibitory influence of the CB,

receptor within the BNST on the tachycardic response evoked by
aversive stimuli is mediated by inhibition of the local NMDA
receptor/nNOS/sGC/PKG signaling pathway.
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KEYWORDS Abstract

Restraint stress; The lateral hypothalamus (LH) has been described as one of the hypothalamic areas involved
Hypothalamus; in the behavioral and physiological responses triggered by aversive stimuli. Previous studies in-
GABAergic dicated involvement of the LH in cardiovascular responses to stress. Despite this evidence, the
neurotransmission; local neurochemical mechanisms involved in LH control of stress responses is still poorly under-
Blood pressure; stood. Therefore, in the present study, we investigated the role of GABAergic neurotransmission
Heart rate; within the LH in cardiovascular responses induced by an acute session of restraint stress in rats.
Sympathetic activity For this, we evaluated the effect of bilateral microinjection of selective antagonists of either

GABA, or GABAg receptors into the LH on arterial pressure increase, heart rate (HR) increase
and reduction in tail skin temperature induced by restraint stress. We found that microinjection
of the selective GABA, receptor antagonist SR95531 into the LH decreased the increase in HR
caused by restraint stress, but without affecting the increase in arterial pressure increase or
the reduction in tail skin temperature. Conversely, LH treatment with the selective GABA; re-
ceptor antagonist CGP35348 did not affect the restraint-evoked cardiovascular changes. These
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findings indicate that GABAergic neurotransmission in the LH, acting through activation of local
GABA, receptors, plays a facilitatory role in the tachycardic response observed during aversive

threats.

© 2019 Elsevier B.V. and ECNP. All rights reserved.

Introduction

Physiological adjustments play a prominent role in survival
and welfare by maintaining homeostasis during aversive
situations (Crestani, 2016; Sterling, 2012; Ulrich-Lai and
Herman, 2009). Changes in autonomic activity evoke im-
mediate responses during stress, including increased arte-
rial pressure and heart rate (HR); redistribution of blood
flow, including reduced cutaneous and visceral perfusion
and increased blood flow to the skeletal muscles; and mod-
ulation of baroreflex activity (Crestani, 2016; Dampney,
2015; Dampney et al., 2008). Increased sympathetic activ-
ity reduces cutaneous blood flow (Blessing, 2003), which
in turn decrease skin temperature during aversive threats
(Busnardo et al., 2019; Vianna and Carrive, 2005).

Cardiovascular responses during aversive threats are trig-
gered by overlapping circuits in the central nervous sys-
tem (CNS) (Dampney, 2015; Fontes et al., 2011; Myers,
2017; Ulrich-Lai and Herman, 2009). The lateral hypotha-
lamus (LH) is a complex diencephalic area which has been
found to be activated by several aversive stimuli (Briski and
Gillen, 2001; Cullinan et al., 1995; Furlong et al., 2014;
Motta and Canteras, 2015). Accordingly, the LH has been
linked to the central network that regulates the stress re-
sponses (Myers, 2017; Ulrich-Lai and Herman, 2009). Re-
garding the cardiovascular changes, initial studies provided
functional evidence of a role of this hypothalamic area in
control of arterial pressure response evoked by conditioned
aversive stimuli (Iwata et al., 1986; LeDoux et al., 1988).
The influence of the LH in the control of cardiovascular
responses to unconditioned aversive threats was reported
only recently (Deolindo et al., 2013). In this sense, acute
bilateral LH neurotransmission inhibition, caused by local
treatment with the nonselective synaptic blocker CoCl,, en-
hanced tachycardia evoked by an acute session of restraint
stress, but without affecting the pressor response (Deolindo
et al., 2013). This effect was mimicked by local treatment
with a selective NMDA glutamatergic receptor antagonist,
thus indicating the involvement of local glutamatergic neu-
rotransmission in LH control of cardiovascular responses to
restraint stress (Deolindo et al., 2013). However, despite re-
ports that the control of physiological and behavioral re-
sponses by the LH reflects a balance of local excitatory and
inhibitory inputs (Stanley et al., 2011), the role of local in-
hibitory neurochemical mechanisms in LH control of stress
responses has never been evaluated.

GABA has been shown to be a dominant neurotrans-
mitter in the hypothalamus (Decavel and Van Den Pol,
1990). Accordingly, inhibitory control of LH neurons by lo-
cal GABAergic (inter)neurons has been described previously
(Burt et al., 2011; Konadhode et al., 2015). GABAergic in-
puts from limbic structures involved in the control of stress-
evoked responses was also reported within the LH (Gritti
et al., 1994; Jennings et al., 2013). Despite these findings,

the role of LH GABAergic neurotransmission in the control
of stress responses has not been investigated. Therefore,
this study aimed to evaluate the hypothesis that GABAergic
neurotransmission within the LH is involved in the control
of cardiovascular responses evoked by an acute session of
restraint stress in rats. To test this hypothesis, animals re-
ceived intra-LH bilateral microinjections of selective GABA,
or GABAg receptor antagonists.

Experimental procedures
Animals

Twenty male Wistar rats weighing 240-260¢g (60-days-old)
were used. Animals were obtained from the animal breed-
ing facility of the Sao Paulo State University (UNESP) (Bo-
tucatu, SP, Brazil), and were housed in plastic cages in a
temperature-controlled room at 24 °C in the Animal Facility
of the Laboratory of Pharmacology, School of Pharmaceuti-
cal Sciences - UNESP. They were kept under a 12:12 h light-
dark cycle (lights on between 7:00 am and 7:00 pm) with
free access to water and standard laboratory food. Hous-
ing conditions and experimental procedures were approved
by the Ethical Committee for Use of Animals of the School
of Pharmaceutical Sciences/UNESP (approval # 61/2015),
which complies with Brazilian and international guidelines
for animal use and welfare.

Surgical preparation

Five days before the trial, rats were anesthetized with
tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.). After scalp anesthesia
with 2% lidocaine, the skull was exposed and stainless-
steel guide cannulas (26 G, 13 mm-long) were bilaterally im-
planted into the LH at a position 1 mm above the site of
injection, using a stereotaxic apparatus (Stoelting, Wood
Dale, IL, USA). Stereotaxic coordinates for cannula implan-
tation into the HL were: antero-posterior = +6.2 mm from
interaural line; lateral = 1.8 mm from the medial suture;
dorso-ventral = —7.6 mm from the skull (Paxinos and Wat-
son, 1997). Cannulas were fixed to the skull with den-
tal cement and one metal screw. After surgery, the an-
imals received a poly-antibiotic containing streptomycins
and penicillins (560 mg/ml/kg, i.m.) to prevent infection
and the non-steroidal anti-inflammatory flunixin meglumine
(0.5mg/ml/kg, s.c.) for post-operation analgesia.

One day before the trial, rats were anesthetized with
tribromoethanol (250mg/kg, i.p.), and a catheter (Clay
Adams, Parsippany, NJ, USA) filled with a solution of hep-
arin (50 Ul/ml, Hepamax-S®, Blausiegel, Cotia, SP, Brazil)
diluted in saline (0.9% NaCl) was inserted into the ab-
dominal aorta through the femoral artery for cardiovascu-
lar recording. Catheter was tunneled under the cutaneous



674

L. Gomes-de-Souza, R. Benini and W. Costa-Ferreira et al.

and exteriorized on the animal’s dorsum. After surgery,
the non-steroidal anti-inflammatory flunixin meglumine
(0.5mg/ml/kg, s.c.) was administered for post-operation
analgesia. The animals were kept in individual cages during
the postoperative period and cardiovascular recording.

Blood pressure and heart rate recording

The catheter implanted into the femoral artery was con-
nected to a pressure transducer (DPT100, Utah Medical
Products Inc., Midvale, UT, USA). Pulsatile arterial pressure
was recorded using an amplifier (Bridge Amp, ML224, ADIn-
struments, Australia) and an acquisition board (PowerlLab
4/30, ML866/P, ADInstruments, NSW, Australia) connected
to a personal computer. Mean arterial pressure (MAP) and
HR values were derived from the pulsatile arterial pressure
recording.

Tail cutaneous temperature measurement

Tail cutaneous temperature was recorded using a ther-
mal camera (IR14010, Infra Red Integrated Systems Ltd.,
Northampton, UK). The analysis was performed using a soft-
ware for thermographic analysis, and temperature was rep-
resented by color intensity variations (Busnardo et al., 2019;
Vianna and Carrive, 2005). For image analysis, the tempera-
ture was measured on five points along the animal’s tail, and
the mean value was calculated for each recording (Adami
et al., 2017; Gomes-de-Souza et al., 2016).

Drugs and solutions

SR95531 (selective GABA, receptor antagonist) (Tocris,
Westwoods Business, Park Ellisville, MO, USA), CGP35348
(selective GABAg receptor antagonist) (Tocris), tribro-
moethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and urethane
(Sigma-Aldrich) were dissolved in saline (NaCl 0.9%). Flu-
nixin meglumine (Banamine®; Schering-Plough, Cotia, SP,
Brazil) and the poly-antibiotic preparation (Pentabiotico®;
Fort Dodge, Campinas, SP, Brazil) were used as provided.

Drug microinjection into the lateral hypothalamus

The needles (33 G, Small Parts, Miami Lakes, FL, USA) used
for microinjection into the LH were 1 mm longer than the
guide cannulas and were connected to a 2 uL syringe (7002-
KH, Hamilton Co., Reno, NV, USA) using a PE-10 tubing (Clay
Adams, Parsippany, NJ, USA). Needles were carefully in-
serted into the guide cannulas without restraining the an-
imals, and drugs were injected in the final volume of 100 nL
(Crestani et al., 2009; Deolindo et al., 2013).

Restraint stress

Each rat was placed in a plastic cylindrical restraint tube
(diameter 6.5cm, length 15cm), ventilated by holes (1cm
diameter) that made up approximately 20% of the tube sur-
face. Restraint lasted 60 min (Deolindo et al., 2013), and

immediately after the end of the stress exposure rats were
returned to their home cages. Each rat was submitted to
only one session of restraint in order to avoid habituation.

Experimental protocols

Animals were brought to the experimental room in their own
cages. Animals were allowed at least 60 min to adapt to the
experimental room conditions, such as sound and illumina-
tion, before the experiment was commenced. The experi-
mental room was temperature-controlled (24 °C) and acous-
tically isolated from the other rooms.

Independent sets of animals received bilateral microin-
jections into the LH of the selective GABA, receptor antago-
nist SR95531 (0.01 nmol/100 nL, n=6), the selective GABAg
receptor antagonist CGP35348 (10nmol/100 nL, n=7) or
vehicle (saline, 100 nL, n=7). The drug dosage was selected
according to the Ki value of the drug (Heaulme et al., 1986;
Olpe et al., 1990), as well as the dosage used in previous
studies that performed intra-hypothalamic microinjections
(Zhong et al., 2008; Zhou et al., 2014). Ten minutes af-
ter LH pharmacological treatment, the animals underwent
a 60 min session of restraint stress.

Cardiovascular recording began at least 30 min before the
onset of restraint and was performed throughout the session
of stress. The tail cutaneous temperature was measured 10,
5 and Omin before the restraint for baseline values, and
at 10, 20, 40 and 60 min during restraint (Busnardo et al.,
2019; Gomes-de-Souza et al., 2016). Each animal received
a single pharmacological treatment and was submitted to
one session of restraint.

Histological determination of the microinjection
sites

At the end of experiments, rats were anesthetized with ure-
thane (250 mg/ml/200 g body weight, i.p.) and 100 nL of 1%
Evan’s blue dye was injected into the brain as a marker of
the injection site. Then, the chest was surgically opened,
the descending aorta occluded, the right atrium severed
and the brain perfused with 0.9% NaCl followed by 10% for-
malin through the left ventricle. Afterwards, the brain was
removed and post-fixed in 10% formalin for at least 48 h at
4°C. Serial 40 um-thick sections of the LH region were cut
using a cryostat (CM1900, Leica, Wetzlar, Germany). The
actual placement of the microinjection needles was deter-
mined according to the rat brain atlas of Paxinos and Wat-
son (1997) by analyzing the serial sections under a light mi-
croscopy.

Data analysis

Data were expressed as mean + SEM. Basal values of MAP,
HR and tail cutaneous temperature before and after LH
pharmacological treatment were compared using the Stu-
dent’s t-test. Time-course curves of cardiovascular and
cutaneous temperature changes were analyzed using the
two-way ANOVA, with treatment as a main factor and time
as a repeated measure, followed by Bonferroni’s post hoc
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Fig. 1

(A) Photomicrograph of a coronal brain section from a representative rat showing bilateral injection sites into the lateral

hypothalamus (LH). (B) Diagrammatic representation based on the rat brain atlas of Paxinos and Watson (1997) indicating the
microinjection sites of vehicle (black circles), the selective GABA, receptor antagonist SR95531 (grey squares) and the selective
GABAg receptor antagonist CGP35348 (black squares) into the LH. IA-interaural coordinate; opt - optic chiasm.

test. The mean of the values during the first 10 min of the
restraint session (onset), and during the remaining restraint
stress period (plateau) were also calculated. These values
were compared using the two-way ANOVA, with treatment
as a main factor and time (onset vs plateau) as a repeated
measure, followed by Bonferroni’s post hoc test. Results of
statistical tests with P < 0.05 were considered statistically
significant.

Results

Diagrammatic representations showing the bilateral injec-
tion sites into the LH of all animals used in the present
study are presented in Fig. 1. A photomicrograph of a coro-
nal brain section depicting microinjection sites into the LH
of a representative animal is also presented in Fig. 1.
Bilateral microinjection of either the selective GABA,
receptor antagonist SR95531 (0.01nmol/100 nL, n=6)
or the selective GABAg receptor antagonist CGP35348
(10nmol/100 nL, n=7) into the LH did not alter the baseline
values of MAP, HR and tail cutaneous temperature; when
compared with animals locally treated with vehicle (100 nL,
n=7) (Table 1). However, analysis of the time-course
curves indicated that restraint stress evoked increase in

MAP (time factor: Fs5s95y = 21.11, P < 0.0001) and HR
(time factor: F3s5595) = 13.42, P < 0.0001), and decreased
the tail skin temperature (time factor: Fio = 11.8,
P < 0.0001) (Fig. 2). Analysis also indicated main ef-
fect of the LH pharmacological treatments (treatment fac-
tor: Fz,179 = 3.60, P=0.049) and treatment x time in-
teraction (Fo505y = 1.60, P=0.002) for the HR values
(Fig. 2). Nevertheless, analysis did not indicate effect of
treatment (MAP: F;17y = 1.24, P=0.313; skin tempera-
ture: F;,17y = 0.68, P=0.515) or treatment x time inter-
action (MAP: (F 70,595y = 0.78, P=0.897); skin temperature:
F12,102) = 1.35, P=0.202) for the MAP and tail skin tempera-
ture responses (Fig. 2). Post-hoc analysis of the HR response
revealed that LH treatment with SR95531 (P=0.039), but
not with CGP35348 (P=0.875), decreased the restraint-
evoked tachycardic response (Fig. 2).

Analysis of the mean responses during the onset (10 first
minutes) and plateau period of restraint stress indicated
main effect of treatment (F 34 = 6.69, P=0.003) and
time (F,34 = 4.85, P=0.034), but without treatment x
time interaction (F(3,34 = 0.62, P=0.540) for the HR values
(Fig. 2). Nevertheless, analysis did not indicate effect
of either treatment (MAP: F 34 = 2.97, P=0.065; skin
temperature: F;34 = 1.22, P=0.307) or time (MAP:
F,34 = 2.54, P=0.120; skin temperature: F(; 34 = 2.79,
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Table 1

Basal parameters of mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR) and tail skin temperature before and after pharma-

cological treatment of the lateral hypothalamus (LH) with the selective GABA, receptor antagonist SR95531 (n=6), the selective
GABAg receptor antagonist CGP35348 (n=7) or vehicle (control, n=7).

MAP (mmHg) HR (bpm) Tail skin temperature ( °C)

Groups before after before after before after

Control 97 £5 99 + 4 362 +2 389+3 29 + 0.6 29 +0.4
t=0.2, P=0.78 t=0.6, P=0.55 t=0.1, P=0.85

SR95531 111 +£2 113 +£2 375+ 9 404 +9 30+ 0.7 29 + 0.1
t=0.6, P=0.51 t=2.2, P=0.05 t=1.2, P=0.2

CGP35348 108 + 2 106 + 2 413 + 1 409 + 2 28 +0,5 28 +£0,6
t=0.5, P=0.61 t=0.1, P=0.88 t=0.1, P=0.88

Mean =+ SEM, Student’s t-test.

P=0.104), or treatment x time interaction (MAP: tachycardia observed following the nonselective synaptic

F,34 = 0.17, P=0.840; skin temperature: F(; 34 = 0.47,
P=0.627) for the MAP and tail skin temperature responses
(Fig. 2). Post-hoc analysis of the HR response revealed
that LH treatment with SR95531 (onset: P=0.016, plateau:
P=0.047), but not with CGP35348 (onset: P=0.192,
plateau: P=0.994), decreased the restraint-evoked tachy-
cardic response during both onset and plateau period of the
restraint stress session (Fig. 2).

Discussion

Our results provide the first evidence supporting the in-
volvement of GABAergic neurotransmission within the LH
in the control of stress responses. Specifically, we observed
that bilateral microinjection of the selective GABA, recep-
tor antagonist SR95531 into the LH decreased the HR in-
crease during restraint stress, but without affecting the
pressor response or the reduction in tail cutaneous temper-
ature. Nevertheless, LH treatment with the selective GABAg
receptor antagonist CGP35348 did not affect the restraint-
evoked cardiovascular changes evaluated in the present
study.

Deolindo et al. (2013) reported that acute bilateral LH
neurotransmission inhibition caused by local treatment with
the nonselective synaptic blocker CoCl, enhanced tachycar-
dia evoked by restraint stress without affecting the pressor
response. This effect was mimicked by LH treatment with a
selective NMDA receptor antagonist (Deolindo et al., 2013),
thus supporting the role of local glutamatergic neurotrans-
mission. Taken together, these results provided evidence of
an inhibitory role of the LH in the control of the cardiac re-
sponses to stress, which is mediated, at least partly, by local
glutamatergic neurotransmission. The results reported in
the present study provide further evidence of the inhibitory
role of the LH in the control of the tachycardic response
to stress. Indeed, we identified that antagonism of local in-
hibitory neurotransmission (i.e., GABAergic neurotransmis-
sion), which increase local neuronal activation (Jones et al.,
2011), decreased the restraint-evoked HR increase. More
importantly, the results reported in the present study pro-
vide the first evidence of activation of GABAergic neuro-
transmission within the LH during aversive threats, which is
involved in the processing of stress responses via activation
of the GABA, receptor. In this sense, since the enhanced

blockade within the LH by local microinjection of CoCl,
is mimicked by local treatment with a glutamate recep-
tor antagonist (Deolindo et al., 2013), it seems that GABA
release within the LH during stress modulates the effects
mediated by activation of local glutamatergic inputs rather
than mediates the LH control of stress-evoked responses.
In this sense, similar to the control of behavioral responses
(Stanley et al., 2011), the role of the LH in stress-evoked
cardiovascular responses seems to be the resulted of the
balance in activation of glutamatergic and GABAergic inputs
to the LH.

The LH has been linked to the central network that reg-
ulates the cardiovascular responses to stress by connecting
limbic structures, such as the hippocampus and the central
amygdala, to effector structures in the hypothalamus,
brainstem and sympathetic neurons in the intermediolat-
eral column (Myers, 2017). In this sense, GABAergic inputs
within the LH were identified from limbic structures such
as the preoptic area, the anterior hypothalamic area (AHA)
and the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) (Gritti
et al., 1994; Jennings et al., 2013). Accordingly, all of these
regions contain a high density of GABA-producing neurons
(Boudaba et al., 1996; Cullinan et al., 1993; Okamura et al.,
1990; Radley et al., 2009), and most projections for other
limbic structures are GABAergic (Boudaba et al., 1996;
Myers et al., 2014; Roland and Sawchenko, 1993). Previous
studies reported that activation of either glutamate re-
ceptors within the BNST or angiotensinergic AT, receptors
within the AHA during restraint stress enhanced restraint-
evoked cardiovascular responses (Adami et al., 2017; Kubo
et al., 2001). Therefore, it is possible that control of
restraint-evoked cardiovascular responses demonstrated
in the present study by LH GABA, receptors is part of the
neural circuitry related to BNST and AHA control, since ac-
tivation of GABAergic inputs from the BNST and AHA might
inhibit neuronal activation within the LH, which in turn
facilitates cardiovascular responses. On the other hand,
recent studies have reported that local neurotransmission
inhibition in preoptic nuclei (that is, medial and lateral)
enhanced restraint-evoked tachycardia, thus indicating an
inhibitory role (Duarte et al., 2017; Fassini et al., 2017).
Although these findings preclude the idea of an involvement
of LH GABAergic neurotransmission in networks related
to preoptic area control of cardiovascular responses to
stress, the possible role of local excitatory neurochemical
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Fig. 2 Effect of lateral hypothalamus (LH) treatment with selective GABA, and GABAg receptor antagonists in cardiovascular
changes evoked by acute restraint stress. (Left) Time course curves of changes in mean arterial pressure (AMAP), heart rate (AHR),
and tail skin temperature (A tail skin temperature) induced by restraint stress in animals that received bilateral microinjection
of vehicle (control, 100 nL; n=7 o), the selective GABA, receptor antagonist SR95531 (0.01 nmol/100 nL; n=6 e) or the selective
GABAg receptor antagonist CGP35348 (10 nmol/100 nL; n=7 e) into the LH. Shaded area indicates the period of restraint. Circles
represent the mean and bars the standard error of the mean (SEM). # P < 0.05 over the whole restraint period compared to
vehicle-treated animals, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. (Right) Mean AMAP, AHR and A tail temperature
during onset (10 first minutes) and plateau phase of restraint stress in animals subjected to LH treatment with vehicle (white bars,
n=17), SR95531 (black bars, n=6) or CGP35348 (grey bars, n=7). Columns represent the mean and bars the SEM. * P < 0.05 versus
vehicle-treated group, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test.

mechanisms in control of cardiovascular responses to stress
by preoptic nuclei has never been reported. Despite these
findings, further studies are necessary to elucidate the
central network related to LH GABAergic neurotransmission
control of stress-evoked cardiovascular responses.

The LH is a heterogenous area containing distinct cell
types, including excitatory and inhibitory amino acids;
as well as neuropeptides, being orexin and melanin-
concentrating hormone (MCH) predominantly found in the

LH (Berthoud and Munzberg, 2011; Stuber and Wise, 2016).
Orexin neurons project to hypothalamic and brainstem
autonomic regions, as well as to sympathetic neurons
in the spinal cord (Carrive, 2017). Previous studies re-
ported decreased cardiovascular responses to several
psychological stressors in orexin knockout mice, as well as
following systemic injection of orexin receptor antagonists
(Beig et al., 2015; Furlong et al., 2009; Kayaba et al.,
2003). The facilitatory influence of orexin in stress-evoked
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cardiovascular responses precludes the idea of an involve-
ment in the effects reported here, since disinhibition of
orexin neurons evoked by LH treatment with the GABA,
receptor antagonist is expected to increase, rather than
decrease, cardiovascular responses to restraint stress.
This is further supported by evidence that orexin neu-
rons are not involved in cardiovascular responses evoked
by restraint stress (Furlong et al., 2009). Regarding the
MCH, despite reports that MCH receptor antagonists de-
crease stress-induced hyperthermia (Smith et al., 2009,
2006), its specific role in cardiovascular responses during
aversive threats has never been documented. However,
observations that intracerebroventricular administration
of MCH decreased blood pressure and HR in non-stressed
animals (Messina and Overton, 2007) suggests that the
facilitatory influence of LH GABAergic neurotransmission
in restraint-evoked tachycardic response might be medi-
ated by inhibition of local MCH neurons. In addition to
neuropeptides, we cannot exclude the prominent role
of neurons expressing amino acids, since in addition to
identification of the abundant expression of glutamatergic
and GABAergic neurons within the LH, markers of these
amino acids were identified in orexin and MCH neurons
(Stuber and Wise, 2016). Despite these findings, further
studies are necessary to elucidate the local neuronal pop-
ulation involved in control of stress-evoked cardiovascular
responses.

Both the sympathetic and parasympathetic nervous sys-
tem are involved in cardiovascular responses during aversive
threats (Crestani, 2016). Regarding the HR increase, it was
previously reported that antagonism of muscarinic cholin-
ergic receptors facilitated, while B;-adrenoceptor block-
ade decreased this response (Carrive, 2006; Dos Reis et al.,
2014), thus indicating coactivation of both sympathetic and
parasympathetic tone to the heart during stress. In this
sense, there is anatomic evidence of projections from the
LH to brainstem regions containing parasympathetic neu-
rons, such as the dorsal motor nucleus and the nucleus
ambiguus (Luiten et al., 1987; ter Horst et al., 1984).
Accordingly, previous studies indicated that the inhibitory
control of HR response to restraint stress by NMDA glu-
tamate receptors within the LH was mediated by facil-
itation of parasympathetic tone to the heart (Deolindo
et al., 2013). Therefore, the facilitatory influence of LH
GABA, receptor in restraint-evoked tachycardia might be
mediated by inhibition of facilitatory drive to parasym-
pathetic neurons in the brainstem. However, considering
that the LH connects directly, and indirectly via regions
in the ventrolateral medulla, to sympathetic neurons in
the intermediolateral column (Allen and Cechetto, 1992;
Saper et al., 1976), we cannot exclude the possibility
that control by LH GABAergic neurotransmission is also
mediated by inhibition of inhibitory drive to sympathetic
neurons.

In summary, the findings reported in the present study re-
veal the involvement of GABAergic neurotransmission within
the LH in control of cardiovascular changes observed during
aversive threats. Specifically, our results provide evidence
that activation of GABA,, but not GABAg, receptors within
the LH plays a facilitatory role in stress-evoked tachycardia,
but without affecting the arterial pressure increase and the
sympathetically-mediated cutaneous vasoconstriction.
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