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Resumo

O fator liberador de corticotropina (CRF) estd envolvido em respostas
comportamentais e fisioldgicas ao estresse emocional por meio de sua acdo em vdrias
estruturas limbicas, incluindo o nucleo leito da estria terminal (NLET). No entanto, o papel
dos receptores CRF; e CRF> no NLET nas respostas autondmicas durante situacdes aversivas
€ desconhecido. Portanto, no presente estudo nds investigamos o envolvimento de receptores
de CRF do NLET nas respostas autondmicas evocadas pelo estresse de restricdo agudo em
ratos. Para isso, foram avaliados os efeitos do tratamento bilateral do NLET com agonistas e
antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF: nas respostas de aumento da pressao
arterial e frequéncia cardiaca e de diminui¢do da temperatura cutanea da cauda induzidas pelo
estresse por restricdo agudo. Microinjecdo do antagonista seletivo do receptor CRFj,
CP376395, no NLET reduziu as respostas de aumento da pressdo arterial e frequéncia
cardiaca evocadas pelo estresse por restricdo. Por outro lado, o tratamento do NLET com o
agonista seletivo do receptor CRF;, CRF, causou um aumento das respostas pressora e
taquicardica e reduziu a resposta de queda de temperatura cutinea da cauda. Os efeitos do
CRF foram inibidos pelo pré-tratamento do NLET com CP376395. O antagonista seletivo do
receptor CRF,, antisauvagine-30, reduziu o aumento da pressdo arterial e a queda da
temperatura cutanea da cauda induzidas pelo estresse por restricio. O agonista seletivo do
receptor CRF,, urocortina-3, potenciou as respostas pressora e taquicardica e reduziu a queda
na temperatura cutanea da cauda. Todos os efeitos da urocortina-3 foram abolidos pelo pré-
tratamento local no NLET com antisauvagine-30. Esses resultados indicam um envolvimento
de ambos os receptores CRF; e CRF> no NLET nos ajustes autondmicos durante o estresse

emocional.

Palavras-chave: neuropeptideos; CRF; wurocortina; NLET; amigdala extendida;

cardiovascular; estresse.






Abstract

The corticotropin-releasing factor (CRF) is involved in behavioral and physiological
responses to emotional stress through its action in several limbic structures, including the bed
nucleus of the stria terminalis (BNST). Nevertheless, the role of CRF; and CRF; receptors in
the BNST in autonomic adjustments during aversive threat is unknown. Therefore, in the
present study we investigated the involvement of CRF receptors within the BNST in
autonomic responses evoked by the acute restraint stress in rats. For this, we evaluated the
effects of bilateral treatment of the BNST with selective agonists and antagonists of either
CRF; or CRF; receptors in the arterial pressure and heart rate increase and the decrease in tail
skin temperature induced by restraint stress. Microinjection of the selective CRF; receptor
antagonist CP376395 into the BNST reduced the pressor and tachycardiac responses caused
by restraint. Conversely, BNST treatment with the selective CRF receptor agonist CRF
increased restraint-evoked arterial pressure and HR responses and reduced the fall in tail skin
temperature response. All effects of CRF were inhibited by local BNST pretreatment with
CP376395. The selective CRF> receptor antagonist antisauvagine-30 reduced the arterial
pressure increase and the fall in tail skin temperature. The selective CRF. receptor agonist
urocortin-3 increased restraint-evoked pressor and tachycardiac responses and reduced the
drop in cutaneous temperature. All effects of urocortin-3 were abolished by local BNST
pretreatment with antisauvagine-30. These findings indicate an involvement of both CRF; and

CRF: receptors in the BNST in autonomic adjustments during emotional stress.

Keywords: neuropeptides; CRF; urocortin; BNST; extended amygdala; cardiovascular;

stress.
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1.INTRODUCAO

Dados epidemiolégicos publicados pela Organizacdo Mundial de Saidde (OMS)
mostram que as principais causas de morte no mundo sdo devidas ao acidente vascular
cerebral (AVC) e doencas cardiacas isquémicas. Além do mais, houve um aumento na
incidéncia dessas ocorréncias na ultima década, despertando o interesse na investigacdo dos
fatores associados a essas doencgas. Estudos clinicos e pré-clinicos tem demonstrado uma
relac@o entre estresse e doencgas cardiovasculares (Rozanski, 1999; Grippo & Johnson, 2009;
Steptoe & Kivimaki, 2012; Sgoifo et al, 2014). Entretanto, informagdes acerca dos
mecanismos neurobiolégicos envolvidos nas complicagdes cardiovasculares causadas pelo
estresse ainda sdo escassas.

Todos os individuos sdo continuamente expostos a diferentes situacdes de estresse. A
manutencdo da homeostasia durante situagdes aversivas depende da ativagao coordenada dos
sistemas neuroenddcrino e autdonomo (DAMPNEY, et al., 2008, ULRICH-LAI e HERMAN,
2009). O sistema nervoso autdbnomo promove a resposta imediata ao estresse, que €
caracterizada principalmente por alteragdes na funcdo cardiovascular, que incluem o
aumento da pressdo arterial e frequéncia cardiaca (FC), redistribuicdo do fluxo sanguineo
(reducdo para a pele e visceras e aumento para a musculatura esquelética) e alteracdo na
atividade do barorreflexo (BARRON e VAN LOON, 1989, DAMPNEY, et al.,2008,
CRESTANI, et al., 2010). A diminui¢do do fluxo sanguineo para a pele causa redu¢do na
temperatura cutanea durante situagdes aversivas (VIANNA e CARRIVE, 2005;
BUSNARDO et al., 2010; CRUZ et al., 2012). Tem sido reportado que a resposta pressora é
primariamente devida a ativagdo de receptores ol adrenérgicos na musculatura vascular lisa,
sem envolvimento do componente simpatico cardiaco, enquanto a resposta de taquicardia
resulta da ativagdo do componente simpatico cardiaco com a concomitante ativacdo do

sistema nervoso autdonomo parassimpatico (Reis et al, 2014).
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As respostas fisioldgicas durante o estresse emocional sdo mediadas por estruturas
limbicas no sistema nervoso central, através de acdo de vdrios mecanismos neuroquimicos
(JOELS e BARAM, 2009; ULRICH-LAI ¢ HERMAN, 2009). O nicleo leito da estria
terminal (NLET) € uma estrutura limbica localizada no prosencéfalo rostral, no qual forma
um continuo rostralmente a amigdala (WELLER e SMITH, 1982). Estudos tem demonstrado
a ativacdo de neur6nios do NLET durante situagdes de estresse (CULLINAN, et al., 1995).
Baseado em dados neuroanatomicos de conexdo do NLET com outras estruturas limbicas,
bem como nas evidéncias de seu envolvimento nas respostas comportamentais e fisioldgicas
ao estresse, tem sido proposto que o NLET seria uma importante regido no circuito neural
das respostas a estimulos aversivos, o qual integraria informagdes de outras regides limbicas,
como o cortex pré-frontal medial, a amigdala e o hipocampo e conectaria estas regides com
nucleos hipotaldmicos e do tronco cerebral envolvidos no controle da atividade autbnoma e
neuroenddcrina (CHOI ef al., 2007, ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).

Estudos tem demonstrado o envolvimento do NLET no controle das respostas
autondmicas, neuroenddcrinas e comportamentais desencadeadas por estimulos aversivos
(WALKER et al., 2009; CRESTANI et al, 2013; Reis et al, 2014). O controle das respostas
cardiovasculares ao estresse pelo NLET parece depender do paradigma de estresse
empregado (CHOI, et a., 2008, RESSTEL, et al., 2008, CRESTANI, et al., 2009); por
exemplo, dados recentes do nosso grupo demonstraram que o bloqueio sindptico ndo-seletivo
no NET facilitou o aumento da frequéncia cardiaca desencadeada pelo estresse por restricao
agudo (estimulo aversivo ndo-condicionado) (CRESTANI, et al., 2009), ao passo que as
respostas comportamentais e cardiovasculares observadas no teste de medo condicionado ao
contexto foram reduzidas apds a inibicdo do NLET (RESSTEL et a., 2008). Apesar das
evidéncias do envolvimento do NLET nas respostas ao estresse, informacdes acerca dos
mecanismos neuroquimicos locais no NLET envolvidos no controle das respostas autdnomas

ao estresse ainda sao escassas.
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O fator liberador de corticotrofina (CRF) € um neuropeptideo liberado em numerosas
estruturas limbicas durante estimulos aversivos (JOELS e BARAM, 2009). O CRF foi
inicialmente identificado no hipotdlamo e caracterizado como um regulador da secrecdo do
hormonio adrecorticotréfico (ACTH) na hipéfise anterior (VALE, et al., 1981). Entretanto,
estudos posteriores demonstraram que o CRF desempenha outras fun¢des importantes no
organismo, incluindo o controle das respostas comportamentais e fisioldgicas ao estresse
emocional (KOOB e HEINRICHS, 1999; JOELS ¢ BARAM, 2009; STENGEL e TACHE,
2010).

O sistema “CRFérgico” em mamiferos € composto pelo CRF e outros trés peptideos
denominados urocortina 1 (Ucnl), urocortina 2 (Ucn2) e urocortina 3 (Ucn3) (HAUGER et
al.,2003; BALE e VALE, 2004). Os efeitos do CRF e das urocortinas sdo mediados por dois
receptores, denominados CRF; e CRF,, e uma proteina de ligacdo do CRF (HAUGER et
al.,2003; BALE e VALE, 2004). Foram identificadas trés variantes do receptor CRF, em
humanos (CRFz@) , CRF2p) , CRF2()) e duas variantes em roedores (CRF2@), CRF2p)), porém
as variantes ndo apresentam diferencas no perfil farmacolégico (HAUGER er al.,2003).
Entretanto, os ligantes apresentam diferencas no perfil farmacoldgico de ligacdo aos
receptores CRF; e CRF,. O CRF possui uma afinidade dez vezes maior ao receptor CRF, ao
passo que a Ucn2 e Ucn3 ligam-se com uma afinidade cem vezes maior ao receptor CRF
(HAUGER et al., 2003). A Ucnl possui afinidade semelhante para ambos os receptores
(HAUGER et al, 2003). Desse modo, tem sido proposto que o CRF seria o ligante
enddégeno do receptor CRF; , ao passo que a Ucn2 e Ucn3 seriam os ligantes endégenos do
receptor CRF. (HAUGER et al., 2003;BALE e VALE, 2004). A Ucnl seria o ligante
enddégeno para ambos os receptores (HAUGER et al., 2003; BALE e VALE, 2004).

Neurdnios no NLET expressam tanto os receptores CRF; quanto os CRF:
(CHALMERS,et al., 1995, CHEN et al, 2000; REUL,et al. 2002). Foram identificadas

populacdes de neurdnios do NLET que expressam CRF e Ucn3 (PHELIX et al, 1990,
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SWANSON et al., 1983; LI et al, 2002). Além disso, alta densidade de terminais contendo
CRF, sendo o nucleo central da amigdala uma fonte importante dessas aferéncias
(SAKANAKAet al., 1986; BECKERMANet al.,, 2013), e moderada densidade de fibras
imunorreativas para a Ucnl e Ucn3 (BITTENCOURT et al, 1999; LI et al, 2002) foram
localizadas no NLET. Assim, tem sido demonstrado que ligantes CRFérgicos liberados de
fontes intrinsecas ou extrinsecas podem modular a atividade de neurénios do NLET (ERB et
al.,2001; SILBERMAN et al., 2013).

Numerosos estudos demonstraram a participacao da neurotransmissdao CRFérgica do
NLET nas respostas comportamentais a estimulos aversivos (para revisdo ver WALKER et
al., 2009). Entretanto, informacdes acerca de um possivel envolvimento desse mecanismo de
sinalizacdo no NLET no controle da funcdo cardiovascular sdo escassas. Um estudo que
investigou a influéncia do sistema “CRFérgico” no NLET sobre o controle da func¢do
cardiovascular foi o de Nijsen e colaboradores (2001) que adminstraram CRF no NLET,
causando o aumento da FC basal de ratos (NIJSEN et al., 2001). Foi ainda reportado no
mesmo estudo que o tratamento local do NLET com um antagonista ndo-seletivo de
receptores CRFérgicos (ahCRH) facilitou a resposta taquicédrdica observada no teste de medo
condicionado ao contexto (NIJSEN, er al, 2001). Entretanto, ndo existem dados
neurofarmacoldgicos na literatura acerca do subtipo de receptor CRFérgico no NLET
envolvido no controle das respostas ao estresse. Além disso, nenhum estudo investigou o
possivel papel da neurotransmissdo CRFérgica do NLET no controle das respostas
fisiolégicas desencadeadas por estimulos aversivos nao-condicionados. Esse é um aspecto
importante uma vez que, como mencionado acima, o controle das respostas cardiovasculares
ao estresse pelo NLET parece depender do paradigma de estresse empregado.

Diante disso, no presente estudo nds testamos a hipdtese de que a neurotransmissao
CRFérgica no NLET estaria envolvida nas respostas autonomicas desencadeadas pelo

estresse por restricio agudo em ratos. Para tanto, investigamos o efeito do tratamento
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farmacoldgico local do NLET com antagonistas e agonistas seletivos dos receptores CRF; e
CRF: nas respostas autondmicas (aumentos na pressao arterial e frequéncia cardiaca e queda

da temperatura cutdnea da cauda) evocadas pelo estresse de restricdo agudo em ratos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo € investigar o envolvimento da neurotransmissao
CRFérgica do NLET nas respostas autondmicas observadas durante o estresse por restricao

agudo em ratos.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar o efeito da microinjecdo bilateral no NLET de doses crescentes de um
agonista e um antagonista do receptor CRF; sobre as respostas de aumento de pressdao
arterial e frequéncia cardiaca, bem como na reduc¢do da temperatura cutinea da cauda
induzidas pelo estresse de restricdo agudo em ratos;

Investigar o efeito da microinjecdo bilateral no NLET de doses crescentes de um
agonista e um antagonista so receptor CRF> sobre as respostas de aumento da pressao
arterial e frequéncia cardiaca, bem como na reduc¢do da temperatura cutanea da cauda

induzidas pelo estresse por restricao agudo em ratos.



25

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 240-260g. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (Botucatu-
SP). Os animais foram transferidos para o Biotério do Laboratério 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 4gua e foram submetidos a alternancia
de luz (12h claro/ 12h escuro). O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (protocolo: CEUA/FCF/CAr n° 05/2013).

3.2. Implante de canulas guias no NLET

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol na dose de 250 mg/Kg por via
intraperitonial (i.p.). ApOs a tricotomia, a cabega do rato foi imobilizada em um estereotdxico
(Stoelting, EUA), e foi realizada assepsia do campo cirtirgico com dlcool a 70%. Para
redugdo do sangramento durante a cirurgia, foi injetado 0,3 ml de solu¢do 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 solucdo salina e dgua oxigenada a 10%. Todas as coordenadas tiveram
como referéncia os parametros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson (1997). A interaural

foi utilizada como ponto de referéncia para as coordenadas.
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Nucleo Leito da Estria Terminal (NLET)

Antero—posterior: +7,8 mm em relagdo a interaural;
Lateral: + 4 mm a partir do bregma;

Vertical: -5,8 mm em relagdo ao 0sso;

Incisivo = -3,2mm.

Ap6s o posicionamento da canula de aco inoxiddvel, foi feito um orificio no cranio
com auxilio de broca odontoldgica, por onde foi introduzida a cinula constituida por um
segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23 gauge), com 12 mm de comprimento. A
canula foi fixada ao cranio com uma resina acrilica autopolimerisavel (Simplex, DFL, Ind.
Com., Rio de Janeiro, RJ) e pequenos parafusos foram previamente implantados na calota
craniana. Um mandril com 0,2 mm de diametro foi introduzido na céanula, evitando a
obstru¢do da mesma durante o periodo de recuperagdo do animal. Como medida profilatica,
ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth,
Sdao Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-inflamatério nado-esteroidal

flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil) pela via subcutanea.

3.3. Canulacao da artéria femoral

Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250 mg/kg, i.p.) para implantacdo
de um cateter na artéria femoral para realizacdo dos registros 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 solugdo salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugao salina) (Hepamax-S®,
Blausiegel, Brasil), e obstruidos com pino de metal. Apds implantacdo dos cateteres, os
mesmos foram exteriorizados na regido dorsal do animal através de um trocater e fixados a

pele por sutura cirdrgica. Ao término da cirurgia, os animais receberam 0,3 mL do anti-
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inflamatério nao-esteroidal flunexinameglumina (Banamine®, Schering-Plough, Brasil) por
via subcutinea para analgesia pds-operatéria. Os animais foram mantidos em caixas

individuais durante todo o periodo pds-operatdrio e de registro cardiovascular.

3.4. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressio
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA). A pressao arterial pulsétil foi registrada
utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Austrdlia) conectado a
um sistema de aquisicdo de dados computadorizado (PowerLab 4/30, MLS866,
ADInstruments, Austrdlia). Os valores de pressdao arterial média (PAM) e frequéncia

cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos sinais da pressao arterial pulsatil.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutinea da cauda foram feitos por um termovisor
(IRI4010, Inglaterra). A andlise foi realizada através de um software para andlise
termografica, e a temperatura foi representada por variagdes de intensidade de cor (VIANNA
e CARRIVE, 2005; CRUZ et al, 2012). Para andlise das imagens, a medida de temperatura
foi realizada em cinco pontos da cauda do animal, e a média foi calculada para cada registro

(CRUZ et al., 2012).

3.6. Drogas utilizadas

O CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;) (TOCRIS, EUA), a
antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF,) (TOCRIS, EUA), o fator liberador
de corticotrofina (CRF) (agonista seletivo do receptor CRF;) (TOCRIS, EUA), a urocortina 3
(Ucn3) (agonista seletivo do receptor CRF2). o tribromoetanol (SIGMA, EUA) e a uretana

(SIGMA, EUA) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabiético (Fontoura-Wyeth,



28

Brasil) e o anti-inflamatério flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil)

foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.7. Microinjecao de drogas no NLET

As agulhas injetoras (33 G, SmallParts, EUA) que foram utilizadas para a
microinjecdo das drogas no NLET foram um mm mais longa do que as canulas guias fixada
ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (Hamilton, EUA). As drogas foram

injetadas no volume de 100nL (RESSTEL et al., 2008; CRESTANI ez al., 2009).

3.8. Estresse por restricao agudo

O estresse por restricio agudo consistiu na introdu¢do dos animais em tubos
cilindricos plésticos (didmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de %2
polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo). No presente estudo, os animais
foram mantidos por um periodo de 30 minutos no tubo de restricdo (CHOI, et al., 2007,
CRESTAN], et al., 2010). Cada animal foi submetido a apenas uma sessao experimental para

evitar habituacao.

3.9. Determinac¢ao anatomica dos sitios de injecao das drogas

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg,
intraperitoneal). Foi injetado o corante azul de Evan a 1% no local da microinjecdo da droga.
Em seguida, os ratos foram perfundidos e os cérebros removidos, pods-fixados e
posteriormente seccionados em cortes frontais de 40um de espessura para andlise dos sitios

de injecao.

3.10.Analise estatistica

Para andlise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism. Os dados foram
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expressos como média *+ erro padrio da média (EPM). O efeito dos tratamentos
farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda foram
comparados utilizando a andlise de varidncia monofatorial (ANOVA) (agonistas ou
antagonistas sozinhos) ou o teste ¢ de Student (agonistas e antagonistas em combinacdo). As
curvas temporais de variacdo da PAM, FC e temperatura cutanea da cauda foram analisadas
via andlise de variancia bifatorial (ANOVA), sendo o tratamento como fator principal e
tempo como medida repetida. Um teste ¢ pos hoc com a correcdo de Bonferroni foi utilizada
para identificacdo de diferencas entre os grupos. Os resultados dos testes estatisticos com

P<0,05 foram considerados significativos.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotidxica para
implantacdo de canulas guias bilaterais direcionada ao NLET, e mantidos em recuperacdo
por um periodo minimo de quatro dias. O experimento foi realizado 24 h apds a implantacio
de um cateter na artéria femoral, que foi utilizado para registro da pressao arterial e FC. 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
de som e iluminacdo da sala. Apds esse periodo, foi iniciado o registro dos parametros
cardiovasculares. Um registro de pelo menos 30 minutos foi realizado para determinagdo dos

valores basais de pressao arterial e FC.

4.1. Estudo do envolvimento dos receptores CRF1 no NLET nas respostas
cardiovasculares ao estresse por restricio agudo em ratos.

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento de receptores CRF; no
NLET nas respostas autonomicas desencadeadas pelo estresse por restricdio agudo. Para
tanto, grupos independentes de animais receberam microinjecao bilateral no NLET de doses
crescentes de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;) (0,5; 2,75 ou 5
nmol/100nL), CRF (agonista seletivo de receptor CRF;) (0,01, 0,07 ou 0,15nmol/100nL) ou
veiculo (salina) (100nL) (ERB e STEWART, 1999; NIJSEN et al., 2001; SAHUQUE et al.,
2006; CHEN er al, 2008). Um grupo adicional recebeu microinjecoes de CP376395
(0,5nmol/100nL) e 5 minutos depois foi microinjetado CRF (0,07nmol/100nL) no NLET.
Dez minutos apds o tratamento do NLET, os animais foram submetidos a uma sessdao de 30
minutos de estresse por restricdo agudo. O registro de pressao arterial e FC foram iniciados
pelo menos 30 minutos antes do inicio do estresse, e foram realizados durante todo o periodo
de restricdo. A temperatura cutdnea da cauda foi medida aos 10, 5 e O min antes da restri¢ao,

e a cada 5 min durante o estresse por restri¢ao.
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4.2. Estudo do envolvimento dos receptores CRF: no NLET nas respostas
cardiovasculares ao estresse por restricio agudo em ratos.

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento de receptores CRF> no
NLET nas respostas autonomicas desencadeadas pelo estresse por restricio agudo. Para
tanto, grupos independentes de animais receberam microinjecao bilateral no NLET de doses
crescentes de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRFz) (0,5; 2,75 ou 5
nmol/100nL), Ucn3 (agonista seletivo do receptor CRF>) (0,01; 0,07 ou 0,15nmol/100nL) ou
veiculo (salina) (100nL) (RUHMANN et al., 1998; SAHUQUE et al., 2006; NAKAMURA
et al., 2009). Um grupo adicional recebeu microinjecdo bilateral de antisauvagine-30
(0,5nmol/100nL) e 5 minutos ap6s Ucn3 (0,15nmol/100nL) no NLET. Dez minutos apds o
tratamento do NLET, os animais foram submetidos a uma sessdo de 30 minutos de estresse
por restricdo agudo. As medidas de pressdo arterial, FC e temperatura cutanea da cauda

foram realizadas como descrito no protocolo anterior (ver item 4.1.).
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da microinjecao bilateral no NLET de CP376395 e/ou CRF nas
respostas cardiovasculares ao estresse agudo de restricio.

A microinjecdo bilateral no NLET do antagonista seletivo de receptores CRFi,
CP376395 (0,5; 2,75 ou 5nmol/100nL), ndo alterou os valores basais de PAM, FC ou
temperatura cutanea da cauda (Tabela 1). O estresse de restricdo agudo causou aumento na
PAM (F9380=16, P>0,0001) e FC (F(19,380=20, P<0,0001) e queda da temperatura cutanea
da cauda (Fs,171y=9, P<0,0001) (Figura 2). O tratamento do NLET com CP376395, nas doses
de 2,75nmol (PAM:P<0,0001 e FC:P<0,0001) e Snmol (PAM:P<0,0001 e FC:P<0,0001),
reduziu as respostas de aumento da PAM (F33580=24, P<0,0001) e FC (F330=5,P<0,006),
porém sem afetar a queda da temperatura cutanea da cauda (F3,171)=0,9, P>0,05) (Figura 2).
Além disso, houve interacdo significativa entre os fatores tempo e tratamento na resposta de
FC (Fi57380=2, P<0,05), mas ndo para as respostas de PAM (Fs7380=1, P>0,05) e
temperatura da cauda (F4,171)=0,1, P>0,05). A administracdo de CP376395 em estruturas ao
redor do NLET, como a comissura anterior, a cdpsula interna e o fornix, ndo afetaram as
respostas de PAM (F(1,120=1, P>0,05), FC (F(,120= 0,1, P>0,05) e temperatura cutinea da
cauda (F( 36=3,P>0,05) induzidas pela restricao.

O tratamento bilateral do NLET com o agonista seletivo de receptores CRFi, o CRF
(0,01, 0,07 ou 0,15nmol/100nL), ndo afetou os niveis basais de PAM, FC e tempreatura
cutanea da cauda (Tabela 1). O estresse de restricdo provocou aumento na PAM (F19,340=48,
P<0,0001) e FC (F(19,340=26, P<0,0001) e queda na temperatura cutanea da cauda (Fs,153)=6,
P<0,0001) (Figura 3). A microinjecdo de CRF no NLET na dose de 0,07 nmol (PAM:
P<0,0001; FC:P<0,0001) potencializou o aumento da PAM (F3340=17, P<0,0001) e FC
(F3.340=18, P<0,0001) evocado pelo estresse de restri¢do. Além disso, todas as doses de CRF
(0,01nmol:P<0,0001; 0,07nmol:P<0,0001; 0,15nmol:P<0,0001) reduziram a resposta de

queda de temperatura cutanea da cauda (F3,153)=30, P<0,0001) (Figura 3). A andlise também
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identificou interacdo entre os fatores tratamento e tempo na resposta de temperatura cutanea
da cauda (F4,153=3,P<0,001), mas ndao para a PAM (Fs7320=, P>0,05;) e FC
(F(57,320)=0,8; P>0,05). A administracdo de CRF em estruturas ao redor do NLET nao
afetou as respostas de PAM (Fq,120=1, P>0,05), FC (Fq,120=3, P>0,05) e temperatura
cutanea da cauda (F(1 45=0,6, P>0,05) induzidas pela restri¢ao.

O tratamento combinado do NLET com CP376395 na dose de 0,5nmol e de CRF na
dose de 0,07 ndo alterou os valores basais de PAM, FC ou temperatura cutinea da cauda
(Tabela 1). Entretanto, os efeitos do CRF (0,07nmol) nas respostas de aumento da PAM
(Fa,160=1,3, P>0,05) e FC (F1,160=0,9, P>0,05) e de queda da temperatura cutanea
(Fa,72=2, P>0,05) induzidas pela restricio foram completamente inibidos pelo tratamento

prévio de CP376395 (Figura 3).
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Tabela 1 Parametros basais de pressdo arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura cutanea
da cauda ap6s o tratamento farmacoldgico no NLET com diferentes doses do agonista (CRF) e/ou antagonista

(CP376395) seletivo de receptores CRF;.

PAM FC Temperatura
Grupo n (mmHg) (bpm) cutanea da
cauda(°C)
Veiculo 6 103+4 387120 28.0+1
CP376395 0,5 nmol 6 109+3 412122 28.0+1
CP376395 2,75 nmol 5 97+2 384+11 27.2+1
CP376395 5,0 nmol 6 107+4 39149 27.2+1
F(3,22)=3, F(3,22)=0.5, F(3,22)=0.5,
P>0.05 P>0.05 P>0.05
Veiculo 6 10545 390429 26.0+0.3
CRF 0,01 nmol 5 1033 36042 26.1+£0.6
CRF 0,07 nmol 5 102+4 360+14 24.8+0.7
CRF 0,15nmol 5 11544 402+14 26.0+0.6
F(3,20=2, F3,20=1, F3,20=1,
P>0.05 P>0.05 P>0.05
Veiculo 5 11244 36948 28.0+0.5
CP376395(0,5nmol) + CRF(0,07nmol) 5 108+4 363+15 28.6+0.9
t=0.7, t=0.3, t=0.6,

P>0.05 P>0.05 P>0.05
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Figura 1: Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
variacdo da temperatura da cauda (ATemperatura) durante o estresse por restri¢do agudo em animais tratados
bilateralmente no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou CP376395 (antagonista seletivo de receptores CRF)
nas doses de 0,5; 2,75 ou 5,0 nmol/100nL. A &rea sombreada indica o periodo de restricdo. Circulos

representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM). * P <0,05 ao longo de todo o periodo de

restricdo em comparaciio ao grupo veiculo, ANOVA seguido de teste post hoc teste t com uma correc¢do de

Bonferroni.
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Figura 2: Representagdo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e CP376395 (circulos
pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura anterior; cc — corpo caloso; f —
fornix. Ic — cdpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral; sm — estria medular; st — estria

terminal.

® CP376395 ® VEICULO
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Figura 3: (Esquerda) Curvas temporais da variacdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca

(AFC) e temperatura da cauda (ATemperatura) durante o estresse por restricio agudo em animais tratados

bilateralmente no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou CRF (agonista seletivo de receptores CRF1) nas doses

de 0,01; 0,07 ou 0,15 nmol/100nL. (Direita) Curvas temporais de APAM, AFC, e A temperatura cutinea da

cauda durante o estresse de restricdo tratados com 0,07nmol/100nl de CRF no NLET apds o pré-tratamento

local com seletivo antagonista de CRF; CP376395 (0,5nmol/100nl). A 4rea sombreada indica o periodo de

restri¢do. Circulos representam a média e as barras o erro padrao da média (EPM). * P <0,05 ao longo de todo o

periodo de restricio em comparacdo ao grupo veiculo, ANOVA seguido de teste post hoc teste t com uma

correc¢do de Bonferroni
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Figura 4: Representacdo diagramadtica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e CRF (circulos
pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura anterior; cc — corpo caloso; f —
fornix. Ic — cdpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral; sm — estria medular; st — estria

terminal.

®CRF ® VEiICULO
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Figura 5: Representagdo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e CP376395 + CRF
(circulos pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura anterior; cc — corpo
caloso; f — fornix. Ic — cédpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral; sm — estria

medular; st — estria terminal.

@ CP + CRF ®VEICULO
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5.2 Efeito da microinjecio bilateral no NLET de antisauvagine-30 e/ou
urocortina 3 nas respostas cardiovasculares ao estresse de restricao.

O tratamento bilateral do NLET com o antagonista seletivo de receptores CRFa,
antisauvagine-30 (0,5; 2,75 ou 5nmol/100nL), ndo alterou os valores basais de PAM, FC ou
temperatura cutdnea da cauda (Tabela 2). O estresse de restricao agudo causou aumento na
PAM (F(19340=21, P<0,0001) e FC (F(19340)=11, P<0,0001) e reduziu a temperatura cutanea
da cauda (Fg,153=4, P<0,0002) (Figura 4). A microinjecao bilateral no NLET de
antisauvagine-30 na dose de Snmol (PAM: P<0,0001, temperatura:P<0,01) reduziu a resposta
pressora (Fi3340=12, P<0,0001) e a queda da temperatura cutanea (F3,153=6, P<0,0005) ao
estresse de restricdo, porém sem afetar a resposta taquicardica (F340=2, P>0,05) (Figura 4).
A andlise estatistica ndo identificou interagdo entre os fatores tratamento e tempo para as
medidas de PAM (F(s57,340)=0,8, P>0,05), FC (F(57340)=0,5, P>0,005) e temperatura cutanea da
cauda (F4,153)=0,3, P>0,05). A administracdo de antisauvagine-30 em estruturas ao redor do
NLET, como a comissura anterior, o fornix e a cdpsula interna, ndo afetou as respostas
evocadas pela restricdo na PAM (F(1,140)=3, P>0,05), FC (F1,140=0,2, P>0,05) e temperatura
cutanea da cauda (F(1,63)=0,6, P>0,05).

A microinjecdo bilateral no NLET do agonista seletivo de receptores CRF2, Ucn3
(0,01, 0,07 ou 0,15nmol/100nL), ndo afetou os valores basais de PAM (F3.16=2,5, P>0,05),
FC (F3,16=2, P>0,05) (Tabela 2). Entretanto, Ucn3 na dose de 0,07 nmol (P<0,05) provocou
reducdo na temperatura cutinea da cauda basal (Tabela 2). A restricdo aumentou a PAM
(F19,340=26, P<0,0001) e a FC (F19340=21, P<0,0001) e reduziu a temperatura cutanea da
cauda (Fs,153=6, P<0,0001) (Figura 5). O tratamento do NLET com Ucn3 em todas as doses
(PAM: P<0,0001, FC: P<0,0001) aumentou as repostas pressora (F3340=17, P<0,0001) e
taquicardica (F3340=11, P<0,0001) durante a restricdo. Além disso, as doses de 0,07 nmol

(P<0,0001) e 0,15 nmol (P<0,0001) de Ucn3 reduziu a queda de temperatura cutanea da
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cauda induzida pela restricdo (F@3,153=23, P<0,0001) (Figura 5). A andlise identificou
interacdo entre os fatores tratamento e tempo para a temperatura cutanea (F24,153=2, P<0,03),
mas nao para a PAM (F(57,310=0,6, P>0,05) e a FC (F(57340=0,8, P>0,05). A microinjecao de
Ucn3 nas estruturas que circundam o NLET, como a comissura anterior, a cdpsula interna e o
fornix, ndo afetou as respostas de PAM (F(1,100=0,04, P>0,05), FC (F,100=1,7 P>0,05) e
temperatura cutanea da cauda (F( 36=1,4, P>0,05) durante a restri¢ao.

O tratamento combinado no NLET com antisauvagine-30 nas doses de 0,5nmol e
0,15nmol de Ucn3 ndo afetaram valores basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda
(Tabela 2). Entretanto, os efeitos da Ucn3 (0,15nmol) sobre as respostas de PAM (F1,160)=0,3,
P>0,05), FC (F,160=3, P>0,05) e temperatura cutanea da cauda (F(,72=3, P>0,05) foram

completamente inibidos ap6s o pré-tratamento do NLET com antisauvagine-30 (Figura 5).
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Tabela 2 — Parametros basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutdnea da cauda apds o tratamento farmacolégico no NLET com diferentes doses do agonista (Ucn3) e/ou

antagonista (antisauvagine-30) seletivo do receptor CRF..

PAM FC Temperatura
Grupo n (mmHg) (bpm) cutanea da
cauda (°C)
Veiculo 6 101£2 370125 28.310.9
antisauvagine-30 0,5nmol 5 101£3 405128 28.911.0
antisauvagine-30 2,75nmol 5 11414 360110 30.7+0.8
antisauvagine-30 5,0nmol 5 9816 404128 26.811.8
F(3,20=3, Fi3,20=1, Fi3,20=1,
P>0.05 P>0.05 P>0.05
Veiculo 6 11514 416116 27.810.6
UCN3 - 0,01nmol 5 10216 38319 27.210.9
UCN3 - 0,07nmol 5 11814 451127 24.910.4*
UCN3 3 -0,15 nmol 5 10816 440127 26.410.4
F(3,20=2, F(3,20=2, F(3,20=5,
P>0.05 P>0.05 P<0.01
Veiculo 6 110£3 377110 28.0+0.6
antisauvagine-30(0,5nmol)+ 5 109+2 39749 28.6+0.4
UCN3(0,15nmol)
t=0.3, t=1.5 t=1.0,

P>0.05 P>0.05 P>0.05
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Figura 6: Curvas temporais de variacdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura da cauda (ATemperatura) durante o estresse por restricio agudo em animais tratados bilateralmente
no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou antisauvagine-30 (antagonista seletivo de receptores CRF,) nas doses
de 0,5; 2,75 ou 5,0 nmol/100nL. A drea sombreada indica o periodo de restri¢do. Circulos representam a média e
as barras o erro padrdo da média (EPM). * P <0,05 ao longo de todo o periodo de restricdo em comparagio ao

grupo veiculo, ANOVA seguido de teste post hoc teste t com uma correc¢cdo de Bonferroni.
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Figura 7: Representagdo diagramadtica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e antisauvagine-30
(circulos pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura anterior; cc — corpo
caloso; f — fornix. Ic — cdpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral; sm — estria medular;

st — estria terminal.

® AS-30 @ VEiCULO
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Figura 8: (Esquerda) Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura da cauda (ATemperatura) durante o estresse por restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou urocortina 3 (agonista seletivo de receptores CRF») nas
doses de 0,01; 0,07 ou 0,15 nmol/100nL. (Direita) Curvas temporais de APAM, AFC, e A temperatura cutinea
da cauda durante o estresse de restri¢do tratados com 0,15nmol/100nl de UCN3 no NLET apés o pré-tratamento
local com seletivo antagonista de CRF; antisauvagine-30 (0,5nmol/100nl). A drea sombreada indica o periodo de
restri¢do. Circulos representam a média e as barras o erro padrao da média (EPM). * P <0,05 ao longo de todo o
periodo de restrigdo em comparagdo ao grupo veiculo, ANOVA seguido de teste post hoc teste t com uma

correccao de Bonferroni.

UCN3 ASV-30 (0,5nmol)
(agonista seletivo de receptor CRF2) +
UCN3 (0,15nmol)
0,01 nmol 0,07 nmol 0,15 nmol
30--0- VEICULO 30 -O- VEiCULO 30 O~ VEICULO 301-0- VEICULO
e UCN3 e UCN3 -e UCN3 e~ ASV-30 + UCN3
2 20 £ 204 2 204 2 204
£ * E £ £
E o] E o] * E o] * E o]
= = = =
x = & &
a0 < 9 a < 9
Basal Rstrigdo Basal Restrigdo Basal Restrigdo Basal Restrigdo
A 10— AT
40 5 0 5 10 15 20 25 30 10 5 0 5 10 15 20 25 30 10 5 0 5 10 15 20 25 30 1510 5 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
i i i --C- VEiCULO
1804 O VEICULO 1801-0- VEICULO 180 O~ VEICULO 18010
- UCN3 -~ ASV-30 + UCN3
150] & YO 150/ ® UCN3 150/ 1501
= 1201 = 120 —~ 1204 = 1201
= 120 . E 120 N 158 £
g o g * § 90 2 o
o 607 o 601 o 607 ©
L 304 L 309 w304 307
< < < < o
0 0 0
-301  Basal Restrigao -301  Basal Restricdo -301  Basal Restrigao -30 Basal | Restrigdo
— T |—Basal  Restiedo S
40 -5 0 5 10 15 20 25 30 4510 -5 0 5 10 15 20 25 30 10 -5 0 5 10 15 20 25 30 -10-5 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
i . i -o- VEiCULO
= WEELS 2-,-0- VEICULO o, < VEICULO 27 -e- ASV_30+UCN3
27 - UCN3 —~ %] UCN3 — -e- UCN3 Py
o o o o
§ § s <
0 5 *g® g °
5 5 3 2
S, T o] S 2 22
o ) ) 2
g g £ §
4 4 -4 o -4
o e 4 2 : o
< | Basal Restrigio < | Basal Restrigio B Restrigiio | Basal _ Restrigo
10 5 0 5 10 15 20 25 30 10 5 0 5 10 15 20 25 30 105 0 5 10 15 20 25 30 -15-10 -5 0 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)




46

Figura 9: Representagdo diagramadtica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e urocortina 3 (UCN3)
(circulos pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura anterior; cc — corpo
caloso; f — fornix. Ic — cdpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral; sm — estria medular;

st — estria terminal.

#®UCN3 @VEICULO
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Figura 10: Representacdo diagramdtica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos&
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢do no NLET de veiculo (circulos cinzas) e antisauvagine 30 +
urocortina 3 (UCN3)( (circulos pretos). 3V - terceiro ventriculo; IA — Coordenada interaural; ac — comissura
anterior; cc — corpo caloso; f — fornix. Ic — cdpscula interna; LV — ventriculo lateral; LSV — septo ventral lateral;

sm — estria medular; st — estria terminal.

@ AS-30 + UCN3 @ VEICULO
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados fornecem a primeira evidéncia de que ambos os receptores
CRF; e CRF; estao envolvidos nos ajustes cardiovasculares durante o estresse emocional.
Observamos que a microinjecdo bilateral do antagonista seletivo dos receptores CRFj,
CP376395, no NLET reduziu as respostas pressora e taquicardica desencadeadas pelo estresse
por restricio agudo. Reciprocamente, o tratamento do NLET com o agonista seletivo do
receptor CRF;, CRF, potencializou o aumento da pressao arterial e FC e reduziu a resposta de
queda da temperatura cutanea da cauda observadas durante o estresse de restricdo. Todos os
efeitos do CRF foram inibidos pelo pré-tratamento local do NLET com o CP376395. A
microinje¢do bilateral do antagonista seletivo dos receptores CRF, antisauvagine-30, no
NLET reduziu o aumento da PA e a queda da temperatura cutanea da cauda. O tratamento
bilateral no NLET com o agonista seletivo do receptor CRF», urocortina 3 (Ucn3) facilitou as
respostas pressora e taquicardica e reduziu a queda da temperatura cutanea. Todos os efeitos
da Ucn3 foram abolidos pelo pré-tratamento local no NLET com antisauvagine-30. Um
sumdrio de todos efeitos decorrentes dos tratamentos farmacolégicos do NLET sobre as

respostas cardiovasculares ao estresse por restri¢do agudo sao apresentados na Tabela 3.

O tratamento do NLET com antagonistas seletivos dos receptores CRF; ou CRF> nao
afetaram os valores basais de pressdo arterial, FC e temperatura cutinea da cauda. Nesse
sentido, apesar do presente estudo fornecer evidéncias de um importante papel da
nerotransmissdo CRFérgica do NLET no controle das respostas cardiovasculares durante o
estresse, nossos resultados indicam que esse mecanismo de sinalizacdo do NLET ndo esta
envolvido na manutencao tonica da fun¢do cardiovascular. Estes resultados corroboram dados
anteriores que demonstraram que a administracdo intracerebroventricular de antagonistas dos
receptores CRFérgicos ndo alterou os parametros basais de PA e FC (Nakamori et al, 1993;

Nijsen et al, 2000b). Além disto, estudos tem demonstrado que o bloqueio simpatico nao-
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seletivo, bem como o tratamento local com antagonistas de receptores glutamatérgicos,
colinérgicos ou noradrenérgicos no NLET nio afetaram os pardmetros cardiovasculares basais

(Alves et al, 2009; Alves et al 2011; Nasimi et al, 2011; Crestani et al, 2013).

Tabela 3 — Sumario dos efeitos dos tratamentos farmacolégicos do NLET com agonistas e/ou antagonistas dos

receptores CRF; e CRF..

Hesposta ao estresse/ Resposta Hesposta Heducao
Tratamento MLET pressora taquicardica temperatura
cutinea
CP376395 (antagonista 1 | -

seletivo de receptor CRF1)

CRF (agonista seletivo de T t T
receptor CRF1)

antisauvagine-30 1 - T
(antagonista seletivo de
receptor CRFz)

Urocortina 3 (agonista T t T
seletivo de receptor CRFz)

Um recente estudo conduzido pelo nosso grupo demonstrou que a inibi¢ao bilateral e
ndo-seletiva da neurotransmissd@o no NLET através do tratamento local com CoCl; facilitou a
reposta taquicardica provocada pelo estresse por restricdo, porém sem afetar a resposta de
aumento da pressdo arterial (Crestani et al, 2009). Efeito similar foi observado apds o
tratamento do NLET com um antagonista seletivo dos adrenoceptores a; (i.e; facilitacdo da
FC provocada pelo estresse de restricao sem afetar a resposta pressora) (Crestani, et al 2009),
sugerindo que a influéncia inibitéria do NLET sobre a resposta de FC durante o estresse por

restricdo € mediada, a0 menos em parte, através da acdo de mecanismos noradrenérgicos



50

locais. Entretanto, o presente estudo indica que a ativacdo dos receptores CRF; no NLET
durante o estresse de restricio desempenha um papel facilitatério na resposta taquicardica.
Estudos eletrofisiolégicos t€ém mostrado que a noradrenalina possui uma influéncia
predominantemente inibitéria sobre a atividade de neurdnios do NLET (Casada et al, 1993).
Assim, tem sido mostrado que a ativacdao de receptors o no NLET despolariza terminais
GABAZ¢érgicos locais e aumenta a acdo inibitéria do receptor GABA-A (Dumont et al, 2004).
Além disso, a ativacao de receptors o reduz a liberagdo de glutamato no NLET (Forray et al,
1999), resultando na reducdo da neurotransmissdo glutamatérgica local (Egli et al, 2005;
Shields et al, 2009; Krawcezky et al, 2011). Entretanto, a ativacao do receptor CRF; aumenta
a neurotranmissdo excitatoria no NLET (Kash, et al 2008; Silberman et al, 2013). Desse
modo, diferencas na influéncia de adrenoceptores o e receptores CRF na atividade de
neurdnios do NLET suportam a evidéncia da influéncia oposta dos receptors CRF; e a1 no
NLET no controle da resposta de FC desencadeada pelo estresse por restricdo. O presente
estudo traz a primeira evidéncia da influéncia do NLET sobre as respostas pressora de
reducdo da temperatura cutanea induzidas por um estimulo aversivo ndo-condicionado.

De maneira contrdria a redugdo da taquicardia desencadeada pelo estresse por
restricdo observada no presente estudo, Nijsen e colaboradores (2001) demonstraram que o
tratamento do NLET com um antagonista nao-seletivo de receptores CRFérgicos (ahCRH),
facilitou a resposta de aumento da FC desencadeada pelo medo condicionado ao contexto.
EsSes achados corroboram estudos anteriores que demonstraram que a inibicdo ndo-seletiva
do NLET causada pelo tratamento local com CoCl> (Resstel et al, 2008; Crestani et al, 2009)
ou tratamento do NLET com canabidiol (componente da cannabis sativa) (Gomes et al, 2012;
Gomes et al, 2013) causaram efeitos opostos nas respostas cardiovasculares desencadeadas
pelo medo ao contexto e o estresse por restri¢do.

Os sistemas simpdtico e parassimpdtico sdo diretamente responsdveis pelos
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ajustes cardiovasculares durante o estresse. O estresse provoca taquicardia, a qual € abolida
ap6és o bloqueio da atividade simpdtica cardiaca, enquanto a inibi¢do da atividade
parassimpdtica cardiaca aumenta essa resposta (Carrive, 2006; Dos Reis et al, 2014),
sugerindo a co-ativacdo parassimpdtica e simpdtica cardiaca durante eventos aversivos. A
resposta pressora ¢ mediada através da vasoconstricdo em territérios vasculares como o
esplancnico, renal e cutaneo (Zhang et al, 1996; Blessing, 2003), através da ativacdo de
adrenoceptores a1 em musculatura lisa vascular (Dos Reis et al, 2014). A vasoconstricao
reduz o fluxo sanguineo em leitos cutaneos (Blessing, 2003), o que causa reducdo da
temperatura cutanea (Cruz et al, 2012; Busnardo et al, 2013). Em relacdo ao controle da
atividade autondmica pelo CRF, ja estd bem estabelecido que a administracdo
intracerebroventricular de CRF provoca respostas pressora e taquicdrdica mediadas por
aumento na atividade simpdtica (Grosskreutz et al, 1988; Nijsen et al, 2000b). Além disso, a
reducdo da resposta de taquicardia provocada pelo estresse observada apds a administragao
intracerebroventricular de uma antagonista nao-seletivo de receptor CRF foi abolida em
animais tratados sistemicamente com um bloqueador da atividade parassimpdtica cardiaca
(Nijsen et al, 2000a), enquanto que a inje¢do intracerebroventricular de CRF reduziu a
ativacdo do nucleo dorso motor do vago provocada pelo estresse (Wang et al, 1996),
indicando que o controle da FC pelo CRF durante estimulos aversivos pode também ser
mediado através da inibi¢do da atividade parassimpatica cardiaca. ProjecOes diretas a partir do
NLET para estruturas bulbares envolvidas no controle autondmico, incluindo o nicleo do
trato solitdrio, o nicleo ambiguo e regides ventrolaterais tem sido reportada (Gray et al, 1987;
Dong et al, 2004). Assim, a ativacdo de receptores CRF no NLET podem modular a atividade
cardiovascular durante o estresse através da facilitacdo de sinais inibitorios para neurdnios
parassimpdticos e/ou ativacdo de vias facilitatorias para neur6nios simpaticos bulbares.

Resultados obtidos com o antagonismo seletivo dos receptores CRF; e CRF:
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evidenciaram um papel endégeno do CRF e peptideos relacionados no NLET durante o
estresse de restricdo na modulacdo das respostas de FC e temperatura cutinea através,
respectivamente, da ativacdo local de receptores CRF; e CRF», enquanto que ambos os
receptores controlam o aumento na pressao arterial. Contudo, o tratamento do NLET com
CRF e Ucn3 afetarou todos os parametros avaliados no presente estudo (pressao arterial, FC e
temperatura cutanea). Desse modo, apesar da especificidade do receptor CRF; e CRF> no
controle cardiovascular durante o estresse por restricdo, ambos receptores no NLET sao
capazes de modular a pressdo arterial, a FC e a vasoconstricdo cutinea durante o estresse
emocional.

Nossos resultados mostraram que a dose de 0,07 nmol de CRF afetou as respostas
cardiovasculares a restri¢ao, porém a microinjecdo de doses maiorores (0,15nmol) ndo afetou
as respostas a restricdo, o que indica um perfil de curva dose-resposta em “U” invertido.
Como mencionado acima, o receptor CRF; possui influéncia excitatéria na atividade de
neurdnios NLET ao facilitar a neurotransmissao glutamatérgica local (Kash et al, 2008;
Silberman et al 2013). Entretanto, tem sido reportado que a ativagdo de receptores CRF;
locais também facilita a neurotransmissao GABAérgica no NLET (Kash et al, 2006; Oblander
et al, 2012). Estudos eletrofisiolégicos t€ém demonstrado que a administracio de doses
crescentes de CRF promoveu efeitos maiores sobre a neurotransmissdo glutamatérgica (e.g.,
aumento maximo de 165%-200% com 1uM CRF) (Kash et al, 2008; SIlberman et al 2013) do
que sobre a neurotransmissao GABAérgica (e.g. aumento maximo de ~115% com 1uM CRF)
(Kash et al 2006). Esses resultados indicam que o controle da transmissdo GABAérgica
através do receptor CRF; parece ocorrer com uma poténcia reduzida relativa a modulagdo da
neurotransmissdo excitatéria. E possivel que altas doses de CRF facilitem a neurotranmissdo
GABAérgica, deste modo se contrapondo ao aumento na neurotransmissdo excitatoria local e

precludindo alteragdes nos ajustes cardiovasculares durante o estresse por restri¢do.
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Inesperadamente, os agonistas e antagonistas provocaram efeitos similares na queda
de temperatura da cauda causada pela restricao. Entretanto, a Ucn3 reduziu os valores basais
de temperatura cutanea da cauda, assim indicando que uma vasoconstricio em condig¢des
basais pode ter contribuido para a reduc¢do na resposta de queda da temperatura cutanea da
cauda durante a restricdo. Além disso, tem sido demonstrado que a ativacdo de receptores
CRF: por Ucn3 no sistema nervoso central reduz a atividade de nervos simpaticos (Nakamura
et al, 2009). Desse modo, outra possibilidade € que apesar da ativacio de receptores CRF> no
NLET pela liberacdo fisioldégica do CRF ou de peptideos relacionados ao CRF durante o
estresse por restricdo contribuam com a vasocontri¢do cutanea (evidenciada pela reducio na
queda de temperatura apds o tratamento com antisauvagine-30), a administragdo exdgena de
Ucn3 pode recrutar circuitos neurais que reduzem atividade nervosa simpadtica para leitos
cutaneos, assim reduzindo a vasocontricdo em leitos cutaneos durante o estresse por restri¢ao.

Em suma, o presente estudo fornece evidéncias de que ambos os receptores CRF; e
CRF> no NLET modulam as respostas cardiovasculares durante a exposi¢do ao estresse.
Nossos dados sugerem que o receptor CRF; do NLET estd envolvido na mediacdo da resposta
pressora e taquicardica induzida pelo estresse por restricdo, enquanto os receptores CRF»
locais controlam o aumento da pressdo arterial e a vasoconstri¢do cutanea durante os estresse
por restricdo. Embora os resultados obtidos com os antagonistas indiquem a especificidade do
receptor CRF; (controle da pressdo arterial e FC) e CRF> (controle da pressdo arterial e
vasoconstri¢do cutanea) no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por restri¢ao, o
tratamento com os agonistas de receptores CRF indicam que ambos os receptores sdo capazes
de modular as respostas de pressdo arterial, FC e vasoconstricdo cutinea durante eventos

aversivos. A Figura 11 sumariza as conclusdes obtidas no presente estudo.
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Figura 11: Representacdo diagramdtica da participacdo dos receptores “CRFérgicos” do NLET sobre as

respostas autondmicas desencadeadas pelo o estresse agudo de restricao.
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