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RESUMO

O hipotalamo lateral (HL) € uma estrutura diencefalica que tem sido
considerada parte do circuito central que regula a funcdo barorreflexa. No
entanto, 0os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos no controle do
barorreflexo por essa area hipotalamica séo pouco compreendidos. Portanto, no
presente estudo ndés investigamos o papel da neurotransmissdo do fator
liberador de corticotrofina (do inglés, CRF) no HL atuando via receptores CRF1
e CRF2 nas respostas barorreflexas cardiacas em ratos ndo-anestesiados. Para
isso, a atividade barorreflexa foi avaliada por meio de duas abordagens: i) a
abordagem farmacoldgica, por meio da infusdo intravenosa de agentes
vasoativos, e ii) a técnica de analise de sequéncia, que avalia as respostas
reflexas durante as variacdes espontaneas da pressao arterial. A técnica de
andlise de sequéncia indicou que o tratamento do HL com o antagonista seletivo
do receptor CRF1 (CP376395) diminuiu o indice de efetividade do barorreflexo,
enguanto o antagonista seletivo do receptor CRF2 (antisalvagina-30) aumentou
o encurtamento reflexo do intervalo de pulso durante diminuigbes espontaneas
da pressdao arterial. No entanto, a abordagem farmacoldgica nao indicou efeito
da microinjecao bilateral de CP376395 ou antisalvagina-30 no HL na taquicardia
evocada pela reducdo da pressdo arterial ou na bradicardia causada pelo
aumento da pressdo arterial. Em suma, esses achados indicam que a
neurotransmissao CRFérgica no HL controla as respostas reflexas geradas por
variacOes fisioldgicas da pressao arterial, mas nao esta envolvida no controle
barorreflexo durante altera¢des pronunciadas da pressao arterial. Além disso, os
resultados fornecem evidéncias de que os receptores CRF1 e CRF2 presentes
no HL modulam de forma oposta a atividade barorreflexa espontanea por meio

de diferentes mecanismos.

PALAVRAS-CHAVE: indice de eficacia barorreflexa; cardiovascular; fator de

liberacdo de corticotropina; sistema limbico; técnica de analise de sequéncia.



ABSTRACT

The lateral hypothalamus (LH) is a diencephalic structure that has been
considered part of the central circuitry regulating the baroreflex function.
However, the local neurochemical mechanisms involved in baroreflex control by
this hypothalamic area are poorly understood. Therefore, in the present study we
investigated the role of corticotropin-releasing factor (CRF) neurotransmission
within the LH acting via local CRF1 and CRF2 receptors in cardiac baroreflex
responses in unanesthetized rats. For this, the baroreflex activity was assessed
using two approaches: i) the pharmacological approach via intravenous infusion
of vasoactive agents, and ii) the sequence analysis technique that evaluates
reflex responses during spontaneous arterial pressure variations. The sequence
analysis technique indicated that LH treatment with the selective CRF1 receptor
antagonist CP376395 decreased the baroreflex effectiveness index, whereas the
selective CRF2 receptor antagonist antisauvagine-30 increased the reflex
shortening of pulse interval during spontaneous arterial pressure decreases.
However, the pharmacological approach did not indicate effect of the bilateral
microinjection of either CP376395 or antisauvagine-30 into the LH in the
tachycardia evoked by blood pressure decrease or the reflex bradycardia caused
by blood pressure increase. Overall, these findings indicate that CRF
neurotransmission within the LH controls baroreflex function during a narrow
range of physiological arterial pressure variations, but without affecting reflex
responses during pronounced arterial pressure changes. Besides, results provide
evidence that CRF1 and CRF2 receptors in the LH oppositely modulate the
spontaneous baroreflex activity through different mechanisms.

KEYWORDS: baroreflex efficacy index; cardiovascular; corticotropin-releasing

factor; limbic system; Oxford technique; sequence analysis technique.
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1 INTRODUCAO
1.1 O controle autondémico cardiovascular

A perfuséo tecidual apropriada para diferentes situacdes é garantida pela
manutencao de niveis pressoéricos adequados e dentro de uma faixa estreita de
variagdo. Produto do débito cardiaco e da resisténcia vascular, a pressao arterial
é regulada por diferentes mecanismos, que incluem fatores locais, humorais e
neurais (KAUFMANN; NORCLIFFE-KAUFMANN; PALMA, 2020). A regulacéo
neural da presséo arterial ocorre através da modulacdo tbnica pelo sistema
nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico. Em resposta ao aumento da
pressao arterial, o fluxo simpatico eferente € inibido e o fluxo parassimpatico é
aumentado, culminando em vasodilatacdo e bradicardia. O oposto ocorre
guando a pressao arterial diminui, de forma que o aumento e a diminuicdo da
atividade do sistema nervoso simpatico e parassimpatico, respectivamente,
promovem a vasoconstricdo e a taquicardia para corrigir a queda dos niveis
pressoricos. Esse processo de regulacdo da pressao arterial pelo sistema
nervoso autbnomo é possivel devido a existéncia de um sistema responsavel por
detectar e enviar informacdes ao sistema nervoso central sobre as variagdes de

presséao arterial nos grandes vasos.

O sistema barorreflexo constitui 0 mecanismo mais importante de controle
autonomico cardiovascular momento-a-momento (MICHELINI et al., 2015).
Nesse sentido, as flutuacdes da presséo arterial acarretam em alteracdes na
atividade dos barorreceptores arteriais, o0 que induz mudancas compensatorias
na frequéncia cardiaca, contratilidade cardiaca e tdnus vascular (PAPPANO;
WIER, 2012). O barorreflexo desempenha um papel ndo apenas na protecao das
flutuag@es transitorias da presséo arterial, mas também na configuragéo a longo
prazo dos niveis de pressao arterial tdbnica (LOHMEIER; ILIESCU, 2015). O mau
funcionamento desse mecanismo tem sido associado a doencas
cardiovasculares como hipertensao, e é preditivo de mortalidade cardiovascular,
particularmente morte cardiaca subita (GRASSI et al., 2006; ROVERE, LA et al.,
1988).

Os barorreceptores sédo terminacdes nervosas sensiveis ao estiramento

distribuidas na bifurcacdo da artéria cardtida e no arco aortico. Atraves dos
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nervos vago e glossofaringeo, os barorreceptores transmitem informacgdes sobre
a distensdo da parede dos vasos para a regido bulbar do tronco cerebral
(SWENNE, 2013). As aferéncias barorreceptoras terminam no nudcleo do trato
solitario (NTS), a partir do qual proje¢Bes inervam estruturas relacionadas com
a atividade simpatica e parassimpatica:

)] via simpatica: regido ventrolateral caudal do bulbo (do inglés, CVLM)
recebe projecdes oriundas do NTS, que, por sua vez, projeta-se para
a regiao ventrolateral rostral do bulbo (do inglés, RVLM). No RVLM
estdo localizados neurbnios pré-motores simpaticos que emitem
projecdes para os neurbnios pés-ganglionares na coluna intermédio-
lateral da medula espinhal (IML) e estes conectam-se com neur6nios
pés-ganglionares noradrenérgicos que inervam o coracdo e a rede
vascular;

1)) via parassimpatica: o nacleo dorsal motor do vago (DMV) e nucleo
ambiguo (NA), que contém os corpos celulares dos neurdnios preé-
ganglionares colinérgicas do sistema nervoso parassimpatico,
também recebem projecbes do NTS. As fibras pré-ganglionares
projetam-se diretamente ao coracado, fazendo sinapses com as fibras
pés-ganglionares, também colinérgicas, as quais inervam o0s nédulos

sinoatrial e atrioventricular e os atrios.

Dessa forma, motoneurdnios simpaticos e parassimpaticos trafegam para o
nédulo sinusal, miocardio e vasculatura, por meio dos quais a resposta
cardiovascular é executada (CRITCHLEY; HARRISON, 2013; THAYER et al.,
2009).

Os centros cardiovasculares bulbares se conectam com estruturas
cerebrais superiores e corticais (REYES DEL PASO; MATA; MARTIN-
VAZQUEZ, 2012). Alguns dos neurdnios envolvidos no circuito barorreflexo
enviam projecdes para nucleos supra-bulbares, incluindo, por exemplo, a
substancia cinzenta periaqueductal (PAG), nucleos dorsomedial e
paraventricular no hipotalamo, nucleo central da amigdala, cortex pré-frontal
medial, cortex insular, nucleo leito da estria terminal (NLET), bem como para o
hipotadlamo lateral (BEHBEHANI; PARK; CLEMENT, 1988; DAMPNEY, R. A,
1994; KOOY, VAN DER et al., 1984; PAJOLLA et al., 2001).
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1.2 O Hipotalamo lateral (HL)

O hipotalamo lateral (HL) é um regido diencefalica que se estende da area
pré-Optica lateral até a area tegmentar ventral, incluindo o feixe prosencéfalo
medial (SAPER, C. B.; SWANSON; COWAN, 1979). Essa regido pode ser
dividida em trés sub-regides rostrocaudais: hipotdlamo lateral anterior (HLa),
hipotalamo lateral tuberal (HLt) e hipotalamo lateral posterior (HLp). O HLa é
continuo com a area pré-optica lateral, sendo delimitado medialmente pela area
hipotalamica anterior e pelo fornix, e lateralmente funde-se com a substancia
innominata e com a amigdala. O HLt, por sua vez, é limitado lateralmente pelo
trato Optico, pela capsula interna e, mais caudalmente, pelo nucleo sub-talamico.
Ja o HLp é delimitado pelo férnix, pelo trato mamilotalamico e pela éarea
hipotalamica posterior, sendo separado dorsalmente do talamo pela zona incerta
e pelos campos de Forel (SIMERLY, Richard B., 2004).

O HL esta conectado com diferentes nicleos que controlam a atividade
auton6mica. Diversas regides cerebrais enviam fibras aferentes ao HL, dentre
elas se destacam a amigdala, o septo, o hipocampo, a substancia innominata e
as areas pré-opticas laterais (SIMERLY, Richard B., 2004). Também o nucleo
arqueado envia fibras diretas aos neurdnios peptidérgicos do HL (ELIAS et al.,
1999). Outras areas, como a zona periventricular e o nudcleo periventricular
antero-posterior, enviam proje¢des menos densas ao HLt (GU; SIMERLY, R. B.,
1997). Além disso, a zona lateral do hipotalamo se projeta a diferentes regides
encefalicas como septo, amigdala, alguns nucleos talamicos (habenula lateral,
nucleo paraventricular do talamo e intralaminar) (BERK; FINKELSTEIN, 1982;
SWANSON; COWAN, 1977). O HL envia projecdes, em sua maioria bidirecional,
a diversas regides do tronco encefalico como i) NTS e o ndcleo parabraquial,
envolvidos em informagBes sensoriais viscerais e ii) a area tegmentar ventral,
substancia negra, hipotalamo posterior, PAG, locus coeruleus e nucleos da rafe
(SAPER, C. B.; LOEWY, 1980; SAPER, C. B.; SWANSON; COWAN, 1979).
Ademais, Hosoya e colaboradores (1983) indicaram projecdes do HL para a

medula espinhal.

Devido as diversas conexdes entre o HL e outras regides encefalicas, o
HL é uma das regides mais heterogéneas funcionalmente, sendo responsavel

pela regulacédo de varios comportamentos e processos fisioldgicos, dentre eles:
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regulacdo sono-vigilia, comportamento alimentar, balanco energético, controle
respiratorio, comportamento predatério e agressivo (ARRIGONI; CHEE;
FULLER, 2018; FUKUSHI; YOKOTA; OKADA, 2018; HALLER, 2018)(HOEBEL;
TEITELBAUM, 1962; REDGATE; GELLHORN, 1958; WOODWORTH, 1971).
Além do que, estudos tém demonstrado o envolvimento do HL com o controle
cardiovascular (ALLEN; CECHETTO, David F., 1993). Assim, o HL foi proposto
como parte de uma rede central que modula o sistema cardiovascular e as

respostas barorreflexas.

1.3 O HL e o controle cardiovascular

Diferentes estudos buscaram identificar a contribuicdo do HL no controle
da atividade cardiovascular. Cechetto e Chen (1992) demonstraram que a
estimulacdo elétrica do HL em ratos anestesiados causa aumento da pressao
arterial e diminuicdo da frequéncia cardiaca, ao passo que outro estudo
desenvolvido por Van Der Plas e colaboradores (1995) indicou que estimulacéo
elétrica de baixa intensidade do HL diminui a pressao arterial e causa efeitos
varidveis na frequéncia cardiaca.O bloqueio sinaptico n&o-seletivo no HL
evocado pela microinjecao local de CoClz diminuiu a bradicardia reflexa causada
por aumento da pressdo arterial (CRESTANI, Carlos C. et al.,, 2009). J4 a
microinjecdo de aminoacidos excitatérios como L-glutamato e D,L-homocisteato
no HL provocou alteracbes na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca
(GELSEMA; ROE; CALARESU, 1989; SUN; GUYENET, 1986). Pajolla & Corréa
(2004) demonstraram que a estimulacdo quimica de cada uma das trés sub-
regides do HL com L-glutamato causa respostas hipotensivas em ratos nao-
anestesiados sem alteracdo comportamental e que, em ratos anestesiados com
uretana, 0 L-glutamato causa respostas depressoras ou respostas

hipotensivas/hipertensivas bifasicas.

Allen & Cechetto (1993) investigaram a organizacdo funcional das
diferentes regides do HL. A microinjecdo de L-glutamato ou D,L-homocisteato
nas porgdes tuberal e posterior do HL resultou principalmente em queda da
presséo arterial e da frequéncia cardiaca. Por sua vez, a estimulacdo dos corpos

celulares localizados proximos a area perifornical resultou em aumentos da
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pressao arterial e da frequéncia cardiaca. Além disso, esse estudo identificou
gue os neurbnios das diferentes por¢cbes do HL possuem projecfes ao tronco
encefalico diferencialmente organizadas, fornecendo substrato anatémico para

essas diferencas funcionais.

Além da participacdo direta no controle da atividade cardiovascular, a
conexdo do HL as diversas estruturas corticais e subcorticais associadas ao
controle autonémico também interfere no controle cardiovascular. Nesse
sentido, a estimulagdo elétrica do cértex insular ocasiona efeitos hipotensores
dependentes de sinapses no HL e na medula ventrolateral (CECHETTO, D. F.;
CHEN, S. J., 1992). Outro estudo eletrofisiolégico evidenciou estimulos
inibitérios provenientes do HL em neurbnios relacionados ao sistema
cardiovascular na regiao rostro-ventrolateral do bulbo (AGARWAL; CALARESU,
2017). Van der Plas e colaboradores (1995) mostraram que a estimulacéo
elétrica de baixa intensidade do HL causa resposta depressora e inibe o disparo
de neurbnios da PAG espontaneamente ativos, sugerindo participagédo da PAG
no efeito depressor.

Assim, embora alguns resultados tenham demonstrado a participagéo do
HL no controle da atividade cardiovascular, mais estudos precisam ser feitos

para identificar os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos.

1.4 O sistema CRFérgico

O fator liberador de corticotrofina (CRF) € um neuropeptidio formado por
41 aminoacidos, que foi identificado no hipotalamo e descrito como regulador da
secrecdo do hormdnio adenocorticotrofico (ACTH) na hipofise anterior (VALE,
Wylie et al., 1981). Desse modo, a principio o CRF foi descrito como um
composto envolvido na regulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA).
No entanto, estudos posteriores apontaram o CRF como participante de
respostas independentes do eixo HPA, incluindo regulagdo da funcéo
cardiovascular e da atividade autonémica. A distribuicdo anatdmica do CRF no
cérebro sugere que esse peptideo ndo apenas atua como um mediador do eixo
neuroendocrino, mas também é capaz de regular a atividade neuronal de uma

forma neuromodulatéria. Na verdade, o CRF é expresso em todo o sistema
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nervoso central (SNC), incluindo na maioria das estruturas limbicas e corticais
(DEDIC; CHEN, A.; DEUSSING, 2017).

O sistema CRFeérgico inclui os neurotransmissores CRF, urocortina 1
(UCN1), urocortina 2 (UCN2) e urocortina 3 (UCNS3); bem como os receptores
CRF1 e CRF: (Dautzenberg & Hauger, 2002; Vale et al., 1981). Foram
identificadas trés variantes do receptor CRF2 em humanos (CRFz@) , CRF2p) ,
CRFz()) e duas variantes em roedores (CRF2@) , CRF2)), porém as variantes
ndo apresentam diferencas no perfil farmacolégico (HAUGER, R. L., 2003). Além
disso, o perfil de ligacdo neurotransmissor-receptor varia de acordo com o
ligante: o CRF possui maior afinidade pelo receptor CRF1, a UCN2 e a UCN3 se
ligam seletivamente ao receptor CRF2 e UCNL1 possui afinidade por ambos os
receptores (HAUGER, R. L., 2003; HENCKENS; DEUSSING; CHEN, A., 2016;
PERRIN, M. H.; VALE, Wylie W, 2006). As ligacbes podem também ser
moduladas pela ligacdo dos neurotransmissores a proteina de ligacdo do CRF,

responsavel por limitar a disponibilidade desses peptideos (BEHAN et al., 1995).

Enguanto a projecéo do nucleo paraventricular para a eminéncia mediana
continua a ser a principal fonte de CRF cerebral, outras células extra-
hipotalamicas foram visualizadas na amigdala, no NLET e em interneurbnios
dispersos no coértex cerebral (SWANSON et al., 1983). Os componentes do
sistema CRFérgico foram identificados em regibes encefalicas como nucleo
accumbens, area pre-Optica, nucleo parabraquial e nacleo dorsomotor do vago
(SAWCHENKO, P. E., 1987; SOUZA, Errol B DE et al., 1985; SWANSON et al.,
1983). Foi identificado também uma alta expressdo de receptores e
neurotransmissores do sistema CRFérgico no HL (BITTENCOURT et al., 1999;
CHALMERS; LOVENBERG; SOUZA, E B DE, 1995; PETT, VAN et al., 2000;
SOUZA, Errol B DE et al., 1985; SWANSON et al., 1983; WITTMANN et al.,
2009). Uma particularidade desse sistema diz respeito a localizagdo encefalica
dos receptores. Enquanto os receptores CRF1 estdo amplamente distribuidos
em regides neocorticais, limbicas e do tronco encefalico, os receptores CRF2
estdo limitados ao nucleo da rafe, septo lateral, nicleos medial e cortical da
amigdala e nucleos paraventricular e ventromedial do hipotalamo (Dautzenberg
& Hauger, 2002; Hauger, 2003).
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Devido a grande distribuicdo no sistema nervoso central, esses peptideos
participam também da regulacdo da cognicdo, sistemas neuroendocrino e
autondémico, respostas imunoldgicas frente a estimulos aversivos e ingestédo
alimentar (BALE; VALE, Wylie W., 2004; DAUTZENBERG; HAUGER, Richard
L., 2002; HAUGER, R. L., 2003; SHIMIZU; BRAY, 1989; VALE, Wylie et al.,
1981). A localizacdo desse sistema no interior de estruturas limbicas e
autonémicas também proporciona uma base anatdbmica para a participacdo do
CRF na coordenacéo visceral e comportamental (CHAPPELL et al., 1986;
SOUZA, Errol B DE et al., 1985; SWANSON et al., 1983). Além de desempenhar
funcdes centrais, o sistema CRFérgico também atua no controle de respostas
periféricas, incluindo o sistema cardiovascular (FISHER, Laurel A.; JESSEN;
BROWN, Marvin R., 1983).

1.5 O sistema CRFérgico e o controle cardiovascular

As acfes centrais combinadas do CRF no funcionamento circulatorio se
relacionam as reacdes de defesa. A resposta ao estresse causada pela ativacao
do eixo HPA é responsavel por preparar 0s animais para uma atividade
somatomotora aumentada, para fuga e/ou comportamento agressivo. Por
conseguinte, o CRF atua dentro do SNC para aumentar a capacidade
cardiovascular, manifestada pelo aumento da pressdo sanguinea e da
frequéncia cardiaca (FISHER, L. A. et al., 1982; FISHER, Laurel A.; JESSEN;
BROWN, Marvin R., 1983).

Independente das propriedades adrenocorticotréficas, a administracdo
intracerebroventricular (i.c.v.) de CRF eleva a pressédo arterial, produz
taquicardia e aumenta a concentracao de catecolaminas circulantes mesmo em
ratos hipofisectomizados ou adrenalectomizados (BROWN, M. R.; FISHER, L.
A., 1985). A administracdo de CRF no fluido cerebroespinal via ventriculo lateral,
terceiro ventriculo ou cisterna magna aumenta a atividade nervosa simpatica e,
conseguentemente, eleva a pressao arterial e da frequéncia cardiaca (BROWN,
Marvin R. et al., 1982). Ademais, a injecdo central de CRF em diferentes areas
encefalicas, como regides dorsal, ventromedial e hipotalamica lateral, modifica a

liberacdo de noradrenalina pelos tecidos de diversos outros 0rgaos, aumenta a
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transmissao de impulsos no nervo renal e provoca aumento tanto na atividade
do nervo adrenal quanto a taxa de secrecédo de catecolaminas na veia adrenal
(BROWN, M., 1986; BROWN, M. R.; FISHER, L. A., 1985; KUROSAWA et al.,
1986). Esses aumentos simultaneos da presséao arterial e da frequéncia cardiaca
sugerem que a funcdo barorreflexa pode ser modificada pela administracéo de
CRF. Diamant e colaboradores (1992) realizaram a microinjecdo de CRF no HL
e na regido perifornical e observaram um aumento da pressao arterial e da
frequéncia cardiaca. Os efeitos do CRF na atividade cardiovascular foram mais
acentuados quando injetado no HLp quando comparados a injecdo no HLa.
Apesar dessas evidéncias, um possivel papel da neurotransmissdo CRFérgica
no HL no controle da funcéo barorreflexa nunca foi avaliado. Visto a presenca do
sistema CRF no HL, bem como o importante papel desse nucleo hipotalamico
no controle da funcdo barorreflexa (CRESTANI, Carlos C. et al., 2009), nés
testamos a hipotese de que receptores CRF1 e CRF2 no HL estdo envolvidos na

atividade barorreflexa.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participacdo da
neurotransmissdo CRFérgica no HL no controle da atividade barorreflexa em

ratos ndo-anestesiados.

2.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar a participacdo do receptor CRF1 no HL no controle da
atividade barorreflexa durante variacdes espontaneas e pronunciadas
causadas pela infusdo intravenosa de agentes vasoativos da pressao
arterial;

2) Avaliar a participagdo do receptor CRF2 no HL no controle da atividade
barorreflexa durante variacbes espontaneas e pronunciadas causadas

pela infuséo intravenosa de agentes vasoativos da presséao arterial.



18

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar pesando entre 240-
260g, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP). A transferéncia dos animais para o Biotério do Laboratério de
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr/UNESP) foi
realizado no minimo sete dias antes do inicio dos procedimentos experimentais.
Os animais foram aleatoriamente alojados em caixas (47 cm x 31 cm x 16 cm)
coletivas com cinco ratos cada, em salas climatizadas (23+2°C), com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e livre acesso a agua e racao. Todos os protocolos
e procedimentos executados no presente estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr/UNESP, protocolo n°
08/2019.

3.2 Drogas, solugcdes e administracdes
As drogas utilizadas foram:

i. CP376395 (Tocris, EUA), antagonista seletivo do receptor CRF1, via intra-HL na
dose 0,01 nmol/100nL;
ii. Antisalvagina-30 (Tocris, EUA), antagonista seletivo dos receptores CRF2, via
intra-HL na dose 0,01 nmol/100nL;
iii. Fenilefrina, agonista seletivo dos adrenoceptores a1, na dose de 70 pg/mL/kg a
0,4 mL/min, via intravenosa,
iv. Nitroprussiato de sédio (NPS), doador de éxido nitrico, na dose 100 pg/mL/kg a
0,8 mL/min, via intravenosa,
v. Lidocaina, anestésico local, administrada 3 pL por animal, via subcutanea;
vi. Pentabidtico (Fountora-Wyeth, Brasil), antibiético, 560 mg/mL/kg, via
intramuscular;
vii. Flunixina meglumina (Banamine ®, Schering Plough, Brasil), anti-inflamatorio,

0,5 mg/mL/kg, via subcutanea;
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viii. Isoflurano, anestésico, no volume de 3-5% para inducdo e 1-2% durante a
manutenc¢do, usando um sistema de anestesia de baixo fluxo (Bonther, Ribeirdo
Preto, Sao Paulo, Brasil), via inalatoria;

ix. Uretana (Sigma-Aldrich, EUA), anestésico, na dose de 1,2 g/kg, via

intraperitoneal.

O antibiético e o anti-inflamatério foram diluidos de acordo com as
orientacdes do fabricante. As demais drogas foram dissolvidas em salina (NacCl
0,9%).

3.3 Implante de canulas guias no hipotalamo lateral

Os animais foram anestesiados com isoflurano (2%) por via inalatoria. Foi
realizada a tricotomia da cabega, e foi administrado lidocaina (2%) com
vasoconstritor para anestesia local e reducao do sangramento. Cada animal teve
a cabeca imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, EUA) e a calota craniana
foi exposta através de uma incisdo da pele e afastamento do periésteo. A limpeza
da regido cirargica foi realizada com agua oxigenada a 10%.

Com auxilio de uma broca odontolégica foram feitos dois orificios no
cranio, por onde foram introduzidas canulas bilaterais direcionadas ao HL, e um
orificio para implantacdo do parafuso de fixacdo da resina. As canulas guias
foram inseridas bilateralmente 6,6 mm em relacdo a interaural (antero-posterior),
1,8 mm lateral a linha média (latero-lateral) e 7,6 mm abaixo do 0sso craniano
(dorso-ventral). Todas as coordenadas tiveram como referéncia parametros
obtidos do Atlas de Paxinos & Watson (1986). As canulas consistiam em um
segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23G) com 12 mm de
comprimento e foram fixadas ao cranio com resina acrilica autopolimerisavel
(Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ). Para evitar obstrugédo da canula
guia e exposicao cerebral até o momento da microinje¢cdo, um mandril de ago

inoxidavel com 0,2 mm de diametro foi introduzido em ambas as canulas.

Como medida profilatica, ao final da cirurgia cada animal recebeu a

administracdo de pentabiotico veterinario por via intramuscular e o anti-
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inflamatorio por via subcutanea. No periodo de recuperacdo os animais foram

mantidos em caixas coletivas contendo até cinco animais por caixa.

3.4 Microinjecao de drogas no hipotalamo lateral

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) para microinjecdo das
drogas no HL mediam 13 mm (um milimetro mais longa em relacéo as canulas
guias) e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (7002KH, Hamilton, EUA)
através de um tubo de polietileno (PE-10). As drogas foram injetadas no volume
de 100 nL (CRESTANI, C. C. et al., 2009).

3.5 Canulacéao da artéria e veia femoral

Os animais foram anestesiados novamente com isoflurano (2%) por via
inalatéria e foram implantados cateteres na artéria e veia femoral para registro
de parametros cardiovasculares e infusdo de drogas vasoativas,
respectivamente. Os cateteres eram compostos por um segmento de polietileno
PE-10 (4-5 cm) soldados a um segmento de polietileno PE-50 (12-13 cm), que
foram preenchidos com solu¢do de heparina e ocluidos com pino de metal.
Posterior a implantacéo, os cateteres foram exteriorizados na regido dorsal do
animal e fixados a pele por sutura cirdrgica. Por fim, os animais receberam uma
nova administracédo de anti-inflamatério flunixina meglumina por via subcutanea.
Durante os periodos pés-operatorio e de registro cardiovascular os animais

ficaram alojados em caixas individuais.

3.6 Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressao (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) por meio de um segmento
de polietileno PE-50. A pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada utilizando um
amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Australia), conectado a um
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML866,
ADInstruments, Australia), usando o programa Lab Chart PRO (ADInstruments,
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Australia). Os valores de pressao arterial média (PAM), sistélica (PAS) e
diastolica (PAD), bem como a frequéncia cardiaca, foram obtidos a partir dos
sinais da PAP.

3.7 Infusédo de agentes vasoativos

Infusdo intravenosa de fenilefrina  (agonista seletivo  dos
adrenorreceptores a1) (50ug/mL a 0.32mL/min/Kg) e nitroprussiato de sodio
(NPS) (doador de oxido nitrico) (70ug/mL a 0.8mL/min/Kg) foi realizada
utilizando uma bomba de infusédo (K.D. Scientific, EUA) (CRESTANI et al., 2011).
A fenilefrina e 0 NPS causam aumento e diminuicdo da pressao arterial,

respectivamente.

3.8 Avaliacao da atividade barorreflexa

A atividade barorreflexa foi avaliada utilizando dois métodos: 1)

método farmacologico e 2) analise de sequéncia.
3.8.1 Método farmacoldgico

Esse método avalia a atividade barorreflexa através de alteracbes na
pressdo arterial induzidas pela infusdo intravenosa de fenilefrina e de
nitroprussiato de sodio, utilizando uma bomba de infusdo (K.D. Scientific, EUA)
(CRESTANI, Carlos C. et al., 2010).

A analise foi realizada relacionando as variacbes da pressao arterial
meédia (PAM) com as variacdes reflexas correspondentes da frequéncia cardiaca
(FC). Utilizando os pontos obtidos da correlacéo na variacao da PAM e FC foram
tracadas curvas sigmoides, como descritas na literatura (CRESTANI, Carlos C.
et al., 2010; HEAD; MCCARTY, 1987). A avaliacdo da curva sigmoide foi feita
com base em cinco parametros: 1) platé minimo da frequéncia cardiaca (P1,
bpm); 2) platd maximo da frequéncia cardiaca (P2, bpm); 3) variagao da FC (AFC,
bpm, diferenca entre P1 e P2); 4) pressao arterial média (PAso, mmHg, valor de
PAM que promove 50% de variagdo na FC) e 5) ganho (G, bpm/mmHg,
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inclinacdo da porgéo linear da curva) (CRESTANI, Carlos C. et al., 2010; HEAD;
MCCARTY, 1987).

Além disso, partindo dos mesmos pontos obtidos da correlacdo dos
valores de pressao arterial e FC correspondente, foram tracadas curvas de
regressao linear para a andlise individual da atividade barorreflexa durante o

efeito pressor e depressor na pressao arterial (CRESTANI et al., 2010b).
3.8.2 Meétodo de analise de sequéncia

Esse método avalia a atividade do barorreflexo durante as flutuacdes
espontaneas da pressao arterial, sem nenhuma manipulacdo farmacolégica. A
pressdo arterial sistélica (PAS) e o intervalo pulso (IP) foram avaliados
batimento-a-batimento através do software Cardioseries v2.4 (ALMEIDA et al.,
2015; COSTA-FERREIRA; GOMES-DE-SOUZA; CRESTANI, C., 2019). Foram
identificadas sequéncias em que o aumento da PAS foi associada ao
alongamento do IP (sequéncia UP) ou a diminuicdo da PAS associada ao
encurtamento do IP (sequéncia DOWN). O indice de efetividade do barorreflexo
(IEB), que indica a porcentagem de alteracdes da PAS que efetivamente evocam
alteracdes reflexas de IP, também foi avaliado (RIENZO, Marco DI et al., 2001).

3.9 Determinacao anatémica dos sitios de injecdo das drogas

Ao término de cada experimento, 0os animais foram anestesiados com
uretana (1,2 g/kg) e o corante azul de Evan 1% (100nL) foi injetado para
confirmacdo do posicionamento da injetora. Posteriormente, o cérebro dos
animais foi removido e incubado em solucao de formaldeido 10% por no minimo
48 horas. Em seguida, os cérebros foram seccionados coronalmente no criostato
em fatias de 40 um de espessura. Para confirmacao do local de injecédo, os cortes
histol6gicos foram visualizados em microscopio éptico e apenas 0s animais com

injecdo no HL foram considerados positivos.
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3.10 Anélise estatistica

Todos os dados foram analisados no software GraphPad Prism v.7.0
(GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA). Os dados foram expressos
como a média + EPM. Os parametros das curvas barorreflexas foram
comparados usando ANOVA monofatorial seguida pelo pés-teste Dunnet. Os
valores basais de PAM e FC antes e depois do tratamento farmacolégico no HL
foram comparados usando o teste t de Student. P<0,05 foi considerado

significativo.
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4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantacéo
de céanulas guias bilaterais direcionadas aos HL e foram mantidos no biotério,
agrupados em cinco animais por caixa, por um periodo de cinco dias para a
recuperacédo. Os experimentos foram realizados 24 horas ap0s a implantacéo de
cateteres na artéria e veia femorais, que foram utilizados para registro dos
parametros cardiovasculares e infusdo das drogas vasoativas, respectivamente.
Apés a canulacdo, os animais foram mantidos na sala de experimentos, em
caixas individuais, para recuperacdo e habituacdo as condicdes de som e
iluminacéo (Figura 1A).

No dia do experimento, cada animal foi conectado ao sistema de registro
cardiovascular em sua respectiva caixa. Inicialmente, foi realizado um registro
de 30 minutos para determinacdo dos valores basais de pressao arterial e
frequéncia cardiaca. Posteriormente, conjuntos independentes de animais
receberam microinjecéo bilateral no HL de antagonista seletivo do receptor CRF1
(CP376395, 0,01nmol/100nL, n=6), de antagonista seletivo dos receptores CRF2
(Antisalvagina-30, 0,01nmol/100nL, n=6) ou veiculo (salina, 100 nL, n=7)
(BARRETTO-DE-SOUZA et al.,, 2021). Quinze minutos ap0s o tratamento
farmacolégico no HL, foram realizadas as infus6es randomizados de fenilefrina
e NPS (Figura 1B).

Apoés o término dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com uretana
(1,2 mg/kg, i.p.), decapitados, e os encéfalos foram removidos e armazenados
em solucéo de formaldeido 10% por 48 horas para posterior confirmacao do local

de injecao.
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Eshereotaxia| 5 dias | Canulagio | 1 dia | Experimento

Andalise ndo-farmacolégica

. Analise farmacologica
Registro

cardiovascular basal | Microinjegio | 75min | Infusdo | 5min | Infusdo
30 min I | | ‘ | |
Veiculo (salina, 100nL) Fenilefrina (70 pg/mL a 0,4mL/min/kg)
CP376395 (0,01 nmol/100nL) NPS (100 pg/mL a 0,8BmL/min/kg)

ASV-30 (0,01 nmol/100nL)

Figura 1 — Protocolo experimental. (A) Procedimentos cirirgicos. (B) Protocolo experimental
para avaliacdo da participacdo da neurotransmissdo CRFérgica no hipotadlamo lateral (HL) na
funcdo barorreflexa em animais néo-anestesiados.
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5 RESULTADOS

A Figura 2 mostra representacfes diagramaticas baseadas no atlas de
Paxinos & Watson (1997) indicando os sitios de injecdo de CP376395,
antisalvagina-30 e veiculo em todos os animais utilizados nesse protocolo. A
Figura 2 também mostra a fotomicrografia de um corte histolégico coronal

indicando os sitios de microinjecao bilateral no HL de um animal representativo.

Bregma -2.12 mm Bregma -2.30 mm

Figura 2 — Sitios de injecdo no hipotadlamo lateral (HL). (A) Fotomicrografia de uma secédo
coronal do cérebro mostrando os locais de microinjecdo bilateral no hipotalamo lateral (HL) de
um animal representativo. Setas indicam os locais de microinjecdo. (B) representacdo
diagramética baseada no atlas de Paxinos & Watson (1997) indicando os sitios de microinjecao
no HL do veiculo (circulos brancos), CP376395 (circulos pretos) e antisalvagina-30 (circulos
cinza). 3V, terceiro ventriculo; IA, coordenada interaural; opt, trato dptico.

5.1 Efeito do tratamento farmacologico do HL com antagonistas dos
receptores CRFérgicos nos parametros basais da presséo arterial e

frequéncia cardiaca

A microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do receptor CRF1
CP376395 (0,01 nmol/100nL, n = 6), do antagonista seletivo do receptor CRF2
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antisalvagina-30 (0,01 nmol/100nL, n = 6) ou de veiculo (salina, 100nL, n=7) no

HL néo afetou os parametros basais de PAM e FC (Tabela 1).

Tabela 1 — Valores basais da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos
qgue receberam microinjegdo bilateral no hipotalamo lateral (HL) do antagonista seletivo do
receptor CRF1 CP376395, do antagonista seletivo do receptor CRF2 antisalvagina-30 (ASV-30)
ou veiculo (salina).

PAM (mmHg) FC (bpm)
Grupos antes depois antes depois
Veiculo 109,2 121,2 390,4 387,5
t=0,4P =0,66 t=0,1P=0,85
CP376395 103,7 108,5 353,9 412,1
t=1,2P=0,22 t=15P=0,14
ASV-30 1149 121,2 370,9 410,2
t=1,1P=0,29 t=15P=0,15

Valores sdo a média + EPM, teste t Student.

5.2 Efeitos do tratamento farmacoldégico no HL com antagonistas dos

receptores CRFérgicos na funcéo barorreflexa

Abordagem farmacolégica — A analise ndo-linear da funcao barorreflexa (curvas

sigmoides) néo indicou efeito do tratamento farmacoldgico no HL com CP376395
(0,01 nmol/100 nL, n = 6) ou antisalvagina-30 (0,01 nmol/100 nL, n = 6) no platd
inferior (P1) (F @16 = 1,19, P = 0,3288), platd superior (P2) (F (216) = 0,90, P =
0,4263), na variacéo entre P1 e P2 (AFC) (F .16 = 0,53, P = 0,6017), no ganho
(G) (F @16) = 2,66, P = 0,1011) e na pressao arterial média (PA50) (ou seja,
pressao arterial a 50% da faixa de FC) (F @16 = 1,53, P = 0,2498) quando
comparado com animais tratados com veiculo (100nL, n = 7) (Figura 3A). Os
dados obtidos utilizando a abordagem farmacolégica também foram avaliados
por meio de andlise de regresséo linear para avaliagédo individual das respostas
reflexas durante os efeitos pressor e depressor. Analise da inclinagéo das linhas
de regressdo para a bradicardia causada pelo aumento da pressdo arterial
evocado pela infusdo intravenosa de fenilefrina ndo indicou efeito dos
tratamentos farmacolégicos (F 2, 21) = 0,5525, P = 0,5837) (Fig. 3B). A analise da

inclinacdo das linhas de regresséo para a taquicardia causada pela diminuicao
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da pressdo arterial evocada pela infusdo intravenosa de NPS também néo
indicou efeito dos tratamentos (F (2, 21) = 0,2477, P = 0,7828) (Fig. 3B).
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Figura 3 — Atividade barorreflexa avaliada pela abordagem farmacol6gica . Os
animais receberam microinjecao bilateral no hipotalamo lateral (HL) do antagonista
seletivo do receptor CRF, CP376395 (0,01 nmol/100 nL), do antagonista seletivo do
receptor CRF; antisalvagina-30 (0,01 nmol/100 nL) ou veiculo (solug&o salina, 100 nL).
(A) Andlise de regressdo ndo-linear (curva sigmoide) da funcdo barorreflexa
correlacionando as alteragdes da PAM (APAM) causadas pela infusao intravenosa de
fenilefrina (agente pressor) e nitroprussiato de sédio (NPS, agente depressor) e as
respostas reflexas da FC (AFC). Os simbolos nas curvas sigmoides indicam a BPso. Na
parte inferior sdo apresentados os parametros derivados da analise de regressado nao-
linear para avaliacdo da funcdo barorreflexa. As barras representam a média + SEM.
ANOVA monofatorial. (B) Andlise de regressdo linear da fungdo barorreflexa
correlacionando a APAM com a AFC causada pela infusdo venosa dos agentes
vasoativos. Na parte inferior € apresentada a inclinacdo (ou seja, ganho) das linhas de
regressao para a diminuicdo da FC causada pelo aumento da PAM e o0 aumento da FC
evocado pela diminuicdo da PAM. Os circulos nas curvas e barras representam a média
+ EPM. ANOVA monofatorial.

mm CP376395
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Método de sequéncia — A analise da atividade do barorreflexo pela técnica de

sequéncia indicou efeito dos tratamentos farmacolégicos no HL no indice de
efetividade do barorreflexo (IEB) (F (2.16) = 4,52, P = 0,0278), na sequéncia up
(Fe.16) = 3,86, P = 0,0429), na sequéncia down (F (2.16) = 3,81, P = 0,0425) e na
média de todas as sequéncias (ou seja, média das sequéncias up e down) (F.16)
= 5,29, P = 0,0171) (Figura 4). O pos-teste revelou que a microinjecao bilateral
do antagonista seletivo do receptor CRF1 CP376395 (0,01nmol / 100nL, n = 6)
no HL diminuiu o IEB (P = 0,0183), quando comparado com os animais tratados
com veiculo (100nL, n = 7) (Figura 4A). Além disso, a microinjecao bilateral do
antagonista seletivo do receptor CRF2 antisalvagina-30 (0,01nmol / 100nL, n =
6) no HL aumentou tanto a sequéncia down (P = 0,0293) quanto a média de

todas as sequéncias (P = 0,0326) (Figura 4B).
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Figura 4 — Atividade barorreflexa avaliada pelo método de sequéncia. Os animais
receberam microinje¢do bilateral no hipotalamo lateral (HL) do antagonista seletivo do
receptor CRF; CP376395 (0,01 nmol/100 nL, n = 6), do antagonista seletivo do receptor
CRF; antisalvagina-30 (0,01 nmol/100 nL, n = 6) ou veiculo (solugdo salina, 100 nL, n =
7). (A) Indice de efetividade do barorreflexo (IEB). As barras representam a média +
EPM. * P <0,05 vs grupo de veiculo, ANOVA monofatorial seguido pelo pés-teste de
Dunnet. (B) Barorreflexo espontaneo (ou seja, atividade barorreflexa durante flutuagdes
espontaneas da pressdo arterial sem manipulagdo farmacolégica com drogas
vasoativas para induzir altera¢des na pressao arterial) durante aumentos (sequéncia up,
gréfico a esquerda) e diminuicdo (sequéncia down, grafico do meio) da PAS, assim
como a média de todas as sequéncias (média das sequencias up e down, gréafico a
direita). As barras representam a média + EPM. * P <0,05 vs grupo de veiculo, ANOVA
monofatorial seguido pelo pés-teste de Dunnet.t.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo fornece evidéncias de que os receptores CRFérgicos
do HL fazem parte do circuito cerebral que medeia a funcdo barorreflexa. A
analise da funcédo barorreflexa pela abordagem farmacologica néo indicou uma
influéncia dos receptores CRFérgicos no HL na taquicardia ou bradicardia
reflexas observadas durante diminuicbes e aumentos da pressédo arterial,
respectivamente. No entanto, a técnica de andlise de sequéncia indicou que i)
os receptores CRF1 no HL desempenham um papel facilitatorio na eficacia do
barorreflexo durante variacbes espontadneas da pressdo arterial, e ii) os
receptores CRF2 no HL tém uma influéncia inibitoria na taquicardia evocada por

diminuicdes espontaneas da pressao arterial.

Nos relatamos anteriormente o papel do HL no controle das respostas do
barorreflexo usando a abordagem farmacolégica (CRESTANI, Carlos C. et al.,
2009). De fato, observamos nesse estudo prévio que a microinje¢cdo do
blogueador sinaptico ndo-seletivo CoCl2 no HL diminuiu a bradicardia reflexa
causada pelo aumento da pressdo arterial, mas sem afetar a resposta
taquicardica causada pela reducdo da pressdo arterial. A evidéncia de uma
influéncia facilitatéria do HL nas respostas reflexas evocadas pelo aumento da
pressao arterial também foi apoiada por estudos anteriores que indicaram que a
estimulacdo elétrica do HL aumenta a bradicardia evocada pela estimulacéo
elétrica do nervo depressor aortico em ratos anestesiados (INUI et al., 1995). No
presente estudo, a abordagem farmacolégica ndo revelou a participacdo dos
receptores CRFérgicos no HL na funcdo barorreflexa, sugerindo que outros
mecanismos neuroquimicos estdo envolvidos no controle da resposta reflexa da
frequéncia cardiaca durante alterac6es pronunciadas da pressao arterial. Nesse
sentido, anteriormente, documentamos que o tratamento com antagonista dos
receptores ndo-NMDA no HL mimetizou o efeito do tratamento com CoCl2 sobre
a bradicardia reflexa (CRESTANI, Carlos C. et al., 2009), o que indica que a
neurotransmissdo glutamatérgica no HL esta envolvida no controle das

respostas barorreflexas durante o aumento da pressao arterial.

A auséncia de efeito dos tratamentos farmacol6gicos no HL na
abordagem farmacoldgica ndo se deve a ineficacia do bloqueio dos receptores

CRFérgicos, uma vez que 0 mesmo tratamento evidenciou a participacdo dos
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receptores CRFérgicos no HL nas respostas barorreflexas durante mudancas
espontaneas da pressdo arterial (ver discussdo abaixo). Além disso,
identificamos que a dose utilizada no presente estudo foi eficaz em demonstrar
um papel dos receptores CRFérgicos no HL nas alteragdes cardiovasculares
evocadas por um estimulo aversivo (estresse de restricdo) (BARRETTO-DE-
SOUZA et al., 2021).

O método de sequéncia tem sido descrito como uma abordagem para
investigar a funcdo barorreflexa, que avalia as respostas reflexas durante as
flutuacbes espontaneas da pressao arterial, sem qualgquer manipulacéo
farmacoldgica (BERTINIERI et al., 1985; RIENZO, Marco DI et al., 2001; SILVA,
L. E. V.; KATAYAMA, 2017). Este método indicou ndo apenas papéis opostos
dos receptores CRF1 (facilitatério) e CRF2 (inibitério) no HL no controle de
respostas cardiacas reflexas durante variagcbes espontaneas de PAS, mas
também um controle por meio de diferentes mecanismos. Nesse sentido, o
controle pelos receptores CRF2 é responsavel pela inibicdo do encurtamento do
IP durante as quedas espontaneas da PAS, o que indica uma influéncia na
magnitude da resposta reflexa. Por outro lado, os resultados do IEB indicaram
que os receptores CRF1 controlam a eficacia do barorreflexo em responder as
alteracdes da pressao arterial. Embora a analise do ganho seja mais comumente
usada para andlise da funcéo barorreflexa, o IEB foi proposto como um indice
complementar para avaliacdo da funcéo barorreflexa (RIENZO, Marco DI et al.,
2001; SILVA, L. E. V.; KATAYAMA, 2017). A relevancia das mudancas no IEB
pode ser evidenciada pela demonstracdo de que a diminuicdo neste parametro
nao foi seguida por alteracéo no ganho do barorreflexo espontaneo em ratos com
insuficiéncia cardiaca (LATARO et al., 2017) e durante uma ameaca aversiva
(BAJI et al., 2010). Portanto, nossos achados fornecem evidéncias adicionais do
IEB e do ganho do barorreflexo espontaneo como medidas complementares que
podem ser determinadas e influenciadas por diferentes fatores (REYES DEL
PASO; GONZALEZ; HERNANDEZ, 2004; SILVA, L. E. V.; KATAYAMA, 2017).

Ambos os receptores CRF1 e CRF2 atuam principalmente através da via
de sinalizagdo Gs/adenilil ciclase/cAMP (DEUSSING; CHEN, A., 2018).
Portanto, os diferentes papéis e mecanismos de controle do barorreflexo por

esses receptores no HL podem ser explicados por sua expressao em diferentes
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populagc6es neuronais locais. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios para
uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no controle da funcéo

barorreflexa pelos receptores CRFérgicos no HL.

A descoberta de que a neurotransmissdo CRFérgica no HL modula
seletivamente o barorreflexo espontaneo € apoiado por evidéncias de que
diferentes circuitos estdo envolvidos na geracéo de respostas reflexas durante
variagbes espontaneas e mudancas mais pronunciadas na pressao arterial
(CRESTANI, Carlos C., 2016). Por exemplo, o papel do nucleo paraventricular
do hipotdlamo (PVN) no controle da funcdo do barorreflexo foi identificado
usando a abordagem farmacolégica (CRESTANI, Carlos C. et al., 2010), mas a
inibicdo desta area hipotalamica ndo afetou o barorreflexo espontaneo
(ANDRADE, DE et al., 2014). Essa ideia é apoiada ainda por evidéncias de que
estressores emocionais cronicos afetaram de forma diferente as respostas
barorreflexas avaliadas pela técnica de analise de sequéncia e pela abordagem
farmacoldgica (ALMEIDA et al., 2015; COSTA-FERREIRA et al., 2016; FIRMINO
et al., 2019).

N&o identificamos um efeito da administracéo intra-HL de antagonistas
dos receptores CRFérgicos nos valores basais de pressao arterial e frequéncia
cardiaca. Esse achado esta de acordo com evidéncias anteriores de que a leséo,
0 bloqueio sinaptico quimico nao-seletivo ou o antagonismo de receptores
GABAérgicos ou glutamatérgicos no HL ndo afetaram a funcao cardiovascular
basal (CRESTANI, Carlos C. et al., 2009; DEOLINDO et al., 2013; GOMES-DE-
SOUZA et al., 2019; HAIBARA et al., 1994). Portanto, apesar das evidéncias de
um papel nas respostas barorreflexas, o HL parece ndo estar envolvido na

manutencdo tdnica da pressao arterial e da frequéncia cardiaca.

Diferentemente das condicdbes de repouso, durante os desafios
ambientais (por exemplo, estresse emocional e exercicio) o aumento da presséo
arterial é seguido por taquicardia (CRESTANI, Carlos C., 2016; DAMPNEY,
R.A.L.; HORIUCHI; MCDOWALL, 2008). O aumento paralelo da pressao arterial
e da frequéncia cardiaca durante essas situacdes € mediado por uma modulacéo
da funcao barorreflexa. Na verdade, esta bem descrito que o ponto de ajuste do
barorreflexo é redefinido para valores de presséo arterial mais elevados durante
0 exercicio e 0 estresse (CRESTANI, Carlos C., 2016; DAMPNEY, Roger A. L.,
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2017; MUELLER et al., 2017; RAVEN; YOUNG; FADEL, 2019), o que permite
aumento paralelo da presséo arterial e frequéncia cardiaca. Esta modulacao da
funcdo barorreflexa € proposta ser mediada por projecdes inibitérias de centros
superiores (por exemplo, regifes diencefalicas) para o circuito bulbar do
barorreflexo (DAMPNEY, Roger A. L., 2017). Nesse sentido, nGs reportamos
recentemente que a microinjecao do antagonista do receptor CRF1 CP376395
no HL reduziu as respostas de aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca
durante uma sessédo de estresse emocional (BARRETTO-DE-SOUZA et al.,
2021), o que indicou um envolvimento desse receptor no HL na geracdo das
respostas ao estresse. O papel do receptor CRF2 nas respostas
cardiovasculares ao estresse nado foi avaliada nesse estudo. Desse modo, a
influéncia facilitatéria dos receptores CRF1 no HL indica que o controle das
respostas cardiovasculares ao estresse emocional parece ser independente da
modulacao barorreflexa reportada no presente estudo, uma vez que facilitacédo
da atividade barorreflex durante o estresse teria uma influéncia inibitoria sobre
as respostas cardiovasculares. Entretanto, a influéncia inibitoria dos receptores
CRF2 no HL na funcao barorreflexa pode estar envolvida nas mudancas das
respostas reflexas durante desafios ambientais, contribuindo assim na geracéo
das respostas da pressao arterial e da frequéncia cardiaca durante o exercicio e
ameacas aversivas. No entanto, o papel do receptor CRF2 no HL controle das
respostas cardiovasculares durante desafios ambientais ainda precisa ser

descrito.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias de que a
neurotransmissdo CRFérgica no HL modula as respostas cardiacas do
barorreflexo. No entanto, nossos dados indicam que este mecanismo
neuroquimico no HL controla a funcéo barorreflexa durante variacdes fisioldgicas
espontaneas da pressao arterial, mas sem afetar as respostas reflexas durante
mudancas mais pronunciadas da presséo arterial. Além disso, os resultados do
presente estudo indicam que os receptores CRF1 e CRF2 no HL modulam de
forma oposta as respostas cardiacas reflexas durante as variacdes espontaneas

da pressdao arterial por meio de mecanismos diferentes.
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