Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Departamento de Farmacos e Medicamentos
Programa Interinstitucional de P6s-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas UFSCar/UNESP

Envolvimento da neurotransmissao do fator liberador de corticotrofina
(CRF) no hipotalamo lateral nas respostas cardiovasculares e
comportamentais ao estresse em ratos

Lucas Barretto de Souza

Araraquara
2023



Lucas Barretto de Souza

Envolvimento da neurotransmissao do fator liberador de corticotrofina
(CRF) no hipotalamo lateral nas respostas cardiovasculares e
comportamentais ao estresse em ratos

Tese apresentada ao Programa
interinstitucional de Pd&s-Graduacdo em
Ciéncias Fisiologicas UFSCar/UNESP para a
obtencdo de Titulo de Doutor em Ciéncias
Fisioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Cesar Crestani

Araraquara

2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

/
t*‘:{% Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude

Programa Interinstitucional de P6s-Graduacéo em Ciéncias Fisioldgicas

Relatorio de Defesa de Tese

Candidato: Lucas Barretto de Souza
Aos 26/09/2023, as 08:30, realizou-se na Universidade Federal de Sdo Carlos, nas formas e termos do Regimento Interno

do Programa Interinstitucional de Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas, a defesa de tese de doutorado sob o titulo:
Envolvimento da neurotransmissao do fator liberador de corticotrofina (CRF) no hipotalamo lateral nas respostas
cardiovasculares e comportamentais ao estresse em ratos, apresentada pelo candidato Lucas Barretto de Souza. Ao final
dos trabalhos, a banca examinadora reuniu-se em sessao reservada para o julgamento, tendo os membros chegado ao
seguinte resultado:

Participantes da Banca Funcéo Instituicdo Conceito Resultado
Prof. Dr. Carlos Cesar Crestani Presidente UNESP & Final
Profa. Dra. Mirela Barros Dias Titular UNESP A Aprovado
Prof. Dr. Marco Anténio Peliky Fontes Titular UFMG A ApTOovaco
Profa. Dra. Daniela Baptista de Souza Titular UNESP A

Prof. Dr. Felipe Villela Gomes Titular USP A

Parecer da Comisséao Julgadora*:

O candidato apresentou de maneira clara e objetiva os dados obtidos e respondeu de maneira segura todos
os questionamentos durante a arguicéao.

Encerrada a sessao reservada, o presidente informou ao publico presente o resultado. Nada mais havendo a tratar, a
sessao foi encerrada e, para constar, eu, Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre « Documento assinado digitalmente na

i i i A 3 A H el AT H HELOISA SOBREIRO SELISTRE DEARAUJO
Interinstitucional de Rés-Graduacdp em Ciéncias Fisiologicas, lavrei o presenteg _b Data: 11/10/2023 16:22:52-0300 0s
membros b X nadora : Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof. Dr. Carlos Cesar Crestani Representante do PPG: Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre
de Aratjo
Profa. Dra. Mirela Barros Dias Prof. Dr. Marco Anténio Peliky Fontes
Profa. Dra. Daniela Baptista de Souza Prof. Dr. Felipe Villela Gomes

Certifico que a defesa realizou-se com a participagdo a distancia do(s) membro(s) Mirela Barros Dias, Marco Ant6nio
Peliky Fontes, Daniela Baptista de Souza, Felipe Villela Gomes e, depois das arguigcbes e deliberacdes realizadas, o(s)
participante(s) a distancia esta(ao) de acordo com o contetdo do parecer da banca examinadora redigido neste relatério

Prof. Dr. Carlos Cesar Crestani

( ) Nao houve alteracao no titulo ( ) Houve alteracao no titulo. O novo titulo passa a ser:

Observagoes:
a) Se o candidato for reprovado por algum dos membros, o preenchimento do parecer é obrigatorio.

b) Para gozar dos direitos do titulo de Mestre ou Doutor em Ciéncias Fisioldgicas, o candidato ainda precisa ter sua dissertacéo ou tese homologada
pelo Conselho de Pos-Graduagao da UFSCar.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos
meus pais, Momaya e
Ocimar, e ao meu irmdo,
Bruno. A concretizacgao dele
se deve a vocés.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Carlos C. Crestani pela orientagdo durante toda minha carreira
académica, que foi fundamental em minha evolugdo como cientista e profissional.

A minha familia por ter me apoiado e incentivado durante todas as etapas dessa
caminhada.

A todos os integrantes do laboratério de farmacologia da UNESP Araraquara
que fazem ou fizeram parte do meu dia a dia. Cada um teve e tem um papel importante nessa
jornada.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara por ter cedido o espago
para realizacdo deste trabalho.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sio Paulo (FAPESP, processo
2018/14.284-4) e ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPQ, processo 164856/2018-8) pelo apoio financeiro.

Por fim, meu maximo respeito a todos os animais utilizados nesta pesquisa.
Reconheco a responsabilidade envolvida em seu uso e o impacto positivo para o avango do
conhecimento cientifico.



RESUMO

O hipotalamo lateral (HL) ¢ uma area hipotalamica implicada na integragdo das
respostas fisiologicas e comportamentais ao estresse. De fato, foi demonstrado o
envolvimento do HL nas respostas cardiovasculares ao estresse € no controle de respostas
comportamentais relacionadas a ansiedade e depressdo. O sistema do fator liberador de
corticotrofina (CRF) foi demonstrado ser um importante mecanismo neuroquimico no
sistema nervoso central envolvido na etiologia das alteracdes comportamentais e nos ajustes
fisiologicos induzidos pela exposicao a situagdes aversivas. Além disso, a exposi¢ao cronica
a situacgoes aversivas afeta a expressao dos componentes do sistema “CRFérgico” em regides
encefalicas envolvidas no controle das respostas ao estresse. Assim, a hipdtese de nosso
trabalho foi que a neurotransmissdo “CRFérgica” presente no HL estd envolvida nas
alteracdes cardiovasculares e comportamentais relacionadas a ansiedade induzidas pelo
estresse de restrigdo agudo ou repetido, assim como nas alteragdes cardiovasculares
induzidas pelo estresse cronico varidvel (ECV). Inicialmente, investigamos o efeito da
microinjecdo bilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;) ou
antisauvagine-30 (ASV-30; antagonista seletivo do receptor CRF;) nas respostas
cardiovasculares durante o estresse de restri¢ao agudo. Foi identificado que a microinje¢ao
de CP376395 ou ASV-30 diminuiu a resposta de taquicardia durante uma sessao aguda de
estresse de restri¢do, porém sem alterar as respostas pressora ¢ a queda de temperatura
cutdnea da cauda. Nos também comparamos o efeito do tratamento do HL com os
antagonistas dos receptores CRF; ou CRF; sobre as respostas cardiovasculares durante a 1°
e a 10° sessdo de estresse de restricdo. Assim como observado nos animais estressados
agudamente, nos identificamos que o tratamento do HL com CP376395 ou ASV-30 reduziu
a resposta de taquicardia durante a 10° sessdo de estresse de restri¢gdo. Além disso, o
tratamento do HL com CP376395 aumentou a resposta de queda da temperatura cutidnea da
cauda durante a 10° sessdo de restrigdo. Adicionalmente, foi realizada a avaliacdo do
envolvimento dos receptores CRF; e CRF2> do HL no controle do comportamento do tipo
ansioso induzido por uma sessdo aguda ou 10 sessdes de estresse de restricdo. NOs
identificamos que o tratamento do HL com CP376395 ou ASV-30 inibiu a resposta
comportamental do tipo ansiogénica avaliada no labirinto em cruz elevado (LCE)
desencadeada pela sessdo aguda de estresse de restricdo. Nos ndo identificamos alteragdes
comportamentais no LCE nos animais submetidos repetidamente ao estresse de restri¢do, e
os tratamentos farmacolégicos também ndo tiveram nenhum efeito comportamental quando
administrados antes da 10° sessdo de restricdo. A avaliacdo da influéncia do sistema

“CRFérgico” nas alteracdes cardiovasculares induzidas pelo ECV indicou que o



antagonismo dos receptores CRF; ou CRF2 no HL evitou o prejuizo na atividade barorreflexa
observada nos animais submetidos ao ECV. Por fim, foi avaliado o efeito da exposi¢ao ao
estresse repetido de restricdo (ERR) ou ao ECV sobre os niveis proteicos dos receptores
“CRFérgicos” no HL. Foi observado que o ERR ndo teve influéncia nos niveis de ambos os
receptores CRFérgicos, porém o ECV promoveu um aumento dos niveis proteicos do
receptor CRF>, sem alterar os niveis do receptor CRFi. Em suma, os dados do presente
estudo indicam que a neurotransmissdo “CRFérgica” no HL participa do controle de

respostas cardiovasculares e comportamentais ao estresse agudo e cronico.



ABSTRACT

The lateral hypothalamus (LH) is a hypothalamic area implicated in the integration
of physiological and behavioral responses to stress. Indeed, it has been demonstrated the
involvement of the LH in cardiovascular responses to stress and in the control of behavioral
responses related to anxiety and depression. The corticotropin-releasing factor (CRF) system
has been shown to be an important neurochemical mechanism in the central nervous system
involved in the etiology of behavioral changes and physiological adjustments induced by
exposure to aversive situations. In addition, chronic exposure to aversive situations affects
the expression of CRF components in brain regions involved in the control of stress
responses. Therefore, the hypothesis of our work was that the CRF neurotransmission
present in the LH is involved in the cardiovascular and anxiety-like behavioral changes
induced by acute or repeated restraint stress, as well as in the cardiovascular changes induced
by chronic variable stress (CVS). Initially, we investigated the effect of bilateral
microinjection of the selective CRF; receptor antagonist CP376395 or the selective CRF>
receptor antagonist antisauvagine-30 (ASV-30) on cardiovascular responses during acute
restraint stress. It was identified that microinjection of CP376395 or ASV-30 into the LH
decreased the tachycardia response during an acute session of restraint stress, but without
altering the pressor responses and tail skin temperature drop. We also compared the effect
of LH treatment with CRF; or CRF> receptor antagonists on cardiovascular responses during
the 1st and 10th session of restraint stress. As observed in the acutely stressed animals, we
identified that treatment of the LH with CP376395 or ASV-30 reduced the tachycardia
response during the 10th restraint stress session. Furthermore, treatment of the HL with
CP376395 increased the tail skin temperature drop response during the 10th restraint session.
In addition, we evaluated the involvement of LH CRF; and CRF; receptors in the control of
anxiety-like behavior induced by an acute or 10 sessions of restraint stress. We identified
that treatment of the LH with CP376395 or ASV-30 inhibited the ansiogenic-like effect in
the elevated plus maze (EPM) induced by the acute session of restraint stress. We did not
identify behavioral changes in the EPM in animals repeatedly subjected to restraint stress,
and pharmacological treatments also had no behavioral effect when administered before the
10th restraint session. The evaluation of the influence of the CRF system on the
cardiovascular changes induced by CVS indicated that antagonism of either CRF; or CRF;
receptors in the LH prevented the impairment in baroreflex activity observed in animals
subjected to CVS. Finally, the effect of exposure to repeated restraint stress (RRS) or CVS
on protein levels of CRF receptors in the LH was assessed. It was observed that RRS had no

influence on the levels of both CRF receptors, but CVS caused an increase in CRF> receptor



protein levels, but without altering CRF; receptor levels. In summary, the data of the present
study indicate that CRF neurotransmission in the LH mediates cardiovascular and behavioral

responses to acute and chronic stress.
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1. INTRODUCAOQO

A sobrevivéncia e a adaptagdo de todas as espécies a situacdes de estresse requerem
um adequado e coordenado conjunto de respostas fisiologicas (CRESTANI, 2016a;
MCEWEN, 2017; STERLING, 2012; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009a). As respostas
fisiologicas ao estresse sdo geradas a partir de alteragdes na atividade autdnoma,
neuroenddcrina e imunoldgica (CRESTANI, 2016a; MCEWEN, 2017; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009a). O sistema nervoso autonomo promove as respostas imediatas ao
estresse, que sdo caracterizadas principalmente por aumento das catecolaminas circulantes e
da atividade nervosa simpdtica e alteracdo na atividade do barorreflexo, que por sua vez
contribuem para as respostas cardiovasculares, incluindo aumento na pressdo arterial e
frequéncia cardiaca e redistribuicdo do fluxo sanguineo (redugdo na perfusdo cutanea e
visceral e aumento na musculatura esquelética) (CRESTANI, 2016a; DAMPNEY, 2015a;
DAMPNEY; HORIUCHI; MCDOWALL, 2008). A diminui¢do do fluxo sanguineo nos
leitos cutaneos reduz a temperatura da pele durante situagdes aversivas (BUSNARDO et al.,
2013; VIANNA; CARRIVE, 2005).

As respostas fisioldgicas a estimulos aversivos sdo consideradas adaptativas a curto
prazo, sendo necessarias para a sobrevivéncia e a adaptacdo das espécies (STERLING,
2012). Entretanto, a ativacao repetida ou prolongada dessas respostas, como observada em
situacdes de exposicdo cronica a eventos estressores, pode causar alteracdes
morfofuncionais, que podem levar em ultimo caso a doencas (CRESTANI, 2016a;
MCEWEN, 2007, 2017). De fato, foi reportado que a exposi¢do repetida a estimulos
estressores (i.e., estresse cronico) promoveu alteracdes na fungdo cardiovascular de
roedores, incluindo: aumento nos valores basais de pressdo arterial e frequéncia cardiaca,
alteracdes no balanco da atividade simpatica e parassimpatica cardiaca, disfun¢do cardiaca
(cardiomiopatia, isquemia e arritmia), comprometimento na atividade do barorreflexo e

disfuncdo vascular (e.g., disfuncdo endotelial) (CARNEVALI et al., 2017; CRESTANI,
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2016a; GOLBIDI; FRISBEE; LAHER, 2015; GRIPPO, 2009; SGOIFO; CARNEVALI;

GRIPPO, 2014a).

Estudos clinicos e pré-clinicos também demonstraram uma associacdo entre a
exposicdo a eventos estressores e o desenvolvimento de varios transtornos
neuropsiquiatricos, incluindo ansiedade e depressdo (CAMPOS et al., 2013; CARNEVALI
etal.,2017; YANG et al., 2015). De fato, estudos em roedores evidenciaram que a exposi¢ao
tanto a eventos estressores agudos quanto cronicos aumentaram a expressdo de
comportamentos relacionados a ansiedade e depressio (BUSNARDO et al., 2013;
CARNEVALI et al., 2017; GRIPPO, 2009; KORTE; DE BOER, 2003; PADOVAN;
GUIMARAES, 2000; SEVGI; OZEK; EROGLU, 2006; SGOIFO; CARNEVALI; GRIPPO,
2014b). Transtornos de humor e de ansiedade sdo considerados fatores de risco para a
morbidade e mortalidade cardiovascular, ao passo que doengas cardiovasculares podem
aumentar a incidéncia de quadros de depressdo e ansiedade (GLASSMAN, 2007; HARE et
al., 2014; ROZANSKI; BLUMENTHAL; KAPLAN, 1999; SGOIFO; CARNEVALI,
GRIPPO, 2014b). Essas evidéncias indicam uma possivel relacdo entre as alteracdes
comportamentais e as disfuncdes cardiovasculares induzidas pelo estresse. Entretanto,
apesar da importancia das respostas cardiovasculares e comportamentais durante sessdes
agudas de estresse, bem como das disfungdes observadas apos a exposi¢ao cronica a eventos
estressores, 0s mecanismos neurobiologicos envolvidos nessas respostas ainda sdo pouco

compreendidos.

1.1. Hipotalamo lateral e as respostas cardiovasculares e comportamentais do tipo
ansiogénica ao estresse

As respostas fisiologicas durante o estresse psicoldgico sdo mediadas por estruturas

limbicas no sistema nervoso central (SNC), através da acdo de varios mecanismos

neuroquimicos (DAMPNEY, 2015b; FONTES et al., 2011; JOELS; BARAM, 2009;

MYERS, 2017; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009b). O hipotalamo lateral (HL) ¢ uma regiao
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diencefalica complexa que se estende da area pré-Optica lateral até a area tegmentar ventral,
e inclui o feixe prosencefalico medial (SAPER; SWANSON; COWAN, 1979). O HL ¢
conectado a regides limbicas como o cortex pré-frontal medial, a 4rea septal lateral, a
amigdala, o nuacleo leito da estria terminal (NLET), o hipocampo e outras regides
hipotalamicas; além de enviar proje¢des para nicleos localizados no hipotalamo e no tronco
cerebral envolvidos na geracdo das respostas comportamentais € autdbnomas ao estresse
(ALLEN; CECHETTO, 1992; BARONE et al., 1981; DONG; SWANSON, 2004;
JIMENEZ et al., 2018; MARCINKIEWCZ et al., 2016; MYERS et al., 2014; PAJOLLA et
al.,2001; RISOLD; SWANSON, 1997; SAPER et al., 1976a). Desse modo, o HL foi descrito
como uma das areas hipotaldmicas envolvidas na integracdo de respostas defensivas
(CANTERAS, 2008). Nesse sentido, o HL foi reportado como uma das estruturas ativadas
durante situagdes aversivas (BRISKI; GILLEN, 2001; CULLINAN et al., 1995; FURLONG
et al., 2014; MOTTA; CANTERAS, 2015), e essa area hipotalamica ¢ implicada na
integracdo das respostas fisiologicas e comportamentais ao estresse (CANTERAS, 2008;
MOTTA; CANTERAS, 2015; MYERS, 2017; ULRICH-LAIL; HERMAN, 2009b).

Com relagdo a participacdo do HL nas respostas cardiovasculares ao estresse,
evidéncias neuroanatdmicas mostraram que o HL compde a circuitaria simpatica através de
conexdes diretas, e indiretas via a regido ventrolateral do bulbo, com neurdnios simpaticos
na coluna intermediolateral da medula espinhal; além de possuir proje¢des para neurdnios
pré-ganglionares parassimpaticos no nucleo ambiguo e no nucleo dorsal do vago (ALLEN;
CECHETTO, 1993; SAPER et al., 1976b; TER HORST; LUITEN; KUIPERS, 1984).
Estudos iniciais forneceram evidéncias do envolvimento do HL na resposta de aumento da
pressdo arterial desencadeada por estimulos aversivos condicionados (IWATA; LEDOUX;
REIS, 1986; LEDOUX et al., 1988; SMITH et al., 1980). Essas evidéncias foram
posteriormente reforcadas pela demonstracdo da ativacdo de neurdnios pré-motores
simpaticos no HL durante a exposi¢cdo a um estimulo aversivo condicionado (CARRIVE;

GORISSEN, 2008). Entretanto, a participagdo do HL no controle das respostas
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cardiovasculares a estimulos aversivos ndo-condicionados foi reportada somente
recentemente. Nesse sentido, Deolindo e colaboradores (2013) demonstraram que o bloqueio
sindptico ndo-seletivo do HL facilitou a resposta de taquicardia causada pelo estresse de
restricdo agudo, porém sem afetar a resposta pressora. Esse efeito foi mimetizado pelo
tratamento local com um antagonista seletivo do receptor glutamatérgico NMDA, o que
sugeriu um envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica local (DEOLINDO et al.,
2013b). Adicionalmente, Gomes-de-Souza e colaboradores (2019) demonstraram que o
tratamento do HL com um antagonista seletivo do receptor GABAa, mas ndo com
antagonista seletivo do receptor GABAB, atenuou a taquicardia induzida pelo estresse de
restricao agudo.

O envolvimento do HL nas respostas comportamentais desencadeadas pelo estresse
foi pouco investigado. Entretanto, foi reportado que a inibi¢do quimica de neurdnios do HL
através da microinjecdo local de muscimol (agonista do receptor GABAA) diminuiu a
exploragdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE) (HAKVOORT
SCHWERDTFEGER; MENARD, 2008a). Um papel do HL em comportamentos
relacionados a ansiedade foi também evidenciado em um estudo que comparou animais com
fenotipo de alta ansiedade versus baixa ansiedade, em que foi identificado que animais com
fenotipo de alta ansiedade apresentaram maior ativacdo do HL quando expostos ao campo
aberto e ao brago aberto do LCE (SALOME et al., 2004). Adicionalmente, dados recentes
evidenciaram que neurdnios positivos para galanina no HL modulam comportamentos do
tipo ansioso (Owens-French et al., 2022). Além disso, dados indicam o HL como um
importante sitio envolvido na resposta ansiogénica decorrente da ativagdo hipocampal
(JIMENEZ et al., 2018). Um possivel envolvimento do HL nas respostas comportamentais
ao estresse ¢ também fundamentada por achados de que a inibigdo da resposta ansiogénica
ao estresse de restricdo apoOs o tratamento sistémico com nicotina foi acompanhada por

reducdo na ativagao de neuronios no HL (HSU et al., 2007).
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Outro aspecto relevante sdo as evidéncias de alteragdes funcionais e neuroquimicas
no HL apos a exposi¢do a protocolos de estresse cronico. Por exemplo, a redugdo na ativagao
de células expressando o receptor tipo 1 do peptideo semelhante a glucagon (receptor GLP-
1) foi abolido ap6s a exposi¢do repetida ao estresse de restri¢do, quando comparada com a
ativagdo ap6s uma sessao aguda de restricdo; ao passo que a ativacao de células expressando
o receptor de melanocortina do tipo 4 (MC4) foi mantida (CHAGRA et al., 2011). Por outro
lado, a ativacdo de células positivas para o peptideo relacionado a agouti foi identificado
somente em animais repetidamente expostos ao estresse de restricio (CHAGRA etal., 2011).
Além disso, foi identificado que o ERR foi capaz de aumentar a quantidade de neur6nios
positivos para o hormdnio concentrador de melanina no HL (do inglés, MCH) (KIM; HAN,
2016).

Outro fato importante ¢ que a ativagdo neuronal no HL induzida pelo estresse de
ambiente novo foi reduzida em animais previamente expostos a um protocolo de estresse
cronico variavel (ECV) (OSTRANDER et al., 2009). O ECV também diminuiu o limiar para
autoestimulacdo do HL, o que sugere um aumento da eficicia de recompensa da
autoestimulacdo (LIN et al., 2002); além de alterar a expressao génica de neuropeptideos
como substancia P (aumento), orexina (aumento) e galanina (diminui¢do) no HL (ITO et al.,
2009; SERGEYEV et al., 2005). O fator neurotrofico derivado do cérebro (do inglés,
BDNF), no qual ¢ responsavel pela sobrevivéncia e plasticidade de neurdnios, também foi
aumentado no HL de animais expostos ao estresse de imobilizagao repetido (SMITH et al.,
1995). Esses dados fornecem evidéncias de que a exposi¢cdo cronica prévia a eventos
aversivos pode alterar o perfil de controle das respostas ao estresse pelo HL, além de sugerir
um envolvimento dessa regido hipotalamica nas disfun¢des causadas pela exposicao a
estressores cronicos.

Os dados apresentados acima indicam um envolvimento do HL nas respostas
cardiovasculares ao estresse. Entretanto, os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos

nesse controle ainda sdo pouco compreendidos. Como reportado acima, foi evidenciado
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uma participagdo das neurotransmissoes glutamateérgica e GABAérgica no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢do pelo HL (DEOLINDO et al., 2013b;
GOMES-DE-SOUZA et al., 2019), porém a participa¢do de outros neurotransmissores e
neuromoduladores nunca foi reportada. Além disso, apesar das evidéncias de alteracoes
funcionais e neuroquimicas no HL apos a exposi¢do a protocolos de estresse cronico, a
influéncia da experiéncia prévia a estressores cronicos no controle das respostas
cardiovasculares e do comportamento do tipo ansioso ao estresse pelo HL é pouco

compreendida.

1.2. Neurotransmissiao “CRFérgica” e as respostas cardiovasculares e
comportamentais do tipo ansiogénica ao estresse

O fator liberador de corticotrofina (CRF) foi inicialmente identificado no hipotalamo
e caracterizado como regulador da secre¢do do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) na
hipofise anterior (VALE et al., 1981). Posteriormente, foi reportada a presenca do CRF e de
receptores de CRF em outras regides encefalicas (F. PHELIX; LIPOSITS; WILLIS, 1994;
REUL; HOLSBOER, 2002; SWANSON et al., 1983). Portanto, o CRF, atuando como
neurotransmissor no SNC, vem sendo demonstrado estar envolvido no controle de respostas
independentes do eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HPA), incluindo o controle de
respostas cardiovasculares e comportamentais a estressores sistémicos e psicologicos
(DEUSSING; CHEN, 2018; HENCKENS; DEUSSING; CHEN, 2016; JOELS; BARAM,
2009; STENGEL; TACHE, 2010; WOOD, 2014).

O sistema “CRFérgico” inclui o CRF e outros trés peptideos denominados urocortina
1, urocortina 2 e urocortina 3 (BALE; VALE, 2004; DEDIC; CHEN; DEUSSING, 2018;
HAUGER et al., 2003). Os efeitos do CRF e dos demais peptideos do sistema “CRFérgico”
sdo mediados pela ativagdo de dois receptores, os receptores CRF; e CRF, (Bale & Vale,
2004; Hauger et al., 2003) e atuam principalmente através da via de sinalizagcdo Gs/adenilato

ciclase/cAMP (DEUSSING; CHEN, A., 2018). Os ligantes endogenos apresentam
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diferengas no perfil farmacoldgico de ligagdo aos receptores CRF; e CRF2. O CRF possui
uma afinidade maior ao receptor CRF1, ao passo que a urocortina 2 e a urocortina 3 ligam-
se seletivamente ao receptor CRF, (DEUSSING; CHEN, 2018; HAUGER et al., 2003;
HENCKENS; DEUSSING; CHEN, 2016). A urocortina 1 possui afinidade semelhante para
ambos os receptores (DEUSSING; CHEN, 2018; HAUGER et al., 2003; HENCKENS;
DEUSSING; CHEN, 2016). As agdes dos ligantes sdo também moduladas pela ligagdo a
proteina de ligacdo do CRF, na qual limita a disponibilidade dos peptideos “CRFérgicos” e
pode servir como um reservatorio (BEHAN et al., 1995). Essa proteina pode também ter
outras acdes intracelulares e extracelulares, porém esses efeitos ainda s3o pouco
compreendidos (DEUSSING; CHEN, 2018; HENCKENS; DEUSSING; CHEN, 2016;
SEASHOLTZ; VALVERDE; DENVER, 2002).

Como mencionado acima, estudos prévios reportaram um envolvimento da
neurotransmissdo CRFérgica nas respostas cardiovasculares ao estresse (GAO; GAO, 2019).
Por exemplo, foi reportado reducdo nas respostas cardiovasculares a diferentes estressores
apos a administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de antagonistas ndo-seletivos dos
receptores CRF (MORIMOTO et al., 1993; NAKAMORI; MORIMOTO; MURAKAMI,
1993, 2017; NIJSEN et al., 2000). Foi também demostrado que antagonistas nao-seletivos
dos receptores CRF reduziram as respostas comportamentais ao estresse, incluindo as
respostas comportamentais do tipo ansiosas e depressivas (HEINRICHS et al., 1992; KOOB;
HEINRICHS, 1999; MENZAGHI et al.,, 1994). Apesar desses resultados forneceram
evidéncias do envolvimento de receptores CRF no SNC na geragao das respostas ao estresse,
o subtipo de receptor envolvido ainda ndo esta totalmente elucidado. Nesse sentido, estudos
indicaram a participacdo do receptor CRF na ansiedade induzida pelo estresse (GRIEBEL
et al., 2002; LIEBSCH et al., 1995). Além disso, foi reportado a participacdo do receptor
CRF,, mas ndo do CRFi, na diminui¢do induzida pelo estresse de restricdo da inibigdo
promovida por um pré-pulso da resposta de sobressalto induzida por pulso (SUTHERLAND;

CONTI, 2011). Além disso, os sitios especificos no SNC onde os peptideos “CRFérgicos”
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agem para controlar as respostas ao estresse vém sendo alvo de estudos. Com relagdo as
respostas cardiovasculares ao estresse, estudos prévios reportaram o envolvimento do nticleo
dorsal motor do vago no bulbo e do NLET (NIJSEN et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2015,

2020; STIEDL, 2005), porém a agdo em areas hipotalamicas foi menos explorada.

1.3. Hipotalamo lateral e as respostas cardiovasculares e comportamentais do tipo
ansiogénica ao estresse: neurotransmissio “CRFérgica”

Foi identificada a expressao dos receptores CRF; e CRF2, no HL (CHALMERS;
LOVENBERG; DE SOUZA, 1995; DE SOUZA et al., 1985; PETT et al., 2000; ROSINGER
etal.,2017; WINSKY-SOMMERER, 2004). Terminais imunorreativos para o CRF oriundos
do nucleo central da amigdala (CeA), do NLET e no nucleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) também foram reportados no HL (DEUSSING; CHEN, 2018; GIARDINO et al.,
2018a; LI et al.,, 2020; MARCINKIEWCZ et al.,, 2016; POMRENZE et al., 2015;
SWANSON et al., 1983). Estudos imunohistoquimicos também revelaram a presenca de
neurdnios expressando CRF, urocortina 3 e urocortina 1 no HL (BITTENCOURT et al.,
1999; HORJALES-ARAUJO; HELLYSAZ; BROBERGER, 2014; SWANSON et al., 1983;
WITTMANN et al., 2009), além de fibras imunorreativas para urocortina 1 e urocortina 3
(BITTENCOURT et al., 1999; LIN et al., 2002).

Uma participagdo da neurotransmissdo “CRFérgica” do HL no controle da fun¢ado
cardiovascular foi inicialmente evidenciado pela demonstracdo de que a microinjecdo de
CRF no HL causou aumento dose-dependente da pressdo arterial e frequéncia cardiaca (FC)
em animais em repouso (DIAMANT et al., 1992). No entanto, o papel da neurotransmissao
“CRFérgica” no HL nas respostas cardiovasculares e comportamentais desencadeadas por
estimulos aversivos ndo foi explorado. A hipotese de um envolvimento da neurotransmissao
“CRFérgica” no HL no controle das respostas ao estresse ¢ suportada por dados que
indicaram uma reducdo na ativagdo de neurdénios no HL induzida por choque nas patas ou

estresse de restricio em animais knockout para os receptores CRF;*”) (WINSKY-



23
SOMMERER, 2004). Além disso, dados sugerem que o CRF no HL tenha um papel

importante na insonia induzida por estresse (LI et al., 2020)

A restricao ¢ um estressor ndo-condicionado e inescapavel, que consiste na limitagao
dos movimentos do animal por meio da introdu¢do do animal inteiro em um tubo cilindrico
(alternativamente, em alguns estudos o animal foi envolto em uma malha de arame)
(BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009). Esse estressor ¢ amplamente utilizado para
avaliacdo das respostas fisiologicas (e.g., neuroendocrinas e cardiovasculares) observadas
durante situagdes aversivas em roedores (BALI; JAGGI, 2015; BUYNITSKY;
MOSTOFSKY, 2009; JAGGI et al., 2011). O estresse de restrigdo também ¢ comumente
empregado para avaliacdo de respostas comportamentais relacionadas a ansiedade induzidas
pelo estresse (BALI; JAGGI, 2015; BUYNITSKY; MOSTOFSKY, 2009; KORTE; DE
BOER, 2003). Desse modo, considerando as evidéncias prévias de que o HL tenha uma
influéncia inibitoria nas respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢cao (Deolindo et
al., 2013; Gomes-de-Souza et al, 2019), juntamente com resultados fornecendo evidéncias
de que a ativagdo de neuronios no HL causa efeitos ansioliticos (Hakwoort et al, 2008), uma
das hipoteses testadas no presente estudo foi a de que a neurotransmissao CRFérgica no
HL, atuando via o receptor CRF; e CRF>, tenha uma influéncia inibitoria nas respostas
cardiovasculares e comportamentais relacionadas a ansiedade induzidas pelo estresse de
restri¢do agudo.

A exposicdo a protocolos de estresse cronico afeta a expressdo dos receptores
“CRFérgicos”, além de alterar a quantidade de CRF e urocortinas em regides encefalicas
envolvidas no controle das respostas ao estresse (ANISMAN et al., 2007; GIARDINO;
PUGLISI-ALLEGRA; CECCATELLI, 1996; HARRIS et al., 2006; KIM et al., 2006; LAN
et al., 2015; LENGLOS et al., 2013; MAKINO et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2020,
SANTIBANEZ; GYSLING; FORRAY, 2006; SUTHERLAND et al., 2010a; WANG et al.,
2010; WISLOWSKA-STANEK et al., 2016). Alteracdes epigenéticas nos genes crf e crhrl

também foram reportadas em animais expostos a estressores cronicos (STERRENBURG et
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al.,, 2011; WAN et al., 2014). Além disso, uma diminuicdo no limiar para os efeitos
comportamentais decorrentes da administracdo central de CRF foi reportada apds a
exposicao repetida ao estresse de restricdo (HARRIS, 2017). Como mencionado acima,
alteracdes morfologicas e neuroquimicas foram identificadas no HL apds a exposi¢do
repetida a eventos estressores cronicos (CHAGRA et al., 2011; ITO et al., 2009; LIN et al.,
2002; OSTRANDER et al., 2009; SERGEYEYV et al., 2005; SMITH et al., 1995). Apesar
dessas evidéncias, em uma ampla busca na literatura nés ndo encontramos estudos que
tenham investigado o efeito de estressores cronicos sobre a neurotransmissao “CRFérgica”
no HL. Desse modo, uma segunda hipotese testada no presente estudo foi a de que a
exposicdo repetida ao estresse de restricdo cause alteracoes na neurotransmissao
“CRFeérgica” no HL, e essas alteragcoes alteraram o controle das respostas
cardiovasculares e comportamentais do tipo ansiogénica ao estresse de restri¢do por esse
mecanismo neuroquimico no HL.

Ainda com relagdo a estressores cronicos, o estresse cronico variavel (ECV) é um
modelo experimental de estresse cronico amplamente utilizado na literatura (CRESTANI,
2016a; GOLBIDI; FRISBEE; LAHER, 2015; GRIPPO, 2009; HERMAN, 2013;
WILLNER, 2005), que consiste na exposicao repetida de roedores a diferentes estressores
inescapaveis e imprevisiveis. O ECV foi inicialmente descrito como um modelo
experimental para avaliagdo de comportamentos relacionados a depressdo em roedores
(WILLNER, 2005), porém vem sendo consistentemente demonstrado que as respostas
comportamentais induzidas pelo ECV s3o acompanhadas de importantes alteragdes na
atividade auténoma e na fun¢do cardiovascular, incluindo aumento da pressdo arterial e
frequéncia cardiaca basal, elevagdo no tonus simpdtico cardiaco e vascular,
comprometimento na atividade barorreflexa, redu¢cdo no limiar para arritmias cardiacas e
disfungoes cardiacas e vasculares (CRESTANI, 2016a; GOLBIDI; FRISBEE; LAHER,
2015; GRIPPO, 2009). Esses efeitos cardiovasculares sao consistentes com as alteragdes

autonomas e cardiovasculares observadas na depressao em humanos (GRIPPO, 2009). Além
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disso, devido a alterndncia dos estimulos estressores, as respostas fisiologicas apresentam
um reduzido processo de habituacdo durante a exposi¢do ao ECV, de modo que o ECV tem
sido descrito como uma alternativa a modelos de estresse cronico homotipicos (i.e.,
exposicao repetida ao mesmo estressor) para avaliacdo de disfun¢des induzidas pelo estresse
cronico, uma vez que estressores homotipicos apresentam um acentuado processo de
habituacdo (HERMAN, 2013; MCCARTY, 2016b). Assim, o ECV vem sendo amplamente
utilizado para investigar a interagdo entre respostas comportamentais do tipo depressivas e
complica¢des cardiovasculares (ALMEIDA et al., 2015; BROOKS et al., 2018; GRIPPO et
al., 2006; GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2008a; VIEIRA et al., 2018). Desse modo, uma
ultima hipotese testada no presente estudo foi a de que a neurotransmissdo “CRFeérgica”

no HL esteja envolvida nas alteracoes cardiovasculares induzidas pelo ECV.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagdo da neurotransmissao
“CRFérgica” no HL nas respostas cardiovasculares e comportamentais ao estresse em ratos.
Para tanto, os objetivos especificos foram:

1) Investigar o envolvimento da neurotransmissdo “CRFérgica” no HL nas
respostas cardiovasculares e comportamentais do tipo ansiogénica induzidas pelo
estresse de restri¢do agudo em ratos.

2)  Avaliar o efeito da exposi¢do repetida prévia ao estresse de restri¢do no
controle das respostas cardiovasculares e comportamentais do tipo ansiogénica a
esse estressor pela neurotransmissao “CRFérgica” no HL em ratos.

3) Investigar o envolvimento da neurotransmissdo “CRFérgica” no HL nas
alteragcdes nos parametros cardiovasculares basais, na variabilidade cardiaca e na
atividade do barorreflexo induzidas pela exposi¢do a um protocolo de ECV em
ratos.

4) Avaliar o efeito da exposi¢ao ao ERR ou ao ECV sobre os niveis proteicos dos

receptores CRF; e CRF2no HL de ratos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 240-260g (60 dias
de idade). Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
Paulista (Botucatu/SP) e foram transferidos para o Biotério do Laboratdrio de Farmacologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr/UNESP) no minimo sete dias antes do
inicio dos experimentos. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura (23+2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 7h), com acesso livre a
alimento e agua. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da FCFAr/UNESP (protocolo nimero 23/2018).

3.2. Implante de canulas guias direcionadas ao hipotilamo lateral

Os animais foram submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano (5% para
inducdo e 1,6% para manutencao) usando um sistema de anestesia de baixo fluxo (Bonther,
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Apos a tricotomia, a cabeca do animal foi imobilizada
em um estereotaxico (Stoelting, EUA), e em seguida foi realizada a assepsia do campo
cirurgico com alcool 70% e solugdo de iodo. Para reducdo do sangramento durante a cirurgia,
foi injetado 0,3 ml de solucdo de lidocaina com vasoconstritor. 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%. Foram realizadas as medidas para o posicionamento bilateral de canulas direcionadas
ao HL. Todas as coordenadas tiveram como referéncia parametros obtidos do Atlas de
Paxinos & Watson (1997), e foram como segue:

Anteroposterior: +6,2 mm em relagdo a interaural

Lateral: +1,8 mm a partir da linha média

Vertical: -7,6 mm em relagdo ao osso parietal
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Apbs os célculos e posicionamento das canulas de ago inoxidavel no local
desejado, foram feitos orificios no cranio com auxilio de uma broca odontolédgica, por onde
as canulas foram introduzidas bilateralmente direcionadas ao HL. As canulas foram
constituidas por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23G) com 13 mm de
comprimento, ¢ foram fixadas ao crdnio com uma resina acrilica autopolimerisavel
(Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ). Pequenos parafusos foram previamente
implantados na calota craniana para fixag¢do da resina. Um mandril com 0,2 mm de diametro
foi introduzido nas canulas para evitar sua obstru¢ao durante o periodo de recuperacdo do
animal. Como medida profilatica, ao final da cirurgia os animais receberam pentabidtico
veterinario (560 mg/ml/kg, Fontoura-Wyeth, Sao Paulo, Brasil) pela via intramuscular e o
anti-inflamatorio nao-esteroidal flunixina meglumina (0,5 mg/ml/kg, Banamine®, Schering

Plough, Brazil) pela via subcutanea.

3.3. Canulacio da artéria e veia femoral

Os animais foram submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano (como descrito
na sessdo 3.2.), e foi implantado um cateter na aorta descendente através da artéria femoral
para registro dos pardmetros cardiovasculares e outro cateter na veia femoral para infusio
de drogas vasoativas nos experimentos para avaliacao da atividade barorreflexa. Os cateteres
foram constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos de
polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solugdo salina e anticoagulante
(20 U/ml de heparina em solug¢do salina), e obstruidos com pino de metal. Apos a
implantacdo dos cateteres, eles foram exteriorizados na regido dorsal do animal e fixado a
pele por sutura cirargica. Ao término da cirurgia, os animais receberam o anti-inflamatério
ndo-esteroidal flunixina meglumina (0,5 mg/ml/kg, Banamine®, Schering Plough, Brazil)
por via subcutdnea para analgesia pos-operatdria. Os animais foram mantidos em caixas

individuais durante todo o periodo pos-operatdrio e de registro cardiovascular.
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3.4. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através 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 um
programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressao

arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos sinais da PAP.

3.5. Registro da temperatura cutinea da cauda

O registro da temperatura cutdnea da cauda foi realizado utilizando um termovisor
(IR14010, Inglaterra). A andlise foi feita através de um software para analise termografica
(IRISYS 4000), e a temperatura foi representada como variagdes na intensidade de cor
(BUSNARDO et al., 2013; VIANNA; CARRIVE, 2005). Para a analise das imagens, a
medida da temperatura foi realizada em cinco pontos ao longo de toda a extensdo da cauda
do animal, e a média foi calculada para cada registro (BUSNARDO et al., 2013; OLIVEIRA

etal., 2015).

3.6. Analise comportamental no labirinto em cruz elevado (LCE)

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliagdo dos efeitos do
estresse de restricdo sobre comportamentos relacionados a ansiedade. O aparato utilizado
para o teste consistiu em dois bracos abertos e dois bracos fechados, de 50 cm de
comprimento e 10 cm de largura cada um, unidos perpendicularmente e elevados 50 cm do
solo. Os bragos fechados possuiram paredes de madeira de 40 cm de altura que os circundam,
e os bracos abertos uma borda lateral de acrilico de 1 cm para evitar a queda dos animais.
No intervalo entre os testes de cada animal, o labirinto foi limpo com uma solugdo de alcool

20%. O comportamento foi gravado por uma camera de video por um periodo de 5 minutos
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e foram analisados utilizando o programa Anymaze (Stoelting, EUA). Foi registrado o
numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados. No teste de
LCE os roedores evitam os bracos abertos, e firmacos ansioliticos aumentam a exploragdo
dos bragos abertos, sem interferir com o nimero de entradas nos bragos fechados de modo
que uma diminui¢dao na exploracdo dos bracos abertos € interpretada como uma resposta
comportamental do tipo ansiogénica (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; PELLOW et al.,

1985)

3.7. Drogas e solucoes

O CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;) (Tocris, EUA), a
antisauvagine-30 (ASV-30; antagonista seletivo dos receptores CRF>) (Tocris, EUA), a
fenilefrina (agonista seletivo dos adrenoceptores al) (Sigma- Aldrich, EUA), o
nitroprussiato de sodio (doador de oOxido nitrico) (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana
(SigmaAldrich, EUA) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabiotico (Fountora-
Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatorio flunexina meglumina (Banamine ®, Schering Plough,

Brasil) foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.8. Microinjecao de drogas no sistema nervoso central

As agulhas injetoras (33G, Small Parts, EUA) utilizadas para a microinjecdo das
drogas no HL foram 1 mm mais longas do que as canulas guias fixadas ao cranio. A
administracdo das drogas foi realizada utilizando uma seringa de 2 pl (7002KH, Hamilton,
EUA) conectadas a agulha de injecdo através de um tubo de polietileno (PE-10). As drogas
foram injetadas no volume de 100nL (CRESTANI et al., 2009a; DEOLINDO et al., 2013b;

GOMES-DE-SOUZA et al., 2019; REIS-SILVA et al., 2021).
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3.9. Estresse

3.9.1 Estresse de restricdo

O estresse de restricdo consistiu na introdu¢do dos animais em tubos cilindricos
plasticos (didmetro=6,5 cm, comprimento=15 c¢m, ventilados por buracos de /> polegada
que preencham aproximadamente 20% do tubo). No presente estudo realizamos, em grupos
independentes de animais, uma sessdo aguda ou a exposic¢ao repetida ao estresse de restri¢ao.
3.9.1.1 Estresse de restricao agudo

No protocolo de estresse agudo os animais foram mantidos por um periodo de 60
minutos no tubo de restricdo (CRESTANI et al., 2009b, 2010a; DEOLINDO et al., 2013b;
GOMES-DE-SOUZA et al., 2019). Cada animal foi submetido a apenas uma sessdo de
restricdo para evitar habituacdo (BENINI et al., 2019, 2020).
3.9.1.2. Estresse de restri¢do repetido

Para o estresse de restricdo repetido (ERR), os animais foram submetidos a sessdes
diarias de 60 minutos de estresse de restricdo, como descrito na se¢do 3.9.1.1, por 10 dias
consecutivos (COSTA-FERREIRA et al., 2016; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015;
VIEIRA et al., 2018). As sessdes de estresse foram iniciadas sempre as 9:00 horas e
realizadas na sala em que foram realizados os testes.

3.9.2. Estresse cronico variavel (ECV)

O protocolo de ECV consistiu na exposicdo didria dos animais a diferentes
estressores, alternando-os durante 10 dias consecutivos (DUARTE; PLANETA;
CRESTANI, 2015; VIEIRA et al., 2018). A Tabela 1 apresenta o protocolo completo do
ECV. Animais controle foram mantidos em repouso, exceto no periodo de limpeza das
caixas, no Biotério do Laboratério de Farmacologia da FCFAr/UNESP pelo mesmo periodo

que os animais submetidos ao protocolo de estresse.
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Tabela 1 - Protocolo de estresse crénico variado (ECV)

Dia Tipo de estresse e cronograma

1 10:00h, nado forgado por 15 min; 19:00h, serragem imida durante a noite

2 15:00h, frio (4 °C) e isolamento por 60 min; 19:00 h, luzes acesas durante a noite

3 12:00h, luzes apagadas por 180 min; 15:00 h, nado forgado por 5 min

4 07:30h, serragem Umida durante o dia; 19:00h, privagdo de alimento/agua

durante a noite
13:00 h, campo aberto por 10 min; 19:00 h, isolamento durante a noite
14:00 h, frio (4 °C) e isolamento por 15 min; 15:00 h, luzes apagadas por 120 min
19:00 h, serragem imida e luz acesa durante a noite
19:00 h, isolamento e privagdo de alimentos/agua durante a noite
16:00 h, frio (4 °C) e isolamento por 30 min; 19:00 h, luzes acesas durante a noite
0 09:00 h, labirinto em cruz aberto por 5 minutos; 10:00 h, nado forgado por 10 min

-2 G0 3 & W

3.10. Avaliacio da atividade autonoma através da analise espectral

A analise espectral de poténcia do intervalo de pulso (IP) foi realizada para analisar
a atividade autobnoma controlando o coracdo. Para isso, séries temporais de IP batimento-a-
batimento foram extraidas do sinal de pressao arterial pulsatil. A variabilidade geral destas
séries foi calculada no dominio da frequéncia usando o software Cardioseries v2.4
(disponivel em  https://www.sites.google.com/site/cardioseries/). A  poténcia dos
componentes oscilatérios obtidos do IP foi quantificada em duas bandas de frequéncia: baixa
frequéncia (LF, 0,20-0,75 Hz) e alta frequéncia (HF, 0,75-3,0 Hz). Para minimizar os efeitos
do total de mudangas de poténcia na variabilidade de cada banda de frequéncia, os resultados
de LF e HF de IP foram expressos em unidades normalizadas (n.u) (MALIK et al., 1996).
Os valores normalizados foram obtidos calculando a poténcia relativa das bandas LF e HF
em proporc¢ao ao espectro total da poté€ncia menos a poténcia da banda de frequéncia muito
baixa (<0,20 Hz) (MALIK et al., 1996).

As oscilagdes do IP na faixa LF representam os efeitos modulatérios da atividade
simpatica controlando o coragdo; enquanto as oscilagdes de IP na faixa de HF estdo
associadas com a modulagdo parassimpatica do coracdo (MALIK et al, 1996;
RAMAEKERS et al., 2002). A razdo entre o as poténcias das bandas LF e HF (LF/HF) de
IP foram calculadas para determinacao do balango simpatovagal cardiaco (ALMEIDA et al.,

2015; COSTA-FERREIRA et al., 2016).
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3.11. Avaliacao da atividade barorreflexa

3.11.1. Método farmacologico

A atividade do barorreflexo foi avaliada através de alteragdes na pressdo arterial
induzidas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agonista seletivo dos adrenoceptores o)
(50pug/mL a 0,34 mL/min/kg) e de nitroprussiato de s6dio (NPS, doador de 6xido nitrico)
(70pg/mL a 0,8mL/min/kg), utilizando uma bomba de infusdo (K.D. Scientific, EUA)
(CRESTANI et al., 2010b). A fenilefrina e o0 NPS causam aumento e reducdo na pressao
arterial, respectivamente. A andlise foi feita relacionando a variagdo da PAM (10, 20, 30 e
40mmHg) com a resposta reflexa correspondente da FC. Utilizando os pontos obtidos da
correlacdo na variagdo da PAM e FC durante as infusdes de fenilefrina e NPS foram tragadas
curvas sigmoides como descritas na literatura (CRESTANI et al., 2010b; REIS-SILVA et
al., 2021). A avaliacdo da curva sigmoide foi feita com base em cinco parametros: 1- plato
minimo de frequéncia cardiaca (P1, bpm); 2-platé maximo de frequéncia cardiaca (P2, bpm);
3- variagdo da frequéncia cardiaca (AP, bpm, diferenca entre P1 e P2); 4-pressdo arterial
média (PA50, mmHg, valor de PAM que promove 50% de variagdo na FC) e 5- Ganho (G,
bpm/mmHg, inclina¢do da por¢ao linear da curva) (CRESTANI et al., 2010b; REIS-SILVA
et al., 2021). Um grafico representativo da curva sigmoide e seus parametros ¢ apresentado

na Figura 1.
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(platé méximo de FC) | € =========

N\ Ganho
\ Lo
\\ (inclinagdo)
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v

A PAM (mmHg)

Figura 1: Representacdo esquematica ilustrando os pardmetros analisados nas curvas sigmoides. FC:
frequéncia cardiaca; PAM: pressdo arterial média. Imagem adaptada de CRESTANI et al, 2010b.
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3.11.2. Método de andlise de sequéncia

Além da abordagem farmacolédgica, a fungdo barorreflexa também foi avaliada
utilizando a técnica de analise de sequéncia. Essa técnica avalia a fung¢ao barorreflexa através
de flutuacdes espontaneas da pressdo arterial, sem qualquer manipulacdo farmacologica.
Para isso, os valores batimento-a-batimento da pressao arterial sistolica (PAS) e intervalo de
pulso (IP) foram analisados usando o software Cardioseries v2.4 (COSTA-FERREIRA;
GOMES-DE-SOUZA; CRESTANI, 2021; REIS-SILVA et al., 2021) para identificacdo de
sequéncias em que o aumento da pressdo arterial sistdlica (PAS) estava associado ao
alongamento do IP (sequéncia UP) ou a diminuicdo da PAS estava associada ao
encurtamento do IP (sequéncia DOWN). A sequéncia barorreflexa so6 foi utilizada quando o
coeficiente de correlacdo (r) entre a alteragdo da PAS e do IP foi maior que 0,8. A
sensibilidade do barorreflexo espontaneo foi avaliada com base na inclinagdo (ms/mmHg)
da regressdao linear entre a PAS e o IP. Também foi avaliado o indice de eficacia do
barorreflexo (BEI), que indica a porcentagem de alteracdes da PAS que efetivamente evoca

alteragoes reflexas do IP (RIENZO et al., 2001).

3.12. Determinacio anatomica dos sitios de injecido das drogas no encéfalo

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg,
i.p.), € 100 nL do corante azul de Evan (1%) foi microinjetado para determinacao do sitio de
injecdo no encéfalo. Em seguida, os ratos foram perfundidos e os cérebros removidos, pos-
fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais de 40pum de espessura para analise
dos sitios de injecdo. O posicionamento das agulhas de microinje¢do foi determinado em um

microscopio de luz de acordo com o atlas de cérebro de rato de Paxinos e Watson (1997).

3.13. Medidas dos niveis proteicos dos receptores CRF; e CRF; no HL
Os animais foram anestesiados com isoflurano e posteriormente decapitados em

guilhotina, e tiveram seus encéfalos rapidamente removidos, congelados em isopentano
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sobre gelo seco (-20°C) e armazenados em freezer -80°C até a dissecacdo da HL. Amostras
de cerca de 1 mm de espessura foram obtidas a partir de sec¢do coronal da regido do HL
obtida em um criostato (-20° C) (CM1900, Leica, Alemanha) utilizando-se uma agulha de
ponta chata de 14G. As amostras foram obtidas a partir das coordenadas de -1,8mm a - 2,8
mm em relagdo ao bregma (Paxinos & Watson, 1997). Apds a dissecagdo, as amostras foram

congeladas e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise por Western Blotting.

O Western Blotting foi realizado de acordo com técnica padronizada em nosso
laboratério (MARIN et al., 2009). Brevemente, as amostras do HL. foram homogeneizadas
por meio de ondas de ultrassom em solucao de SDS 1%, e tiveram o conteudo de proteinas
determinado para posterior ajuste da quantidade utilizada na anélise (o conteudo de proteina
foi ajustado em 40pg). Em seguida, as amostras foram desnaturadas e submetidas a
eletroforese em gel de SDS poliacrilamida 9%. Ao final da separagdo, as proteinas no gel
foram transferidas para uma membrana PVDF-FL. Apos a transferéncia, as membranas
foram bloqueadas por meio de solugdo TBS-T com 5% de leite em pd desnatado para evitar
ligacdes inespecificas com os anticorpos. Apos a fase de bloqueio, as membranas foram
incubadas por 18 horas (“overnight”) a 4°C com os anticorpos primarios contra os receptores
CRF; (1:500, Antibody, Rabbit Anti-Corticotropin Releasing Factor Receptor 1®;
Millipore) ou CRFz (1:1000, Polyclonal Antobody, Rabbit Anti Corticotropin Releasing
Factor Receptor 2®; Millipore). Apos trés lavagens em tampao TBS-T por cinco minutos,
as membranas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente com o anticorpo
secundario conjugado a fluordforo (1:1000, Goat-Rabbit IgC-Cy5; GE Healthcare). Em
seguida, protegidas da luz, as membranas foram secas em papel de filtro, e a fluorescéncia
das bandas foi detectada diretamente a partir das membranas utilizando o escaner Syngene
G:Box Chemi XRQ imager (Syngene, Frederick, MD, USA) e quantificados no software
Syngene GeneTools (Syngene, Frederick, MD, EUA). A quantidade de receptores CRF; e

CRF; foi expressa em % em relagdo ao grupo controle. O controle da quantidade de amostra
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nas membranas foi realizado pela coloragdo das membranas de PVDF com azul de
Coomassie, seguida da quantificacdo de proteina total em toda a faixa (OLIVEIRA et al.,

2021).

3.14. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). No protocolo
4.1 (ver descri¢do abaixo) foi utilizado a anélise de varidncia (ANOVA) monofatorial para
a analise dos valores cardiovasculares basais; ao passo que a ANOVA bifatorial, com
tratamento como medida principal e tempo como medida repetida, foi usada para comparar
as curvas temporais de variagdes dos parametros analisados. No protocolo 4.2 (ver descri¢do
abaixo) o efeito dos tratamentos farmacologicos sobre os valores basais de pressao arterial,
FC e temperatura cutanea da cauda foram comparados utilizando a ANOVA bifatorial, com
tratamento e estresse (agudo x repetido) como fatores independentes; ao passo que a
ANOVA trifatorial, com tratamento e estresse (agudo x repetido) como medidas principais
e tempo como medida repetida, foi usada para comparar as curvas temporais de variagdes da
pressdo arterial, FC e temperatura cutdnea da cauda durante o estresse de restri¢do. No
protocolo 4.3 (ver descricdo abaixo) foi utilizado a ANOVA bifatorial para a andlise dos
parametros de analise comportamental, com tratamento e estresse (agudo x repetido) como
fatores independentes. No protocolo 4.4 (ver descri¢do abaixo) o efeito dos tratamentos
farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM e FC, os pardmetros de variabilidade
cardiaca, os parametros derivados das curvas sigmoides e os pardmetros do barorreflexo
espontaneo foram comparados utilizando a ANOVA bifatorial, com tratamento e estresse
(controle x ECV) como fatores independentes. No protocolo 4.5 (ver descri¢do abaixo) foi
utilizado a ANOVA bifatorial para a andlise dos dados de peso corporal, com estresse
(controle x ERR x ECV) como medida principal e tempo como medida repetida; para os
dados de quantificagdo dos niveis proteicos dos receptores CRF; ou CRF> foram analisados

utilizando a ANOV A monofatorial. Quando a analise ANOVA indicou efeito nos fatores, o
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pos-teste de Bonferroni foi usado para identificacdo de diferengas especificas entre os grupos
experimentais. Os resultados dos testes estatisticos com P<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Efeito do tratamento do HL com diferentes doses do antagonista seletivo do
receptor CRF{ (CP376395) nas respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de
restricio agudo em ratos

Experimentos preliminares indicaram que algumas doses dos antagonistas de
receptores “CRFérgicos” causavam alteracdes nos valores basais de FC (valor pré-estresse)
quando administrados no HL. Desse modo, este protocolo teve o objetivo de identificar a
dose de CP376395 (antagonista do receptor CRF1) que provocaria efeitos nas respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo independentes de alteracdes nos parametros
cardiovasculares basais. Para isso, todos os animais foram submetidos a cirurgia
estereotaxica para o implante de canulas guias bilaterais direcionada ao HL, e foram
mantidos em recuperacdo por no minimo 3 dias. O experimento foi realizado 24 h ap6s o
implante de um cateter na artéria femoral para registro cardiovascular. Apds o implante dos
cateteres, os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de experimentagdo até o
inicio do experimento, para habituacdo as condi¢des da sala. Durante o experimento, grupos
independentes de animais receberam microinjecdes bilaterais no HL de 100L de veiculo
(NaCl 0,9%) ou CP376395 nas doses de 1nmol, 0,Inmol ou 0,0 Inmol. Dez minutos apods o
tratamento do HL, os animais foram expostos a uma sessao aguda de 60 minutos de estresse
de restricdo. O registro da pressao arterial e FC foi iniciado pelo menos 30 minutos antes do
inicio da sessdo de estresse de restri¢do, e foi realizado durante todo o periodo de estresse e
por 60 minutos apos o término da sessdo de estresse (periodo de recuperacdo). A temperatura
cutanea da cauda foi medida aos 10 e 0 min antes da restri¢do; nos tempos 10, 20, 40 e 60
minutos durante a restricdo; e 5, 10, 20, 40 e 60 minutos ap6s o término da sessdo de estresse
(BUSNARDO et al., 2013). Os valores basais de pressdo arterial e FC pré-estresse foram
determinados no periodo de 10 min antes do inicio da sessdo de estresse de restri¢ao (isto €,

periodo de 5-15 minutos apds o tratamento do HL).
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Uma representacdo esquemadtica de todo o protocolo experimental estd

representada na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo esquematica do protocolo experimental completo para avaliagdo do papel
dos receptores de CRF; no HL no controle cardiovascular pelo estresse agudo de restricao.

4.2. Estudo do envolvimento da neurotransmissio “CRFérgica” no HL nas respostas
cardiovasculares durante uma sessio aguda ou a 10° sessiao de estresse de restri¢io

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmissao
“CRFégica” atuando através dos receptores CRF; e CRF; no HL no controle das respostas
cardiovasculares desencadeadas por uma sessdo aguda de estresse de restricao. Além disso,
foi investigado se a exposi¢ao repetida prévia ao estresse de restri¢do altera o controle das
respostas cardiovasculares a esse estressor pelos receptores CRF; e CRF2no HL.

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotdxica para implante de canulas
guias bilaterais direcionadas ao HL, e foram mantidos em recuperagdo por trés dias. Em
seguida, foi iniciado as sessdes diarias de 60 minutos de estresse de restri¢do por 10 dias
consecutivos nos grupos sujeitos a exposi¢cao repetida ao estresse de restricdo [estresse de
restri¢do repetido (ERR)]. Ap6s o término da 9° sessdo de estresse, foi realizada a cirurgia
para o implante de cateter na artéria femoral, que foi utilizado para registro da pressado arterial
e FC. Apds o término da cirurgia de canulagao da artéria femoral, os animais foram mantidos
em caixas individuais na sala de experimentacdo at¢ o momento da realizacdo do
experimento. Dez minutos antes do inicio da 10° sessdo de estresse, grupos independentes

de animais receberam microinje¢des bilaterais no HL de 100 nL de CP376395 (0,01nmol ou
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Snmol) (antagonista seletivo do receptor CRF;), antisauvagine-30 (ASV-30; 0,01nmol ou
Snmol) (antagonista seletivo dos receptores CRF2) ou veiculo (NaCl 0,9%) (OLIVEIRA et
al., 2015). O registro dos parametros cardiovasculares e da temperatura cutdnea da cauda
foram realizados como descritos no protocolo 4.1.

Os animais sujeitos a sessdo aguda de estresse foram mantidos em repouso no
biotério pelo mesmo periodo que os animais submetidos ao protocolo de ERR; e foram
submetidos aos procedimentos cirtirgicos e registro cardiovascular juntamente com os
animais dos grupos ERR. No dia do experimento, grupos independentes de animais
receberam microinje¢des bilaterais no HL de 100 nL. de CP376395 (0,01nmol ou 5nmol),
ASV-30 (0,01nmol ou 5 nmol) ou veiculo (NaCl 0,9%) 10 minutos antes da sessdo aguda
de 60 minutos de estresse de restricao. Durante o estresse de restricdo agudo foi realizado o
registro da pressdo arterial, FC e temperatura cutanea da cauda como descrito acima. Uma

representacdo esquematica de todo o protocolo experimental estd representada na Figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquematica do protocolo experimental completo para avaliagdo do papel
dos receptores de CRF; e CRF, no HL no controle cardiovascular por uma sessdao aguda ou 10 de
estresse de restrigao.
4.3. Estudo do envolvimento da neurotransmissio “CRFérgica” no HL no
comportamento do tipo ansioso apds uma sessio aguda ou 10 sessdes de estresse de
restriciao

Esse protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmissao
“CRFérgica” no HL no controle das respostas comportamentais relacionadas a ansiedade

induzidas pelo estresse de restricdo agudo. Além disso, foi investigado se a exposi¢do

repetida prévia ao estresse de restri¢@o altera o controle dessa resposta comportamental pela
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neurotransmissdo “CRFérgica” no HL. Para tanto, grupos independentes de animais foram
utilizados no estudo do efeito do estresse agudo e repetido a fim de evitar possiveis alteragdes
comportamentais decorrentes da exposicao repetida ao LCE. Todos os animais foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante de canulas guias bilaterais direcionadas
ao HL, e foram mantidos em recuperacao por trés dias. Em seguida, foi iniciado as sessdes
diarias de 60 minutos de estresse de restricdo por 10 dias dos grupos sujeitos ao ERR. Dez
minutos antes da 10° sessdo de estresse, grupos independentes de animais receberam
microinjecdes bilaterais no HL de 100 nL. de CP376395 (0,01nmol), ASV-30 (0,01nmol) ou
veiculo (NaCl 0,9%). Imediatamente apo6s o término da 10° sessdo de estresse (KORTE; DE
BOER, 2003), os animais foram colocados individualmente no LCE por 5 minutos para
avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade.

Os animais sujeitos a sessdo aguda de estresse foram mantidos em repouso no
biotério pelo mesmo periodo que os animais submetidos ao protocolo de ERR; e foram
submetidos aos procedimentos cirurgicos e testes comportamentais juntamente com o0s
animais dos grupos ERR. No dia do experimento, grupos independentes de animais
receberam microinje¢des bilaterais no HL de 100 nL. de CP376395 (0,01nmol), ASV-30
(0,01nmol) ou veiculo (NaCl 0,9%) 10 minutos antes da sessdo aguda de estresse de
restricdo. Imediatamente ap6s o término da sessdo aguda de estresse (KORTE; DE BOER, 2003),
os animais foram colocados individualmente no LCE por 5 minutos para avaliacdo de
comportamentos relacionados a ansiedade.

A resposta ansiogénica causada pelo estresse de restrigdo agudo foi avaliado
comparando o comportamento dos animais estressados com aquelas de animais naive (ndo-
estressados) no LCE (BUSNARDO et al., 2013; GOUVEIA et al., 2016; PADOVAN;
GUIMARAES, 2000; VITORIO et al., 2023). Além disso, um grupo exposto a 9 sessdes de
estresse de restricdo, mas ndo sujeito ao estresse de restricdo no dia de avaliagdo

comportamental no LCE, foi incluido como controle para os efeitos do ERR.
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Figura 4: Representacdo esquematica do protocolo experimental completo para avaliagdo do papel
dos receptores de CRF; e CRF, no HL no controle do comportamento relacionado a ansiedade
evocado por uma sessdo aguda ou 10? de estresse de restricao.

4.4. Estudo do envolvimento da neurotransmissao “CRFérgica” no HL nas alteracoes
cardiovasculares induzidas pelo ECV

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento da neurotransmissao
“CRFérgica” no HL nas alteracdes cardiovasculares induzidas pelo ECV. Para tanto, os
animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para o implante de canulas guias bilaterais
direcionadas ao HL, e foram mantidos em recuperagdo por trés dias. Depois desse periodo,
os animais foram submetidos ao protocolo de 10 dias de ECV. No 10° dia do protocolo de
ECV, apds a ultima sessdo de estresse, todos os animais foram submetidos ao procedimento
cirurgico para o implante de cateteres na artéria e veia femoral. Animais controle
permaneceram em repouso no biotério pelo mesmo periodo que os animais submetidos ao
protocolo de ECV, e foram submetidos aos procedimentos cirirgicos e testes
cardiovasculares juntamente com os animais submetidos ao protocolo de ECV.

Apds o procedimento cirurgico de implante dos cateteres nos vasos femorais, todos
os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de experimentacao até o momento
do experimento. Na manha seguinte, cada animal foi conectado ao sistema de registro
cardiovascular em sua respectiva caixa, e um registro de pelo menos 30 minutos foi realizado
para determinacdo dos valores basais de PAM e FC. Em seguida, grupos independentes de
animais controle ou submetidos ECV receberam microinjecao bilateral no HL de 100 nL de
CP376395 (0,01 nmol), ASV-30 (0,01 nmol) ou veiculo (NaCl 0,9%). Quinze minutos apos

o tratamento farmacoldgico do HL, foram realizadas infusdes randomizadas de drogas
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vasoativas (isto €, fenilefrina e NPS) para determinacdo da atividade barorreflexa (método
farmacoldgico). O periodo de 10 minutos anteriores a infusdo das drogas vasoativas foi
utilizado para avaliagdo da variabilidade cardiaca e atividade barorreflexo espontanea

(método de analise de sequéncia).
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Figura 5: Representagdo esquematica do protocolo experimental completo para avaliagdo do papel
dos receptores de CRF; e CRF, no HL nas alteragdes dos parametros cardiovasculares e barorreflexos
evocado pelo ECV.

4.5. Estudo do efeito do ERR e ECV sobre os niveis proteicos dos receptores CRF; e
CRF;

Este protocolo teve o objetivo de investigar se as alteragdes no controle das respostas
cardiovasculares e de comportamentais relacionadas a ansiedade pela neurotransmissao
“CRFérgica” no HL apds a exposi¢do repetida ao estresse de restricdo, bem como o
envolvimento desse mecanismo neuroquimico do HL nas alteragdes cardiovasculares
induzidas pelo ECV, estdo associadas as alteragdes na expressdo dos receptores CRF; e
CRF2 no HL. Para tanto, grupos independentes de animais foram submetidos a sessdes
diarias de 60 minutos de estresse de restri¢gdo por 10 dias consecutivos, ou ao protocolo de
10 dias de ECV. Vinte quatro horas ap6s a ultima sessdo de estresse, os animais sujeitos a
exposi¢do repetida ao estresse de restri¢do ou ao protocolo de ECV, bem como animais
controle que foram mantidos no biotério sem serem perturbados pelo mesmo periodo que os
animais estressados, foram eutanasiados, ¢ os encéfalos foram removidos e estocados em

freezer -80° C para processamento futuro. O HL de todos os animais foi coletado por
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microdissec¢do para quantificagdo dos niveis proteicos dos receptores CRF; e CRF> (ver

se¢do 3.13).
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Figura 6: Linha do tempo ilustrando o protocolo experimental para avaliacdo dos niveis proteicos
dos receptores CRF; e CRF, no HL apos a exposi¢cdo o ERR ou ECV.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do tratamento do HL com diferentes doses do antagonista seletivo do
receptor CRF; (CP376395) nas respostas cardiovasculares induzida pelo estresse de
restricio agudo em ratos

Nesse protocolo nos investigamos o efeito da microinjecdo bilateral das doses de 1,
0,1 ou 0,01nmol de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1) no HL nas respostas
cardiovasculares a uma sessdo aguda de estresse de restricdo. Nos identificamos que a
microinjecdo bilateral de CP376395 nas doses de 1 e 0,1 nmol no HL aumentou os valores
basais de FC, porém sem alterar a PAM e a temperatura cutanea da cauda. A dose de 0,01
nmol ndo alterou nenhum dos pardmetros cardiovasculares basais (Tabela 2).

A andlise das curvas temporais indicou que o estresse de restricdo causou aumento
da PAM (F (65, 1820) = 14,89, P<0,0001) e FC (F (6s, 1820) = 15,93, P<0,0001), e diminuiu os
valores de temperatura cutanea da cauda (F (11, 308) = 43,22, P<0,0001) (Figura 7). A analise
também indicou efeito do tratamento com CP376395 no pardmetro de FC (F (3, 28) = 2,953,
P<0,05), porém sem alterar a resposta pressora (F (3, 28) = 0,4038, P>0,05) e de queda da
temperatura cutanea da cauda (F (,28) = 0,674, P>0,05). Adicionalmente, foi evidenciado
uma interagdo entre tempo x tratamento no parametro de FC (F (195, 1820) = 1,545, P<0.05). A
analise pos-teste das curvas temporais de FC revelou que as doses de 1 (P<0,05), 0,1
(P<0,05) e 0,01 nmol (P<0,05) de CP376395 reduziram a taquicardia causada pelo estresse
de restricao (Figura 7).

Na figura 8 sdo apresentados registos experimentais representativos que mostram o
efeito da microinjecdo do veiculo ou do CP376395 no HL sobre a pressdo arterial e a FC
antes, durante e apds a sessdo de estresse de restricao.

A Figura 9 mostra representacdes diagramadticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.



46

Tabela 2 - Pardmetros basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea da cauda apos o tratamento farmacologico do HL com CP376395 (antagonista
seletivo do receptor CRFi; 0,01, 0,1 e 1 nmol)

PAM FC .
Temperatura cutinea

GRUPO n (mmHg) (bpm) da cauda (°C)
VEICULO (NaC10,9%) 8 112,542,113 345,949,2 30,95+0,854
CP376395 0,01 nmol 7 115,542,755 373,249,53 32,15+0,6852
CP376395 0,1 nmol 8 110,8 £3,675 411,8+14,78 * 30,46+0,6886
CP376395 1 nmol 9 113,742,461 414,.8+17 * 30,14+0,6386

F 3,28)=0,4741, P>0,05 F 3,28 = 5,994, P<0,05 F 3,28)= 1,412, P>0.05

*P<0,05 vs respectivo grupo controle. ANOVA monofatorial seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Figura 7 — Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura cutanea da cauda (A temperatura) induzidas por uma sessdo aguda de estresse
de restricdo em animais tratados com CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF;) no HL nas
doses de 0,01, 0,1 e 1 nmol. Circulos representam a média=EPM. # P<0,05 ao longo de todo o periodo
de restricdo em comparagdo com o grupo controle (veiculo), ANOVA acompanhado pelo pos-teste.
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VEICULO Antagonista Seletivo do Receptor CRF; - CP376395
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Figura 8 — Registros de pressao arterial pulsatil (PAP), pressao arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) de ratos representativos antes, durante e apds a sessdo de estresse de restrigdo,
ilustrando o efeito do tratamento local do LH com veiculo (esquerda) ou o antagonista do receptor
CRF,; (CP376395, direita) nas doses de 0,01, 0,1 e 1 nmol. A primeira linha pontilhada (microinjecao)
indica o momento do tratamento com LH.
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Figura 9 — A. Fotomicrografia de um corte coronal do cérebro de um rato representativo mostrando
sitios de microinjecgdo bilaterais no hipotalamo lateral (HL). B. Representagdo diagramatica baseada

tios de microinjecdo no

i

no atlas cerebral de ratos de Paxinos e Watson (1997) indicando os s

hipotalamo lateral (HL) de salina (circulos brancos) e CP376395 (antagonista seletivo do receptor

CRF;) nas doses de 1 nmol (circulos pretos), 0,1 nmol (quadrados pretos) e 0,01nmol (tridngulos

pretos).
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5.2. Estudo do envolvimento da neurotransmissao “CRFérgica” no HL nas respostas

cardiovasculares durante uma sessio aguda ou a 10° sessiao de estresse de restri¢iao

5.2.1. Estudo do envolvimento do receptor CRF; no HL nas respostas cardiovasculares

durante uma sessdo aguda ou a 10°sessdo de estresse de restricdo

Andlise dos parametros cardiovasculares e de temperatura cutanea basais em animais
tratados com 100nL de veiculo ou CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRFérgico
CRF1) (0,01nmol ou 5nmol) e submetidos a uma sessdo aguda ou repetida de estresse de
restricdo indicou efeito do estresse em todos os pardmetros analisados, ao passo que efeito
do tratamento farmacoldgico foi indicado somente para a FC (Tabela 3). A analise pds-teste
revelou que o tratamento do HL com CP376395 na dose de Snmol aumentou os valores de

FC nos animais submetidos ao ERR (Tabela 3).

Tabela 3 - Pardmetros basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutdnea da cauda apos o tratamento farmacologico do HL com CP376395 (antagonista
seletivo do receptor CRFi, 0,01 ou Snmol) ou veiculo em animais sujeitos a uma sessdao aguda
(agudo) ou a exposicao repetida (repetido) ao estresse de restricao.

PAM FC Temperatura cutinea da
GRUPO n (mmHg) (bpm) cauda (°C)
Estresse de restricio agudo
VEICULO (NaCl 0,9%) 12 10942 35248 30,6+0,4
CP376395 - 0,01nmol 6 11543 366+8 32,4+0,7
CP376395 - Snmol 6 11345 399+21 29,5+0,5
Estresse de restriciao repetido
VEICULO 7 117:+4% 375+13% 29,9+0,8*
CP376395 - 0,01nmol 7 120+4*% 393+15% 29,8+0,4*
CP376395 - Snmol 7 118+2% 449+21% * 29,7+0,3*
Tratamento F @39 =1, P>0.05 F 239 =9, P<0.0006 F 39 = 3,1, P>0.05
Estresse F (139 = 4, P<0.05 F 139 =7, P<0.01 F (139 = 4,8, P<0.03
Interagio F (239 = 0,05, P>0.05 F 039 = 0,4, P>0.05 F (39 = 2,8, P>0.05

# P<0,05 indicando efeito do fator principal estresse; *P<0,05 vs respectivo grupo controle. ANOVA bifatorial
seguido do pods-teste de Bonferroni.
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A analise das curvas temporais de PAM indicou efeito do tempo (Fss2535) = 22,80
P<0,0001); mas sem efeito do tratamento (F(2,39) = 0,64, P>0,05) e do estresse (F(1,39)= 2,75,
P >0,05) (Figura 10). A andlise também nao indicou intera¢des entre tratamento x estresse
(F39 = 0,23, P>0,05), tempo x tratamento (F(1302535) = 1,05, P>0,05), tempo x estresse
(F65,2535)= 1,06, P>0,05) e tempo x tratamento x estresse (F(130,2535)= 0,78, P>0,05) (Figura
10).

A andlise das curvas temporais de FC indicou efeito do tempo (F(es.2535 = 32,90,
P<0,0001), do tratamento (F2,39)= 5,60, P<0,007) e do estresse (F(1,39)= 7,82, P<0,007); bem
como interagdes entre tempo x tratamento (F(1302535) = 2,70, P<0,0001) e tempo x estresse
(F65,2535) = 2,57, P<0,0001) (Figura 10). Entretanto, a analise ndo indicou interacdo entre
tratamento x estresse (F239) = 0,01, P>0,05) e tempo x tratamento x estresse (F(130,2535 =
0,60, P>0,05) (Figura 10). A analise pds-teste revelou que o tratamento do HL com
CP376395 nas doses de 0,01nmol e Snmol reduziu a resposta taquicardica observada durante
a sessao aguda (P<0,05), porém somente a dose de Snmol diminuiu a taquicardia durante a
10° sessao de estresse de restri¢ao (P<0,0001) (Figura 10). Adicionalmente, a analise indicou
diferenca entre as respostas geradas na sessdo aguda e na 10° sessdo de estresse nos animais
tratados com CP376395 na dose de Snmol (P<0,05) (Figura 10).

A analise das curvas de temporais de temperatura cutanea da cauda indicou efeito do
tempo (F(11,429)= 52,11, P<0,0001), do estresse (F(1,39)= 8,21, P<0,006), bem como interagdes
entre tratamento x estresse (F(2,309= 5,36, P<0,008), tempo x estresse (F(11,429)= 1,91 P<0,03),
tempo x tratamento (F(22,4209)= 1,88, P<0,01) e tempo x tratamento x estresse (F(22,420= 2,44,
P<0,0003) (Figura 10). Entretanto, a analise ndo indicou efeito do tratamento (F2,39)= 0,15,
P>0,05) (Figura 10). A anélise pos-teste revelou que o tratamento do HL com CP376395 na
dose de Snmol aumentou a resposta de queda de temperatura cutdnea da cauda durante a 10°

sessdao de estresse de restricdo (P<0,05). A analise também indicou diferenca entre as
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respostas geradas na sessdo aguda e na 10° sessdo de estresse nos animais tratados com
veiculo (P<0,05) ou CP376395 na dose de 0,01nmol (P<0,05) (Figura 10).

Na figura 10 s3o apresentados registos experimentais representativos que mostram o
efeito da microinjecdo do veiculo ou do CP376395 no HL sobre a pressdo arterial e a FC
antes, durante e apds a 1° ou 10° sessdo de estresse de restricao.

A Figura 11 mostra representagdes diagramadticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados
nesse protocolo experimental. A Figura 12 também mostra fotomicrografia do corte coronal

de um animal representativo indicando os sitios de microinje¢do bilateral no HL.
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Figura 10 - Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura cutinea da cauda (A temp. cutanea) induzidas durante uma sess@o aguda (1°
sessdo) e pela 10° sessdo de estresse de restricdo em animais tratados com CP376395 (antagonista
seletivo do receptor CRF/) nas doses de 0,01nmol ou 5Snmol ou veiculo no HL. Circulos representam
a médiaxEPM. # P<(,05 ao longo de todo o periodo de restrigdo e recuperacdo em comparagao com
o respectivo grupo controle (veiculo) e @ P<0,05 ao longo de todo o periodo de restrigdo e
recuperagdo em comparagdo com o respectivo grupo estresse agudo, ANOVA acompanhado pelo
pos-teste de Bonferroni.
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Figura 11 - Pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (MAP) e frequéncia cardiaca (FC)
antes, durante e apds a sessdo aguda e 10° sess@o de estresse de restricdo de ratos representativos
submetidos a tratamento local do HL com veiculo ou CP376395 (antagonista seletivo receptor CRF).
A primeira linha pontilhada (microinje¢@o) indica o momento do tratamento com HL.
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Estresse Agudo — 1° sessao

O Veiculo . CP376395 0,01 nmol . CP376395 5 nmol [] veiculo [ cP3763950,01 nmol [l CP376395 5 nmol

Figura 12 — A. Fotomicrografia de um corte coronal do cérebro de um rato representativo mostrando
sitios de microinjecao bilaterais no hipotalamo lateral (HL). B. Representacao diagramatica baseada
no atlas do cérebro de ratos de Paxinos ¢ Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢ao no
hipotalamo lateral (HL) de veiculo e de CP376395 em animais submetidos a uma sessdo (esquerda)
ou a 10 sessoes (direita) de estresse de restrigdo.
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5.2.2 Estudo do envolvimento do receptor CRF> no HL nas respostas cardiovasculares

durante uma sessdo aguda ou a 10°sessdo de estresse de restricdo

A andlise dos parametros basais de PAM, FC e temperatura cutanea em animais
tratados com 100nL de veiculo ou ASV-30 (antagonista seletivo do receptor CRF>)
(0,01nmol ou 5nmol) e submetidos a uma sessdo aguda ou repetida de estresse de restri¢ao
indicou efeito do tratamento na FC e na temperatura cutanea da cauda (Tabela 4). Entretanto,
a andlise pos-teste ndo revelou diferengas especificas entre os grupos experimentais (Tabela

4).

Tabela 4 - Pardmetros basais de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutdnea da cauda apos o tratamento farmacoldgico do HL com antisauvagine-30
(antagonista seletivo do receptor CRF,, 0,01 ou Snmol) ou veiculo em animais sujeitos a uma sessao
aguda (agudo) ou a exposicao repetida (repetido) ao estresse de restrigao.

PAM FC Temperatura cutinea da
GRUPO n (mmHg) (bpm) cauda (°C)
Estresse de restricao agudo
VEICULO (NaCl 0,9%) 7 109 +2 365+ 16 30,5+0,8
ASV-30 - 0,01nmol 8 109+3 360+ 8 31,5+04
ASV-30 - 5nmol 7 114+2 412+22 293+0,3
Estresse de restriciao repetido
VEICULO (NaCl 0,9%) 9 114+3 37448 30,7+1
ASV-30 - 0,01nmol 8 1172 401=£11 31,3+0,4
ASV-30 - 5Snmol 7 11344 424421 29,84+ 0,2
Tratamento F (a0 = 0.3, P>0.05 F @40 = 5,5, P<0.05 F (40 = 4,4, P<0.05
Estresse F (140 = 2,5, P>0.05 F (40 = 3,05, P>0.05 F (140 = 0,14, P>0.05
Interagdo F a0 = 1,2, P>0.05 F 240=0,8, P>0.05 F (240 = 0,14, P>0.05

ANOVA bifatorial seguido do pds-teste de Bonferroni.

A andlise das curvas temporais de variagdo da PAM (A PAM) indicou efeito do
tempo (Fs5,2600)= 22,30 P<0,0001); mas sem influéncia do tratamento (F(2,40)= 2,08, P>0,05)
e do estresse (F(1,40)= 0,13, P >0,05) (Figura 13). A andlise também nao indicou interagdes

entre tratamento x estresse (Fi40) = 1,64, P>0,05), tempo x tratamento (F(130,2600= 1,06,
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P>0,05), tempo x estresse (Fs.2600= 0,70, P>0,05) e tempo x tratamento X estresse
(F(130.2600= 1,14, P>0,05) (Figura 13).

A anélise das curvas temporais de variacdo da FC (A FC) indicou efeito do tempo
(F65,2600) = 24,03, P<0,0001), do tratamento (F(240) = 4,05, P<0,05); mas sem efeito do
estresse (F(1,40)= 0,72, P>0,05) (Figura 13). A andlise também indicou interagdo entre tempo
x tratamento (F(1302600) = 1,92, P<0,0001) (Figura 13). Entretanto, a analise ndo indicou
interacdo entre tratamento x estresse (F(2,40)= 1,03, P>0,05), tempo x estresse (F(s5,2600)= 0,44,
P>0,05) e tempo x tratamento x estresse (F(130,2600)= 0,86, P>0,05) (Figura 13). A analise
pos-teste revelou que o tratamento do HL com ASV-30 nas doses de 0,0lnmol e Snmol
reduziu a resposta taquicardica observada durante a sessdo aguda de restricao (P<0,05)
(Figura 13). A dose de 0,01Inmol da ASV-30 também diminuiu a taquicardia durante a 10°
sessdo de estresse de restricao (P<0,05) (Figura 13).

A andlise das curvas de temporais de variacdo da temperatura cutanea da cauda (A
temperatura cutanea) indicou efeito do tempo (F(11,440)= 56,54, P<0,0001) e interacdo entre
tempo x tratamento x estresse (F22,440)= 1,70, P<0,05) (Figura 13). Entretanto, a analise nao
indicou efeito do tratamento (F(2,40)= 0,32, P>0,05) e do estresse (F(1,40)= 0,01, P>0,05), nem
interagdes entre tratamento x estresse (F(2,40)= 2,60, P>0,05), tempo x tratamento (F22,440=
1,45, P>0,05) e tempo x estresse (F(11,440)= 0,48 P>0,05) (Figura 13). A andlise pos-teste
indicou diferenca entre as respostas geradas na sessdo aguda e na 10° sessdo de estresse nos
animais tratados com ASV-30 na dose de S5Snmol no HL (P<0,05) (Figura 13).

Na figura 14 s3o apresentados registos experimentais representativos que mostram o
efeito da microinje¢do do veiculo ou do ASV-30 no HL sobre a pressdo arterial e a FC antes,
durante e apo6s a 1° ou 10° sessdo de estresse de restri¢ao.

A Figura 15 mostra representagdes diagramadticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.
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Figura 13 - Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura cutdnea da cauda (A temp. cutanea) induzidas durante uma sess@o aguda (1°
sessdo) e pela 10° sess@o de estresse de restricdo em animais tratados com antisauvagine-30
(antagonista seletivo do receptor CRF») nas doses de 0,0 1nmol ou Snmol ou veiculo no HL. Circulos
representam a médiatEPM. * P<0,05 ao longo de todo o periodo de restri¢do e recuperacdo em
comparagdo com o respectivo grupo controle (veiculo); # P<0,05 ao longo de todo o periodo de
restricdo e recuperagdo em comparacdo com o0 respectivo grupo estresse agudo. ANOVA
acompanhado pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 14 - Pressao arterial pulsatil (PAP), pressdo arterial média (MAP) e frequéncia cardiaca (FC)
antes, durante e apos a sessdo aguda e 10° sess@o de estresse de restricdo de ratos representativos
submetidos a tratamento local do HL com veiculo ou ASV-30 (antagonista seletivo receptor CRF>).
A primeira linha pontilhada (microinje¢@o) indica o momento do tratamento com HL.
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Estresse Agudo — 1° sessao Estresse Repetido — 10° sessao

QO Veiculo @ ~5v-300,01 nmol @) ASV-305 nmol [ veiculo M Asv-300,01nmol [l ASV-30 5 nmol

Figura 15 —Representacao diagramatica baseada no atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(1997) indicando os sitios de microinje¢do no hipotalamo lateral (HL) de veiculo e de antisauvagine-

30 (ASV-30) em animais submetidos a uma sessao (esquerda) ou a 10 sessoes (direita) de estresse
de restricao.
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5.3. Estudo do envolvimento da neurotransmissio “CRFérgica” no HL na resposta do

tipo ansiogénica ap6s uma sessio aguda ou a 10° sessiio de estresse de restricio

5.3.1 Efeito do tratamento do HL com antagonista seletivo do receptor CRF; (CP376395)

na resposta _do tipo ansiogénica apos uma sessdo aguda e a 10° sessdo de estresse de

restricdo em ratos

A analise do numero de entradas nos bragos fechados do LCE indicou efeito do
estresse (Fq,75) = 7,974, P<0,05) (Figura 15), porém sem influéncia do tratamento (F (2, 75) =
1,198, P>0,05) e interagdo entre tratamento x estresse (F, 75) = 2,801, P>0,05) (Figura 16).
A andlise pos-teste ndo revelou nenhuma diferenca entre os grupos experimentais (Figura
16).

A analise da porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE indicou interagao
entre tratamento x estresse (F (2, 75y = 6,138, P<0,05), porém sem efeito do tratamento (F(2, 75)
= 2,886, P<0,05) e do estresse (F(1, 75y = 0,5921, P>0,05) (Figura 16). A analise pds-teste
revelou que a sessdo aguda de estresse de restricdo diminuiu a porcentagem de entradas nos
bragos abertos do LCE nos animais tratados com veiculo em comparacdo ao grupo que nao
foi submetido ao estresse de restri¢do (naive) (P<0,05) (Figura 16). Além disso, o tratamento
com CP376395 inibiu a diminui¢do das entradas nos bragos abertos causada pelo estresse de
restricdo agudo (P<0,05) (Figura 16). A analise ndo indicou efeito da exposi¢do repetido ao
estresse de restricdo na porcentagem de entradas nos bragos abertos do LCE (P>0,05) (Figura
16).

A andlise da porcentagem de tempo nos bragos abertos do LCE indicou efeito do
tratamento (F(2, 75) = 3,645, P<0,05) e interacdo entre tratamento x estresse (F (2, 75) = 3,281,
P<0,05), porém sem influéncia do estresse (F(1, 75)= 1,469, P>0,05) (Figura 16). A analise
pos-teste revelou que uma sessao aguda de estresse de restricdo diminuiu a porcentagem de
tempo nos bracos abertos do LCE nos animais tratados com veiculo em comparacio ao grupo

naive (P<0,05). Além disso, o tratamento com CP376395 inibiu a diminui¢iao do tempo de
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permanéncia nos bragos abertos causada pelo estresse de restricao agudo (P<0,05) (Figura
16). A andlise ndo indicou efeito da exposicdo repetido ao estresse de restricdo na
porcentagem de tempo nos bracos abertos do LCE (P>0,05) (Figura 16).

A Figura 17 apresenta imagens representativas que mostram a exploracdo do LCE
apos a sessdo aguda ou a 10” sessdo de estresse de restri¢do em animais tratados com veiculo
ou CP376395 no HL.

A Figura 18 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.
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Figura 16 - Parametros comportamentais avaliados durante a explora¢do do labirinto em cruz
elevado (LCE) por cinco minutos de animais nao-estressados (naive, n=16) e imediatamente apos
uma sessao aguda (1° sessdo) ou a 10° sessdo de estresse de restrigdo que receberam microinje¢ao
bilateral de CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRFy; 0,01nmol; 1° sessdo: n=13; 10° sessao:
n=14) ou veiculo (1° sessdo: n=13; 10° sessdo: n=11) no HL. O grupo “ERR- controle” (n=14) foi
exposto a nove sessdes de estresse de restricdo, mas ndo foi estressado no dia de avaliagdo
comportamental no LCE. O tratamento do HL foi realizado 10 minutos antes do inicio da sessdo de
restricdo. As colunas representam as médias = EPM. *P<(,05 em relagdo ao grupo naive. * P<0,05,
** P<0,01 e ***P<0,001. ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 17 - Imagens representativas mostrando a explora¢do do LCE apo6s a sessdo aguda ou a 10?
sessdo de estresse de restricdo em animais tratados com veiculo ou CP376395 (antagonista seletivo

receptor CRF;) no HL.
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Estresse Agudo - 1[sessdo

Figura 18 — Representacdo diagramatica baseada no atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(1997) indicando os sitios de microinje¢ao no hipotalamo lateral (HL) de veiculo (agudo: circulos
brancos; 10° sessdo: quadrados brancos) e de CP376395 (agudo: circulos laranjas; 10° sessao:
quadrados laranjas) em animais submetidos a uma sessao (acima) ou a 10 sessoes (abaixo) de estresse
de restricao.
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5.3.2. Efeito do tratamento do HL com antagonista seletivo do receptor CRF>

(antisauvagine-30) na resposta do tipo ansiogénica apos uma sessdao aguda e a 10° sessdo

de estresse de restricdo em ratos

A analise do nimero de entradas nos bragos fechados do LCE nao indicou efeito do
tratamento (F(2, 60y = 1,609, P>0,05), do estresse (F1,60) = 1,783, P>0,05) ou interag¢do entre
tratamento x estresse (F(2, 60) = 1,256, P>0,05) (Figura 19).

A andlise da porcentagem de entradas nos bracos abertos do LCE indicou efeito do
tratamento (F2, 60) = 8,124, P<0,05) e interagdo entre tratamento x estresse (F(2, 60y = 7,774,
P<0,05), porém sem influéncia do estresse (F1, ¢0) = 0,859, P>0,05) (Figura 19). A anélise
pos-teste revelou que uma sessao aguda de estresse de restricao diminuiu a porcentagem de
entradas nos bragos abertos do LCE nos animais tratados com veiculo no HL em comparagao
ao grupo naive (P<0,05). Além disso, o tratamento do HL com ASV-30 inibiu a diminui¢do
na entrada nos bragos abertos causada pelo estresse de restricao agudo (P<0,05) (Figura 19).
Entretanto, a analise ndo indicou efeito da exposicdo repetido ao estresse de restricdo na
porcentagem de entrada nos bragos abertos do LCE (P>0,05) (Figura 19).

A andlise da porcentagem de tempo nos bragos abertos do LCE indicou efeito do
tratamento (F, 60y = 6,142, P<0,05) e interagdo entre os fatores (F(2, s0) = 6,383, P<0,05),
porém sem influéncia do estresse (F1, 60y = 0,1806, P>0,05) (Figura 19). A andlise pds-teste
revelou que uma sessao aguda de estresse de restricdo diminuiu a porcentagem de tempo nos
bragos abertos do LCE nos animais tratados com veiculo no HL em comparacdo ao grupo
naive (P<0,05). Além disso, o tratamento com ASV-30 inibiu a diminui¢do no tempo de
permanéncia nos bragos abertos causada pelo estresse de restricao agudo (P<0,05) (Figura
19). No entanto, a andlise ndo indicou efeito da exposicao repetida ao estresse de restri¢cao

na porcentagem de tempo nos bragos abertos do LCE (P>0,05) (Figura 19).
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A Figura 20 apresenta imagens representativas que mostram a exploracdo do LCE
apos a sessdo aguda ou a 10” sessdo de estresse de restrigdo em animais tratados com veiculo
ou ASV-30 no HL.

A Figura 21 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.
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Figura 19 - Parametros comportamentais avaliados durante a explora¢do do labirinto em cruz
elevado (LCE) por cinco minutos de animais ndo-estressados (naive; n=11) e imediatamente apos
uma sessao aguda (1° sessdo) ou a 10° sessdo de estresse de restrigdo que receberam microinjecao
bilateral de antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF»; 0,0 1nmol; 1° sessdo: n=11; 10°
sessdo: n=11) ou veiculo (1° sessdo: n=10; 10° sessdo: n=11) no HL. O grupo “ERR — controle”
(n=12) foi exposto a nove sessoes de estresse de restricdo, mas nao foi estressado no dia de avaliagao
comportamental no LCE. O tratamento do HL foi realizado 10 minutos antes do inicio da sessdo de
restricdo. As colunas representam as médias = EPM. *P<0,05 em relacdo ao grupo naive. *P<0,05,
** P<0,01 e ****P<0,0001. ANOVA seguida pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 20 - Imagens representativas mostrando a explora¢do do LCE apo6s a sessdo aguda ou a 10?
sessdo de estresse de restricdo em animais tratados com veiculo ou ASV-30 (antagonista seletivo
receptor CRF>) no HL.



70

Estresse Agudo - 1[0sessdo

Figura 21 — Representacdo diagramatica baseada no atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(1997) indicando os sitios de microinje¢ao no hipotalamo lateral (HL) de veiculo (agudo: circulos
brancos; 10° sessdo: quadrados brancos) e de antisauvagine-30 (agudo: circulos azuis; 10° sessao:
quadrados azuis em animais submetidos a uma sessao (esquerda) ou a 10 sessoes (direita) de estresse
de restricao.
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5.4. Estudo do envolvimento da neurotransmissio “CRFérgica” no HL nas alteracoes

cardiovasculares induzidas pelo ECV

5.4.1. Estudo do envolvimento do receptor CRF; no HL nas alteracoes cardiovasculares

induzidas pelo ECV

5.4.1.1. Efeito do tratamento farmacologico no HL com o antagonista do receptor CRF| nos
pardmetros cardiovasculares basais em animais controle e submetidos ao ECV

A anélise dos valores basais de PAM indicou efeito do estresse, mas sem influéncia
do tratamento do HL com CP376395 ou interagao entre o estresse x tratamento (Tabela 5).
Por sua vez, a andlise dos parametros basais de FC ndo indicou efeito do estresse, tratamento
ou interagdo entre o estresse x tratamento. O pos-teste de Bonferroni ndo indicou diferengas

significativas entre os grupos em nenhum dos parametros cardiovasculares.

Tabela 5 - Pardmetros basais da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) apds o
tratamento farmacologico do HL com CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRFy, 0,01 nmol)
ou veiculo em animais controle ou sujeito ao ECV.

PAM FC
GRUPO n (mmHg) (bpm)
CONTROLE
VEICULO (NaCl 0,9%) 8 108+2 365+13
CP376395 8 110+2 406+19
ECV
VEICULO (NaCl 0,9%) 7 114+3* 37745
CP376395 7 116+4% 396+13
Tratamento F (126 = 0,29; P>0,05 F (126)=4,07; P>0,05
Estresse F (126 = 4,7; P<0,05 F (126 = 0,002, P>0,05
Interacdo F (126 = 0,004; P>0,05 F (126 = 0,56, P>0,05

# P<0,05 indicando efeito do fator principal estresse. ANOVA bifatorial.
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5.4.1.2. Efeito do tratamento farmacologico no HL com o antagonista do receptor CRF| na

atividade auténoma cardiaca em animais controle e submetidos ao ECV

A analise espectral do intervalo de pulso (IP) ndo indicou efeito do estresse (LF: F(,
2%) = 2,463, P>0,05; HF: F, 26) = 2,463, P>0,05; LF/HF: F, 2 = 1,322; P>0,05), do
tratamento farmacologico (LF: F(, 26) = 0,7223, P>0,05; HF: F, 26y = 0,7223, P>0,05;
LF/HF: F,26=0,4351, P>0,05) ou interagdo entre estresse x tratamento (LF: F1,26)= 1,649,
P>0,05; HF: Fq, 26y = 1,649, P>0,05; LF/HF: Fq, 26y = 2,147, P>0,05) em nenhum dos

parametros avaliados (Figura 22).

o Veiculo * CP376395
50 100 1.0
OOO g 61 .
40 . so{ & B oFo 0.8
* _— 8 = e o s
Saq © * S 60+ o° L 0.6-] *
[ o) o o . o
£ £ < 8 .
w 20 oo L 4 Y 04 e I
1 o . T .
_I E '!EO 010 . I I :
. o o ®
104 © . 8 S 20 0.2 g .x. g O
0° o . o0, O
00
0 T T 0 T T 0.0 T T
Controle ECV Controle ECV Controle ECV

Figura 22 — Analise espectral do IP em animais controle e ECV tratados com veiculo, ou o
antagonista seletivo do receptor CRF; CP376395 (0,01 nmol) no HL. (Esquerda) Analise espectral
das oscilagdes de IP na faixa LF. (Centro) Analise espectral das oscilagdes de IP nas faixas HF.
(Direita) Relagdo LF/HF. As barras representam a média + SEM.
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5.4.1.3. Efeitos do tratamento farmacologico do HL com o antagonista dos receptores CRF
na atividade barorreflexa de animais controle e submetidos ao ECV

Abordagem Farmacologica — A andlise dos parametros da fun¢do barorreflexa derivados das

curvas sigmoides revelou efeito do estresse no P2 (F, 27 = 11,19; P<001), AP (F, 26) =
9,728; P<0,01) e no ganho (F(1, 26) = 8,867; P<0,01), mas sem efeito no P1 (F1, 26 = 0,4507;
P>0,05) e PAso (F1,26)=0,7686; P>0,05) (Figura 23). Foi identificado efeito do tratamento
no P1 (Fq,26) = 6,069; P<0,05) e no ganho (F(1,26) = 10,13; P<0,01), porém sem efeito no P2
(F, 27 = 0,3911; P>0.05), AP (F(1, 26) = 0,6206; P>0,05) e PAso (F1, 26) = 2.218; P>0,05)
(Figura 23). A analise indicou uma interagdo entre estresse x tratamento no P1 (F(, 26) =
14,01; P<0,001), P2 (F(1,27) = 4,746; P<0,05), AP (F1,26) = 14,41; P<0,001) e no ganho (F(;,
26) = 6,181; P<0,05), mas ndo na PAso (F1, 26)= 0,2985; P>0,05) (Figura 23). O pos-teste
indicou que o ECV diminuiu o P1 (P<0,05), P2 (P<0,05), AP (P<0,001) e ganho (P<0,01)
nos animais tratados com veiculo no HL (Figura 23). Foi observado que o tratamento do HL
com CP376395 aumentou o P1 (P<0,01), AP (P<0,01) e o ganho (P<0,01) em animais
cronicamente estressados em comparacdo com o respectivo grupo tratado com veiculo
(Figura 23). O antagonismo do receptor CRF; no HL nao afetou nenhum dos parametros da

analise barorreflexa nos animais nao-estressados (P>0,05) (Figura 23).
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Figura 23 — Atividade barorreflexa avaliada pela abordagem farmacologica classica em animais que
receberam microinjecao bilateral no HL do antagonista seletivo do receptor CRF; CP376395
(0,01nmol) ou veiculo em animais ndo-estressados ou submetidos ao ECV. (Superior) Analise de
regressdo ndo linear (curva sigmoide) da fung@o barorreflexa correlacionando as alteragcdes da PAM
(APAM) causadas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agente pressor) e nitroprussiato de sodio
(NPS, agente depressor) e as respostas reflexas da FC (AFC). Os simbolos nas curvas sigmoides
indicam a PAS50. (Inferior) Pardmetros derivados da analise de regressdo nao linear para avaliacao
da funcdo barorreflexa. As barras representam a média £ SEM. * P < 0,05, ** P <0,01 ¢ *** P <
0,001, ANOVA bifatorial seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Meétodo de andlise de sequéncia - A andlise dos dados de sequéncias UP indicou efeito do

estresse (F(1, 26) = 6,800; P<0,05), porém sem efeito do tratamento farmacologico (F(i, 26) =
0,05161; P>0,05) e interag@o entre estresse x tratamento (F(1,26) = 0,7976; P>0,05) (Figura
24). O pos-teste de Bonferorni mostrou que o tratamento do HL com CP376395 diminuiu as
sequéncias UP em animais estressados cronicamente em comparacdo com animais ndo
estressados tratados com CP376395 (P<0,05) (Figura 24).

A andlise das sequéncias DOWN nao indicou efeito do estresse (F (1, 26) = 3,108;
P>0,05), do tratamento (F(1, 26) = 0,2369; P>0,05) ou intera¢do entre estresse x tratamento
(F1,26=0,01228; P>0,05) (Figura 24). A anélise dos dados da média de todas as sequencias
(sequéncias ALL) indicou efeito do estresse (F(1, 26) = 6,703; P<0,05), mas sem efeito do
tratamento farmacologico (F1, 26) = 0,3299; P>0,05) e interag@o entre estresse x tratamento
(F1,26)=0,1980; P>0,05). O pos-teste de Bonferorni ndo indicou diferencas especificas entro
os grupos experimentais (Figura 24).

A analise do indice de efetividade do barorreflexo (IEB) ndo indicou efeito do
estresse (F(1,26) = 0,7074; P>0,05), do tratamento farmacolédgico (F(1,26)= 0,03623; P>0,05)

ou interagdo entre estresse x tratamento (F(1,26) = 0,4066; P>0,05) (Figura 24).

A Figura 25 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.
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Figura 24 — Atividade barorreflexa avaliada pelo método de sequéncia em animais que receberam
microinje¢do bilateral no HL do antagonista seletivo do receptor CRF; CP376395 (0,01nmol) ou
veiculo. (Superior) Indice de efetividade do barorreflexo (IEB). As barras representam a média =+
EPM. (Inferior) Barorreflexo espontdneo (ou seja, atividade barorreflexa durante flutuacdes
espontaneas da pressdo arterial sem manipulagdo farmacologica com drogas vasoativas para induzir
alteragOes na pressao arterial) durante aumentos (sequéncia UP, grafico a esquerda) e decréscimos
(sequéncia DOWN, grafico do meio) da PAS, assim como a média de todas as sequéncias (sequencias
ALL, grafico a direita). As barras representam a média = EPM. * P <0,05. # P <0,05 efeito principal
do fator estresse, ANOVA bifatorial seguido pelo pos-teste de Bonferroni.
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Figura 25 — Representacdo diagramatica baseada no atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson
(1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de veiculo ou de ASV-30 em animais controle
(acima) ou submetidos ao ECV (abaixo).
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5.4.2. Estudo do envolvimento do receptor CRF>; no HL nas alteracoes cardiovasculares

induzidas pelo ECV

5.4.2.1. Efeito do tratamento farmacologico no HL com o antagonista do receptor CRF> nos
pardmetros cardiovasculares basais em animais controle e submetidos ao ECV

A analise dos valores basais de PAM indicou efeito do estresse e do tratamento do
HL com ASV-30, porém sem interagdo entre estresse x tratamento (Tabela 6). A analise dos
parametros basais de FC ndo indicou efeito do estresse, do tratamento ou interacdo entre o
estresse x tratamento. O pos-teste de Bonferroni nao indicou diferengas significativas entre

os grupos em nenhum dos parametros cardiovasculares analisados.

Tabela 6 - Pardmetros basais da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) apds o
tratamento farmacolégico do HL com antisauvagine-30 (antagonista seletivo do receptor CRF,
0,01 nmol) ou veiculo em animais controle ou sujeito a exposi¢ao ao ECV

PAM FC
GRUPO n (mmHg) (bpm)
CONTROLE
VEICULO (NaCl 0,9%) 7 108+3 377+13
ANTISAUVAGINE-30 7 114+7@ 398+13
ECV
VEICULO (NaCl 0,9%) 7 115+4* 378+9
ANTISAUVAGINE-30 7 122+7%@ 396+10
Tratamento F (124)=4,95; P<0,05 F 1249=2,7; P>0.05
Estresse F (124)= 6; P<0,05 F (1,24) = 0,00008; P>0.05
Interacdo F (124 = 0,02, P>0.05 F (124 = 0,008, P>0.05

# P<0,05 indicando efeito do fator principal estresse; @ P<0,05 indicando efeito do fator principal tratamento.
ANOVA bifatorial.
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5.4.2.2. Efeito do tratamento farmacologico no HL com o antagonista do receptor CRF; na

atividade auténoma cardiaca em animais controle e submetidos ao ECV

A anélise espectral do intervalo de pulso (IP) ndo mostrou efeito do estresse (LF: F(,
2y = 1,320, P>0,05; HF: Fq, 24y = 1,320, P>0,05; LE/HF: F(1, 24y = 0,5240, P>0,05), do
tratamento farmacologico (LF: F(1,24)= 2,588, P>0,05; HF: F(1,24) = 2,588, P>0,05; LF/HF:
Fa, 24) = 1,839, P>0,05) ou interacdo entre estresse x tratamento (LF: F(, 24) = 0,03380,
P>0,05; HF: F(, 24y = 0,03380, P>0,05; LF/HF: F(1, 24) = 0,1423, P>0,05) em nenhum dos

parametros (Figura 26).
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Figura 26 — Analise espectral do IP em animais controle e ECV tratados com veiculo, ou o
antagonista seletivo do receptor CRF> ASV-30 (0,01 nmol) no HL.. (Esquerda) Analise espectral das
oscilacdes de IP na faixa LF. (Centro) Analise espectral das oscilagdes de IP nas faixas HF. (Direita)
Relagdo LF/HF. As barras representam a média + SEM.
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5.4.2.3. Efeitos do tratamento farmacologico do HL com o antagonista dos receptores CRF2
na fungdo barorreflexa de animais controle e submetidos ao ECV

Abordagem Farmacologica — A anélise dos parametros da funcgao barorreflexa derivados das

curvas sigmoides revelou efeito do estresse no P1 (F(, 24y = 6,258; P<0,05), P2 (F(1, 24) =
11,64; P<0,01), AP (F(1,24)=17,19; P<0,001) e ganho (F(1,24)= 14,70; P<0,001), mas ndo na
PAso (F(1, 24) = 0,3886; P>0,05) (Figura 27). Foi observado efeito do tratamento no ganho
(Fa, 24)= 8,739; P=0,01), porém sem efeito no P1 (F,24) = 0,4632; P>0,05), P2 (F(1,24) =
0,8051; P>0,05), AP (F(1,24) = 1,207; P>0,05) e PAso (F(1, 24) = 2,762; P>0,05) (Figura 27).
A analise ndo indicou interacdo entre estresse X tratamento no P1 (F(1, 24) = 0,7796; P>0,05),
P2 (Fq,24)=0,2013; P>0,05), AP (F(1,24) = 0,6972; P>0,05), PAso (F(1,24) = 0,1513; P=0,05)
ou no ganho (F1,24) = 0,04687; P>0,05) (Figura 27). O pés-teste de Bonferroni indicou que
o ECV diminuiu o P1 (P<0,05), P2 (P<0,05), AP (P<0,01) e ganho (P<0,01) em animais
tratados com veiculo. Foi observado que o tratamento com HL com ASV-30 aumentou o
ganho em animais cronicamente estressados em comparagdo com o grupo tratado com
veiculo. Além disso, os animais estressados tratados com ASV-30 apresentaram diminui¢ao
do ganho em relagdo ao respectivo grupo controle (P<0,05). No entanto, o antagonismo do
receptor CRF2 no HL ndo afetou nenhum parametro barorreflexo em animais ndo estressados

(P>0,05) (Figura 27)
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Figura 27 — Atividade barorreflexa avaliada pela abordagem farmacologica classica em animais que
receberam microinje¢do bilateral no HL do antagonista seletivo do receptor CRF, ASV-30
(0,01nmol) ou veiculo em animais nao-estressados ou submetidos ao ECV. (Superior) Analise de
regressdo ndo linear (curva sigmoide) da fungdo barorreflexa correlacionando as alteragdes da PAM
(APAM) causadas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agente pressor) e nitroprussiato de sodio
(NPS, agente depressor) ¢ as respostas reflexas da FC (AFC). Os simbolos nas curvas sigmoides
indicam a PAS50. (Inferior) Parametros derivados da analise de regressao ndo linear para avaliagdo
da fun¢ao barorreflexa. As barras representam a média = SEM. * P < 0,05 ¢ ** P <0,01, ANOVA

bifatorial seguido do pos-teste de Bonferroni.
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Meétodo de andlise de sequéncia - A anélise dos dados de sequéncias UP nao indicou efeito

do estresse (F(1, 24) = 1,186; P>0,05), do tratamento farmacologico (F(1,24) = 3,191; P>0,05)
ou interagdo entre estresse X tratamento (F(1,24) = 2,097; P>0,05) (Figura 28). A analise das
sequéncias DOWN também nao indicou efeito do estresse (F(i, 24y = 1344; P>0,05), do
tratamento (F(1,24)=4,129; P>0,05) ou interagdo entre estresse x tratamento (F(1,24)=0,4011;
P>0,05) (Figura 28). A andlise dos dados da média de todas as sequencias (sequéncias ALL)
indicou efeito do tratamento (F(1,24)= 4,961; P<0,05), mas sem efeito do estresse (F(1, 24) =
0,005298; P>0,05) e interacdo entre estresse x tratamento (F(1,24) = 1,657; P>0,05). O pos-
teste de Bonferroni indicou que o tratamento do HL com ASV-30 aumentou as sequéncias
ALL em animais ndo estressados em comparacao ao seu respectivo grupo veiculo (P<0,05)

(Figura 28).

A analise do indice de efetividade do barorreflexo (IEB) indicou efeito do estresse
(Fa, 24y = 7,213; P<0,05), mas sem efeito do tratamento farmacoldgico (F(i, 24y = 0,0032;
P>0,05) e interacdo entre estresse x tratamento (F(1,24)= 1,758; P>0,05) (Figura 27). O pds-
teste de Bonferorni indicou que o tratamento do HL com ASV-30 aumentou o IEB em

animais estressados em comparagao ao respectivo grupo controle (P<0,05) (Figura 28).

A Figura 29 mostra representagdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no HL de todos os animais utilizados

nesse protocolo experimental.
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Figura 28 — Atividade barorreflexa avaliada pelo método de sequéncia em animais que receberam
microinje¢ao bilateral no HL do antagonista seletivo do receptor CRF, ASV-30 (0,01nmol) ou
veiculo. (Superior) indice de efetividade do barorreflexo (IEB). As barras representam a média +
EPM. (Inferior) Barorreflexo espontdneo (ou seja, atividade barorreflexa durante flutuacdes
espontaneas da pressao arterial sem manipulagdo farmacoldgica com drogas vasoativas para induzir
alteragdes na pressao arterial) durante aumentos (sequéncia UP, grafico a esquerda) e decréscimos
(sequéncia DOWN, grafico do meio) da PAS, assim como a média de todas as sequéncias (sequencias
ALL, gréafico a direita). As barras representam a média = EPM. * P <0,05, ANOV A bifatorial seguido
pelo pos-teste de Bonferroni.
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5.5. Estudo do efeito da exposicao repetida ao estresse de restricio (ERR) ou ao estresse
cronico variavel (ECV) sobre os niveis proteicos dos receptores CRF; e CRF; no HL.

A figura 30A mostra uma imagem representativa da regido do HL onde foi realizada
a microdissec¢do para a obtencdo de amostras para quantificagdo dos niveis proteicos dos
receptores CRF; e CRFo.

A anélise dos valores de peso corporal indicou efeito do tempo (F2, 64y = 518,6,
P<0,0001), do estresse (F(2,32) = 15,88, P<0,0001) e interagdo entre tempo x estresse (F, 64)
= 50,26, P<0,0001). O pds-teste de Bonferroni revelou que os animais submetidos ao ERR
ou ao ECV tiveram reducdo no ganho de peso em comparagdo ao grupo controle nos dias 5
e 10 do protocolo (P<0,0001) (Figura 30B).

A andlise dos dados referente ao nivel proteico dos receptores CRF; no HL ndo
indicou efeito do ERR ou ECV (F(2,29) =1.724; P>0,05) (Figura 30C). Entretanto, os dados
indicaram um efeito do estresse (F(2, 25y = 5.059; P<0.05) nos niveis proteicos do receptor
CRF; no HL. O pos-teste de Bonferroni revelou que os animais submetidos ao ECV
apresentaram uma maior expressao do receptor CRF> no HL em comparagdo ao grupo

controle (P<0,05) (Figura 30D).
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Figura 30 - A. Fotomicrografia de uma se¢do coronal do cérebro representando o local de retirada
de tecido do HL utilizado nas analises. B. Curva temporal do peso corporal de ratos controle (branco;
N=11) e submetidos ao ERR (cinza claro; n=10) ou ECV (preto; n=12). Os circulos representam a
média = SEM. * P <0,05 vs grupo controle, ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni. C e D.
Niveis proteicos do receptor CRF; (C) e CRF; (D) no HL em animais controle, expostos ao ERR ou
ECV. As barras representam a média + SEM. *P < 0,05, ANOVA seguida de pos-teste de Bonferroni.
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Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam o envolvimento da

neurotransmissdo “CRFérgica” no HL, atuando através de receptores CRF; e CRF> locais,

no controle das respostas cardiovasculares induzidas por estimulos aversivos. A tabela 7

sumariza todos os achados obtidos no presente estudo.

Tabela 7 — Resumo dos achados obtidos no presente estudo.

Antagonismos dos receptores: CRF; CRF;
Agudo ERR Agudo ERR
Respostas cardiovasculares ao estresse de restricio
Efeito pressor = = = =
Taquicardia } 1 ! !
Redugdo da temperatura cutdnea = 1(5nmol) = =
Efeito comportamental do tipo-ansiogénico
Reversdo B Reversdo B
Redugdo da exploracao dos bragos abertos do LCE efeito efeito
Antagonismos dos receptores: CRF; CRF;
Controle ECV  Controle ECV
Barorreflexo
_ Reversdo _ Reversdo
Disfungdo (método farmacoldgico) efeito efeito
CRF; CRF;
ERR ECV ERR ECV
Niveis proteicos dos receptores (em relagao ao
grupo controle) = = = 1




88

Segue abaixo discussdo detalhada dos achados referentes ao papel da
neurotransmissdo “CRFérgica” do HL no controle das respostas cardiovasculares e
comportamentais ao estresse de restri¢do repetido e no controle da fungado cardiovascular em

animais submetidos ao ECV.

6.1. Neurotransmissiao “CRFérgica” no HL e as repostas cardiovasculares ao estresse
de restricao

O papel do HL no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢ao foi
descrito previamente por Deolindo e colaboradores (2013), que relataram que a inibigdo
sinaptica bilateral aguda nao-seletiva no HL induzida pelo tratamento local com CoClx
(inibidor sindptico ndo-seletivo) aumentou a taquicardia desencadeada pelo estresse de
restricdo agudo, porém sem afetar a resposta pressora. O efeito do CoCl, foi mimetizado
pelo tratamento do HL com um antagonista seletivo do receptor NMDA (DEOLINDO et al.,
2013c¢), o que sugeriu um papel da neurotransmissdo glutamatérgica local no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo pelo HL. Em conjunto, esses resultados
forneceram evidéncias de um papel inibitoério do HL no controle das respostas cardiacas ao
estresse de restricao agudo, no qual foi mediado, a0 menos em parte, pela neurotransmissao
glutamatérgica local. Gomes-de-Souza e colaboradores (2019) reportaram que o tratamento
do HL com um antagonista seletivo do receptor GABAA causou diminui¢do da resposta de
taquicardia desencadeada pelo estresse de restricdo agudo. Esses resultados reforgaram as
evidéncias de um papel inibitério do HL no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo, uma vez que o antagonismo da neurotransmissao GABAérgica aumenta
a ativacdo neuronal local (JONES; MYERS; HERMAN, 2011). Tendo em vista todas essas
evidéncias, o papel do HL nas respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse parece
ser o resultado do balanco na ativagdo de terminacdes glutamatérgicas e GABAérgicas no
HL, com predominio na ativagdo dos mecanismos excitatorios (como evidenciado pelo

efeito similar do CoCl, e do antagonista de receptores NMDA).
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Os dados do presente estudo trazem evidéncias de mais um mecanismo neuroquimico
no HL envolvido no controle das respostas cardiovasculares ao estresse. De fato, nos
observamos que o antagonismo dos receptores CRF; e CRF; no HL diminuiu a resposta
taquicardica durante uma sessdo aguda de estresse de restri¢ao, o que indica uma influéncia
facilitatoria da neurotransmissdo CRFérgica do HL nas respostas cardiovasculares ao
estresse de restricao agudo. O efeito similar dos dois tratamentos farmacoldgicos nio parece
ser devido a auséncia de seletividade dos antagonistas, uma vez que um estudo recente do
nosso grupo revelou que os mesmos tratamentos farmacologicos foram eficazes em
diferenciar os efeitos mediados pelos receptores CRF; e CRF; no HL (REIS-SILVA et al.,
2021). Desse modo, em conjunto, os resultados do presente estudo indicam que os receptores
CRF; e CRF2 no HL parecem atuar conjuntamente na geracdo das respostas cardiacas
causadas por estimulos aversivos.

Os achados do presente estudo estdo de acordo com evidéncias do envolvimento da
neurotransmissdo CRFérgica na geracdo das respostas ao estresse (DEUSSING; CHEN,
2018; HENCKENS; DEUSSING; CHEN, 2016). Entretanto, estudos prévios identificaram
controle similar das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo pelas
neurotransmissdes glutamatérgica e CRFérgica em outras estruturas do SNC (e.g., NLET)
(ADAMI et al., 2017; OLIVEIRA et al.,, 2015). Nesse sentido, o efeito oposto dos
antagonistas dos receptores CRF (isto ¢, diminui¢do da resposta) em relagdo aquele
reportado previamente em animais tratados com um antagonista do receptor glutamatérgico
NMDA no HL (isto ¢, aumento da resposta) (Deolindo et al, 2013) sobre a resposta
taquicardica ao estresse de restricdo foi inesperado e contrariou nossa hipdtese inicial, uma
vez que os receptores CRF; e CRF» atuam principalmente via proteina Gs causando efeitos
neuronais excitatorios (DEUSSING; CHEN, 2018). Desse modo, devido a sua caracteristica
neuromoduladora (DEUSSING; CHEN, 2018), bem como ao efeito semelhante reportado
previamente apds o tratamento do HL com um antagonista do receptor GABAA (GOMES-

DE-SOUZA et al., 2019), ¢ possivel que o controle das respostas cardiovasculares ao
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estresse pelos receptores CRF; e CRF2no HL seja mediado por uma modulagao facilitatéria
da neurotransmissao GABA¢érgica local.

Além das células produtoras de aminoacidos excitatorios e inibitérios foram também
encontrados dois tipos celulares distintos que produzem orexina € 0 hormoénio concentrador
de melanina (do inglés, MCH) no HL, que sdo neuropeptidios encontrados
predominantemente nesse niicleo hipotalimico (BERTHOUD; MUNZBERG, 2011;
STUBER; WISE, 2016). Neuronios produtores de orexina se projetam para outras areas
hipotalamicas e regides autondmicas do tronco cerebral, além de fazer conexado direta com
neurdnios simpaticos na medula espinhal (CARRIVE, 2017). Além disso, a ativagdo do
receptor CRF; foi demonstrado despolarizar neurdnios locais produtores de hipocretina /
orexina no HL (WINSKY-SOMMERER, 2004). A hipocretina / orexina vem sendo
consistentemente demonstrada desempenhar uma influéncia facilitatéria nas respostas
cardiovasculares a estimulos aversivos (BEIG; DAMPNEY; CARRIVE, 2015; CARRIVE,
2017; FURLONG et al., 2009; KAYABA et al., 2003). Desse modo, uma outra possibilidade
seria que o controle das respostas cardiovasculares ao estresse pela neurotransmissao
“CRFérgica” no LH poderia ser mediado pela ativagdo pds-sinaptica de neurdnios locais
contendo hipocretina / orexina. Apesar dessas evidéncias, mais estudos sdo necessarios para
elucidar os mecanismos locais relacionados ao controle das respostas cardiovasculares pela
neurotransmissdo “CRFérgica” no HL, uma vez que, por exemplo, o tratamento sist€émico
com um antagonista do receptor de orexina ndo afetou as respostas cardiovasculares
evocadas pelo estresse de restricido (FURLONG et al., 2009). Por outro lado, apesar do
antagonismo dos receptores de MCH ter sido capaz de atenuar a hipertermia evocada por
estresse (SMITH et al., 2006, 2009), um papel da MCH nas respostas cardiovasculares ao
estresse nunca foi reportado. No entanto, a administrag¢do intracerebroventricular de MCH
foi capaz de diminuir a PA e a FC em animais ndo-estressados (MESSINA; OVERTON,
2007), o que sugere que a neurotrasmissdo “CFRérgica” no HL poderia modular as respostas

cardiovasculares ao estresse de restricdo através da inibi¢do dos neurdnios HCM locais.
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Adicionalmente, ¢ importante ressaltar que foi identificado marcadores de aminoacidos
excitatorios e inibitérios em neurdnios orexinérgicos ¢ HCMérgicos (STUBER; WISE,
2016), de modo que ndo podemos descartar a possiblidade de que o controle das respostas
cardiovasculares pela neurotransmissdo “CRFérgica” no HL também seja mediada pela
liberacao desses aminoacidos em estruturas autonomas no tronco cerebral € em neurdnios
simpaticos na medula espinhal. De qualquer modo, estudos futuros sdo necessarios para um
melhor entendimento dos mecanismos locais relacionados ao controle das respostas
cardiovasculares ao estresse pela neurotransmissao “CRFérgica” no HL.

Uma redugdo progressiva (isto €, habituag¢ao) das respostas de ativacdo do eixo HPA
e do sistema simpato-adrenal ¢ bem descrita na literatura em roedores durante a exposi¢ao
repetida ao mesmo estressor (isto €, estressor homotipico) (GRISSOM; BHATNAGAR,
2009; MCCARTY, 2016a). No entanto, a habituacdo das respostas cardiovasculares durante
a exposicdo a estressores homotipicos foi menos explorada e ¢ ainda controversa
(CRESTANI, 2016b). Nesse sentido, os achados obtidos em nosso estudo estdo de acordo
com relatos prévios de auséncia de habituacdo das respostas cardiovasculares durante a
exposicao repetida ao estresse de restrigdo (CONTI et al., 2001; DAUBERT et al., 2012;
MCDOUGALL et al., 2000; STAMP; HERBERT, 1999). Entretanto, o ERR ¢ capaz de
promover plasticidade em diversas regides encefalicas, incluindo o HL (CHAGRA et al.,
2011). Desse modo, uma possivel alteracdo da neurotransmissdo “CRFérgica” no HL
durante a exposicao repetida ao estresse de restricdo poderia alterar o controle das respostas
cardiovasculares a esse estressor por receptores “CRFérgicos” no HL. Entretanto, a
sensibilizacdo do controle pelo receptor CRF; no HL das respostas de FC e temperatura
cutinea da cauda identificada nos animais ERR em relagdo ao grupo estressado agudamente
parece nao ser mediada por mudangas na expressdo deste receptor, uma vez que observamos
que o ERR nio afetou os niveis dos receptores CRF; ou CRF> no LH. Portanto, o efeito da
exposicao repetida ao estresse de restricdo pode estar relacionado a alteracdes na afinidade

do CRF e peptideos relacionados ao receptor CRF; e/ou alteragdes na sinalizagdo
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intracelular. Isso pode ocorrer, por exemplo, via oligomerizagdo, expressdo de splicing
alternativo do receptor CRF; e/ou alteragdes na sinalizacdo intracelular
(GRAMMATOPOULOS, 2012; MICHAL A ZMIJEWSKI; SLOMINSKI, 2010; SLATER;
YARUR; GYSLING, 2016). Embora haja evidéncias de que o ERR ndo afete a expressao
de CRF na amigdala (SUTHERLAND et al., 2010b; WISLOWSKA-STANEK et al., 2016),
o efeito em outras estruturas que fornecem aferéncias CRFérgicas para o LH (por exemplo,
NLET) nunca foi relatado (SNYDER; SILBERMAN, 2021). Assim, ndo podemos excluir a
possibilidade de que as alteragdes no controle do receptor CRF; das respostas ao estresse em
animais cronicamente estressados sejam mediadas por altera¢des no conteudo e liberagdo de
CRF. Portanto, mais estudos s3o necessarios para esclarecer os mecanismos locais
relacionados a possivel sensibilizagdo do receptor CRF; no LH controlando as respostas
cardiovasculares ao estresse.

O HL ¢ descrito como parte do circuito encefalico que regula as respostas
cardiovasculares ao estresse, conectando estruturas limbicas como o hipocampo, o NLET, o
CeA e 0 PNV aestruturas efetoras no hipotalamo e no tronco cerebral, bem como a neurdnios
simpaticos na coluna intermediolateral (DEUSSING; CHEN, 2018; MARCINKIEWCZ et
al., 2016; MYERS, 2017). Nesse sentido, foram identificadas aferéncias de neurdnios
“CRFérgicos” no HL oriundos do CeA (POMRENZE et al., 2015), do NLET (DEUSSING;
CHEN, 2018; GIARDINO et al., 2018b) e do PVN (LI et al., 2020). Em conjunto, essas
evidéncias sugerem que o controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricao
pela neurotransmissdo “CRFérgica” do HL reportado no presente estudo seja parte dos
circuitos neurais relacionados a modulacdo das respostas ao estresse por essas estruturas.
Nesse sentido, considerando as evidéncias de que o HL tem um papel inibitdrio sobre a
resposta taquicardica ao estresse de restricdo (DEOLINDO et al., 2013a), uma hipdtese seria
que a ativacdo de neurdnios “CRFérgicas” no NLET e no CeA inibiria a ativagdo neuronal
no HL, o que facilitaria as respostas cardiovasculares. Essa ideia é suportada por evidéncias

de que a administracdo de farmacos excitatorios no NLET (por exemplo, NMDA), no qual
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poderia ativar neurdnios “CRFérgicos” que se projetam para o HL, facilita as respostas
cardiovasculares ao estresse de restricio (BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2018). O CeA ¢
também relatado como um importante nicleo no controle da fungdo cardiovascular durante
estimulos aversivos (ROOZENDAAL; KOOLHAAS; BOHUS, 1991; SAHA, 2005;
SANDERS et al., 1994), e estudos mostraram ativacdo de neuronios produtores de CRF
nesse nucleo amigdaloide em animais expostos ao estresse de “jato de ar” (PORTER;
HAYWARD, 2011). Esses dados indicam que proje¢des “CRFérgicas” para o HL oriundas
do CeA também poderiam modular as respostas cardiovasculares ao estresse. Apesar dessas
evidéncias, mais estudos sdo necessarios para elucidar o circuito relacionado ao controle das
respostas cardiovasculares do estresse pela neurotransmissao “CRFérgica” no HL.

O controle da fun¢do cardiovascular durante ameagas aversivas ¢ mediado pelo
sistema nervoso autonomo (CARRIVE, 2006; CRESTANI, 2016a; DOS REIS et al., 2014).
Nesse sentido, foi evidenciado que a inibicao da atividade simpatica cardiaca diminuiu o
aumento da FC induzido pelo estresse de restricdo, ao passo que o bloqueio do tonus
parassimpatico para o coracdo aumenta a taquicardia induzida por esse estimulo aversivo
(DOS REIS et al., 2014). Em conjunto, esses resultados sugerem uma co-ativagao do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico cardiacos durante o estresse de restri¢do. Nesse sentido,
ha evidéncias anatomicas de proje¢des do HL para regides do tronco encefalico contendo
neurdnios parassimpaticos, como o niicleo motor dorsal e o nticleo ambiguo (LUITEN; TER
HORST; STEFFENS, 1987; TER HORST; LUITEN; KUIPERS, 1984), e estudos prévios
indicaram que o controle inibitorio da resposta de FC ao estresse de restricao pelo receptor
glutamatérgico NMDA no HL foi mediado por uma facilitagdo do tonus parassimpatico para
o coracdo (DEOLINDO et al., 2013b). Portanto, a influéncia facilitatéria dos receptores CRF
no HL na taquicardia evocada pela restricdo pode ser mediada pela inibicdo de mecanismos
facilitatorios para neurdnios parassimpaticos no tronco encefélico. No entanto, considerando
que o HL se conecta direta, e indiretamente via regides na por¢ao ventrolateral do bulbo, a

neurdnios simpaticos na coluna intermediolateral (ALLEN; CECHETTO, 1992; SAPER et
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al., 1976a), ndo podemos excluir a possibilidade de que o controle pela neurotransmissao
“CRFérgica” no HL seja mediado pela ativacdo de mecanismo excitatorio para os neurdnios

simpaticos.

6.2. Neurotransmissio CRFérgica no HL e a resposta comportamental do tipo
ansiogénica ao estresse de restriciao

O LCE ¢ um modelo animal bem consolidado na literatura utilizado para avaliagao
de comportamentos relacionados a ansiedade (CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005; WALF;
FRYE, 2007). De fato, a administra¢do de fArmacos utilizados na clinica para o tratamento
de transtornos de ansiedade (isto €, ansioliticos) provoca um aumento na exploragdo dos
bracos abertos do LCE em roedores (PELLOW et al., 1985; PELLOW; FILE, 1986).
Adicionalmente, ja foi evidenciado que estimulos aversivos produzem um efeito ansiogénico
(PADOVAN; GUIMARAES, 2000; WALF; FRYE, 2007). Nesse sentido, diversos estudos
mostraram que um sessdo aguda de estresse de restricao ¢ capaz de promover a diminui¢ao
da exploragdo dos bragos abertos do LCE, o que sugere um efeito do tipo ansiogénico
(CAMPOS et al., 2010; GOMES-DE-SOUZA et al., 2021; PADOVAN; GUIMARAES,
2000; REIS et al., 2011). Esses achados suportam os dados reportados no presente estudo,
em que foi observado uma reducdo da exploragdo dos bragos abertos do LCE em animais
tratados com veiculo no HL e expostos a uma sessdo aguda de estresse de restrigao.

O papel do HL no controle de comportamentos relacionados a ansiedade vem sendo
explorado (HAKVOORT SCHWERDTFEGER; MENARD, 2008b; HSU et al., 2007;
JIMENEZ et al., 2018; SALOME et al., 2004) e nossos achados indicam que a ativagio de
receptores CRF; e CRF2 no HL estdo envolvidos na etiologia da resposta ansiogénica
induzida por estimulos aversivos agudos. Esses achados estdo de acordo com evidéncias do
envolvimento da neurotransmissdo “CRFérgica” na geragdo das respostas comportamentais
relacionadas a ansiedade induzidas pelo estresse (DEUSSING; CHEN, 2018; HENCKENS;

DEUSSING; CHEN, 2016). Assim como discutido acima com relagdo ao controle das
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respostas cardiovasculares, o envolvimento dos receptores CRFérgicos do HL na resposta
ansiogéncia a esse estressor também parece ser mediado por uma interacdo com
neurotransmissao inibitdria local. De fato, foi observado que a inibi¢cdo quimica de neurdnios
do HL com muscimol (agonista do receptor GABA ) reduziu o tempo exploragdo dos bracos
abertos do LCE em animais nao-estressados (HAKVOORT SCHWERDTFEGER;
MENARD, 2008a), o que sugere um efeito ansiogénico decorrente da inibi¢do neuronial no
HL. Esses resultados indicam que a gera¢do da resposta ansiogé€nica ao estresse pelos
receptores CRF no HL parece ser mediada pela inibicdo de neuronios locais, possivelmente
via facilitagdo da neurotransmissdo GABA¢rgica local. Entretanto, estudos adicionais sdo
necessarios para exploracdo dos mecanimos relacionados com o controle da resposta
ansiogénica ao estresse pela neurotransmissao “CRFérgica” no HL.

Com relagdo a exposi¢do cronica a estimulos aversivos, os dados da literatura sobre
o perfil de comportamentos relacionados a ansiedade evocado pelo estresse de restrigdo
repetido s@o controversos. Dados mostraram que um protocolo de ERR de 14 dias com
sessoes diarias de duas horas promoveu diminug¢ao da exploragdo dos bracos abertos do LCE
(avaliado dois dias ap6s a tltima sessdo de estresse) em camundongos, o que evidenciou um
efeito do tipo ansiogénico (KIM; LEEM, 2014). No entanto, foi relatado que sessdes diarias
de duas horas de estresse de restri¢cao por sete dias aumentou a exploragdo dos bragos abertos
do LCE (avaliado dois dias apos a ultima sessdo de estresse), o que indica um efeito
ansiolitico (SADLER; BAILEY, 2016). Porém, cabe salientar que esse mesmo estudo ndo
identificou alteragdes comportamentais no LCE nos animais expostos a trés ou 14 dias de
estresse de restricio (SADLER; BAILEY, 2016). Estudos em ratos evidenciaram que a
exposicao a sessoes diarias de duas horas de estresse de restricdo por sete ou de uma hora
por 10 ou 50 dias ndo causaram alteragdes comportamentais no LCE (NOSCHANG et al.,
2009; PADOVAN; GUIMARAES, 2000; VIEIRA et al., 2018). Entretanto, efeito
ansiogénico foi identificado em ratos sujeitos a sessdes didrias de seis horas de restrigdo por

sete ou 21 dias (BOWMAN et al., 2009; HUYNH et al., 2011) , o que indica que longas
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sessdes diarias de restrigdo sdo necessarias para o desencadeamento de alteracdes
comportamentais no LCE em ratos. Em conjunto, essas evidéncias sugerem que o perfil de
resposta comportamental no LCE causada pela exposi¢ao repetida ao estresse de restri¢cao
depende do niamero e da duragdo das sessdes de estresse e da espécie. Desse modo, os dados
reportados no presente estudo reproduziram evidéncias prévias do nosso grupo obtidas em
ratos em que a exposic¢ao repetida a sessdes de uma hora de estresse de restri¢ao por 10 dias
ndo causa alteragdes comportamentais no LCE (VIEIRA et al., 2018). Como discutido
acima, ¢ bem documentado na literatura a habituacdo das respostas neuroenddcrinas durante
a exposicao repetida ao mesmo estressor, incluindo o estresse de restrigdo (GRISSOM;
BHATNAGAR, 2009; MCCARTY, 2016a). Nesse sentido, o desaparecimento do efeito
ansiogénico no LCE observado apds a sessdo aguda quando os animais foram submetidos a
exposicao repetida ao estresse de restricdo pode ser consequéncia da habituagdo ao estressor
homotipico.

Apesar dos efeitos de estressores cronicos sobre a neurotransmissdo CRFérgica no
HL ser pouco compreendida, alteracdes nesse mecanimso neuroquimico foram reportadas
em outras estruturas do SNC (ANISMAN et al., 2007; LAN et al., 2015; MAKINO et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2020; WISLOWSKA-STANEK et al., 2016). Nesse sentido, cabe
destacar que o desaparecimento do efeito ansiogéncio do estresse de restri¢ao agudo quando
os animais foram expostos repetidamente ao estressor foi acompanhado também pela perda
do efeito dos tratamentos farmcologicos do HL com os antagonistas dos receptores CRF. De
fato, no6s observamos que o tratamento do HL com CP376395 ou ASV-30 ndo alterou o
comportamento no LCE apos a 10? sessdo de estresse de restrigdo. Como afirmado acima, o
desaparecimento da mudanca comportamental no LCE observada em animais apés a 10?
sessdo de estresse de restri¢do indica uma habituacao do efeito do tipo ansiogénico evocado
pela restricdo. Nesse sentido, a auséncia de efeito dos tratamentos farmacoldgicos do HL em
animais cronicamente estressados indica que os receptores “CRFérgicos” no HL ndo estdo

envolvidos na habituacdo das respostas comportamentais ao estresse de contencdo. No
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entanto, a sensibilizacdo da sinalizacdo do receptor CRF; discutida acima pode ser um
contra-regulador para o processo de habituagdo da resposta comportamental relacionada a
ansiedade. Nesse sentido, seria de se esperar que o tratamento com HL com CP376395
aumentasse a exploragdo de bragos abertos do LCE em animais cronicamente estressados.
Portanto, o impacto diferente do antagonismo do receptor CRF; no HL nas respostas
cardiovasculares e comportamentais em ratos cronicamente estressados fornece evidéncias
iniciais de que o controle dessas respostas pelo LH pode ser mediado pela interagdo do HL
com redes cerebrais centrais independentes. Nesse sentido, além do envolvimento no
controle das respostas cardiovasculares ao estresse (ver sessdo 6.1), neuréonios MCH no HL
também vem sendo descrito como um importante mecanismo neuroquimico envolvido no
controle de comportamentos relacionados a ansiedade (BOROWSKY et al., 2002) e na
resposta ansiogénica induzida pelo estresse (CHAKI et al., 2005). Porém, foi demonstrado
que o efeito ansiogénico do estresse de restri¢ao repetido em camundongos foi acompanhado
de aumento na expressdo de MCH no HL, e o antagonismo de seus receptores inibiu o efeito
ansiogénico do estresse de restricao repetido (KIM; HAN, 2016). Desse modo, um eventual
envolvimento da neurotrasmissdo CRFérgica do HL na habituacdo da resposta ansiogénica
durante a exposicao repetida ao estresse de restri¢do parece ser independente de neurdnios

MCHgérgicos locais.

6.3. Neurotransmissio “CRFérgica” no HL e as alteracdes cardiovasculares
desencadeadas pelo ECV

O papel do HL no controle do barorreflexo através da abordagem farmacoldgica
(insusdo de drogas vasoativas) em animais ndo-anestesidos foi descrito previamente por
Crestani e colaboradores (2009), em que os autores reportaram que a inativagao reversiva
desse nucleo hipotaldmico com o bloqueador sinaptico ndo-seletivo CoCl, diminuiu a
bradicardia reflexa causada pelo aumento da pressdo arterial, mas sem afetar a resposta

taquicardica causada pela reducgao da pressao arterial. Além disso, esse efeito foi mimetizado



98

pelo tratamento do HL com um antagonista dos receptores ndo-NMDA, indicando que esse
mecanismo excitatorio estd envolvido no controle das respostas barorreflexas durante o
aumento da pressdo arterial (CRESTANI et al., 2009a). Além da neurotrasmissdo
glutamatérgica, dados da literatura mostram o envolvimento de outros mecanismos
neuroquimos envolvidos no controle do barorreflexo. Nesse sentido, apesar de dados da
literatura indicarem que a neurotransmissdo CRFérgica no HL ndo estd envolvida no
controle das respostas barorreflexas em animais nao-estressados usando a abordagem
famacologica, foi observado uma influéncia fécilitatoria dos recepetores CRF; e inibitoria
dos receptores CRF2 do HL no controle das respostas barorreflexas quando analisada pelo
método da sequéncia (REIS-SILVA et al., 2021).

As evidéncias obtidas no estudo de Reis-Silva et al, 2021 vao de encontro com 0s
dados obtidos no presente tabalho. De fato, nds observamos que o tratamento do HL com
CP376395 ou ASV-30 na dose de 0,0lnmol ndo provocou alteracdes em nenhum dos
parametros da atividade barorreflexa avaliada usando a abordagem famacoldgica em animias
ndo-estressados. Por outro lado, quando utilizado o método da sequéncia nossos dados
sugerem que os receptores CRF> no HL tem papel inibitério no controle de respostas
cardiacas reflexas durante variacdes espontidneas de pressdo arterial. Entretanto, nossos
dados ndo evidenciaram um influéncia dos receptores CRF; no controle do barorreflexo
espotaneo em animais ndo estressados. Essa diferenca observada entre os dois trabalhos pode
ser explicada pela pequena diferega no local de inje¢ao das drogas, pois o HL € regido que
apresenta diferentes populagdes de neurdnios ao longo do eixo antero-posterior e os efeitos
cardiovasculares da administracdo de CRF no HL apresenta respostas que variam de acordo
com o local do tratamento (DIAMANT et al., 1992). Apesar disso, assim como observado
por Reis-Silva e colaboradores (2021), nossos dados suportam os achados de que a
neurotransmissdo CRFérgica no HL modula seletivamente o barorreflexo espontaneo em
animais ndo-estressados. Nesse sentido, alguns achados sugerem que diferentes circuitos

estdo envolvidos na geragdo de respostas reflexas durante variagcdes espontaneas e mudangas
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mais pronunciadas na pressao arterial (CRESTANI, 2016a). Por exemplo, foi relatado uma
infléncia do PVN no controle da fun¢ao do barorreflexo quando investigado utilizando uma
abordagem farmacologica (CRESTANI et al., 2010b), mas ndo no controle sobre o
barorreflexo espontaneo (DE ANDRADE et al., 2014).

Além do papel da neurotramissdo “CRFérgica” no HL no controle do barorreflexo
em animais ndo-estressados, nds avalisamos seu papel em animais submetidos ao protocolo
de ECV. A exposi¢do cronica a estressores heterotipicos esta relacionada com disfungdes
cardiovasculares (GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2002, 2008a). De fato, o protocolo de
ECYV utilizado nesse estudo provocou uma disfun¢do do barorreflexo quando avaliado pelo
método farmacolédgico, corroborando com os dados da literatura e do nosso grupo
(ALMEIDA et al., 2015; COSTA-FERREIRA et al., 2016; GRIPPO; MOFFITT;
JOHNSON, 2008b). Mais especificamente, nds observamos que o estresse provocou uma
diminui¢do do P1, P2, AP e do ganho da fun¢do barorreflexa avaliada por meio da abordagem
famacologica, o que indica um prejuizo das respostas reflexas durante aumento e redugdo da
pressdo arterial. A atividade barorreflexa avaliada por meio da técnica de sequéncia ndo
indicou efeito do ECV em nenhum dos parametors avaliados. Nossos achados sdo suportados
por evidéncias prévias de que estressores cronicos parecem afetar de maneira diferente
respostas reflexas durante variagdes fisioldgicas ou pronunciadas da pressdo arterial
(CRESTANI, 2016a). Por exemplo, foi reportado que o ERR causou altera¢des na atividade
baroreflexa avaliada pelo método farmacolégico (CONTI et al., 2001; DUARTE et al., 2015;
PORTER et al., 2004)), mas sem afetar as respostas durante variacoes fisiologicas da pressao
arterial (DAUBERT et al.,, 2012; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015). Como
discutido acima, alguns achados indicam que circuitos independentes parecem estar
envolvidos nas respostas reflexas geradas por variagdes fisiologicas ou pronunciadas da
pressdo arterial, o que pode explicar a diferenga no impacto de estressores cronicos nessas

respostas.
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Diferetemente dos dados obitidos com a microinjecdo de CP376395 no HL de
animais ndo-estressados, em que o antagonismo do receptor CRF; no HL ndo afetou as
respostas barorreflexas avaliadas pelo método farmacoldgico, nos identificamos que o
tratamento do HL com CP376395 inibiu todas as alteracdes da atividade barorreflexa
causadas pelo ECV. Apesar dos efeitos do CP376395 terem sido mais pronunciados ao
reverter todas as alteragdes causadas pelo ECV, o tratamento do HL. com ASV-30 também
foi capaz de reverter a reducdo no parametro ganho da curva barorreflexa causada pelo ECV,
o que sugere um envolvimento de receptores CRF> do HL. As diferencas de efeito observada
entre os receptores CRF; e CRF2 em animais cronicamente estressados indicam que eles
podem estar distribuidos de maneira heterogénia entre as popula¢des de neurdnios do HL
que regulam a atividade barorreflexa, de modo que os receptores CRF; parecem estar
presente de maneira maior nos circuitos afetados pelo ECV. Nesse sentido, nossos achados
da andlise de expressdo dos receptores CRFérgicos indicam que o envolvimento dos
receptores CRF2 do HL parece estar relacionado com um aumento na expressao desses
receptores. Os achados de alteracdo na expressao do receptor CRF> sdo suportados por dados
prévios de que o ECV ¢ capaz de provocar alteracdes da expressao de receptores CRFérgicos
em regides relacionadas ao controle cardiovascular ao estresse (OLIVEIRA et al., 2021;
VENTURA-SILVA et al., 2012), o que inclui aumento de mRNA para o receptor CRF; em
nos nucleos septal e ventromedial do hipotdlamo (MALTA et al., 2021). Por outro lado,
assim como discutido acima com relacdo ao efeito do ERR no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricao pelo receptor CRFi, a evidéncia de auséncia de
alteracdo na expressao do receptor CRF; nos animais expostos ao ECV indica que o
envolvimento desse receptor nas alteracde da atividade barorreflexa ao ECV parecem estar
relacionadas com um efeito desse estressor cronico na afinidade do CRF e peptideos
relacionados ao receptor CRF; e/ou alteragdes na sinalizagdo intracelular, que podem ocorrer

via oligomerizagdo, expressdo de splicing alternativo do receptor CRF; e/ou alteragdes na
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sinalizacdo intracelular (GRAMMATOPOULOS, 2012; MICHAL A ZMIJEWSKI;

SLOMINSKI, 2010; SLATER; YARUR; GYSLING, 2016)

Além do compromentimento da fungdo barorreflexa, o ECV esta relacionado com
alteracdes nos parametros cardiovasculares basais, como por exemplo aumento da PAM. De
fato, estudos prévios, incluindo resultados do nosso grupo (DUARTE; PLANETA;
CRESTANI, 2015; OLIVEIRA et al., 2021), mostraram que animais submetidos ao ECV
apresentaram um aumento da PAM (GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2002, 2008a). Em
concordancia com essas evidéncias, nds observamos no presente estudo que o protocolo de
ECV provocou um aumento da PAM basal, sem aumento da FC basal. Estudos mostram que
o desenvolvimento e a progressao da hipertensao esta relacionada com o comprometimento
da atividade do barorreflexo (CHAPLEAU et al., 2012; GRASSI et al., 2006). Desse modo,
o aumento na pressao arterial induzido pelo ECV poderia estar relacionado com o prejuizo
da atividade barorreflexa. No entanto, a evidéncia do presente estudo de que o tratamento do
HL com os antagonistas de receptores CRFérgicos foi efetivo em reverter as alteragdes na
atividade barorreflexa, porém sem influenciar o aumento da pressdo arterial causado pelo
ECV sugere que essas respostas parecem ocorrer por mecanismos independentes. Nesse
sentido, nossos dados sugerem que a neurotransmissdo CRFérgica presente no HL ndo esta
envolvida no efeito do ECV sobre a pressao arterial basal.

O aumento da atividade simpatica pode também estar relacionado com a disfunc¢ao
do barorreflexo (GRASSI et al., 2004). Nesse sentindo, nesse estudo nos também realizamos
a analise de variabilidade do IP, no qual fornece informagdes acerca da atividade autdnoma
agindo no coragdo (MALIK et al., 1996). E descrito que o ECV provoca um desbalango da
atividade autonoma cardiaca, de modo a aumentar a contribui¢do simpatica (GRIPPO;
MOFFITT; JOHNSON, 2002). Entretanto, os dados obtidos nesse trabalho nao
evidenciaram efeito do ECV em nenhum dos paramétros de variabilidade cardiaca
analisados pela andlise de variabilidade do IP. Entretanto, apesar das altera¢des da atividade

autonoma ndo tenham sido detectadas pela analise de variabiliadde, ndo podemos descartar
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que o ECV esteja influénciando a atividade autonoma dos animais nesse estudo uma vez que
ndo foi realizada a avalia¢do desse parametro pelo método farmacologico, através da infusao
de metilatropina e propanol. Nesse sentido, a andlise de variabilidade ¢ sensivel a
interferéncias no sinal de IP, de modo que o tratametno farmacologico prévio do HL pode
ter influenciado a anélise. Desse modo, estudos futuros serdo necessarios para investigar um
envolvimento da neurotransmissao CRFérgica do HL nas alteracdes da atividade autonoma

causadas pelo ECV.
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7. CONCLUSAQ

Os resultados obtidos apresentados nesse estudo evidenciam um envolvimento da
neurotransmissdo “CRFérgica” do HL no controle das respostas cardiovasculares e de
respostas comportamentais do tipo ansiogénica desencadeadas por ameagas aversivas, bem
como em disfungdes da atividade barorreflexa causadas por estressores cronicos.
Especificamente, os nossos achados fornecem evidéncias de que os receptores CRF; e CRF>
no HL parecem agir de maneira sinérgica na geracdo da resposta de taquicardia durante o
estresse de restricdo; e esse controle ndo ¢ afetado pela exposi¢do repetida prévia a esse
estressor. Além disso, os dados do presente estudo fornecem evidéncias de que os receptores
CRF; e CRF; no HL estdo envolvidos na geracdo da resposta comportamental do tipo
ansiogénica induzida por uma sessdo aguda de estresse de restricdo. Os dados também
indicam uma participacdo dos receptores CRF; e CRF> no HL na disfungdo da atividade
barorreflexa induzidas pelo ECV, de modo que o envolvimento do receptor CRF> parece

estar relacionado com um aumento na expressao local desse receptor no HL.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo I - Artigo publicado com dados obtidos do protocolo 4.1. desse estudo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: The lateral hypothalamus (LH) is implicated in the physiological and behavioral responses during stressful
Cardiovascular

events. However, the local neurochemical mechanisms related to control of stress responses by this hypothalamic

CRF area are not completely understood. Therefore, in this study we evaluated the involvement of CRFergic neuro-

:eart d:atle transmission acting through the CRF; receptor within the LH in cardiovascular responses evoked by an acute
othalamus o .. .. s .. . . . P . .

R:sptrainl stress session of restraint stress in rats. For this, we investigated the effect of bilateral microinjection of different doses

Sympathetic activity (0.01, 0.1 and 1 nmol/100 nL) of the selective CRF; receptor antagonist CP376395 into the LH on arterial

pressure and heart rate increases and decrease in tail skin temperature evoked by acute restraint stress. We found
that all doses of the CRF, receptor antagonist microinjected into the LH decreased the restraint-evoked tachy-
cardia, but without affecting the arterial pressure and tail skin temperature responses. Additionally, treatment of
the LH with CP376395 at the doses of 0.1 and 1 nmol/100 nL increased the basal values of both heart rate and
arterial pressure, whereas the dose of 0.1 nmol/100 nL decreased the skin temperature. Taken together, these
findings indicate that CRFergic neurotransmission in the LH, acting through activation of local CRF; receptors,
plays a facilitatory role in the tachycardia observed during aversive threats, but without affecting the pressor and
tail skin temperature responses. Our results also provide evidence that LH CRFergic neurotransmission in
involved in tonic maintenance of cardiovascular function.
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9.2. Anexo II - Artigo publicado com dados obtidos dos protocolos 4.2, 4.3 e 4.5 desse

estudo.
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ARTICLE INFO

Keywords:
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ABSTRACT

We investigated the role of corticotropin-releasing factor (CRF) neurotransmission within the lateral hypothal-
amus (LH) in cardiovascular and anxiogenic-like responses evoked by acute and repeated restraint stress in rats.
For this, animals were subjected to intra-LH microinjection of a selective CRF; (CP376395) or CRF, (anti-
sauvagine-30) receptor antagonist before either an acute or the 10th session of restraint stress. Restraint-evoked
arterial pressure and heart rate increases, tail skin temperature decrease and anxiogenic-like effect in the
elevated plus maze (EPM) were evaluated. We also assessed the effect of 10 daily sessions of restraint on
expression of CRF; and CRF, receptors within the LH. We identified that antagonism of either CRF; or CRF;,
receptor within the LH decreased the tachycardia during both the acute and 10th session of restraint, but the
effect of the CRF; receptor antagonist was more pronounced during the 10th session. Acute restraint stress also
caused anxiogenic-like effect, and this response was inhibited in animals treated with either CP376395 or
antisauvagine-30. Anxiety-like behaviors were not changed following the 10th session of restraint, and phar-
macological treatments did not affect the behavior in the EPM in chronically stressed animals. Repeated restraint
also did not change the level of the CRF receptors within the LH. Taken together, the findings indicate that CRF,
and CRF, receptors within the LH are involved in tachycardic and anxiogenic-like responses to aversive stimuli.
Control of tachycardia by the CRF; receptor is sensitized by previous stressful experience, and this effect seems to
be independent of changes in expression of the receptor.
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affective behavior via action in the insular cortex of rat
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Abstract

Rationale

In a social context, individuals are able to detect external information from others and
coordinate behavioral responses according to the situation, a phenomenon called social
decision-making. Social decision-making is multifaceted, influenced by emotional and
motivational factors like stress, sickness, and hunger. However, the neurobiological basis for

motivational state competition and interaction is not well known.

Objective

We investigated possible neural mechanisms through which internal states could shape social
behavior in a social affective preference (SAP) test. In the SAP test, experimental rats given a
choice to interact with naive or stressed conspecifics exhibit an age-dependent preference to
interact with stressed juvenile conspecifics, but avoid stressed adult conspecifics. First, we
assessed the effect of food and water deprivation on SAP behavior. Behavior in the SAP test
requires the insular cortex, which receives input from the ingestion-related peptides melanin-
concentrating hormone (MCH) and orexin neurons of the lateral hypothalamus (LH). This

study aimed to evaluate the role of LH and insular MCH and orexin in SAP test.

Methods

SAP tests were conducted in rats that were sated, food and water deprived or allowed 1 h of
access to food and water after 14 h of deprivation (relieved condition). Separate cohorts of
sated rats received cannula implants for microinjection of drugs to inhibit the LH or to block
or stimulate MCH or orexin receptors in the insula prior to SAP tests or social interaction

tests.
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Results

Food and water deprivation prior to SAP tests with juvenile rats caused a shift in preference
away from the stressed rat toward the naive juveniles. Pharmacological inhibition of LH with
muscimol (100 ng/side) abolished the preference for the juvenile-stressed conspecific, as well
as the preference for the adult naive conspecific. The blockade of MCH receptor 10r orexin
receptors in the insular cortex with SNAP94847 (50 uM) or TCS1102 (1 uM), respectively, also
abolished the preference for the stressed juvenile conspecific, but only the antagonism of
orexin receptors was able to abolish the preference for the adult naive conspecific.
Microinjection of increasing doses (50 or 500 nM) of MCH or orexin-A in the insular cortex
increased the interaction time in the one-on-one social interaction test with juvenile
conspecifics; however, only the microinjection of orexin-A increased the interaction time with

adult naive conspecifics.

Conclusions
Taken together, these results suggest that lateral hypothalamus peptides shape the direction of
social approach or avoidance via actions MCH and orexin neurotransmission in the insular

cortex.



