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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo investigar a interacdo da
neurotransmissao nitrérgica no nucleo leito da estrial terminal (NLET) com as
neurotransmissdes glutamatérgica e noradrenérgica locais no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo agudo em ratos. Para tanto,
todos os animais foram submetidos a procedimentos cirargicos para implantacao
de canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET para realizacdo do tratamento
neurofarmacolégico, e de canulacdo da artéria femoral para registro
cardiovascular. Foram avaliadas as respostas de pressao arterial e frequéncia
cardiaca e de queda da temperatura cutanea da cauda causadas pelo estresse
por restricdo agudo. Todos os animais foram submetidos a uma sessdo aguda
de 30 minutos de estresse por restricAo cinco minutos apds os tratamentos
farmacoldgicos no NLET. A microinjecdo bilateral de NMDA no NLET facilitou a
resposta taquicardica ao estresse por restricdo, porém sem alterar as respostas
pressora e de queda da temperatura cutanea da cauda. A facilitacdo da resposta
de frequéncia cardiaca causada pelo tratamento com NMDA foi revertida em
animais pré-tratados com N-propil-L-arginina (NPLA, inibidor seletivo da nNOS)
no NLET. A microinjeg&o bilateral de NOC-9 (doador de NO) no NLET reduziu
as respostas pressora e taquicardica. O pré-tratamento do NLET com WB4101
(antagonista seletivo de adrenoceptores a1) reverteu o efeito do NOC-9 sobre a
resposta de frequéncia cardiaca, porém néo afetou o efeito do NOC-9 sobre a
respsota pressora. Por fim, a microinjeccdo de NPLA em animais pré-tratados
com WB4101 no NLET diminuiu a resposta de frequéncia cardiaca e presséo
arterial desencadeada pelo estresse por restricdo. Em conjunto, esses
resultados indicam que o controle inibitorio das respostas cardiovasculares ao

estresse pela neurotransmissdo nitrérgica no NLET € mediado por uma



facilitacdo da neurotransmissdo noradrenérgica local. Além disso, 0S nossos
achados fornecem evidéncias do envolvimento da nNOS local no controle
facilitatorio das respostas ao estresse exercido pelo receptor glutamatérgico

NMDA no NLET.

Palavras-Chave: NLET, 6xido nitrico, noradrenalina, glutamato, pressao arterial

e frequéncia cardiaca.



ABSTRACT

The aim of the present study was to assess an interaction between nitrergic
neurotransmission within the bed nucleus of the stria terminalis (BNST) with local
glutamatergic and noradrenergic neurotransmissions in control of cardiovascular
responses evoked by an acute session of restraint stress in rats. For this, all animals were
subjected to surgical procedures for implant of bilateral guide cannulas into the BNST
and a catheter into the femoral artery. Bilateral microinjection of NMDA into the BNST
increased the restraint-evoked tachycardia, but whithout affecting the pressor response
and the drop in tail skin temperature. Changes on blood pressure, heart rate and tail skin
temperature evoked by restraint stress were recorded. The acute 30 min session of
restraint stress was performed five minutes following BNST pharmacological treatments.
Bilateral microinjection of NMDA into the BNST enhanced the tachycardia to restraint,
but without affecting the pressor response and the drop in tail skin temperature. The effect
of NMDA on restraint-evoked tachycardia was completely inhibited in animals pretreated
with the selective nNOS inhibitor Nw-Propyl-L-arginine (NPLA) into the BNST.
Bilateral microinjection of NOC-9 decreased the heart rate and blood pressure increases
evoked by restraint stress. The effect of NOC-9 on HR, but not on blood pressure, was
inhibited by BNST pretreatment with WB4101. Besides, microinjection of NPLA in
animals pretreated with WB4101 into the BNST decreased the HR and blood pressure
increases to restraint. Taken together, these results indicate that the inhibitory control of
cardiovascular responses to stress by BNST nitrergic neurotransmission is mediated by a
facilitation of local noradrenergic neurotransmission. Also, present data provide evidence
of an involvement of local nNOS in facilitatory control of the NMDA receptor within the
BNST.

Keywords: autonomic activity, blood pressure, BNST, heart rate, nitric oxide, glutamate,

noradrenaline.
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1. INTRODUCAO

A sobrevivéncia e a adaptacdo de todas as espécies a situacfes de
estresse requer um adequado e coordenado conjunto de respostas fisiologicas
(Ulrich-Lai & Herman, 2009). As respostas fisiologicas ao estresse séao
controladas pelo sistema nervoso autbnomo e pela ativacdo do sistema
neuroenddcrino (Crestani, 2016; Ulrich-Lai & Herman, 2009). O sistema nervoso
autbnomo promove a resposta imediata ao estresse, que € caracterizada
principalmente por alteragées na fungdo cardiovascular, incluindo aumento da
pressao arterial e frequéncia cardiaca, redistribuicdo do fluxo sanguineo
(reducao na perfusdo cutanea e visceral e aumento no fluxo sanguineo para a
musculatura esquelética) e alteracdo na atividade do barorreflexo (Crestani,
Tavares, Alves, Resstel, & Correa, 2010; Schadt & Hasser, 1998; Zhang, Julien,
& Barres, 1996). A ativacdo do sistema neuroenddcrino durante o estresse por
sua vez, atraves da ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA),
promove aumento dos niveis plasmaticos de glicocorticoides, que ocorre minutos
apos o inicio do estresse (Choi et al., 2007; Kvetnansky, McCarty, Thoa, Lake, &
Kopin, 1979). Apesar da importancia das respostas fisiolégicas durante
situacgdes aversivas, 0s mecanismos envolvidos com essas respostas ainda sao
pouco compreendidos.

As respostas fisiologicas durante o estresse emocional sao
mediadas por estruturas limbicas no sistema nervoso central (SNC), atraves da
acao de varios mecanismos neuroquimicos (Joels & Baram, 2009; Ulrich-Lai &

Herman, 2009). O ndcleo leito da estria terminal (NLET) € uma estrutura limbica



localizada no prosencéfalo rostral, no qual esta envolvido na modulacdo da
atividade autondmica, neuroendécrina e de respostas comportamentais
(Crestani et al., 2013; Davis, Walker, Miles, & Grillon, 2010). Dados demonstram
que o controle das respostas cardiovasculares ao estresse pelo NLET é
dependente do tipo de estimulo aversivo (Crestani et al., 2013). Neste sentido,
estudos prévios do nosso grupo demonstraram que o bloqueio sinaptico nao-
seletivo com cloreto de cobalto do NLET facilitou a resposta taquicérdica
evocada pelo estresse por restricdo (estimulo aversivo nao-condicionado),
porém sem alterar a resposta pressora, (Crestani, Alves, Tavares, & Correa,
2009). Por outro lado, as respostas comportamentais e cardiovasculares
observadas durante a exposi¢cdo ao modelo de medo condicionado ao contexto
(estimulo aversivo condicionado) foram reduzidas apdés o bloqueio sinaptico ndo-
seletivo do NLET (Resstel et al., 2008). Em relacéo a ativacdo do eixo HPA, foi
reportado que a lesdo quimica do NLET resultou num aumento dos niveis de
glicocorticoides plasmaticos induzida tanto por estimulos aversivos n&o-
condicionados quanto condicionados (Choi et al., 2008; Gray et al., 1993).

Os resultados demonstrando o envolvimento do NLET nas respostas
fisiolégicas ao estresse, juntamente com evidéncias neuroanatdbmicas de
conexdes com outras estruturas limbicas, permite propor que o NLET seria uma
importante regido de integracdo no circuito neural das respostas a estimulos
aversivos. De fato, tem sido proposto que o NLET é uma importante estrutura
integrando e conectando informacgdes de regides limbicas como o coértex pre-
frontal medial (CPFM), hipocampo e amidala; com nucleos hipotalamicos e do
tronco cerebral envolvidos na geracdo das respostas cardiovasculares e
neuroenddcrinas ao estresse (Choi et al., 2007; Crestani et al., 2013; Ulrich-Lai

& Herman, 2009). Entretanto, apesar das evidéncias apresentadas acima,
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informacdes acerca dos mecanismos neuroquimicos locais no NLET envolvidos
no controle das respostas cardiovasculares ao estresse ainda s&o pouco
compreendidos.

Estudos recentes tém apontado que a neurotransmissao nitrérgica é
um importante mecanismo neuroquimico no SNC envolvido nas respostas
fisiologicas e comportamentais a estimulos aversivos (Guimaraes, Beijamini,
Moreira, Aguiar, & de Lucca, 2005; Resstel et al., 2008). O 6xido nitrico (NO) age
no SNC como uma molécula de sinalizacdo, e € considerado um
neurotransmissor atipico (Garthwaite, 2008). O NO é sintetizado a partir da I-
arginina por trés isoformas da enzima sintase do 6xido nitrico (NOS), que séo
denominadas neuronial (hnNOS), endotelial (eNOS) e induzivel (iNOS) (Alderton,
Cooper, & Knowles, 2001) . A nNOS ¢é a principal isoforma envolvida na sintese
de NO no SNC (Garthwaite, 2008; Huang, Dawson, Bredt, Snyder, & Fishman,
1993).

Foram identificados neurdnios no NLET capazes de sintetizar NO
(Vincent & Kimura, 1992), e estes neurbnios sdo ativados por estimulos
aversivos (Guimaraes et al., 2005). Estudos recentes indicaram que a
neurotransmissao nitrérgica, atuando por meio da ativacdo da nNOS, constitui
um proeminente mecanismo neuroquimico local envolvido no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse pelo NLET (Barretto-de-Souza et al.,
2018; Hott et al., 2017). Por exemplo, o bloqueio da nNOS no NLET, bem como
dos mecanismos de sinalizacao relacionados aos efeitos do NO como a enzima
guanilato ciclase soluvel (sGC) e a proteina quinase G (PKG), aumentaram a
taquicardia e diminuiram a queda da temperatura cutanea da cauda evocadas
por uma sessao aguda de estresse de restricao (Barretto-de-Souza et al., 2018).

Apesar dessas evidéncias, 0s mecanismos locais relacionados com o controle
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das respostas cardiovasculares ao estresse pela sinalizagéo nitrérgica no NLET
ainda s&o desconhecidos.

Foi demonstrado que a ativacdo do receptor glutamatérgico NMDA
presente em neurbnicos pos-singpticos no SNC resulta na formacdo de NO,
através de um mecanismo dependente de Ca*?(Garthwaite, Charles, & Chess-
Williams, 1988). De fato, a enzima nNOS esta em intima proximidade com o
receptor glutamatérgico NMDA (Brenman & Bredt, 1997). Baseado nestas
evidéncias, tem sido proposto que a enzima nNOS no encéfalo é ativada em
resposta a um influxo de Ca*? decorrente da ativacéo do receptor glutamatérgico
NMDA (Garthwaite, 2008).

O NO tem sido demonstrado ser uma importante molécula de
sinalizacdo envolvido no controle da fung&o cardiovascular pelo receptor NMDA
no SNC. Por exemplo, foi demonstrado que a inibicdo da nNOS aboliu as
respostas cardiovasculares desencadeadas pela ativagdo do receptor
glutamatérgico NMDA em vérias regiées do SNC (Martins-Pinge, Garcia, Zoccal,
Crestani, & Pinge-Filho, 2007; Resstel & Correa, 2006). Nesse sentido, em um
estudo prévio do nosso grupo observamos que a microinjecdo de um antagonista
seletivo do receptor NMDA no NLET reduziu a resposta taquicardica induzida
pelo estresse por restricdo (Adami, Barretto-de-Souza, Duarte, Almeida, &
Crestani, 2017). Esses dados forneceram evidéncia da participacéao do receptor
NMDA no NLET no controle das respostas cardiovasculares ao estresse.
Entretanto, um possivel envolvimento da formagé&o local de NO no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse pelo receptor NMDA no NLET nunca foi
investigado. Desse modo, uma das hipéteses testadas no presente estudo foi a

de que o controle das respostas cardiovasculares ao estresse por restricao
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agudo pelo receptor glutamatérgico NMDA no NLET é dependente da formagéo
local de NO através da ativagdo da enzima nNOS.

Ao se observar a neurotrasmissao noradrenérgica, dados de Crestani
e colaboradores (2009) mostram que a microinjecdo de um antagonista seletivo
de adrenoceptores a1 no NLET facilitou a resposta taquicardica ao estresse por
restricdo, porém sem interferir com a elevacdo da pressdo arterial. A
microinjecao de antagonistas seletivos de adrenoceptores a2 ou 3 ndo afetaram
as respostas cardiovasculares ao estresse por restricao (Crestani et al., 2009).
Assim, esses resultados indicaram que a neurotransmissdo noradrenérgica no
NLET, agindo através da ativacdo de adrenoceptores ai locais, tem uma
influéncia inibitéria nas respostas cardiacas ao estresse por restricdo (Crestani
et al., 2009). Assim como observado apds o bloqueio de adrenoceptores at no
NLET, os resultados da inibicio da enzima nNOS no NLET também
evidenciaram um papel inibitério da neurotransmissdo nitrérgica no NLET
(Barretto-de-Souza et al., 2018). Foi reportado que a ativagdo do receptor
glutamatérgico NMDA no NLET causa um aumento na liberacdo local de
noradrenalina (Aliaga, Bustos, & Gysling, 1995; Forray, Andres, Bustos, &
Gysling, 1995). Apesar da auséncia de evidéncias diretas de uma interacao entre
as neurotransmissdes noradrenérgica e nitrérgica no NLET, o aumento na
liberacdo de noradrenalina no NLET decorrente da ativacédo do receptor NMDA
local pode ser mediada por um aumento na formacéo local de NO(Garthwaite,
2008) , o que sugere uma interacdo entre as neurotransmissdes nitrérgica e
noradrenérgica no NLET. Desse modo, uma segunda hipotese testada no
presente estudo foi a de que o controle das respostas cardiovasculares pela
sinalizacao nitrérgica no NLET € mediada por um aumento na liberacao local de

noradrenalina no NLET.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi estudar a interacdo da
neurotransmissao nitrérgica no NLET com as neurotransmissées glutamatérgica
e noradrenérgica locais no controle das respostas cardiovasculares
desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo em ratos. Para tanto, os
objetivos especificos foram:

1) Investigar o envolvimento da formacdo local de NO através da
ativacdo da enzima nNOS no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse por restricdo agudo pelo receptor glutamatérgico NMDA no NLET.

2) Investigar se o controle das respostas cardiovasculares pela
sinalizacdo nitrérgica no NLET €& mediada por um faciltacdo da

neurotransmissao noradrenérgica local.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal variando entre 240-
260g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus da UNESP
de Botucatu, e foram transferidos para o Biotério do Laboratorio de Farmacologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr/UNESP) no minimo sete dias
antes do inicio dos experimentos. Os animais tiveram acesso livre a racéo
granulada e agua, foram submetidos a alternancia de luz (12h claro/ 12h escuro)
e foram mantidas em condicdes controladas de temperatura (23+£2°C). Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FCFAr/UNESP (processo 37/2016) e estdo de acordo com

as leis do CONCEA.

3.2.Técnica de implante de canulas guias no NLET

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

& Watson, 1997), e foram como segue:
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Nucleo leito da estria terminal (NLET):
Antero-posterior: + 7.8 mm em relacéo a interaural
Lateral: + 4 mm a partir da linha medial
Ventral: - 5.8 mm em relagdo ao 0sso do cranio;

Incisivo: -3,2 mm.

Apés o posicionamento da canula de aco inoxidavel foi feito um orificio
no cranio com auxilio de uma broca odontoldgica, por onde foi introduzida a
canula constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23G)
com 13 mm de comprimento. A canula foi fixada ao cranio com uma resina
acrilica autopolimerisavel (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ), e
pequenos parafusos foram previamente implantados na calota craniana para
fixagc&o da resina. Um mandril com 0,2 mm de didmetro foi introduzido na canula,
evitando a obstrucdo da mesma durante o periodo de recuperacdo. Como
medida profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de pentabibtico
veterinario (Fontoura-Wyeth, S&o Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL
do anti-inflamatério ndo-esteroidal flunixina meglumina (Banamine®, Schering

Plough, Brazil) pela via subcutanea.

3.3. Canulacéao da artéria femoral

Todos os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250 mg/Kg,
intraperitoneal), e foi implantado um cateter na artéria femoral para registro dos
parametros cardiovasculares. O cateter foi constituido por um segmento de
polietileno PE-10 (4-5 cm) soldado a um segmento de polietileno PE-50 (12-13

cm), previamente preenchidos por solucdo salina e anticoagulante (20 U/mL de
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heparina em solugdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apés a
implantagéo do cateter, o mesmo foi exteriorizado na regido dorsal do animal e
fixado & pele por sutura cirdrgica. Ao término da cirurgia os animais receberam
0,3 mL do anti-inflamatério ndo-esteroidal flunixina meglumina (Banamine®,
Schering Plough, Brazil) por via subcutanea para analgesia pos-operatéria. Os
animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pés-

operatorio e de registro cardiovascular.

3.4. Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor
de presséo (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento
de polietileno PE-50. A pressao arterial pulsétil (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 pressdo arterial média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC), foram obtidos a partir dos sinais da PAP.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutdnea da cauda foram realizados
utilizando um termovisor (IR14010, Inglaterra). A andlise foi feita através de um
software para analise termogréafica, e a temperatura foi representada como
variacdes de intensidade de cor (Busnardo et al., 2013; Vianna & Carrive, 2005).
Para a analise das imagens, a medida da temperatura foi realizada em cinco
pontos da cauda do animal, e a média foi calculada para cada registro (Busnardo

et al., 2013).



17

3.6. Estresse por restricao agudo

Os animais foram introduzidos em tubos cilindricos plasticos
(diametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de %2 polegada
gue preencham aproximadamente 20% do tubo). Os animais foram mantidos por
um periodo de 30 minutos no tubo de restricdo (Choi et al., 2007; Oliveira,
Almeida, Benini, & Crestani, 2015). Cada animal foi submetido a apenas uma

sessdao de restricdo para evitar habituagéo.

3.7. Microinjecao de drogas no NLET

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas
para microinje¢ao das drogas foram 1 mm mais longa do que as cénulas guias
fixada ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (7002KH, Hamilton,

EUA).

3.8. Determinacdo anatémica dos sitios de injecédo das drogas

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com
uretana (1,2 g/kg, intraperitoneal) e foi injetado o corante azul de Evan como um
marcador do sitio de microinjecdo no mesmo volume em que foi realizado o
tratamento farmacologico. Em seguida, os encéfalos foram removidos e pos-
fixados em formalina 10 % a 4°C por um periodo de pelo menos 48 horas. Em
seguida, seccdes de 40 micrometros de espessura em seérie da regido do NLET
foram realizadas utilizando um criostato (CM1900, Leica, Wetzlar, Alemanha). O
posicionamento das agulhas de microinjecao foi determinado de acordo com o

atlas do cérebro do rato de Paxinos & Watson (1997)
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3.9. Drogas Utilizadas

Nw-Propyl-L-arginine (NPLA) (inibidos seletivo da nNOS) (N5-
[Imino(propylamino)methyl]-L-ornithine  hydrochloride) (Tocris, Westwoods
Business, Park Ellisville, MO, USA), WB4101 (antagonista seletivo de
adrenoceptores al) (2-[(2,6-Dimethoxyphenoxyethyl)aminomethyl]-1,4-
benzodioxane hydrochloride) (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA), N-Methyl-D-
aspartic acid (NMDA) (agonista seletivo de receptor NMDA) ((R)-2-
(Methylamino)succinic acid) (Sigma-Aldrich), tribromoetanol (Sigma-Aldrich) e
uretana (Sigma-Aldrich) foram dissolvidos em salina (NaCl 0.9%). NOC-9
(doador de NO) (6-(2-Hydroxy-1-methyl-2-nitrosohydrazino)-N-methyl-1-
hexanamine) (Sigma-Alrich) foi dissolvido em solugédo de 1 M Tris-HCI . A
solucéo de NOC-9 foi preparada em pH 10 para prevenir a liberacdo de NO antes
do contato com o tecido cerebral, uma vez que o NOC-9 é relativamente estavel
em pH alcalino (>10.0) e libera NO em pH fisiologico (7.4) (Keefer et al., 1996).
O pH das outras drogas foi ajustado para 7.4. Flunixin meglumine (Banamine®;
Schering-Plough, Cotia, SP, Brazill e a preparacdo poli-antibiotica
(Pentabiotico®; Fort Dodge, Campinas, SP, Brazil) foram utilizadas como

fornecidas pelos fabricantes.

3.10. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiazerro padréo da média (EPM).
O efeito dos tratamentos farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM, FC e
temperatura cutdanea da cauda foram comparados utilizando ANOVA
monofatorial. A ANOVA bifatorial (tratamento vs tempo), com tratamento como

medida principal e tempo como medida repetida, acompanhada pelo pés-teste
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de Bonferroni foi usada para comparar as curvas temporais de variagdes da
presséo arterial, FC e temperatura cutdnea da cauda durante o estresse por
restricio agudo. Resultados de testes estatisticos com P<0,05 foram

considerados significativos.
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4. Protocolos Experimentais

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET, e mantidos em
recuperacdo por no minimo 3 dias. O experimento foi realizado 24 h apés a
implantacdo de um cateter na artéria femoral. Os animais foram mantidos em
caixas individuais na sala de experimentacdo por 60 minutos, para habituacao
as condicdes de som e iluminacdo da sala, antes do inicio do experimento. A
sala de experimento teve a temperatura controlada (24 °C) e foi acusticamente
isolada dos outros ambientes. Cada animal recebeu um unico tratamento
farmacoldgico e foi submetido a uma Unica sessao de estresse de restricdo
agudo. Os registros de pressao arterial e FC foram iniciados 30 minutos antes
do inicio da restricdo, e foram realizados durante todo o periodo de restricdo. A
temperatura cutanea da cauda foi medida aos 10, 5 e 0 min antes da restricao,

e a cada 5 min durante a restricao.

4.1 Envolvimento da sinalizacdo nitrérgica local no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo pelo receptor
glutamatérgico NMDA no NLET

Esse protocolo teve como objetivo investigar o envolvimento da
formacédo local de NO através da ativagdo da enzima nNOS no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo agudo pelo receptor
glutamatérgico NMDA no NLET. Para tanto, grupos independentes de animais
receberam microinje¢fes bilaterais no NLET de veiculo (salina, 100nL) ou N-
propil-L-arginina (NPLA, inibidor seletivo da nNOS) (0,2nmol/100nL, dose

inefetiva) (Barretto-de-Souza et al., 2018), acompanhado 5 minutos depois pela
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microinjecao de NMDA (0,1nmol/100nL, dose efetiva) ou veiculo (salina, 100nL)
no mesmo sitio (Li, Mayhan, & Patel, 2001; Martins-Pinge, Mueller, Foley,
Heesch, & Hasser, 2012). Cinco minutos ap6s o segundo tratamento
farmacoldgico, os animais foram submetidos a uma sessao aguda de 30 minutos

de estresse por restrigao.

4.2 Envolvimento de neurotransmissao noradrenérgica local no
controle de respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo pela
neurotransmissdo nitrérgica no NLET

Esse protocolo teve como objetivo de investigar se o controle das
respostas cardiovasculares pela sinalizacao nitrérgica no NLET € mediado por
uma facilitacdo da neurotransmissédo noradrenérgica local. Para tanto, grupos
independentes de animais receberam microinjecdes bilaterais no NLET de
veiculo (salina, 100 nL) ou WB4101 (antagonista seletivo de adrenoceptores a1)
(1,5nmol/200nL, dose inefetiva), acompanhado 5 minutos depois pela
microinjecdo de TRIS-HCL (veiculo) (200nL) ou NOC-9 (doador de NO) (75
nmol/200nL, dose efetiva) no mesmo sitio (Hott et al., 2012; Miguel, Gomes, &
Nunes-de-Souza, 2012). Cinco minutos apdés o0 segundo tratamento
farmacoldgico, os animais foram submetidos a uma sessao aguda de 30 minutos

de estresse por restricao.



22

4.3 Efeito da microinjecdo bilateral de NPLA no NLET nas
respostas cardiovasculares ao estresse agudo de restricdo em ratos pré-
tratados com WB4101 no NLET

Para confirmar o envolvimento da nNOS em mecanismos no NLET
relacionados ao controle facilitatério das respostas cardiovasculares evocadas
pela restricdo, nesse protocolo nés investigamos o efeito do blogueio da nNOS
na auséncia do mecanismo neuroquimico local relacionado a influéncia inibitéria
de nNOS (isto é, neurotransmissao noradrenérgica). Para isso, o inibidor seletivo
da nNOS NPLA (0,4 nmol / 100 nL, dose efetica) ou veiculo (salina, 100 nL)
foram microinjetados bilateralmente no NLET de animais pré-tratados no NLET
com o antagonista seletivo de adrenoceptores ai1 WB4101 (10 nmol / 100 nL,
dose efetiva) (Crestani et al., 2009). Cinco minutos apés o segundo tratamento
farmacolégico do NLET, os animais em todos os grupos experimentais foram

submetidos a sessdo de 30 minutos de estresse por restricao.
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5. Resultados

5.1 Envolvimento de neurotransmissdo noradrenérgica local no controle
das respostas cardiovasculares ao estresse de restricao pela sinalizacao
nitrérgica no NLET

O tratamento bilateral do NLET com o antagonista seletivo de
adrenoceptores a1 WB4101 e/ou com o doador de NO NOC-9 nao afetou os
valores basais de frequéncia cardiaca ou da temperatura cutanea da cauda
(Tabela 1). Entretanto, valores elevados de PAM foram identificados em animais
que receberam o veiculo seguido do NOC -9 (veiculo + grupo NOC-9) no NLET
(Tabela 1). Além disso, o0 estresse de restricdo agudo provocou um aumento
sustentado da PAM (Fo9,570)= 62, P<0,0001) e FC (F (19,570 = 22, P<0,0001) e
diminuiu a temperatura cutanea da cauda (F (s,240) = 35, P <0,0001) (Fig. 2). A
analise também indicou um efeito significativo dos tratamentos farmacoldgicos
do NLET nas respostas pressora (F 3,30 = 3, P <0,03) e taquicardica (F (3,30 = 5,
P <0,006) ao estresse de restricdo, mas sem afetar a queda na temperatura da
pele (F 3,30 = 0,4, P> 0,05) (Fig. 1). Interacdo significativa entre tratamento e
tempo foi identificada para PAM (F (s7,570) = 2, P <0,0001) e FC (F 575700 = 2, P
<0,0001), mas nao para a temperatura da pele (F (24,240 = 0,6, P> 0,05). A anélise
pos-teste revelou que o tratamento do NLET com NOC-9 (veiculo + grupo NOC-
9) diminuiu as respostas pressora (P<0,05) e taquicardica (P<0,05) evocadas
pelo estresse de restricdo (Fig. 2). O efeito do NOC-9 sobre a resposta de FC
(P>0,05), mas nao sobre a resposta de aumento da PAM (P <0,05), foi inibida
em animais pré-tratados com WB4101 no NLET (grupo WB + NOC-9) (Figura 2).
Representacdes diagramaticas mostrando os sitios de microinjeccdo no NLET

de todos os animais utilizados neste protocolo sdo apresentada na Figura 1
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Tabela 1 —Parametros basais de presséao arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC)
e temperatura cutanea da cauda (T) apds o tratamento farmacolégico do NLET com
WB4101 (WB, antagonista seletivo de adrenoceptores a1) ou NOC-9 (doador de NO).

Grupos PAM (mmHg) FC (bpm) T(°C) n

VEI+VEI 10743 401+14 29.4+0.6 9

WB+VEI 103+2 365+8 29.9+0.7 8

VEI+NOC-9 116+2* 38715 28.1+0.7 9

WB+NOC-9 110+2 368+14 30.4+0.5 8
F30=6 F@an=1.5 F@a0=2.5
P<0.001 P>0.05 P>0.05

Os dados sdo expressos como média + EPM. * P<0.05 versus o grupo VEI+VEI, ANOVA
monofatorial seguido do po6s-teste de Bonferroni.
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Figura 1 - Representacdo diagramatica baseada no atlas cérebro de ratos de Paxinos e
Watson (1997) indicando os sitios de microinjec¢do no NLET de veiculo (circulos cinza),
do antagonista seletivo de adrenoceptores a1 WB4101 (preto circulos) e do doador de NO
NOC9 (circulos negros). 3V - terceiro ventriculo, IA - coordenada interaural; Comissura
aérea anterior; f - fornix; ic - capsula interna; st - stria terminalis.

IA 8.74
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Figura 2 - Efeito do tratamento do NLET com o antagonista seletivo de adrenoceptores
a1z WB4101 (WB) e/ou com o doador de NO NOC-9 sobre as respostas cardiovasculares
ao estresse de restricdo agudo. Curvas temporais de variacd da pressao arterial média
(APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutanea da cauda (A temperatura da
cauda) causadas pelo estresse de restricdo agudo em animais tratados bilateralmente no
NLET com Vei + Vei (n=9), WB + Vei (n = 8), Vei + NOC-9 (n =9) ou WB + NOC-
9 (n = 8). O inicio do estresse foi em t = 0. Os circulos representam a média e as barras o
SEM. # P <0,05 em todo o periodo de restricdo em comparagdo ao grupo Vei + Vei,
ANOVA bifatorial sequido do pos-teste de Bonferroni.
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5.2. Envolvimento da sinalizagdo nitrérgicalocal no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo pelo receptor glutamatérgico
NMDA no NLET

Microinjegdes bilaterais do inibidor seletivo da nNOS NPLA e / ou de
NMDA no NLET néo afetaram os valores basais de PAM, FC e temperatura
cutdnea da cauda (Tabela 2). No entanto, o estresse de restricdo agudo
provocou um aumento da PAM (Fuo418=40, P<0.0001) e da FC (F(19418=64,
P<0.0001) e diminuiu a temperatura cutanea da cauda (F ,176) = 32, P <0,0001)
(Fig. 4). Além disso, a andlise indicou um efeito significativo dos tratamentos
farmacoldgicos do NLET na taquicardia evocada pelo estresse por restricdo (F
3,22) = 3, P <0,03), mas nao nas respostas pressora (F 3220 = 0,4, P>0,05) e de
reducéo da temperatura da pele (F 3,22) = 0,8, P> 0,05) (Fig. 4). A analise também
indicou uma interacao entre tratamento e tempo para FC (F 57,418y = 2, P <0,0001)
e PAM (F (57,418 = 1,5, P <0,01), mas ndo para a temperatura da pele (F 4,176) =
1, P> 0,05). A analise pos-teste revelou que a microinjecdo bilateral de NMDA
no NLET (veiculo + grupo NMDA) aumentou a taquicardia evocada pelo estresse
por restricao (P <0,05), e esse efeito ndo foi identificado em animais pré-tratados
com NPLA no NLET (grupo NPLA + NMDA) (P> 0,05) (Fig. 4). A Figura 3
apresenta representacdes diagramaticas que mostram os sitios de microinjecao

no NLET de todos os animais utilizados neste protocolo.
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Tabela 2 —Parametros basais de presséo arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC)
e temperature cutanea da cauda (T) ap6s o tratamento farmacoldgico do NLET com o

inibidor seletivo da nNOS NPLA ou com NMDA.

Grupos PAM (mmHg) FC (bpm) T(°C) n
VEI+VEI 105+3 398+14 26.9+0.6 8
NPLA+VEI 107+2 395415 27.4+1 6
VEI+NMDA 109+3 389412 26.3+0.4 6
NPLA+NMDA 106+1 398+11 27.7+0.5 6
F(3,22)=0.4 F(3,22)=0.1 F(3,22)=0.5
P>0.05 P>0.05 P>0.05

Os dados sdo expressos como média + EPM. ANOVA monofatorial seguido do pds-teste de
Bonferroni.
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Figura 3 - Representacdo diagramatica baseada no atlas cérebro de ratos de Paxinos e
Watson (1997) indicando os locais de microinjeccdo no NLET do veiculo (circulos cinza),
0 inibidor seletivo da nNOS NPLA (circulos negros, segundo painel) e o agonista
glutamatérgico NMDA (circulos negros). 3V - terceiro ventriculo, IA - coordenada
interaural; Comissura aérea anterior; f - fornix; ic - capsula interna; st - stria terminalis.

IA 8.74
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Figura 4 - Efeito do tratamento do NLET com o NPLA, inibidor seletivo da nNOS, e/ou
com o agonista glutamatérgico NMDA sobre as respostas cardiovasculares ao estresse de
restricdo agudo. Os graficos mostram curvas temporais de variacdo da pressdo arterial
média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e temperatura cutdnea da cauda (A
temperatura da cauda) causadas pelo estresse agudo de restricdo em animais tratados
bilateralmente no NLET com Vei + Vei (n = 8) , NPLA + Vei (n = 6), Vei + NMDA (n
=6) ou NPLA + NMDA (n =6). O inicio do estresse foi em t = 0. Os circulos representam
a média e as barras do SEM. # P <0,05 em todo o periodo de restricdo em comparacao
com o grupo Vei + Vei, ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.
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5.3. Efeito da microinjecdo bilateral de NPLA no NLET nas respostas
cardiovasculares ao estresse agudo de restricdo em ratos pré-tratados
com WB4101 no NLET

O tratamento bilateral do NLET com o inibidor seletivo de nNOS NPLA
em animais pré-tratados localmente com o antagonista seletivo de
adrenoceptores ai WB4101 ndo afetou os valores basais de PAM, FC e
temperatura cutanea da cauda (Tabela 3). No entanto, o estresse de restricao
agudo provocou um aumento sustentado da PAM (F (19,323) = 59, P <0,0001) e
FC (F (9,323 = 20, P <0,0001), e diminuiu a temperatura cutanea da cauda (F
@.136) = 20, P <0,0001) (Fig. 6). Além disso, a andlise indicou que a microinjecao
bilateral de NPLA no NLET de animais localmente pré-tratados com WB4101
diminuiu 0 aumento causado pela restricdo na PAM (F (1,17 = 4, P <0,06) e FC
(F a17 = 6, P <0,02), mas sem afetar a resposta da temperatura da pele (F 1,17
= 0,1, P> 0,05) (Fig. 6). A analise também indicou uma interagcdo tratamento x
tempo para PAM (F (19,323 = 3, P <0,0001) e FC (F (9,323) = 3, P <0,0001), mas
nao para a temperatura da pele (F 136 = 1 , P> 0,05). Representactes
diagraméticas mostrando os sitios de microinjeccdo no NLET de todos os

animais utilizados neste protocolo sdo apresentadas na Figura 5.
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Tabela 3 —Parametros basais de pressdo arterial media (PAM), frequéncia cardiaca (FC)
e temperature cutanea da cauda (T) ap6s o tratamento farmacoldgico do NLET com o
antagonista seletivo de adrenoceptores a1z WB4101 e com o inibidor seletivo da nNOS
NPLA.

Grupos PAM (mmHg) FC (bpm) T(°C) n
WB+VEI 103+1 3639 29.8+0.3 8
WB+NPLA 106+2 36048 28.8+0.6 11
t=1.8 t=0.3 t=1.9
P>0.05 P>0.05 P>0.05

Os dados sdo expressos como média + EPM. ANOVA monofatorial seguido do pds-teste de
Bonferroni .
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Figura 5 - Representacdo diagramatica baseada no atlas cérebro de ratos de Paxinos e
Watson (1997) indicando os sitios de microinjeccdo no NLET dos grupos WB+VEI
(circulos brancos) e WB+NPLA (circulos negros). 3V - terceiro ventriculo, 1A -
coordenada interaural; Comissura aérea anterior; f - fornix; ic - capsula interna; st - stria
terminalis.

IA 8.74
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Figura 6 - Efeito do tratamento do NLET com NPLA, inibidor seletivo da nNOS, nas
respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo em ratos pré-tratados com o
antagonista seletivo de adrenoceptores al WB4101 no NLET. Os graficos mostram
curvas temporais de variagdo na pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura da pele da cauda (A temperatura da cauda) causadas pelo estresse de
restricdo agudo em animais previamente pre-tratados com WB4101 e submetidos a
microinjecdo bilateral de NPLA no NLET (n=11) ou veiculo (n =8). O inicio do estresse
foi em t = 0. Os circulos representam a média e as barras do SEM. # P <0,05 em todo o
periodo de restricdo em comparacdo com animais tratados com WB+VEI, ANOVA
bifatorial seguido do p6s-teste de Bonferroni.
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6. Discussao

Este estudo mostra pela primeira vez uma interagdo da sinalizacéo
nitrérgica com as neurotransmissdes glutamatérgica e noradrenérgica no NLET.
Além disso, os resultados reportados aqui sdo os primeiros a indicar um papel
dual da sinalizacdo nitrérgica no NLET no controle das respostas
cardiovasculares evocadas por ameacas aversivas. Observamos que a
microinjecao bilateral de NOC-9, doador de NO, no NLET diminuiu a resposta
taquicardica e pressora evocadas pelo estresse de restricdo agudo. A influéncia
inibitéria do NOC-9 sobre a resposta de FC, mas ndo na resposta pressora, foi
inibida pelo pré-tratamento local do NLET com o antagonista seletivo de
adrenoceptores a1 WB4101. Além disso, a microinjecdo de NMDA no NLET
aumentou a resposta taquicardica a restricao, e este efeito foi abolido pelo pré-
tratamento local com o NPLA, um inibidor seletivo de nNOS. Um envolvimento
da nNOS do NLET no controle facilitatério das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricdo foi reforcado ao demonstrarmos que a microinjecdo do
inibidor de NNOS em animais pré-tratados com o antagonista de adrenoceptores
a1 - o mecanismo neuroquimico local relacionado a influéncia inibitéria de nNOS
- diminuiu a resposta taquicardica e pressora evocadas pelo estresse por
restricao.

Resultados recentes do nosso grupo revelaram um envolvimento da
sinalizacdo nitrérgica do NLET no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse por restricdo (Barretto-de-Souza et al., 2018). NOs reportamos que a
microinje¢cdo de um inibidor ndo-seletivo da NOS ou de um inibidor seletivo da
NNOS no NLET aumentou a resposta de FC evocada pelo estresse por restricdo
(Barretto-de-Souza et al., 2018). O tratamento local do NLET com inibidores de

mecanismos de sinalizacdo relacionados aos efeitos do NO, como a sGC e a
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PKG, também aumentou a resposta de FC a restricao (Barretto-de-Souza et al.,
2018). Em conjunto, esses resultados evidenciaram um papel inibitério da
sinalizacado nitrérgica no NLET sobre as respostas cardiovasculares ao estresse
por restricdo. A diminuicdo das respostas de FC e PA relatada no presente
estudo em animais que receberam NOC-9 no NLET fornece evidéncias
adicionais de um papel inibitério da neurotransmisséo nitrérgica do NLET nas
respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse agudo de restricdo. No
entanto, mais importante, os achados do presente estudo indicam que o controle
inibitério da resposta de FC pela sinalizacao nitrérgica no NLET é mediado por
uma facilitacdo da neurotransmisséo noradrenérgica local atuando por meio de
adrenoceptores a1 locais. Esse achado estd em linha com a evidéncia anterior
de que a neurotransmissdo noradrenérgica do NLET atuando através de
adrenoceptores a1 desempenha um papel inibitério na taquicardia evocada pela
restricdo (Crestani et al., 2009) Além disso, nossos resultados sdo suportados
por evidencias de que o NO estimula a liberagéo de noradrenalina em estruturas
limbicas como o hipocampo e o cortex cerebral (Ohkuma & Katsura, 2001;
Philippu, 2016; Prast & Philippu, 2001). No entanto, os achados reportados aqui
constituem a primeira evidéncia de uma interagdo entre as neurotransmissoes
nitrérgica e noradrenérgica no NLET.

A diminuicdo da resposta da presséo arterial evocada pelo NOC-9 nédo
foi afetada pelo antagonismo de adrenoceptores a1 no NLET. Esse achado esta
em linha com dados anteriores que mostraram que a neurotransmissao
noradrenérgica do NLET desempenha um papel inibitério na taquicardia evocada
pela restricdo, mas sem afetar a resposta da presséo arterial (Crestani et al.,
2009). Portanto, a modulac&o da resposta pressora evocada pelo estresse por

restricdo exercida pela neurotransmissao nitrérgica no NLET parece ser mediada
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por mecanismos independentes da neurotransmissdo noradrenérgica local.
Nesse sentido, estudos anteriores documentaram que a neurotransmissao
colinérgica do NLET atuando através de receptores muscarinicos também
desempenha uma influéncia inibitéria nas respostas cardiovasculares ao
estresse por restricdo (Gouveia et al., 2016). Embora haja relatos de uma
liberacdo de acetilcolina induzida por NO em estruturas limbicas como o
hipocampo e o cortex pré-frontal (Ohkuma & Katsura, 2001; Prast & Philippu,
2001), uma possivel interagdo entre essas neurotransmissées no NLET nunca
foi avaliada. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer 0s
mecanismos relacionados a influéncia inibitéria da neurotransmisséo nitrérgica
do NLET na resposta pressora ao estresse por restricao.

A ativacdo da nNOS em resposta ao influxo de Ca?* ap6s a ativagéo
do receptor NMDA é o mecanismo mais bem caracterizado envolvido na sintese
de NO no SNC (Garthwaite, 2008, 2016; Prast & Philippu, 2001). No entanto,
contrariamente a influéncia inibitéria da neurotransmissdo nitrérgica nas
respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse por restricdo, reportamos
recentemente um controle facilitatério do receptor glutamatérgico NMDA no
NLET na resposta de FC a restricdo, como evidenciado por uma diminui¢do da
taquicardia apds o tratamento com um antagonista seletivo do receptor NMDA
no NLET (Adami et al., 2017). O aumento da taquicardia relatada no presente
estudo apds microinjegdo de NMDA no NLET reforga a ideia de um papel
facilitatéiro da neurotransmissdo glutamatérgica no NLET nas respostas
cardiacas ao estresse por restricdo. Os resultados presentes fornecem a
primeira evidéncia de um papel da sinalizagéo nitrérgica local no controle das
respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse por restricdo pelo receptor

glutamatérgico NMDA no NLET. Esse achado esta em linha com a evidéncia
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anterior de um papel da ativagdo da nNOS no controle da fungao cardiovascular
pelo receptor NMDA em outras estruturas do SNC (Busnardo, Crestani, Tavares,
Resstel, & Correa, 2010; Martins-Pinge et al., 2007; Resstel & Correa, 2006;
Santini et al., 2013; Tavares, Resstel, & Correa, 2007). Embora este resultado
indique a NnNOS como parte da via de sinalizacdo local relacionada a uma
influéncia facilitatoria nas respostas cardiovasculares ao estresse, este ndo é o
papel predominante da sinalizacdo nitrérgica uma vez que, como discutido
acima, a microinjecéo de inibidores da nNOS ou de doadores de NO fornecem
evidéncias de um papel inibitério desse mecanismo neuroquimico no NLET. No
entanto, a microinjeccdo do inibidor da nNOS na auséncia do mecanismo
neuroquimico local relacionado a influéncia inibitéria da nNOS (ou seja, a
neurotransmissao noradrenérgica atuando através de adrenoceptores a1)
desmascarou um papel facilitatério da nNOS, confirmando a existéncia de acdes
da nNOS no NLET se opondo a influéncia inibitéria predominante.

A influéncia inibitéria predominante da neurotransmisséo nitrérgica do
NLET corrobora os relatos de efeitos cardiovasculares protetores da
neurotransmissao nitrérgica no SNC (Martins-Pinge et al., 2012; Sharma & Patel,
2017; Stern, Li, & Zhang, 2003). A rede de controle inibitério cerebral de
respostas cardiovasculares durante ameacas aversivas é importante porque
permite um controle preciso da resposta, assim promovendo um ajuste fino,
assim estabilizando o estado funcional do ¢6rgdo alvo, reduzindo assim a
amplitude da resposta (Berntson, Cacioppo, & Quigley, 1991; Paton, Boscan,
Pickering, & Nalivaiko, 2005). Portanto, a ativagcdo da nNOS no NLET parece ser
um mecanismo importante que se opde a ativacao cardiaca excessiva durante o
estresse. O envolvimento da nNOS no controle facilitatorio promovido pelo

receptor NMDA nas respostas cardiovasculares evocadas pelo estresse de
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restricdo esta em linha com achados prévios de efeito pro-aversivo do NO no
encéfalo (Calixto, Duarte, Moraes, Faria, & De Lima, 2008; Guimaraes et al.,
2005; Silva, Aguiar, Diniz, Guimaraes, & Joca, 2012).

Estruturas corticolimbicas como o hipocampo, a amigdala e o CPFM
tém poucas conexdes anatomicas diretas com regides efetoras de estresse
primario no hipotalamo e no tronco cerebral (Myers, 2017; Ulrich-Lai & Herman,
2009). Eferéncias dessas regides convergem para o NLET (Dong, Petrovich, &
Swanson, 2001; Myers, Mark Dolgas, Kasckow, Cullinan, & Herman, 2014). Por
sua vez, neurbnios do NLET conectam-se com os ndcleos hipotalamicos e do
tronco encefédlico que geram as respostas autondmas ao estresse (Dong,
Petrovich, Watts, & Swanson, 2001; Dong & Swanson, 2006). Assim, o NLET é
proposto como um centro de integragcdo entre processamento de informagdes
emocionais por estruturas corticolimbicas e elaboracdo de respostas fisioldgicas
e comportamentais ao estresse por regiées hipotalamicas e do tronco encefélico
(Busnardo et al., 2013; Myers, 2017; Ulrich-Lai & Herman, 2009). As aferéncias
limbicas para o NLET séo predominantemente glutamatérgicas e GABAérgicas
(Myers et al., 2014). O presente estudo fornece a primeira evidéncia de
envolvimento da ativacdo da nNOS no controle da resposta ao estresse por
terminais glutamatérgicos no NLET atuando através do receptor NMDA.
Também, o presente estudo fornece evidéncias de que a sinalizacao nitrérgica
do NLET atua predominantemente na modulacdo de informacdes de terminais
noradrenérgicos no NLET. Foi relatada uma interagdo entre neurotransmissoes
noradrenérgica e glutamatérgica no NLET (Silberman & Winder, 2013),
suportando os presente achados que indicam o papel proeminente da

sinalizacdo nitrérgica agindo através da facilitacdo da neurotransmisséo
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noradrenérgica no processamento de informacdo limbica no NLET para a

ativacado de respostas cardiovasculares.
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7. Conclusao

Em suma, os resultados do presente estudo fornecem evidéncias de
que a neurotransmissdo nitrérgica do NLET desempenha um papel dual no
controle das respostas cardiovasculares ao estresse. Uma influéncia inibitéria
predominante na resposta de FC é mediada por uma facilitacdo da
neurotransmissao noradrenérgica local atando através de adrenoceptores a1. No
entanto, a inibicdo da resposta da pressao arterial parece ser mediada por
mecanismos diferentes da neurotransmissdo noradrenérgica local. Além disso,
nossos dados sugerem a sintese de NO local a partir da nNOS como parte da
via de sinalizagdo relacionada ao controle facilitatério da resposta de FC ao

estresse de restricdo pelo receptor glutamatérgico NMDA no NLET.
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*:{% Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude

Programa Interinstitucional de Pés-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas
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Folha de Aprovacao

Assinaturas dos membros da comissdo examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagao de Mestrado do
candidato Lucas Barretto de Souza, realizada em 02/04/2018:
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