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RESUMO

O objetivo geral do presente estudo foi investigar o envolvimento da
neurotransmissdo CRFérgica do nucleo leito da estria terminal (NLET) sobre a
funcdo cardiovascular. Inicialmente, observamos que a microinjegéo bilateral no
NLET de CP376395, antagonista seletivo de receptor CRF1, reduziu a resposta
de bradicardia reflexa, sem afetar a taquicardia do barorreflexo. Entretanto, o
tratamento do NLET com antisauvagine-30, antagonista seletivo de receptor
CRF2, reduziu a resposta de frequéncia cardiaca durante quedas da presséao
arterial, sem afetar a bradicardia reflexa. Estes resultados evidenciam o
envolvimento da neurotransmissdo CRF no NLET sobre as respostas do
barorreflexo. Nos também avaliamos o envolvimento da ativacdo do receptor
NMDA e da sinalizagdo do oxido nitrico (NO) local no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricao pela neurotransmissao CRFérgica no
NLET. Assim, observamos que a microinjegdo de CRF no NLET aumentou a
liberagdo de oxido nitrico (NO) durante o estresse de restricdo. Além disto, a
microinjecao bilateral de CRF no NLET facilitou a resposta de aumento de
pressao arterial e de frequéncia cardiaca durante a restricdo, mas néo afetou a
vasoconstricao cutanea. Esta facilitacdo das respostas pressoras e taquicardicas
ao estresse de restricdo causadas pelo tratamento do NLET com CRF foram
completamente inibidas apds o pré-tratamento local com antagonista seletivo de
receptor NMDA (LY235959), com inibidor seletivo da enzima oxido nitrico sintase
(NPLA), com inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase soluvel (ODQ) ou com
inibidor da proteina quinase G (KT5823). Estes resultados fornecem evidéncias
de que a neurotransmissdo CRF do NLET facilita a neurotransmissao
glutamatérgica através do receptor NMDA e ativa a sinalizag&o nitrérgica local,
sendo esta via envolvida no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse. Também avaliamos o envolvimento da neurotransmissédo CRFérgica
do NLET nas alteracbes dos parametros cardiovasculares basais e da atividade
do barorreflexo desencadeadas pela exposicdo a um protocolo de estresse
cronico variado (ECV). N6s identificamos que a exposi¢ado a um protocolo de 10
dias de ECV reduziu a expressao dos receptores CRF1 e CRF2no NLET, e esses
efeitos foram acompanhados por aumento da pressao arterial basal e prejuizo

da fungdo barorreflexa. A microinjegao bilateral de CP376395 ou de



antisauvagine-30 no NLET nao afetou o aumento da pressé&o arterial causado
pelo ECV. Entretanto, o tratamento com CP376395 reduziu as respostas de
taquicardia e bradicardia do barorreflexo nos ratos nao-estressados, efeitos que
nao foram identificados nos ratos estressados. O tratamento farmacoldgico com
antisauvagine-30 reduziu a taquicardia reflexa nos animais controle, enquanto
que o reflexo de bradicardia foi aumentado nos animais cronicamente
estressados. Assim, os resultados reportados no presente estudo indicam o
envolvimento dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET sobre o prejuizo da fungao
do barorreflexo provocado pelo estresse crénico. Além disto, a exposicdo de
ratos ao ECV né&o produziu reducéo no teste de preferéncia a sacarose, porém
o tratamento farmacoldgico no NLET com antagonista seletivo de receptor CRF+
reduziu a preferéncia a sacarose apenas em ratos nao-estressados. Ja os dados
moleculares demonstraram que o protocolo de ECV por 10 dias nao alterou o
numero de neurdnios CRF no NLET. Por fim, quando foi avaliado o papel do
receptor CRF1 do NLET no modelo social de estresse de testemunha, a
microinjecdo de CP376395 no NLET resultou na atenuacédo das respostas
pressoras durante a quinta sessao, sem alteracbes dos outros parametros
avaliados. Em conjunto, os resultados da presente tese evidenciam a
participagdo da neurotransmissdo CRFérgica do NLET no controle da funcéo
cardiovascular em condi¢gdes de repouso e durante situagdes aversivas agudas

e cronicas.

Palavras-chave: nucleo leito da estria terminal, fator liberador de corticotrofina,

barorreflexo, estresse.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the role of CRFergic
neurotransmission into bed nucleus of stria terminalis (BNST) on cardiovascular
function. We observed that bilateral microinjection of the selective CRF+1
antagonist CP376395 into BNST reduced the reflex bradycardia without affecting
the tachycardia. Conversely the BNST treatment with antisauvagine-30
decreased heart rate response during medial arterial pressure drop without
affecting the reflex bradycardia. These findings provide evidence of an
involvement of CRF neurotransmission within BNST in baroreflex activity.
Secondly, we assessed the interaction of CRF neurotransmission within BNST
with local nitrergic signaling, as well as to investigate an involvement of activation
of local NMDA glutamate receptor and nitric oxide (NO) signaling in control of
cardiovascular responses to acute restraint stress by BNST CRF
neurotransmission in rats. We observed that CRF microinjection into the BNST
increased local NO release during restraint stress. Furthermore, bilateral
microinjection of CRF into the BNST enhanced both the arterial pressure and
heart rate increases evoked by restraint stress, but without affecting the
sympathetically-mediated cutaneous vasoconstriction. The facilitation of both
pressure and tachycardiac responses to restraint stress evoked by BNST
treatment with CRF were completely inhibited by local pretreatment with either
the selective NMDA glutamate receptor antagonist LY235959, the selective
neuronal nitric oxide synthase (NNOS) inhibitor NPLA, the soluble guanylate
cyclase (sGC) inhibitor ODQ or the protein kinase G (PKG) inhibitor KT5923.
Taken together, these results provide evidence that BNST CRF
neurotransmission facilitate local NMDA-mediated glutamatergic
neurotransmission and activates nitrergic signaling, and this pathway is local
NMDA-mediated glutamatergic neurotransmission and activates nitrergic
signaling, which pathway is involved in control of cardiovascular responses to
stress. We investigated the involvement of BNST CRFergic neurotransmission in
cardiovascular changes evoked by chronic stress in rats. We identified that
exposure to a 10-day chronic variable stress (CVS) protocol decreased
expression of both CRF1 and CRF2 receptors within the BNST. These effects

were followed by increased arterial pressure and impairment of baroreflex



function, but without changes on heart rate. Bilateral microinjection of CP376395,
or antisauvagine-30 into the BNST did not affect CVS-evoked arterial pressure
increase. Nevertheless, BNST treatment with CP376395 decreased both
tachycardiac and bradycardiac responses of the baroreflex in non-stressed rats;
but these effects were not identified in chronically stressed animals. BNST
pharmacological treatment with antisauvagine-30 decreased the reflex
tachycardia in control animals, whereas reflex bradycardiac response was
increased in CVS animals. Therefore, the results reported in the present study
indicate an involvement of both CRF1and CRF2 receptors within the BNST in
baroreflex impairment evoked by chronic stress. Furthermore, the exposition of
rats into the CVS protocol did not change the sucrose preference. However, the
pharmacological treatment into BNST with CRF1antagonist reduced the sucrose
preference only in control group. The molecular data resulted in no alteration of
the number of CRF neurons into BNST. Last, but not least, when the role of CRF+«
receptors into BNST were evaluated during the social model of witness stress,
the microinjection of CP376395 into BNST reduced the pressor responses on day
5, without changing others parameters. Altogether, the results of this present
thesis show the participation of BNST CRF neurotransmission in the control of
cardiovascular function in resting conditions and during acute and chronic

aversive situations.

Keywords: bed nucleus of stria terminalis, corticotropin releasing factor,

baroreflex, stress.
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1. INTRODUGCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a doenga
cardiaca isquémica e o acidente vascular cerebral (AVC) sdo as principais
causas de morte no mundo, totalizando 15,2 milhées de pessoas em 2016 (OMS,
2018). Além disto, essas doengas permanecem como as maiores causas de
morte ao longo dos ultimos 15 anos (OMS, 2018). Estudos clinicos e pré-clinicos
tém demonstrado a importdncia de fatores psicossociais na etiologia e
progressao das doengas cardiovasculares (CRESTANI, 2016). Dentre estes, o
estresse psicolégico possui efeitos sobre a saude cardiovascular sendo
considerado um fator de risco independente de outros fatores tradicionais como
idade, sexo, tabagismo, diabetes mellitus e obesidade (CRESTANI , 2016).

O estresse atualmente pode ser definido como um conjunto de eventos,
que se contitui a partir do estimulo (estressor) sendo processado no cérebro
(percepcéo), levando a ativacdo dos sistemas de luta ou fuga do organismo
(resposta ao estresse)’ (DHABHAR, 2014; DHABHAR, 2018; DHABAR &
MCWEWN, 1997; DHABHAR, 2019). A duracédo da resposta do estresse é o
determinante para os efeitos positivos e protetores versus negativos e
prejudiciais (DHABHAR, 2014,2018,2019; DHABHAR & MCWEWN, 1997). O
estresse agudo é definido como a exposi¢cdo ao estresse por minutos a horas,
enquanto que o estresse crénico consiste na exposic¢ao por diversas horas, dias
ou meses (DHABAR & MCWEWN, 1997; DHABAR 2019). Entretanto, a longa e
duradoura exposicdo a estressores promove a elevagcdo de respostas
fisiolégicas ao longo do tempo, ocasionando uma carga ao organismo,
predispondo o individuo a doengas (MCEWEN, 2000). Outras caracteristicas do
estressor como a previsibilidade (previsivel ou homotipico versus imprevisivel ou
heterotipico) e a intensidade também possuem impacto sobre os processos
psicoldgicos e fisiologicos (CRESTANI, 2016).

1.1 Respostas agudas ao estresse

Diante de uma situagao aversiva, ocorre a ativacio do sistema nervoso
autdbnomo e neuroenddcrino. Através da liberacdo de glicocorticoides, o eixo

hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) mobiliza as reservas de energia a fim de

21



Aspectos Gerais

garantir todos os recursos necessarios para o organismo (HERMAN et al., 2016).
Essa € uma resposta importante, sendo o seu pico observado varios minutos
apos o inicio do estimulo aversivo, cerca de 10 a 15 minutos, permitindo assim
uma resposta prolongada e amplificada ao estresse (ULRICH-LAI & HERMAN,
2009; MCKLVEEN et al., 2015).

Wyle W. Vale e colaboradores identificaram o fator de liberacdo de
corticotrofina (CRF) no hipotalamo, que foi isolado a partir de fragmentos
hipotaldmicos de ovinos (VALE et al., 1981; HERMAN et al., 2016; DEUSSING
& CHEN, 2018). A forma biologicamente ativa e madura do CRF & composta por
um peptideo com 41 aminoacidos, que é gerado através da clivagem de um
peptideo precursor composto por 196 aminoacidos (DEDIC et al., 2018). Os
neurdnios CRF estao localizados no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN),
na divisdo parvocelular medial, e sdo ativados durante o estresse (HERMAN et
al., 2016). Os neurénios CRF se projetam para eminéncia média onde o CRF e
outros peptideos como a vasopressina, sao liberados no sistema porta-
hipofisario (HERMAN et al., 2016). Esses peptideos trafegam até a pituitaria
anterior e se ligam aos seus receptores nos corticotroficos, causando a liberagéo
do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) (HERMAN et al., 2016).
Especificamente, o CRF se liga ao receptor CRF1, acoplado a proteina G e ativa
a adenilato ciclase. Essa ligagdo aumenta a transcricdo do gene
proopiomelanocortina (POMC), o qual codifica o ACTH (HERMAN et al., 2016).
Entdo, o ACTH é armazenado em vesiculas e liberado via exocitose para a
circulagcdo (HERMAN et al., 2016). Quando o ACTH chega ao cértex da glandula
adrenal, age nos receptores de melanocortina 2 (MC2R) na zona fasciculada
(HADLEY & HASKELL-LUEVANO, 1999; HERMAN et al., 2016). Essa ligacao
produz aumentos de AMPc dependentes de adenilato ciclase, o que causa o
aumento rapido na biossintese do colesterol, sendo o precursor da maioria dos
esteroides, incluindo os mineralocorticoides e os glicocorticéides (SIMPSON &
WATERMAN; HERMAN et al., 2016). A vasopressina é liberada em conjunto, a
partir dos terminais CRF na eminéncia média e age com o CRF para reforcar a
resposta durante o estresse (GILLIES et al., 1982; HERMAN et al., 2016). Ela
se liga aos receptores AVP1B que ativam a proteina quinase C,
complementando as acdes do CRF na liberagdo de ACTH, porém nao é
suficiente para liberar o ACTH sozinha (AGUILERA & RABADAN-DIEHI, 2000;
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HERMAN et al., 2016). No sentido de restaurar o eixo HPA aos niveis normais,
os sinais dos glicocorticéides sao enviados de volta ao SNC através de feedback
via receptores glicocorticoides e mineralocorticéides no hipotalamo e em outras
estruturas como o hipocampo, que inibem a secrecdo de CRF e
consequentemente ACTH (DEDIC et al., 2018).

As respostas autbnomas produzem a resposta imediata ao estresse,
sendo caracterizada principalmente por alteragdes na fungao cardiovascular,
como o aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca (FC), a redistribuigdo
do fluxo sanguineo (reducédo do fluxo da pele e visceras e aumento para a
musculatura esquelética) e alteragdo na atividade do barorreflexo (BARRON e
VAN LOON, 1989, DAMPNEY et al 2008, CRESTANI et al., 2010, CRESTANI
2016). A redistribuicao do fluxo sanguineo acaba reduzindo o fluxo de sangue
para a pele e produz queda de temperatura cutadnea durante situagdes aversivas
(VIANNA e CARRIVE, 2005, BUSNARDO et al., 2010, CRUZ et al., 2012). Além
disso, a ativacao de neurdnios pré-ganglionares simpaticos que se projetam para
a glandula adrenal promovem aumentos nos niveis circulantes de adrenalina e
noradrenalina (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009).

Um importante mecanismo que controla a pressao arterial em repouso e
durante situagdes aversivas € o barorreflexo (GUYNET, 2006; CRESTANI,
2016). Anatomicamente, os barorreceptores sao terminagdes nervosas livres
que estao localizados no arco adrtico e no seio carotideo, especificamente na
camada adventicia, na borda meédio-adventicial das artérias carotidas e aorta
(KRAUS, 1979). Eles possuem canais mecano-sensiveis permeaveis aos
cations calcio e sodio, promovendo assim despolarizagdo (DRUMMOND et al.,
1998; DRUMMOND et al., 2001).

O aumento da pressao arterial causa distensao de vasos arteriais, o que
aciona os canais mecano-sensiveis, permitindo o influxo de sddio e calcio,
ocasionando despolarizagéo e geracado de potenciais de agcdo (CHAPLEAU et
al., 1995). Os potenciais de agao gerados sao deflagrados até o nucleo do trato
solitario (NTS) localizado no bulbo através do nervo sinusal e nervo depressor
aortico que se fundem ao nervo glossofaringeo e ao nervo vago,
respectivamente (IRIGOYEN et al., 2005). A excitagdo do NTS durante
aumentos da pressao arterial ocorre através da liberagdo de glutamato e

ativagcao de receptores metabotropicos e ionotropicos locais (CHAPLEAU et al.,
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1995). Os neurdnios do NTS se projetam e estimulam o nucleo dorsal do vago e
0 nucleo ambiguo, causando o aumento do ténus vagal para o coragdo. Além
disso, a estimulacdo do NTS promove a excitagao do nucleo ventrolateral caudal
(CVL) através da liberagdo de glutamato, que por sua vez inibe o nucleo
ventrolateral rostral (RVL) através da liberagdo do aminoacido gama-
aminobutirico (GABA), reduzindo a atividade simpatica para o coragao e vasos
(SVED & GORDON, 1994; PILOWSKY & GOODCHIL, 2002; GUYNET, 2006).
Assim, a soma dessas respostas autbnomas contribuem para as redugdes de
frequéncia cardiaca, volume sistolico, resisténcia periférica e retorno venoso,
culminando em redugcdo da pressédo arterial (SVED & GORDON, 1994;
PILOWSKY & GOODCHIL, 2002; GUYNET, 2006). O oposto desses eventos
ocorre quando ha quedas da pressao arterial, diminunindo a estimulacao dos
barorreceptores, reduzindo a despolarizagdo do NTS, provocando a redugao da
atividade parassimpatica e aumento da atividade simpatica, promovendo o
aumento da pressao arterial.

Com relagao as respostas cardiovasculares durante situagdes aversivas,
diversos estudos demonstraram que as respostas de ativagdo simpatica,
pressora, taquicardica e de vasoconstricdo sao facilitadas durante eventos
aversivos em ratos que tiveram a desnervagao sino-aortica, indicando o papel
ativo do barorreflexo durante essas situagcdes (NORMAN et al.,1981;
BUCHHOLZ et al.,1986; ZHANG et al., 1996; DOS REIS et al., 2014; CRESTANI,
2016). O controle cardiovascular exercido pelo barorreflexo durante o estresse
ocorre através de alteracbes no seu ponto de atividade, o que resulta em
deslocamento da curva barorreflexa para cima e para a direita (Figura 1), o que
permite o concomitante aumento da pressao arterial e de frequéncia cardiaca
durante o estresse (CRESTANI, 2016). Acredita-se que estruturas encefalicas
rostrais tenham um papel importante nessa modulacao barorreflexa, porém os

mecanismos neurobioldgicos ainda sao pouco compreendidos.
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Figura 1: Representagdo esquematica da modulagdo do barorreflexo durante o estresse
emocional. FONTE: CRESTANI, 2016.

A resposta de taquicardia durante situacdes aversivas € mediada pelo
aumento do tdnus simpatico para o coragcdo (IWATA & LEDOUX , 1988;
BAUDRIE et al., 1997; SGOIFO et al., 19999; VAN DEB BUUSE et al., 2001;
CARRIVE,2006; CRESTANI et al., 2010; DOS REIS et al., 2014; CRESTANI
2016). Entretanto, foi demonstrado que o tratamento sistémico com antagonistas
colinérgicos muscarinicos promoveu a facilitagcdo da taquicardia induzida pelo
estresse, indicando um aumento do ténus parassimpatico ao coragéo, o que
indica uma coativagdo de ambos sistemas durante o estresse (IWATA &
LEDOUX, 19888; BAUDRIE et al., 1997; NIJSEN et al., 1998; CARRIVE,2006,
CRESTANI et al., 2009; DOS REIS et al., 2014; CRESTANI 2016). O aumento
no ténus parassimpatico para o coracdo permite um controle preciso, reduzindo
sua amplitude e agindo contra a ativagao cardiaca excessiva associada com a
ativacdo do simpatico (CRESTANI, 2016). A ativacdo parassimpatica, e a
consequente redugao das respostas cardiacas, contribuem para a estabilizacao
do estado funcional do coracdo (PATON et al 2005; CRESTANI et al., 2016).

Juntas, as alteracbes autbnomas e neuroenddécrinas sao importantes
respostas adaptativas, contribuindo para a manutencdo da homeostasia e
garantindo a sobrevivéncia durante situagdes aversivas (STERLING & EYER,
1988; STERLING, 2012, CRESTANI, 2016).
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1.2. Respostas cardiovasculares ao estresse crénico

Exposi¢des crbnicas a estressores promovem a geragao frequente e
prolongada das respostas discutidas acima, o que pode resultar no
desenvolvimento de disfun¢gdes morfofuncionais e doengas (MCEWEN &
STELLAR, 1993; MCEWEN, 1998; DANESE & MC EWEN, 2012, CRESTANI,
2016). Nesse sentido, alteragdes na atividade do barorreflexo foram reportadas
em animais apos a exposi¢cao a diversos estressores crbénicos, incluindo o
estresse cronico variado (ECV), estresse de restricdo repetido (ERR), derrota
social e isolamento social (CONTI et al., 2001; PORTER et al., 2004 DAUBERT
et al., 2012; XIE et al., 2012; SEVOZ-COUCHE et al., 2013; ALMEIDA et al.,
2015; DUARTE et al., 2015; CRUZ et al., 2016).

O modelo de ECV consiste na exposicao repetida de roedores a diferentes
estressores inescapaveis de maneira imprevisivel. A exposicdo de animais a
esse modelo de estresse por 10 ou 14 dias produziu alteragdes no controle do
barorreflexo, respostas que nao foram observada apds a exposi¢cao ao ECV
durante 4 semanas (DUARTE et al., 2015; XIE et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015
GRIPPO et al., 2008; CRESTANI, 2016). No entanto, o reflexo de aumento da
atividade do nervo lombar simpatico induzido por hipotenséao foi reduzido apos a
exposicao ao ECV por 4 semanas, indicando que o nervo simpatico lombar e a
inervagao cardiaca autbnoma sao afetadas de maneiras diferentes pelo ECV
(GRIPPO et al., 2008; CRESTANI, 2016). Além disso, efeitos diferentes do ECV
sobre o reflexo de bradicardia induzido por aumentos da PAM foram observados
quando a funcdo do barorreflexo foi avaliada em animais anestesiados,
produzindo facilitacdo, enquanto que em nao-anestesiados foi identificado
prejuizo na funcdo, indicando que a anestesia pode afetar a analise
cardiovascular ao estresse crénico (XIE et al., 2012; ALMEIDA et al., 2015;
DUARTE et al., 2015; CRESTANI et al., 2016).

Os estudos que avaliaram a fungdo cardiovascular em animais nao-
anestesiados mostraram que tanto ECV quanto sessdes de derrota social
repetida prejudicam a fungéo do barorreflexo (GRIPPO et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2015; SEVOZ-COUCHE et al., 2013). Desse modo, esse prejuizo da funcéo
do barorreflexo pode estar envolvido na fisiopatologia da hipertensdo e

associado com a superatividade simpatica (GRASSI et al., 2004; GRASSI et al.,
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2006; HONZIKOVA & FISHER, 2009; CRESTANI, 2016). Portanto, a
simpatoexcitacao e o sutil aumento da pressao arterial podem ser induzidos por
esses tipos de estressores cronicos (CRESTANI, 2016). Essas evidéncias
fundamentam a importancia de compreender os mecanismos neurobiolégicos e
os substratos que estdo envolvidos no controle das respostas cardiovasculares

durante eventos aversivos e as consequéncias do estresse sobre o barorreflexo.
1.3. O nucleo leito da estria terminal (NLET)

O nucleo leito da estria terminal (NLET) possui um importante papel no
controle da funcdo cardiovascular, da atividade neuroenddcrina e de respostas
comportamentais (ULRICH-LAI & HERMAN, 2009; DAVIS et al., 2010;
CRESTANI et al., 2013). E uma estrutura limbica localizada no prosencéfalo
rostral, que forma um continuo rostral a amigdala, possuindo uma notavel
similaridade morfoldgica e neuroquimica com a amigdala (DONG et al., 2001;
DE OLMOS et al., 2004; ULRICH-LAI & HERMAN, 2009). Assim, o NLET ¢
considerado um constituinte da “amigdala estendida”, o qual € composto pelos
nucleos central (CeA) e medial (MeA) da amigdala e o NLET, bem como o
conjunto de células que conectam essas estruturas (ALHEID & HEIMER, 1988;
DE OLMOS et al., 2004).

Esse nucleo possui conexdes reciprocas com a amigdala, além de
receber projecdes do hipocampo e do cértex pré-frontal medial (CULLINAN et
al., 1993; DONG et al., 2001; VERTES ,2004). Além disso, o NLET também é
conectado com regides hipotalamicas e do tronco cerebral envolvidas no
controle da atividade cardiovascular e neuroendécrina (DONG et al.,, 2004),
recebendo assim informacdes ascendentes de estressores sistémicos como
hemorragia e hipertensao (POTTS et al., 1997). Desse modo, propde-se que o
NLET seja um centro de integracéo de respostas comportamentais e fisiologicas,
ao conectar estruturas como a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal a
regides hipotalamicas e do tronco cerebral envolvidas no controle autbnomo e
neuroendocrino (ULRICH-LAI & HERMAN,2009).

Tem sido demonstrada a presenga de numerosos neurotransmissores e
neuromoduladores no NLET, como aminoacidos excitatérios e inibitorios,

monoaminas, acetilcolina, 6xido nitrico (NO), mecanismos endocanabindides e
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neuropeptidios (CRESTANI et al., 2013). Evidéncias consistentes indicaram o
envolvimento de mecanismos glutamatérgicos, gabaérgicos, noradrenérgicos e
colinérgicos do NLET no controle da fungao cardiovascular (CRESTANI et al.,
2013). No entanto, um possivel papel de outros mecanismos neuroquimicos

locais, incluindo mecanismos neuropeptidérgicos, ainda é pouco compreendido.
1.4. Neurotransmissao CRFérgica no NLET

Conforme descrito anteriormente, o CRF foi identificado como um
regulador da secregdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) na hipdfise
anterior (VALE et al., 1981). Entretanto, atualmente é bem descrita a ampla
distribuicao do CRF e dos receptores de CRF no encéfalo, e esse mecanismo
neuroquimico esta envolvido no controle de diversas respostas fisiologicas e
comportamentais independentes do eixo HPA, incluindo: ansiedade e
depressao, funcdo cardiovascular e atividade autbnoma, aprendizado e
memoria, atividade locomotora, sono, comportamento de apetite, libido e
respostas ao estresse (HENCKENS et al., 2016; DEDIC et al., 2018; DEUSSING
& CHEN, 2018; GAO & GAO, 2019).

A familia CRF é composta pelo CRF e outros trés peptideos adicionais: a
urocortina 1 (UCN1), urocortina 2 (UCN2) e urocortina 3 (UCN3) (HAUGER et
al., 2003; BALE & VALE, 2004; DEDIC et al., 2018). Os efeitos do CRF e das
urocortinas sao mediados por dois receptores, denominados CRF1 e CRF2, e
uma proteina de ligagdo do CRF (HAUGER et al., 2003; BALE & VALE, 2004;
DEUSSING & CHEN, 2018). As seletividades dos peptideos aos receptores sao
diferentes: o CRF possui maior seletividade ao receptor CRF1; a UNC1 se liga
igualmente a ambos receptores; a UCN2 e a UCN3 ligam-se seletivamente ao
receptor CRF2 (HAUGER et al., 2003; BALE & VALE, 2004; DEUSSING &
CHEN, 2018). Foram identificadas trés variantes do receptor CRF2 em humanos
(CRF2(a), CRF2(b) e CRF2(c)) e duas variantes em roedores (CRF2z(a) e
CRF2(b)), porém as variantes nao apresentam diferengas no perfil farmacolégico
(HAUGER et al., 2003).

O NLET expressa os receptores CRF1 e CRF2, e foram localizados
localmente terminais contendo CRF, UCN1 e UCN3 (CHALMERS et al., 1995,
CHEN et al., 2000; REUL et al., 2002; SAKANAKA et al., 1986; BITTENCOURT
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et al.,, 1999; LI et al.,, 2002; BECKERMAN et al., 2013). Além disso, foram
identificadas populagdes de neurbénios no NLET que expressam CRF e UCN3
(PHELIX et al., 1990, SWANSON et al., 1983; LI et al., 2002). Sendo assim, tem
sido demonstrado que o CRF, e possivelmente as urocortinas, liberados de
fontes intrinsecas ou extrinsecas podem modular a atividade de neurbnios no
NLET (ERB & STEWART, 1999; SILBERMAN et al., 2013).

Nos capitulos a seguir, sdo descritos os estudos realizados para a
investigacdo do papel da neurotransmissdo “CRFérgica’” no NLET sobre as
respostas do barorreflexo e o controle das respostas cardiovasculares ao
estresse agudo e cronico. As fundamentagdes tedricas de cada um desses

experimentos estao descritas na introducao de cada capitulo.
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O Envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica do NLET nas

respostas cardiacas do barorreflexo

1. INTRODUGAO

Como mencionado anteriormente, o barorreflexo € um mecanismo
importante de regulagdo momento-a-momento da pressao arterial (DAMPNEY
et al.,, 1994). Foi demonstrado que aumentos ou redugbes sustentadas da
pressdo arterial causadas pela infusdo intravenosa de agentes vasoativos
aumentaram a expressao da proteina fos (marcador de ativagdo neuronial) no
NLET (LI & DAMPNEY, 1994; POTTS et al.,, 1997), e esses efeitos foram
abolidos apds a desnervagao dos barorreceptores (POTTS et al., 1997). Nesse
sentido, foi reportado que o bloqueio sinaptico ndo-seletivo do NLET através do
tratamento local com CoCl2 aumentou a resposta bradicardica causada por
aumentos da pressao arterial (CRESTANI et al., 2006; NASIMI & HATAM, 2011),
porém sem interferir com a resposta de taquicardia observada durante redugcao
da pressao arterial (CRESTANI et al., 2006). Esses resultados indicaram uma
influéncia inibitéria do NLET na resposta bradicardica do barorreflexo.

Estudos prévios do nosso grupo reportaram que o tratamento local do
NLET com antagonistas de receptores glutamatérgicos ou noradrenérgicos
mimetizaram os efeitos sobre a resposta bradicardica do barorreflexo
observados apos o bloqueio sinaptico ndo-seletivo local (CRESTANI et al., 2008;
ALVES et al.,, 2009), o que indica um envolvimento desses mecanismos
neuroquimicos locais na influéncia inibitéria do NLET sobre a resposta
bradicardica do barorreflexo. No entanto, apesar das evidéncias de uma
interagdo entre os mecanismos noradrenérgicos, glutamatérgicos e CRFérgicos
no NLET (NOBIS et al., 2011; SILBERMAN et al., 2013; SILBERMAN &
WINDER, 2013), um possivel envolvimento da neurotransmissao CRFérgica do
NLET nas respostas do barorreflexo nunca foi investigado.

Foi demonstrado que injecdes intracerebroventriculares de CRF
reduziram a resposta da atividade do barorreflexo (FISHER,1988; TURNBULL et
al., 1993), sugerindo o envolvimento da neurotransmissdo CRF na modulagao

das respostas do barorreflexo. Apesar disso, os sitios especificos no sistema
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nervoso central onde a neurotransmissao CRFérgica age para controlar a fungao
do barorreflexo ainda sdo desconhecidos. Diante disso, a nossa hipotese é
de que a ativacédo de receptores CRFérgicos no NLET durante alteragbes na

pressao arterial module as respostas cardiacas do barorreflexo.
2. OBJETIVO

Investigar o envolvimento da neurotransmissdo CRFérgica do NLET nas

respostas cardiacas do barorreflexo.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal entre 230-250g. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP) e foram transferidos para o Biotério do Laboratério de
Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (FCFAr-
UNESP) no minimo sete dias antes do inicio dos experimentos. Os animais
tiveram livre acesso a ragéo granulada e agua e foram submetidos a alternancia
de luz (12h claro/ 12h escuro). Todos os procedimentos e protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FCFAr-UNESP, sob o protocolo 34/2015.

3.2. Implantes de canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol na dose de 250 mg/kg
(i.p.). ApOs a tricotomia, a cabega do rato foi imobilizada em um estereotaxico
(Stoeling, EUA), e foi realizada a assepsia do campo cirurgico com alcool a 70%.
Para a redug¢ao do sangramento durante a cirurgia, foi injetado 0,3ml de solugao
lidocaina com vasoconstritor (3% de levoarterenol, Harvey Quimica
Farmacéutica Ind. E Comércio Ltda, Catanduva/SP). A calota craniana foi
exposta por meio de uma incisdo na pele de aproximadamente 1,5 cm,

afastando-se completamente o peridsteo. A limpeza da regido foi realizada
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utilizando-se solugao salina e agua oxigenada a 10%. Todas as coordenadas
tiveram como referéncia os parametros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson
(1997). A interaural foi utilizada como referéncia para as coordenadas, que
foram: antero-posterior: +8,6 mm a partir da interaural; lateral: +4 mm a partir do
bregma; Vertical: -5,8 mm em relagédo ao 0sso e incisivo: -3,2mm.

Apos o posicionamento da canula de aco inoxidavel, foi feito um orificio
no cranio com auxilio de broca odontolégica, por onde foi introduzida a canula
constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm) com 13mm
de comprimento. A canula foi fixada ao cranio com uma resina acrilica auto-
polimerisavel (Simples, DFL, Ind.Com., Rio de janeiro, RJ) e pequenos parafusos
foram previamente implantados na calota craniana para fixagao da resina. Um
mandril com 0,2 mm de didmetro foi introduzido na canula para evitar a obstrucao
da mesma durante o periodo de recuperacdo do animal. Como medida
profilatica, ao final da cirurgia os animais receberam 0,2 ml de pentabidtico
veterinario (Fountoura- Wyeth, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 ml
do anti-inflamatdrio ndo-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering

Plough, Brazil) pela via subcutanea.
3.3. Cirurgia de canulagao da artéria e veia femoral

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (250 mg/Kg, i.p.) e em
seguida ocorreu o implante de um cateter na artéria femoral para registro dos
parametros cardiovasculares e outro na veia femoral para infusdo de farmacos.
Os cateteres foram constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5cm)
soldados a segmentos de polietileno PE-50 (12-13cm) (Clay Adams, Parsippany,
EUA), previamente preenchidos por solu¢ao salina e anticoagulante (15 U/ml de
heparina em solugéo salina, Hepamax-S, Blausiegel, Brasil), e obstruidos com
pino de metal. Apds a implantacao, os cateteres foram exteriorizados na regido
dorsal do animal e fixados a pele por meio de sutura cirurgica. Como medida
profilatica apds a cirurgia, os animais receberam 0,3 ml do anti-inflamatério nao-
esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil) pela via
subcutanea. Os animais permaneceram em caixas individuais durante todo o

periodo pos-operatorio e de registro cardiovascular.
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3.4. Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressdo (DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento
de polietileno PE-50. A pressao arterial pulsatil foi registrada utilizando um
amplificador (Bridge AMp, ML221, ADInstruments, Australia), conectado a um
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML 866,
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 do sinal de pressao arterial

pulsatil.
3.5. Drogas e solugoes

O CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1) (Tocris, EUA), a
antisauvagine-30 (antagonista seletivo dos receptores CRF2) (Tocris, EUA), o
tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA), o cloridrato de fenilefrina (agonista seletivo
dos adrenoceptores a1) (Sigma-Aldrich, EUA), o nitroprussiato de soédio (doador
de 6xido nitrico) (Sigma- Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram
dissolvidos em solugéo 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.
3.6. Microinjecao de drogas no NLET

As agulhas injetoras (33G, Small Parts, EUA) utilizadas para a
microinje¢ao das drogas no NLET foram um mm mais longo do que as canulas
guias fixadas ao cranio, e conectadas a uma seringa de 2 ul (7002KH, Hamilton,
EUA) através de um tubo de polietileno (PE-10). As drogas foram injetadas no
volume de 100nl (ALVES et al., 2009; CRESTANI, et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2015).
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3.7. Avaliagao da atividade do barorreflexo

A atividade do barorreflexo foi avaliada através de alteragcdes na pressao
arterial induzidas pela infusédo intravenosa de fenilefrina (agonista seletivo dos
adrenoceptores a1) (50ug/ml/kg a 0,34 mi/min) e de nitroprussiato de sodio
(doador de oxido nitrico) (70ug/ml/kg a 0,8ml/min), utilizando uma bomba de
infusdo (K.D. Scientific, EUA) (CRESTANI et al., 2006, ENGI et al., 2012,
OLIVEIRA et al., 2017). A fenilefrina e o nitroprussiato de sédio causam aumento
e reducao na pressao arterial, respectivamente.

A analise foi feita relacionando a variagdo da PAM (a cada 5 mmHg de
variagdo) com a variagao reflexa correspondente da FC. Foram tragadas curvas
sigmoides utilizando os pontos obtidos na correlagdo da pressao arterial e
frequéncia cardiaca durante as infusdes de fenilefrina e nitroprussiato de sédio
como descrito na literatura (HEAD & MCCARTY, 1987; CRESTANI et al., 2010).
A avaliagdo da curva sigmoide foi feita com base em cinco parametros, que
foram: 1- platdé minimo de frequéncia cardiaca (P1, bpm); 2- platd maximo de
frequéncia cardiaca (P2, bpm); 3- variacdo da FC (AP, bpm, diferenca entre P1 e
P2); 4- pressao arterial média (PAso, mmHg, valor de PAM que promove 50% de
variagao na FC) e 5- ganho (G, bpm/mmHg, inclinagéo da porgéao linear da curva)
(HEAD & MCCARTY 1987; CRESTANI et al., 2010). Além disso, partindo dos
mesmos pontos obtidos da correlagdo dos valores de pressado arterial e
frequéncia cardiaca correspondente, foram tragadas curvas de regressao linear
para a analise individual da atividade barorreflexa durante o aumento e redugao
da pressao arterial (CRESTANI et al.,2006, 2010).

3.8. Determinacgao dos sitios de injecdo no NLET

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
(1,2 g/kg, i.p.) e 100 nl do corante azul de Evans (1%) foram microinjetados
bilateralmente para determinacao do sitio de injegdo. Em seguida, os ratos foram
perfundidos e os cérebros foram removidos, pos-fixados e seccionados em
cortes frontais de 40 ym de espessura com auxilio de um criostato (CM1900,

Leica, Alemanha) para a analise dos sitios de inje¢do. Somente animais em que
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os sitios de injecao atingiram bilateralmente o NLET foram incluidos nos grupos

experimentais.

4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Esse estudo objetivou investigar o envolvimento da ativacdo dos
receptores CRF1 e CRF2no NLET nas respostas cardiacas do barorreflexo. Para
tanto, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagao de
canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET e mantidos em recuperagao por
4 dias. O experimento foi realizado 24 horas apos a cirurgia de implantagao de
cateteres na artéria e veia femoral, que foram utilizados para registro dos
parametros cardiovasculares e infusdo de farmacos, respectivamente.

No dia do experimento, os animais foram mantidos em caixas individuais
na sala de experimentacao por 60 minutos antes do inicio do experimento, para
habituagao as condi¢des da sala, como som e iluminagdo. Apds esse periodo,
cada animal foi conectado ao sistema de registro cardiovascular em sua
respectiva caixa, e um registro de 30 minutos foi realizado para determinagao
dos valores basais de pressao arterial e FC. Em seguida, foram realizadas
infusdes intravenosas alternadas de fenilefrina e nitroprussiato de sédio para
determinacao dos valores controle da atividade do barorreflexo. Entédo, grupos
independentes de animais receberam microinjecao bilateral no NLET de veiculo
(salina, 100nl, n=6), CP376395 (5nmol/100nl, n=7) (antagonista seletivo do
receptor CRF1) ou antisauvagine-30 (5nmol/100nl, n=6) (antagonista seletivo dos
receptores CRF2). As doses dos antagonistas foram baseadas em estudos
anteriores do nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2015). Dez minutos apds o
tratamento farmacologico do NLET, foram realizadas novas infusdes alternadas
de fenilefrina e nitroprussiato de sodio para determinacdo da atividade
barorreflexa (i.e, tanto infusdo de fenilefrina/ nitroprussiato de sdodio ou

nitroprussiato de sodio/ fenilefrina).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como a média e erro padrao da média (EPM).
Os valores basais de PAM e FC, bem como os pardmetros das curvas do
barorreflexo antes e apds o tratamento farmacolégico no NLET, foram
comparados utilizando o teste-t de Student. Valores de P<0,05 foram

considerados significativos.
6. RESULTADOS

A representacao diagramatica ilustrando a microinjecao bilateral no NLET

de CP376395, antisauvagine-30 e salina no NLET ¢é apresentada na Figura 2.

Figura 2: Representagdo diagramatica baseada no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e

Watson (1997), indicando os sitios de microinjecao bilateral no NLET do antagonista seletivo de
receptor CRF4, CP376395 (circulos pretos) e o antagonismo seletivo de receptor CRFz,
antisauvagine-30 (circulos cinza). IA: coordenada interaural; ac: comissura anterior; cc: corpo

caloso; et: estria terminal; f: férnix; ic: capsula interna; VL: ventriculo lateral.

6.1. Efeitos do tratamento do NLET com CP376395 na atividade do

barorreflexo em ratos nio-anestesiados.

A microinjecdo bilateral do antagonista seletivo do receptor CRF1,
CP376395 (5nmol/100nL) (n=7), no NLET n&o alterou os valores basais de PAM
(107+3 vs 106x2 mmHg; t=0,02; p>0,05) e FC (411£11 vs 410£12 bpm; t=0,02;
p>0,05). Entretanto, as analises de regressao nao-linear e linear da fungado do
barorreflexo indicaram que o tratamento farmacolégico no NLET com CP376395
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afetou as respostas do barorreflexo (Figura 3; Tabela 1). As analises das curvas
sigmoides indicaram que o tratamento do NLET com CP376395 reduziu o platé
inferior (P1) da curva, porém sem alterar os outros parametros analisados (Figura
3, grafico superior; Tabela 1).

Para uma analise mais detalhada sobre a sensibilidade do barorreflexo, a
FC reflexa durante aumento ou diminuicao da PAM foi avaliada individualmente
através da analise de regressao linear. A andlise individual das respostas
reflexas da FC durante aumento ou queda da PAM utilizando a analise regressao
linear (Figura 3, grafico inferior) indicou que a inclinagdo da curva para queda da
FC durante aumento da PAM foi reduzida ap6s a microinje¢cao de CP376395 no
NLET, quando comparado com os valores obtidos antes do tratamento
farmacoldégico (-1,0+0,2 vs -2,1+0,3 bpm/mmHg; t=3, p<0,01) (Figura 3, grafico
inferior). A inclinag&o da curva de regresséo linear para a resposta de taquicardia
provocada por queda da PAM néo foi afetada pelo antagonismo do receptor
CRF1 no NLET (-2,3+0,4 vs -2,5+0,2 bpm/mmHg; t=0,4, p>0,05) (Figura 3,

grafico inferior) .
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Tratamento Momento G P1 P2 AP PAso
(bpm/mmHg) (bpm) (bpm) (bpm) (mmHg)
Salina Antes -1,8+0,2 -69+8 9118 15918 -31+3
Apos -1,8+0,06 -85+27 76115 16132 2+2
t=0 t=0,7 t=0,1 t=0,04 t=1
p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05
CP376395 Antes -1,8+£0,1 -69+8 9148 15917 =313
Apos -1,7£0,1 -34+7* 90£18 130+15 -214
t=0,7 t=3 t=0,008 t=1,6 t=0,2
p>0,05 p=0,0118 p>0,05 p>0,05 p>0,05
Antisauvagine-30 Antes -2,2%0,2 -65+10 9619 16114 1+3
Apos -1,5%0,1* -60+7 47%13* 114+14 25
t=3,0 t=0,3 t=3,0 t=2,1 t=0,1
p=0,01 p>0,05 p=0,01 p>0,05 p>0,05

Tabela 1: Par@metros derivados das curvas sigmoides do barorreflexo geradas antes e apéds a
microinjecao de salina (100nl; n=6), do antagonista seletivo de receptor CRF+1, CP376395 (n=7)

ou de antagonista seletivo de receptor CRF2, antisauvagine-30, no NLET (n=6). Dados foram

expressos como médiatEPM, teste-t de Student.
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Figura 3: Analise de regressao nao-linear (grafico superior) e linear (grafico inferior) da fungéo
do barorreflexo correlacionando alteragées da PAM (APAM) e a resposta reflexa da FC (AFC)
antes (valores r?: sigmoide 0,89; regressao linear fenilefrina 0,60; regressao linear nitroprussiato
de sbdio 0,75) e ap6s (valores r% sigmoide 0,78, regressao linear fenilefrina 0,59, regressao linear
nitroprussiato de sodio 0,51) o tratamento local no NLET com o antagonista seletivo de receptor
CRF1, CP376395 (n=7). Os simbolos na curva sigmoide (grafico superior) indicam a BP50.
Aumentos e quedas na PAM foram induzidos pela infusdo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio,

respectivamente.
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6.2. Efeitos do tratamento do NLET com antisauvagine-30 na
atividade do barorreflexo em ratos nao-anestesiados.

A microinjecao bilateral do antagonista seletivo de receptor CRF2
atisauvagine-30 (5nmol/100nl, n=6) no NLET n&o alterou os valores basais de
PAM (10042 vs 98+3mmHg, t=0,3, p>0,05) ou FC (349119 vs 380+12 bpm, t=1,4,
p>0,05). Entretanto, a analise de regressdo nao-linear da atividade do
barorreflexo indicou que o tratamento farmacolégico do NLET com
antisauvagine-30 afetou as respostas do barorreflexo (Figura 4, acima; Tabela
1). O tratamento com antisauvagine-30 reduziu o platdé superior (P2) e 0 ganho
(G), porém sem afetar os outros parametros analisados (Figura 4, acima, Tabela
1).

A analise individual das respostas reflexas da FC para aumento ou queda
da PAM utilizando a analise de regressao linear indicou que a inclinagdo das
curvas para a resposta taquicardica provocada por queda da PAM (-1,2+0,3 vs -
2,3+0,4 bpm/mmHg; t=2,2; p>0,05) e para a bradicardia provocada por aumento
da PAM (-1,7£0,2 vs -1,9+0,4 bpm/mmHg; t=0,4; p>0,05) n&o foram
significantemente afetadas pelo antagonismo dos receptores CRF2 no NLET
(Figura 4, grafico inferior).

A microinje¢ao de CP376395 ou antisauvagine-30 em estruturas ao redor
do NLET (n=4), como a comissura anterior e a capsula interna, ndo afetaram as
respostas de bradicardia (-2,24+0,4 vs -2,6+0,8 bpm/mmHg; t=0,5; P=0>0,05) e
de taquicardia (-2,0+£0,4 vs -2,51£0,08 bpm/mmHg; t=0,6; p>0,05) do barorreflexo.
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Figura 4: Analise de regressao nao-linear (grafico superior) e linear (grafico inferior) da fungéo
do barorreflexo correlacionando alteragées da PAM (APAM) e a resposta reflexa da FC (AFC)
antes (valores r?: sigmoide 0,86; regressao linear fenilefrina 0,50; regressao linear nitroprussiato
de sédio 0,56) e ap6s (valores r% sigmoide 0,79, regresséo linear fenilefrina 0,72, regresséao linear
nitroprussiato de sodio 0,41) o tratamento local no NLET com o antagonista seletivo de receptor
CRF2, antisauvagine-30 (n=6). Os simbolos na curva sigmoide (grafico superior) indicam a BP50.
Aumentos e quedas na PAM foram induzidos pela infuséo de fenilefrina e nitroprussiato de sodio,

respectivamente
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7. DISCUSSAO

Os resultados reportados neste capitulo constituem a primeira evidéncia
de que a neurotransmissdo CRFérgica do NLET modula as respostas do
barorreflexo. NOs identificamos que a microinjecdo bilateral de antagonista
seletivo do receptor CRF1, CP376395, no NLET reduziu a resposta de
bradicardia durante aumentos da pressao arterial sem afetar a taquicardia
reflexa. Além disso, o tratamento farmacolégico do NLET com o antagonista
seletivo de receptor CRF2, antisauvagine-30, reduziu a resposta de taquicardia
decorrente de quedas de pressao arterial sem afetar a bradicardia reflexa.

Estudos prévios demonstraram que a neurotransmissao mediada por CRF
no encéfalo modula a atividade do barorreflexo. Por exemplo, a injecéo
intracerebroventricular de CRF reduziu as respostas de FC do barorreflexo
(FISHER, 1988; 1989; TURNULL et al., 1993). Apesar desses achados, outros
estudos nao identificaram efeitos da injecdo no encéfalo de antagonistas dos
receptores CRFérgicos na atividade do barorreflexo (TURNBULL et al., 1993,
CONTI et al., 2001, CHITRAVANSHI & SAPRU, 2011), assim contrariando a
ideia de que o CRF e peptideos relacionados sio liberados no encéfalo em
resposta a ativagao do barorreflexo. Embora um estudo tenha reportado que o
barorreflexo posde modular os efeitos cardiovasculares da UCN1 no cérebro
(CHITRAVANSHI et al., 2013), um possivel papel das urocortinas e do receptor
CRF2 nos circuitos do barorreflexo nunca foi avaliado. Portanto, os achados
reportados no presente capitulo sdo os primeiros a fornecerem evidéncias de
que a neurotransmissdo CRFérgica é recrutada durante alteragdes na pressao
arterial, e esse mecanismo neuroquimico esta envolvido no processamento de
respostas do barorreflexo.

A divisdo anterior do NLET foi demonstrada como uma regiao critica para
o controle autbnomo por esse nucleo (DONG et al.,, 2001; CRESTANI et al.,
2013). Consistente com essa evidéncia, a maioria dos sitios das microinje¢des
no presente estudo atingiram a porgao anterior do NLET. Tanto o receptor CRF1
quanto o CRF2 s&o expressos nas regides rostrais do NLET (VAN PETT et al.,
2000; DABROWSKA et al., 2011), dando suporte aos presentes achados. Além
disso, terminais contendo CRF, bem como fibras imunorreativas para UCN1 e
UCNS3 foram identificados na divisao anterior do NLET (BITTERNCOURT et al.,
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1999; LI et al., 2002). Sabe-se que o CRF é o ligante enddégeno do receptor
CRF1, que a UCN1 possui afinidade similar aos dois receptores e que a UCN3
se liga seletivamente ao receptor CRF2 (HAUGER et al., 2003). Juntas, essas
evidéncias dao suporte aos presentes achados indicando o papel dos receptores
CRF1 e CRF2 no NLET no controle da fungao do barorreflexo.

Foi reportado anteriormente que a inibicdo aguda da neurotransmissao do
NLET provocada por tratamento local com bloqueador sinaptico nao-seletivo
CoCl2 aumentou a resposta bradicardica do barorreflexo em ratos nao-
anestesiados, porém sem afetar a resposta de FC desencadeada por quedas da
pressao arterial (CRESTANI et al., 2006). Esse resultado indica uma influéncia
inibitéria do NLET nas respostas reflexas durante aumentos da pressao arterial
(CRESTANI et al., 2016). Foi demonstrado que a microinjegao local do NLET de
antagonista de adrenoceptores a1 ou de antagonista do receptor glutamatérgico
NMDA facilitou a resposta bradicardica reflexa, o que sugeriu que a influéncia
inibitéoria do NLET na atividade do barorreflexo €é mediada pelas
neurotransmissodes glutamatérgicas e noradrenérgicas locais (CRESTANI et al.,
2008; ALVES et al., 2009).

Uma interagao entre as neurotransmissdes CRFeérgica, noradrenérgica e
glutamatérgica no NLET foi reportada (SILBERMAN & WINDER, 2013). Por
exemplo, a noradrenalina liberada no NLET resulta na ativacido de neurbnios
locais contendo CRF (SILBERMAN et al., 2013), o que provavelmente elevaria
os niveis locais de CRF. Por sua vez, os niveis elevados de CRF no NLET
aumentam a atividade glutamatérgica, aumentando a excitagdo local
(SILBERMAN et al 2013). Apesar das evidéncias de um papel inibitério das
neurotransmissdes glutamatérgicas e noradrenérgicas do NLET na bradicardia
reflexa (CRESTANI et al.,, 2008; ALVES et al., 2009), é improvavel que a
influéncia excitatoria da neurotransmissdo CRFérgica do NLET na resposta de
FC durante aumentos da PAM seja mediada pela interagdo com esses
mecanismos neuroquimicos locais. Portanto, a liberacdo de CRF e seus
peptideos relacionados no NLET durante alteragdes da pressao arterial parecem
ser mediadas por mecanismos locais independentes da neurotransmissao
noradrenérgica local. Nesse sentido, além de fontes intrinsecas ao NLET, o CRF
e as urocortinas também podem ser liberados de fontes extrinsecas, como

terminais oriundos do nucleo central da amigdala (SAKANAKA et al., 1986;
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BECKERMAN et al., 2013). De fato, foi demonstrado que a amigdala exerce um
papel na modulacdo da resposta da FC a aumentos da pressdo arterial
(FORTALEZA et al., 2015). Além disso, a modulagdo da neurotransmissao
CRFérgica do NLET na fungdo do barorreflexo também parece ocorrer
independentemente da facilitagdo da liberagdo local de glutamato. Do nosso
conhecimento, o presente estudo fornece a primeira evidéncia de que o NLET
modula a resposta reflexa da FC durante quedas da PAM.

A resposta bradicardica do barorreflexo € mediada predominantemente
por aumento na atividade parassimpatica cardiaca, enquanto que a taquicardia
reflexa é predominantemente devida a estimulagcdo do ténus simpatico para o
coracao (SULLEBARGER et al., 1990; CRESTANI et al., 2008; CRESTANI et al.,
2010). Neurénios do NLET se projetam diretamente para estruturas bulbares
envolvidas no controle da atividade autbnoma, incluindo o nucleo do trato
solitario, o nucleo ambiguo e regides ventrolaterais (GRAY & MAGNUSON,
1987; DONG & SWANSON, 2004). A evidéncia do papel especifico dos
receptores CRF1 e CRF2 no controle da bradicardia e taquicardia reflexas,
respectivamente, sugere que vias neurais distintas mediam o controle pelo NLET
das respostas da FC durante aumentos e quedas da pressao arterial. Essa ideia
€ também suportada por evidéncias prévias de que os adrenoceptores a1
(simpato-inibicdo e parassimpato-excitagao) e a2 (simpato-excitagéo) controlam
diferentemente as atividades simpaticas e parassimpaticas durante o estresse e
o exercicio fisico (CRESTANI et al., 2009; ALVES et al., 2011). Portanto, o papel
facilitatério do receptor CRF1 no NLET na resposta bradicardica do barorreflexo
€ possivelmente mediado por ativacido de vias excitatérias para neurbnios
parassimpaticos bulbares, enquanto que vias excitatérias para neurdnios
simpaticos podem estar relacionados com a influéncia facilitatoria de receptores
CRF2 locais na resposta taquicardica do barorreflexo. Entretanto, estudos futuros
sao necessarios para elucidar os circuitos neurais envolvidos no controle das
respostas do barorreflexo pela neurotransmissdo CRFérgica no NLET.

Estudos prévios demonstraram o envolvimento da neurotransmisséo
CRFérgica do NLET no controle das respostas cardiovasculares durante eventos
aversivos. Por exemplo, NIJSEN e colaboradores (2001) reportaram que o
tratamento do NLET com antagonista nao-seletivo de receptores CRFérgicos

aumentou a resposta da FC durante o medo condicionado ao contexto. De modo
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inverso, OLIVEIRA e colaboradores (2015) demonstraram que o tratamento do
NLET com antagonistas seletivos dos receptores CRF1 e CRF2 reduziu as
respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de restricao (estimulo
aversivo nao-condicionado). Esses resultados indicaram que o papel da
neurotransmissdo CRFérgica no NLET no controle das respostas
cardiovasculares evocadas pelo estresse dependem do paradigma de estresse
empregado (i.e., condicionado versus inato) (CRESTANI et al., 2013).

Relevante para o presente estudo sao também as evidéncias de que as
respostas cardiovasculares durante situagdes de estresse sdo acompanhadas
por deslocamento das curvas do barorreflexo para valores de pressao arterial
maiores (DAMPNEY et al., 2008; CRESTANI et al., 2010; CRESTANI, 2016),
indicando a ativacao de vias cerebrais que inibem o processamento bulbar das
informacdes barorreflexo. Foi proposto que a modulacdo da funcdo do
barorreflexo contribui para as respostas autbnomas e cardiovasculares
provocadas pelo estresse (DAMPNEY et al., 2008; CRESTANI et al., 2010; DOS
REIS et al., 2014; CRESTANI, 2016). Portanto, o papel facilitatério da
neurotransmissdo CRFérgica do NLET no controle da fungdo do barorreflexo
documentada no presente estudo pode ser um mecanismo envolvido na
influéncia inibitéria desse mecanismo neuroquimico na resposta de taquicardia
desencadeada por estimulos aversivos condicionados (NIJSEN et al., 2001).
Entretanto, a ativacao de vias relacionados com efeitos reportados no presente
estudo podem se opor a influéncia excitatoria da neurotransmissdo CRFérgica
do NLET nas respostas cardiovasculares provocadas por estressores nao-
condicionados (OLIVEIRA et al., 2015). De qualquer modo, mais estudos séo
necessarios para esclarecer a possivel relacdo dos achados reportados no
presente estudo com a modulagao das respostas cardiovasculares ao estresse
pela neurotransmissdo CRFérgica do NLET.

8. CONCLUSAO

O presente capitulo fornece evidéncias de que a neurotransmissao
CRFérgica do NLET modula as respostas cardiacas do barorreflexo. Entretanto,
o controle das respostas reflexas de FC durante aumentos e quedas da pressao

arterial sdo mediados por receptores CRFérgicos especificos. De fato, esses
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resultados indicam que o receptor CRF1 do NLET exerce uma influéncia
facilitatoria na resposta bradicardica do barorreflexo, enquanto os receptores

CREF2 facilitam a taquicardia reflexa.
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O controle das respostas cardiovasculares ao estresse pelo CRF no

NLET é mediado vela sinalizacdo receptor NMDA/nNOS/ quanilato

ciclase soliivel/ proteina quinase G

1. INTRODUGCAO

A participacédo da neurotransmissdao CRFérgica do NLET no controle da
funcao cardiovascular ainda é pouco compreendido (CRESTANI et al., 2013).
Nijsen e colaboradores (2001) reportaram que a administracdo de CRF no NLET
aumentou a frequéncia cardiaca basal de ratos (NIJSEN et al., 2001). Foi ainda
demonstrado no mesmo estudo que o tratamento local do NLET com um
antagonista nao-seletivo de receptores CRFérgicos facilitou a resposta
taquicardica observada no teste de medo condicionado ao contexto (NIJSEN et
al., 2001). Dados recentes do nosso grupo demonstraram que a microinjegao no
NLET de um antagonista seletivo do receptor CRF1 reduziu, de maneira dose-
dependente, a resposta de elevacao da pressao arterial e frequéncia cardiaca
induzidas pelo estresse por restricdo agudo; ao passo que o tratamento bilateral
do NLET com um antagonista seletivo de receptores CRF2 reduziu a resposta de
elevacdo da pressao arterial e a queda da temperatura cutanea induzidas pelo
mesmo estressor, porém sem afetar a resposta taquicardica (OLIVEIRA et al.,
2015). Esses resultados forneceram evidéncias de uma agao sinérgica dos
receptores CRF1 e CRF2 do NLET na geragao das respostas cardiovasculares
durante a exposicéo a sessdes agudas de estresse.

Estudos prévios reportaram uma interacdo entre as neurotransmissdes
CRFérgica e glutamatérgica no NLET (para revisdo ver SILBERMAN & WINDER,
2013). Nesse sentido, estudos de eletrofisiologia demonstraram que o CRF e a
UCN1 aumentaram a frequéncia, porém ndo a amplitude, de correntes pos-
sinapticas excitatérias espontaneas (do inglés, EPSC) em neurénios do NLET
(KASH et al., 2008; SILBERMAN et al., 2013). Os efeitos do CRF foram inibidos
pelo tratamento com um antagonista seletivo do receptor CRF1, porém nao com
um antagonista do receptor CRF2 (KASH et al., 2008; SILBERMAN et al., 2013).

Esses resultados sugerem que o CRF e a UCN1 facilitam a liberagao local de
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glutamato no NLET através da ativagao de receptores CRF1 localizados em
terminais pré-sinapticos (SILBERMAN & WINDER, 2013).

O éxido nitrico (do inglés, NO) age no sistema nervoso central como uma
molécula de sinalizagdo, e €& considerado um neurotransmissor atipico
(GARTHWAITE, 2008; ZHOU & ZHU, 2009). Garthwaite e colaboradores (1988)
demonstraram que a ativagao do receptor glutamatérgico NMDA em neurénios
pos-sinapticos, resulta na formacdo de NO através de um mecanismo
dependente de Ca*2. Desse modo, uma das formas de sintese de NO no sistema
nervoso central envolve a ativagao de receptores NMDA e consequente aumento
nas concentragdes intracelulares de Ca*?, o que acarreta a ativagdo da isoforma
neuronial da enzima sintase do NO (nNOS) (GARTHWAITE, 2008). O NO possui
diversas vias de sinalizacido, sendo que a principal envolve a ativacdo da enzima
guanilato ciclase soluvel, que converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) (GARTHWAITE, 2008). Apesar do relato de outras
vias de sinalizagdo (RYBALKIN et al., 2004; CRAVEN & ZAGOTTA, 2006), a
ativagdo da proteina quinase G (PKG) € um importante mecanismo efetor do
GMPc (HOFMANN et al., 2006; GARTHWAITE, 2008).

Uma possivel interagdo da neurotransmissao CRFérgica no NLET com
mecanismos de sinalizagao nitrérgica locais nunca foi investigada. No entanto,
considerando as evidéncias de formacdo de NO a partir da ativagcdo de
receptores glutamatérgicos NMDA, é possivel que a agéao facilitatéria da ativagéo
de receptores CRF1 sobre a neurotransmiss&o glutamatérgica no NLET também
facilite mecanismos nitrérgicos locais. Estudos tém demonstrado um
envolvimento da neurotransmissao glutamatérgica e da sinalizagao nitrérgica do
NLET na modulagédo da fungao cardiovascular (para revisdo ver CRESTANI et
al., 2013). Além disso, nds observamos que a microinjegao de antagonistas de
receptores glutamatérgicos e de inibidores da sinalizagéo nitrérgica no NLET
afetaram as respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse por
restricdo agudo (ADAMI et al., 2017; BARRETTO-DE-SOUZA et al., 2018). No
entanto, uma possivel interagdo da neurotransmissao CRFérgica do NLET com
mecanismos glutamatérgicos e nitrérgicos locais na regulagdo da funcgéo
cardiovascular nunca foi investigada. Desse modo, considerando as evidéncias
de um envolvimento do receptor CRF1 no NLET nas respostas cardiovasculares
ao estresse por restricdo agudo (OLIVEIRA et al., 2015), a hipotese testada
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nesse estudo foi a de que o controle das respostas cardiovasculares durante
uma sessdo aguda de estresse pelo CRF no NLET seja dependente da
neurotransmissdo glutamatérgica local, atuando via receptores NMDA e
dependente da formacdo de NO e da ativagdo da enzima guanilato ciclase
soluvel e da proteina quinase G.

2. OBJETIVO

Avaliar o envolvimento da via de sinalizacdo receptor NMDA/nNOS/
GCs/PKG no controle das respostas cardiovasculares a um estressor agudo pelo
receptor CRF1 do NLET.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Como descrito no item 3.1, Capitulo 1.

3.2. Implantes de canulas bilaterais no NLET

Como descrito no item 3.2, Capitulo 1.

3.3. Cirurgia de canulacao da artéria femoral

Como descrito no item 3.3, Capitulo 1, porém apenas a artéria femoral foi

canulada para registro da PAM e FC.
3.4. Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca

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

O registro da temperatura cuténea foi feito com a utilizagdo de um
termovisor (IRI4010, Inglaterra). A analise foi realizada através de um software
para analise termografica, e a temperatura foi representada como variagdes de
intensidade de cor (VIANNA & CARRIVE,2005; BUSNARDO et al.,, 2013;
OLIVEIRA et al., 2015). 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 (CRUZ et al.,2012).

3.6. Drogas e solugoes

O fator liberador de corticotropina (CRF) (agonista seletivo de receptor
CRF1) (Sigma-Aldrich, EUA), o LY235959 (antagonista seletivo de receptor
glutamatérgico NMDA) (Tocris, EUA), o Nw-propil-arginina (NPLA) (inibidor
seletivo da nNOS), o tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-
Aldrich, EUA) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O ODQ (inibidor da
guanilato ciclase soluvel-GCs) (Tocris, EUA) e o KT5823 (inibidor da proteina
quinase G-PKG) foram diluidos em DMSO (DMSO 20%). O pentabidtico
(Fontoura-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatério flunexina meglumina (Banamine ®,

Schering Plough, Brasil) foram diluidos conforme orientagao do fabricante.

3.7. Microinjecao de drogas no NLET

Como descrito no item 3.6, Capitulo 1.

3.8. Estresse por restricao agudo

O estresse por restricdo agudo consistiu na introdugado dos animais em
tubos cilindricos plasticos (diametro=6,5cm, comprimento = 15 cm, ventilados
por orificios de 2 polegada que preenchem aproximadamente 20% do tubo). No

presente estudo, os animais foram mantidos por um periodo de 30 minutos no
tubo de restricao (CHOI, et al.,2008; OLIVEIRA et al., 2015). Cada animal foi
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submetido a uma unica sessao de restricao para evitar habituagdo (BENINI et
al., 2019).

3.9. Determinagao dos sitios de injegao

Como descrito no item 3.8, Capitulo 1.

3.10. Medidas dos metabdlitos de NO
3.10.1. Microdissecgao do NLET

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

em freezer -80°C para posterior analise.
3.10.2. Quantificagao dos niveis de metabdlitos do NO

A quantificagcado dos niveis de NO2 e NO3 (NOx) (produtos provenientes
da oxidagao espontanea do NO) foi utilizada como medida indireta da produgéo
de NO no NLET. Para tanto, as amostras foram homogeneizadas em tampao de
lise (Tris-HCI 20 mM ph 7.6; NaCl 137mM, 10% glicerol) complementado com
inibidores de proteases e fosfatases. As amostras foram incubadas (na
proporgao de 1:1, v/v) overnight a 37°C na presenca de nitrato redutase (#N7265,
Sigma-Aldrich) e NADPH (#33461, Sigma-Aldrich) (0,4U/ml e 1mg/ml,
respectivamente, diluidos em tampao KH2PO4 0,2M pH7,5) para a converséo
do NO3 em NOz2. Posteriormente, o NO2 presente nas amostras foi quantificado
através da incubacédo com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida com 5%
de acido fosférico em agua destilada + 0,1% de dicloridrato de N- (1-naftil)

etilenodiamina em agua destilada, v / v). Apés 10 minutos de incubagdo em
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temperatura ambiente, a absorbancia foi lida em 540nm, e os niveis de NO2
foram calculados a partir de curva padrao de nitrito de sodio (NaNO2) (Sigma-
Aldrich, EUA), e corrigidos em fungao da quantidade de proteinas totais presente
na amostra. O conteudo total de proteinas foi determinado utilizando um kit Bio-
Rad® (DC® protein assay). Todas as medidas foram realizadas em duplicata, e
os resultados foram expressos como yM NOx/ug proteina.

4. PROCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Efeito da microinjecao de CRF no NLET sobre os niveis de NOx

durante o estresse por restricao agudo

Esse protocolo teve o objetivo de investigar se o CRF ativa o mecanismo
de sinalizagao receptor NMDA/NO no NLET durante o estresse por restricdo
agudo, resultando no aumento na formagao local de NO. Para tanto, os animais
foram tratados com veiculo (salina, 100nL) ou CRF (0,07nmol/100nL), e 5
minutos apos foram submetidos a uma sessao de 30 minutos do estresse por
restricdo agudo. Imediatamente apds término da sessao de estresse, os animais
foram eutanasiados por decapitacdo e os encéfalos foram removidos e
estocados em freezer -80°C para futuro processamento. O NLET de todos os
animais foi coletado por microdissecc¢ao para quantificacdo dos niveis de NO2 e
NOs (NOx), que foi utilizado como uma medida indireta de producéo local de NO
(ver item 3.10, Capitulo 2).

4.2. Avaliagao da interagdo entre o CRF e as neurotransmissoes
glutamatérgica e nitrérgica no NLET no controle das respostas autonomas
ao estresse por restrigao agudo

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento do mecanismo
de sinalizagdo receptor NMDA/NO/GMPc/PKG no NLET no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo agudo mediado pelo
receptor CRF1 local. Para tanto, todos os animais foram submetidos a cirurgia
de estereotaxia para implantagdo de canulas guias bilaterais direcionadas ao

NLET, e foram posteriormente mantidos em recuperag¢ao por no minimo 3 dias.
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Apos a recuperagédo, os animais foram submetidos a cirurgia para a implantagao
de canula na artéria femoral, e posteriormente alojados em caixas individuais.
Os experimentos foram realizados 24 horas apods a cirurgia de canulagdo da
artéria femoral. No dia do experimento, cada animal foi conectado ao sistema de
registro cardiovascular em sua respectiva caixa, e um registro de 30 minutos foi
realizado para a determinacdo dos valores basais de pressao arterial média
(PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Apos esse periodo, os animais foram tratados
com veiculo (salina ou DMSO,100nl), LY235959 (antagonista do receptor
glutamatérgico NMDA, 0,5nmol/100nl), NPLA (inibidor seletivo da nNOS,
0,2nmol/100nl), ODQ (inibidor da enzima GCs,0,5nmol/100nl) ou KT5823
(inibidor da PKG, 0,1 nmol/100nl) no NLET (CHAN et al.,2005; ALVES et al.,
2009; BUSNARDO et al., 2010a). Cinco minutos apés, foi microinjetado veiculo
(salina, 100nL) ou CRF (0,07nmol/100nL) no NLET (OLIVEIRA et al., 2015).
Cinco minutos apds o segundo tratamento farmacolégico do NLET, os animais
foram expostos a uma sessao de 30 minutos de estresse por restricdo agudo
(OLIVEIRA et al., 2015).

O registro de PAM e FC iniciou-se ao menos 30 minutos antes do estresse
de restricdo, e foi realizado durante todo o periodo de estresse. A temperatura
cutanea da cauda foi medida nos tempos 10, 5 e 0 minutos antes do estresse
para avaliacdo dos valores basais, e a cada 5 minutos durante a sessao de

estresse.
5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médiazerro padrdao da média (EPM). Os
niveis de NOx no NLET foram comparados utilizando o teste t de Student. Os
valores basais de PAM, FC e temperatura cutadnea da cauda foram comparados
utilizando analise de variancia (ANOVA) monofatorial. As altera¢des de PAM, FC
e temperatura cutanea da cauda ao longo do tempo foram analisadas utilizando
ANOVA bifatorial, sendo o tratamento como fator principal e o tempo como
medida repetida. Os resultados estatisticos com P<0,05 foram considerados

significantes.
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6. RESULTADOS

A figura 5 mostra uma fotomicrografia de um corte histolégico coronal

ilustrando o sitio de inje¢gao no NLET de um animal representativo.

Figura 5: Fotomicrografia de um corte coronal do cérebro representando o sitio de microinjecéo
no NLET de um animal representativo. As setas indicam os sitios de injecdo. Ac: comissura

anterior; cc: corpo caloso; f: fornix; LV: ventriculo lateral.

6.1. Efeitos da microinjecao de CRF no NLET sobre os niveis locais
de NOx durante o estresse agudo de restrigao

A microinjecéo bilateral de CRF (0,07nmol/100nL, n=8) no NLET
aumentou os niveis de NOx em animais expostos ao estresse agudo de restricao
(t=2,2, p<0,04), quando comparados com animais tratados com veiculo (100nl,
n=7) (Figura 6). A figura 7 € uma fotomicrografia de um corte coronal do cérebro

representando a retirada do NLET através do punch.
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Figura 6: Niveis de NOx no nucleo leito da estria terminal (NLET) ap6s uma sessao aguda de
estresse de restricdo em animais que receberam a microinjecéo bilateral de veiculo (salina,
100nl, n=7) ou CRF (0,07nmol/100nl, n=8) no NLET. As colunas representam as médias e as
barras o EPM. *p<0,05, teste t de Student.
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Figura 7: Fotomicrografia de um corte coronal do cérebro representando a retirada do NLET

através do punch. Ac: comissura anterior; cc: corpo caloso; f: férnix; LV: ventriculo lateral.

6.2. Envolvimento da sinalizagao NMDA/nNOS/GCs/PKG local no
controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricao pela

neurotransmissao CRFérgica do NLET

6.2.1. Receptor NMDA

As microinjegbes bilaterais do antagonista seletivo de receptores
glutamatérgicos NMDA, LY235959 (0,5nmol/100nl) e/ou CRF (0,07nmol/100nl)
no NLET nao afetaram os valores basais de PAM, FC ou de temperatura cutanea
da cauda (Tabela 2). Entretanto, o estresse de restricdo agudo causou aumento
sustentado da PAM (tempo: F19,399= 12, p<0,0001) e FC (tempo: F(19,399) = 8,
p<0,0001) e queda da temperatura cutdnea da cauda (tempo: F(s,160=12,
p<0,0001) (Figura 8). Além disso, a analise das curvas temporais de variagdo da
PAM (F3,20 =8, p<0,0001) e FC (F@.200 = 12, p<0,0001) indicaram efeito do
tratamento farmacolégico do NLET, porém sem afetar a resposta de queda da
temperatura cuténea da cauda (F320) = 0,6, p>0,05) (Figura 8). Contudo, a
analise nao indicou interagao entre estresse x tempo para PAM (Fs7,309) =0,6,

p>0,05), FC (F(7,399=0,5, p>0,05) ou temperatura cutdnea da cauda
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(F24,160)=0,2, p>0,05). A analise post hoc revelou que o CRF (grupo
veiculo+CRF) facilitou o aumento de PAM (p<0,01) e FC (p<0,05). Ademais, os
efeitos do CRF sobre a PAM (p>0,05) e FC (p>0,05) ao estresse de restrigao,
foram inibidos quando os animais foram pré-tratados com LY235959 no NLET
(Figura 8). A Figura 9 representa o diagrama dos sitios de microinje¢gdo no NLET

de todos os animais utilizados nesse protocolo.
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Grupos PAM (mmHg) FC (bpm) T(°C) n
VEI+ VEI| 111+2 337122 27,8+1 6
LY+VEI 104+3 383+21 28,912 6
VE[ + CRF 1064 363+9 26,61 6
LY + CRF 119+4 394+19 26,9+1 6
F3,23=2,9 F3,23=1,8 F3,.23=0,7
p>0,05 p>0,05 p>0,05
VE[+VEI 11142 337122 27,811 6
NPLA+VEI 10745 37549 28,7+1 6
VE[+CRF 10614 363+9 26,51 6
NPLA+CRF 107+3 361 +28 26 7+1 6
F(3,23=0,3 F(3,23=0,7 F3,23=1,0
p>0,05 p>0,05 p>0,05
DMSO+SAL 114+4 379+15 29,1+1 6
ODQ+SAL 11143 365+35 27,0x0,4 6
DMSO+CRF 10543 366+15 28,9+0,3 6
ODQ+CRF 109+2 387+15 27,8x0,4 6
F3,23=1,5 F(3,23=0,2 F3,.23=2,7
p>0,05 p>0,05 p>0,05
DMSO+SAL 114+4 379+15 29,1+1 6
KT+SAL 108+4 400£20 29,6+0,6 5
DMSO+CRF 10543 366+15 28,8+0,4 5
KT+CRF 10542 372+16 28 8+0,5 5
F(3,20=1,6 F(3,20=0,4 F(3,20=0,3
p>0,05 p>0,05 p>0,05

Tabela 2: Parametros basais de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cuténea da cauda (T) ap6s o tratamento farmacolégico no NLET. Os dados foram

expressos como errox erro padrdao da média (EPM). One-way ANOVA.
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Figura 8: Curvas temporais de variagao da pressao arterial média (A; APAM), frequéncia

cardiaca (B; AFC) e temperatura cutanea da cauda (C; A temperatura cutdnea da cauda)

desencadeada pelo estresse de restricdo agudo em ratos tratados bilateralmente no NLET com
veiculo (VEI) (salina, 100nl) ou LY235959 (LY) (0,5nmol/100nl) (antagonista seletivo do receptor

NMDA), seguida de uma segunda microinjecdo de veiculo (VEI) (salina, 100nl) ou CRF

(0,07nmol/100nl) (n=6/grupo). O inicio do estresse de restricdo foi no t=0. Os circulos

representam a média e as barras o EPM. #p<0,05 em relagédo a todo o periodo de restricdo

comparado com o grupo vei+vei, ANOVA bifatorial.
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Figura 9: Representagao diagramatica baseada no atlas de Paxinos e Watson (1997) indicando
os sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados para a avaliagdo do
envolvimento de receptor glutamatérgico NMDA local na modulagdo das respostas
cardiovasculares ao estresse pelo CRF no NLET. 3V: terceiro ventriculo; ca: comissura anterior;

f: fornix; IA: coordenada interaural; ci: capsula interna; et: estria terminal.
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6.2.2. Enzima 6xido nitrico sintase neuronial (nNOS)

As microinjegbes bilaterais do inibidor seletivo da nNOS, NPLA (0,2
nmol/100nl) e/ou CRF (0,07/100nl) no NLET n&o afetaram os valores basais de
MAP, FC ou temperatura cutanea da cauda (Tabela 2). No entanto, o estresse
de restrigdo causou aumento sustentado da PAM (tempo: F(19,399)=34, p<0,0001)
e FC (tempo: F(19,399) =14, p< 0,0001) e a queda de temperatura cutanea da
cauda (tempo: Fs,160) =9, p<0,0001) (Figura 10). Além disso, a analise indicou
efeito do tratamento farmacolégico sobre a PAM (F (3,20 =11, p<0,0001) e a FC
(F 320=15, p<0,001), porém sem afetar a queda da temperatura cutédnea da
cauda (F ,20) =0,9, p>0,05) ao estresse de restricdo (Figura 10). A analise de
PAM (F (57,300=1, p>0,05), FC (F(57,399=0,9, p>0,05) e de temperatura cutanea
da cauda (F(24,160)=0,3, p>0,05) n&o indicou interagao entre tempo x estresse. As
comparagdes planejadas dos grupos revelaram que o CRF (grupo veiculo +
CRF) facilitou o aumento da PAM (p<0,006) e FC (p<0,02). Os efeitos do CRF
sobre as respostas de PAM (p>0,05) e FC (p>0,05) durante o estresse de
restricdo foram inibidos com o pré-tratamento do NLET com NPLA (Figura 10).
A figura 11 representa o diagrama dos sitios de injecdo no NLET dos animais

utilizados nesse protocolo.
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Figura 10: Curvas temporais de variagdo da pressao arterial média (A; APAM),
frequéncia cardiaca (B; AFC) e temperatura cutanea da cauda (C; A temperatura
cutanea da cauda) desencadeada pelo estresse de restricdo agudo em ratos tratados
bilateralmente no NLET com veiculo (VEI[) (salina, 100nl) ou NPLA (0,2nmol/100nl)
(inibidor seletivo de nNOS), seguida de uma segunda microinjecdo de veiculo (VEI)
(salina, 100nl) ou CRF (0,07nmol/100nl) (n=6/grupo). O inicio do estresse de restricdo
foi no t=0. Os circulos representam a média e as barras o EPM. #p<0,05 em relagao a

todo o periodo de restricao comparado com o grupo vei+vei, ANOVA bifatorial.
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Figura 11: Representagao diagramatica baseada no atlas de Paxinos e Watson (1997) indicando
os sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados para a avaliagdo do
envolvimento da enzima nNOS local na modulacéo das respostas cardiovasculares ao estresse
pelo CRF no NLET. 3V: terceiro ventriculo; ca: comissura anterior; f: fornix; IA: coordenada

interaural; ci: capsula interna; et: estria terminal.
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6.2.3. Guanilato Ciclase soluvel (GCs)

As microinjegdes bilaterais do inibidor seletivo da GCs, ODQ
(0,5nmol/100nl) e/ou CRF (0,07nmol/100nl) no NLET nao afetaram os valores
basais de PAM, FC ou temperatura cutdnea da cauda (Tabela 2). Contudo, o
estresse de restrigdo causou aumento sustentado da PAM (tempo: F (19,399)=15,
p<0,0001) e FC (tempo: F(19,399)=3, p< 0,0001) e queda da temperatura cutanea
da cauda (tempo: Fs,160=30, p<0,0001) (Figura 12). Além disso, a andlise da
PAM (F@,20=26, p<0,0001) e FC (F(3.20=4, p<0,007), mas ndo da temperatura
cutdnea da cauda (F320=0,6, p>0,05), indicou efeito do tratamento
farmacolégico no NLET (Figura 12). Porém, a analise n&o indicou interagao entre
tratamento x tempo para PAM (F(57,399) = 0,7, p>0,05), FC (F(57,399)=0,2, p>0,05)
e temperatura cutdnea da cauda (F(4,160=0,4, p>0,05). A analise post hoc
revelou que o CRF (veiculo + CRF) facilitou as respostas de elevagdo da PAM
(p<0,05) durante o estresse de restricdo, porém esse efeito nao foi identificado

nos animais pré-tratados com ODQ no NLET (p>0,05) (Figura 12).
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Figura 12: Curvas temporais de variagdo da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) e temperatura cutanea da cauda (A temperatura cutanea da cauda) desencadeadas pelo
estresse de restricdo agudo em ratos tratados bilateralmente no NLET com veiculo (VEI) (DMSO,
100nl) ou ODQ (0,5 nmol/100nl) (inibidor seletivo da GCs), seguida de uma segunda microinje¢ao
de veiculo (VEI) (salina, 100nl) ou CRF (0,07nmol/100nl) (n=6/grupo). O inicio do estresse de
restricao foi no t=0. Os circulos representam a média e as barras o EPM. #p<0,05 em relagao a

todo o periodo de restricdo comparado com o grupo DMSO+salina, ANOVA bifatorial.
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Figura 13: Representagao diagramatica baseada no atlas de Paxinos e Watson (1997) indicando
os sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados para a avaliagdo do
envolvimento da enzima GCs local na modulagdo das respostas cardiovasculares ao estresse
pelo CRF no NLET. 3V: terceiro ventriculo; ca: comissura anterior; f: fornix; IA: coordenada

interaural; ci: capsula interna; et: estria terminal.
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6.2.4. Proteina Quinase G (PKG)

As microinjecoes bilaterais do inibidor seletivo da PKG, KT5823
(0,01nmol/100nl) e/ou CRF (0,07nmol/100nl) no NLET n&o alteraram os valores
basais de PAM, FC ou temperatura cutanea da cauda (Tabela 2). Entretanto, o
estresse de restrigdo causou aumento sustentado da PAM (tempo: F(19,342) =13,
p<0,0001) e FC (tempo F(19,342) = 7, p<0,0001) e reducéo da temperatura cutanea
da cauda (tempo: Fs,144) = 28, p<0,0001) (Figura 14). Além disso, a analise da
PAM (F,18=20, p<0,0001), FC (F3,18) =7, p<0,0002) e temperatura cutédnea da
cauda (F3,18=18, p<0,0001) indicou efeito do tratamento farmacolégico do NLET
(Figura 14). Entretanto, a analise nao indicou interagao entre estresse x tempo
para PAM (F7,342) = 0,9, p>0,05), FC (F57,342) = 0,4, p>0,05) e temperatura
cutanea da cauda (F(24,144)=0,6, p>0,05). A analise post hoc revelou que o CRF
(grupo veiculo + CRF) facilitou as respostas de aumento da PAM (p<0,05) e FC
(p<0,05). Os efeitos do CRF sobre as respostas pressora (p<0,05) e taquicardica
(p<0,05) foram inibidos com o pré-tratamento com KT5823 no NLET (Figura 14).
Além disso, a resposta de queda da temperatura cutanea da cauda provocada
pela restrigao foi reduzida nos animais que tiveram o tratamento combinado com
KT5823 e CRF (grupo KT+CRF) (p<0,04) (Figura 14). A Figura 15 representa o
diagrama dos sitios de injecdo no NLET nos ratos utilizados no presente
protocolo.

A microinjecéo dos antagonistas e inibidores (i.e., LY235959, NPLA, ODQ
ou KT5328) e/ou CRF nas estruturas ao redor do NLET nao afetaram as

respostas cardiovasculares ao estresse de restricao (p>0,05).
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Figura 14: Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (A; APAM), frequéncia
cardiaca (B; AFC) e temperatura cutdnea da cauda (C; A temperatura cutdnea da cauda)
desencadeadas pelo estresse de restricdo agudo em ratos tratados bilateralmente no NLET com
veiculo (VEI) (DMSO, 100nl) ou o inibidor seletivo da PKG, KY5823 (0,01 nmol/100nl), seguida
de uma segunda microinjecdo de veiculo (VEI[) (salina, 100nl) ou CRF (0,07nmol/100nl)
(n=5/grupo; exceto DMSO+SAL n=6). O inicio do estresse de restricdo foi no t=0. Os circulos
representam a média e as barras o EPM. #p<0,05 em relagédo a todo o periodo de restricdo
comparado com o grupo DMSO+salina, ANOVA bifatorial.
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Figura 15: Representagao diagraméatica baseada no atlas de Paxinos e Watson (1997) indicando
os sitios de microinjecdo no NLET de todos os animais utilizados para a avaliagdo do
envolvimento da PKG local na modulagéo das respostas cardiovasculares ao estresse pelo CRF
no NLET. 3V: terceiro ventriculo; ca: comissura anterior; f: fornix; IA: coordenada interaural; ci:

capsula interna; et: estria terminal.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo fornece a primeira evidéncia de interacdo entre as
neurotransmissdes CRFeérgica e nitrérgica no NLET. Além disso, os dados
reportados aqui sdo os primeiros a indicar que a modulagdo das respostas
cardiovasculares ao estresse pelo CRF no NLET sdo mediadas por uma
interacdo com as neurotransmissdes glutamatérgica e nitrérgica locais. De fato,
nos observamos que a microinjecdo de CRF no NLET aumentou a formacao
local de NO durante o estresse de restricdo, como evidenciado através do
aumento dos niveis de NOx no NLET. Além disso, o tratamento local do NLET
com o antagonista seletivo do receptor NMDA, bem como com os inibidores da
NNOS, GCs ou PKG, aboliram completamente a facilitagdo das respostas
pressoras e taquicardicas observadas em consequéncia da microinje¢cao de CRF
no NLET.

A porcao anterior do NLET é proposta como uma regiao critica envolvida
no controle da atividade auténoma e da fungéo cardiovascular (CRESTANI et al.,
2013; DONG et al, 2001). Essa ideia é suportada por resultados
neuroanatdémicos, demonstrando que a divisdo anterior € a regido preferencial
do NLET conectada com regides do hipotalamo e do tronco cerebral que estéao
envolvidas no controle da atividade autbnoma (DONG et al., 2001; DONG e
SWANSON, 2004), bem como por estudos funcionais reportando que respostas
cardiovascular mais robustas sdo provocadas quando essa regidao do NLET é
estimulada (CIRIELLO & JANSSEN, 1993; ZHANG et al., 2009). Desse modo, a
maioria dos sitios de injegao presentes neste estudo atingiram a divisdo anterior
do NLET. De fato, ambos receptores CRF sdo expressos na porgao anterior do
NLET (DABROWSKA et a, 2011; VAN PETT et al.,, 2000). Além disto, os
terminais imunorreativos para CRF e fibras imunorreativas UCN1 e UCNS3 foram
encontradas nas regides rostrais do NLET (BITTENCOURT et al., 1999; Ll et al.,
2002). Neurdnios locais imunorreativos para CRF e UCN3 também foram
identificados na divisdo anterior do NLET (LI et al., 2002; PHELIX E PAUL, 1990;
SWANSON et al., 1983). Todas essas evidéncias reforcam os achados
reportados aqui indicando que a microinjecdo de CRF nas regides rostrais do

NLET facilita as respostas cardiovasculares ao estresse de restrigao.
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Estudos prévios de nosso grupo revelaram o papel da neurotransmissao
CRFérgica presente no NLET no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restricao. Por exemplo, reportamos que a microinje¢do no NLET de
um antagonista seletivo do receptor CRF1 reduziu de forma dose-dependente o
aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca, enquanto o tratamento do
NLET com um antagonista seletivo de receptor CRF2reduziu a resposta pressora
e a vasoconstricdo cutdnea mediada pela ativagdo simpatica (OLIVEIRA et
al.,2015). Além disso, a microinjecdo no NLET de CRF como um agonista
seletivo do receptor CRF1 ou de UCN3 como um agonista seletivo do receptor
CRF2 facilitaram as respostas cardiovasculares provocadas pelo estresse de
restricdo (OLIVEIRA et al., 2015). Portanto, a facilitacdo das respostas de
aumento da PAM e FC provocadas pela microinjegcdo de CRF no NLET reportada
no presente estudo estdo de acordo com resultados prévios do nosso grupo.

Resultados obtidos utilizando técnicas eletrofisiolégicas indicaram que o
CRF age pré-sinapticamente através da ativagao do receptor CRF1 facilitando a
neurotransmissao glutamatérgica no NLET (SILBERMAN & WINDER, 2013).
Isso foi evidenciado através da demonstragao in vitro de que a aplicacdo de CRF
no NLET aumentou a frequéncia, mas ndao a amplitude, de correntes pos-
sinapticas excitatorias espontadneas e que esse efeito foi inibido apdés o pré-
tratamento com um antagonista seletivo do receptor CRF1, mas nao por um
antagonista seletivo do receptor CRF2 (KASH et al., 2008; SILBERMAN et al.,
2013). Essa facilitacdo da neurotransmissao glutamatérgica no NLET mediada
pelo CRF tem sido implicada como parte dos mecanismos neurobiolégicos da
dependéncia a drogas, como evidenciado através da demonstragao de que este
mecanismo neuroquimico € recrutado apds a exposicao crbnica ao alcool e a
cocaina (KASH et al.,, 2008; NOBIS et al.,2011; SILBERMAN et al., 2013).
Entretanto, os achados do nosso estudo fornecem a primeira evidéncia de que
a interacao entre CRF e glutamato no NLET esta envolvida no controle das
respostas fisiolégicas durante eventos aversivos. Além disso, os resultados
reportados no presente estudo indicam uma nova interacdo entre CRF e a
sinalizagao nitrérgica no NLET, na qual desempenha um papel no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse.

A via de sinalizagao receptor NMDA/nNOS/GCs/PKG sobre o controle

das respostas ao estresse parece ser alvo de outros mecanismos neuroquimicos

83



Capitulo 2

no NLET. Um estudo de nosso grupo demonstrou que a neurotransmissao
endocanabindide no NLET exerce um papel inibitério sobre as respostas
cardiovasculares desencadeadas pelo estresse de restricio (GOMES-DE-
SOUZA et al., 2016). Mais especificamente, foi demonstrado que o antagonista
de receptor CB1 no NLET facilitou a resposta taquicardica durante o estresse de
restricdo de maneira dose-dependente, enquanto que o aumento local de
anandamida ou 2-araquidonoilglicerol (2-AG) provocaram efeitos opostos
(GOMES-DE-SOUZA et al., 2016). Assim como reportado no presente estudo,
foi demonstrado que essa influéncia inibitoria do receptor CB1 no NLET sobre as
respostas de taquicardia provocadas pela restricdo € mediada por inibi¢cdo local
da sinalizacdo receptor NMDA/nNOS/GCs/PKG (GOMES-DE-SOUZA et al.,
2020). Nesse sentido, uma possivel interagdo entre a neurotransmissao
CRFérgica e endocanabindide no NLET nunca foi investigada. Apesar da
evidéncia do controle oposto das neurotransmissdes CRF e endocanabindide
sobre as respostas cardiovasculares ao estresse serem mediadas através da
mesma via (i.e, neurotransmissao glutamatérgica e nitrérgica), ndo podemos
excluir a possibilidade de que a inibi¢ao local de CRF por receptor CB1 no NLET
também possa afetar as respostas cardiovasculares ao estresse. Entretanto,
alguns estudos tém indicado que a neurotransmissdo endocanabindide pode
mediar os efeitos decorrentes da ativagcdo da neurotransmissdo CRF
(KUPFERSCHMIDT et al., 2012a, 2012b). Portanto, mais estudos s&o
necessarios para investigar a interagao direta entre as neurotransmissdes CRF
e endocanabinoide no NLET.

Um componente adicional na circuitaria do CRF no NLET € a interacao
entre as neurotransmissdes noradrenérgica e CRFérgica (SILBERMAN &
WINDER, 2013). Nesse sentido, dados eletrofisiolégicos indicaram que a
noradrenalina liberada no NLET ativa neurdnios locais contendo CRF
(SILBERMAN et al., 2013), o que provavelmente amenta os niveis de CRF locais
(SILBERMAN & WINDER, 2013). Nesse sentido, a elevada concentracédo de
CREF intensifica a atividade glutamatérgica no NLET, aumentando a excitagdo
local (NOBIS et al., 2011; SILBERMAN et al, 2013). O papel da
neurotransmissdo noradrenérgica do NLET no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse foi reportada previamente (CRESTANI et al.,

2013). Foi identificado que o tratamento do NLET com um antagonista seletivo
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do adrenoceptor a1, mas n&do com antagonistas seletivos dos adrenoceptores a2
ou B, facilitou a resposta taquicardica provocada pelo estresse de restricéo,
porém sem afetar a resposta pressora (CRESTANI et al., 2009). Essa evidéncia
de um papel inibitério da neurotransmissao noradrenérgica do NLET no controle
das respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo (CRESTANI et al.,
2013; CRESTANI et al., 2009) n&do suportam a ideia de que a influéncia
facilitatéria da neurotransmisséao CRFérgica do NLET esteja relacionada com a
liberacdo local de noradrenalina. Assim, a liberacdo de CRF e peptideos
relacionados no NLET durante eventos aversivos parece ser mediada por
mecanismos independentes da neurotransmissao noradrenérgica local. Nesse
sentido, além de fontes intrinsecas (i.e, a partir de neurénios locais no NLET), o
CRF e seus peptideos relacionados podem também ser liberados de fontes
extrinsecas, como terminais oriundos do nucleo central da amigdala (CeA) e do
nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (VRANJKOVIC et al., 2017). Nesse
sentido, similar a modulagédo pela neurotransmissao CRFérgica no NLET, um
papel facilitatério do CeA e do PVN sobre as respostas cardiovasculares ao
estresse foi reportado (BUSNARDO et al., 2013; BUSNARDO et al., 2010b;
SANDERS et al., 1994), suportando a ideia de que o CRF e seus peptideos
relacionados podem ser liberados no NLET a partir de terminais oriundos de
outras estruturas limbicas.

As respostas cardiovasculares durante eventos aversivos sao mediadas
por alteragdes tanto na atividade simpatica quanto na atividade parassimpatica
(CRESTANI, 2016). Por exemplo, aumentos na FC durante situagdes aversivas
sao abolidos apds a inibicdo da atividade simpatica cardiaca, enquanto que o
bloqueio do ténus parassimpatico para o coragdo aumenta essa resposta
(CARRIVE,2006; DOS REIS, 2014). Esses dados indicam uma coativagéo
simpatica e parassimpatica cardiaca durante eventos aversivos. A resposta
pressora durante o estresse € inibida apds o tratamento com antagonista do
adrenoceptor a1 (CRESTANI, 2016; DOS REIS et al., 2014), indicando que a
vasoconstricdo nos leitos renal e cutaneo (BLESSING, 2003; SCHADT e
HASSER, 1998; ZHANG et al., 1996) contribui para a resposta pressora. Os
neurdnios do NLET projetam-se para estruturas bulbares envolvidas no controle
da atividade auténoma, como neurénios do nucleo do trato solitario, nucleo
ambiguo e regides ventrolaterais (DONG e SWANSON, 2004; GRAY e
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MAGNUSON, 1987). Portanto, o papel facilitatério do CRF no NLET sobre as
respostas de taquicardia desencadeadas pelo estresse por restricido pode ser
mediado por estimulacio tanto de vias facilitatorias para neurbnios simpaticos
ou vias inibitérias para neurbnios parassimpaticos no bulbo, enquanto a
facilitacdo da resposta pressora € mediada por uma facilitacdo simpatica.

A queda na temperatura da cauda identificada nos animais com o
tratamento combinado com KT5823 e CRF no NLET (i.e. grupo KT+CRF) foi
inesperado. O mecanismo relacionado com esse efeito € desconhecido.
Entretanto, o bloqueio da PKG revelou um efeito do CRF em reduzir a
vasoconstricao cutanea provocada pela restricdo. Assim, embora os achados
presentes indiquem que o controle pelo CRF no NLET das respostas
cardiovasculares ao estresse € mediado por facilitagdo da neurotransmissao
glutamatérgica local e ativagcdo da sinalizagdo nitrérgica, a diminuicdo da
resposta de temperatura cutdanea da cauda encontrada no grupo KT+CRF
fornece evidéncia de que o CRF pode também interagir com outros mecanismos
neuroquimicos controlando a vasoconstricdo cutanea mediada pelo simpatico,
que parecem contrariar o efeito mediado pela ativacgdo da PKG. Como
mencionado acima, os estudos prévios reportaram uma interagcdo da
neurotransmissdo CRF com a neurotransmissédo noradrenérgica local no NLET
(SILBERMAN E WINDER, 2013). Entretanto, o papel da neurotransmisséo
noradrenérgicas do NLET no controle da resposta de vasoconstrigdo cutdnea ao
estresse de restricdo nunca foi investigado. Ademais, n&do podemos excluir a
possibilidade de que esse efeito € independente da interacdo com outros
neurotransmissores, sendo o CRF capaz de modular através de uma acgao direta
nos mecanismos centrais controlando a atividade simpatica. De qualquer modo,
mais estudos s&o necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos nesse

efeito.
8. CONCLUSAO

Os resultados descritos no presente capitulo fornecem a primeira
evidéncia de que o CRF ativa a sinalizacédo receptor NMDA/NO no NLET. Além
disso, nossos dados sugerem que a influéncia facilitatéria da neurotransmisséo

CRFérgica no NLET sobre as respostas cardiovasculares provocadas por
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estimulos aversivos s&do medidas através da ativagao do receptor glutamatérgico
NMDA, nNOS, GCs e PKG locais.
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Os receptores CRF do niicleo leito da estria terminal estdo envolvidos

comn o prejuizo da atividade barorreflexa provocado pelo estresse crénico em

ratos

1. INTRODUGCAO

O modelo de estresse cronico variado (ECV) é amplamente utilizado na
literatura (WILNER, 2005; GRIPPO, 2009; HILL et al., 2012; HERMAN, 2013).
Esse estressor consiste na exposicdo repetida de roedores a diferentes
estressores inescapaveis de maneira imprevisivel. O ECV foi inicialmente
descrito como um modelo experimental para avaliagdo de comportamentos
relacionados a depressao (WILNER, 1997, 2005). Entretanto, atualmente esse
modelo tem sido utilizado no estudo de uma série de outras respostas
relacionadas ao estresse, como alteragdes neuroenddcrinas e cardiovasculares
(GRIPPO, 2009; HERMAN, 2013). Devido a alterndncia dos estimulos
estressores, as respostas fisiolégicas apresentam um processo reduzido de
habituagao durante a exposi¢ao ao ECV, de modo que esse estressor tem sido
proposto como uma alternativa a modelos de estresse crénico homotipicos (i.e.,
exposicao repetida ao mesmo estressor), que apresentam um processo de
habituagdo acentuado (HERMAN, 2013). Portanto, o ECV tem sido proposto
como um modelo experimental efetivo para investigar as disfungdes
cardiovasculares e autbnomas provocadas por estresse cronico (CARNEVALI et
al., 2017; GRIPPO, 2011).

Além disso, diversas alteragdes autbnomas e cardiovasculares
foram descritas em roedores expostos a este estressor crdnico, incluindo
aumento de pressao arterial leve, taquicardia de repouso, alteracbes do
barorreflexo, redugao da laténcia a arritmia e hiperresponsividade a estressores
ambientais novos (i.e., diferentes daqueles utilizados no protocolo crénico),
alteragdes no ciclo circadiano e disfungdes vasculares (CARNEVALI et al., 2017;
GOLBIDI et al., 2015; GRIPPO, 2011; SCHAEUBLE et al., 2019, GRIPPO et al.,
2002, 2004, 2008; d'AUDIFFRET et al., 2010; FLAK et al., 2011; ISINGRINI et
al.,, 2011; DUARTE et al., 2015).
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Nesse sentido, o ECV é considerado um modelo util para a investigagao
dos mecanismos neurobioldgicos envolvidos nas complicagdes cardiovasculares
relacionadas ao estresse (GRIPPO, 2009). Entretanto, os circuitos neuronais e
neurotransmissores envolvidos nas altera¢gdes cardiovasculares associadas ao
ECV ainda sdo pouco compreendidos. Alguns estudos reportaram o
envolvimento de mecanismos serotoninérgicos (GRIPPO et al., 2006; GRIPPO
& JOHNSON, 2009), porém a participagao de outros mecanismos de sinalizagao,
bem como os sitios especificos no sistema nervoso central envolvidos nas
alteracdes cardiovasculares ao ECV ainda s&o desconhecidos.

A reducéo na atividade barorreflexa tem sido descrita como um importante
mecanismo envolvido no desenvolvimento e progressao da hipertensao arterial
(IRIGOYEN & KRIEGER, 1998; GRASSI et al., 2006; HONZIKOVA & FISER,
2009), além de ser um fator de risco para o desenvolvimento de arritmias
cardiacas e morte subita em diversas patologias cardiovasculares (FARRELL et
al.,, 1991; TAKASE et al.,, 1992). A redugdo das respostas do barorreflexo
também tem sido relacionada com aumento do ténus simpatico (GRASSI et al.,
2004). Desse modo, tem sido proposto que alteragées na atividade desse
mecanismo reflexo podem estar implicadas nas respostas cardiovasculares e
autbnomas desencadeadas pelo ECV (GRIPPO et al., 2008; DUARTE et al.,
2015).

A exposicdo a protocolos de ECV causa alteragbes morfoldgicas e
neuroquimicas no NLET, incluindo aumento no conteudo de CRF e na expressao
de receptores CRFérgicos (ALBRECHET-SOUZA et al., 2017; CHOI et al., 2006;
ELHARRAR et al., 2013; KIM et al., 2006; KORMOS et al., 2016; STOUT et al.,
2000; TRAN et al., 2014; VENTURA-SILVA et al., 2012). Além disso, altera¢des
no gene Crf também foram documentadas em animais cronicamente
estressados (STERRENBURG et al., 2011). Ademais, a exposicdo a esse
modelo de estresse crénico aumentou a atividade basal de neurénios do NLET
para um padrao similar aquele observado em animais nao-estressados
submetidos a uma sessao aguda de estresse (VENTURA-SILVA et al., 2012).
Essas alteragdes morfolégicas, neuroquimicas e funcionais parecem ter um
impacto importante no controle de funcgdes fisiolégicas pelo NLET. Nesse
sentido, foi observado que a exposigao prévia a um protocolo de ECV inverteu o

papel do NLET no controle das respostas neuroenddcrinas ao estresse por
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restricdo agudo (CHOI et al., 2008). Enquanto a les&o quimica do NLET reduziu
a ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal desencadeada pelo estresse por
restricio agudo em animais naive, uma faciltacdo dessa resposta
neuroenddcrina foi observada apds a lesdo do NLET em animais previamente
expostos ao ECV (CHOI et al., 2008). Um estudo recente também reportou o
envolvimento do NLET na anorexia e na redugdo do ganho de peso corporal
induzidas pelo ECV (ROMAN et al., 2012).

Os dados apresentados acima fornecem evidéncias de que a exposicao
ao ECV pode afetar o controle da funcédo cardiovascular por mecanismos
CRFérgicos no NLET, e essa alteragdo pode estar relacionada com as
complicagdes cardiovasculares induzidas por esse modelo de estresse crbnico.
Essa ideia é reforgada por resultados que demonstraram que o tratamento
intracerebroventricular com um antagonista ndo-seletivo de receptores
CRFeérgicos aboliu as alteragbes na atividade barorreflexa induzidas pela
exposicao a um protocolo de estresse crénico (CONTI et al., 2001). Além disso,
modelo de ECV foi selecionado para este estudo, pois a maioria das evidéncias
da alteragcdao da neurotransmissdo CRF no NLET de animais cronicamente
estressados foram obtidos através desse estressor crénico (KIM et al., 2006;
KORMOS et al., 2016; STOUT et al., 2000; VENTURA-SILVA et al., 2012). No
entanto, os possiveis sitios especificos no sistema nervoso central relacionados
com esse efeito ndo foram elucidados. Assim, nesse estudo nos testamos a
hipotese de que a exposigdo a um protocolo de ECV causa prejuizo na
neurotransmissdo CRFérgica do NLET, a qual esta envolvida nas respostas

cardiovasculares induzidas por esse estressor cronico.
2. OBJETIVOS
Investigar o envolvimento dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET nas

alteracbes dos parametros basais de pressao arterial e FC e na atividade do

barorreflexo desencadeadas pela exposi¢cdo a um protocolo de ECV.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Como descrito no item 3.1, Capitulo 1.

3.2. Implantes de canulas bilaterais no NLET

Como descrito no item 3.2, Capitulo 1.

3.3. Cirurgia de canulagao da artéria e veia femoral

Como descrito no item 3.3, Capitulo 1.

3.4. Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca

Como descrito no item 3.4, Capitulo 1.

3.5. Estresse crénico variado (ECV)

O ECV, modificado de Marin e colaboradores (2007), foi realizado
mediante a exposicdo diaria a diferentes estressores durante 10 dias
consecutivos. A Tabela 3 apresenta o protocolo completo do ECV.

Os animais do grupo controle foram mantidos em repouso, exceto no
periodo de limpeza das caixas, no Biotério do Laboratério de Farmacologia da
FCF/UNESP pelo mesmo periodo que os animais submetidos aos protocolos de

estresse. Todas as sessdes de estresse foram realizadas em uma sala separada

do Biotério.
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Dia Tipo de estresse e cronograma

1 10:00h, nado forgado por 15 min; 19:00h, serragem Uumida 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 forcado 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 umida e luz acesa durante a noite

19:00 h, isolamento e privagédo de alimentos/agua durante a noite

© 0 N O O

16:00 h, frio (4 °C) e isolamento por 30 min; 19:00 h, luzes acesas durante a noite

10 09:00 h, labirinto em cruz aberto por 5 minutos; 10:00 h, nado forgado por 10 min

Tabela 3: Protocolo de estresse crénico variado

3.6. Drogas e solugoes

Como descrito no item 3.5, Capitulo 1.

3.7. Microinjecao de drogas no NLET

Como descrito no item 3,6, Capitulo 1.

3.8. Avaliagao da atividade do barorreflexo

Como descrito no item 3.7, Capitulo 1.

3.9. Determinagao anatomica dos sitios de inje¢cao no NLET

Como descrito no item 3.8, Capitulo 1.

3.10. Medida dos niveis proteicos dos receptores CRF1 e CRF:2 no
NLET
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3.10.1. Microdissecgao do NLET
Como descrito no item 3.10.1, Capitulo 2.
3.10.2 Western Blotting

Brevemente, as amostras foram homogeneizadas por meio de ondas de
ultrasom em solug¢ao de SDS 1% contendo coquetel de inibidores de fosfatase e
proteases (Sigma-Aldrich®). O conteudo total de proteinas foi determinado
utilizando o kit Bio-Rad DC (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA). A
quantidade de proteina foi ajustada para 30 ug. As proteinas contidas nas
amostras foram separadas em gel de SDS-poliacrilamida 9% por 50-60 min a
200V usando o Bio-Rad Mini-PROTEAN tetra cell com Bio-Rad Powerpac basic
supply (Bio-Rad Laboratories Inc.). Em seguida, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de PVDF-LFP (GE, Healthcare) usando o Trans-Blot Turbo
system (Bio-Rad Laboratories Inc.). Apds o bloqueio com solugédo T-TBS (0.05%
de tween-20 em tris-buffered saline) contendo 5% de leite desnatado por 1 hora
em temperatura ambiente sob agitagdo, as membranas foram incubadas com
anticorpos primarios contra o receptor CRF1 (Polyclonal Antibody, Rabbit Anti-
Corticotropin Releasing Factor Receptor 1®; Millipore) ou o receptor CRF2
(Polyclonal Antobody, Rabbit Anti-Corticotropin Releasing Factor Receptor 2®;
Millipore) por 18 horas (overnight) a 4°C. Apoés a lavagem em tampéao T-BST por
cinco minutos, as membranas foram incubadas por uma hora a temperatura
ambiente com o anticorpo secundario conjugado fluoréforo (Goat-Rabbit 1gC-
Cy3; 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-se o escaner Typhoon® Trio (GE Healthcare). A
quantidade dos receptores CRF1 e CRF2 foi expressa em % em relagéo ao grupo
controle. O controle de carga foi realizado pela coloragdo das membranas com

azul de Coomassie, seguido pela quantificagdo da proteina total em toda a faixa.

4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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4.1. Envolvimento da neurotransmissao CRFérgica do NLET nas
alteragoes da atividade barerreflexa induzidas pelo estresse cronico
variado (ECV)

Este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento dos receptores
CRF1 e CRF2no NLET nas alteracdes das respostas cardiacas do barorreflexo
induzidas pelo ECV. Para tanto, os animais foram submetidos a cirurgia de
estereotaxia para implantagao de canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET,
e mantidos em recuperacgao por quatro dias. Depois desse periodo, os animais
foram submetidos ao protocolo de 10 dias de ECV (ver item 3.5, Capitulo 3). Os
animais do grupo controle foram mantidos no biotério sem serem perturbados,
exceto no periodo de limpeza das caixas, pelo mesmo periodo que os animais
submetidos ao ECV. No décimo dia do protocolo de ECV, apéds a ultima sessao
de estresse, todos os animais foram submetidos ao procedimento cirurgico para
implantacao de cateteres na artéria e veia femoral. Vinte quatro horas depois, os
animais foram levados a sala de experimentacdo em caixas individuais e
mantidos em repouso por 60 minutos, para habituacdo as condi¢cdes de luz e
som da sala de experimentagcdo. Em seguida, cada animal foi conectado ao
sistema de registro cardiovascular em sua respectiva caixa, e um registro de 30
minutos foi realizado para determinacado dos valores basais de pressao arterial
e FC. Entado, grupos independentes de animais controle e submetidos ao ECV
receberam microinjecdo bilateral no NLET de CP376395 (5 nmol/100nl)
(antagonista seletivo do receptor CRF1), antisauvagine-30 (5 nmol/100nl)
(antagonista seletivo dos receptores CRF2) ou veiculo (salina, 100 nl). Dez
minutos apos o tratamento farmacolégico do NLET, foram realizadas infusdes
randomizadas de fenilefrina e nitroprussiato de sodio para determinacédo da
atividade barorreflexa.

4.2. Efeito do estresse cronico variado (ECV) sobre a expressao dos
receptores CRF1 e CRF2 no NLET

Este protocolo teve o objetivo de investigar se possiveis alteragdes no
controle da atividade barorreflexa por mecanismos CRFérgicos do NLET apds a

exposicdo ao ECV estariam associadas com modificagbes na expressdo dos
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receptores CRF1 e CRF2 no NLET. Para tanto, os animais foram expostos ao
protocolo de 10 dias de ECV. Vinte quatro horas apds a ultima sessao de
estresse os animais foram eutanasiados por decapitacao e os encéfalos foram
removidos e estocados em freezer -80°C para futuro processamento. Os animais
do grupo controle foram mantidos no biotério sem serem perturbados, exceto no
periodo de limpeza das caixas, pelo mesmo periodo que os animais submetidos
ao ECV, e foram eutanasiados juntamente com os animais estressados. O NLET
de todos os animais foi coletado por microdisseccdo para quantificagdo dos

niveis proteicos dos receptores CRF1 e CRF2 (ver descrigdo do protocolo acima).
5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo da meédia (EPM). Os
parametros das curvas barorreflexa e os valores basais de pressao arterial e
frequéncia cardiaca foram comparadas para cada tratamento utilizando a analise
de variancia (ANOVA) bifatorial, com estresse (controle vs ECV) e tratamento do
NLET (veiculo vs farmaco) como fatores independentes. Quando a ANOVA
bifatorial indicou efeito, o pds-teste de Bonferroni foi utilizado para identificacéo
de diferengas especificas entre os grupos experimentais. Os resultados dos
niveis proteicos dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET nos animais controle e
ECV foram comparados usando o teste t de Student. P<0,05 foi assumido como

significativo.
6. RESULTADOS

6.1. Envolvimento do receptor CRF1 do NLET nas alteragées da

atividade barorreflexa induzidas pelo estresse cronico variado (ECV)
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A Figura 16 mostra a representagdo diagramatica das microinjecdes
bilaterais de antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 e de veiculo

(salina 100nl) de todos os animais utilizados neste protocolo.

IA 8.74 IA 8.60

£ Cf c
i ci ) [/ 4]
- i i
() Controle veiculo O ECV veiculo

@ controlecp376395 @ ECV CP376395

Figura 16: Representacao diagramatica baseada no atlas de encéfalo de rato Paxinos & Watson
(1997) indicando os sitios de microinjecao no NLET do antagonista seletivo de receptor CRF1,
CP376395 ou de veiculo (salina) de ratos controle ou expostos ao protocolo de ECV. CC- corpo

caloso, vl- ventriculo lateral, f- fornix, ca- comissura anterior, ci- capsula interna.

A analise dos valores basais de PAM indicaram efeitos do ECV (F(1,28)=20,
p=0,0002) com notavel aumento da PAM, porém a microinjecdo bilateral de
antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 (5nmol/100nl) no NLET néo
alterou a PAM basal (F(1,28=1,5; p=0,2349). A analise indicou interagcao entre
estresse e tratamento (F(1,28=2,6, p=0,1173) (Figura 17). A analise dos
parametros basais de FC n&o indicaram efeitos do ECV (F(1,28)=0,6, p=0,0442)
ou tratamento (F(1,28=3, p=0,0928) ou interagdo entre tratamento e estresse
(F(1,28=0,8, p=0,3901) (Figura 17).
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Figura 17: Valores basais de pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos
controle e submetidos ao protocolo de estresse crénico variado (ECV) e que receberam a
microinjecdo de veiculo (salina, barras brancas) ou CP376395 (barras pretas, antagonista
seletivo de receptor CRF1) no NLET. # p<0,05 versus respectivo grupo controle, ANOVA bifatorial

acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=8/grupo).
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A anadlise dos parédmetros derivados das cruvas sigmoide (Figura 18,
Tabelas 4 e 5) demonstrou que o ECV reduziu o platé inferior (P1) (p=0,0102),
platd superior (P2) (p=0,0006), range (AP) (p=0,0148) e ganho (G) (p<0,0001)
em ratos que foram tratados com veiculo (Figuras 18 e 19, Tabela 4). Além disto,
a analise indicou que o tratamento farmacolégico no NLET com CP376395
afetou as respostas do barorreflexo em ratos que ndo foram estressados
(Figuras 18 e 19, Tabela 4). Por sua vez, a microinjegao bilateral de antagonista
seletivo de receptor CRF1 no NLET reduziu o platé inferior (P1) (p=0,0246), o
platd superior (P2) (p=0,0002), range (AP) (p=0,0026) e ganho (G) (p=0,0005)
nos animais controle (Figuras 18 e 19, Tabela 4). Entretanto, o tratamento com
antagonista seletivo de receptor CRF1 no NLET né&o afetou os parametros do
barorreflexo em animais cronicamente estressados (p>0,05).

Quando as respostas reflexas da FC durante o aumento e a queda da
PAM foram avaliadas individualmente através da regresséo linear, a analise
indicou que o ECV reduziu a resposta de FC durante aumentos de PAM em ratos
tratados com veiculo (p=0,0312) (Figura 18, Tabela 5). A analise também indicou
que a microinjecdo de CP376395 no NLET, reduziu o reflexo de taquicardia
(p=0,0239) e de bradicardia (p=0,0498) em ratos controle (Figura 18, Tabela 5).
Porém, o tratamento farmacoldégico no NLET nao afetou o slope da regressao
linear em ratos que foram expostos ao ECV (p>0,05).

As microinje¢cbes com antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395
ou salina em regides ao redor do NLET n&o alteraram os parémetros

cardiovasculares basais e a atividade do barorreflexo (p>0,05).
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Grupo G (bpm/mmHg) P4 (bpm) P2 (bpm) AP (bpm) PAso (bpm)
N&o- estressado
Veiculo -2,440,3 -80+12 1059 186+19 -0,7+4
CP376395 -1,340,1* -44+8* 54+8* 102+7* 413
ECV
Veiculo -0,9+0,1* -39+4* 59+5* 119+17* 2.4
CP376395 -1,040,1 -4516 5145 9647 -0,844
Fator
F(1,28=28 F(1,28=5,4 F(1,28=12 F(1,28=6 F(1,28=0,5
Estresse p<0 0001 p =0,0274 p =0,0019 p =0,0221 p>o 05
F(1,28=8,5 F1,28=3,4 F(1,28=16,4 F1,28=13 F1,28=0,5
Tratamento p=0,0067 p- =0,0762 p=0,0004  p=0,0014 p>o 05
= F1,28=12,3 F(1,28=6,4 F1,28=9 F1,28=4,3 F(1,28=0,2
Interacdo p=0,0015 p=0,0174 p=0,0068  p=0,0490 p>o 05

Tabela 4: Parametros derivados das curvas sigmoides do barorreflexo geradas em ratos nao-

estressados e submetidos ao estresse crénico variado (ECV) e que receberam microinjecédo de

veiculo (salina) ou do antagonista seletivo de receptor CRF1, CP376395, no NLET. Os dados

séo apresentados como médiat EPM. Anova bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni.

* p<0,05 versus respectivo grupo veiculo, # p<0,05 versus respectivo grupo controle, ANOVA

bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=8/grupo).
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Grupo Ganho Fenilefrina Ganho NPS
(bpm/mmHg) (bpm/mmHg)
Néo-estressado
Veiculo -2,3+4 -2,6+0,5
CP376395 -1,3+0,2* -1,2+0,3*
ECV
Veiculo -1,2+0,2* -1,7+0,2
CP376395 -1,310,2 -1,4£0,2
Fator
F(1,28=4,3 F1,28=1,2
Estresse p=0,0469 0>0,05
F1,28=3 F(1,28=7
Tratamento p>0,05 p=0,0139
Interacio F1,28=4,3 F1,28=3
Antefacao p=0,0469 p>0,05

Tabela 5: Parametros derivados das curvas de regressao linear do barorreflexo geradas em

ratos nao-estressados e submetidos ao estresse cronico variado (ECV) e que receberam

microinjecdo de veiculo (salina) ou do antagonista seletivo de receptor CRF1, CP376395, no

NLET. Os dados sdo apresentados como médiatEPM. Anova bifatorial acompanhado do pés-

teste de Bonferroni. *p<0,05 versus respectivo grupo veiculo, #p<0,05 versus respectivo grupo

controle, ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=8/grupo).
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Figura 18: Analise de regressao nao-linear (grafico a esquerda) e linear (grafico a direita) da

fungéo do barorreflexo correlacionando as alteragoes da PAM (APAM) e a resposta reflexa da

FC (AFC) de ratos controle e submetidos ao protocolo de estresse crénico variado (ECV) e que

receberam a microinjecdo de veiculo (salina) ou CP376395, antagonista seletivo de receptor

CRF1 no NLET. Os simbolos na curva sigmoide (grafico a esquerda) indicam a BPso. Aumentos

e quedas na PAM foram induzidos pela infusdo de fenilefrina e nitroprussioato de sdédio,

respectivamente.

106



Capitulo 3

Parametros derivados da analise de regressao nao-linear (curvas sigmoides)
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Figura 19: Pardmetros derivados da analise das curvas de regressao nao-linear (acima) e linear
(abaixo) do barorreflexo de ratos controle e submetidos ao protocolo de estresse crénico variado
(ECV) e que receberam a microinjecao de veiculo (salina, barras brancas) ou CP376395 (barras
pretas, antagonista seletivo de receptor CRF1) no NLET. * p<0,05 versus respectivo grupo
veiculo, # p<0,05 versus respectivo grupo controle, ANOVA bifatorial acompanhado do pos-teste

de Bonferroni (n=8/grupo).
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6.2. Estudo do envolvimento do receptor CRF2 do NLET nas
alteragoes da atividade barorreflexa induzidas pelo estresse croénico
variado (ECV)

A Figura 20 mostra a representagdo diagramatica dos sitios de
microinjecao bilateral no NLET de antagonista seletivo de receptor CRFa,

antisauvagine-30 e veiculo de todos os animais utilizados neste protocolo.

IA 8.74 IA 8.60
..-" - )} ~ ". ; \ . lp
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() Controleveiculo OECU veiculo
@ Controle ASV-30 @ cecv asvio

Figura 20: Representacao diagramatica baseada no atlas de encéfalo de rato Paxinos & Watson
(1997) indicando os sitios de microinje¢ao no NLET do antagonista seletivo de receptor CRFz,
antisauvagine-30 ou de veiculo (salina) de ratos controle ou expostos ao protocolo de ECV. CC-

corpo caloso, vl- ventriculo lateral, f- fornix, ca- comissura anterior, ci- capsula interna.

A analise dos valores basais de PAM indicaram efeitos do ECV
(F(1,43=19,9, p<0,0001), como um aumento comparavel aos animais testados no
protocolo anterior (item 6.1), porém nao houve influéncia da microinjecao
bilateral de antagonista seletivo de receptor CRF2, antisauvagine-30
(5nmol/100nl) no NLET (F(1.43=2, p=0,1584) e interagdo entre estresse e
tratamento (F(1,43=0,0001, p=0,9905) (Figura 21). A andlise dos parédmetros
basais de FC indicam efeito do tratamento (F1,43=11,6, p=0,0014), mas sem a
influéncia do estresse (F(1,43=0,6, p=0,4327) e interagdo entre estresse e
tratamento (F(1,43)=0,07, p=0,7893 (Figura 21).
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Figura 21: Valores basais de presséao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos
controle e submetidos ao protocolo de estresse crénico variado (ECV) e que receberam a
microinjecao de veiculo (salina, barras brancas) ou antisauvagine-30 (barras pretas, antagonista
seletivo de receptor CRF2) no NLET. # p<0,05 versus respectivo grupo controle, ANOVA bifatorial

acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=11-12/grupo).
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Os resultados das analises da atividade do barorreflexo de animais
controle e que foram expostos ao ECV, tratados com antagonista de receptor
CRF2, antisauvagine-30, estdo presentes nas tabelas 6 e 7 e Figuras 22 e 23. A
comparagao dos parametros derivados a partir das curvas sigmoides do grupo
veiculo (controle versus ECV) demonstrou que o ECV reduziu o platé superior
(P2) (p=0,0016), range (AFC) (p=0,0109) e ganho (G) (p<0,0001), consistente
com os ratos tratados com veiculo, descrito no protocolo anterior (item 6.1). A
analise de regressao nao-linear da fungcédo do barorreflexo também indicou que
o tratamento farmacolégico no NLET com antisauvagine-30 afetou as respostas
do barorreflexo em ratos n&o-estressados. A analise indicou que a microinjegéo
do antagonista seletivo de receptor CRF2 no NLET reduziu o platé superior (P2)
(p=0,0066) e o ganho (G) (p<0,0001) dos animais controle. O antisauvagine-30
no NLET de ratos que foram sujeitos ao protocolo de ECV aumentaram o ganho
(G) (p<0,0001), porém os outros parametros avaliados n&o foram alterados
(p>0,05).

O reflexo das respostas de FC durante aumentos e quedas da PAM
também foram avaliadas individualmente através da analise de regressao linear
(Tabela 7, Figuras 22 e 23) A analise revelou que o ECV reduziu as respostas
de taquicardia (p=0,0285) e de bradicardia (p=0,0079) do barorreflexo. A analise
também indicou que o tratamento no NLET de animais controle com
antisauvagine-30 reduziu o ganho do reflexo de resposta de taquicardia
(p=0,0335), mas sem afetar o reflexo de bradicardia (p=0,9437). O
antisauvagine-30 no NLET de animais que foram expostos ao ECV, aumentou o
reflexo de bradicardia quando comparado com os animais estressados que
receberam veiculo (p=0,0338), mas sem afetar o reflexo de taquicardia
(p=0,9613).

A microinjecdo do antagonista seletivo de receptor CRF2 nas
estruturas ao redor do NLET nao afetou os parametros cardiovasculares basais

e a atividade do barorreflexo (p>0,05).

110



Capitulo 3

Grupo G (bpm/mmHg) P4 (bpm) P2 (bpm) AP (bpm) PAso (bpm)
Néo- estressado
Veiculo -2,6x0.1 -86+9 12318 208113 -5,0£2,0
.—g; * *
A"t'sa;'g die -1,940.1 7847 78%11 15613 5,044,0
ECV
Veiculo -1,3%0.1# -59+8 737* 132115* -9,0+4
o .
—Q—A"t'sag(‘)’ die -2,120,1 -85+12 89+9 158121 4,04
Fator
F1,37=10,2 Fu,3n=1,1 Fusn=5 Fu37=5 Fi,37=3
Estresse p=0,0029 p>0, 05 P=0,0374 P=0,0302 p=0,0838
F¢,37=5,8 F,37= 0,85 Fu1,37=2,4 F@,37=0,6 Faan=4
Tratamento p=0,0218 0>0,05 p>0,05 0>0,05 p=0,05
o Fa1,37=2,6 Fai,37=3 F@,37=12 F(1,37=6 F@,37=0,5
Interacdo 0>0,05 0>0,05 p=0,0015  p=0,0208 050,05

Tabela 6: Parametros derivados das curvas sigmoides do barorreflexo geradas em ratos nao-

estressados e submetidos ao estresse cronico variado (ECV) e que receberam a microinje¢ao

de veiculo (salina) ou do antagonista seletivo do receptor CRF2, antisauvagine-30, no NLET.

Dados sao apresentados como médiat EPM. Anova bifatorial acompanhado do pos-teste de

Bonferroni. * p<0,05 versus respectivo grupo veiculo, # p<0,05 versus respectivo grupo controle,

ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=10-11/grupo).

111



Capitulo 3

Grupo Ganho Fenilefrina Ganho NPS
(bpm/mmHg) (bpm/mmHg)
Néo-estressado
Veiculo -2,1+£0,1 -3,240,5
Antisauvagine-30 -2,2+0,1 -2,0+0,2*
ECV
Veiculo -1,5%0,2* -2,0£0,2*
Antisauvagine-30 -2,0+0,1* -2,2+0,2
Fator
F@.37n=10 Fa37=3
Estresse p=0,0029 0>0,05
Fu,3n=6 Fasn=3
Tratamento p=0,0218 p>0,05
Interacio Fu,37=2,6 F@,37=5,7
Ateracdo p>0,05 p=0,0223

Tabela 7: Parametros derivados das curvas de regressao linear do barorreflexo geradas em
ratos nao-estressados e submetidos ao estresse cronico variado (ECV) e que receberam a
microinjecao de veiculo (salina) ou do antagonista seletivo do receptor CRF2, antisauvagine-30,
no NLET. Dados s&o apresentados como médiat EPM. Anova bifatorial acompanhado do pds-
teste de Bonferroni. * p<0,05 versus respectivo grupo veiculo, # p<0,05 versus respectivo grupo

controle, ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste de Bonferroni (n=10-11/grupo).
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Figura 22: Analise de regressao nao-linear (grafico a esquerda) e linear (grafico a direita) da
fungéo do barorreflexo correlacionando as alteragoes da PAM (APAM) e a resposta reflexa da
FC (AFC) de ratos controle e submetidos ao protocolo de estresse crénico variado (ECV) e que
receberam a microinjecdo de veiculo (salina) ou antisauvagine-30, antagonista seletivo de
receptor CRF2 no NLET. Os simbolos na curva sigmoide (grafico a esquerda) indicam a BP50.
Aumentos e quedas na PAM foram induzidas pela infusdo de fenilefrina e nitroprussioato de

sodio respectivamente.
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Parametros derivados da analise de regressao nao-linear (curvas sigmoides)
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Figura 23: Parametros derivados da analise das curvas de regressao nao-linear (A) e linear (B)
do barorreflexo de ratos controle e submetidos ao protocolo de estresse cronico variado (ECV) e
que receberam a microinjegdo de veiculo (salina, barras brancas) ou antisauvagine-30 (barras
pretas, antagonista seletivo de receptor CRF2) no NLET. * p<0,05 versus respectivo grupo
veiculo, # p<0,05 versus respectivo grupo controle, ANOVA bifatorial acompanhado do pds-teste

de Bonferroni (n=10-11/grupo).
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6.3. Efeitos do ECV sobre a expressao de receptores CRF1 e CRF2do
NLET

A analise demonstrou que o ECV reduziu os niveis proteicos dos
receptores CRF1 (1=2,4; df=12; p=0,0350) e CRF2 (t=2,8; df=12; p=0,0170) do

NLET, quando comparados ao grupo controle (Figura 24).

150 - ] Controle 1504 [ controle
L: E - ECV LLN E - ECV
(14 T (14 |
o £ 100+ o £ 100
c c
S o * 5 o
23 - ¥ *
o O 50 o O 504 e sl
0T [T ]
0- 0-
Controle ECV Controle ECV

Figura 24: Expressao dos receptores CRF1 e CRF2 do NLET de ratos controle (barras brancas)
e expostos ao protocolo de ECV (barras fechadas). As barras representam o erro +tEPM.*p<0,05,
teste-t de Student (n=6-8/ grupo). A figura também mostra os blots de receptores CRF1 e CRF:

de animais representativos controle e ECV.
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7. DISCUSSAO

Os resultados reportados no presente estudo sao a primeira evidéncia do
papel da neurotransmissdo CRF do NLET sobre as alteracbes autdbnomas e
cardiovasculares provocadas pelo estresse cronico. Nesse sentido,
identificamos que a exposi¢cao ao ECV por 10 dias elevou a pressao arterial e
levou ao prejuizo da fungcdo do barorreflexo. A microinjecdo bilateral do
antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 no NLET reduziu os
componentes taquicardico e bradicardico do barorreflexo nos animais n&o
estressados (controle). Além disso, o tratamento farmacolégico com o
antagonista seletivo de receptor CRF2, antisauvagine-30 reduziu o reflexo de
taquicardia nos animais controle, sem alterar o reflexo de taquicardia. O
antagonismo dos receptores CRF1 do NLET n&o alterou a resposta do
barorreflexo em ratos expostos ao ECV. Entretanto, o tratamento no NLET com
o antagonista CRF2 elevou a resposta bradicardica nos ratos cronicamente
estressados, mas sem afetar o reflexo de taquicardia. Por fim, identificamos que
o ECV reduziu a expressao dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET.

Os efeitos dos tratamentos farmacolégicos do NLET com os antagonistas
dos receptores CRF sobre as respostas barorreflexas observadas nos animais
controle, indica que esse mecanismo neuroquimico no NLET desempenha um
papel facilitatério sobre as respostas de FC do barorreflexo. Esses achados
estao de acordo com os resultados reportados no Capitulo 1, que se encontram
publicados (OLIVEIRA et al., 2017), onde identificamos que o tratamento local
do NLET com os antagonistas seletivos dos receptores CRF1 e CRF2 reduziu as
respostas de FC do barorreflexo, o que indica um envolvimento da
neurotransmissdo CRFérgica do NLET na geragao das respostas cardiacas do
barorreflexo.

Os resultados a respeito da reducao nas respostas de FC do barorreflexo
apos a exposicao ao ECV corroboram com dados anteriores do nosso grupo,
que evidenciaram comprometimento na atividade do barorreflexo em animais
expostos a esse estressor cronico (ALMEIDA et al., 2015; DUARTE et al., 2015;
FIRMINO et al., 2019; VIEIRA et al., 2018). Resultados reportados por outros
autores indicaram que o ECV também reduz respostas reflexas do nervo

simpatico lombar (GRIPPO et al., 2008). Os achados de aumento na presséo
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arterial basal nos animais submetidos ao ECV também estdo de acordo com
estudos anteriores (GRIPPO et al., 2002; GRIPPO et al., 2008), incluindo
resultados prévios do nosso grupo (DUARTE et al., 2015). O comprometimento
da atividade do barorreflexo tem sido relacionado com o desenvolvimento e
progressdo da hipertensdo (CHAPLEAU, 2012; GRASSI et al., 2006), e é
associado com aumentos da atividade simpatica (GRASSI, 2004). Desse modo,
0 aumento na pressao arterial induzido pelo ECV pode estar relacionado com a
reducao das respostas cardiacas do barorreflexo. Outro fator que pode estar
associado com o aumento da pressao arterial € a disfuncdo vascular, sendo
relacionada ao comprometimento do endotélio e dilatagdo anormal dos vasos
sanguineos (TANG et al., 2010; DUARTE et al., 2015). Nesse sentido, um estudo
prévio do nosso grupo nao encontrou diferengas na resposta pressora a infusao
intravenosa de um agente vasoconstrictor (fenilefrina), porém foi reportado
comprometimento na resposta depressora aos agentes vasodilatadores
acetilcolina e nitroprussiato de sédio (DUARTE et al., 2015). Desse modo, apesar
dos resultados reportados aqui indicarem um envolvimento de comprometimento
na atividade barorreflexa no aumento da presséao arterial induzida pelo ECV, n6s
nao podemos descartar o envolvimento de outros mecanismos.

A porgéao anterior do NLET tem sido descrita como uma regido critica no
controle da atividade autbnoma e da fungao cardiovascular (DONG et al., 2001;
CRESTANI et al., 2013). Além disso, foram identificados terminais contendo
CRF, bem como fibras imunorreativas para urocortina 1 e urocortina 3 na porgao
anterior do NLET (BITTENCOURT et al.,, 1999; LI et al., 2002). Como
mencionado anteriormente (ver em Aspectos Gerais), o CRF possui maior
seletividade para o receptor CRF1, a urocortina 1 liga-se de maneira similar a
ambos os receptores, e a urocortina 3 liga-se seletivamente ao receptor CRF2
(HAUGER et al., 2003). Desse modo, os sitios de injegdo dos tratamentos
farmacolégicos, bem como as amostras para quantificagcdo da expressao dos
receptores CRF, centraram-se em regides anteriores do NLET no presente
estudo.

Diversos estressores cronicos, incluindo o ECV, tem demonstrado
aumentar a expressao dos receptores CRF no NLET (ALBERCHET-SOUZA et
al., 2017; CHOI et al., 2006; DE ANDRADE et al., 2018; KIM et al., 2006; STOUT
et al., 2000; TRAN et al., 2014; VENTURA-SILVA et al., 2012; CHAPPELL et al.,
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1986). Entretanto, informagdes acerca do efeito sobre a expressdo dos
receptores CRF sio limitadas. Nesse sentido, Ventura-Silva e colaboradores
(2012) reportaram que os niveis locais de RNAmM do receptor CRF+1 foram
reduzidos e do receptor CRF2 foi aumentada no NLET apds a exposigao a um
protocolo de 4 semanas de ECV. Ja Hu e colaboradores (2020) reportaram
aumento de RNAm de receptor CRF1, sem alteragdo de RNAm de receptor CRF2
em camundongos expostos a 6 semanas de ECV. Apesar dos nossos achados
de reducgao na expressao do receptor CRF2 contrastarem com esses resultados
prévios, € importante destacar que o0s nossos dados sao 0s primeiros a
fornecerem evidéncias dos efeitos do ECV sobre os niveis proteicos dos
receptores CRFérgicos no NLET. Além disso, os efeitos dos estressores podem
depender do tipo de estressor crénico, uma vez que estudos recentes reportaram
aumento na expressao proteica dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET apds a
exposi¢cao por 7 dias ao modelo de “estresse de evitar agua” (animais séo
colocados em plataforma montada no centro de um recipiente com agua) (TRAN
et al., 2014). Apesar disso, estudos que avaliaram protocolos de estresse social
identificaram que a derrota social por 20 dias em camundongos nao afetou os
niveis de RNAm dos receptores CRF1 e CRF2 no NLET (ALBRECHET-SOUZA
et al., 2017), enquanto que um protocolo de 10 semanas de pistas associadas
ao predador aumentaram o conteudo de mRNA do receptor CRF+ e reduziu o
MRNA de receptor CRF2 no NLET de ratos sucetiveis (ELHARRAR et al., 2013).

Estudos prévios indicaram aumento nos niveis de CRF no NLET apds a
exposicao a protocolos de ECV (STOUT et al.,, 2000; KIM et al., 2006;
VENTURA-SILVA et al., 2012). Além disso, foi reportado aumento na ativagao
de neurdnios CRF no NLET em animais expostos ao ECV (HU et al., 2020;
KORMOS et al., 2016). Nesse sentido, uma vez que os receptores CRF possam
ser internalizados apos sua ativagédo (WOOD & WOODS, 2007), é possivel que
a diminuicdo da expressao do receptor CRF identificada no presente estudo
pode ser devida a ativacido repetida do receptor a cada sessédo de estresse.
Assim, estudos prévios reportaram que a superexpressao de CRF no NLET
reduz a densidade de ligacdo do receptor CRF1 e RNAm (REGEU et al., 2011;
SINK et al., 2013). Entretanto, outros autores reportaram que a superexpressao
de CRF no NLET aumentou os niveis locais de RNAm de receptores CRF1 e
CRF2 (Qi, 2016). A ideia do aumento local de CRF no NLET ndo mediar a

118



Capitulo 3

diminuicdo da expressao de receptores CRF identificados no presente estudo é
ainda apoiada por evidéncias em que o aumento do conteudo CRF e dos
neurdnios positivos para CRF no NLET de animais submetidos ao estresse
cronico foi seguido pelo aumento da expressao dos receptores CRF (HU et al.,
2020; TRAN et al., 2014). Portanto, mais estudos s&o necessarios para avaliar
0s possiveis mecanismos relacionados a reducgdes dos niveis de receptores CRF
por ECV.

De maneira interessante, os achados de reducdo na expressdo dos
receptores CRF no NLET foram acompanhados da identificagdo de que a
exposi¢ao ao protocolo de ECV inibiu completamente o controle da atividade do
barorreflexo pelos receptores CRF1 e CRF2 no NLET. De fato, os efeitos de
reducao das respostas de FC do barorreflexo identificadas nos animais controle
tratados com CP376395 e antisauvagine-30 no NLET n&o foram observados nos
animais ECV. Em conjunto, esses achados indicam que a auséncia de controle
da atividade do barorreflexo pelos receptores CRF1 e CRF2no NLET nos animais
cronicamente estressados, esta possivelmente relacionada com uma redugao na
expressao desses receptores em neurénios do NLET envolvidos no controle da
atividade barorreflexa. De fato, alteracdes dos niveis locais de CRF parecem nao
mediar essas alteragdes, uma vez que niveis elevados de CRF, ativacado e
numero de neurbnios positivos para CRF foram relatados no NLET apds a
exposi¢cdo ao ECV (HU et al., 2020 KIM et al., 2006; KORMOS et al., 2016;
STOUT et al., 2000; VENTURA-SILVA et al., 2012). Entretanto, um estudo
recente reportou aumento em potenciais pds-sinapticos inibitdrios em neurdnios
CRF no NLET apds a exposi¢cao a um protocolo de ECV (PARTRIDGE et al.,
2016), de modo que nés nado podemos excluir a possiblidade de que uma
reducdo na liberacdo local de CRF também contribua para o comprometimento
no controle barorreflexo pela neurotransmiss&do CRFérgica no NLET em animais
expostos ao ECV.

O aumento no ganho da curva sigmoide e do slope na regresséao linear do
reflexo de bradicardia nos animais cronicamente estressados, tratados com
antisauvagine-30 no NLET, claramente indicam um envolvimento dos receptores
CRF2 do NLET sobre o prejuizo do barorreflexo provocado pelo ECV. Desse
modo, a inibicdo dos efeitos da funcdo do barorreflexo no tratamento

farmacoldgico no NLET com os antagonistas CRF1 ou CRF2 indentificados nos
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animais submetidos ao ECV, bem como a similaridade entre os animais controle
tratados com CP376395 versus ratos tratados com veiculo no NLET, indicam
que os receptores CRF1 e CRF2 no NLET estdo envolvidos com o prejuizo do
barorreflexo provocado por ECV.

Um estudo prévio reportou que a administragdo intracerebroventricular
repetida de um antagonista ndo-seletivo de receptores CRFérgicos antes de
cada uma de cinco sessdes de estresse por restricdo inibiu a facilitacdo da
atividade do barorreflexo induzida por esse estressor cronico (CONTI et al.,
2001). Outro estudo documentou que o tratamento sistémico (s.c.) com
antagonista do receptor CRF1 antes de cada uma de 7 sessbes de estresse de
derrota social inibiu a reducao da variabilidade da FC induzida por esse estressor
cronico (WOOQD et al., 2012). Esses achados corroboram com nossos dados,
uma vez que a reducdo da expressao dos receptores CRF identificados no
presente estudo pode estar relacionada com o aumento da ativagao do receptor
CRF (WOOD & WOODS, 2007). De fato, essa redugdo da expressao dos
receptores CRF pode ser resultado da ativacao repetida do receptor ao longo
das sessobes de estresse. Entdo o tratamento com antagonista de receptor CRF
antes de cada sessé&o pode ter evitado a downregulation, inibindo as alteragdes
das respostas cardiovasculares provocadas por estresse. Entretanto, nossos
resultados promovem a primeira evidéncia de um sitio especifico no sistema
nervoso central através do qual a neuroplasticidade na neurotransmissdo CRF
ocorre para afetar a funcdo cardiovascular em animais cronicamente
estressados. Além disso, essas sdo as primeiras evidéncias sobre o
envolvimento do receptor CRF2 sobre a disfungao cardiovascular provocada por

estresse cronico.
8. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstram que a neurotransmissao CRFérgica do
NLET modula as respostas do barorreflexo de maneira facilitatoria em ratos nao-
estressados. Além disso, o comprometimento da atividade barorreflexa causada
pelo ECV é mediado, ao menos em parte, por redugcdao na expressao dos
receptores CRF1e CRF2 no NLET.
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E nvolvimento da neurotransmissio CRFérgica do niicleo leito da

estria terminal (NLET) na resposta comportamental anedonica induzida

por estresse cronico variado (ECT).

1. INTRODUGAO

Estudos clinicos e pré-clinicos tém indicado extensa comorbidade entre
algumas doencgas psiquiatricas, como ansiedade, depressdao e complicagdes
cardiovasculares (GLASSMAN, 2007; GRIPPO 2009; ALBUS, 2010; SGOIFO et
al., 2014; COHEN et al., 2015). Os resultados pré-clinicos que fundamentam
essa associacdo demonstram que as alteragcdes na fungdo cardiovascular e na
atividade autdbnoma induzidas por estressores crénicos sao consistentemente
acompanhadas de alteracbes em comportamentos relacionados a ansiedade e
depressdo, e uma correlacdo positiva € observada entre as respostas
cardiovasculares/autbnomas e comportamentais (GRIPPO, 2009; SGOIFO et
al., 2014; CARNEVALLI et al., 2017).

Especificamente com relagdo ao mecanismo neuroquimico investigado no
presente estudo (i.e., neurotransmissdao CRFeérgica), apesar de estudos
anteriores reportarem um envolvimento desse mecanismo neuroquimico na
comorbidade (problemas cardiovasculares/depressao), ao investigar o efeito do
tratamento sistémico (subcutdneo) com um antagonista do receptor CRF1 em
ratos submetidos a protocolo crénico de estresse de derrota social (WOOD et
al., 2012), os sitios especificos no encéfalo relacionados com o envolvimento da
neurotransmissdo CRFérgica na relagdo doenga cardiovascular e transtornos
psiquiatricos ainda é pouco compreendido. Desse modo, nossa proposta nesse
estudo foi investigar o envolvimento dos receptores CRF1 do NLET na resposta
de anedonia comportamental induzida pelo ECV.
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2. OBJETIVO

Investigar o envolvimento dos receptores CRF1 do NLET sobre a resposta

comportamental anedénica induzida por estresse crénico variado (ECV).
3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Como descrito no Capitulo 1, item 3.1.

3.2. Cirurgia de estereotaxia

Como descrito no Capitulo 1, item 3.2.

3.3. Drogas e solugoes

O CP376395 (antagonista seletivo do receptor CRF1 (Tocris, EUA), o
tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram
dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fountora-Wyeth, Brasil) e o
anti-inflamatoério flunexina-meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brasil)
foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.4. Microinjeg¢ao de drogas no NLET

Como descrito no Capitulo 1, item 3.6

3.5. Determinagao dos sitios de inje¢ao no NLET

Como descrito no Capitulo 1, item 3.8.

3.6 Teste de preferéncia a sacarose
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A anedonia, conceituada como a incapacidade de sentir prazer, foi
avaliada por meio do teste de consumo/preferéncia a sacarose, de acordo com
protocolo descrito por HAYASE, 2011. O teste foi iniciado 24 horas apods o
término do protocolo de ECV, e consistiu de duas fases: habituacao e teste. No
primeiro dia da fase de habituacdo, os animais foram expostos a dois
bebedouros contendo sacarose na concentragado de 2% (v/v), os quais foram
colocadas no inicio do ciclo escuro (19 horas) e foram mantidas por 24 horas.
Em seguida, as duas garrafas contendo sacarose foram substituidas por duas
garrafas contendo agua, e os animais tiveram acesso as garrafas com agua por
24 horas (dia 2 da habituagao).

Apods o fim da habituagao, os animais foram testados quanto a preferéncia
pela solucdo de sacarose. Para tanto, dois bebedouros foram oferecidos aos
animais, um contendo sacarose na concentragédo de 2% e outro contendo agua.
O consumo foi medido durante as 3 primeiras horas e nas 21 horas seguintes
por meio da medida da massa dos bebedouros antes e apds a exposicdo aos
animais. Apos os primeiros 90 minutos da medida de consumo por 3 horas, a
posicdo dos bebedouros na gaiola foi trocada para controle da preferéncia dos
animais por um dos lados da gaiola. A quantidade de liquido perdida nos
bebedouros por vazamento ou evaporacgao foi aferida por meio de bebedouros
colocados em gaiolas vazias no mesmo momento em que as solugdes foram
disponibilizadas aos animais. A quantidade perdida nessas gaiolas vazias foi
subtraida da medida obtida das garrafas expostas aos animais.

Os valores de consumo de sacarose foram expressos em relagdo a massa
do animal (g/kg) nas primeiras 3 horas e durante o periodo de 24 horas. A
preferéncia pela solugdao de sacarose foi calculada como a quantidade total de

solucdo de sacarose consumida/quantidade total de liquidos consumida x 100.
4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar com peso em média de 250g foram submetidos a cirurgia de
estereotaxia, como descrito no Capitulo 1 (item 3.2). Apds 4 dias de recuperagao,

os animais foram expostos ao protocolo de ECV, como descrito no Capitulo 3

(tem 3.5). Os animais controle foram deixados no biotério sem serem

131



Capitulo 4

perturbados, exceto durante a limpeza das caixas no biotério no mesmo periodo
que os ratos ECV.

Vinte e quatro horas apds o término ECV foi iniciada a fase de habituagao
do teste de preferéncia a sacarose. Apos o término da fase de habituacgao,
grupos independentes de animais submetidos ao ECV e controle receberam a
microinjecao bilateral no NLET de antagonista seletivo de receptor CRF1, CP
376395 (5,0nmol/100nl), antagonista seletivo de receptor CRF2, antisauvagine-
30 (5,0nmol/100nl), ou veiculo (100nl, salina) (Figuras 25 e 26). Dez minutos
apos o tratamento farmacolégico no NLET, todos os ratos foram testados quanto

a preferéncia pela solugao sacarose por até 24 horas (Figuras 25 e 26).

Estereotaxia H1 H2 TESTE

J_ e _ Ll
DIAS | o] 15 16 17

Figura 25: Representacdo do experimento e teste de preferéncia a sacarose em dias. ECV:

Estresse Cronico Variado; H1: Primeiro dia de habituagéo; H2: Segundo dia de habituagao.

Antagonists CRF.
[0] o] (0] 180 [20]

ST S—
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Figura 26: Linha do tempo do dia do teste de preferéncia a sacarose. As balangas representam

0 momento da pesagem das garrafas.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos médiaterro padrdao da média (EPM). Os dados
de consumo e preferéncia a sacarose foram comparados utilizando a analise de
variancia (ANOVA) bifatorial, com estresse (controle vs ECV) e tratamento
(veiculo vs farmacos) como fatores independentes. O pés-teste de Bonferroni foi
utilizado para identificar a diferenga entre os grupos. Os valores dos testes

estatisticos com valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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6. RESULTADOS

A representacdo diagramatica baseada no atlas de Paxino & Watson
(1997) do encéfalo de rato indicando os sitios de microinjecdo no NLET de
CP376395 ou salina de todos os ratos utilizados neste experimento estédo

representados na figura 27.

A 8.20

O CONTROLE - SALINA O ECV SALINA
® CONTROLE - CP376395 ECV-CP3T6335

Figura 27: Representagdo diagramatica baseada no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e
Watson (1997), indicando os sitios de microinjecao bilateral no NLET de antagonista seletivo de
receptor CRF1, CP376395 (5nmol/100nl) ou salina (100nl) em ratos controle ou cronicamente
estressados. |A: coordenada interaural; ac: comissura anterior; cc: corpo caloso; ECV: estresse

cronico variado; et: estria terminal; f: fornix; ic: capsula interna; VL: ventriculo lateral.

A analise ndo indicou efeitos do estresse (F(145=005); p>0,05) ou do
tratamento (F(1,45) = 0,6; p>0,05) na preferéncia de sacarose durante as 3 horas
do teste (Figura 28; quadro A). Entretanto, ao avaliar a preferéncia pela sacarose
por 24 horas houve apenas efeito do tratamento (F(1,45=28, p<0,0001) (Figura

28; quadro B). A analise post-hoc indicou efeito nos animais controle que
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receberam o tratamento farmacolégico no NLET (p<0,0001), mas ndo nos
animais estressados cronicamente (p>0,05) (Figura 28; quadro B).

Com esse resultado, decidimos observar os efeitos do estresse e do
tratamento farmacolégico no NLET sobre o consumo de sacarose e de agua no
periodo de 24 horas. A analise estatistica revelou que houve apenas efeito do
tratamento (F1,45=20, p<0,0001) sobre o consumo de sacarose em 24 horas
(Figura 28; quadros C e D). O poés-teste revelou que esse aumento do consumo
ocorreu no grupo controle tratado farmacologicamente no NLET (p<0,0001)
(Figura 28; quadro D). No mesmo sentido, quando foi avaliado o consumo de
agua em 24 horas, a analise indicou apenas efeito do tratamento (F(1,45)= 443,
p<0,0001) (Figura 28, quadro C). A analise pds-hoc revelou que essa diferenca
estd no grupo controle que recebeu o tratamento farmacolégico no NLET
(p<0,001) (Figura 28, quadro C).
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Figura 28: Preferéncia pela sacarose em ratos controle e cronicamente estressados (ECV)
tratados com salina (100nl) (barras brancas) ou com o antagonista seletivo de receptor CRF+
CP376395 (barras pretas). A: Representa a preferéncia pela sacarose em 3 horas; B: Representa
a preferéncia pela sacarose em 24 horas; C: representa o consumo de agua em 24 horas; D:
Representa o consumo de sacarose em 24 horas.* representa a diferenca de seu respectivo
controle. Controle + veiculo, n=9; Controle + CP376395, n=14; Estressado + veiculo, n=12;
Estressado+CP376395, n=14.
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7. DISCUSSAO

A exposicado de ratos ao protocolo de ECV por dez dias ndo produziu
reducdo na preferéncia pela sacarose e, consequentemente, ndo houve
anedonia. Por sua vez, o tratamento farmacolégico no NLET com antagonista
seletivo de receptor CRF1, CP376395, promoveu redugao da preferéncia pela
sacarose apenas em ratos nao-estressados, e efeito que foi relacionado com
aumento no consumo de agua e de sacarose durante o periodo de 24 horas.

A auséncia de anedonia nos ratos expostos ao protocolo de 10 dias de
ECV contrasta com dado prévio de nosso grupo (COSTA-FERREIRA et al.,
2019). A razdo para a auséncia desse efeito ndo é clara, mas pode estar
relacionada a metodologia. Diferentemente de estudos prévios, os ratos no
presente estudo foram submetidos a cirurgia de estereotaxia e tratamento
farmacolégico no NLET momentos antes do teste. Portanto, a manipulagao
anterior ao teste pode ter tamponado os efeitos do estresse. Entretanto, mais
estudos sdo necessarios para caracterizar o papel de neurotransmissdes no
sistema nervoso central sobre as respostas de anedonia desencadeadas por
estresse.

De maneira surpreendente, a microinjecao de antagonista CRF1 no NLET
em ratos nao-estressados reduziu a preferéncia pela sacarose e aumentou o
consumo de agua e sacarose durante o teste. Foi demonstrado que a lesao do
NLET produziu aumento no consumo diario de agua (128%) e de racéo (23%)
em ratos (P1ZZl & LORENS, 1967). Além disso, esse nucleo tem um papel em
induzir anorexia mediada por estresse, e esta associado com redugdes no ganho
de peso (CHOI et al., 2008; CHOI et al., 2007; ROMAN et al., 2012). Nesse
sentido, um estudo reportou que a infusdo de CRF no NLET foi capaz de produzir
anorexia (CICCOCIOPPO et al.,, 2003). Desse modo, ndo sabemos se o
tratamento com antagonista seletivo de receptor CRF1 no NLET pode ter
aumentado o consumo de racdo, e consequentemente ter aumentado o
consumo de agua. Assim, a partir de nossos resultados, estudos futuros sao
necessarios para investigar esse efeito sobre o consumo de agua mediado pelo

antagonismo dos receptores CRF1 no NLET.
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8. CONCLUSAO

Os achados que estao presentes nesse capitulo demonstram que esse
protocolo de ECV nao foi capaz de produzir as respostas anedbdnicas que eram
esperadas. Além disto, os receptores CRF1 do NLET estdo envolvidos no
aumento de consumo de agua e de sacarose apenas em ratos ndo foram

submetidos ao protocolo de ECV.
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Experimento comp[ementar

1. INTRODUGAO

Como descrito no capitulo 3, os resultados referentes ao Wester-blotting
demonstraram que houve reducdo nos niveis dos receptores CRF1 e CRF2 no
NLET dos ratos expostos ao ECV. Entretanto como uma avaliagcao
complementar, investigamos se a redugao da expressao dos receptores CRF no
NLET é seguida de alteragdes na disponibilidade do neurotransmissor. Como o
proprio NLET € uma fonte importante de CRF (SILBERMAN et al., 2013), uma
atividade adicional desempenhada no laboratério da Dra. Wood foi analisar a
quantidade de neurdnios imunorreativos ao CRF no NLET de ratos controles e
submetidos ao nosso protocolo de ECV. Os experimentos foram realizados no
Brasil, e os encéfalos foram enviados aos EUA, para realizagédo do ensaio no

laboratoério da Dra. Susan Wood.

2. OBJETIVO

Quantificar os neurénios imunorreativos CRF de ratos controle e expostos

a um protocolo de ECV por 10 dias.

3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Como descrito no item 3.1, Capitulo 1.

3.2 Estresse croénico variado (ECV)

Como descrito no item 3.5, Capitulo 3.

3.3 Imunofluorescéncia
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Os cérebros foram coletados, armazenados e enviados ao laboratorio da
Dra. Susan K. Wood no departamento de Farmacologia, Fisiologia e
Neurociéncia da Faculdade de Medicina da Universidade da Carolina do Sul
(SoM-USC) para o processamento. O encéfalo foi seccionado (30-40um) em
posicao coronal e as cortes relacionadas ao NLET foram armazenadas em
solucéo crioprotetora. As secgdes foram rinsadas por 3 vezes em solugao PB e
incubadas com 1% de borohidreto de sédio em PB (0,1M) por 30 minutos para
remogao de aldeidos. Em seguida, os cortes foram rinsados 3 vezes em solugao
PBS-TX-BSA. O anticorpo primario (anticorpo CRF; Peninsula T-500, 1:2000) foi
diluido em PBS-TX-BSA-Azida e incubado overnight a temperatura ambiente. No
dia seguinte, os cortes foram rinsados 3 vezes com PBS-TX-BSA e incubados
com anticorpo secundario (Rhodamine isothiocynate-conjugated donkey anti-
guinea pig, 1:200) em temperatura ambiente por 2 horas em auséncia de luz.
Posteriormente, as secc¢des foram rinsadas 3 vezes em TBS-TX e colocadas em

lAminas e visualizadas no microscopio para quantificar CRF.
4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ratos Wistar foram submetidos ao protocolo de ECV por 10 dias
em nosso laboratério (Laboratério de Farmacologia, Escola de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP) enquanto que os animais controle foram deixados no
biotério sem serem perturbados, exceto durante a limpeza das caixas no biotério
no mesmo periodo que os ratos ECV. Vinte e quatro horas depois da ultima
sessdo de ECV, os animais foram eutanasiados e o0s cérebros foram
rapidamente removidos, congelados e armazenados em freezer a -80°C até
serem enviados pelos correios aos Estados Unidos da América (EUA) em uma
caixa com gelo seco. Posteriormente, os encéfalos foram sesccionados em um
criostato e armazenados em solucéao crioprotetora e posteriormente foi realizada

a imunofluorescéncia.

5. ANALISE ESTATISTICA
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Os dados foram expressos como médiatEPM. Todas as marcacgdes foram
contabilizadas através do software Image-J. A comparagao dos valores obtidos
entre os ratos controle e estressados foi realizada utilizando o teste t de Student.

6. RESULTADO

A exposicao de ratos ao ECV néo alterou o numero de neurdnios CRF no
NLET (t=0,3; p>0,05) (Figura 29).
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Figura 29: Células positivas para CRF no nucleo leito da estria terminal (NLET) de ratos controle

e de animais submetidos ao estresse crénico variado (ECV). (n=11/grupo, teste t de Student).

7. DISCUSSAO

Apesar de algumas evidéncias de aumento de CRF no NLET em animais
submetidos ao ECV (STOUT et al., 2000; KIM et al., 2006; VENTURA-SILVA et
al., 2012), os achados no presente estudo estdo alinhados com dados prévios
que demonstraram que esse estressor crénico nao alterou os niveis dos
peptideos CRF no NLET (CHAPPELL et al., 1986; DE ANDRADE et al., 2018).

Entretanto, mesmo com numero similar de neurénios CRF, ndo podemos excluir
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a possibilidade de alteragdes locais dos niveis de CRF. Além disso, um estudo
recente demonstrou o aumento na ativagdo de neurdnios que expressam CRF
no NLET em ratos expostos ao ECV (KORMOS et al., 2016), o que sugere que
um aumento na neurotransmissao CRFérgica local pode ser observada mesmo
na auséncia de alteracdes no numero de neurbnios que expressam CRF e/ou
nos niveis do peptideo. Portanto, como a elevacéo da disponibilidade de CRF no
NLET demonstrou aumentar os niveis de RNAm dos receptores CRF1 e CRF2
locais (Qi et al., 2016), mais estudos sdo necessarios para uma melhor
compreensao dos mecanismos relacionados com a redugao da expressao dos

receptores CRF no NLET seguido da exposi¢céo a estressores cronicos.
8. CONCLUSAO

A exposigao de ratos a um protocolo de ECV por 10 dias n&o alterou o

numero de neurénios CRF no NLET.
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O pavel dos receptores CRF; no niicleo leito da estria terminal

(NLET) sobre as resvostas cardiovasculares, comportamentais e moleculares

provocadas pelo estresse de testemunha em ratos

1. INTRODUGAO

O modelo de derrota social consiste na exposigao de um rato (intruso) a
caixa moradia de um rato nao-familiar (residente) por um periodo breve (WOOD
et al., 2014). Durante a sessao aguda, a derrota social produz ativagao simpatica
robusta, promovendo o aumento de arritmias (batimentos ventriculares
prematuros) em 30 vezes quando comparado com outros estressores como a
restricdo e o choque nas patas (SGOIFO et al., 1999; WOQOD et al., 2014). Outros
efeitos sobre o sistema cardiovascular sdo demonstrados neste molde como,
retirada vagal, taquicardia, hipertensao, hipertermia, elevagao de catecolaminas
plasmaticas e ativagdo do eixo HPA (TORNATZKY & MICZEK, 1993, 1994;
SGOIFO et al., 1999; BHATNAGAR et al., 2006; WOOD et al., 2010). Entretanto,
pouco se sabe sobre os mecanismos neurobioldgicos envolvidos.

Estudos mais recentes demonstram uma variacdo do modelo de derrota
social, que consiste em um animal denominado “testemunha” assistir a interacao
social agressiva, porém com auséncia de contato fisico (PATKI et al., 2015;
FINNELL et al., 2017), permitindo assim a comparagao dos componentes fisico
(intruso) e psicoldgico (testemunha) do estresse de derrota social (Finnell et al.,
2017; 2018). Finnell et al (2017) demonstraram respostas similares de aumento
de pressao arterial e frequéncia cardiaca durante a sessao de derrota social em
ratos intruso e testemunha. Entretanto, as alteracbes comportamentais
(anedonia) e cardiovasculares decorrentes da exposigao cronica foram mais
robustas e duradouras nas testemunhas do que nos ratos derrotados (FINNELL
et al., 2017).

Wood et al (2012) demonstraram que o tratamento sistémico diario com
um antagonista seletivo do CRF1 por 7 dias consecutivos antes das sessdes de
derrota social inibiu a reduc&o da variabilidade da FC em ratos intrusos (WOOD
etal., 2012). Esse resultado demonstra o envolvimento do CRF1 sobre os ajustes

cardiovasculares a derrota social. Entetanto, os sitios especificos onde o
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peptideo CRF age para promover a resposta cardiovascular a derrota social ndo
sao totalmente compreendidos.

Nesse sentido, foi demonstrado que os neurdnios do NLET s&o ativados
durante a exposi¢ao aguda ou cronica a derrota social (LKHAGVASUREN et al.,
2014; MARTINEZ et al., 2002; KOLLACK-WALKER et al., 1997; KOLLACK-
WALKER 1995; MARTINEZ et al., 1998). Jasnow e colaboradores (2004)
reportaram que o tratamento com antagonistas CRF no NLET reduziram as
respostas defensivas e aumentaram o comportamento ndo-social em hamsters
durante a derrota social condicionada, indicando o envolvimento da
neurotransmissdo CRF no NLET sobre o controle das respostas
comportamentais na derrota social (JASNOW et al., 2004). Entretanto, ndo ha
dados na literatura sobre o papel da neurotransmissdo de CRF no NLET sobre

as respostas fisioldgicas em ratos que testemunharam o estresse.
2. OBJETIVOS

Investigar o papel dos receptores CRF1 no NLET sobre as respostas
cardiovasculares e comportamentais desencadeadas pela exposi¢ao aguda e
crénica ao estresse de testemunha. N6s também avaliamos a ativagcdo do NLET
e do nucleo central da amigdala (CeA) de ratos intrusos e que testemunharam o

estresse de derrota social.
3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Ratos Sprague-Dawley com pesos em torno de 250-275g (intruso,
testemunha ou controle) e Long-Evans com pesando entre 680-850g (Charles
River, Wilmington MA), foram isolados em caixas individuais durante todo o
estudo com acesso a agua e ragao ad libidum, mantidos no biotério com o ciclo
de 12 horas claro/escuro. O cuidado e o uso dos animais foram aprovados pela
Universidade da Carolina do Sul (IACUC), sendo realizado em acordo com o guia
de cuidados e uso de animais do laboratério do National Institutes of Health
(NIH).
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3.2. Cirurgia de telemetria

As testemunhas foram submetidas a cirurgia de implante de
transmissores de radiotelemetria 10 dias antes do inicio dos experimentos. O
transmissor permite a coleta de dados de eletrocardiograma (ECG) e de pressao
arterial (HD-S11-FO0, Data Sciences Int., St Paul, MN). Para tanto, os ratos foram
anestesiados com isoflurano (2,5%), e os transmissores foram implantados
seguidos dos cuidados pos cirurgicos com anti-inflamatorio (flunazina 2,5mg/kg),
1ml de salina estéril, alimentacdo com ragcao “Bacon Softies” (Bio-Serv,
Flemington, NJ) e dieta em gel (ClearH20®, Portland, Maine) foram

administrados até 48 apds a cirurgia.
3.3. Cirurgia de estereotaxia

Como descrito no item 3.2, Cap 1. A unica diferenca é a respeito da

anestesia, que foi realizada usando o isoflurano (2,5%).
3.4. Aquisicao dos dados cardiovasculares

Os registros cardiovasculares foram coletados através de registros
continuos que foram coletados durante a fase clara do ciclo nos dias 1
(exposicao inicial, agudo) e 5 (repetido) do momento da microinjecdo no NLET

até o fim da exposicao ao estresse por 15 minutos.
3.5. Teste de preferéncia a sacarose

As testemunhas e os ratos controle foram submetidos ao teste de
preferéncia a sacarose dois dias antes da primeira sessao de estresse social e
cinco dias apds a ultima exposi¢cdo, como previamente publicado (FINNELL et
al., 2016). Para tanto, durante a fase de habituagcédo, duas garrafas com agua
foram oferecidas por 24 horas. Entdo, as duas garrafas contendo agua foram
substituidas por garrafas contendo 1% de sacarose. As 9 da manha do dia

seguinte, todas as aguas foram removidas, e os ratos ficaram privados de
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qualquer ingestao de liquido até o momento da realizagdo do teste (que foi
conduzido das 7 as 10 da noite, durante o ciclo escuro). A preferéncia a sacarose
([volume 1% de sacarose/total do volume consumido] x100) foi calculada na

primeira e terceira hora do ciclo escuro.
3.6. Imunohistoquimica

3.6.1. Dupla marcagao de neurdnios c-fos e CRF no NLET e
CeA

Noventa minutos apds o fim da sessao aguda ao estresse de testemunha,
os ratos foram anestesiados com isoflurano e perfundidos com paraformaldeido
(4%) e os encéfalos foram removidos e congelados. Secg¢des coronais seriadas
(30-40um) do NLET foram realizadas e armazenadas em solugao crioprotetora.
Os cortes foram submetidos a imunohistoquimica de dupla marcacao para Fos
e CRF. Entretanto, o anticorpo de CRF n&o funcionou de maneira apropriada,
entdo apenas os dados de Fos foram apresentados. Sabemos que esse
experimento foi realizado novamente, mas ainda n&o tivemos acesso aos
resultados.

O procedimento teve inicio ao lavar os tecidos por 3 vezes em TBS, por
15 minutos em peréxido de hidrogénio e posteriormente mais 3 vezes em TBS.
Em seguida, os cortes dos encéfalos foram lavados com TBS+ com goat sérum
por 20-30 minutos e encubados em anticorpo primario anti-Fos (rabbit anti-Fos,
Millipore cat.# ABE457) overnight em temperatura ambiente. No segundo dia, as
seccoes foram lavadas por 3 vezes em TBS e incubadas com o anticorpo
secundario (1:200) em TBS+ e incubados por 2 horas em temperatura ambiente
(unlabeled donkey anti-rabbit, Jackson, cat #711-005-152). Depois disso, os
cortes foram lavados por 3 vezes em TBS e encubados por 90 minutos a
temperatura ambiente com anticorpo terciario (Rabbit PAP, Jackson, cat#323-
005-024) a 1:250 em TBS+. Posteriormente os cortes foram lavados 4 vezes em
TBS e colocados em solugéo DAB preto/azul e encubados em anticorpo primario
anti-CRF (guinea pig anti-CRF) overnight em temperatura ambiente. No dia
seguinte, os cortes foram rinsados em TBS por 3 vezes e incubados com

anticorpo secundario (biotynlated donkey anti-quinea pig; Jackson, cat#706-065-
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145; 1:1000 em TBS+ e encubado por 90 minutos em temperatura ambiente).
Em seguida, os cortes foram lavados 3 vezes em TBS e incubados com anticorpo
terciario (Horseradish peroxidade- conjugated streptavidin; Jackson, cat #0,16-
030-084) a 1:1600 em TBS com Triton X-100 (sem sérum) e incubados por 1
hora em temperatura ambiente. As secgbes foram lavadas 4 vezes em TBS e
colocadas em solucdo DAB marrom, com marcacgao citoplasmatica. Os cortes
foram colocados em laminas e visualizados no microscépio para quantificar a

dupla marcacgao de c-fos e CRF.
4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os ratos Sprague-Dawley (~300g) foram submetidos a cirurgia de
implantagédo dos transmissores de telemetria para o registro de PAM e FC. Em
seguida, os ratos continuaram sob anestesia e foram submetidos a cirurgia de
estereotaxia para o implante de canulas guias bilaterais direcionadas ao NLET.
Apds a cirurgia, todos os ratos receberam os cuidados pdés-cirurgicos como
mencionado anteriormente (Anexo 1, item 3.2) e foram mantidos em
recuperacao por 10 dias. Posteriormente, o pré-teste de preferéncia a sacarose
foi conduzido para determinar se algum rato havia tido algum tipo de averséo a
sacarose (Figura 30). A partir do dia seguinte, os ratos testemunha ou controle
receberam a microinjecdo bilateral de CP376395 (antagonista seletivo de
receptor CRF1) ou salina (100nl de salina estéril) por 5 dias. Vinte minutos apos
a microinjecgéao, os ratos controle foram manipulados brevemente (10 segundos)
e o grupo testemunha foi colocado na caixa de um rato residente (Long-Evans),
separado por uma particao plastica perfurada para assistir a derrota social por
15 minutos (Figura 30). Os dados cardiovasculares foram adquiridos a partir de
um registro basal continuo de 30 minutos até o final da exposi¢céo ao estresse
de testemunha nos dias 1 e 5 (Figura 30). O comportamento das testemunhas
também foi registrado através de uma camera para analisar o comportamento
de empurrar a maravalha (bury) nos dias 1 e 5 (Figura 30). Nos dias 2 a 4, os
procedimentos foram idénticos, porém os parametros cardiovasculares e
comportamentais nao foram registrados. Posteriormente, foi realizado outro teste

de preferéncia a sacarose (Figura 30). No dia seguinte, os ratos foram
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anestesiados com isoflurano, eutanasiados, e o cérebro, coragao e as glandulas

adrenais foram removidos.

Cirurgias

10 CO—CD @
Pre-TPS Exposigao diaria ao estresse Pos- TPS

Figura 30: Linha temporal do experimento, em dias. TPS: Teste de Preferéncia a sacarose.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médiatEPM. As analises do peso
corporal foram realizadas utilizando ANOVA-bifatorial, com estresse e
tratamento como fatores principais. O peso do coracdo e das adrenais foram
calculados a partir de seu peso absoluto, dividido por 100g do peso corporal e
os valores foram comparados utilizando ANOVA-bifatorial, com estresse e
tratamento como fatores principais. Os dados cardiovasculares basais no dia 1
e dia 5 foram submetidos a ANOVA-monofatorial. Ja as medidas do dia 5 foram
realizadas com ANOVA-bifatorial tendo estresse e tratamento como medidas
principais. Todos os dados cardiovasculares foram submetidos a analise
multifatorial com estresse, dia, tratamento como medidas principais e tempo
como medida repetida. Os dados de imunohistoquimica foram contabilizados
através do software Image-J, sendo os resultados de marcacdo de c-fos
analisados por ANOVA-monofatorial. A porcentagem de sacarose consumida foi
analisada através de ANOVA bifatorial, com tratamento e estresse como fatores
principais. A laténcia e o tempo gasto no comportamento de empurrar a
maravalha foram analisados por analise multifatorial sendo os fatores estresse,
comportamento, tratamento e dia. Quando a ANOVA bifatorial indicou efeito, o
poOs-teste de Fisher foi utilizado para identificacdo de diferengas especificas entre
0s grupos experimentais. Os valores de p<0,05 foram assumidos como

significativos.
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6. RESULTADOS

Representacdo diagramatica baseada no atlas de Paxino & Watson
(1997) do encéfalo de rato indicando os sitios de microinjecdo no NLET de
CP376395 ou salina de todos os ratos controle e testemunha utilizados neste

experimento estao representados na figura 31.

IA 8.60

O Controle Salina
@ Controle CP376395

O Testemunha Salina
B Testemunha CP376395

Figura 31: Representagcdo esquematica das microinjegcdes no NLET do antagonista seletivo de
receptor CRF1, CP376395 (5 nmol/100nl) em ratos controle (circulos pretos) ou testemunhas
(quadrados pretos) ou de veiculo (salina, 100nl) nos animais controle (circulos brancos) ou
testemunhas (quadrados brancos). CC- Corpo caloso, vl- ventriculo lateral, f- fornix, ca-

comissura anterior, ci- capsula interna.

6.1. Analises somaticas

A analise do peso corporal e do ganho de peso corporal ndo indicou

diferengas entre os ratos estressados e controle tratados com salina (100nl) ou
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com o antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395) (5nmol/100nl) no NLET
(p>0,05). A analise dos pesos das adrenais e do coragdo também nao indicou

diferengas entre os grupos experimentais (p>0,05) (Figura 32).
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Figura 32: Pesos das glandulas adrenais (A), coragao (B) e corporal (C e D) em ratos controle e
cronicamente estressados com salina (100nl) ou CP376395, antagonista seletivo de receptor
CRF1 no NLET.

6.2. Respostas de PAM e FC durante o estresse de testemunha

A microinjec&o do antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 ou de
salina no NLET no primeiro dia ndo alterou os dados basais de PAM (F3,19)=1;
p<0,05) ou FC (F,19=0,2; p>0,05) (Figura 33). No quinto dia, o estresse nao
alterou os valores basais de PAM (estresse: F(1,19=0,8; p>0,05) e FC (estresse:
F1,19=0,001; p>0,05) (Figura 33). A microinjecdo do antagonista seletivo de
receptor CRF1 CP376395 no NLET no quinto dia também n&o alterou os valores
basais de PAM (tratamento: (F(1,195=0,001; p>0,05) e FC (tratamento: F(1,19=0,2;
p>0,05) dos animais controle ou estressados (Figura 33).

A analise das curvas temporais de PAM e FC indicaram efeitos do tempo
(PAM: (F0:1280=22; p<0,0001; FC: F0,1280=29; p<0,0001) e interacdo entre
tempo e estresse (PAM: F40,1280)=2,5; p=0,0001; FC40;1280= 1,4; p<0,03). (Figura
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34). Para PAM (Fo0,1280=4,5; p<0,0001), mas ndo para FC (Fw0,1280=1,3;
p>0,05), a analise também indicou interagdo entre tempo e tratamento. Porém,
a analise nao indicou efeito do tratamento e estresse para PAM (estresse:
F0,1280=1,4; p>0,05 e tratamento: F0,1280=3,5; p>0,05) e FC (estresse:
Fo0,1280= 0,5; p>0,05 e tratamento Fo,1280)= 0,16; p>0,05). A analise post-hoc
de Fisher revelou diferengas entre o tratamento farmacolégico das testemunhas

que receberam salina ou antagonista seletivo de receptor CRF1 no NLET no

quinto dia (p<0,05) (Figura 34).

150+ 150+
=] o
z — & il i
E 1004 — E 1004 ——
w ®
0 [
_’g 504 _g 50+
2 =
o 04 o o

TESTEMUNHA CONTROLE TESTEMUNHA CONTROLE
3 SALINA
Il CP 376395

400+ 400+
g B E =
8 3004 E,. 3004
g 200+ ﬁ 200
o @
S o
] 4 J
iL 100 E 100

- 0-
TESTEMUNHA CONTROLE TESTEMUNHA CONTROLE

Figura 33: Valores basais de PAM e FC em ratos controle ou estressados (testemunhas)
tratados com salina (100nl) ou com antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 (5
nmol/100nl) no NLET nos dias 1 e 5. Controle + veiculo, n=4; Controle + CP376395, n=5;

Testemunha + veiculo, n=6; Testemunha + CP376395 n=6.
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Figura 34: Curvas temporais de variagdo da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca
(AFC) de ratos controle (manipulagéo) e de ratos que testemunharam a derrota social que foram
tratados com o antagonista seletivo de receptor CRF1 CP376395 (5nmol/100nl) ou veiculo
(100nl) nos dias 1 e 5. (A) APAM do dia 1 de testemunha ao estresse. (B) APAM do dia 5 de
testemunha ao estresse. (C) AFC do dia 1 de testemunha ao estresse. (D) AFC dia 5 de
testemunha ao estresse. * representa a diferenca de seu respectivo controle. Controle + veiculo,
n=4; Controle + CP376395, n=5; Testemunha + veiculo, n=6; Testemunha + CP376395, n=6.

6.3. Analises comportamentais

A analise multifatorial sobre a laténcia do comportamento de empurrar a
maravalha (bury) demonstrou efeito do estresse (F1,41)=15; p<0,0004) (Figura
35). A andlise post-hoc demonstrou diferengas entre os animais controle e
estressados tratados com salina no dia 1 (p=0,01) (Figura 35). No mesmo
sentido, em relagdo ao tempo gasto realizando esse comportamento (bury), a
analise indicou efeito do estresse (F(1,41)=8, p=0,007) e a analise post-hoc

revelou diferengas entre os animais controle e estressados tratados com salina

no dia 1 (p<0,05) (Figura 35).
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A analise do teste de preferéncia a sacarose (TPS) n&o indicou efeitos do
estresse (estresse: F(1,17=0,08. p>0,05) ou tratamento (tratamento: F1,17)=0,3;
p>0,05) (Figura 36).
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Figura 35: Laténcia e tempo de duragdo do comportamento defensivo de empurrar a maravalha
(bury) em ratos controle e testemunha que foram tratados com salina (100nl) ou com antagonista
seletivo de receptor CRF1 CP376395 (5nmol/100nl) no NLET. # representa o efeito do estresse
(p<0,05). (A). Laténcia do estresse evoca o bury durante a primeira exposi¢ao. (B) Laténcia do
estresse provoca o bury durante a quinta sessao. (C) Tempo gasto na realizagédo do bury durante
a primeira sessao. (D) Tempo gasto na realizagao de bury durante a quinta sess&o. Controle +
veiculo, n=6; Controle + CP376395, n=4; Testemunha + veiculo, n=6; Testemunha + CP376395,
n=6.
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Figura 36: Preferéncia pela sacarose em ratos controle e cronicamente estressados
(testemunha) tratados com salina (100nl) ou com o antagonista seletivo de receptor CRF1
CP376395. Controle + veiculo, n=6; Controle + CP376395, n=4; Testemunha + veiculo, n=6;
testemunha+CP376395, n=6.

6.4. Ativacao de neurdénios do NLET e CeA de ratos intrusos e

testemunhas

Nao houve diferencas sobre as expressdes de c-fos em ratos nao
estressados (controle), intruso e testemunha 90 minutos apds o fim da derrota
social no NLET (F@,13=0,6; p>0,05) e no nucleo central da amigdala CeA
(F,16=1,2; p>0,05) (Figura 37).
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Figura 37: Neurbnios positivos para c-fos em ratos controle, intruso e testemunha, avaliados 90
minutos apoés o final da derrota social. (A) Neurdnios c-fos positivos no NLET. Controle, n= 8§;
intruso, n=6; testemunha n=3. (B) Neurdnios c-fos positivos no CeA, controle, n=8; intruso, n=6;

testemunha, n=6.

7. DISCUSSAO

Os resultados indicaram que os animais que testemunharam a interagao
entre ratos residente e intruso apresentaram aumento da PAM e FC, bem como
reducado da laténcia e aumento do tempo gasto de escavar (bury); e essas
respostas foram similares na primeira e ultima sessdo. O tratamento do NLET
com o antagonista seletivo de receptor CRF1 atenuou a resposta de aumento
PAM durante a quinta sessao, porém sem afetar as outras respostas. Por fim, as
cinco sessodes de estresse de testemunha e o tratamento farmacologico no NLET
nao afetaram o peso corporal, coragdo e glandulas adrenais, bem como os
parametros cardiovasculares basais e a resposta de redugao da preferéncia a
sacarose.

O tratamento farmacolégico no NLET com o antagonista seletivo de
receptor CRF1 n&o alterou os valores basais de PAM ou FC, sugerindo que a
neurotransmissdo “CRFérgica” ndo esta envolvida na manutengéo tonica dos
parametros cardiovasculares. Esses achados estdo de acordo com estudos
prévios de nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2015,2017,2018), que n&o indicaram
alteracdes dos parametros cardiovasculares apds o tratamento agudo do NLET
com antagonistas seletivos de receptores CRF1 e CRF2. Os resultados
reportados aqui fornecem a evidéncia de que mesmo o tratamento repetido com

o antagonista de receptor CRF n&o afeta a fungéo cardiovascular basal.
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A auséncia das alteragbes nos niveis basais de PAM seguida de cinco
sessdes de estresse de testemunha contrastam dados prévios. De fato, Finnell
e colaboradores (2017) demonstraram que cinco sessbdes de estresse de
testemunha promovem aumentos basais de PAM, sem alterar a FC. Foi proposto
que esse aumento dos valores de pressao arterial pode estar relacionado ao
prejuizo da fungdo do barorreflexo, efeitos que ainda n&o foram avaliados
(FINNELL et al., 2017). A razédo para essa discrepancia nos resultados nao €&
clara, mas pode estar relacionada a diferengas nos procedimentos
experimentais. Diferentemente dos estudos prévios, os animais utilizados no
presente estudo foram submetidos a cirurgia de estereotaxia e tratamento
farmacolégico diario no NLET. Portanto, pode ser que o tratamento
farmacolégico diario no NLET tenha tamponado os efeitos do estresse de
testemunha. Entretanto, mais estudos sao necessarios para melhor
caracterizagdo desse modelo de estresse em causar hipertenséao leve.

O presente estudo esta de acordo com estudos prévios em que o contato
direto com o residente ndao é requerido para produzir os efeitos
simpaticomiméticos significativos que s&o responsaveis pela resposta
cardiovascular a derrota social: apenas testemunhar a interacéo entre o intruso
e residente é suficiente para produzir aumentos sustentados de PAM e FC
(FINNELL et al., 2017). Ja os mecanismos relacionados as respostas
cardiovasculares observadas em animais testemunha sao pouco
compreendidos. No presente estudo, nds investigamos especificamente o papel
dos receptores CRF1 do NLET. Nesse sentido, nds identificamos que o
tratamento do NLET com antagonista de receptor CRF1 no NLET reduziu o
aumento de PAM observado durante a quinta sessdo, mas nao durante a
primeira sessido. Esse dado foi inesperado, uma vez que estudos prévios de
nosso grupo reportaram que a neurotransmissdo CRF no NLET esta envolvida
na resposta a outros estressores agudos, como a restricdo (OLIVEIRA et al.,
2015, 2018) e medo condicionado (NIJSEN et al., 2001). Apesar das evidéncias
da neurotransmissdo mediada pelo CRF no NLET nas respostas
cardiovasculares a outros estressores emocionais, essa neurotransmissao
parece nao estar envolvida nas respostas a uma sess&do aguda de estresse de
testemunha. No entanto, €& importante mencionar que alguns grupos

experimentais estdo com numero reduzido de animais, o0 que pode explicar a
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auséncia dos efeitos do antagonismo dos receptores CRF1 durante a primeira
sessdo. De qualquer modo, € uma questao importante a ser abordada em outros
estudos sobre o papel da neurotransmissdo CRF no NLET nas respostas
cardiovasculares a outros estressores sociais, inclusive em animais intrusos para
melhor caracterizar seu envolvimento no controle fungao cardiovascular durante
a exposicao a estressores sociais.

A reducao da resposta de PAM durante a quinta sessao de testemunha
ao estresse em animais tratados no NLET com antagonista seletivo de receptor
CRF1 indica o papel facilitatorio desse mecanismo em ratos cronicamente
estressados. Esse resultado estd de acordo com dados prévios que
demonstraram que a administracdo intracerebroventricular repetida de
antagonista nao-seletivo CRF antes de cada uma das cinco sessdes de estresse
de restricdo inibiu a facilitacdo da atividade do barorreflexo induzido por este
estressor crénico (CONTI et al.,, 2001). Outro estudo demonstrou que o
tratamento sistémico (s.c.) com o antagonista seletivo de receptor CRF1 antes
de cada uma das sete sessdes de derrota social inibiu a reducéo da variabilidade
de FC induzida pela derrota social (WOOD et al., 2012). Portanto, evidenciamos
o papel central da neurotransmissdo de CRF sobre as alteracbes
cardiovasculares provocados por estressores sociais cronicos, e indicamos que
o NLET é um sitio através do qual o CRF pode agir para modular as respostas
cardiovasculares ao estresse social.

A auséncia dos efeitos do estresse de testemunha no teste de preferéncia
a sacarose esta de acordo com dados anteriores que observaram que os efeitos
de anedonia foram identificados durante a avaliagdo da primeira hora do teste,
mas nado ao final do teste (FINNEL et al., 2017). Outros autores também
reportaram que a derrota social ndo afetou a resposta comportamental no teste
de preferénciapela sacarose (VASCONCELOS et al., 2019). Entretanto, apesar
do modelo de testemunha parecer ter resposta de anedonia leve, o presente
estudo promoveu aumentos de comportamentos defensivos importantes, como
o de escavar (bury). Mesmo assim, o antagonismo de receptor CRF1 no NLET
nao afetou este comportamento defensivo. Esse dado contrasta com dados
prévios pelos quais a neurotransmissao CRF no NLET reduziu a interagao social
e a expressao de comportamento agonistico observado em roedores
socialmente derrotados (JASNOW et al., 2004; VASCONCELOQOS et al., 2019).
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Entretanto, até onde sabemos, o presente estudo é o primeiro a avaliar o papel
da neurotransmissao “CRFérgica” no NLET sobre o comportamento defensivo
em animais submetidos a estresse por testemunhas.

A auséncia da expressao c-fos em neurdnios do NLET e CeA em ratos
intrusos e testemunhas contrastam com dados prévios que demonstraram
ativacdo dos neurbnios dessas estruturas em ratos intrusos apos evento de
derrota social (LKHAGVASUREN et al., 2014; MARTINEZ et al., 2002;
KOLLACK-WALKER et al., 1997, 1995; MARTINEZ et al., 1998). Além disso, um
estudo recente reportou aumento da expressao de RNAm de CRF no NLET de
camundongos socialmente derrotados (ALBRECHET-SOUZA et al., 2017). A
possivel explicacdo para essa discrepancia se da pelo tempo de exposi¢ao ou a
intensidade de luz ndo foram mantidos constantes entre os cortes, resultando
em diferengas entre as imagens. Apesar disso, o numero de sujeitos do estudo
é reduzido e pode estar inibindo a significancia.

Como mencionado anteriormente, os modelos de estresse social
promovem respostas cardiovasculares mais intensas em comparagdo com
outros modelos (SGOIFO et al., 2014), e € possivel que grande quantidade de
CRF seja liberado no NLET. Apesar do CRF ser seletivo para receptor CRF1, o
CRF em altas concentracbes pode também se ligar ao receptor CRF2 (HAUGER
et al., 2003; DEDIC et al., 2018). Entretanto, os possiveis papéis dos outros
neuropeptidios da familia CRF n&o foram investigados no presente estudo.
Evidéncias prévias demonstraram que o receptor CRF1 estda envolvido na
resposta pressora e taquicardica enquanto o receptor CRF2 controla os
aumentos de pressao arterial e a vasoconstricido mediada pelo simpatico durante
a restricao (OLIVEIRA et al., 2015), indicando que os receptores CRF
desempenham papéis no controle das alteragdes cardiovasculares provocadas
por estresse. Além disso, a neurotransmissao CRFérgica do NLET foi reportada
desempenhar um papel inibitério sobre a FC durante o medo condicionado
(NIJSEN et al., 2001), sugerindo que o controle da resposta cardiovascular ao
estresse pela neurotransmissdao CRF no NLET é dependente do paradigma de
estresse. Desse modo, ndo excluimos a possibilidade de que os receptores CRF2
no NLET estdo envolvidos nas respostas cardiovasculares provocadas pela

testemunha ao estresse. Sendo assim, mais estudos sdao necessarios para
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elucidar o papel desse receptor sobre a resposta cardiovascular a estressores
sociais, incluindo o estresse de testemunha.

O aumento repetido na PAM durante as cinco sessdes parece nao
promover alteragdes cardiacas, desde que nao haja diferengas no peso do
coragao. Entretanto, estudos incluindo a avaliagdo morfolégica e analise de
marcadores da disfung¢ao cardiovascular sdo necessarios para melhor avaliagao
das complicagdes cardiacas provocadas pelo estresse de testemunha. Nesse
sentido, um estudo recente do grupo da Dra. Wood encontrou aumentos de
biomarcadores de risco cardiovascular (TIMP-1) em animais sujeitos ao mesmo
modelo de testemunha e foram reexpostos ao ambiente estressor 6 dias depois
(FINNELL et al., 2017). Portanto, mesmo que o remodelamento ndo ocorra, as
testemunhas podem ter o aumento de risco em desenvolver doencas
cardiovasculares (FINNELL et al., 2017).

8. CONCLUSAO

Nossos resultados evidenciam o envolvimento da neurotransmisséo
CRFeérgica do NLET agindo via receptores CRF1 na resposta pressora durante a
quinta, mas nao na primeira, sessao de testemunha a derrota social. Entretanto,
os dados reportados aqui indicam que o receptor CRF1 no NLET nao esta
envolvido nas respostas de FC e de comportamento defensivo durante a primeira
€ quinta sessao de estresse.
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