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RESUMO
Estruturas limbicas participam do controle de respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse, e

o0 nacleo medial (AMe) foi demonstrado como uma area encefalica envolvida no controle dessas
respostas. A angiotensina Il, atuando no receptor AT, foi demonstrado ser um importante
mecanismo de sinalizagdo no sistema nervoso central envolvido nas alteragGes
comportamentais e nos ajustes fisiolégicos observados durante situacdes aversivas, a0 passo
que o receptor AT2 e a neurotransmisséo angiotensina 1-7/receptor Mas atuam como um
mecanismo contra-regulatorios para os efeitos pro-estresse do receptor AT1. Assim, a hipo6tese
de nosso trabalho foi que as alteragfes cardiovasculares e ansiogénica ao estresse de restricdo
(ER) sejam moduladas pelas neurotransmissdes angiotensina Il/receptores ATy e AT, e
angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe. Na caracterizacdo do papel das neurotransmissdes
angiotensinérgicas no AMe no controle da atividade barorreflexa em animais ndo-estressados
indicaram que o receptor AT> no AMe desempenha um papel inibitorio na resposta de
taquicardia reflexa, mas sem afetar a bradicardia reflexa, ao passo que o receptor Mas exerce
uma influéncia facilitatoria tanto na taquicardia quanto na bradicardia reflexa. No experimento
da funcgéo cardiovascular apos exposi¢do a 10 dias de ER, houve aumento da pressao arterial
basal, facilitacdo da taquicardia reflexa e prejuizo na atividade barorreflexa esponténea.
Animais tratados com losartana atenuaram a taquicardia reflexa, ao passo que as demais
alteracdes ndo foram afetadas pelos tratamentos. No experimento que comparamos 0s efeitos
dos tratamentos farmacologicos do AMe com agonistas e antagonistas de receptores
angiotensinérgicos sobre as respostas cardiovasculares durante uma sessdo aguda e a 10° sessdo
de ER, identificamos que a exposicdo repetida ao ER aboliu a facilitacdo da resposta
taquicardica causada pelo tratamento do AMe com angiotensina Il e losartana nos animais
estressados agudamente. A reducdo da taquicardia causada pelo A-779 e da resposta pressora
nos animais tratados com PD123319 em animais estressados agudamente, foi inibida apds a
exposicdo repetida ao ER. Além disso, a exposicdo repetida ao ER inverteu a reducdo na
resposta taquicardica causada pelo tratamento do AMe com PD123319 em animais estressados
agudamente. Nao foi observado efeito da facilitacdo da resposta taquicardica ap0s exposicdo
repetida ao ER pela microinjecdo de angiontensina 1-7 no AMe. A reducdo da temperatura
cuténea da cauda foi maior nos animais estressados cronicamente, e somente o tratamento com
PD123319 inibiu essa facilitacdo. Na resposta ansiogénica, animais que passaram por uma
sessdo aguda apresentaram comportamento do tipo ansiogénico, e 0s tratamentos com
angiotensina 11, losartana e angiotensina 1-7 inibiram esse efeito. Efeito ansiogénico também

foi observado 24h apds a 9° sessdo de restricdo, e sem efeito adicional cinco minutos apos a 10°



sessdo de restricdo. Além disso, os tratamentos ndo causaram nenhuma alteracdo
comportamental no LCE nos animais expostos repetidamente ao ER. Por fim, nos identificamos
que a exposicédo repetida ao ER aumentou a expressao do receptor AT1 e diminuiu a expressao
do receptor Mas no AMe. Em suma, nossos dados suportam um envolvimento dos SRA
presentes no AMe no controle de respostas cardiovasculares e comportamentais ao estresse, e

esse controle parece ser influenciado pela experiéncia prévia ao agente estressor.



ABSTRACT
Limbic structures participate in the control of physiological responses related to stress, and the

medial amigdaloid nucleus (MeA) has been demonstrated as an area of the central nervous
system involved in the control these responses. The angiotensin |1, acting on the AT1 receptor,
has been shown to be an important signaling mechanism in the central nervous system involved
in the etiology of behavioral changes and in the physiological adjustments observed during
aversive situations, whereas the AT2 receptor and the angiotensin 1-7/Mas receptor
neutranmission acts as a mechanism against regulation of the AT1 receptor. Thus, the
hypothesis of our work was that cardiovascular and anxiogenic changes to restraint stress (RS)
are modulated by angiotensin 1I/ AT: receptor, AT, and angiotensin 1-7 / Mas receptor
neurotransmission in the AMe. In the characterization the role of angiotensinergic
neurotransmissions in the MeA in the baroreflex control activity in non-stressed animals
indicated that the AT» receptor in MeA plays an inhibitory role in the tachycardia reflex
response, but without affecting bradycardia reflex; whereas the Mas receptor has a facilitating
influence on both tachycardia and bradycardia reflex. In experiments on cardiovascular
function of exposure to a 10-days of RS, this protocol caused an increase in arterial pressure
baseline, facilitated tachycardic reflex and impaired spontaneous baroreflex activity. The
animals treated with losartan attenuated tachycardia reflex, whereas the other changes were not
affected by treatments. In the experiment comparing the effects of the MeA pharmacological
treatments with angiotensinergic receptors agonists and antagonists on cardiovascular
responses during an acute session and the 10th RS session, we found that repeated exposure to
RS abolished facilitation of tachycardic response caused by the treatment of the MeA with
angiotensin Il and losartan in acute stressed animals. The tachycardic reduction caused by A-
779 and the pressor response in animals treated with PD123319 in animals that were acutely
stressed, was inhibited after repeated exposure to RS. In addition, repeated exposure to RS
reversed the reduction in tachycardic response caused by MeA treatment with PD123319 seen
in acutely stressed animals. Was not observed effect on facilitation of the tachycardic response
after repeated exposure to RS by angiontensin 1-7 microinjection in the MeA. The reduction in
the skin's tail temperature was greater in chronically stressed animals, and only treatment with
PD123319 inhibited this facilitation. In the anxiogenic response, animals that went through an
acute session showed behavioral of the anxiogenic type, and treatments with angiotensin II,
losartan and angiotensin 1-7 inhibited this effect. Anxiogenic effect was also observed 24h after
the 9th restraint session, and without additional five minutes after the 10th restraint session. In

addition, the pharmacological treatments of the MeA did not cause any behavioral changes in



the EPM in animals repeatedly exposed to RS. Finally, we identified that repeated exposure to
RS increased the expression of the AT: receptor and decreased the expression of the Mas
receptor in the MeA. In short, our data support an involvement of RAS present in MeA in the
control of cardiovascular and behavioral responses to stress, and this control seems to

beinfluenced by previous experience with the stressor.
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1. INTRODUCAO
H& anos tem sido discutido a relagdo entre estresse e funcdo cardiovascular

(HARLAN, 1981). Neste sentido, dados da Organizacdo Mundial da Saude obtidos no periodo
de 2000 a 2012 apontaram as doencas cardiovasculares como uma das principais causas de
morte no mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014), e o estresse tem sido
apontado como um importante fator associado & crescente incidéncia dessas doengas (LIMA
JUNIOR; LIMA NETO, 2010). Estudos em humanos e animais demonstraram diversas
patologias cardiovasculares associadas ao estresse, dentre elas arritmias cardiacas, isquemia do
miocardio e hipertensdo arterial (PICKERING, 1990; ROZANSKI; BLUMENTHAL,;
KAPLAN, 1999; SGOIFO; CARNEVALI; GRIPPO, 2014). Essas alteracdes cardiovasculares
induzidas pelo estresse estdo associadas as disfuncdes autbnomas e comprometimentos da
funcdo vascular e cardiaca (CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; COSTA-FERREIRA et al.,
2016; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015; GRIPPO; MOFFITT; JOHNSON, 2002,
2008; ISINGRINI et al., 2011).

Durante situacGes aversivas um conjunto coordenado de respostas fisioldgicas,
incluindo alteracdes na atividade autbnoma e neuroendocrina, sdo geradas com o objetivo de
manutenc¢do da homeostasia (DAMPNEY; HORIUCHI; MCDOWALL, 2008; ULRICH-LAI,
HERMAN, 2009). As respostas decorrentes da ativacdo do sistema nervoso autbnomo séo
caracterizadas principalmente por alteragdes na funcao cardiovascular, que incluem: aumento
da pressdo arterial e frequéncia cardiaca, redistribuicdo do fluxo sanguineo (reducdo da
perfusdo cutanea e visceral e aumento do fluxo sanguineo para a musculatura esquelética) e
alteracdo na atividade barorreflexa (CRESTANI et al., 2010a; DAMPNEY; HORIUCHI;
MCDOWALL, 2008; KVETNANSKY et al., 1979; ZHANG; JULIEN; BARRES, 1996). A
diminuicdo do fluxo sanguineo reduz a temperatura cutanea durante situacdes aversivas
(BUSNARDO et al., 2013; VIANNA; CARRIVE, 2005). Essas respostas sdo adaptativas a
curto prazo (STERLING, 2012), porém a ativacdo repetida ou prolongada durante, por
exemplo, a exposicao a protocolos de estresse crénico pode causar disfuncdes cardiovasculares
(MCEWEN, 2007). De fato, estudos em roedores demonstraram diversas alteracdes na funcao
cardiovascular apds a exposicdo repetida a estimulos estressores (i.e., estresse cronico),
incluindo: aumento nos valores basais de pressdo arterial, altera¢cbes no balango da atividade
simpéatica e parassimpatica cardiaca, comprometimento na atividade do barorreflexo e
disfungdo vascular (BRUDER-NASCIMENTO et al, 2015; CONTI et al, 2001,
CORDELLINI; VASSILIEFF, 1998; COSTA-FERREIRA et al., 2016; DAUBERT et al.,

2012; DUARTE; PLANETA,; CRESTANI, 2015; PORTER et al., 2004).
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Estudos clinicos e pré-clinicos também demonstraram uma associa¢do entre a
exposicdo a eventos estressores e o desenvolvimento de varios transtornos psiquiatricos,
incluindo a ansiedade (CAMPOS et al., 2013). De fato, estudos em roedores evidenciaram que
a exposicao tanto a eventos estressores agudos quanto cronicos aumentaram a expresséo de
comportamentos relacionados a ansiedade (BUSNARDO et al., 2013; KORTE; DE BOER,
2003; PADOVAN; GUIMARAES, 2000; SEVGI; OZEK; EROGLU, 2006). Transtornos
afetivos e de ansiedade sdo considerados fatores de risco para a morbidade e mortalidade
cardiovascular, ao passo que doencas cardiovasculares podem aumentar a incidéncia de quadros
de depressdo e ansiedade (GLASSMAN, 2007; HARE et al., 2014; ROZANSKI;
BLUMENTHAL; KAPLAN, 1999; SGOIFO; CARNEVALI; GRIPPO, 2014; THURSTON;
REWAK; KUBZANSKY, 2013). Essas evidéncias indicam uma possivel relacdo entre as
alteracbes comportamentais e as disfuncdes cardiovasculares induzidas pelo estresse.

Apesar da importancia das respostas cardiovasculares e comportamentais durante
sessOes agudas de estresse, bem como das disfungdes observadas ap0s a exposi¢ao cronica a
eventos estressores, 0s mecanismos neurobiolégicos envolvidos nessas respostas ainda sao

pouco compreendidos.

1.1. Ndcleo medial da amigdala e as respostas cardiovasculares e ansiogénica ao estresse

As respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse sdo mediadas por
estruturas limbicas no encéfalo (DAMPNEY, 2015; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Uma
das estruturas ativadas durante o estresse € o complexo amidaloide (CULLINAN et al., 1995;
FURLONG et al., 2014). A amigdala é uma estrutura subcortical do sistema limbico envolvida
no controle de respostas autonémicas, comportamentais e neuroendocrinas (FORTALEZA;
SCOPINHO; CORREA, 2011; FORTALEZA, et al., 2015; MA; MORILAK, 2005; PRICE;
RUSSCHEN; AMARAL, 1987; SAH et al., 2003). Essa estrutura localiza-se no lobo temporal
entre a capsula external e o hipotalamo, e possui cerca de 13 subncleos (PITKANEN;
SAVANDER; LEDOUX, 1997; PRICE; RUSSCHEN; AMARAL, 1987; SAH et al., 2003).
Baseado em sua citoarquitetura, quimioarquitetura e conexdes, os subnucleos sdo divididos em
3 grupos: 1) grupo profundo ou basolateral, que inclui os ndcleos lateral, basal e o basal
acessorio; 2) grupo superficial ou cortical, no qual inclui o nucleo cortical e o nucleo do trato
olfativo lateral; e 3) o grupo centromedial, composto pelos ndcleos central e medial
(PITKANEN; SAVANDER; LEDOUX, 1997; PRICE; RUSSCHEN; AMARAL, 1987; SAH
et al., 2003).
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O nucleo medial da amigdala (AMe) é um dos subndcleos do complexo amigdaloide
ativados durante o estresse (CRANE; FRENCH; BULLER, 2005; CULLINAN et al., 1995;
FURLONG et al., 2014; KUBO et al., 2004), e esse parece ser 0 subnucleo amigdaloide mais
intensamente ativado (DAVERN; HEAD, 2011). O AMe possui conexdes com regides
hipotaldamicas e do tronco cerebral envolvidas na geracdo das respostas cardiovasculares e
comportamentais ao estresse (DAMPNEY, 1994; DAVIS et al., 2010; OHTA; WATANABE;
UEKI, 1991; ROSEN; DONLEY, 2006; SCOTT et al., 1997). De fato, foi demonstrado um
envolvimento do AMe na modulagéo das respostas cardiovasculares durante sessdes agudas de
estresse (FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a, b; FORTALEZA; TAVARES;
CORREA, 2009; KUBO et al., 2004). Por exemplo, a microinjecdo de muscimol (agonista
GABAA) no AMe atenuou a resposta de aumento da pressao arterial evocada pelo estresse de
restricdo agudo (KUBO et al., 2004), ao passo que facilitacdo da resposta taquicardica induzida
pelo mesmo estressor foi observado apos o bloqueio sinaptico ndo-seletivo no AMe causado
pelo tratamento local com CoCl, (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Estudos
também evidenciaram o envolvimento da AMe nas respostas comportamentais do tipo
ansiogénicas induzidas pela exposicao ao estresse de restricdo (EBNER et al., 2004; LIU et al.,
2014).

Apesar dos relatos de um envolvimento do AMe no controle das respostas
cardiovasculares e comportamentais induzidas por sessfes agudas de estresse, 0s mecanismos
neuroquimicos locais envolvidos nesse controle ainda sdo pouco compreendidos. Estudos
demonstraram o envolvimento de mecanismos noradrenérgicos, colinérgicos e histaminérgicos
locais nas respostas cardiovasculares (DE ALMEIDA et al., 2015; FORTALEZA; SCOPINHO;
CORREA, 2012a, 2012b; FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009); a0 passo que um
envolvimento da melanocortina-4 e substancia P foram reportados na resposta ansiogénica
(EBNER et al., 2004; LIU et al.,, 2014). Entretanto, a possivel participacdo de outros
neurotransmissores e neuromoduladores nunca foram investigados.

Além dessas respostas, foi proposto que o AMe participa de uma rede central que
modula as respostas barorreflexas. Nesse sentido, um estudo recente identificou uma influéncia
inibitéria do AMe na resposta de bradicardia reflexa causada por aumento da pressao arterial
(FORTALEZA et al., 2015). Outros estudos indicaram um papel local dos neurotransmissores
ocitocina, somatostatina, histamina, glutamato, GABA e angiotensina Il no controle das
respostas barorreflexas exercido pelo AMe (NECKEL et al., 2012; QUAGLIOTTO et al., 2008,

2014). Nesse sentido, dados prévios do nosso grupo demonstraram que a exposi¢do ao estresse
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crénico causou comprometimento na atividade do barorreflexo (COSTA-FERREIRA et al.,
2016; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015), porém o papel especifico do AMe nas
alteracOes dos parametros das respostas cardiacas barorreflexas desencadeadas por estressores
cronicos ainda ndo e compreendido.

Outro aspecto relevante séo as evidéncias de que a exposicao repetida a eventos
estressores causa alteracfes morfoldgicas e neuroquimicas, além de aumentar a excitabilidade
neuronal no AMe (BENNUR et al., 2007; GRAY; BINGHAM; VIAU, 2010; MOZHUI et al.,
2010). Esses dados indicam que a exposicdo crénica prévia a eventos aversivos pode alterar o
perfil de controle das respostas ao estresse por esse nucleo, além de indicar um envolvimento
do AMe nas disfun¢des causadas pela exposicao a estressores cronicos. Entretanto, um possivel
envolvimento do AMe nas alteracdes cardiovasculares e comportamentais causadas por

estressores cronicos nunca foi investigado.

1.2. Nucleo medial da amigdala e as respostas cardiovasculares e ansiogénica ao estresse:
sistema renina-angiotensina (SRA)

Foi demonstrado que estimulos aversivos aumentam os niveis de angiotensina Il
(Ang I1) no encefalo e na circulacdo periférica (SAAVEDRA, et al., 2006). Nesse sentido,
mecanismos angiotensinérgicos foram propostos desempenhar um papel importante no
processamento dos ajustes fisiologicos ao estresse e de respostas emocionais (FONTES;
MARTINS LIMA; SANTOS, 2016; SAAVEDRA, et al., 2004; WATANABE et al., 1998).

A via cléssica de formacdo de Ang Il na circulacdo ocorre a partir da liberacdo da
renina dos rins na corrente sanguinea, na qual cliva o angiotensinogénio (derivado
principalmente da zona pericentral dos lébulos hepaticos) no decapeptideo angiotensina |
(HALL, 2003; KARNIK et al., 2015). A angiotensina | é hidrolisada pela enzima conversora
de angiotensina (ECA) (liberada principalmente pelo endotélio capilar dos pulmdes) para
formar a Ang 11, um octapeptideo ativo (HALL, 2003; KARNIK et al., 2015). Foram também
descritas vias independentes da ECA para a formacdo de Ang Il a partir da angiotensina I, como
também a partir do angiotensinogénio (KARNIK et al., 2015; ZAMAN; OPARIL; CALHOUN,
2002). Foram identificados dois receptores para a Ang |1, designados como AT1 e AT, porém
os efeitos bem conhecidos da Ang Il no controle cardiovascular e hidroeletrolitico, bem como
das respostas ao estresse, parecem ser mediados principalmente pela ativacdo do receptor AT
(DE GASPARO et al., 2000; FONTES; MARTINS LIMA; SANTOS, 2016; FRAGA-SILVA;
FERREIRA; DOS SANTOS, 2013).
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Além da formacao sistémica de Ang I, estudos demonstraram a presenca do sistema
renina-angiotensina (SRA) local em varios tecidos, incluindo o encéfalo (WRIGHT,;
HARDING, 2011). Componentes do SRA (angiotensinogénio, renina, ECA, Ang Il e outras
angiotensinas, e todos os subtipos de receptores angiotensinérgicos) foram identificados em
regides encefalicas importantes no controle das respostas ao estresse (BALI; JAGGI, 2013,;
WRIGHT; HARDING, 2011). Nesse sentido, resultados pré-clinicos em roedores
demonstraram que a administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de antagonistas seletivos do
receptor AT reduziu as respostas de aumento da pressdo arterial, FC e catecolaminas
plasméticas observadas durante a exposicdo aguda a diferentes estimulos aversivos (por
exemplo, estresse de restricdo e chogue nas patas) (ERDOS et al., 2010; JEZOVA et al., 1998;
SAIKI et al., 1997). A ativacdo do receptor AT: pela Ang Il foi implicada em comportamentos
relacionados a ansiedade em roedores (KRAUSE et al., 2011; PAVEL et al.,, 2008;
SAAVEDRA, et al., 2006), porém em uma ampla busca na literatura nés ndo encontramos
nenhum estudo que tenha investigado o envolvimento da Ang Il na resposta ansiogénica ao
estresse no AMe.

Apesar das evidéncias da acdo pro-estresse da sinalizacdo Ang ll/receptor AT
(BALI; JAGGI, 2013; FONTES; MARTINS LIMA; SANTOS, 2016), os sitios especificos no
encéfalo onde a Ang Il age para controlar as respostas ao estresse ndo sdo completamente
conhecidos. Estudos prévios reportaram o envolvimento de nucleos hipotalamicos (por
exemplo: os nucleos anterior, dorsomedial e paraventricular) (BUSNARDO; TAVARES;
CORREA, 2014; DE MATTEO; HEAD; MAYOROV, 2006; KUBO et al., 2001) e bulbares
(por exemplo, a regido ventrolateral rostral do bulbo) (MAYOROV; HEAD, 2003) nas
respostas cardiovasculares ao estresse, porém o envolvimento de estruturas prosencefalicas
nunca foi investigado.

Terminais angiotensinérgicos e componentes do SRA, incluindo o angiotensinogénio
e receptores da Ang Il, foram identificados no AMe (LENKEI et al., 1997; LYNCH;
HAWELU-JOHNSON; GUYENET, 1987; VON BOHLEN UND HALBACH, 2005). Além
disso, foi reportado que o nimero de neurénios ativados no AMe por um estimulo aversivo
agudo foi maior em animais knockout para o receptor AT; (DAVERN et al., 2009). Nesse
sentido, foi proposto que a Ang |1 seja um neuromodulador inibitorio no AMe durante situacdes
aversivas (DAVERN; HEAD, 2011). Em conjunto, esses resultados fornecem evidéncias de

que o AMe seja um sitio de acdo da Ang Il durante situagdes aversivas. Assim, considerando

as evidéncias prévias de gue o AMe tenha uma influéncia inibitéria na resposta taquicardica e
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facilitatoria _na resposta pressora ao estresse de restricdo (FORTALEZA; TAVARES:;
CORREA, 2009; KUBO et al., 2004) e de que a Ang_Il tenha uma acfo ansiogénica (BALI;

JAGGI, 2013), uma das hipdteses testada no presente estudo é a de que a Ang_Il no AMe,

atuando no receptor AT, tenha uma influéncia facilitatdria na resposta de frequéncia cardiaca

e inibitéria no aumento da pressdo arterial, além de estar envolvida no efeito ansiogénico

induzidos pelo estresse de restricdo agudo.

S&o escassos os estudos que investigaram o efeito do eixo Ang Il/receptor AT> nas
alteracOes cardiovasculares e ansiogénica ao estresse. Com base em estudos prévios que
demonstraram que a ativacdo do receptor AT, pode agir como um mecanismo contra-
regulatério para alguns dos efeitos do receptor AT1 (DE GASPARO et al., 2000; KARNIK et
al., 2015; MILLER; ARNOLD, 2018), e considerando as evidéncias prévias das acles

desencadeadas pelo receptor AT1, nds também testamos no presente estudo a hipotese de que

a Ang 11 no AMe, atuando no receptor AT, _tenha um papel oposto agueles do receptor AT1 nas

alteracOes cardiovasculares e no efeito ansiogénico induzido pelo estresse de restricao agudo.

A exposicdo a protocolos de estresse cronico altera a distribuicdo e densidade dos
receptores da Ang Il em regides centrais envolvidas no controle cardiovascular (ARMANDO
et al., 2001; MCDOUGALL et al., 2000b). Em uma ampla busca na literatura nés néo
encontramos nenhum estudo que tenha investigado o efeito do estresse cronico sobre o SRA no
AMe. Entretanto, foi reportado que a exposicdo repetida ao estresse de restricdo reduz a
ativacdo de neurdnios no AMe induzida pelo estresse (GRAY; INNALA; VIAU, 2014). Além
disso, como mencionado acima, alteracdes morfoldgicas e neuroguimicas, além de aumento na
excitabilidade neuronal, foi identificada no AMe ap0s a exposicdo repetida a eventos
estressores (BENNUR et al., 2007; GRAY; BINGHAM; VIAU, 2010; MOZHUI et al., 2010).

Desse modo, outra hipbtese testada no presente estudo é gue a exposicdo repetida ao estresse

de restricdo cause alteracdes na sinalizacdo Ang Il/receptores AT; e AT, no AMe, e essas

alteracoes estejam envolvidas nas disfuncdes cardiovasculares induzidas por esse estimulo

estressor, além de alterar o controle das respostas cardiovasculares e ansiogénica ao estresse

por restricdo por esse mecanismo neuroquimico no AMe.

Além da Ang 1, 0 SRA também possui outros peptideos biologicamente ativos, como
a angiotensina 11, a angiotensina IV e a angiotensina 1-7 (BADER, 2010; KARNIK et al.,
2015). A angiotensina 1-7 (Ang 1-7) é sintetizada a partir da acdo de uma enzima analoga a
ECA, denominada ECA-2 (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000). A formacéo de
Ang 1-7 é principalmente dependente da hidrolise da Ang Il pela ECA-2 (KARNIK et al., 2015;
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SANTOS et al., 2013), mas pode também ser formada a partir da angiotensina | através de
outras peptidases, que incluem prolil-endopeptidase, neutro-endopeptidase e tymeth-
oligopeptidase (BADER, 2010; SANTOS et al.,, 2013). Carboxipeptidases e prolil-
endopeptidases também podem contribuir para a formagdo de Ang 1-7 a partir da Ang Il
(BADER, 2010; PASSOS-SILVA; BRANDAN; SANTOS, 2015). Os efeitos da Ang 1-7 sdo
mediados pela ativacdo de um receptor especifico, denominado receptor Mas, no qual é
acoplado a proteina G (isto é, receptor metabotrépico) (SANTOS et al., 2003).

Os efeitos da Ang 1-7 sobre o sistema cardiovascular (vasodilatacdo, inibicdo do
estresse oxidativo, efeito anti-hipertréfico e anti-fibrotico) sdo opostos aqueles da Ang 1l
atuando no receptor AT:. De fato, foi observado que animais knockout para o receptor Mas
apresentaram disfuncdo cardiaca, sindrome metabdlica, aumento da presséo arterial, disfungéo
endotelial, diminuigdo da atividade barorreflexa e aumento da trombogénese (DE MOURA et
al., 2010; FRAGA-SILVA et al., 2008; SANTOS et al., 2006; XU et al., 2008). Resultados
similares foram observados em animais com deficiéncia na expressdao da enzima ECA-2
(CRACKOWER et al., 2002; JIN et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2006), 0 que mostra a
grande importancia da via ECA-2/Ang 1-7/receptor Mas na prevencdo de diversas
complicacdes fisiopatoldgicas. Baseado nessas evidéncias, foi proposto a subdivisdo do SRA
em dois eixos: o eixo classico ECA/ Ang Il/receptor AT1; e 0 eixo contra-regulatorio ECA-2/
Ang 1-7/receptor Mas (FRAGA-SILVA; FERREIRA; DOS SANTOS, 2013).

A presenca da Ang 1-7 e do receptor Mas foi identificado em estruturas encefalicas
envolvidas nas respostas ao estresse (BECKER et al., 2007; BUNNEMANN et al., 1990;
CHAPPELL et al., 1989; FREUND; WALTHER; VON BOHLEN UND HALBACH, 2012).
Nesse sentido, assim como a ativacao do receptor AT» pela Ang Il, a Ang 1-7 parece também
ser uma via contra-regulatoria para os efeitos pré-estresse do receptor AT: no encéfalo
(FONTES; MARTINS LIMA; SANTOS, 2016). Por exemplo, contrario aos efeitos
facilitatorios da Ang Il atuando no receptor ATy sobre as respostas cardiovasculares ao estresse
(ERDOS et al., 2010; JEZOVA et al., 1998; SAIKI et al., 1997), foi reportado que a injecdo
i.c.v. de Ang 1-7 atenuou as respostas de taquicardia, bem como o aumento nos niveis
plasmaticos de Ang I, corticosterona e noradrenalina induzidos por estressores agudos
(MARTINS LIMA etal., 2013; ZHU etal., 2014). Dados mais recentes mostraram que a injecdo
de Ang 1-7 na amigdala basolateral também atenuou as respostas cardiovasculares a um
estressor agudo, e esse efeito foi abolido ap6s o tratamento local com um antagonista do

receptor Mas (OSCAR et al., 2015). Estudos prévios evidenciaram uma ac¢ao ansiolitica da Ang

21



1-7 (BILD; CIOBICA, 2013; FONTES; MARTINS LIMA; SANTOS, 2016), porém uma
possivel influéncia nas alteracBes comportamentais induzidas pelo estresse nunca foi
investigada. Um estudo recente também demonstrou que o estresse diminuiu os niveis de Ang
1-7 e a expressdo do receptor Mas em diversas estruturas limbicas, incluindo a amigdala (ZHU
et al., 2014), o que sugere que esse mecanismo de sinalizacdo pode estar envolvido nas
disfuncbes causadas pelo estresse. De fato, ainjecdo i.c.v. de Ang 1-7 reduziu as lesdes gastricas
induzidas pelo estresse (ZHU et al., 2014).

Esses dados suportam o envolvimento da via ECA-2/ Ang 1-7/receptor Mas no
controle das respostas cardiovasculares e ansiogénica induzidas pelo estresse. Entretanto, os
sitios especificos no sistema nervoso central envolvido com as agBes desse mecanismo
neuroquimico ainda séo pouco compreendidos. Baseado na evidéncia da presenca do receptor
Mas no AMe de roedores (FREUND; WALTHER; VON BOHLEN UND HALBACH, 2012),

uma ultima hipdtese testada no presente estudo foi a de que a Ang_1-7 no AMe tem um papel

oposto ao da Ang_ Il atuando via receptor AT; local no controle das respostas cardiovasculares

e do efeito ansiogénico ao estresse de restricdo agudo. Além disso, nds investigamos um

envolvimento dessa via de sinalizacdo no AMe nas alteracdes cardiovasculares induzidas pela

exposicao repetida ao estresse de restricdo, além de avaliar se a exposicdo repetida prévia ao

estresse de restricdo altera o controle das respostas cardiovasculares e ansiogénica a esse

estressor pela Ang 1-7 no AMe.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a participagdo das
neurotransmissdes angiotensina Il/receptor ATy, angiotensina Il/receptor AT> e angiotensina 1-
7/receptor Mas presentes no AMe nas respostas cardiovasculares e ansiogénica ao estresse de
restricdo em ratos. Para tanto, os objetivos especificos foram:

1)  Investigar o envolvimento das neurotransmissdes angiotensina lIl/receptor ATy,
angiotensina Il/receptor AT e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe nas alterac6es
nos parametros cardiovasculares basais e na atividade do barorreflexo induzidas pela
exposicéo repetida ao estresse de restricdo em ratos.

2)  Investigar o envolvimento das neurotransmissdes angiotensina Il/receptor ATy,
angiotensina Il/receptor AT, e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe nas respostas
cardiovasculares e ansiogénica observadas durante uma sessdo aguda estresse de
restricdo em ratos.

3)  Avaliar o efeito da exposicao repetida prévia ao estresse de restricdo no controle
das respostas cardiovasculares e ansiogénica a esse estressor pelas neurotransmissoes
angiotensina Il/receptor ATy, angiotensina Il/receptor AT e angiotensina 1-7/receptor
Mas no AMe em ratos.

4)  Avaliar o efeito da exposicdo repetida ao estresse de restricdo sobre 0s niveis

proteicos dos receptores AT1, AT2e Mas no AMe de ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar adultos com peso corporal variando entre 240-260g. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP). Os animais foram transferidos para o Biotério do Laboratdrio de Farmacologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCFAr/UNESP) no minimo sete dias antes do inicio
dos experimentos. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura
(23£2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 7h), com acesso livre a alimento e agua.
Todos os protocolos e procedimentos executados no presente estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAI/UNESP (protocolo n® 62/2015).

3.2. Implante de canulas guias direcionadas ao nucleo medial da amidala
Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250 mg/Kg, intraperitoneal). Apos

a tricotomia, a cabeca do rato foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, EUA), e foi
realizada assepsia do campo cirurgico com alcool 70%. Para reducdo do sangramento durante
a cirurgia, foi injetado 0,3 ml de solucdo de lidocaina com vasoconstritor (3% de levoarterenol,
Harvey Quimica Farmacéutica Ind. e Comércio Ltda, Catanduva, SP). A calota craniana foi
exposta por meio de uma incisdo na pele de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se
completamente o periosteo. A limpeza da regido foi feita utilizando-se solucéo salina e agua
oxigenada a 10%. Todas as coordenadas tiveram como referéncia parametros obtidos do Atlas
de Paxinos & Watson, (1997), e foram como segue:

Antero-posterior: +5.6 mm em relacio a interaural

Lateral: +3.4 mm a partir da linha medial

Ventral: —8.4 mm em relacdo ao osso do cranio

Incisivo: -3,2 mm

Apds o posicionamento da canula de aco inoxidavel, foram feitos orificios no cranio
com auxilio de broca odontoldgica, por onde foram introduzidas canulas bilaterais constituidas
por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23G) com 15 mm de comprimento. As
canulas foram fixadas ao crénio com uma resina acrilica auto-polimerisavel (Simplex, DFL,
Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ), e pequenos parafusos foram previamente implantados na calota
craniana para fixagdo da resina. Um mandril com 0,2 mm de didmetro foi introduzido nas

canulas para evitar a sua obstrucdo durante o periodo de recuperacdo do animal. Como medida
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profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de pentabidtico veterinario (Fontoura-
Wyeth, S&o Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-inflamatério ndo-esteroidal
flunixina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutanea.

3.3. Protocolos de estresse
No presente estudo realizamos, em grupos independentes de animais, uma sesséo

aguda de estresse de restricdo ou a exposi¢ao repetida a esse estressor.

3.3.1 Estresse de restricdo agudo

O estresse de restricdo agudo consistiu na introdugdo dos animais em tubos cilindricos
plasticos (diametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por buracos de %2 polegada que
preencham aproximadamente 20% do tubo). No protocolo de estresse agudo os animais foram
mantidos por um periodo de 60 minutos no tubo de restricio (CRESTANI et al., 2009;
FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009), e cada animal foi submetido a apenas uma

sessao de restricdo para evitar habituacao.

3.3.2. Estresse por restricdo repetido

Para o estresse de restricdo repetido (ERR), os animais foram submetidos a sessfes
diarias de uma hora de estresse de restricdo, como descrito na se¢do 3.3.1, por 10 dias
consecutivos (COSTA-FERREIRA et al., 2016; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015).
Todas as sessdes o estresse foram iniciadas as 9:00 horas. Animais controle foram mantidos em
repouso, exceto no periodo de limpeza das caixas, no Biotério do Laboratério de Farmacologia

da FCFAr/UNESP pelo mesmo periodo que os animais submetidos ao protocolo de estresse.

3.4. Canulacdo da artéria e veia femoral

Os animais foram anestesiados com tribomoetanol (250 mg/Kg, intraperitoneal), e foi
implantado um cateter na artéria femoral para registro dos parametros cardiovasculares, e,
guando necessario, outro na veia femoral para infusdo de farmacos. Os cateteres foram
constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos de polietileno
PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solucdo salina e anticoagulante (20 U/mL de
heparina em solucdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apds a implantacéo dos cateteres,
0s mesmos foram exteriorizados na regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirdrgica.

Ao término da cirurgia, os animais receberam 0,3 mL do anti-inflamatério ndo-esteroidal
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flunixina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) por via subcutanea para analgesia
pos-operatdria. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo pés-

operatdrio e de registro cardiovascular.

3.5. Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de presséo
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento de polietileno PE-50. A
pressao arterial pulsatil (PAP) foi registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisi¢do de dados computadorizado
(PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um programa apropriado (Lab
Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressdo arterial média (PAM) e de
frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos sinais de PAP.

3.6. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutanea da cauda foram realizados utilizando um
termovisor (IR14010, Inglaterra). A analise foi feita através de um software para analise
termografica, e a temperatura foi representada como variacbes de intensidade de cor
(BUSNARDO et al., 2013; VIANNA; CARRIVE, 2005). Para a analise das imagens, a medida
da temperatura foi realizada em cinco pontos da cauda do animal, e a média foi calculada para
cada registro (BUSNARDO et al., 2013).

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

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) foi utilizado para avaliacdo dos efeitos do
estresse de restricdo sobre comportamentos relacionados a ansiedade. O aparato utilizado para
o teste consistiu em dois bracos abertos e dois bragos fechados, de 50 cm de comprimento e 10
cm de largura cada um, unidos perpendicularmente e elevados 50 cm do solo. Os bracos
fechados possuiam paredes de madeira de 40 cm de altura que os circundam, e os bracgos abertos
possuiam uma borda lateral de acrilico de 1 cm para evitar a queda dos animais. Os roedores
evitam os bragos abertos, e farmacos ansioliticos normalmente aumentam a exploracdo dos
bracos abertos, sem interferir com o nimero de entradas nos bracos fechados (PELLOW et al.,
1985). No intervalo entre os testes de cada animal, o labirinto foi limpo com uma solu¢édo de
alcool (20%). O comportamento foi gravado por uma camera de video (MICROSOFT

LIFECAM CINEMA HD) por um periodo de 5 minutos. Os filmes foram analisados em tempo
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real pelo programa de rastreamento comportamental ANY-Maze (Stoelting, EUA). Como
medidas comportamentais, foram registrados o nimero de entradas e o tempo de permanéncia

nos bracgos abertos e fechados.

3.8. Avaliacéo da atividade barorreflexa

A atividade do barorreflexo foi avaliada utilizando dois métodos: 1) método
farmacoldgico e 2) andlise de sequéncia.
3.8.1. Método farmacolégico

Esse método avalia a atividade barorreflexa através de alteragBes na pressao arterial
induzidas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agonista seletivo dos adrenoceptores o)
(50pg/mL a 0,34 mL/min/kg) e de nitroprussiato de sodio (doador de oOxido nitrico)
(70ug/mL/kg a 0,8 mL/min/kg), utilizando uma bomba de infusdo (K.D. Scientific, EUA)
(CRESTANI et al., 2010b). Felinefrina e NPS causam aumento e redugéo na presséo arterial,
respectivamente.

A analise foi feita relacionando as variagdes da PAM (10, 20, 30 e 40mmHg) causadas
pelas infusbes de felinefrina e NPS com a resposta reflexa correspondente da FC. Utilizando os
pontos obtidos da correlacdo na variacdo da pressdo arterial e FC foram tracadas curvas
sigmoides como descritas na literatura (CRESTANI et al., 2010b). A avaliacdo da curva
sigmoide foi feita com base em cinco parametros: 1- platd minimo de frequéncia cardiaca (P,
bpm); 2-platd maximo de frequéncia cardiaca (P2, bpm); 3- variagdo da FC (AP, bpm, diferenca
entre Py e Py); 4-pressdo arterial média (PAso, mmHg, valor de PAM que promove 50% de
variacdo na FC) e 5- Ganho (G, bpm/mmHg, inclinacdo da porcao linear da curva) (CRESTANI
et al., 2010b). Além disso, partindo dos mesmos pontos obtidos da correlagcdo dos valores de
pressdo arterial e FC correspondente, foram tracadas curvas de regressdo linear para a analise
individual da atividade barorreflexa durante o efeito pressor e depressor na pressdo arterial
(CRESTANI et al., 2010b).

3.8.2. Método de analise de sequéncia

Além da abordagem farmacolodgica, a funcdo barorreflexa também foi avaliada
utilizando a técnica de analise de sequéncia. No método de sequéncia, a atividade do
barorreflexo foi avaliada durante flutuacfes espontaneas da pressdo arterial, sem nenhuma
manipulacdo farmacolodgica. Para tanto, a pressdo arterial sistolica (PAS) e o intervalo pulso

(IP) foram avaliados batimento-a-batimento para a identificacdo de sequéncias na qual
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aumentos da PAS foram acompanhados de aumento no IP (sequéncia UP) ou quedas da PAS
associadas a diminuicdo do IP (sequéncia DOWN). Uma sequéncia barorreflexa foi utilizada
apenas quando o coeficiente de correlagcdo (r) entre a PAS e o PI foi superior a 0,8. A
sensibilidade espontanea ao barorreflexo foi avaliada com base na inclinag&o (isto é, ganho em
ms / mmHg) da regressdo linear entre 0 SAP e o PI. O indice de efetividade do barorreflexo
(IEB), no qual consiste no nimero de alteragcbes na PAS que efetivamente resultaram em
alteracoes reflexas do IP, também foi calculado.

3.9. Solucdes e Drogas

Angiotensina 1-7 (Tocris, EUA), A-779 (antagonista seletivo do receptor Mas (Sigma-
Aldrich, EUA), angiotensina Il (Tocris, EUA), losartana (antagonista seletivo do receptor AT1)
(Sigma-Aldrich, EUA), PD123319 (antagonista seletivo de receptores AT>) (Tocris, EUA),
tribromoetanol (Sigma-Aldrich) e uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em salina
(NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatorio flunixina
meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) foram utilizados como fornecidos pelos

fabricantes.

3.10. Microinjecao de drogas no AMe

As agulhas injetoras (33G, Small Parts, EUA) utilizadas para a microinjecdo das
drogas no AMe foram um mm mais longas do que as canulas guias fixada ao cranio, e foram
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 (FORTALEZA et al., 2015;
FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009).

3.11. Determinacdo anatémica dos sitios de injecdo das drogas

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2 g/kg,
i.p.), e 100nL do corante azul de Evan (10%) foi microinjetado bilateralmente para
determinacdo do sitio de injecdo. Em seguida, os cérebros foram removidos, pos-fixados e
posteriormente seccionados em cortes frontais de 40um de espessura para analise dos sitios de
injecdo. Os sitios de microinjecdo foram determinados de acordo com Atlas de Paxinos &
Watson, (1997).
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3.12. Medidas dos niveis protéicos dos receptores AT1 e Mas no AMe

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, e tiveram seus encéfalos rapidamente
removidos, congelados em isopentano sobre gelo seco (-20°C) e armazenados em freezer -80°C
até a dissecacdo da AMe. Amostras de cerca de Imm de espessura do AMe foram obtidas a
partir do encéfalo posicionado em um criostato (-20°C) (CM1900, Leica, Alemanha) utilizando-
se uma agulha de ponta chata de 14G. As amostras foram obtidas a partir das coordenadas de -
2,12mm a -3,14 mm em relacdo ao bregma, de acordo com parametros obtidos do Atlas de
Paxinos & Watson (1997). Apds a dissecacdo, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise por Western Blotting.

O Western blotting foi realizado de acordo com técnica padronizada em nosso
laboratério (MARIN et al., 2009). Brevemente, as amostras do AMe foram homogeneizada por
meio de ondas de ultrassom em solucdo de RIPA, e tiveram o conteudo de proteinas
determinado para posterior ajuste da quantidade de proteinas (kit Bio-Rad DC protein assay,
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA-EUA). Em seguida, as amostras foram desnaturadas
e submetidas a eletroforese em gel de SDS poliacrilamida 9%. Ao final da separacédo, as
proteinas no gel foram transferidas para uma membrana PVDF-FL. ApGs a transferéncia, as
membranas foram bloqueadas das ligagdes inespecificas por meio de solucdo TBS-T com 5%
de Soro Albumina Bovina. Apos a fase de blogueio, as membranas foram incubadas por 18
horas (“overnight”) com os anticorpos primarios contra o receptor AT1 (polyclonal antibody,
rabbit anti-AT1 receptor antibody, Santa Cruz, EUA) na diluicdo de 1:500, ou o receptor Mas
(polyclonal antibody, rabbit anti-Masl1 antibody; Novus Biologicals, EUA) na diluicdo de
1:1000. As diluicbes dos anticorpos foram determinadas em ensaios preliminares. Apos a
lavagem em tampdo TBS-T por cinco minutos, as membranas foram incubadas por uma hora a
temperatura ambiente com o anticorpo secundario conjugado fluoréforo (Goat-Rabbit IgC-Cya3;
GE Healthcare). Apos isto, protegidas da luz, as membranas foram secas em papel de filtro e a
fluorescéncia das bandas foram detectadas diretamente a partir das membranas utilizando o
escaner Syngene® por meio do Software Genesys Image Acquisition. Apos a revelagdo, a
quantidade total de proteinas nas membranas foi quantificada por meio da colora¢do com Azul
de Coomassie para controle da quantidade de amostra nas membranas. Em seguida, as
membranas foram lavadas em solucdo TBS-T e incubadas com anticorpo secundario por uma
hora. As membranas foram entdo secas em papel filtro e a revelacdo foi efetuada no escaner

Syngene® pelo Software Genesys Image Acquisition.
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3.13. Andlise estatistica

3.13.1. Participacdo do AMe na modulacao do barorreflexo

A anélise estatistica e os gréficos foram realizados utilizando-se o programa GraphPad
Prism 7 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA-EUA). Todos os valores foram expressos como
média £ EPM. Os dados foram analisados utilizando a andlise de variancia (ANOVA)
monofatorial. Quando a ANOVA indicou efeito significativo, o pds-teste de Bonferroni foi
utilizado para a identificagdo das diferencas especificas entre 0s grupos experimentais.
Resultados estatisticos com P<0,05 foram considerados significativos.

3.13.2. Participacdo do AMe na modulacao do barorreflexo pelo estresse de restricdo
repetido

A analise estatistica e os graficos foram realizados utilizando-se o programa
GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA-EUA). Todos os valores foram
expressos como media = EPM. Os dados foram analisados utilizando a ANOVA bifatorial, com
os fatores tratamento e estresse como medidas principais. Quando a ANOVA indicou efeito
significativo, o pods-teste de Bonferroni foi utilizado para a identificacdo de diferencas
especificas entre 0s grupos experimentais. Resultados estatisticos com P<0,05 foram

considerados significativos.

3.13.3. Envolvimento do AMe nas alteracoes cardiovasculares desencadeadas pelo estresse

de restricdo agudo e repetido

A andlise estatistica foi feita utilizando-se o programa Statistica 7.1 (StatSoft, Inc.,
Tulsa, OK-EUA) e os graficos foram elaborados no programa GraphPad Prism 7 (GraphPad
software Inc., La Jolla, CA-EUA). Todos os valores foram expressos como média + EPM. Os
dados foram analisados utilizando a ANOVA trifatorial, com os fatores tratamento e estresse
como medidas principais e tempo como medida repetida. Quando a ANOVA indicou efeito
significativo, uma analise de comparacgdes nao planejadas foi utilizada para a identificacdo das
diferencas especificas entre 0s grupos experimentais. Resultados estatisticos com P<0,05 foram

considerados significativos.

3.13.4. Participacdo do AMe no controle da resposta ansiogénica

A andlise estatistica e os graficos foram realizados utilizando-se o programa

GraphPad Prism 7 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA-EUA). Todos os valores foram
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expressos como média + EPM. Os dados foram analisados utilizando a ANOVA bifatorial, com
os fatores tratamento e estresse como medidas principais. Quando a ANOVA indicou efeito
significativo, o pos-teste de Bonferroni foi utilizado para a identificacdo de diferencas
especificas entre 0s grupos experimentais. Resultados estatisticos com P<0,05 foram
considerados significativos.

3.13.5. Efeito da exposicao repetida ao estresse de restricdo sobre os niveis proteicos dos

receptores AT; e Mas

A anélise estatistica e os gréaficos foram realizados utilizando-se o programa GraphPad
Prism 7 (GraphPad software Inc., La Jolla, CA-EUA). Todos os valores foram expressos como
média + EPM. Os resultados foram analisados utilizando o teste t de Student. Resultados

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

4.1. Caracterizagédo do papel dos receptores ATi, AT e Mas no AMe no controle da
atividade barorreflexa

Este protocolo teve o0 objetivo de caracterizar o papel dos receptores AT, AT, e Mas
no AMe nas respostas de FC do barorreflexo. Para tanto, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotdxica para implantacdo de canulas guias bilaterais direcionadas ao AMe, e mantidos em
recuperacdo por 4 dias. Os experimentos foram realizados 24 horas apds a implantacdo de
cateteres na artéria e veia femorais, que foram utilizados para registro dos pardmetros
cardiovasculares e infusdo das drogas vasoativas, respectivamente (ver se¢éo 3.8).

No dia do experimento, todos os animais foram levados em caixas individuais para a
sala de experimentacdo, e mantidos em repouso por 60 minutos, para habituacéo as condicdes
da sala. Em seguida, cada animal foi conectado ao sistema de registro cardiovascular em sua
respectiva caixa, e um registro de pelo menos 30 minutos foi realizado para determinacéo dos
valores basais de pressdo arterial e FC. Entdo, grupos independentes de animais receberam
microinjecdo bilateral no AMe de losartana (antagonista seletivo do receptor ATy,
1nmol/100nL), PD123319 (antagonista seletivo do receptor ATz, 5nmol/100nL), A-779
(antagonista seletivo do receptor Mas, 0,1nmol/100nL) ou veiculo (NaCl 0,9%, 100nL)
(BUSNARDO; TAVARES; CORREA, 2014; MICHELINI; BONAGAMBA, 1990; OSCAR
et al.,, 2015). Quinze minutos apds o tratamento farmacoldgico do AMe, foram realizadas
infusbes randomizadas de fenilefrina e nitroprussiato de sddio para determinacéo da atividade
barorreflexa por meio da abordagem farmacoldgica (Figura 1). A atividade barorreflexa
espontanea foi acessada nos ultimos 5 minutos antes da infusdo das drogas vasoativas (isto €,

no periodo de 10-15 minutos apds os tratamentos do AMe).

Microinjegao

l

| 30 min basal | 15 min | nitroprussiato| fenilefrina |
| | | fenilefrina | nitroprussiato |

Figura 1: Protocolo experimental para analise da fungdo barorreflexa.
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4.2. Estudo do envolvimento dos receptores ATi, AT> e Mas no AMe nas alteracgdes
cardiovasculares induzidas pelo estresse de restricdo repetido (ERR)

Estudos prévios demonstraram que a exposicao repetida ao estresse de restricdo pode
causar aumento da pressdo arterial e alteracfes na atividade do barorreflexo (COSTA-
FERREIRA et al., 2016; DAUBERT et al., 2012; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015).
Desse modo, este protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento dos receptores ATy,
AT, e Mas no AMe nessas alteracGes cardiovasculares. Para tanto, os animais foram submetidos
a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas guias bilaterais direcionadas ao AMe, e
mantidos em recuperacdo por 4 dias. Apés este periodo, os ratos foram submetidos a sessdes
diarias de 60 minutos de estresse por restricdo por 10 dias consecutivos (ver se¢éo 3.3). Apos
o término da 10° sessdo de estresse, foi realizada a cirurgia para implantacdo de cateteres na
artéria e veia femorais, que foram utilizados para registro dos parametros cardiovasculares e
infusdo das drogas vasoativas, respectivamente (Figura 2).

No dia do experimento (24 horas apés a cirurgia de canulacdo dos vasos femorais),
todos os animais foram levados em caixas individuais para a sala de experimentacéo, e mantidos
em repouso por 60 minutos, para habituacao as condi¢des da sala. Em seguida, cada animal foi
conectado ao sistema de registro cardiovascular em sua respectiva caixa, e um registro de pelo
menos 30 minutos foi realizado para determinacao dos valores basais de pressao arterial e FC.
Entdo, grupos independentes de animais submetidos ao protocolo de ERR e controle receberam
microinjecdo bilateral no AMe de losartana (antagonista seletivo do receptor ATy,
1nmol/100nL), PD123319 (antagonista seletivo do receptor ATz, 5nmol/100nL), A-779
(antagonista seletivo do receptor Mas, 0,1nmol/100nL) ou veiculo (NaCl 0,9%, 100nL). Quinze
minutos ap6s o tratamento farmacoldgico do AMe, foram realizadas infusdes randomizadas de
fenilefrina e nitroprussiato de sodio para determinacdo da atividade barorreflexa por meio da
abordagem farmacologica (Figura 1). A atividade barorreflexa espontanea foi acessada nos
altimos 5 minutos antes da infusdo das drogas vasoativas (isto é, no periodo de 10-15 minutos

apos os tratamentos do AMe).

Cirurgia de Cirurgia de Dia do
esteriotaxia canulagao experimento
| Recuperagdo | Estresse derestricio | 24 horas | Experimento |
I I I I |
Diasmp 1 5 15 16

Figura 2: Protocolo experimental para analise da fungdo barorreflexa do AMe em animais submetidos
ao estresse por restricdo durante 10 dias.
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4.3. Estudo do envolvimento das neurotransmissdes angiotensina Il/receptores AT:e AT>
e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe nas respostas cardiovasculares durante a 1°

(estresse agudo) e a 10° sessdo (estresse repetido) de estresse de restricédo

Este protocolo teve o0s objetivos de investigar o envolvimento das
neurotransmissdes angiotensina Il/receptores AT1e AT, e angiotensina 1-7/receptor Mas no
AMe nas respostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse de restricdo agudo, além de
avaliar se a exposicdo repetida prévia ao estresse de restricdo altera o controle das respostas
cardiovasculares a esse estressor pelas neurotransmissdes angiotensina Il/receptor ATie ATz e
angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe. Para tanto, todos os animais foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas guias bilaterais direcionada ao AMe, e
mantidos em recuperacdo por no minimo 4 dias. Apos este periodo, grupos independentes 0s
ratos foram submetidos a sessdes diarias de 60 minutos de estresse por restricdo por 9 dias
consecutivos, engquanto os animais do grupo agudo permaneceram em repouso no bioterio.
Ap0s a 92 sessdo de estresse, todos os animais dos grupos agudo e repetido foram submetidos a
cirurgia de canulacdo para implantacdo de cateter na artéria femoral para registro dos

parametros cardiovasculares, e 0s experimentos foram realizados 24 horas apds a cirurgia.

No dia do experimento, os animais foram mantidos em caixas individuais na sala
de experimentacgéo por 60 minutos antes do inicio do experimento, para habituacédo as condicdes
da sala. Ap0s este periodo, foi iniciado o registro dos parametros cardiovasculares. Um registro
de 30 minutos foi realizado para determinacéo dos valores basais de PAM e FC. Em seguida,
grupos independentes de animais dos grupos estresse agudo e estresse repetido receberam
microinjecOes bilaterais no AMe de angiotensina Il (0,05nmol/100nL), losartana (antagonista
seletivo do receptor ATi, 1nmol/100nL), PD123319 (antagonista seletivo do receptor ATo,
5nmol/100nL), angiotensina 1-7 (0,05nmol/100nL), A-779 (antagonista seletivo do receptor
Mas, 0,1nmol/100nL) ou veiculo (NaCl 0,9%) (100nL) (BUSNARDO; TAVARES; CORREA,
2014; MICHELINI; BONAGAMBA, 1990; OSCAR et al., 2015). Dez minutos ap0s o
tratamento farmacoldgico do AMe, os animais dos grupos agudo (1° sessdo) e repetido (10°
sessdo) foram submetidos a uma sessdo de 60 minutos de estresse de restricao. Os registros de
pressdo arterial e FC foram iniciados pelo menos 30 minutos antes do inicio do estresse, e foram
realizados durante todo o periodo de restricdo. A temperatura cutanea da cauda foi medida aos
10, 5 e 0 min antes da restricdo, e nos tempos 10, 20, 30 40, 50 e 60 minutos durante a restricdo

(ver item 3.6.) (BUSNARDO et al., 2013). Apds a sessdo de 60 minutos de estresse, 0s animais
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foram retornados as suas caixas moradias, e o0s registros da pressao arterial, FC e temperatura
cutanea foram realizados por mais 60 minutos. A Figura 3 ilustra o protocolo experimental

completo.

Protocolos Experimentais

Protocolo de Estresse

Cirurgia Inicio Estresse de 92 Sessdo de Estresse Agudo e 10° Sesséo
Esteriotaxica Restricao de Restricao de Estresse
Dia 1 Dia 5 Dia 13 Dia 14

ERR =—> | Recuperagao | Estresse de Restrigao | I
Agudo =——> I Recuperacao | Caixa Moradia | I

| |

Cirurgia Dia do
Femoral Experimento

Protocolo Experimental

Estresse de . i
Restricao ecuperagao

| | |

I 30 Min. Basal | 10 Minutos I Restricao |Recuperagéo|

Cauda faltou, arrumar dias, corrigir 60 minutos rest e rec.

Microinjecao

Figura 3: Protocolos experimentais: Efeito do tratamento na AMe nas respostas cardiovasculares ao
estresse por restri¢do agudo e restricdo repetido (ver texto para detalhes).

4.4. Estudo do envolvimento das neurotransmissdes angiotensina Il/receptores AT1 e AT>
angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe no efeito ansiogénico apés a 1° (estresse agudo) e

a 10° (estresse repetido) sessdo de estresse de restri¢ao

Esse protocolo teve o objetivo de investigar o envolvimento das neurotransmissdes
angiotensina Il/receptores AT e AT> e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe na resposta
comportamental ansiogénica induzida por uma sessdo aguda e apds a 10% sessdo (estresse
repetido) de estresse de restricdo. Para tanto, os animais foram submetidos a cirurgia
estereotdxica para implantacdo de cénulas guias bilaterais direcionadas ao AMe, e mantidos em

recuperacdo por 4 dias. Apos este periodo, grupos independentes de ratos foram submetidos a
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sessOes diarias de 60 minutos de estresse por restricdo por 9 dias consecutivos, enquanto 0s
animais do grupo agudo permaneceram em suas caixas. No dia do experimento, 0s animais
foram levados para a sala de experimentacdo e mantidos em caixas individuais na sala de
experimentacdo por 60 minutos antes do inicio do experimento, para habituacdo as condicoes
da sala. Em seguida, grupos independentes de animais dos grupos agudo e repetido receberam
microinjecOes bilaterais no AMe de angiotensina Il (0,05nmol/100nL), losartana (antagonista
seletivo do receptor ATi, 1nmol/100nL), angiotensina 1-7 (0,05nmol/100nL), A-779
(antagonista do receptor Mas, 0,1nmol/100nL) ou veiculo (NaCl 0,9%, 100nL). Cinco minutos
apos o tratamento farmacoldgico do AMe, os animais foram submetidos a uma sessdo de 60
minutos (102 sessdo ou sessdo aguda) de estresse de restricdo. Imediatamente apds o término da
sessao de estresse (Korte & De Boer, 2003), cada animal foi colocado individualmente no LCE
por 5 minutos para avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade. Animais naive
(controle nao-estressado) foram avaliados no LCE sem passarem pela sessdo de estresse de

restricdo. A Figura 4 ilustra o protocolo experimental completo.

Protocolos Experimentais

Protocolo de Estresse

Cirurgia Inicio Estresse de Agudo e 10? Sessao
Esteriotaxica Restricao de Estresse
Dia 1 Dia 5 Dia 13

ERR =—> I Recuperacao | Estresse de Restricao |
Agudo ———> l Recuperagio I Caixa Moradia I

|

Labirinto em
Cruz Elevado

Protocolo Experimental

Estres§e~de Labirinto em
Restricao Cruz Elevado

| | |

ﬂ 10 Minutos l Restricao l

Figura 4: Protocolos experimentais: Efeito do tratamento na AMe na resposta comportamental
ansiogénica ao estresse de restricdo agudo e repetido (ver texto para detalhes).

Microinjecao

36



4.5. Estudo do efeito da exposicdo repetida ao estresse de restricdo sobre os niveis
proteicos dos receptores AT: e Mas

Este protocolo teve o objetivo de investigar o efeito da exposicdo repetida ao
estresse de restri¢do sobre a expressédo dos receptores AT1 e Mas no AMe. Para tanto, os animais
foram submetidos a sessdes didrias de 60 minutos de estresse de restricdo por 10 dias
consecutivos. Vinte quatro horas apds a Gltima sessdo de estresse, 0s animais foram sacrificados
por decapitacdo e os encéfalos foram removidos e estocados em freezer -80°C para futuro
processamento. Animais controle foram mantidos no biotério sem serem perturbados, exceto
no periodo de limpeza das caixas, pelo mesmo periodo que 0s animais submetidos as sessdes
de estresse por restricdo, e foram decapitados juntamente com os animais estressados. O AMe
de todos os animais foi coletado por microdissecgéo para quantificacdo dos niveis proteicos dos
receptores AT1 e Mas (para detalhes, ver sec¢do 3.12.).
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizacdo do papel dos receptores ATi, AT, e Mas no AMe no controle das

respostas cardiacas do barorreflexo

A Figura 5 mostra representacGes diagramaticas baseadas no atlas de Paxinos &
Watson, (1997) indicando os sitios de injecdo de todos os animais utilizados nesse protocolo.
A Figura 5 também mostra fotomicrografia de um corte histolégico coronal indicando os sitios

de microinjecéo bilateral no AMe de um animal representativo.

Interaural 6.20 mm

500pm

Figura 5: (Superior) representacdo diagramética baseada no atlas de Paxinos & Watson (1997)
indicando os sitios de microinjecéo no ndcleo medial da amidala (AMe). Os simbolos indicam os sitios
de microinjecdo de salina (circulos brancos), losantana (circulos pretos), A-779 (quadrados cinzas) e
PD123319 (triangulos pretos). (Inferior) Fotomicrografia de um corte histologico coronal ilustrando os
sitios de injecdo bilateral no AMe de um animal representativo. As setas indicam o sitio de microinjecao
na AMe. AMe — amidala medial; opt — trato 6tico.
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5.1.1. Efeito do tratamento farmacologico do AMe com antagonistas dos receptores

angiotensinérgicos nos parametros basais da pressao arterial e frequéncia cardiaca

A microinjecédo bilateral do antagonista seletivo do receptor AT, losartana (1nmol /
100nL, n = 6), do antagonista seletivo do receptor Mas A-779 (0,1nmol / 100nL, n = 6) ou do
antagonista seletivo do receptor AT, PD123319 (5nmol / 100nL, n = 6) no AMe ndo afetou 0s
parametros basais de PAM e FC, quando comparados com animais tratados localmente com
veiculo (salina, 100nL, n =7) (Tabela 1).

Tabela 1: Valores basais da pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos que
receberam microinjecdo bilateral no nucleo medial da amidala (AMe) do antagonista seletivo do
receptor AT, losartana, do antagonista seletivo do receptor AT, PD123319, do antagonista seletivo do
receptor Mas A-779 ou veiculo.

Tratamento FC PAM n
Veiculo 413120 112+3 7
Losartana 382+28 107+4 6
PD123319 392+22 108+2 6
A-779 409+14 108+2 6
F=0.48 F=0.67
P>0.05 P>0.05

Valores sdo a média + EPM, ANOVA monofatorial.

5.1.2. Efeitos do tratamento farmacolégico no AMe com antagonistas dos receptores

angiotensinérgicos na funcdo barorreflexa

Abordagem Farmacologica - A analise ndo-linear da funcéo barorreflexa (curvas sigmoides)

indicou efeitos dos tratamentos farmacoldgicos no AMe nos parametros P2 (i.e., platd superior)
(F 321)= 3,55, P <0,03), AP (i.e., variagdo entre P1 e P2) (F 321 = 3,50, P < 0,03) e ganho (F
@21 = 6,90, P < 0,002) das curvas barorreflexas. No entanto, a analise dos parametros P (i.e.,
platd inferior) (F @21 = 0,89, P > 0,05) e PAso (F 321) = 2,27, P > 0,05) ndo indicou efeito dos
tratamentos no AMe (Figura 6A). A analise post hoc revelou que a microinjecdo de A-779 no
AMe diminuiu o ganho (P < 0,003), enquanto o PD123319 aumentou o parametro P2 (P < 0,05)
(Figura 6A).
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Figura 6: Atividade barorreflexa avaliada pela abordagem farmacoldgica em animais que receberam
microinjecdo bilateral no nucleo medial amidal6ide (AMe) do antagonista seletivo do receptor AT
losartana (1nmol / 100nL), o antagonista seletivo do receptor MAS A-779 (0,1nmol / 100 nL), o
antagonista seletivo do receptor AT, PD123319 (5 nmol / 100 nL) ou veiculo (solucéo salina, 100 nL).
(A) Andlise de regressdo ndo linear (curva sigmoide) da funcdo barorreflexa correlacionando as
alteracbes da PAM (APAM) causadas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agente pressor) e
nitroprussiato de sodio (NPS, agente depressor) e as respostas reflexas da FC (AFC). Os simbolos nas
curvas sigmoides indicam a BPso. Na parte inferior sdo apresentados os parametros derivados da analise
de regressdo ndo linear para avaliacdo da funcédo barorreflexa. As barras representam a média + SEM. *
P <0,05 vs grupo de veiculo, ANOVA monofatorial seguido por teste post hoc de Bonferroni. (B)
Anélise de regressdo linear da funcéo barorreflexa correlacionando as APAM com as AFC causadas pela
infusdo venosa dos agentes vasoativos. Na parte inferior é apresentada a inclinacéo (ou seja, ganho) das
linhas de regressdo. Os circulos nas curvas e barras representam a média + EPM. * P <0,05 vs grupo de
veiculo, ANOVA monofatorialseguido pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Os dados obtidos utilizando a abordagem farmacolédgica também foram avaliados por
meio de anélise de regressao linear para avaliacdo individual das respostas reflexas durante os
efeitos pressor e depressor. A analise da inclinacdo das linhas de regressdo para a bradicardia
causada pelo aumento da pressdo arterial evocado pela infusdo intravenosa de fenilefrina
indicou efeito dos tratamentos farmacologicos (F (s21) = 3,14, P < 0,04) (Figura 6B). A analise
post-hoc revelou que a microinjecdo de A-779 no AMe diminuiu o ganho da bradicardia reflexa
(P < 0,003) (Figura 6B). A analise da inclinacdo das linhas de regressdo para a taquicardia
causada pela diminuicdo da pressao arterial evocada pela infuséo intravenosa de NPS indicou
efeito dos tratamentos (F 321y = 20,37, P < 0,0001) (Figura 6B). A analise post-hoc revelou
que o PD123319 no AMe aumentou o ganho da taquicardia reflexa (P < 0,0002), enquanto o
tratamento do AMe com A-779 diminuiu essa resposta barorreflexa (P < 0,02) (Figura 6B).

Método de analise da sequéncia - A analise da atividade barorreflexa utilizando o método de

de sequéncia indicou efeito dos tratamentos farmacoldgicos no AMe no indice de efetividade
do barorreflexo (IEB) (F .21) = 7,90, P < 0,001) e sequéncias up (F 321 = 4,22, P < 0,01), mas
sem afetar as sequéncias down (F 21) = 0,73, P> 0,05) e a média de todas as sequéncias (i.e.,
média das sequéncias up e down) (F 321 = 2,15, P > 0,05) (Figura 7). A analise post-hoc
revelou que a microinjecdo bilateral de PD123319 no AMe aumentou o IEB (P < 0,01),
enquanto 0 A-779 diminuiu esse parametro (P < 0,05) (Figura 7A).
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Figura 7: Atividade barorreflexa avaliada pela método de sequéncia em animais que receberam
microinjecdo bilateral no nacleo medial da amidala (AMe) do antagonista seletivo do receptor AT;
losartana (1nmol / 100nL), antagonista seletivo do receptor Mas A-779 (0,1nmol / 100 nL), antagonista
seletivo do receptor AT, PD123319 (5 nmol / 100 nL) ou veiculo (solucdo salina, 100 nL). (A) indice
de efetividade do barorreflexo (IEB). As barras representam a média + EPM. * P <0,05 vs grupo de
veiculo, ANOVA monofatorial seguido pelo teste post-hoc de Bonferroni. (B) Barorreflexo espontaneo
(ou seja, atividade barorreflexa durante flutuacdes espontaneas da pressdo arterial sem manipulacédo
farmacol6gica com drogas vasoativas para induzir alteracdes na pressdo arterial) durante aumentos
(sequéncia up, grafico a esquerda) e decréscimos (sequéncia down, grafico do meio) da PAS, assim
como a média de todas as sequéncias (média das sequencias up e down, grafico a direita). As barras
representam a média £ EPM. * P <0,05 vs grupo de controle, ANOVA monofatorial seguido pelo teste
post-hoc de Bonferroni.
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5.2. Estudo do envolvimento dos receptores AT:, AT> e Mas no AMe nas alteracdes
cardiovasculares induzidas pelo estresse de restricdo repetido (ERR)

A Figura 8 mostra representaces diagramaticas baseadas no atlas de Paxinos &
Watson, (1997) indicando os sitios de microinjecdo no AMe de todos os animais utilizados
nesse protocolo. A Figura 8 também mostra fotomicrografia de um corte histolégico coronal

indicando os sitios de microinjec&o bilateral no AMe de um animal representativo.

5.2.1. Efeito do tratamento farmacolégico no AMe com antagonistas dos receptores

angiotensinérgicos nos parametros basais da pressdo arterial e frequéncia cardiaca em

animais controle e submetidos ao ERR

A andlise dos parametros basais de PAM de ratos submetidos ao protocolo de 10 dias
de ERR e controle tratados no AMe com 0s antagonistas dos receptores angiotensinergicos
indicou efeito do estresse (F (146) = 14,44; P < 0,05), porém sem influéncia do tratamento (F
c46) = 1,61; P =0,19) ou interacdo entre estresse e tratamento (F 3.46) = 1,20; P = 0,32) (Tabela
2). A analise dos parametros basais de FC néo indicou efeito do tratamento (F 346 = 0,91; P =
0,44) e do estresse (F (146) = 0,50; P = 0,48), nem interagdo entre tratamento e estresse (F (346)
=0,61; P =0,61) (Tabela 2).
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Tabela 2: Valores basais de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos controle
e submetidos ao ERR e que receberam microinje¢do bilateral no nucleo medial da amidala (AMe) do
antagonista seletivo do receptor AT; losartana, do antagonista seletivo do receptor AT, PD123319, do
antagonista seletivo do receptor Mas A-779 ou veiculo.

Nao estressados Estressados

Veiculo Losartana PD123319 A-779 | Veiculo Losartana PD123319 A-779

FC | 408+18 381+24 392+19 39816 | 386+17 387+18 361+12  409+17

Interacdo: F 46 =0, 61; P = 0,61
Estresse: F 1,46y =0, 50; P = 0,48
Tratamento: F 346 =0, 91; P = 0,44

PA | 11143 106+3 106+2 110+2 | 116+3* 110+2* 121+5" 118+3*

Interacdo: F 346 =1,20; P =0,32
Estresse: F (,46) = 14,44; P < 0,05
Tratamento: F 346 = 1,61; P = 0,19

Valores sdo média + EPM, ANOVA bifatorial. # P<0.05, indicando efeito principal do fator estresse.
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Figura 8: (Superior) Representacdo diagramética baseada no atlas de Paxinos & Watson (1997)
indicando os sitios de microinje¢do no nucleo medial da amidala (AMe) (trés painéis superiores). Os
simbolos indicam os sitios de microinjecdo de animais ndo estressados salina (circulos brancos),
losantana (circulos cinza claro), PD123319 (circulos cinza escuro), A-779 (circulos pretos), animais
submetidos aos estresse por restricdo repetido (ERR) salina (tridngulos brancos), losantana (tridngulos
cinza claro), PD123319 (tridngulos cinza escuro) e A-779 (triangulos pretos). (Inferior)
Fotomicrografia de um corte histoldgico coronal mostrando os sitios de injegdo bilateral no AMe de um
animal representativo. As setas indicam o sitio de microinjecdo no AMe. opt — trato 6tico.
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5.2.2. Efeitos do tratamento farmacologico do AMe com antagonistas dos receptores

angiotensinérgicos na funcdo barorreflexa de animais controle e submetidos ao ERR

Abordagem Farmacoldgica- A analise ndo-linear da funcéo barorreflexa dos parametros P4, P2
e PAso indicou efeito do estresse (P1: F (145 = 4,36, P < 0,05; P2: F 145y = 10,77, P < 0,002;
BPso: F (144) = 18,78, P < 0,0001), porém sem efeito dos tratamentos farmacolégicos no AMe
(P1: F (345 = 1,53 P >0,05; P2: F (345 = 2,60, P >0,05; BPso: F (3.44) = 0,45, P > 0,05) e interagéo
entre 0s parametros estresse e tratamento (P1: F 345y = 0,27, P > 0,05; P2: F 345y = 0,27, P >
0,05; BPso: F (3.44) = 1,39, P > 0,05) (Figura 9). A andlise do parametro ganho indicou efeito do
tratamento (F 345 = 7,32, P < 0,001), mas sem efeito do estresse (F (145 = 0,18, P > 0,05) ou
interacdo entre os parametros estresse e tratamento (F (34s5) = 0,07, P > 0,05) (Figura 9). A
analise do AP ndo indicou efeito do estresse (F (145 = 0,01, P > 0,05) e do tratamento (F (45 =
2,59, P > 0,05), nem interacdo entre 0s parametros tratamento e estresse (F 345 = 1,72, P >
0,05) (Figura 9). A analise post-hoc revelou diferencas no parametro PAso (P < 0,01) entre 0s

grupos ndo-estressado A-779 e estressado A-779 (Figura 9).
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Figura 9: Atividade barorreflexa avaliada pela abordagem farmacolégica classica em animais que
receberam microinjecdo bilateral no ndcleo medial amidaléide (AMe) do antagonista seletivo do
receptor AT losartana (1nmol / 100nL), o antagonista seletivo do receptor Mas A-779 (0,1nmol / 100
nL), o antagonista seletivo do receptor AT, PD123319 (5 nmol / 100 nL) ou veiculo (solucdo salina, 100
nL) em animais ndo-estressados e submetidos ao estresse por restricdo repetido (ERR) (estressados).
(Superior) Analise de regressdo ndo linear (curva sigmoide) da funcgao barorreflexa correlacionando as
alteracbes da PAM (APAM) causadas pela infusdo intravenosa de fenilefrina (agente pressor) e
nitroprussiato de sédio (NPS, agente depressor) e as respostas reflexas da FC (AFC). Os simbolos nas
curvas sigmoides indicam a BPso. (Inferior) Pardmetros derivados da analise de regressdo nao linear
para avaliacdo da fungdo barorreflexa. As barras representam a média = SEM. * P < 0,05 vs grupo
veiculo, *P < 0,05 vs grupo respectivo grupo ndo estressado, @ P < 0,05 indicando efeito principal do
fator estresse, ANOVA bifatorial seguido do teste post-hoc de Bonferroni.
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Os dados obtidos utilizando a abordagem farmacoldgica também foram avaliados por
meio de anélise de regressao linear para avaliacdo individual das respostas reflexas durante os
efeitos pressor e depressor. A andlise das linhas de regressdo para a bradicardia causada pelo
aumento da presséo arterial evocado por infusdo intravenosa de fenilefrina ndo indicou efeito
do estresse (F (145 = 3,67, P > 0,05) e do tratamento farmacoldgico (F 4s) = 2,13, P > 0,05),
nem interacédo entre os parametros estresse e tratamento (F 345 = 1,04, P > 0,05) (Figura 10).
No entanto, a andlise da inclinacdo das linhas de regressdo para a taquicardia causada pela
diminuigdo da pressdo arterial evocada por infusdo intravenosa de NPS indicou efeito do
estresse (F (145 = 91,65, P <0,0001) e do tratamento farmacoldgico (F (3,45 = 26,89, P < 0,0001),
porém sem interacdo entre os fatores estresse e tratamento (F (3.45) = 2,14, P > 0,15 (Figura 10).
A andlise post hoc revelou que a microinjecdo de PD123319 no AMe aumentou 0 ganho da
taquicardia reflexa nos animais n&o-estressados (P < 0,01) e estressados (P < 0,03) (Figura 10).
Além disso, o grupo tratado com veiculo e sujeito ao ERR apresentou aumento da resposta
reflexa de taquicardia em comparacao ao respectivo grupo ndo-estressado (P < 0,001). Animais
submetidos a0 ERR que receberam PD123319 (P < 0,02) e A-779 (P < 0,0007) no AMe
apresentaram aumento da resposta de taquicardia reflexa em comparacéo com seus respectivos
grupos nao-estressados (Figura 10).

Método de analise da sequéncia- A analise da atividade barorreflexa utilizando o método de

sequéncia indicou efeito do estresse (F (146 = 8,18, P < 0,01) e do tratamento farmacologico (F
c.46) = 2,94, P <0,05), porém sem interacdo entre os parametros estresse e tratamento (F (3.46) =
0,46, P > 0,05) para as sequéncias up (Figura 11B). A analise das sequéncias down e da média
de todas as sequencias indicou efeito do estresse (down: F 1,46) = 11,93, P < 0,01; média: F (1,44
= 8,43, P <0,01), mas sem efeito do tratamento farmacoldgico (down: F 46 = 1,24, P > 0,05;
média: F 344) = 1,46, P > 0,05) e interacdo entre tratamento e estresse (down: F 346 = 0,15, P
> 0,05; media: F (3.44) = 0,26, P > 0,05) (Figura 11B).

A analise do indice de efetividade do barorreflexo (IEB) indicou efeito do tratamento
farmacoldgico do AMe (F 3.47) = 15,1, P <0,0001), porém sem efeito do estresse (F (147) = 2,73,
P > 0,05) e interacdo entre tratamento e estresse (F @47y = 1,37, P> 0,05) (Figura 11A). A
analise post hoc revelou que a microinjecdo de PD123319 no AMe dos animais ndo-estressados
aumentou o IEB (P < 0,004) (Figura 11A).
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Figura 10: Anélise de regressdo linear da funcdo barorreflexa avaliada pela abordagem farmacolégica
em animais ndo-estressados e submetidos ao estresse por restricdo repetido (ERR) (estressados) que
receberam microinjecdo bilateral no nucleo medial amidal6ide (AMe) do antagonista seletivo do
receptor AT losartana (1nmol / 100nL), do antagonista seletivo do receptor Mas A-779 (0,1nmol / 100
nL), do antagonista seletivo do receptor AT, PD123319 (5 nmol / 100 nL) ou de veiculo (solu¢do salina,
100 nL). (Superior) Analise de regressdo linear correlacionando o APAM com AFC causado pela
infusdo venosa dos agentes vasoativos. (Inferior) Inclinacdo (ou seja, ganho) das linhas de regresséo
para a diminuicdo da FC causada pelo aumento da PAM (painel inferior direito) e 0 aumento da FC
evocado pela diminuicdo da PAM (painel inferior esquerdo). Os circulos nas curvas e barras representam
amédia + EPM. * P < 0,05 vs grupo de veiculo, * P < 0,05 vs respectivo grupo ndo-estressado, ANOVA

bifatorial seguido do teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 11: Atividade barorreflexa avaliada pela método de sequéncia em animais ndo-estressado ou
submetidos ao estresse por restrigdo repetido (ERR) (estressados) que receberam microinjecao bilateral
no nucleo medial da amidala (AMe) do antagonista seletivo do receptor AT losartana (Lnmol / 100nL.),
do antagonista seletivo do receptor Mas A-779 (0,1nmol / 100 nL), do antagonista seletivo do receptor
AT, PD123319 (5 nmol / 100 nL) ou de veiculo (solucdo salina, 100 nL). (A) Indice de efetividade do
barorreflexo (IEB). As barras representam a média + EPM. * P <0,05 vs grupo veiculo, ANOVA
bifatorial seguido do teste post-hoc de Bonferroni. (B) Barorreflexo espontaneo (ou seja, atividade
barorreflexa durante flutuacdes espontaneas da pressdo arterial sem manipulacdo farmacoldgica com
drogas vasoativas para induzir alteracGes na pressao arterial) durante aumentos (sequéncia up, grafico a
esquerda) e diminuicdo (sequéncia down, grafico do meio) da PAS, assim como a média de todas as
sequéncias (média das sequencias up e down, grafico a direita). As barras representam a média £ EPM.
* P <0,05 05 indicando efeito principal do fator tratamento, @ P < 0,05 indicando efeito principal do
fator estresse. ANOVA bifatorial seguido do teste post-hoc de Bonferroni.
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5.3. Estudo do envolvimento das neurotransmissdes angiotensina Il/receptores AT1 e AT>
e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe nas respostas cardiovasculares durante a 1°
(estresse agudo) e a 10° sessdo (estresse repetido) de estresse de restricao

A Figura 12 mostra representacdes diagramaticas baseadas no atlas de Paxinos &
Watson, (1997) indicando os sitios de microinjecdo no AMe de todos os animais utilizados
nesse protocolo. A Figura 12 também mostra fotomicrografia de um corte histol6gico coronal

indicando os sitios de microinje¢do bilateral no AMe de um animal representativo.
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Figura 12: (Superior) Representacdo diagramética baseada no atlas de Paxinos & Watson (1997)
indicando os sitios de microinje¢do no nucleo medial da amidala (AMe) (trés painéis superiores) de
animais submetidos a uma sessdo aguda de estresse ou avaliados na 10? sessdo de estresse por restri¢cdo
(ERR). Os simbolos indicam os sitios de microinje¢do de animais agudo veiculo (circulos brancos),
agudo Ang Il (circulos cinza claro), agudo losartana (circulos cinza escuro), agudo PD123319 (circulos
pretos), agudo Ang 1-7 (quadrados brancos), agudo A-779 (quadrados cinza claro), ERR veiculo
(tridngulos brancos), ERR Ang |1 (tridngulos cinza claro), ERR losartan (tridngulos cinza escuro), ERR
PD123319 (triangulos pretos), ERR Ang 1-7 (quadrados cinza escuro) e ERR A-779 (quadrados pretos).
(Inferior) Fotomicrografia de um corte histologico coronal mostrando os sitios de injecéo bilateral no
AMe de um animal representativo. As setas indicam o sitio de microinje¢do no AMe. opt — trato otico.
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A Tabela 3 mostra os valores basais PAM, FC e temperatura cutanea da cauda apos o
tratamento farmacol6gico do AMe com Ang Il, losartana (antagonista seletivo do receptor
AT1), PD123319 (antagonista seletivo do receptor AT>), Ang 1-7 e A-779 (antagonista seletivo
do receptor Mas) em animais submetidos ao estresse agudo e ao ERR. A analise dos valores
basais de PAM indicou efeito do estresse (F (1, 67y = 11,74; P < 0,05), mas sem efeito do
tratamento (F (s, 67y = 2,04; P > 0,05) ou interag&o entre estresse e tratamento (F s, 67) = 0,71; P
> 0,05). Em relacdo aos valores basais de FC, os resultados ndo indicaram efeito do estresse (F
@ 67) = 0,82; P > 0,05), tratamento (F ¢, 67) = 1,36; P > 0,05) e interacdo entre estresse e
tratamento (F ,67) = 1,31; P > 0,05). A andlise dos parametros basais de temperatura cutanea
da cauda também ndo indicaram efeito do estresse (F (1,67 = 0,97; P > 0,05), tratamento (F (s,

67) = 1,82; P > 0,05) ou mesmo interacao entre estresse e tratamento (F ,67) = 0,57; P > 0,05).
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Tabela 3: Pardmetros basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea da cauda (TCC) apds o tratamento farmacolégico do AMe com angiotensina 1l (Ang 1),
losartana (antagonista seletivo do receptor AT;), PD123319 (antagonista seletivo do receptor AT>),
angiotensina 1-7 (Ang 1-7) e A-779 (antagonista seletivo do receptor Mas) em animais submetidos ao
estresse de restrigdo agudo (agudo) e estresse de restricdo repetido (ERR).

Agudo ERR
Veiculo Ang Il Losartana PD123319 Ang1-7 A-779 |Veiculo Angll Losartana PD123319 Angl-7 A-779
FC | 358+11 354+14 356+10 37916 3695 381+6 | 371+10 366%9 376+10 355+9 379+9 381+9
n 7 7 7 6 7 7 6 6 6 6 7 7
Interacdo: F s,67 = 1,31; P>0,05
Estresse: F @, 67) = 0,82; P>0,05
Tratamento: F (s, 67) = 1,36; P>0,05
PAM| 102+5 103+4 98+5 112+2 1032 106+2 | 109+3 11143 107+2 111+1 111+3 1152
n 7 7 7 6 7 7 6" 6" 6" 6" 7* 7*
Interagdo: F 67 = 0,71; P>0,05
Estresse: F @67y = 11,74; P<0,05
Tratamento: F s, 67) = 2,04; P>0,05
TCC

7 7 7 6 7 7 6 6 6 6 7

29,8+0,4 29,5+0,4  28,9+0,6 29,3+0,5 29,3+0,4 29,9+0,3|30,5+0,6 29,4+0,8 28,7+0,3 28,3+0,1  28,7+0,6 29,1+0,8

7

Interacédo: F ,67) = 0,57; P>0,05
Estresse: F 1,67y = 0,97; P>0,05
Tratamento: F ,67) = 1,82; P>0,05

Valores em média + EPM, ANOVA bifatorial. # P<0.05, indicando efeito principal do fator estresse.
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Figura 13: Avaliacdo do envolvimento da neurotransmissdo da angiotensina Il no AMe nas respostas
cardiovasculares desencadeadas pelo estresse de restricdo. Curvas temporais de variacdo da presséo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura cutanea da cauda (TCC) durante uma
sessdo aguda ou a 10° sessdo (ERR) de 60 minutos de estresse de restricdo e 60 minutos de recuperacao
em animais tratados com angiotensina Il (Ang I1, 0,05nmol/100nL), losartana (antagonista seletivo do
receptor AT;, 1nmol/100nL), PD123319 (antagonista seletivo do receptor AT,, 5nmol/100nL) ou
veiculo (salina, 100nL) no AMe. # P<0,05 agudo droga vs agudo veiculo indicando efeito durante todo
0 periodo de estresse e recuperacdo, * P<0,05 ERR droga vs ERR veiculo, @ P<0,05 agudo droga vs
agudo veiculo, $ P<0,05 agudo veiculo vs ERR veiculo. ANOVA trifatorial acompanhado do teste post-
hoc de Bonferroni.

Angiotensina Il - A analise das curvas temporais de variacdo da FC nos animais tratados com
Ang 11 (0,05nmol/100nL) no AMe ndo indicou efeito do estresse (F (1,23) = 2,03; P > 0,05), do

tratamento (F (123 = 3,02; P > 0,05) ou interacdo entre estresse e tratamento (F (123) = 1,05; P >

0,05). No entanto, a andlise indicou efeito do tempo (F s, 1495) = 20,35; P < 0,05), interagdo
entre tempo e estresse (F s, 1405 = 1,55; P < 0,05) e interacdo entre tempo e tratamento (F (s,
1495) = 1,36; P < 0,05). Entretanto, ndo houve interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (s,
1495) = 0,50; P > 0,05).

A analise das curvas temporais de variacdo da PAM néo indicou efeito do estresse (F
@23 = 0,05; P > 0,05), do tratamento (F (123 = 0,63; P > 0,05) ou interacdo entre estresse e
tratamento (F (123 = 0,15; P > 0,05). Entretanto, a analise indicou efeito do tempo (F (es, 1495) =

22,05; P < 0,05) e interacdo entre tempo e estresse (F (s, 1405) = 1,46; P < 0,05), mas sem
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interacdo entre tempo e Ang Il (F (5, 1495 = 1,19; P > 0,05) e interagdo entre tempo, estresse e
Ang Il (F s, 1495 = 0,73; P > 0,05).

A andlise das curvas temporais de varia¢do da temperatura cutanea da cauda indicou
efeito do estresse (F (1,23 = 19,13; P < 0,05), mas sem efeito do tratamento (F (1,23 = 0,15; P >
0,05) ou interagdo entre estresse e tratamento (F (123 = 0,15; P > 0,05). Além disso, a analise
indicou efeito do tempo (F (14,322) = 31,67; P < 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (14,322
= 3,60; P < 0,05) e interacdo entre tempo e tratamento (F (14, 322) = 1,88; P < 0,05). Entretanto,
ndo houve interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (14, 322) = 1,59; P > 0,05).

As andlises de comparacgdes do teste post-hoc revelou que o tratamento do AMe com
Ang Il causou uma facilitacdo da resposta de taquicardia, que permaneceu ao longo do periodo
de recuperagéo, quando comparado ao grupo agudo veiculo (P < 0,05) (Figura 13). Em relagéo
a temperatura cutanea da cauda, os animais que foram submetidos ao ERR e receberam veiculo
tiveram uma reducdo maior da TCC em relacdo ao respectivo grupo agudo (P < 0,05) (Figura
13).

Losartana - A analise das curvas temporais de variacdo da FC nos animais tratados com
losartana (antagonista seletivo do receptor ATz, 1nmol/100nL) no AMe néo indicou efeito do
estresse (F (123) = 1,13; P > 0,05) ou interacdo entre estresse e tratamento (F (123) = 0,44; P >
0,05), mas houve efeito do tratamento (F (123 = 4,84; P < 0,05). Além disso, os resultados
indicaram efeito do tempo (F (s5, 1495) = 28,25; P < 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (s,
1495) = 1,32; P < 0,05) e interacdo entre tempo e tratamento (F (s, 1495y = 1,62; P < 0,05).
Entretanto, ndo houve interacdo entre tempo, estresse e losartana (F (5, 1495y = 0,88; P > 0,05).

A analise das curvas temporais de variacdo da PAM néo indicou efeito do estresse (F
@23 = 0,03; P > 0,05), do tratamento (F (123 = 2,43; P > 0,05) ou intera¢éo entre estresse e
tratamento (F (1,23)=0,01; P > 0,05). Entretanto, a analise indicou efeito do tempo (F (s, 1495) =
28,88; P < 0,05) e interagdo entre tempo e estresse (F (e5, 1495 = 2,45; P < 0,05), mas sem
interagdo entre tempo e tratamento (F (5, 1495) = 1,18; P > 0,05) interacéo entre tempo, estresse
e tratametno (F (s, 1495) = 0,72; P > 0,05).

A analise das curvas temporais de variacdo da temperatura cutanea da cauda indicou
efeito do estresse (F (1,23) = 8,05; P < 0,05) e interacdo entre estresse e tratamento (F (1,23) = 5,32;
P <0,05), mas sem efeito do tratamento (F (1,23) = 3,17; P > 0,05). Além disso, a analise indicou

efeito do tempo (F (14,322) = 26,44; P < 0,05) e interacdo entre tempo e estresse (F (14,322) = 2,59;
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P <0,05), porém sem interacdo entre tempo e tratamento (F (14,322)= 1,12; P > 0,05) e interacdo
entre tempo, estresse e tratamento ndo houve efeito significante (F (14,322 = 0,84; P > 0,05).

As andlises de comparacgdes do teste post-hoc revelou que o tratamento do AMe com
losartana causou facilitacdo da resposta de taquicardia durante a sessdo aguda de restri¢do, na
qual permaneceu ao longo do periodo de recuperagdo, quando comparado ao grupo agudo
veiculo (P < 0,05) (Figura 13). Em relagdo a temperatura cutanea da cauda, os animais que
foram submetidos ao ERR e receberam veiculo no AMe tiveram uma reducdo maior da TCC,
que permaneceu ao longo do periodo de recuperacdo, quando comparado ao grupo agudo
veiculo (P <0,05) (Figura 13).

PD123319 - A analise das curvas temporais de variagdo da FC nos animais tratados com
PD123319 (antagonista seletivo do receptor AT,, 5nmol/100nL) no AMe n&o indicou efeito do
estresse (F (1,22) = 3,84; P > 0,05) e do tratamento (F (1,22) = 0,02; P > 0,05), mas houve interagdo
entre estresse e tratamento (F (1,22)=5,06; P < 0,05). Além disso, os resultados mostraram que
houve efeito do tempo (F (5, 1430) = 23,14; P < 0,05), interacéo entre tempo e estresse (F (es, 1430
=1,53; P < 0,05) e interacdo entre tempo e tratamento (F (s, 1430) = 2,70 P < 0,05). Entretanto,
a analise ndo indicou interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (es, 1430) = 1,09; P > 0,05).

A andlise das curvas temporais de variacdo da PAM indicou efeito do estresse (F (1,22
= 6,09; P < 0,05) e interacdo entre estresse e tratamento (F (122) = 4,87; P < 0,05), mas sem
efeito do tratamento (F (122) = 4,27; P > 0,05). Além disso, os resultados indicaram efeito do
tempo (F s, 1430) = 30,44; P < 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (s, 1430) = 1,94; P < 0,05)
e interagdo entre tempo e tratamento (F (s, 1430) = 1,89; P < 0,05). Entretanto, ndo houve
interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (65, 1430) = 1,90; P < 0,05).

A analise das curvas temporais de variacdo da temperatura cutanea da cauda indicou
efeito do estresse (F (1,22) = 5,50; P < 0,05) e interag&o entre estresse e tratamento (F (1,22) = 6,40;
P < 0,05), mas sem efeito do tratamento (F (1,22) = 0,36; P > 0,05). Alem disso, os resultados
indicaram efeito do tempo (F (14, 308) = 41,30; P < 0,05) e interagdo entre tempo e estresse (F (14,
308) = 1,82; P < 0,05), porém sem interacao entre tempo e tratamento (F (14, 308) = 0,90; P > 0,05)
e interagdo entre tempo, estresse e tratamento (F (14, 308) = 1,69; P > 0,05).

As andlises de comparacGes do teste post-hoc revelou que a microinjecdo de
PD123319 no AMe reduziu o aumento da PAM durante a sessdo aguda de estresse, quando
comparado ao grupo agudo veiculo, e esse efeito permaneceu ao longo do periodo de

recuperacdo (P < 0,05) (Figura 13). Em relagdo a FC, a microinje¢do de PD123319 no AMe
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no grupo ERR facilitou a resposta de taquicardia, quando comparado ao grupo ERR veiculo (P
<0,05) (Figura 13). Além disso, o grupo agudo tratado com PD123319 apresentou recuperacao
mais rapida da respostas de taquicardia durnate o periodo de recuperacéo, quando comparado
ao grupo agudo veiculo (P < 0,05) (Figura 13). Em relacdo a temperatura cutanea da cauda, 0s
animais que receberam PD123319 apresentaram uma reducdo maior da temperatura cutanea da
cauda durante o periodo de estresse da sessdo aguda, e esse efeito permaneceu ao longo do
periodo de recuperacdo, quando comparado ao grupo agudo veiculo (P < 0,05) (Figura 13).
Além disso, os animais que foram submetidos ao ERR e receberam veiculo no AMe tiveram

uma reducdo maior da TCC quando comparado ao grupo agudo veiculo (P < 0,05).
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Figura 14: Avaliagdo do envolvimento da neurotransmissdo da angiotensina 1-7 no AMe nas respostas
cardiovasculares desencadeadas pelo estresse de restricdo. Curvas temporais de variagdo da presséo
arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura cutdnea da cauda (TCC) durante uma
sessdo aguda ou a 10° sessdo (ERR) de 60 minutos de estresse de restri¢cdo e 60 minutos de recuperagéo
em animais tratados com angiotensina 1-7 (Ang 1- 7, 0,05nmol/100nL), A-779 (antagonista do receptor
Mas, 0,1nmol/100nL) ou veiculo no AMe. # P<0,05 agudo droga vs agudo veiculo indicando efeito
durante todo o periodo de estresse e recuperagdo, * P<0,05 RRS droga vs RRS veiculo, $ P<0,05 agudo
veiculo vs ERR veiculo. ANOVA trifatorial acompanhado do teste post-hoc de Bonferroni.
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Angiotensina 1-7 - A analise das curvas temporais de variagdo da FC nos animais tratados com
Ang 1-7 (0,05nmol/100nL) n&o indicou efeito do estresse (F (1,24) = 0,02; P > 0,05) e interacdo

entre estresse e tratamento (F (1,24) = 0,04; P > 0,05), porém indicou efeito do tratamento (F (1,24
= 12,84; P < 0,05). Além disso, os resultados revelaram efeito do tempo (F (s, 1560) = 28,84; P
< 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (s, 1560) = 3,64; P < 0,05), interacéo entre tempo e
tratametno (F s, 1560) = 3,30 P < 0,05) e interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (s, 1560)
=1,54; P <0,05).

A andlise das curvas temporais de variacdo da PAM ndo indicou efeito do estresse (F
@24y = 0,01; P > 0,05), do tratamento (F 1,24y = 0,01; P > 0,05) ou interacéo entre estresse e
tratamento (F (1,24) = 0,09; P > 0,05). Entretanto, os resultados indicaram efeito do tempo (F (s,
1560) = 32,36; P < 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (5, 1560) = 2,06; P < 0,05) e interacédo
tempo e tratamento (F (s, 1560) = 1,45; P < 0,05); porém sem interacdo entre tempo, estresse e
tratamento (F (es, 1560) = 1,24; P > 0,05).

A analise das curvas temporais de variacdo da temperatura cutanea da cauda indiciou
efeito do estresse (F (1,24) = 17,94; P < 0,05), mas sem efeito do tratamento (F (1,24) = 1,20; P >
0,05) e interacdo entre estresse e tratamento (F (124) = 0,03; P > 0,05). Além disso, os resultados
indicaram efeito do tempo (F (4, 336) = 32,30; P < 0,05), interacdo entre tempo e estresse (F (4,
336) = 3,08; P < 0,05) e interacdo entre tempo e tratamento (F (14,336) = 1,84; P < 0,05); porém
sem interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (14, 336y = 0,63; P > 0,05).

As analises de comparacdes do teste post-hoc revelou que na FC que a microinjecéao
de Ang 1-7 no AMe causou facilitacdo da resposta de taquicardia durante a sessdo aguda, que
permaneceu ao longo do periodo de recuperacdo, quando comparado ao grupo agudo veiculo
(P < 0,05) (Figura 14). Os animais do grupo ERR que receberam a microinjecdo de Ang 1-7
também tiveram uma facilitacdo da resposta de taquicardia (P < 0,05) (Figura 14). Em relacédo
a temperatura cutanea da cauda, os animais que foram submetidos ao ERR e receberam veiculo
tiveram uma reducdo maior da TCC durante a 10* sessdo de estresse por restricdo, que
permaneceu ao longo do periodo de recuperacdo, quando comparado ao grupo agudo veiculo
(P <0,05) (Figura 14).

A-779 - A andlise das curvas temporais de variacdo da FC nos animais tratados com A-779
(antagonista seletivo do receptor Mas, 0,1nmol/100nL) indicou efeito do estresse (F (1,24) = 8,89;
P < 0,05) e interagdo entre estresse e tratamento (F (124) = 11,37; P < 0,05), porém sem efeito

do tratamento (F 1,24y = 2,77; P > 0,05). Além disso, os resultados indicaram efeito do tempo
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(F (5, 1560) = 25,71; P < 0,05), interagédo entre tempo e estresse (F (s, 1560) = 1,43; P < 0,05),
interacdo entre tempo e tratamento (F (5, 1560) = 1,43 P < 0,05) e interacdo entre tempo, estresse
e tratamento (F (es, 1560) = 1,31; P < 0,05).

A andlise das curvas temporais de variacdo da PAM ndo indicou efeito do estresse (F
@24y = 0,03; P > 0,05), do tratamento (F (124)= 1,59; P > 0,05) ou interagdo entre estresse e
tratamento (F (124) = 0,01; P > 0,05). Entretanto, a analise indicou efeito do tempo (F (s, 1560) =
32,35; P < 0,05), interacéo entre tempo e estresse (F (s, 1560) = 1,98; P < 0,05) e interacéo entre
tempo, estresse e A-779 (F (s, 1560) = 1,64; P < 0,05); mas sem interacdo entre tempo e
tratamento (F (es, 1560) = 1,05; P > 0,05).

A andlise das curvas temporais de variacdo da temperatura cutdnea da cauda indicou
efeito do estresse (F (1,24) = 9,84; P < 0,05), mas sem efeito do tratamento (F 1,24) = 1,77; P >
0,05) e interagdo entre estresse e tratamento (F (124) = 0,04; P > 0,05). Além disso, a analise
indicou efeito do tempo (F (14, 336) = 24,87; P < 0,05) e interacdo entre tempo e estresse (F (14,
336) = 1,85; P < 0,05), mas sem interagdo entre tempo e tratametno (F (14,336 = 1,68; P > 0,05) e
interacdo entre tempo, estresse e tratamento (F (14,336) = 0,80; P > 0,05).

As andlises de comparacdes do teste post-hoc revelou que a microinjecdo de A-779 no
AMe atenuou a resposta de taquicardia durante a sessdao aguda de estresse, que permaneceu ao
longo do periodo de recuperacédo, quando comparado ao grupo agudo veiculo (P <0,05) (Figura
14). Em relacdo a temperatura cutanea da cauda, os animais que foram submetidos ao ERR e
receberam veiculo tiveram uma redugdo maior da TCC, que permaneceu ao longo do periodo

de recuperacdo, quando comparado ao grupo agudo veiculo (P < 0,05) (Figura 14).
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5.3.1. Estudo do envolvimento das neurotransmissoes angiotensina Il/receptores AT e
AT> e angiotensina 1-7/receptor Mas no AMe na resposta ansiogéncia ap0s uma sessao

aguda ou a 10° sessdo de estresse de restricao
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= Angll =1 Angll

[ Naive B Losartana 1 Ang1-7 [J Naive B Losartana 3 Ang1-7
Il Veiculo mm PD123319 Il A-779 Hl Veiculo mm PD123319 Hl A-779
40- 60+
1 1 i T, T
_ 301 i Q T
g 1 & < 40 T .
N 7)) * 5
) © @
Q. 204 ©
5 1 B g
[ = 20
10- w
0- 0
pos-restrigdao pos-restrigao pos-restricao pos-restrigao
Agudo ERR Agudo ERR
Bracos fechados Centro
Ang Il
[ Naive g f:ga::'tana — Ang1-7 1 Naive S L:gartana = Ang1-7
Em Veiculo mm A-779 El Veiculo B A-779
Hm PD123319 B PD123319
201 150+
@
15 .
g ®, 1001
T o
S 104 <1
£ 5
w 50
5.
0- 0
pos-restricao pos-restricao pos-restricdao pos-restricao
Agudo ERR Agudo ERR

Figura 15: Avaliagdo do envolvimento das neurotransmissdes angiotensinérgicas do AMe na resposta
ansiogénica desencadeada pelo estresse de restricdo. Parametros comportamentais avaliados durante a
explorag&o do labirinto em cruz elevado (LCE) por cinco minutos em animais ndo-estressados (naive)
e cinco minutos ap6s uma sessdo aguda ou a 10° sessdo (ERR) de 60 minutos de estresse de restri¢do
em animais tratados com angiotensina Il (Ang Il, 0,05nmol/100nL), losartana (antagonista seletivo do
receptor ATi, 1nmol/100nL), PD123319 (antagonista seletivo do receptor AT, 5nmol/100nL),
angiotensina 1-7 (Ang 1- 7, 0,05nmol/100nL), A-779 (antagonista do receptor Mas, 0,2nmol/100nL) ou
veiculo (salina, 100nL) no AMe. O grupo “ERR — controle” foi exposto a 9 sessdes de estresse de
restri¢do, mas ndo foi estressado no dia de avaliagdo comportamental no LCE. * P<0,05 vs grupo naive;
# P<0,05 vs grupo veiculo, @ P<0,05 vs respectivo grupo agudo. ANOVA bifatorial acompanhado do
pos-teste de Bonferroni.
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Com relacdo a avaliagdo de comportamentos relacionados a ansiedade no labirinto em
cruz elevado (LCE) (Figura 15), a andlise do percentual de tempo de exploragdo dos bragcos
abertos indicou efeito do estresse (F (1, 120) = 26,93; P < 0,05), tratamento (F (g, 129) = 10,66; P <
0,05) e interac&o entre estresse e tratamento (F (, 1209) = 4,50; P < 0,05). A anélise do percentual
de entradas nos bracos abertos também indicou efeito do estresse (F (1, 120y = 52,93; P < 0,05),
tratamento (F (s, 120) = 10,87; P < 0,05) e interacdo entre estresse e tratamento (F , 129) = 2,20; P
< 0,05). A andlise post-hoc revelou que a exposicdo ao estresse de restricdo diminuiu a
exploracdo dos bragos abertos do LCE (i.e., efeito ansiogénico) nos animais tratados com
veiculo (P < 0,05), e esse efeito ansiogénico foi inibido pelo tratamento do AMe com
angiotensina Il (P < 0,05), losartana (P < 0,05) ou angiotensina 1-7 (P < 0,05). O tratamento do
AMe com PD123319 ou A-779 ndo afetaram a resposta ansiogénica induzida pela sessao aguda
de restrigéo (P > 0,05) (Figura 15). Nos animais expostos ao ERR, nos identificamos um efeito
ansiogénico da exposicao repetida ao estresse de restricdo 24 horas apos a Ultima sessdo (P <
0,05) (Figura 15, grupo ERR - controle), em relagdo ao grupo naive. Entretanto, a analise do
comportamento no LCE 5 minutos ap6s a 10° sessdo de restricdo em animais tratados com
veiculo no AMe ndo revelou efeito ansiogénico em relacdo ao grupo ERR — naive (P > 0,05)
(Figura 15, grupos ERR). Além disso, n6s ndo identificamos nenhum efeito dos tratamentos
farmacologicos nos comportamentos avaliados no LCE dos animais ERR (P > 0,05) (Figura
15).

Em relacdo ao numero de entrada nos bragos fechados, a analise indicou efeito do
estresse (F (1,1209) = 61,64; P < 0,05) e interacdo entre estresse e tratamento (F (, 129) = 2,59; P <
0,05), mas sem efeito do tratamento (F ¢ 1299 = 164; P < 0,05).
A andlise post-hoc revelou que a exposi¢cdo ao ERR aumento a exploracéo dos bracos fechados
do LCE no grupo tratado com veiculo (P < 0,05), quando comparado ao respetivo grupo agudo
(Figura 15).

A analise do tempo de permanéncia no centro do LCE ndo indicou efeito do estresse
(F (1,120) = 61,64; P > 1,00), do tratamento (F (s, 1209) = 61,64; P >1,00) ou interacdo entre estresse
e tratamento (F (6, 120) = 1,11; P > 0,05) (Figura 15).

63



5.4. Efeito da exposicao repetida ao estresse de restricdo sobre os niveis proteicos dos
receptores ATy e Mas

Os resultados dos niveis proteicos dos receptores AT e Mas no AMe de animais
controle e submetidos ao ERR sdo mostrados na Figura 16. Fotos representativas das
membranas do Western Blotting séo apresentados na Figura 17.

Em relacdo ao receptor AT: (Figura 16A), a exposicdo ao ERR aumentou
significativamente os niveis proteicos desse receptor no AMe, quando comparado com o grupo
controle (t=2,98; P = 0,008). De maneira contraria, a expressao do receptor Mas (Figura 16B)

foi reduzida pelo ERR, quando comparada com os animais controle (t= 2,18; P = 0,042).
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Figura 16: Percentual de expressdo de receptores AT1 e Mas em animais controle e submetidos ao
estresse de restricdo repetido (ERR) . (A) expressao do receptor AT1. (B) Expressdo do receptor Mas.
Os animais foram submetidos ao ERR por 1 hora por 10 dias consecutivos. Animais controle
permaneceram em suas caixas moradia pelos 10 dias. As barras representam a média + EPM. * P<0,05,
teste t de Student.
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Figura 17: MarcacOes representativas da analise de Western Blotting do receptor AT: e Mas obtida de
animal controle e submetido ao ERR (estresse). (A) membrana do receptor AT1. (B) Membrana do
receptor Mas.
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6. DISCUSSAO

6.1. Papel dos receptores angiotensinérgicos no AMe nas alteracbes da funcéo
cardiovascular e da atividade barorreflexa induzidas pelo estresse de restri¢céo repetido
(ERR)

Antes da avaliacdo do envolvimento das neurotransmissdes angiotensinérgica do AMe
nas alteragdes cardiovasculares e na atividade barorreflexa induzidas pelo ERR, nos realizamos
experimentos para caracterizacao do papel dos receptores angiotensinérgicos presentes no AMe
no controle da atividade barorreflexa. Os resultados obtidos constituem a primeira evidéncia de
um envolvimento de mecanismos angiotensinérgicos no AMe no controle das respostas
barorreflexas. De fato, a analise da fungdo barorreflexa pela abordagem farmacolégica indicou
uma influéncia inibitoria do receptor AT> no AMe na resposta de taquicardia observada durante
a diminuicdo da pressdo arterial, enquanto o receptor Mas no AMe desempenhou um papel
facilitatorio tanto na taquicardia reflexa quanto na redugdo da FC evocada pelo aumento da
pressdo arterial. O papel oposto dos receptores AT, (inibitorio) e Mas (facilitatorio) na fungéo
barorreflexa foi também evidenciado pelo IEB obtido no método de analise de sequéncia da
funcdo barorreflexa. Nem a abordagem farmacologica nem o método de analise de sequéncia
da atividade barorreflexa indicaram um papel do receptor AT: no AMe nas respostas
barorreflexas.

Com relacdo ao experimento que avaliou o envolvimento dos receptores
angiotensinérgicos presentes no AMe nas alteracfes cardiovasculares induzidas pelo ERR, a
analise da funcdo barorreflexa via abordagem farmacoldgica indicou que 0 ERR melhorou a
taquicardia reflexa em resposta a diminuicdo da pressdo arterial, como evidenciado pela
diferenca entre os grupos controle e RRS tratados com veiculo no AMe. Essa alteracdo causada
pelo ERR néo foi identificada nos animais que receberam losartana no AMe, o que indica um
envolvimento dos receptores AT1 no AMe. A microinjecdo do antagonista seletivo do receptor
AT, (PD123319) ou do antagonista do receptor Mas (A-779) no AMe néo afetou a alteragdo de
taquicardia barorreflexa evocada pelo ERR. Além disso, a microinjecdo de PD123319 no AMe
aumentou a resposta taquicardica reflexa nos animais controle e ERR, indicando uma influéncia
inibitoria do receptor AT2 no AMe nessa resposta reflexa, que € independente da exposi¢éo ao
estresse. A andlise da funcéo barorreflexa usando a técnica de analise de sequéncia indicou um
comprometimento da funcéo barorreflexa que néo foi afetada pelos tratamentos farmacoldgicos
no AMe com os antagonistas dos receptores angiotensinérgicos. No entanto, a microinjecdo de

PD123319 no AMe aumentou a IEB em animais controle, reforgando os dados da abordagem
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farmacoldgica, indicando um papel inibitério do receptor AT> no AMe na funcdo barorreflexa.
Os dados também indicaram que ERR aumentou a presséo arterial basal, mas esse efeito ndo
foi afetado pelos tratamentos farmacol6gicos no AMe.

6.1.1. Papel dos receptores angiotensinérgicos no AMe no controle da funcdo barorreflexa

Dados anteriores identificaram que a inibicdo aguda do AMe causada pelo tratamento
local com o bloqueador sinaptico ndo-seletivo CoCl, aumentou a resposta bradicardica reflexa
durante aumentos na pressao arterial causada pela infusao i.v. de fenilefrina, porém sem alterar
a taquicardia reflexa durante diminuigdes da presséo arterial causadas pela infuséo i.v. de NPS
(FORTALEZA et al., 2015). Esses resultados indicaram um papel inibitério do AMe na
resposta reflexa da FC durante aumentos da presséo arterial (FORTALEZA et al., 2015). Nesse
sentido, o papel facilitatorio do receptor Mas no AMe identificado no presente estudo na
bradicardia reflexa indica que esse receptor age modulando a ag&o de outros neurotransmissores
que medeiam o controle inibitorio dessa resposta reflexa pelo AMe. Assim, estudos prévios
identificaram que a microinjecdo de glutamato e GABA no AMe diminuiu o ganho do
barorreflexo (NECKEL et al., 2012), o que indica que o receptor Mas pode atuar modulando a
acdo desses neurotransmissores no AMe durante aumentos da presséo arterial.

Em relacdo a taquicardia reflexa causada pela diminuicdo da presséo arterial, embora
0 bloqueio sinaptico ndo-seletivo causado pelo tratamento do AMe com CoCl; ndo tenha
alterado essa resposta (FORTALEZA et al., 2015), identificamos que o tratamento local do
AMe com antagonistas dos receptores AT, ou Mas afetou essa resposta barorreflexa. Uma
explicacdo para a discrepancia pode ser a presenca de mecanismos neuroquimicos facilitatorios
e inibitérios no AMe que controlam as respostas reflexas durante diminuicdes da pressao
arterial, de modo que o bloqueio nédo-seletivo causado pelo CoCl; ndo é capaz de revelar o papel
especifico dos diferentes mecanismos locais. Os nossos achados indicando papel oposto do
receptor AT (inibitorio) e Mas (facilitador) na resposta de FC durante a diminuicdo da presséo
arterial suporta essa ideia. Nossos dados sdo ainda suportados por evidéncias anteriores de uma
influéncia inibitoria da neurotransmissdao GABAérgica local no AMe na resposta taquicardica
reflexa evocada pela diminuicdo da pressdo arterial (NECKEL et al., 2012).

Expresséo dos receptores AT e Mas foi identificada no AMe (BECKER et al., 2007;
FREUND; WALTHER; VON BOHLEN UND HALBACH, 2012; LENKEI et al., 1997;
LYNCH; HAWELU-JOHNSON; GUYENET, 1987; VON BOHLEN UND HALBACH,

2005), o que suporta os presentes achados. Embora estudos prévios que realizaram a
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microinjecao intracerebroventricular de agonistas e antagonistas seletivos dos receptores ATz e
Mas evidenciaram que ambos 0s receptores angiotensinérgicos exercem uma influéncia
facilitatéria na funcdo barorreflexa (ABDULLA; JOHNS, 2014; BRITTO et al., 1997;
CAMPAGNOLE-SANTOS et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1996), nossos achados indicam que
0 receptor AT. no AMe inibe as respostas barorreflexas. No entanto, nossos achados estéo de
acordo com evidéncias anteriores que indicaram um papel inibitério na funcdo barorreflexa do
receptor AT, em estruturas do tronco cerebral (LIN; CHAN; CHAN, 1997; LUOH; CHAN,
1998), o que indica que o controle da funcdo barorreflexa pelo receptores de angiotensina é
sitio-especifico. Em relacdo aos mecanismos locais relacionados ao papel oposto do receptor
AT, e Mas no AMe no controle da funcdo barorreflexa, a ativagdo do receptor AT> pela Angll
pode causar aumento e diminuigdo na taxa de disparo de neurdnios na amidala, e o efeito
inibitério parece ser mediado pela ativacdo da neurotransmissdo GABAergica local
(ALBRECHT; NITSCHKE; VON BOHLEN UND HALBACH, 2000). Tanto aumento quanto
diminuicao na taxa de disparo de neurdnios foram também relatados ap0s a ativagéo do receptor
Mas no prosencéfalo e em regides do tronco cerebral controlando a funcdo cardiovascular
(BARNES; KNOWLES; FERRARIO, 1990; FELIX et al., 1991; XING et al., 2012). Nesse
sentido, embora os efeitos dos receptores AT, e Mas na atividade de neurénios no AMe nunca
tenham sido avaliados, uma possibilidade de explicacdo para os diferentes papéis desses
receptores no controle das respostas barorreflexas pode ser que eles tenham efeitos opostos nos
neurdnios AMe envolvidos no controle da atividade barorreflexa. Além disso, a Ang (1-7) tem
sido relatada como um neuromodulador, de modo que os efeitos via receptor Mas sdo
frequentemente mediados pela modulacdo na liberacdo e acdo de outros neurotransmissores
(GIRONACCI et al., 2013). Portanto, outra possibilidade para os diferentes papéis dos
receptores AT, e Mas no controle do barorreflexo é a interagdo com outros mecanismos
neuroquimicos locais no AMe. De qualquer forma, os mecanismos locais relacionados ao papel
oposto dos receptores AT» e Mas no controle da funcéo barorreflexa necessitam de mais estudos
para serem elucidados.

A resposta bradicardica do barorreflexa é predominantemente mediada pela
estimulacdo parassimpatica cardiaca, enquanto a resposta taquicardica reflexa durante
diminuicao da pressdo arterial esta relacionada principalmente a ativacdo da atividade simpatica
cardiaca (CRESTANI et al., 2008, 2010a; GLICK; BRAUNWALD; LEWIS, 1965;
SULLEBARGER et al., 1990). Assim, a influéncia inibitéria do receptor AT, no AMe na

resposta taquicardica reflexa pode ser mediada pela inibigdo de vias facilitatérias ou ativagédo
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de projec0es inibitorias para neurdnios pré-motores simpéticos, enquanto mecanismos opostos
medeiam a influéncia facilitatéria do receptor Mas. Além disso, a influéncia facilitatéria do
receptor Mas na resposta bradicardica ao aumento da pressao arterial pode ser mediada tanto
pela ativacdo de vias facilitatorias quanto pela inibicdo de projecfes inibitdrias para os
neurdnios parassimpaticos bulbares. No entanto, 0 AMe ndo possui projecOes diretas para
estruturas bulbares e hipotalamicas envolvidas no controle tonico da atividade autonémica
(MYERS, 2017; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Nesse sentido, foi proposto que o controle
da funcéo cardiovascular e da atividade autondmica pelo AMe seja mediado por projecdes para
a area pré-Optica mediana (APOm), o hipotalamo posterior (HP) e o nucleo leito da estria
terminal (NLET); que por sua vez projetam-se para neurdnios efetores autbnomos no tronco
cerebral e na coluna intermediolateral (IML) (MYERS, 2017). Assim, o controle da funcéo
barorreflexa pela neurotransmissdo angiotensinérgica no AMe esta possivelmente relacionado
a conexdes indiretas com estruturas do tronco cerebral e IML (MYERS, 2017; ULRICH-LAI,
HERMAN, 2009). De acordo, estruturas que recebem projeces do AMe, como a APOm, o
NLET e o HP, foram descritas como parte do circuito central envolvido nas respostas
barorreflexas (BAUER et al., 1988; CRESTANI et al., 2006, 2008; INUI et al., 1995).

N&o foram identificados efeitos da administracdo intra-AMe dos antagonistas dos
receptores angiotensinergicos nos valores basais de pressdo arterial ou FC. Nossos achados
estdo de acordo com evidéncias anteriores de que a microinjecao bilateral de antagonistas dos
receptores noradrenérgicos e colinérgicos no AMe ndo afetou os parametros cardiovasculares
basais (FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a, 2012b; FORTALEZA; TAVARES;
CORREA, 2009). Mesmo a inibi¢do ndo-seletiva do AMe via tratamento local com CoCl, ou
muscimol ndo afetou os valores cardiovasculares basais (FORTALEZA et al., 2015;
FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009; KUBO et al., 2004). Assim, apesar da evidéncia
do AMe como parte do circuito central envolvido no controle de respostas cardiovasculares a
ameacas aversivas (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009; KUBO et al., 2004) e
respostas barorreflexas (FORTALEZA et al., 2015; NECKEL et al., 2012; QUAGLIOTTO et
al., 2008, 2014), o AMe parece ndo estar envolvido na manutencao tdnica da pressao arterial e
da FC.
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6.1.2. Efeitos do tratamento farmacoldégico no AMe com antagonistas dos receptores

angiotensinérgicos na funcdo cardiovascular e atividade barorreflexa de animais submetidos
ao ERR

Estudos mostraram aumento dos valores da presséo arterial basal, sem alteragdes na
FC, emroedores ap0s exposicdo a protocolos de ERR (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2012,
2015; DAUBERT etal., 2012; DUARTE et al., 2015; HABIB et al., 2015; YANG et al., 2014).

Embora haja alguma inconsisténcia na literatura (ver revisdo, (CRESTANI, 2016;

NALIVAIKO, 2011)), os estudos acima mencionados apoiam 0 aumento da presséo arterial
identificada no presente estudo em animais submetidos ao ERR. Os resultados aqui relatados
também estdo em linha com evidéncias anteriores de que a exposicdo a protocolos de ERR
interfere na atividade barorreflexa (CONTI et al., 2001; COSTA-FERREIRA et al., 2016;
DUARTE et al., 2015; FIRMINO et al., 2019; PORTER et al., 2004). De fato, o aumento da
taquicardia reflexa causada por diminuigédo da pressdo arterial identificado no presente estudo
em ratos submetidos ao ERR corrobora com evidéncias anteriores de que o ERR aumenta as
respostas de FC mediadas por barorreflexo (CONTI et al., 2001; DUARTE et al., 2015;
FIRMINO et al., 2019; VIEIRA et al., 2018). Respostas taquicardicas exacerbadas tém sido
propostas como um importante fator de risco para infarto agudo do miocéardio, o que pode levar
a morte (DYER et al.,, 1980; PALATINI; JULIUS, 1997). A facilitagdo das respostas
taquicardicas pode estar relacionada a hiper-responsividade simpatica ou ao prejuizo no
controle parassimpatico cardiaco, que sao alteracdes consideradas como mau prognastico para
doencas cardiovasculares (GRASSI et al., 2004). Portanto, como elevagdes a longo prazo da
pressdo arterial tdo baixas como 5 mmHg ja estdo associadas ao aumento do risco de acidente
vascular cerebral e doencas cardiacas (COLLINS et al., 1990), as alteracdes da pressao arterial
e do barorreflexo evocadas pelo ERR podem ser consideradas fatores de risco importantes para
a morbidade e mortalidade cardiovascular.

Ao contrario da facilitacdo das respostas barorreflexas identificadas pela abordagem
farmacoldgica, a analise da funcdo barorreflexa usando a técnica de analise de sequéncia
indicou um comprometimento nesse controle reflexo em animais submetidos ao ERR. Nossos
achados corroboram com evidéncias anteriores de que o estresse cronico afeta diferentemente
as respostas barorreflexas evocadas durante variacbes espontdneas e alteracdes mais
pronunciadas da pressdo arterial (ALMEIDA et al., 2015; COSTA-FERREIRA et al., 2016;
FIRMINO et al., 2019). Além disso, embora algumas evidéncias tenha indicaco que o ERR néo

tenha afetado a atividade barorreflexa avaliada pelo método de sequéncia (COSTA-FERREIRA
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etal., 2016; DAUBERT et al., 2012; DUARTE; PLANETA; CRESTANI, 2015), os resultados
documentados aqui estdo em linha com trabalhos recentes que relatam que o ERR diminuiu o
ganho do barorreflexo espontaneo (Firmino et al., 2019). As diferencas no efeito do ERR na
funcdo barorreflexa avaliada pela abordagem farmacoldgica (isto é, facilitacdo) versus método
de sequéncia (isto €, comprometimento) sdo também suportados por evidéncias reportadas
recentemente (FIRMINO et al., 2019), e podem ser explicadas pela possibilidade de que
diferentes redes neurais regulam as respostas cardiacas reflexas dentro da faixa estreita de
variacOes fisioldgicas e durante variagdes mais pronunciadas da pressdo arterial (CRESTANI,
2016). Os resultados do presente estudo fornecem novas evidéncias em apoio a essa ideia (veja
a discussao abaixo).

Estudos anteriores demonstraram que o0 tratamento intracerebroventricular ou
sisttmico (intraperitoneal) com losartana (antagonista do receptor AT:) impediu
completamente as alteragcdes barorreflexas evocadas pelo ERR (COSTA-FERREIRA et al.,
2016; PORTER et al., 2004). Os achados relatados no presente estudo fornecem evidéncias do
AMe como um sitio cerebral no qual a angiotensina Il ativa os receptores AT para alterar a
funcdo barorreflexa em animais submetidos ao ERR. Curiosamente, estudos anteriores
indicaram um papel do AMe na rede central que controla a fungéo barorreflexa (FORTALEZA
et al., 2015), e os nossos dados em animais nao-estressados indicaram que esse controle pelo
AMe é mediado pela ativacdo de receptores locais AT, e Mas. De fato, nds observamos no
protocolo anterior (ver discussdo acima) que o tratamento do AMe de ratos ndo estressados
com o losartana nao afetou a funcéo barorreflexa avaliada pela abordagem farmacoldgica ou
pela técnica de andlise de sequéncia. Em conjunto com os dados obtidos no presente protocolo,
parece que a exposicdo ao ERR induz a expressdo de receptores AT: em neurdnios da AMe
envolvidos na rede central que controla a funcdo barorreflexa, o que, por sua vez, facilita as
respostas barorreflexas. Essa ideia é suportada pelos nosso achados de aumento na expressao
do receptor AT1 no AMe em animais expostos ao ERR. Esses resultados sdo suportados por
evidéncias anteriores de que a exposicdo ao ERR aumenta expressdo de receptor AT: em
estruturas do tronco cerebral que controlam a funcdo cardiovascular, bem como no nucleo
paraventricular hipotalamico, eminéncia mediana e érgdo subfornical (LEONG et al., 2002;
MCDOUGALL et al., 2000b). Este aumento na expressao do receptor AT1 pode ser mediado
pela ativacdo de receptores glicocorticoides (CASTREN; SAAVEDRA, 1989; GUO et al.,
1995).
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E interessante notar que embora nossos resultados indiquem um papel dos receptores
AT1 no AMe nas mudangas das respostas reflexas da FC durante a varia¢do da pressao arterial
(ou seja, resultados da abordagem farmacoldgica), o comprometimento das respostas reflexas
durante uma faixa estreita de variagdes fisioldgicas da pressdo arterial (isto é, dados do método
de sequéncia) parece ser independente dos receptores angiotensinérgicos no AMe. Em conjunto
com evidéncias do protocolo anterior de que o tratamento com losartana no AMe néo afetou o
ganho espontaneo do barorreflexo em ratos ndo estressados, os achados desse estudo fornecem
evidéncias adicionais de que a auséncia da influéncia do receptor AT: no AMe nas respostas
reflexas durante as alteracfes espontanea da pressao arterial sdo independentes do estresse.
Como afirmado acima, o impacto diferente do ERR na funcdo barorreflexa avaliada pela
abordagem farmacologica e o método de sequéncia indicam que diferentes circuitos medeiam
as respostas reflexas durante variagdes espontaneas e alteracbes mais pronunciadas da pressdo
arterial. Nesse sentido, a evidéncia de que os receptores AT:1 no AMe estdo envolvidos
seletivamente na alteracdo evocada pelo ERR nas respostas reflexas durante alteracfes
pronunciadas da pressao arterial fornece mais evidéncias de diferentes vias centrais que
medeiam as respostas reflexas avaliadas pela abordagem farmacoldgica e pelo método de
sequéncia (CRESTANI, 2016).

N&o identificamos o efeito do tratamento com antagonistas dos receptores
angiotensinérgicos no AMe nos parametros basais da pressao arterial ou FC. Os dados aqui
relatados sao suportados por evidéncias prévias de que a microinjecdo bilateral de antagonistas
dos receptores noradrenérgicos ou colinérgicos no AMe néo afetou a pressao arterial basal e os
valores de FC (FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a; FORTALEZA; SCOPINHO;
CORREA, 2012b; FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Mesmo a inibicio nio
seletiva no AMe evocada pelo tratamento local com CoCl2 ou muscimol ndo afetou os
parametros cardiovasculares basais (FORTALEZA et al., 2015; FORTALEZA; TAVARES;
CORREA, 2009; KUBO et al., 2004). Assim, 0 AMe parece ndo mediar a manutencao tbnica
da pressao arterial e da FC. Nesse sentido, o presente estudo fornece evidéncias adicionais de
gue mesmo alteracBes nos parametros cardiovasculares basais evocados por estressores
crénicos ndo sdo mediadas pelo AMe. Além disso, os resultados do presente estudo indicam
um papel do receptor AT: na facilitacdo das respostas taquicardicas reflexas evocadas pela
diminuicdo da pressdo arterial, mas ndo no aumento da pressdo arterial basal, o que sugere que
essas alteragOes ndo estdo relacionadas. No entanto, o aumento da presséo arterial pode estar

relacionado ao comprometimento da funcdo barorreflexa identificado durante alteragoes
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fisiologicas na presséo arterial. De fato, a diminuicdo da funcéo barorreflexa tem sido proposta
como um mecanismo fisiopatolgico proeminente da hipertensdo (GRASSI et al., 2006;
HONZIKOVA; FISER, 2009). No entanto, mais estudos si0 necessarios para abordar os
mecanismos relacionados as mudancas na pressao arterial e nas respostas barorreflexas durante

variagdes espontaneas da pressdo arterial.

6.2. Envolvimento de neurotransmissdes angiotensinérgicas do AMe no controle das
respostas cardiovasculares e ansiogénica durante uma sessdo aguda ou a 10° sessdo de
estresse de restrigdo

Os resultados desse protocolo objetivaram avaliar o0 envolvimento das
neurotransmissdes Ang Il/receptores AT: e AT, e Ang 1-7/receptor Mas nas respostas
cardiovasculares e ansiogénica durante uma sessdao aguda de estresse de restricdo, bem como
investigar se a exposigéo repetida prévia afeta o controle das cardiovasculares e ansiogénica a
esse estressor pelas neurotransmissdes angiotensinérgicas no AMe. Com relacgdo a investigacao
do envolvimento da neurotransmissdo da Ang Il do AMe no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse de restricdo, nds identificamos que a microinjecdo de Ang Il ou
losartana (antagonista seletivo do receptor AT1) no AMe aumentou a resposta de taquicardia
durante uma sessdo aguda de restricdo (Figura 13). De maneira interessante, nos néo
identificamos efeitos dos tratamentos farmacoldgicos do AMe com Ang Il ou losartana nas
respostas cardiovasculares durante a 10° sessao de restricdo (Figura 13). Devido a similaridade
de efeito dos tratamentos com Ang Il e losartana, nds decidimos investigar o papel do receptor
ATz no AMe. Assim, foi realizado a microinjecéo bilateral de PD123319 (antagonista seletivo
do receptor AT2) no AMe, no qual reduziu as respostas pressora e taquicardica durante a sessao
aguda de restricdo (Figura 13). Entretanto, o tratamento do AMe com o antagonista AT>
aumentou a resposta taquicardica na 10° sessdo de restricdo (Figura 13). Assim como
observado com os tratamentos com Ang Il e losartana na resposta taquicardica, o efeito do
PD123319 observado na resposta de pressao arterial dos animais estressados agudamente nao
foi observado na 10° sessdao de restricdo (Figura 13). Além disso, nossos resultados
evidenciaram gue durante a 10° sessdo de restricdo a resposta da temperatura cutanea da cauda
(TCC) foi maior comparado aos animais que passaram por uma sessao de estresse e receberam
veiculo (Figura 13), e a microinjecdo de PD123319 aumentou a resposta de reducédo da TCC

durante a sesséo de estresse de restricdo (Figura 13).
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Nossos achados mostram que ndo houve habituacdo da resposta de FC e presséo
arterial durante a 10? sesséo de estresse de restricdo em comparagdo com uma Unica sessao de
estresse. Esses dados estdo em linha com estudos anteriores em que a exposicdo repetida ao
mesmo estressor ndo causou habituacdo das respostas cardiovasculares (CONTI et al., 2001;
DAUBERT etal., 2012; MCDOUGALL et al., 2000a). Entretanto, observamos queda maior da
temperatura cutdnea da cauda durante a 10° sessdo de restricdo em relacdo aos animais
estressados agudamente. Do nosso conhecimento, esses sdo 0s primeiros dados a evidenciarem
facilitacdo da resposta de vasoconstriccdo cutdnea em um protocolo de estresse homotipico. De
fato, estudo recente do nosso laboratério ndo indicou alteracBes na resposta de temperatura
cutanea durante uma sessdo aguda e o 10° sess@o de restricdo (BENINI et al., 2019). Desse
modo, estudos futuros sdo necessarios para uma melhor caracterizagcdo dessa resposta e
investigacdo dos mecanismos e relevancia fisiologica.

Com relacédo aos tratamentos, estudos prévios identificaram que o bloqueio sinaptico
ndo-seletivo do AMe por meio do tratamento local com cloreto de cobalto (CoClz) promoveu
aumento da resposta taquicardica durante o estresse de restricdo, porém sem afetar a resposta
de aumento da presséo arterial (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Esses achados
evidenciaram um papel inibitério do AMe no controle da resposta de FC durante situacdes
aversivas (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Efeito semelhante sobre a resposta
taquicardica (isto é, facilitacdo) foi observado apos o tratamento local do AMe com antagonistas
de receptores colinérgicos muscarinicos ou antagonista seletivo de adrenoceptores a2 ou [
(FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a; FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA,
2012b; FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009), 0 que sugeriu um envolvimento das
neurotransmiss@es colinérgica e noradrenérgica no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse pelo AMe. Nesse sentido, os resultados de aumento da resposta de FC durante a sessao
aguda de estresse de restricdo agudo nos animais tratados com losartana reportados no presente
estudo fornecem novas evidéncias de que a neurotransmissao angiotensinérgica, agindo via
ativacdo do receptor ATz, também esta envolvida no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse pelo AMe.

De maneira inesperada, nos identificamos que o tratamento do AMe com losartana ou
Ang Il tiveram efeito similar sobre a resposta de FC ao estresse de restricdo agudo.
Considerando evidéncias de que a Ang Il tem afinidade 15 a 33 vezes maior pelo receptor AT»
em relagédo ao receptor AT: (BOSNYAK et al., 2011), bem como os dados indicando que o

receptor AT, € um mecanismo contra-regulatorio para os efeitos decorrentes do receptor AT;
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(DE GASPARO et al., 2000), nos hipotetizamos que o efeito identificado no presente estudo
apos o tratamento com Ang Il fosse mediado pela ativacdo do receptor AT,. Desse modo,
realizamos experimento no qual objetivou avaliar o papel do receptor AT, no AMe nas
respostas cardiovasculares ao estresse. Confirmando nossa hipétese, nds identificamos que o
tratamento do AMe com o0 antagonista do receptor AT, (PD123319) teve um efeito oposto ao
da Ang Il e da losartana, assim reduzindo a resposta de FC durante o estresse de restri¢do agudo.

De maneira interessante, o antagonista AT foi o Unico farmaco que afetou a resposta
de aumento da pressao arterial durante o estresse de restri¢cdo, bem como a queda da temperatura
cutanea da cauda. Esses achados séo suportados por dados anteriores que evidenciaram redugéo
na resposta de pressao arterial apds a inibicdo do AMe por meio do tratamento local com
muscimol (agonista do receptor GABAA) (KUBO et al., 2004). Dados anteriores indicaram o
envolvimento da neurotransmissdo histaminérgica local no controle da resposta de pressao
arterial ao estresse por restricdo pelo AMe (DE ALMEIDA et al., 2015). Outro aspecto a ser
levantado € que 0 aumento da resposta de reducdo da temperatura cutanea da cauda pode estar
relacionada a diminuicéo da resposta de pressao arterial pelo tratamento com PD123319. Desse
modo, nossos dados fornecem novas evidéncias ao indicar o envolvimento da neurotransmisséo
angiotensinérgica local, agindo via receptor ATz, no controle da resposta de presséo arterial e
temperatura cutanea pelo AMe.

Em relacdo aos dados obtidos durante a 10% sessdo de estresse de restricdo, nos
observamos que os efeitos do tratamento com Ang Il e losartana durante a sesséo aguda foram
abolidos ap0s a exposicao repetida ao agente estressor. A exposicao a 10 sessdes de estresse
de restricdo aumentou a expressdo do receptor AT: e reduziu os niveis proteicos do receptor
Mas (Figura 15). O aumento na expressdo do receptor AT contrasta com a observacdo de que
o efeito do tratamento com losartana identificado na sessdo agudo foi abolido na 10° sessdo de
restricdo. Em conjunto, esses dados indicam que o aumento na expressdo do receptor AT:
ocorreu possivelmente em uma populacdo de neurbnios diferentes daquelas envolvidas no
controle das respostas cardiovasculares durante o estresse. Desse modo, 0 aumento na expressao
do receptor AT deve estar relacionado com outras alteragGes decorrentes da exposicao repetida
ao estresse de restricdo. De fato, os dados apresentados na sesséo anterior fornecem evidéncias
de que esse aumento pode estar envolvido nas alteracdes da atividade do barorreflexo induzidas
pelo ERR. Assim, a auséncia de efeito do tratamento com losartana sobre as respostas
cardiovasculares durante a 10° sessdo de restricdo estd possivelmente relacionada com

alteracbes funcionais e/ou morfoldgicas que resultam em diminuicdo na excitabilidade dos
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neurdonios do AMe relacionados com o controle das respostas cardiovasculares durante o
estresse. Essa ideia é suportada pelo relato de diminuicdo na expressdo de sinaptofisina
(proteina de membrana vesicular sinaptica), o que indica reducdo em sinapses ativas, € na
densidade de espinhas dendriticas no AMe (BENNUR et al., 2007; GILABERT-JUAN et al.,
2011). Além disso, foi reportado redugdo no nimero de neurdnios ativos no AMe na 10° sesséo
de restricdo em relacdo a ativacdo apOs uma sessdo aguda (CHEN; HERBERT, 1995).
Entretanto, nds ndo podemos descartar a influéncia de uma diminuicao na expressao do receptor
AT, especificamente na populacdo de neurdnios envolvidas no controle das respostas
cardiovasculares durante o estresse. De qualquer modo, estudos futuros serdo necessarios para
elucidar esse mecanismo. Com relagcdo ao receptor AT, 0s experimentos para avaliagdo do
efeito da exposicao a 10 sessdes de ERR sobre a expressdo desse receptor ndo foram finalizados
e nos ainda ndo concluimos os ensaios de Western blotting.

A investigacdo do papel da neurotransmissao da Ang 1-7 (Figura 14) indicou que a
microinjecdo bilateral de A-779 (antagonista seletivo do receptor Mas) na AMe reduziu a
taquicardia durante a sessdo aguda de restricdo, ao passo que o tratamento com Ang 1-7
aumentou essa resposta. Nenhum efeito do tratamento do AMe com o A-779 foi identificado
na 10° sessdo de restricdo. Entretanto, assim como observado nos animais estressados
agudamente, a Ang 1-7 no AMe facilitou a resposta taquicardica na 10° sessdo de restricdo
(Figura 14). Nesse sentido, a inibicdo do efeito do tratamento do AMe com o antagonista do
receptor Mas sobre a resposta taquicardica ap0s a exposicao repetida prévia ao estresse de
restricdo pode estar relacionada com a diminuigdo na expressao do receptor Mas no AMe

Assim como observado com o tratamento com o antagonista AT, os dados obtidos
nos animais que receberam A-779 e Ang 1-7 no AMe evidenciaram um papel oposto do
receptor Mas (facilitatorio) em relacdo ao receptor AT (inibitorio) no controle da resposta de
FC ao estresse por restri¢cdo agudo. Assim como o receptor AT», o eixo ECA-2/angiotensina 1-
7/receptor Mas é proposto como um mecanismo contra-regulatério para os efeitos sobre as
respostas ao estresse decorrente da ativacao do receptor AT: pela Ang Il (FONTES; MARTINS
LIMA; SANTOS, 2016). Estudos anteriores reportaram atenuacdo da resposta de FC durante
estresse de restricdo apds o tratamento do AMe com antagonista de adrenoceptores a1 ou i
(FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a; FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA,
2012b), um efeito oposto a facilitacdo da resposta taquicardica observada ap6s o bloqueio
sinaptico nao-seletivo com CoCl, do AMe (FORTALEZA; TAVARES; CORREA, 2009). Em

conjunto, esses resultados forneceram evidéncias de mecanismos contra-regulatorios locais no
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AMe no controle das respostas cardiovasculares ao estresse. Desse modo, 0s receptores AT e
Mas parecem ndo constituir somente mecanismos que se opde especificamente aos efeitos do
receptor AT1, mas aparentemente a ativacdo deles parece ser parte de um mecanismo contra-
regulatério de controle das respostas ao estresse presente no AMe, no qual a neurotransmissdo
noradrenérgica também esta envolvida.

O SRA no sistema nervoso central € implicado como um neuromodulador que controla
a liberacéo de outros neurotransmissores (VEERASINGHAM; RAIZADA, 2003). De fato, foi
demonstrado um aumento pela Ang 11 (via ativagéo do receptor AT1) e diminuigéo pela Ang 1-
7 na liberacdo de noradrenalina central (GIRONACCI et al., 2013; STADLER et al., 1992).
Nesse sentido, os efeitos similares sobre a resposta taquicardica ao estresse de restricdo
reportados em estudos prévios apés o tratamento do AMe com antagonistas seletivos de
adrenoceptores a2 ou B2 (FORTALEZA; SCOPINHO; CORREA, 2012a; FORTALEZA;
SCOPINHO; CORREA, 2012b) em relacdo ao efeito observado no presente estudo com o
tratamento com losartana, bem como o papel oposto do receptor Mas, sugere que o controle
pelo receptor AT: e Mas pode ser mediado por uma modulagido da liberacdo local de
noradrenalina. Entretanto, estudos futuros sdo necessarios para investigar a possivel interacdo
entre esses mecanismos neuroquimicos no controle das respostas cardiovasculares ao estresse
pelo AMe.

Com relacdo a avaliacdo de comportamentos relacionados a ansiedade (Figura 15),
nos observamos que a exposicdo ao estresse de restricdo diminuiu a exploracdo dos bracos
abertos do labirinto em cruz elevado (LCE) (i.e., efeito ansiogénico) nos animais tratados com
veiculo, e esse efeito ansiogénico foi inibido pelo tratamento do AMe com Ang 1, losartana ou
Ang 1-7. O tratamento com PD123319 ou A-779 néo afetaram a resposta ansiogénica induzida
pela sessdo aguda de restricdo. Nos animais expostos ao ERR, nos identificamos um efeito
ansiogénico 24 horas apds a 9° sessao de restricdo (Figure 15, grupo ERR - controle), e a
analise do comportamento no LCE 5 minutos ap6s a 10° sessao de restricdo em animais tratados
com veiculo no AMe néo revelou efeito ansiogénico em relacdo ao grupo ERR - controle
(Figura 15, grupos ERR). Além disso, n6s ndo identificamos nenhum efeito dos tratamentos
farmacoldgicos em nenhum dos comportamentos avaliados do LCE nos animais ERR (Figura
15).

Com relacdo a avaliacdo do efeito do ERR sobre o comportamento no LCE, a
identificacdo de efeito ansiogénico apos a exposicao a nove sessdes de restricao estd de acordo

com evidéncias prévias de alteracbes comportamentais do tipo ansiogénicas ap0s a exposi¢éo
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a diferentes protocolos de ERR (BOWMAN et al., 2009; CHOTIWAT; HARRIS, 2006; KIM;
LEEM, 2014; LEE, 2012; LIU et al., 2018; VIEIRA et al., 2018; VYAS et al., 2002). De
maneira interessante, nds ndo identificamos uma resposta ansiogénica adicional em relacéo ao
grupo ERR — controle nos animais tratados com veiculo no AMe e avaliados no LCE 5 minutos
apos a exposicdo a 10° sessdo de restrigao. Esse achado pode estar relacionado com um “efeito
doi tipo teto” na resposta ansiogéncia, de modo que uma reposta ansiogénica pos-estresse ndo
é observada nos animais que ja apresentam um nivel aumentado de ansiedade pré-estresse.
Quanto a auséncia de efeito dos tratamentos farmacolégicos do AMe nos parametros
comportamentais no LCE dos ratos ERR, para os tratamentos com os antagonistas AT1 e Mas
0s mecanismos discutidos acima para as respostas cardiovasculares também podem contribuir
(ou seja, diminuicdo na excitabilidade dos neurdnios no AMe para o tratamento com losartana
e diminuicdo na expressdo do receptor Mas para o tratamento com A-779). Os efeitos
relacionados ao receptor AT, serdo compreendidos melhor apds a anélise do efeito do ERR
sobre a expressdo desse receptor (aguardando fim da pandemia). Além disso, a auséncia de
efeito ansiogénico dos animais ERR pos-restricao (i.e., 5 minutos apos a 10° sessao de restricao)
em relacdo ao grupo ERR — controle também pode contribuir para a auséncia de efeito dos

tratamentos farmacoldgicos.

6.3. Efeito da exposicdo repetida ao estresse de restricdo sobre os niveis proteicos dos
receptores AT, e Mas

Nossos resultados obtidos indicaram aumento na expresséo de receptores AT1no AMe
em animais submetidos ao ERR, a0 passo que a expressdo do receptor Mas no AMe foi reduzida
nos animais estressados. Componentes do SRA foram identificados em estruturas encefalicas
envolvidas nas respostas ao estresse, inclusive no AMe (LENKEI et al.,, 1997; LYNCH;
HAWELU-JOHNSON; GUYENET, 1987; VON BOHLEN UND HALBACH, 2005). Nesse
sentido, foi reportado que a exposicdo aguda a eventos aversivos aumentou a expressao génica
(RNA mensageiro) do receptor AT1 em &reas envolvidas no controle das respostas ao estresse
(AGUILERA; KISS; LUO, 1995). Em situac@es aversivas cronicas, foi reportado aumento no
RNAmM e nos niveis proteicos do receptor AT1 em estruturas encefalicas de animais submetidos
a protocolos de estresse cronico variavel, estresse cronico de choque nas patas e ERR (LEONG
etal., 2002; MILIK; CUDNOCH-JEDRZEJEWSKA; SZCZEPANSKA-SADOWSKA, 2016).

Apesar das evidéncias acima suportarem 0s nossos achados, do nosso conhecimento, os dados
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reportados no presente estudo séo os primeiros a evidenciar um efeito do estresso cronico na
expressdo do receptor AT1 no AMe.

Com relacdo ao receptor Mas, os resultados reportados corroboram com achados de
um estudo que mostrou reducdo na expressdo do receptor Mas no encéfalo apés uma sessdo
aguda de estresse de restricdo a 4°C (ZHU et al., 2014). Entretanto, 0s nossos dados sdo 0s
primeiros a evidenciar um efeito do estresse cronico na expressdo desse receptor no AMe. Além
disso, cabe destacar o relato de auséncia de alteragcdo na expressdo do receptor Mas no nucleo
ventrolateral rostral do bulbo (RVLM), uma das areas bulbares envolvidas no controle ténico
cardiovascular, apos a exposicdo cronica ao estresse de choque nas patas (DU et al., 2013), o
que sugere que os efeitos na expressao do receptor Mas no encéfalo pode depender do tipo de

estressor e da area encefalica.

7. CONCLUSAO

Os achados do presente estudo indicam um envolvimento da neurotransmisséo
angiotensinérgica no AMe nas respostas cardiacas do barorreflexo. Além disso, os dados
obtidos também evidenciaram que a exposicdo ao ERR alterou a resposta reflexa do
barorreflexo. O prejuizo nas respostas barorerreflexas espontaneas e 0 aumento na pressao
arterial causados pelo ERR parece ser independente de mecanismos angiotensinérgicos no
AMe.

Os nossos resultados também evidenciaram que a exposi¢do ao ERR afeta o controle
das respostas cardiovasculares e ansiogénica a esse estressor exercido pelas neurotransmissoes
da Ang Il e da Ang 1-7 do AMe. Por fim, os resultados também indicaram que a exposicao ao
ERR alterou a expressdo de receptores AT: e receptor Mas no AMe, 0 que mostra que a

exposicdo ao ERR altera a densidade dos receptores de angiotensina no AMe.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Artigo publicado com os primeiros dados deste trabalho intitulado “AT. and
MAS (but not AT1) angiotensinergic receptors in the medial amygdaloid nucleus modulate
the baroreflex activity in rats”.
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Abstract

The medial amygdaloid nucleus (MeA) 1s a limbic structure that has been demonstrated to be part of the central circuitry
regulating baroreflex function. However. the local neurochemical mechanisms involved in baroreflex control by this forebrain
structure 1s poorly understood. Thus, in the present study, we investigated the specific role of ATy, AT,, and MAS
angiotensinergic receptors within the MeA in baroreflex responses in unanesthetized rats. For this, the baroreflex function was
assessed using both the pharmacelogical approach via intravenous infusion of vasoactive agents and the sequence analysis
techmique. Using the pharmacological approach, we observed that bilateral micromnjection of the selective AT; receptor antag-
onist PD123319 into the MeA increased the tachyeardia evoked by blood pressure decrease, but without affecting the reflex
bradycardia caused by blood pressure increase. Besides, bilateral micromjection of the selective MAS receptor antagomist A-779
decreased both tachycardic and bradyeardic responses of the baroreflex. The sequence analysis technique indicated that
PD123319 into the MeA increased baroreflex effectiveness index while A-779 had an opposite effect. Treatment of the MeA
with the selective AT, receptor antagonist losartan did not affect baroreflex function assessed by either the pharmacological
approach or sequence analysis technique. Overall, these findings provide evidence that MAS receptor within the MeA plays a
facilitatory role in baroreflex function, whereas local AT receptor inhibits cardiac baroreflex responses. Results also indicate that
AT, receptor within the MeA is not involved in the control of baroreflex function.

Keywords Amygdala - Losartan - PD123319 - A-779 - AT; receptor - MAS receptor - Blood pressure - Heart rate
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