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EROs — espécies reativas de oxigénio
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PA — pressao arterial

FC — frequéncia cardiaca
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SON — nucleo supradptico
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RESUMO

Brasil, T.F.S. Envolvimento da neurotransmissao angiotensinérgica do coértex
pré-limbico na modulagao de respostas autonémicas, hormonal e status
oxidativo evocados pelo estresse de restricao em ratos. Dissertacdo (mestrado)
— Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O cortex pré-limbico (PL) € uma importante area limbica envolvida em varios
processos funcionais correlatos ao estresse, tais como respostas cardiovasculares,
hormonais e comportamentais. O modelo de estresse de restricdo (ER) foi
padronizado na literatura como uma situagédo aversiva capaz de promover aumento
da pressao arterial e frequéncia cardiaca, queda da temperatura cutdnea e
estimulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). Trabalhos da literatura
evidenciaram que ratos submetidos ao ER apresentavam aumento da atividade
neuronial no PL, sugerindo que essa estrutura module respostas ao ER. Assim, a
inibicdo temporaria de sinapses no PL potencializou a resposta taquicardica induzida
pelo ER, sem alterar a resposta pressora. Além do controle cardiovascular, outros
trabalhos demonstraram que o PL também participa do controle hormonal durante o
ER. O ER agudo também esta envolvido com a produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs), fator que pode estar envolvido nas alteragdes a longo prazo
observadas apos exposi¢cao a uma situagao aversiva.

O sistema renina angiotensina (SRA) central modula respostas
cardiovasculares, inclusive aquelas induzidas por situagdes aversivas, além de ter
um papel reconhecido na producdo de EROs. Além disso, foi demonstrado que o PL
possui SRA funcional com presenca dos peptideos a ele relacionados.

Baseado nos fatos mencionados acima, a hipotese do presente projeto € que
a neurotransmissao angiotensinérgica do PL esta envolvida na modulagédo de
respostas autondmicas (aumento de pressao arterial e frequéncia cardiaca, e queda
da temperatura cutanea) e hormonal (aumento plasmatico de corticosterona)
evocadas pelo ER, e que essa via envolveria a formacao de EROs.

A microinje¢do do inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA)
lisinopril no PL, nas doses de 0,5 e 1nmol/100nL, reduziu a resposta pressora,
sendo a dose de 1nmol/100nL de lisinopril também capaz de reduzir a resposta
taquicardica induzida pelo ER; porém nenhuma dose utilizada ocasionou mudancas
na queda da temperatura cutanea evocada pelo ER. O pré-tratamento do PL com o
antagonista de receptores do subtipo AT4 candesartan reduziu o efeito pressor
induzido pelo ER, porém ndo alterou a resposta taquicardica e queda da
temperatura cutédnea associadas ao ER. Por sua vez, o pré-tratamento com o
antagonista de receptores do subtipo AT,, PD123177, reduziu a resposta
taquicardica sem alterar a resposta pressora e a queda da temperatura cutanea
evocadas pelo ER. Em adigéo, o estresse de restricdo agudo e os pré-tratamentos



realizados nao foram capazes de alterar a atividade da enzima NADPH oxidase no
PL.

Em concluséo, os presentes resultados sugerem a participagdo do SRA na
modulagdo da resposta cardiovascular ao ER, através da ativagdo de receptores
AT4, e AT, do PL, afetando respectivamente, o componente vascular e o cardiaco da
resposta autondmica causada pelo ER. Além disso, os resultados da atividade da
enzima NADPH oxidase no PL sugerem que o ER agudo, os receptores AT, AT, e a
ECA n&o modulam o status oxidativo local.

Palavras-chave: coértex pré-limbico, sistema renina-angiotensina, estresse de
restricdo, sistema cardiovascular, candesartan, lisinopril, PD123177.
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ABSTRACT

Brasil, T.F.S. Involvement of angiotensinergic neurotransmission in prelimbic
cortex on the modulation of autonomic, hormonal and oxidative status evoked
by restraint stress in rats. School of Medicine, University of Sdo Paulo,
RibeirdoPreto, Brazil, 2016.

The prelimbic cortex is an important limbic structure involved in several stress-
related functional processes, such as cardiovascular, hormonal and behavior
responses. Restraint stress (RS) was standardized in literature as an aversive
situation able to promote blood pressure and heart rate increases, reduction in tail
temperature and stimulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA).
Previous studies demonstrated that rats submitted to RS exhibited increased
neuronal activity in the PL, suggesting that this structure modulates RS-evoked
responses. Temporary, synaptic temporary inhibition in the PL markedly increased
the RS-evoked tachycardiac response, without affecting the pressor one. Beyond
cardiovascular control, other studies demonstrated that PL also participates in
hormonal control during RS. Acute RS is also involved in the production of reactive
oxygen species (ROS), which could be involved in long- term changes observed after
exposure to an aversive situation.

The central renin-angiotensin system (RAS) modulates cardiovascular
responses, including those induced by aversive situations. In addition, this system
has a well-known role in ROS production. Furthermore, the presence of
angiotensinergic peptides in PL has also been demonstrated, suggesting the
existence of a functional RAS in this structure.

Based on the facts mentioned above, the hypothesis of the present study was
that the angiotensinergic neurotransmission in PL is involved in the modulation of
autonomic responses (blood pressure and heart rate increase, and reduction in tail
temperature) evoked by RS, and this pathway would involve ROS formation.

Microinjection of lisinopril (0.5 and 1nmol/100nL), an inhibitor of angiotensin-
converting enzyme (ACE), into PL reduced the pressor response, and the dose
1nmol/nL was also able to reduce the tachycardiac response induced by RS;
however, none of doses changed the reduction in tail temperature evoked by RS. PL
treatment with candesartan, an AT, receptors antagonist, reduced the RS-evoked
pressor response, but did not affect the RS-evoked tachycardiac response and
reduction in tail temperature. In addition, pretreatment with PD123177, an AT,
receptors antagonist, reduced the RS-evoked tachycardiac response, without
affecting the pressor response or the RS-evoked reduction in tail temperature. In
addition, neither acute RS or local treatments affected NADPH oxidase activity in the
PL.

In conclusion, the present results suggests the involvement of the central RAS
in the modulation of the cardiovascular responses caused by RS, through the



activation of both AT and AT, receptors in the PL. The PL AT, receptors modulating
the vascular, and the AT, modulating the cardiac component of RS-evoked
autonomic response. Furthermore, our study suggests that neither acute RS or local
AT4, AT, and ACE affect oxidative status in the PL.

Key words: prelimbic cortex, renin-angiotensin system, restraint stress,
cardiovascular system, candesartan, lisinopril, PD123177
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INTRODUGAO

O sistema cardiovascular desempenha uma importante funcdo na
manutencdo da homeostase, promovendo uma distribuicdo adequada do fluxo
sanguineo aos 6rgaos e tecidos do organismo. Além de mecanismos hormonais e
locais, o controle momento a momento da pressao arterial e frequéncia cardiaca
envolve o sistema nervoso central (SNC) (Verberne et al., 1997). Estruturas
bulbares, tais como o nucleo do trato solitario (NTS), o bulbo ventrolateral rostral
(RVLM) e caudal (CVLM) controlam a atividade simpatica, modulando principalmente
o ténus vascular (Chalmers e Pilowsky, 1991; Goldeinstein, 1992), enquanto os
nucleos dorsal do vago e ambiguo controlam a atividade parassimpatica cardiaca
(Mcallen e Spyer, 1976).

Estruturas suprabulbares, através de conexdes com o tronco
encefalico, também podem modular a atividade autondmica para o sistema
cardiovascular (Hilton, 1966) principalmente em situagbes comportamentais. Dentre
as regides suprabulbares que participam no controle do sistema cardiovascular
destacam-se o hipotalamo, amigdala, area septal e regides especificas do cortex
cerebral (Loewy e Mckellar, 1980; Loewy, 1991; Dampney, 1994; Resstel, 2005;
Scopinho, 2006; Fortaleza, 2011). O cortex pré-frontal (CPF) pode ser divido
topograficamente em trés porg¢des: a medial (CPFM — cértex pré-frontal medial),
ventrolateral e a orbital (Leonard, 1969; Krettek e Price, 1977; Sarter e Markowitsch,
1984; Groenewegen, 1988; Sesack et al., 1989; Neafsey, 1990). O CPFM é uma
regido integrante do sistema limbico (Cechetto, 1990; Verberne e Owens, 1998) e
esta envolvida na modulagao de respostas autonémicas, sobretudo frente a reacdes
aversivas. Anatomicamente, o CPFM de ratos é subdividido em duas porgdes, a
dorsal e a ventral (CPFMv), sendo que a porgao ventral compreende os cortices pré-

limbico (PL), infralimbico (IL) e dorsopeduncular (DP) (Paxinos, 1997).
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Ha relatos na literatura indicando que a estimulacdo do CPFM causa
alteracdes cardiovasculares, tal como resposta depressora apos estimulagao elétrica
(Owens et al., 1999; Owens e Verberne, 2000). Assim, a estimulac&o elétrica do
CPFMv causou resposta cardiovascular pressora em animais anestesiados e
resposta depressora em animais ndo-anestesiados (Burns e Wyss, 1985; Tavares et
al., 2004), sugerindo que essas respostas decorram da ativagdo de neurdnios
intrinsecos desta area cortical.

A estimulagdo do CPFMv, através da microinjegdo de glutamato, causou
respostas pressoras e taquicardicas desencadeadas pela ativacdo do sistema
nervoso simpatico e foram abolidas pelo pré-tratamento com AP7, sugerindo que
estas respostas sejam mediadas por ativagéo de receptores NMDA (Resstel, 2006),
enquanto a estimulagdo da mesma area com noradrenalina causou respostas
pressoras e bradicardicas mediadas por liberacdo sistémica de vasopressina
(Fernandes, 2003). Adicionalmente, estudo de nosso grupo demonstrou que a
administracao de angiotensina Il na porg¢ao pré-limbica do CPFMv causou respostas
semelhantes aquelas evocadas por injegdes de noradrenalina (Nogari, 2015). Foi
demonstrado que o CPFMv também é capaz de influenciar o barorreflexo, uma vez
gue a microinjegao de lidocaina nesta regido alterou a variagao da resposta pressora
frente a injecdo de fenilefrina, e além disso, os receptores endocanabinoides CB(1)
nesta regido aumentou a atividade barorreflexa em ratos ndo-antesiados (Resstel et
al., 2004; Ferreira-Junior, 2012).

A administracdo local de lidocaina ou a lesdo completa dessa area cortical
nao alteraram a pressédo arterial e a frequéncia cardiaca basal de ratos tanto
normotensos quanto hipertensos (Verberne et al., 1997; Verberne e Owens, 1998;
Resstel et al., 2004), sugerindo que apesar do CPFMv participar do controle
cardiovascular, essa estrutura ndo esta envolvida na manutencdo do tonus basal da
pressao arterial e da frequéncia cardiaca. Neste sentido, diversos estudos da

literatura demonstraram que o CPFM integra respostas autondmicas e hormonais
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frente a estimulos emocionais (Neafsey, 1990; Frysztak e Neafsey, 1994; Resstel e
Correa, 2006; Tavares e Correa, 20006).

O estresse de restricdo (ER) foi padronizado na literatura como uma situagao
aversiva caracterizada por alteragdes comportamentais e fisiologicas tais como
aumento de pressao arterial e frequéncia cardiaca, visando o aumento do fluxo
sanguineo para orgéos importantes na reac¢ao de luta ou fuga, tais como musculos e
cérebro, e reduzindo o fluxo para leitos cutidneos, resultando em queda da
temperatura cutanea e aumento da temperatura interna, bem como ativagéo do eixo
HPA e comportamento ansiogénico observado 24hrs apds exposi¢cao ao ER (Barron
e Van Loon, 1989; Krieman et al., 1992; Irvine et al., 1997; Bhatnagar et al., 1998;
Mcdougall et al., 2000). Evidenciando o papel essencial desempenhado pelo CPFM,
e em particular pelo PL, durante situacoes de estresse foi demonstrado que animais
submetidos ao ER apresentavam aumento da atividade neuronial nessa regiao
(Imaki et al., 1993; Yokoyama e Sasaki, 1999). Além disso, a inibicado temporaria,
bilateral, do PL com o bloqueador sinaptico cloreto de cobalto (CoCl,) potencializou
a resposta taquicardica, sem alterar a resposta pressora induzida pelo ER,
demonstrando que essa regido desempenha uma influéncia inibitéria sobre a
taquicardia evocada pelo ER (Tavares et al., 2009). Adicionalmente, os receptores
NMDA no PL também desempenham papel inibitério sobre o aumento de frequéncia
cardiaca observado durante o ER, sem alterar o aumento de pressao arterial
(Tavares e Correa, 2006). Em contrapartida, o bloqueio de receptores opidides no
PL através da microinjecdo de naloxona, antagonista nao-seletivo de receptores
opidides, reduziu a resposta pressora e taquicardica induzida pelo ER (Fassini et al.,
2014).

Além da modulagdo cardiovascular, o CPFM também esta envolvido com a
atividade do eixo HPA durante situagdes aversivas. Foi observado aumento dos
niveis circulantes de ACTH e corticosterona durante o ER em animais com lesdes no

CPFM (Diorio et al., 1993; Figueiredo et al., 2003). Animais knockdown para
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receptores glicocorticéides no PL apresentaram potencializagdo da resposta do eixo
HPA ao estresse agudo (Mcklveen et al., 2013).

Em paralelo ao aumento de glicocorticdides observado em resposta ao
estresse psicoldgico, varios trabalhos demonstram que a exposicdo a situagdes
aversivas induz a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Manoli, 2007 ;
Du et al., 2009). Spiers et al., 2013 demonstraram que ratos expostos ao estresse
agudo de restricao apresentavam aumento do status oxidativo no hipocampo,
enquanto a amigdala nao foi afetada. Esses dados sugerem que ocorram mudangas
a nivel celular na exposigao ao estresse agudo, as quais precederiam alteragdes em
longo prazo.

O aumento de metabolismo observado durante uma reagao aversiva, visando
a preparacéo do organismo para uma reagao de luta ou fuga, € uma das principais
causas da alteracdo do status oxidativo durante o ER. As EROs sao formadas a
partir da transferéncia de um elétron do NADPH para o oxigénio molecular,
formando o anion superodxido (Oy), acado catalisada pela enzima NADPH oxidase,
presente em neurdnios (Noh e Koh, 2000; Tammariello et al., 2000; Li, 2002;
Groemping et al., 2003; Taniyama e Griendling, 2003).

Embora varios trabalhos destaquem a importancia do PL na modulagao, a
curto e longo prazo, de respostas autondémicas, enddcrinas e comportamentais
frente a situagbes aversivas, ainda nao foi estudado se o estresse agudo é capaz de
alterar o status oxidativo do CPFM, e em particular do PL.

O SRA esta diretamente envolvido no controle cardiovascular e no equilibrio
hidroeletrolitico (Brunner et al., 1972; Peach, 1977). A geragcao dos componentes
desse sistema inicia-se a partir da clivagem do angiotensinogénio, a qual é realizada
pela enzima renina, liberando o decapeptideo angiotensina | (Ang-l). Em seguida, a
enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva dois aminoacidos da porgao carboxi-
terminal da Ang-l, dando origem a angiotensina Il (Ang-Il) (Urata et al., 1990; Roks,

1999). Outro componente biologicamente ativo do SRA é a angiotensina 1-7 (Ang (1-
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7)), cuja formacgao se da pela remogao da fenilalanina da porgao carboxi-terminal da
Ang-ll realizada pela ECA2, uma enzima analoga a ECA (Vickers et al., 2002;
Harmer, 2002 ). Além disso, a Ang(1-7) pode ser formada diretamente a partir da
Angl por agao de diversas enzimas, incluindo as oligopeptidases (Chappell, 1994).
Por sua vez, a Ang(1-7) pode ser convertida em angiotensina 1-5 (Ang(1-5)) por
meio da ECA (Ferrario, 1997).

No que concerne aos receptores angiotensinérgicos, a Ang-Il atua através de
trés subtipos: ATy, AT, e ATz (Sandberg et al., 1992; De Gasparo et al., 2000;
Kaschina e Unger, 2003); por sua vez a Ang(1-7) atua por meio do receptor Mas
(Santos, 2003). Apesar da Ang-Il ligar-se aos receptores AT, AT, e AT; a ligagao ao
receptor AT, é responsavel pela maioria dos seus efeitos cardiovasculares, tais
como liberagdo de noradrenalina, vasoconstricdo, secre¢cdo de aldosterona,
reabsor¢cao renal de soédio, estimulagcdo simpatica, hipertrofia celular vascular e
cardiaca, proliferagao celular e estresse oxidativo (Strawn et al., 1999; Nickenig, G.,
& Harrison, D. G. , 2002; Nickenig, G., & Harrison, D. G. , 2002).

O primeiro estudo evidenciando a presenca de peptideos do SRA no SNC foi
realizado por (Bickerton, 1961). A partir desse trabalho, diversos estudos indicaram
a presenca de peptideos funcionais deste sistema em diferentes areas centrais. Foi
relatada a presenga do precursor angiotensinogénio (Deschepper et al., 1986;
Stornetta et al., 1988; Thomas e Sernia, 1988) e da renina em células da glia e
neurénios (Hermann et al., 1987), bem como expressao da ECA no plexo cordide,
orgao subfornical, 6rgao vasculoso da lamina terminal, na area postrema, ao longo
dos ganglios basais, além de quantidades significativas em importantes areas
envolvidas no controle cardiovascular, tais como o hipotalamo e regides bulbares
(Chai et al., 1987). Em adicdo, outros estudos relataram a presenga de Ang-Il nos
nucleos supradptico (SON) e paraventricular (PVN), érgao subfornical (OSF), medula
oblongata e em particular, no cértex cerebral (Printz et al., 1982; Healy e Printz,

1984; Saavedra et al., 1986), evidenciando a sintese central dos peptideos deste
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sistema. E bem consolidada na literatura a ideia que as espécies reativas de
oxigénio (EROs) estdo envolvidas no mecanismo de sinalizagcdo da Ang-ll na
periferia, porém recentemente tem sido sugerido que essa via também esteja
presente em neurocircuitarias autondmicas (Zimmerman e Davisson, 2004).

Wang e colaboradores (2004) demonstraram a presenga da enzima NADPH
oxidase em neurbnios do NTS que expressavam o receptor AT4, além de evidenciar
que as EROs derivadas da NADPH oxidase estdo envolvidas nos efeitos da Ang-ll
sobre o influxo de Ca?* em neurdnios do NTS intermediario dorsomedial, visto que
esta regido central recebe proje¢cdes autondbmicas via nervo vago, sendo uma
importante area de agdo da Ang-ll, sugerindo que as EROs estdo envolvidas na
sinalizacdo molecular que controla o sistema nervoso auténomo (Wang et al., 2004).

Ha evidéncias indicando o envolvimento do SRA em respostas a situagdes
aversivas. Neste sentido, foi demonstrado que o ER agudo de duas horas é capaz
de modular a expressdo de receptores angiotensinérgicos AT, no PVN, OSF e
iminéncia mediana e pituitaria anterior (Leong et al., 2002). Além disso, foi
demonstrado que situagcbes aversivas induzem aumento de Ang-ll em areas
centrais, tais como o PVN e OSF(Castren e Saavedra, 1988; Yang et al., 1993; Yang
et al., 1996). Além disso, o tratamento periférico e crénico (13 dias) em uma dose de
0,5mg/kg/dia de candesartan, antagonista seletivo de receptores AT4, preveniu o
comportamento de ansiedade causado pelo estresse, além de prevenir alteracoes
na expressao de receptores CRF{ e GABAA no CPFMv (Saavedra et al., 2006). Em
adicao, as alteragdes causadas pelo estresse no barorreflexo foram atenuadas com
o pré-tratamento periférico com losartan, antagonista seletivo de receptores AT;
(Porter, 2000). Corroborando esses dados, trabalho recente do nosso grupo
demonstrou que a neurotransmissao angiotensinérgica no PVN é capaz de modular
respostas cardiovasculares causadas pelo ER agudo, pois o pré-tratamento deste
nucleo com um inibidor da ECA ou com antagonista de receptores AT, reduziu o

aumento da pressao arterial evocado pelo ER sem afetar a resposta taquicardica
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(Busnardo et al., 2014), sugerindo a participacdo do SRA central na modulagao de
respostas desencadeadas por situagdes aversivas.

Dessa forma, considerando que o coértex PL esta envolvido no controle do
sistema cardiovascular durante situacbes de estresse; que o SNC apresenta um
SRA funcional com a presencga peptideos e receptores angiotensinérgicos e que o
SRA central participa na modulacdo das respostas autondmicas e producédo de
EROs durante situagdes aversivas, a hipétese do presente projeto € que a
neurotransmissao angiotensinérgica do PL esta envolvida na modulagédo das
respostas autondmicas (aumento de pressao arterial e frequéncia cardiaca, e queda
da temperatura cutanea) e hormonal (aumento plasmatico de corticosterona)
evocadas pelo ER, assim como na formacdo de EROs causada por exposicdo a

esse modelo de estresse agudo.



OBJETIVOS
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OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivo:

1) Estudar a participagdo da neurotransmissdo angiotensinérgica do PL sobre as
respostas autonémicas (aumento de pressdo arterial, aumento de frequéncia
cardiaca e queda da temperatura cutanea) e enddécrina (aumento de corticosterona)

evocadas pelo ER, através da administracéo local de bloqueador da ECA.

2) Avaliar quais os subtipos de receptores estdo envolvidos na modulagdo das

respostas autondmicas e enddcrina provocadas pelo ER, através da administracao

farmacologica de antagonistas seletivos dos receptores AT e AT».

3) Avaliar se o ER influencia a atividade da enzima NADPH oxidase no PL.

4) Verificar a influéncia do SRA sobre a atividade da enzima NADPH no PL frente ao

ER.



MATERIALS E METODOS
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MATERIAIS E METODOS

1) Animais

Os experimentos foram realizados em ratos machos Wistar com peso
variando entre 240-260g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da USP
de Ribeirdo Preto sendo mantidos em caixas individuais, com alimentacao de racéao
e agua. Os animais foram submetidos a alternancia de luz (12 h claro/12 h escuro).
O protocolo para uso de animais em experimentagao segue as normas da Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) e esta de acordo com os principios éticos na
experimentagdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal

(COBEA), n° 116/2015.

2) Técnica de implante de canula-guia no PL.

O anestésico utilizado para este procedimento cirurgico foi ketamina-xilazina
(solugéo de 5ml de ketamina a 10% e 1,6ml de xilazina a 2%), sendo administrado
1mL/kg por via intraperitoneal. A cabe¢a do animal foi imobilizada em um
estereotaxico (Stoelting, USA) e apods tricotomia, foi feita assepsia do local com
alcool a 70%. A seguir, foi injetado 0,3mL de lidocaina, com vasoconstritor,
subcutaneamente para anestesia local do escalpo. A calota craniana foi exposta por
incisdo, de aproximadamente 1,5 cm, na pele, afastando-se todo o peridsteo. A
assepsia local foi feita com salina e agua oxigenada a 10%. As coordenadas
utilizadas para o cortex pré-limbico (PL) foram determinadas a partir do Atlas do
cérebro de rato (Paxinos, 1997): &ntero-posterior:3,3 mm anterior a linha do bregma;
lateral:1,9 mm em relagdo a sutura sagital; vertical:2,4 mm abaixo da dura mater;
abaixamento da barra do incisivo: 3,2 mm; e inclinagdo lateral. 22°. Com o auxilio de
broca odontolégica, foi feita a trepanagdo do cranio e as canulas guia foram
introduzidas bilateralmente no PL. As canulas foram constituidas de segmentos de
agulha hipodérmica com 11 mm de comprimento e 0,55 mm de diametro externo,

24G. Elas foram fixadas ao cranio com resina acrilica autopolimerizavel e um
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pequeno parafuso fixado na calota craniana. Mandris com 0,2 mm de didmetro
externo e 11 mm de comprimento foram introduzidos nas canulas, com o objetivo de
se evitar sua obstrugcdo durante o periodo de recuperacao pdés-cirurgia. Ao final da
cirurgia os animais receberam 0,3 mL de Pentabidtico® veterinario (White, Brasil) por
via intramuscular e 2,5 mg/Kg do analgésico e antiinflamatério flunixinameglumina

(Banamine, Schering-Plough, Brasil) por via subcutanea.

3) Canulagao da artéria femoral.

Apés 48 h da cirurgia para implante da céanula-guia no crénio, os animais
foram novamente anestesiados com ketamina-xilazina e uma canula de polietileno
foi implantada na artéria femoral, sendo introduzida até a aorta abdominal inferior. A
canula é constituida por segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm) fundido a segmento
de polietileno PE-50 (14-15 cm), sendo preenchida com salina (NaCl a 0,9%)
contendo anticoagulante (5U/mL de heparina) e obstruida com um pino de metal. O
registro da presséo arterial foi realizado através da cénula femoral, 24h apds a

cirurgia para os animais acordados.

4) Registro da pressao arterial, frequéncia cardiaca e temperatura cutanea.

A canula implantada na artéria femoral foi conectada a um transdutor de
presséao arterial (Hewlett Packard, USA) por meio de um segmento de polietileno PE-
50. A presséo arterial (PA) e a frequéncia cardiaca (FC) foram registradas por meio
de um pré-amplificador de um poligrafo HP7754-A (Hewlett Packard, USA)
conectado a um sistema de aquisigdo de dados computadorizado (MP-100, Biopac,
USA). A canula implantada na artéria femoral foi conectada ao transdutor de presséo
para registro da pressao arterial e a frequéncia cardiaca, os animais receberam
injegdo de drogas ou veiculo no PL e ap6s 10 min, os animais foram submetidos ao
ER por 60 min. Além dos parametros cardiovasculares, as variacdes de temperatura
cutanea também foram registradas. A temperatura da cauda, variavel da

temperatura cutanea, foi registrada utilizando uma camera térmica Multi-Purpose
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Thermal Imager IRl 4010 (Infra Red Integrated Systems Ltd Park Circle, Tithe Barn
Way Swan Valley Northampton, USA) a uma distancia de 50 cm, a intervalos de trés
minutos durante o periodo de registro da PA e FC basais e apés a aplicagao local
das drogas; e de dez em dez minutos durante o periodo em que o animal

permaneceu no tubo de restricio.

5) Dosagem de corticosterona.

Para a dosagem plasmatica de corticosterona, foram coletados 400uL de
sangue da artéria femoral para cada amostra. A primeira amostra foi coletada para
determinar o valor basal de horménios (animais nao-estressados). A seguir, outras
amostras foram coletadas nos minutos 20 e 60 apds o animal ser submetido ao ER.
As amostras foram coletadas entre 8:30h e 10:30h em tubos plasticos heparinizados
e centrifugadas a 4°C, sendo amostras de plasma retiradas e congeladas a -20°C
para determinacdo dos niveis de corticosterona. A dosagem foi realizado
radioimunoensaio especifico, de acordo com a metodologia descrita por Mecawi et

al. 2013.

6) Técnica para microinje¢ao de drogas no PL.

Para microinje¢ao de drogas no PL, foi utilizada uma seringa de 1uL modelo
KH-7001 (Hamilton, USA) conectada por um tubo de polietileno PE-10 a uma agulha
microinjetora de metal (33 G). A agulha microinjetora era 1,0mm mais longa do que
a canula guia. Todas as microinjegdes foram aplicadas bilateralmente, no volume de

100 nL.

7) Estresse por Restrigao.

O tubo de restrigcao era constituido por um tubo cilindrico de plastico, medindo
15 cm de comprimento e 6,5cm de didmetro. O rato permaneceu no tubo por 1 h,
sendo a pressao arterial, frequéncia cardiaca e temperatura cutdnea registradas

continuamente durante a sua permanéncia no tubo.



34

8) Drogas utilizadas.

-Candesartancilexitil (Sigma, USA), antagonista seletivo dos receptores AT}.

-PD123177(S)-1-[(4-Amino-3-methylphenyl)methyl]-5-(diphenylacetyl)-4,5,6,7-
tetrahydro-1H-Imidazol[4,5-c]pyridine-6-carboxylic acid trifluoroacetatesalthydrate
(Sigma, USA), antagonista seletivo de receptores AT,

-Lisinopril (Merck,Sharp&Dohme, Rahway, NJ, USA), inibidor da ECA.

-Uretana (Sigma, USA), anestésico que foi utilizado para a perfusdo dos
animais.

-Quetamina e Xilazina (Audrey Chemical Co. Inc., USA), anestésico que foi
utilizado para os procedimentos cirurgicos.

-Pentabiotico veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil), antibidtico que foi
administrado como profilatico.

-Banamine (Schering-Plough Veterinaria, Brasil), analgésico que foi

administrado como profilatico.

9) Determinagao anatéomica do sitio de injecao.

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
(1,2g/kg i.p.). O corante azul de Evan a 1% foi injetado no local da microinje¢cao das
drogas, para determinagdo do sitio de injecdo. Em seguida, os ratos foram
submetidos a perfusédo cerebral. Para isso, abriu-se a caixa toracica para exposi¢ao
do coragdo, e em seguida a aorta descendente foi bloqueada com uma pinga
hemostatica. Uma agulha para perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo, e
uma incisdo foi feita na auricula direita para o escoamento do sangue e do
perfusato. A perfusao foi realizada inicialmente com 20 mL de solugéo fisiologica de
NaCl 0,9%, seguida por 20mL de solugdo tamponada de formalina a 10%.
Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana e poés-fixados em

solucdo de perfusdo. Os cérebros foram seccionados utilizando de um criostato.
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Foram feitas varias secgbes da area do PL, coradas com cresil violeta a 0,5% e

analisadas utilizando-se o atlas (Paxinos, 1997) como referéncia.

10) Estudo da influéncia do ER na modulagao da atividade da enzima NADPH
oxidase no PL.

A produgao de anion superéxido pela enzima NADPH oxidase foi analisada
no PL de ratos pertencentes aos grupos tratados com 1nmol/100nL das drogas
utilizadas. Imediatamente apds o final da secédo de estresse, o cérebro dos animais
foram retirados e submetidos a técnica de dissecgao. O hemisfério esquerdo foi
submetido a dissecg¢do. Inicialmente foram realizados dois cortes coronais, dando
origem a lamina do CPMF, e nesta lamina o PL foi dissecado tomando por referéncia
0 corpo caloso para avaliar a atividade da enzima NADPH oxidase por meio da
quimiluminescéncia amplificada por lucigenina. O PL foi transferido para frascos
contendo 1 mL de tampado de Hank’s (pH 7.2). Apds equilibrio e leitura basal,
adicionou-se uma concentragado de lucigenina (5umol/L), incapaz de afetar o ciclo
redox e em seguida, a B-NADPH (12umol/L) foi adicionada ao frasco. A
luminescéncia foi medida continuamente por um periodo de 20 min em luminémetro
single-tube Berthold FB12 a 37°C. A leitura basal do cértex PL foi subtraida do sinal
obtido da enzima B-NADPH e os resultados foram normalizados de acordo com a
quantidade de proteina presente na amostra, a qual foi determinada pelo método de

Bradfort (Montenegro et al., 2011).

11) Analise estatistica.

Para a andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa Prism
(GraphPad, USA). O teste t de Student pareado foi usado para comparar os valores
basais de PA, FC, temperatura cutdnea e corticosterona antes e apds os
tratamentos farmacolégicos. As alteragbes autondmicas e hormonal foram

analisadas pelo teste de analise de variédncia de dois fatores (two-way ANOVA)
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utilizando-se como variaveis os fatores do tratamento (controle ou droga) e o tempo
como medida repetida.

O teste t de Student ndo-pareado foi utilizado para comparar os resultados da
atividade da enzima NADPH oxidase nos grupos experimentais de ratos naive
versus estresse. Além disso, o teste de variancia de um fator (one-way ANOVA) foi
utilizado para comparar os resultados da atividade da enzima NADPH oxidase
utilizando como variavel o tratamento (veiculo ou droga). Foram considerados como

significativos os resultados que apresentaram p<0,05.



PROTOCOLOS EXPERIMENTALS
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PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram levados, em suas
respectivas caixas, a sala de experimentacdo. Cada animal foi conectado ao sistema
de registro da presséao arterial para registro da PA, FC e temperatura cutanea basal
por 10 min, permanecendo em suas respectivas caixas. Uma amostra sanguinea foi
coletada um minuto antes do animal ser submetido ao estresse de restricdo para
dosagem basal dos niveis de corticosterona. Em seguida, ainda conectado ao
sistema de registro da pressao arterial, o rato foi transferido para o tubo de restrigao,
onde permaneceu por 1 h. A PA, FC e temperatura cutdanea foram registradas
durante todo o periodo de restricdo, enquanto as amostras sanguineas foram
coletadas nos minutos 15, 30 e 60. Foi feita apenas uma microinjecéo bilateral de

droga ou veiculo por animal, que foi aplicada 10 min antes da restrigao.

1) Efeito da administragao de lisinopril (inibidor da ECA) no PL sobre as
respostas autonémicas e hormonais evocadas pelo ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se a ECA esta envolvida na
modulagdo da resposta cardiovascular, temperatura cutdnea e niveis de
corticosterona induzidos pelo ER. Os animais foram divididos em quatro grupos. Em
um dos grupos foi microinjetado 100 nL de veiculo (ACSF), enquanto os outros
receberam injecao de lisinopril nas doses de 0,1; 0,5 ou 1 nmol/100nL (Busnardo et
al., 2014), sendo que cada animal recebeu microinje¢cdo de uma unica dose de

droga.

2) Efeito da administragdo de candesartan (antagonista seletivo para o
receptor AT4) no PL sobre as respostas autonémicas e hormonais evocadas
pelo ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se o receptor AT esta envolvido

na modulagdo da resposta cardiovascular, temperatura cutadnea e niveis de
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corticosterona induzidos pelo ER. Os animais foram divididos em quatro grupos. Em
um grupo foi microinjetado 100 nL de veiculo (ACSF), enquanto os outros receberam
injecdo de candesartan nas doses de 0,1; 0,5 ou 1 nmol/100nL, sendo que cada

animal recebeu microinje¢cdo de uma unica dose de droga.

3) Efeito da administragdao de PD123177 (antagonista seletivo para o receptor
AT;) no PL sobre as respostas autonémicas e hormonais evocadas pelo ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se o receptor AT, esta envolvido
na modulagcdo da resposta cardiovascular, temperatura cutdnea e niveis de
corticosterona induzidos pelo ER. Os animais foram divididos em quatro grupos. Em
um grupo foi microinjetado 100 nL de veiculo (ACSF), enquanto os outros receberam
microinjecado de PD123177 nas doses de 0,1; 0,5 ou 1 nmol/100nL, sendo que cada

animal recebeu microinje¢cao de uma unica dose de droga.

4) Efeito do ER agudo sobre a a atividade da enzima NADPH oxidase no PL.

Este protocolo teve por objetivo determinar se 0 ER é capaz de modular a
atividade da enzima NADPH oxidase no PL. Os animais foram divididos em dois
grupos. Um grupo nao estressado foi utilizado como controle, e o outro foi submetido
ao ER por uma hora. Imediatamente apds a sessédo de ER, o PL foi coletado para
posterior avaliacdo desta atividade por meio método da quimiluminescéncia

amplificada por lucigenina.

5) Efeito da administragao de lisinopril, candesartan ou DP123177 no PL sobre
a atividade da enzima NADPH oxidase local em resposta ao ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se o SRA presente no PL é capaz
de modular a formacao anion superoxido via NADPH oxidase em ratos submetidos
ao ER. Os animais receberam droga ou veiculo no PL e foram submetidos ao ER
por uma hora. Imediatamente apds o final da secao de estresse, o cérebro dos

animais foram retirados e submetidos a técnica de dissecgao. Foi realizado um corte
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coronal anterior e posterior ao sitio de microinjecdo, no hemisfério esquerdo.
Posteriormente, na lamina obtida, o PL foi dissecado tomando por referéncia o corpo
caloso para avaliar a atividade da enzima NADPH oxidase por meio da

quimiluminescéncia amplificada por lucigenina.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1) Determinacgao do sitio de inje¢ao
Representagao diagramatica baseada no atlas de Paxinos e Watson (1997),

indicando a dispersao dos sitios de microinje¢cdo no PL.

PJ\_‘ im : / . ’ o o %
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FIGURA 1- Representacdo diagramatica baseada no atlas do cérebro de rato
Paxinos e Watson (1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjegdo no PL
(circulos preenchidos). PL: cortex pré-limbico; IL: cortex infra-limbico, Cg1: cortex
cingulado 1, cc: corpo caloso.

2) Efeito da administragao de lisinopril (inibidor da ECA) no PL sobre as
respostas autonémicas evocadas pelo ER.

A microinjecao de LCA 100nL e lisinopril nas doses de 0,1, 0,5 e 1Tnmol/100nL
nao alterou os valores basais da PAM, FC e queda da temperatura cutanea

(p<0,05), conforme representado na tabela 1.

Tabela 1

Valores basais da pressédo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura da cauda (TC) antes e apds microinjecdo de diferentes doses de
lisinopril (inibidor da ECA) no PL de ratos.

Lisinopril n MAP FC TC
nmol/100nL AntestEPM  Apds +EPM t= AntestEPM  Ap6s tEPM  t= Ap6s +EPM Ap6s t=
(mmHg) (mmHg) (bpm) (bpm) °C +EPM °C
0 6 98,08+2,82 98,47+285 0,3 387,6+12,14  379,2+ 1,9 31,81+ 31,26 £ 1,5
12,83 1,32 1,22
0,1 5 96,70+2,47 97,46+3,06 0,6 387,1+20,38  387,5t24,6 0,1 29,81+ 29,86 + 0,1

8 0,79 0,83
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0,5 5 1044 102,3 21 3739+ 3819+ 1.4 32,35+ 31,92 £ 0,4
12,36 12,83 20,34 18,49 0,51 0,72

1 6 9893z 98,94 + 0,005 363,6 £ 394,1 ¢ 4,2 32,18 £ 31,88 £ 0,3
2,38 2,80 14,82 8,00 1,21 1,40

A analise de duas vias (two-way ANOVA) indicou que o pré-tratamento do PL
com lisinopril nas doses de 0,5 e 1nmol/100nL reduziu a resposta pressora, em
funcdo do tempo (tratamento: F3300=28,61, p<0,05; tempo: F1g9300=14,37, p<0,05;
interagdo: Fs7300=0,83; p>0,05), e além disso, a dose de 1nmol/100nL de lisinopril foi
capaz de reduzir a resposta taquicardica, em fungdo do tempo (tratamento:
F3300=13,81, p<0,05, tempo: F19300=8,6, p<0,05; interagdo: Fs7300=0,38, p>0,05)
induzida pelo ER, porém nenhuma dose utilizada ocasionou mudangas na queda da
temperatura cutédnea (tratamento: F3190=1,633, p>0,05; tempo: Fg190=5,06, p<0,05;
interagcdo: F27190=0,31, p<0,05) ocasionada pelo modelo aversivo utilizado. A dose
de 0,1nmol/100nL de lisinopril ndo foi capaz de alterar as respostas autonémicas

induzidas pelo ER (p>0,05).
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FIGURA 2- Variagdo da presséo arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e queda da temperatura cutdnea ao longo do tempo de ratos submetidos ao
estresse de restricdo e pré-tratados no PL com lisinopril 0,1nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM.
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FIGURA 3- Variagado da presséo arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e queda da temperatura cutanea ao longo do tempo de ratos submetidos ao
estresse de restricdo e pré-tratados no PL com lisinopril 0,5nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM, * indica que o grupo que recebeu 0,5nmol/100nL de lisinopril é diferente do
grupo que recebeu veiculo, p<0,05, pds-teste de Fisher.
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FIGURA 4- Variagdo da presséo arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e queda da temperatura cutdnea ao longo do tempo de ratos submetidos ao
estresse de restricdo e pré-tratados no PL com lisinopril 1nmol/100nL (circulos
pretos, n=6) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM, * indica que o grupo que recebeu 1nmol/100nL de lisinopril é diferente do
grupo que recebeu veiculo, p<0,05, pos-teste de Fisher.
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3) Efeito da administracao de diferentes doses de candesartan (antagonista
seletivo do receptor AT,) no PL sobre as respostas autondmicas evocadas
pelo ER.

A microinjegdo de LCA 100 nL e candesartan nas doses de 0,1, 0,5 e
1nmol/100nL n&o alterou os valores basais da PAM, FC e queda da temperatura

cutanea (p<0,05), conforme representado na tabela 2.

Tabela 2

Valores basais da pressédo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura da cauda (TC) antes e apo6s a microinjegdo de diferentes doses de
candesartan (antagonista seletivo AT1) no PL de ratos.

Candesartan n MAP FC TC
nmol/100nL AntestEPM  Apds +EPM t= AntestEPM  Ap6s tEPM  t= Ap6s +EPM Ap6s t=
(mmHg) (mmHg) (bpm) (bpm) °C +EPM °C
0 6 91.8+3,25 93,1£3,29 1,9 3721t 369,7 £ 0,5 32,30 £ 31,63 ¢ 1,7
16,07 13,48 1,12 1,29
0,1 5 98,6+527 99,0 + 3,84 0,2 370,1 ¢ 364,6 + 2,1 31,61+ 32,41 ¢ 1,1
20,07 21,52 2,08 1,64
0,5 5 9821% 100,6 + 1,9 358,0 £ 360,4 + 0,9 31,10 £ 31,51+ 0,3
4,26 4,87 16,34 15,15 1,00 0,68
1 6 1023+ 102,5 + 0,1 362,1 ¢ 358,9 + 0,6 32,41 ¢ 31,78 £ 1,0
1,65 2,14 11,43 9,77 0,92 1,32

A analise de two-way ANOVA indicou que o tratamento com candesartan na
dose de 1nmol/100nL reduziu a respostas pressora, em funcdo do tempo
(tratamento: F3340=26,67, p<0,05; tempo: F19340=16,07, P<0,05; interacéo:
Fs7340=0,37, p>0,05) sem alterar a resposta taquicardica (tratamento: F3350=1,43,
p>0,05; tempo: F19360=6,6, p<0,05; interacédo: Fs736=0,28, P>0,05) e queda da
temperatura cutanea (tratamento: Fj3114=0,3497, p>0,05, tempo: Fs5115=12,07,
p<0,05; interagdo: F45114=0,15, p>0,05) ocasionadas pela exposicao aguda ao ER.
As doses 0,1 e 0,5nmol/100nL de candesartan ndo foram capazes de causar
alteracbes nas respostas autondmicas induzidas por essa situagao aversiva

(p>0,05).
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FIGURA 5-Variagcdo da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e temperatura cutdnea ao longo do tempo, de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com candesartan na dose de 0,1nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM.
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FIGURA 6-Variagcao da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e temperatura cutanea ao longo do tempo, de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com candesartan na dose de 0,5nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM.
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FIGURA 7-Variagcdo da pressao arterial média (APAM) e frequéncia cardiaca (AFC)
e temperatura cutdnea ao longo do tempo, de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com candesartan na dose de 1nmol/100nL (circulos
pretos, n=6) ou veiculo (circulos brancos, n=6). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM, * indica que o grupo que recebeu 1nmol/100nL de candesartan é diferente do
grupo que recebeu veiculo, p<0,05, pos-teste de Fisher.
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4) Efeito da administragdo de diferentes doses de PD123177 (antagonista
seletivo do receptor AT;) no PL sobre as respostas autonémicas evocadas
pelo ER.

A microinjecdo de LCA 100 nL e PD123177 nas doses de 0,1, 0,5 e
1nmol/100nL n&o alterou os valores basais da PAM, FC e queda da temperatura

cutanea (p<0,05), conforme representado na tabela 3.

Tabela 3

Valores basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura da
cauda (TC) antes e apds a microinjecéo de diferentes doses de PD123177 (antagonista
seletivo AT,) no PL de ratos.

PD123177 n MAP FC TC
nmol/100nL AntestEPM  Apds +tEPM t= AntestEPM  Apé6s tEPM  t= Ap6s +EPM Ap6s t=
(mmHg) (mmHg) (bpm) (bpm) °C +EPM °C

0 5 1021+ 104,0 £ 2,6 387,5+ 382,4 £ 1,0 32,26 £ 31,70 £ 1,4
6,24 6,652 14,55 14,52 0,92 1,04

0,1 5 9393+ 94,35 £ 0,7 3571+ 3718+ 1,4 31,96 £ 31,53 0,4
4,73 5,06 15,01 10,12 0,79 0,80

0,5 5 97,90+ 99,19 ¢ 1,4 362,7 £ 360,3 £ 0,8 30,25 ¢ 29,87 0,2
1,97 2,25 11,96 11,92 0,91 0,84

1 6 1034+ 103,3 £ 0,07 3859+ 384,3 ¢ 0,2 32,42 31,94 11
4,91 5,72 10,72 9,02 1,10 1,27

A andlise de two-way ANOVA indicou que o tratamento com PD123177 na
dose de 1nmol/100nL reduziu a resposta taquicardica (tratamento:F3300=23,92,
p<0,05; tempo: F19300=9,8, p<0,05; interagdo: Fs7300=0,74, p>0,05) sem alterar a
resposta pressora (tratamento: F3300=5,642, p>0,05; tempo: F49300=9,8, p<0,05;
interacdo: Fs7300=0,52, p>0,05) e queda da temperatura cutdnea (tratamento:
F3102=0,9518, p>0,05; tempo: F5102=11,2, p<0,05; interagdo: F15102=0,20, p>0,05)
evocadas pelo estresse de restricdo. As doses 0,1 e 0,5nmol/100nL de PD123177
nao foram capazes de ocasionar mudancgas nas respostas autondmicas induzidas

por esse modelo aversivo (p>0,05).
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FIGURA 8- Variagao da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea ao longo do tempo de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com PD123177 na dose de 0,1nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=5). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM.
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FIGURA 9- Variagao da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutdanea ao longo do tempo de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com PD123177 na dose de 0,5nmol/100nL (circulos
pretos, n=5) ou veiculo (circulos brancos, n=5). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdao. Pontos representam as médias e as barras o
EPM.
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FIGURA 10- Variagao da presséao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC)
e temperatura cutdnea ao longo do tempo de ratos submetidos ao estresse de
restricdo e pré-tratados no PL com PD123177 na dose de 1nmol/100nL (circulos
pretos, n=6) ou veiculo (circulos brancos, n=5). No tempo Omin os animais foram
submetidos ao estresse de restricdo. Pontos representam as médias e as barras o
EPM, * indica que o grupo que recebeu 1nmol/100nL de PD123177 ¢é diferente do
grupo que recebeu veiculo, p<0,05, pds-teste de Fisher.
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5) Efeito do ER agudo sobre a atividade da enzima NADPH oxidase no PL.

O teste t de Student ndo-pareado indicou que o ER agudo nao foi capaz de
aumentar a atividade da enzima NADPH oxidase no PL quando comparado ao grupo
naive (t=1,1, p<0,05, n=10).

Além disso, o one-way ANOVA indicou que o pré-tratamento do PL com os
antagonistas angiotensinérgicos e com o inibidor da ECA nao foi capaz de alterar a

atividade da enzima NADPH oxidase quando comparado ao grupo veiculo (p>0,05).
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FIGURA 11- Atividade da enzima NADPH oxidase no PL dos animais pertencentes
aos grupos experimentais naive (barra branca n=10) e estresse (barra preta, n=10).
Os resultados estdo expressos em relativas unidades de fluorescéncia (RLU) por
micrograma (ug) de proteina (Bradfort). Os animais do grupo estresse foram
submetidos ao ER por 60 min. Barras representam as médias +tEPM, * indica que o
grupo estressado foi diferente do grupo naive, p<0,05, teste t de Student nao-
pareado.
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FIGURA 12- Atividade da enzima NADPH oxidase no PL dos animais pertencentes
aos grupos experimentais veiculo (barra branca n=9), candesartan (barra cinza
claro, n=5), lisinopril (barra preta, n=6) e PD123177 (barra cinza escuro, n=7). Os
resultados estdo expressos em relativas unidades de fluorescéncia (RLU) por
micrograma (ug) de proteina (Bradfort). Todos os animais foram submetidos ao ER
por 60 min. Barras representam as médias tEPM, p>0,05, one-way ANOVA.
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DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a neurotransmissdo angiotensinérgica
presente no PL é capaz de influenciar as respostas cardiovasculares ocasionadas
pelo ER. A microinjecao local de candesartan, antagonista seletivo de receptores
AT4, reduziu a resposta pressora sem afetar a resposta taquicardica e a queda na
temperatura cutdnea evocadas pelo ER. Além disso, o pré-tratamento do PL com
PD123177, antagonista seletivo de receptores AT, reduziu a resposta taquicardica,
sem alterar a resposta pressora e a queda da temperatura cutanea ocasionadas

pelo ER.

O pré-tratamento do PL com lisinopril, inibidor da ECA, causou redugao das
respostas pressora e taquicardica, sem afetar a queda da temperatura cutanea,
desencadeadas pelo ER. Dessa forma, nossos dados sugerem que a ECA no PL
exerce uma influéncia facilitatoria sobre as respostas pressora e taquicardica
ocasionadas pelo ER, que os receptores AT possuem influéncia facilitatéria sobre a
resposta pressora sem afetar a resposta taquicardica desencadeada pelo ER e que
os receptores AT, presentes no PL exercem influéncia facilitatoria sobre a resposta
taquicardica sem afetar a resposta pressora observadas durante exposicdo aguda
ao estresse. Em adigao, este trabalho demonstrou que o ER e o pré-tratamento com
as drogas utilizadas nao foram capazes de alterar a atividade da enzima NADPH

oxidase no PL.

O ER esta bem aceito na literatura como um estimulo aversivo capaz de
ocasionar alteracdes autondbmicas caracteristicas, sendo elas o aumento sustentado
da pressao arterial e da frequéncia cardiaca (Barron e Van Loon, 1989; Krieman et

al., 1992; Irvine et al., 1997; Mcdougall et al., 2000; Tavares e Correa, 2006),
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vasodilatacdo nos musculos esqueléticos, acompanhada por vasoconstricao
cutdnea, causando rapido aumento da temperatura corpérea interna e queda na
temperatura cutanea (Blessing e Seaman, 2003; Vianna e Carrive, 2005). Foi
demonstrado que as respostas pressora e taquicardica sdo mediadas por ativacao
do sistema nervoso simpatico, uma vez que o antagonismo de receptores B e a-
adrenérgicos é capaz de abolir estas respostas (Dos Reis et al., 2014).
Adicionalmente, bloqueio do parassimpatico ocasiona um aumento da resposta
taquicardica evocada por modelos de estresse psicologico, sugerindo ser a resposta
pressora mediada via simpatico, enquanto a resposta taquicardica € mediada tanto

por ativagao simpatica quanto parassimpatica (Baudrie et al., 1997; Carrive, 2006).

Ha evidéncias indicando que o cértex PL é capaz de participar na modulacao
de respostas cardiovasculares desencadeadas pelo ER, uma vez que a inibigao
reversivel desta area com CoCl, potencializou a resposta taquicardica sem alterar a
resposta pressora evocada por este modelo aversivo (Tavares e Correa, 2006;
Tavares et al., 2009). Entretanto, os neurotransmissores envolvidos nesta
modulagdo nao se encontram completamente elucidados, uma vez que o bloqueio

local com CoCl,; promove bloqueio inespecifico de neurotransmissoes.

Ha evidéncias da existéncia de projecdes diretas do CPFMv para estruturas
diretamente envolvidas no controle cardiovascular, tais como o NTS, o nucleo
ambiguo e o CVLM e RVLM (Hurley et al., 1991; Buchanan et al., 1994; Vertes,
2004). Além disso, é descrito na literatura conexdes entre o PL com regides bulbares
envolvidas na regulagdo do sistema nervoso simpatico (Verbene e Owens, 1998).
Entretanto, a existéncia de conexdes intermediarias com vias envolvidas na

atividade cardiovascular do CPFMv ndo pode ser excluida, uma vez que existem
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trabalhos funcionais que apontam a existéncia de conexdes com o hipotalamo e a

amigdala (Hardy e Mack, 1990).

O presente estudo avaliou a participagdo da neurotransmisséo
angiotensinérgica presente no PL na modulacdo das respostas autonOmicas
evocadas pelo ER. Para isso, os animais foram pré-tratados com lisinopril, inibidor
da ECA. A ECA ¢é a enzima responsavel pela clivagem da Ang-l em Ang-Il (Urata et
al., 1990; Tavares e Correa, 2006; Tavares et al., 2009; Roks, 1999), ou seja, o
bloqueio da enzima culminaria no prejuizo da produgéo de Ang-ll. Foi demonstrado
que a exposigao a eventos estressores pode aumentar a liberacdo de Ang-ll em

varias estruturas encefalicas (Saavedra, 1992; Yang et al., 1993; Yang et al., 1996).

O tratamento do PL com lisinopril atenuou as respostas pressora e
taquicardica, sem alterar a queda da temperatura cutdnea da cauda, evocadas pelo
ER, sugerindo que a Ang-ll desempenha uma influéncia facilitatéria sobre as
respostas pressora e taquicardica evocadas pelo ER; porém ndo modula a queda da
temperatura caudal, ressaltando o envolvimento da neurotransmissao
angiotensinérgica do PL na modulagdgo das respostas cardiovasculares
desencadeadas pela exposigao ao estresse agudo. Corroborando esta observacao,
trabalho do nosso grupo demonstrou que a microinjegdo de lisinoprii no PVN
também ocasionou uma redugao da resposta pressora, porém sem interferir com a
resposta taquicardica observada durante a exposicdo ao ER, sugerindo que a
neurotransmissao angiotensinérgica do PVN exerce uma influéncia facilitatéria sobre

o0 componente vascular da resposta ao estresse (Busnardo et al., 2014).

O proximo passo no presente estudo foi investigar qual receptor

angiotensinérgico estaria envolvido no desencadeamento das respostas
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autondmicas evocadas pelo ER. Para avaliar a participacdo dos receptores AT, foi
utilizado o candesartan. Varios trabalhos indicam que o candesartan apresenta uma
afinidade maior para o receptor AT{ quando comparado com outros antagonistas
deste mesmo receptor (Bhuiyan et al., 2009; Bosnyak, 2011). O tratamento do PL
com candesartan reduziu a resposta pressora sem afetar a resposta taquicardica e a
queda da temperatura cutdnea evocadas pelo ER, sugerindo uma influéncia

facilitatoria do receptor AT sobre a resposta pressora desencadeada pelo ER.

Foi descrito na literatura que diferentes tipos de estresse, tais como o
estresse por isolamento e o ER em baixas temperaturas, sdo capazes de aumentar
a expressao de receptores AT1 em estruturas envolvidas na modulagao de respostas
frente a situagdes aversivas (Saavedra et al., 2006; Bregonzio, 2008). Além disso, o
bloqueio dos receptores AT+, através da administracao periférica de candesartan, foi
capaz de prevenir respostas hormonais e simpatoadrenais decorrentes da exposigao

ao estresse de isolamento (Armando, 2001).

Corroborando o presente achado, estudos apontam a participacdo dos
receptores AT4 na modulacido de respostas cardiovasculares em outras areas
centrais, dentre elas a PAG e o NTS (D'amico et al., 1997; Tan, 2007). Além disso,
trabalho do nosso grupo evidenciou a participagao do receptor AT presente no PVN
na modulacdo da resposta pressora ao ER, sem afetar a resposta taquicardica por
ele evocada (Busnardo et al., 2014). Este conjunto de dados acima mencionados,
assim como os apresentados no presente trabalho, sugere que os receptores AT
estdo envolvidos na modulagcdo de respostas autondmicas desencadeadas por

estresse.
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Para investigar a possivel participacdo dos receptores AT, na modulagado das
respostas autondmicas evocadas pelo ER, utilizou-se o PD123177, antagonista
seletivo para o este receptor. A microinje¢cdo deste antagonista no PL reduziu a
resposta taquicardica, sem afetar a resposta pressora e a queda da temperatura
cutanea ocasionadas pelo ER, sugerindo que estes receptores desempenhem uma
influencia facilitatéria sobre a resposta taquicardica evocada por esse modelo de

estresse agudo.

Ja foi descrito na literatura que os receptores AT, estdo presentes em
estruturas relacionadas a fungbes motoras, comportamentais e sensoriais no
cérebro de ratos adultos, tais como o complexo da oliva inferior e nucleos talamicos
(Tsutsumi e Saavedra, 1991). Bregonzio et al. (2008) demonstraram que o estresse
agudo aumenta a ligacdo da Ang-Il a receptores AT, na oliva inferior, enquanto que
no nucleo ventrolateral talamico, o mesmo encontra-se diminuido frente a esta
situagdo. Em adicdo, o bloqueio farmacolégico de receptores AT,, apos
administragao intracerebroventricular de PD123319, atenuou a ansiedade e o
comprometimento motor induzidos por Ang-ll, sugerindo que estes receptores
também participam na modulagdo de respostas comportamentais (Braszko et al.,

2003).

No que concerne a estudos em areas centrais envolvidas no controle
cardiovascular, ha evidencias de presenca de receptores AT, em areas centrais
diretamente envolvidas neste controle, tais como o CVLM e o RVLM. A
administracao bilateral de PD123319 no RVLM aumentou as respostas pressora e
taquicardica em um modelo de contracdo muscular estatica. Por outro lado, o

mesmo tratamento no CVLM reduziu as respostas cardiovasculares frente a mesma
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situacdo, demonstrando que o receptor AT, desempenha papéis distintos na
modulagao das respostas cardiovasculares nas areas estudadas (Tedesco, 2009).
Estes dados, assim como os dados do presente estudo, sugerem que o receptor AT
esta envolvido na modulagao de diferentes respostas ocasionadas por situacoes de

estresse.

Outra consequéncia da exposicdo ao estresse € o aumento na producio de
EROs. Foi demonstrado que o estresse oxidativo, desencadeado por exposicdo a
estimulos estressores, ocorre devido a ativagdo simpatica e aumento da taxa
respiratoria, fornecendo maior quantidade de oxigénio para os tecidos. Este aumento
da demanda metabdlica gera um estresse mitocondrial e, consequentemente, o
desequilibrio entre a geragcdo de EROs e o sistema antioxidante do organismo
(Halliwell, 1994; Manoli, 2007). Foi demonstrado que o estresse de imobilizagao
agudo é capaz de ocasionar mudangas rapidas no ciclo redox no plasma de ratos,
aumentando fatores pré-oxidantes e diminuindo os antioxidantes (Chen et al., 2014).
Além disso, Samarghandian et al., 2016 evidenciaram que o estresse de restrigao
cronico aumenta o estresse oxidativo no figado, rim e, em particular, no cérebro.
Trabalhos demonstraram que a exposi¢cao ao ER por 120 minutos também altera o
status oxidativo, induzindo um estado pro-oxidativo no hipocampo, bem como no
cértex cerebral apds um periodo de exposi¢cao de sete horas ao ER (Moretti et al.,
2013; Spiers et al., 2013). Recentemente, outro trabalho demonstrou que o ER
agudo é capaz de alterar o status oxidativo e a peroxidagao lipidica no hipocampo e
no estriado, sendo que esta alteracdo exibiu um perfil diferente em cada uma das

regides (Spiers et al., 2016).
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Apesar de evidencias sugerirem que a exposi¢ao aguda ao estresse altera o
status oxidativo no cértex, no presente estudo nés nido observamos diferencas na
atividade da enzima NADPH oxidase, no PL em animais estressados agudamente
por 60min quando comparados a animais que nido foram submetidos ao ER. Esse
dado nos sugere que, possivelmente, o anion superoxido possa estar sendo
sintetizado por outras vias de produgdo. Dessa forma, ndés ndo observamos
nenhuma alteracdo na atividade da NADPH oxidase nos animais tratados no PL que

foram submetidos ao ER.
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CONCLUSAO

Em conclusao, os presentes resultados sugerem que a Ang-ll atue através
dos receptores AT e AT, do cértex PL modulando, respectivamente, o componente
vascular e o cardiaco da resposta autondmica ocasionada pelo ER. Além disso, os
resultados referentes a atividade da enzima NADPH oxidase, sugerem que o ER
agudo, os receptores AT1, AT2 e a ECA néao alteram a atividade desta enzima no

PL.
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