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RESUMO

O nucleo leito da estria terminal (NLET) é uma estrutura limbica localizada no
prosencéfalo rostral, no qual constitui uma importante regido no circuito neural
das respostas comportamentais e fisiolégicas a estimulos aversivos. Estudos
anteriores demonstraram o envolvimento do NLET nas respostas
cardiovasculares desencadeados por estimulos aversivos. No entanto, os
mecanismos neuroquimicos locais envolvidos nesse controle pelo NLET ainda
sdo pouco compreendidos. O glutamato é um importante neurotransmissor
excitatério no SNC, e evidéncias tém apontado que a neurotransmissao
glutamatérgica € um importante mecanismo neuroquimico envolvido no controle
das respostas fisiologicas durante o estresse em varias estruturas limbicas.
Entretanto, um possivel envolvimento da neurotransmissao glutamatérgica do
NLET nas respostas cardiovasculares ao estresse nunca foi investigado. Assim,
0 objetivo do presente estudo foi estudar o envolvimento da neurotransmissao
glutamatérgica no NLET nas respostas autbnomas observadas durante o
estresse de restricdo agudo em ratos. N6s observamos que a microinjecao
bilateral no NLET de LY235959 (antagonista seletivo do receptor glutamatérgico
NMDA) reduziu a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse de
restricdo, porém néo afetou as respostas pressora e de reduc¢ao da temperatura
cutdnea da cauda. O tratamento bilateral do NLET com NBQX (antagonista
seletivo de receptores glutamatérgicos nao-NMDA) reduziu a resposta
taquicardica e a de reducdo da temperatura cutdnea desencadeadas pelo
estresse de restricdo, porém sem interferir com a resposta pressora. Dessa
forma, nossos dados sugerem que a neurotransmissao glutamatérgica do NLET
tem uma influéncia facilitatoria nas respostas taquicardica e de vasoconstricao

cutanea induzidas pelo estresse.



1. INTRODUCAO

Estudos tém apontado correlagdo positiva entre o nivel de estresse e a
incidéncia de patologias cardiovasculares e psiquiatricas (GRIPPO & JOHNSON,
2009). A sobrevivéncia e a adaptacao de todas as espécies a situacdes de estresse
requer um adequado e coordenado conjunto de respostas fisiolégicas (ULRICH-LAI
& HERMAN, 2009). A manutencdo da homeostasia durante situacbes aversivas
depende da ativagdo coordenada dos sistemas neuroenddcrino e autdbnomo
(DAMPNEY, et al., 2008; ULRICH-LAI & HERMAN, 2009). O sistema nervoso
autdbnomo promove a resposta imediata ao estresse, que € caracterizada por
aumento na pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), redistribuicao do fluxo
sanguineo (reducdo na perfusdo cutanea e visceral e aumento nos leitos da
musculatura esquelética) e alteragao na atividade do barorreflexo (BARRON & VAN
LOON, 1989; DAMPNEY, et al, 2008). A ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA) durante o estresse promove aumento no nivel plasmatico de
glicocorticéide, no qual é importante para a mobilizagdo energética e a
retroalimentagcdo negativa do eixo ao atuar no hipotalamo e na adeno-hipofise
(ULRICH-LAI & HERMAN, 2009). Apesar da importancia das respostas fisiolégicas
durante situagdes aversivas, os mecanismos envolvidos com estas respostas ainda
sao pouco compreendidos.

As respostas fisioldgicas durante o estresse psicolégico sdo mediadas por
estruturas limbicas no sistema nervoso central (SNC), através da agao de varios
mecanismos neuroquimicos (JOELS & BARAM, 2009; ULRICH-LAlI & HERMAN,
2009). O nucleo leito da estria terminal (NLET) é uma estrutura localizada no
prosencéfalo rostral, no qual forma um continuo rostralmente a amigdala (WELLER

& SMITH, 1982). Tem sido proposto que o NLET € uma importante regido no circuito
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neural das respostas comportamentais e fisiolégicas a estimulos aversivos, no qual
integra informagdes de outras regides limbicas, como o cértex pré-frontal, amigdala
e hipocampo, e conecta estas regides a nucleos hipotalamicos e do tronco cerebral
envolvidos no controle da atividade autdnoma e neuroenddcrina (CHOI et al, 2007;
ULRICH-LAI & HERMAN, 2009). A fungcdo do NLET nas respostas neuroenddcrinas
ao estresse esta bem descrita na literatura (para revisdo ver CRESTANI et al, 2013).
Um pequeno numero de estudos investigou o papel do NLET nas respostas
autdbnomas ao estresse, porém estes estudos demonstraram que o bloqueio
sinaptico nao-seletivo do NLET & capaz de modular as respostas cardiovasculares
ao estresse, e este efeito parece depender do modelo aversivo empregado
(RESSTEL et al, 2008a, CRESTANI et al, 2009; CRESTANI et al, 2013). Entretanto,
informacgdes acerca dos mecanismos neuroquimicos locais no NLET envolvidos no
controle das respostas cardiovasculares ao estresse ainda sdo escassas.

O glutamato € um importante neurotransmissor excitatéorio no SNC, no
qual atua através da ativacdo de receptores ionotropicos e metabotropicos
(HOLLMANN & HEINEMANN,1994). Os receptores ionotropicos séo classificados
como N-Metil-D-Aspartato (NMDA) ou ndo-NMDA, ampa e cainato, de acordo com a
seletividade a agonistas (DINGLEDINE et al, 1999).

Evidéncias tém apontado que a neurotransmissao glutamatérgica € um
importante mecanismo neuroquimico envolvido no controle das respostas
fisioloégicas durante o estresse em varias estruturas limbicas (ZIEGLER & HERMAN,
2000; RESSTEL et al, 2008b; JOELS & BARAM, 2009). Foram identificados
terminais e receptores glutamatérgicos no NLET (WALKER & DAVIS, 1997;
WEITLAUF et al, 2004). Além disso, estudos eletrofisiologicos demonstraram que a

liberacdo de glutamato no NLET causa correntes pos-sinapticas excitatorias através
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da ativagao de receptores glutamatérgicos ionotrépicos (EGLI & WINDER, 2003). A
microinje¢cao de agonistas glutamatérgicos no NLET de ratos anestesiados causou
reducao na pressao arterial e frequéncia cardiaca (CIRIELLO & JANSSEN 1993),
que foram mediadas pela co-ativagdo de receptores NMDA e ndo-NMDA (HATAM &
NASIMI 2007). Além disso, a neurotransmissado glutamatérgica no NLET modula a
atividade do barorreflexo de maneira similar aquela observada durante o estresse
(ALVES et al, 2009). Apesar das evidéncias acima indicarem o envolvimento de
mecanismos glutamatérgicos do NLET no controle da atividade cardiovascular, e de
estudos indicarem que vias glutamatérgicas no SNC estao envolvidas nas respostas
cardiovasculares ao estresse, ndo existem evidéncias na literatura acerca da
participacdo da neurotransmissdo glutamatérgica do NLET nas respostas
autdbnomas do estresse.

O estresse de restricgdo agudo é um modelo de estresse nao-
condicionado e inescapavel bem aceito na literatura (BARRON & VAN LOON, 1989;
CHOI, et al, 2007). O modelo consiste em colocar o animal em um tubo cilindrico de
contencdo. Este modelo causa respostas neuroendodcrinas e autbnomas (BARRON
& VAN LOON, 1989; CHOI et al, 2007). As respostas autbnomas sao caracterizadas
por elevagao na pressao arterial e frequéncia cardiaca, modulacdo da atividade
barorreflexa e reducdo da temperatura cutdnea devido a uma reducédo no fluxo
sanguineo local (MCDOUGALL, et al, 2000; BUSNARDO et al, 2010; CRESTANI et
a., 2010). O presente estudo € uma continuagdo de um estudo prévio do nosso
grupo em que nds observamos que o bloqueio sinaptico nao-seletivo do NLET
aumentou a resposta taquicardica induzida pelo estresse de restricdo aguda, porém
sem interferir com a resposta de aumento da pressao arterial (CRESTANI et al,

2009). Diante disso, o presente estudo tem como hipotese que a neurotransmisséo
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glutamatérgica do NLET tem acgao inibitéria sobre as respostas autbnomas induzidas

pelo estresse de restricdo agudo em ratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi estudar o envolvimento da
neurotransmissao glutamatérgica do NLET nas respostas autbnomas observadas
durante o estresse de restricdo agudo em ratos. Para tanto, os objetivos especificos

foram:

- Estudar o efeito da microinjecao bilateral no NLET de LY235959, antagonista
seletivo do receptor glutamatérgico NMDA, nas respostas de pressdo arterial e
frequéncia cardiaca, bem como na temperatura cutanea da cauda induzidas pelo

estresse de restricdo agudo em ratos;

- Investigar o efeito da microinjecao bilateral no NLET de NBQX, antagonista seletivo
de receptores glutamatérgicos ionotropicos ndo-NMDA, nas respostas de presséo
arterial e frequéncia cardiaca, bem como na temperatura cutdnea da cauda

induzidas pelo estresse de restricdo agudo em ratos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar de peso corporal variando entre 240-260g.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP (Botucatu/SP). Os
animais tiveram acesso livre a ragao granulada e agua e foram submetidos a
alternancia de luz (12h claro/ 12h escuro). Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (protocolo:

CEUA/FCF/CAr. 11/2012).

3.2. Técnica de implante de canulas guias no NLET

Cinco dias antes dos experimentos, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (intraperitoneal, 250 mg/kg). Apos a tricotomia, a cabega do rato foi
imobilizada em um estereotaxico (STOELTING, EUA) e foi realizada assepsia do
campo cirurgico com alcool 70%. Para redugdo do sangramento durante a cirurgia,
foi injetado por via subcuténea 0,3 ml de solugcéo de lidocaina com vasoconstritor
(3% de levoarterenol, Harvey Quimica Farmacéutica Ind. e Comércio Ltda,
Catanduva, SP) na cabeca do animal. A calota craniana foi exposta por meio de
uma incisdao na pele de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se completamente o
periosteo. A limpeza da regidao foi feita utilizando-se solugcdo salina e agua
oxigenada 10%. Todas as coordenadas tiveram como referéncia os paréametros
obtidos do Atlas de PAXINOS & WATSON (1997), ajustados ao peso corporal do
animal (BORGES,1999). A interaural foi utilizada como ponto de referéncia para as

coordenadas.
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Nucleo Leito da Estria Terminal (NLET)

Antero-posterior: +7,7 mm em relacao a interaural,
Médio-Lateral/Dorso Ventral: + 4 mm a partir do bregma;
Vertical: -5,8 mm em relacao ao 0sso;

Incisivo = -3,2.

Apods o posicionamento da canula de ago inoxidavel, foi feito um orificio
no cranio com auxilio de broca odontolégica, por onde foi introduzida a canula
constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26 x 0,6 mm, 23 gauge) com
13 mm de comprimento. A canula foi fixada ao cranio com uma resina acrilica
autopolimerisavel (Simplex, DFL, Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ) e pequenos
parafusos foram previamente implantados na calota craniana. Um mandril com 0,2
mm de didmetro foi introduzido na canula, evitando a obstru¢ao da mesma durante o
periodo de recuperagdo do animal. Como medida profilatica, ao final da cirurgia o
animal recebeu 0,2 mL de pentabiético veterinario (Fontoura-Wyeth, Sdo Paulo,
Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-inflamatério ndo-esteroidal flunexina

meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcuténea.

3.3. Canulacéao da artéria femoral

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, os animais foram
anestesiados com tribomoetanol (intraperitoneal, 250 mg/kg) para implantagao de
um cateter na artéria femoral para registro cardiovascular. Este vaso foi dissecado e
um cateter de polietileno foi introduzido até a artéria aorta abdominal inferior. 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 solugao
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salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugéo salina), e obstruidos com
pino de metal. Apds implantacao dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados na
regido dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirurgica. Ao final da cirurgia, o
animal recebeu 0,3 mL do anti-inflamatério nao-esteroidal flunexina meglumina
(Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutanea para analgesia pos-
operatoria. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo

pos-operatorio e de registro da pressao arterial.

3.4. Registro da presséo arterial e frequéncia cardiaca

Antes do inicio dos registros, 0,1 ml de solu¢do salina com heparina (15
U/ml) foi injetada no interior dos cateteres para desobstrugdo dos mesmos. O cateter
implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao. A pressao
arterial pulsatil foi registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um
programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos

sinais da pressao arterial pulsatil.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutdnea da cauda foram realizados utilizando
um termovisor (IRI4010, Inglaterra). A andlise foi realizada através de um software
para analise termografica, e a temperatura foi representada por variagdes de

intensidade de cor (VIANNA e CARRIVE, 2005). Para analise das imagens, a
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medida de temperatura foi realizada em 5 pontos da cauda do animal, e a média foi

calculada para cada registro.

3.6. Estresse por restricdo agudo

O estresse de restricdo agudo consistiu na introdu¢cdo dos animais em
tubos cilindricos plasticos (didmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por
buracos de 2 polegada que preenchem aproximadamente 20% do tubo). No
presente estudo, os animais foram mantidos por um periodo de 30 minutos no tubo
de restricdo (Choi, et al, 2007, Crestani, et al, 2010). Cada animal foi submetido a

apenas uma sessao de restricdo para evitar habituacao.

3.7. Drogas utilizadas

O LY235959 (antagonista seletivo do receptor glutamatérgico NMDA)
(Sigma-Aldrich, EUA), o NBQX (antagonista seletivo de receptores glutamatérgicos
ionotropicos nao-NMDA), o tribromoetanol e a uretana foram dissolvidos em salina
(NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatério flunexina
meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) foram utilizados como fornecido

pelos fabricantes.

3.8. Microinjecéo de drogas no NLET

As agulhas injetoras (33 gauge, Small Parts, EUA), que foram utilizadas
para microinjecao das drogas no SNC, foram um mm mais longa do que as canulas

guias fixada ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (7002-KH,
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Hamilton, EUA). O volume das drogas injetadas foi de 100nL (CRESTANI et al,

2009).

3.9. Determinacdo anatémica dos sitios de inje¢cdo das drogas

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com
uretana (1,2 g/kg, intraperitoneal). Foi injetado o corante azul de Evans 1% no NLET
no mesmo volume de injecdo das drogas (100nl). Em seguida, os cérebros foram
retirados da caixa craniana e poés-fixados em solugao formalina por no minimo 48
horas. Entdo, os cérebros foram seccionados com o auxilio de um criostato. Foram
feitas varias secc¢des da regido do NLET, e o posicionamento dos sitios de injegcéo
foram analisados utilizando-se o Atlas de PAXINOS & WATSON (1997) como

referéncia.

3.10. Anédlise estatistica

Os dados foram expressos como média terro padrdo da média (EPM). O
efeito do tratamento do NLET com LY235959 ou NBQX sobre os valores basais de
PAM, FC e temperatura cutanea da cauda foram comparados utilizando teste t de
Student. A ANOVA bifatorial (tratamento vs tempo), com tratamento como medida
principal e tempo como medida repetida, foi usada para comparar as curvas
temporais de variagcbes da PAM, FC e temperatura cutdnea da cauda durante o

estresse de restricdo agudo.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guias direcionadas ao NLET, e mantidos em recuperacao
por quatro dias. O experimento foi realizado 24 h apds a implantagao de um cateter
na artéria femoral. Os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de
experimentagdo por ao menos 30 minutos antes do inicio do experimento, para
habituacdo as condigbes de som e iluminagdo da sala. Apds este periodo, foi
iniciado o registro dos parametros cardiovasculares. Um registro de pelo menos 30
minutos foi realizado para determinagdo dos valores basais de pressao arterial e
frequéncia cardiaca.

Grupos independentes de animais receberam microinje¢ao bilateral no
NLET de veiculo (salina) (100nL), LY235959 (1nmol/100nL) ou NBQX (1nmol/100nL)
(ALVES et al, 2009; BUSNARDO et al, 2013). Dez minutos apds as microinjegdes,
os animais foram submetidos a uma sessao de 30 minutos de estresse de restricao.
O registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca foram iniciados pelo menos 30
minutos antes do inicio da restricdo, e foram realizados durante todo o periodo de
restricdo. A temperatura cutdnea da cauda foi medida aos 10, 5 e 0 min antes da

restricdo, e a cada 5 min durante a restrigao.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do tratamento do NLET com LY235959 nas respostas autbnomas
durante o estresse de restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com LY235959 (1nmol/100nl, n=6), ndo
afetou os parametros basais de PAM (1085 vs 104+2 mmHg, t=0,7, P>0,05), FC
(360£13 vs 378+8 bpm, t=1,0, P>0,05) e temperatura cutanea da cauda (27,9+0,3 vs
28,3+0,3 °C, t=0,8, P>0,05). O estresse de restricdo aguda causou aumento na PAM
(F(19.200=5, P<0,0001) e FC (F(19,200=8, P<0,0001) e redugdo da temperatura
cutdnea da cauda (Fgg0=12, P<0,0001) (Figura 1). O tratamento do NLET com
LY235959 reduziu a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse de restricao
(F(1,200=80, P<0,0001), e a analise identificou interacdo entre os fatores tempo e
tratamento para esta medida (F(19200=2, P<0,02) (Figura 1). As respostas de
aumento da PAM (F(1200=0,2, P>0,05) e de redugéo da temperatura da cauda
(F(1,90=0,8, P>0,05) ndo foram afetadas pelo bloqueio de receptores NMDA no NLET
(Figura 1). Representacao diagramatica dos sitios de injecdo no NLET de todos os

animais utilizados neste protocolo € apresentado na Figura 2.
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Figura 1

Curvas temporais de variagcdo da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutdnea da cauda durante o estresse de restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no NLET com veiculo (circulos brancos) ou LY235959 (circulos pretos). O inicio do
estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as barras o erro padrao da média (EPM).
Asterisco indica efeito significativo do tratamento sobre a resposta durante todo o periodo de
exposicdo ao estresse de restricdo agudo (P<0,05, ANOVA acompanhado do poés-teste de
Bonferroni).
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Figura 2
Representagdo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de PAXINOS
& WATSON (1997) indicando os sitios de microinjecdo no NLET de veiculo (circulos brancos) e
LY235959 (circulos pretos).

Legenda

IA = 8.6 mm

ac: comissura anterior

f: fornix

LV: Ventriculo Lateral

cc: corpo caloso

ic: capsula interna

LSV: Area Septal Ventral
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4.2. Efeito do tratamento do NLET com NBQX nas respostas autbnomas
durante o estresse de restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com NBQX (1nmol/100nl, n=8), ndo afetou
os parametros basais de PAM (10914 vs 110+2 mmHg, t=0,3, P>0,05), FC (361+14
vs 375x6 bpm, t=1,1, P>0,05) e temperatura cutdnea da cauda (28,9+0,3 vs
28,4+0,3 °C, t=0,9, P>0,05). O estresse de restricdo agudo causou aumento na PAM
(F(19.240=8, P<0,0001) e FC (F(19240=11, P<0,0001) e reducdo da temperatura
cutdnea da cauda (Fs 108=6, P<0,0001) (Figura 3). O tratamento do NLET com
NBQX reduziu a resposta taquicardica (F1240=21, P<0,0001) e de redug&o da
temperatura cutanea (F(1,108=9, P<0,005) desencadeadas pelo estresse de restricdo
(Figura 3). A analise nao identificou interacéo entre os fatores tempo e tratamento
para as medidas de FC (F(19240=0,8, P>0,05) e temperatura cutanea (Fs 108=0,3,
P>0,05). A resposta de aumento da PAM n&o foi afetada pelo bloqueio de receptores
n&o-NMDA no NLET (F(19,240=3, P>0.05) (Figura 3). Representagdo diagramatica
dos sitios de injecdo no NLET de todos os animais utilizados neste protocolo &

apresentado na Figura 4.
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Figura 3

Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutdnea da cauda durante o estresse de restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no NLET com veiculo (circulos brancos) ou NBQX (circulos pretos). O inicio do
estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM).
Asterisco indica efeito significativo do tratamento sobre a resposta durante todo o periodo de
exposicdo ao estresse por restricdo agudo (P<0,05, ANOVA acompanhado do péds-teste de
Bonferroni).
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Representagdo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de PAXINOS
& WATSON (1997) indicando os sitios de microinjegdo no NLET de veiculo (circulos brancos) e
NBQX (circulos pretos).
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5. DISCUSSAO

O estresse de restricdo é um estimulo aversivo inescapavel e nao
condicionado conhecido por provocar alteragbes autonédmicas como, por exemplo,
elevagdo da PA e FC e modulagdo da atividade barorreflexa (BARRON E VAN
LOON, 1989; MCDOUGALL et al. 2000; CRESTANI et al, 2010). Além disso, durante
0 estresse o0 aporte sanguineo diminui em alguns leitos vasculares (por exemplo,
cutdneo e mesentérico) para aumentar o fluxo sanguineo para regides mais
requisitados durante as respostas defensivas (por exemplo, a musculatura
esquelética) (ZHANG et al, 1996). A reducgao do fluxo sanguineo cutaneo durante o
estresse por restricdo acarreta uma reducéo na temperatura da pele (BUSNARDO et
al, 2010, 2013). Os ajustes neuroenddcrinos durante o estresse por restricdo séo
principalmente caracterizados pela ativagado do eixo HPA (CHOI et al, 2007). Dessa
forma, como esperado, ndés observamos que uma sessao aguda de estresse de
restricdo causou elevagao da PA e FC e diminuigdo da temperatura cutdnea da

cauda.

Diversos estudos tém demonstrado que nucleos diretamente conectados
com o NLET, como o cortex pré-frontal medial (CPFM), a amigdala e o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN), estdo envolvidos nas respostas fisioldgicas
desencadeadas pelo estresse de restricido (TAVARES E CORREA 2006; SALOME
et al., 2007; BUSNARDO et al, 2010). Estes resultados sugerem um envolvimento
do NLET no controle das respostas autbnomas ao estresse. Neste sentido, em um
estudo prévio publicado pelo nosso grupo nés observamos que o bloqueio nao-
seletivo de sinapses no NLET através da microinjecdo local de CoCl, facilitou a
resposta taquicardica desencadeada pelo estresse de restricdo agudo, porém sem

interferir com a resposta de elevacao da pressao arterial (CRESTANI et al, 2009).
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Estes resultados sugeriram uma influéncia inibitéria do NLET nas respostas
cardiacas ao estresse de restricdo. Entretanto, o0 mecanismo neuroquimico local

envolvido neste controle pelo NLET ainda é pouco compreendido.

A neurotransmissao glutamatérgica no NLET é um importante mecanismo
envolvido no controle da fung¢ado cardiovascular (CRESTANI et al, 2013). Para testar
a hipotese da participagao desse mecanismo neuroquimico do NLET nas respostas
autbnomas ao estresse, nos inicialmente microinjetamos LY235959 (antagonista
seletivo do receptor glutamatérgico NMDA) bilateralmente no NLET antes da
exposicao ao estresse de restricdo agudo. O tratamento do NLET com LY235959
resultou em reducdo da resposta taquicardica desencadeada pelo estresse de
restricdo. A resposta de elevagao da pressao arterial e de reducdo da temperatura
cutdnea nos animais tratados com LY235959 apresentou-se com valores préximos
aqueles observados nos animais controle. Estes resultados sugerem que a ativagao
de receptores NMDA no NLET medeia a resposta taquicardica induzida pelo

estresse de restricdo, mas nao a variagao da PA e temperatura cutanea da cauda.

O glutamato também age em receptores ionotropicos AMPA e cainato,
que sao designados como nao-NMDA. Dessa forma, nds investigamos o efeito da
microinjecao bilateral no NLET de NBQX, um antagonista seletivo de receptores
glutamatérgicos ndao-NMDA. Assim, como observado apds o tratamento local com
LY235959, a administracdo de NBQX nao afetou as respostas de pressao arterial.
No entanto, o tratamento do NLET com NBQX resultou em reducao da resposta de
elevagao da FC e de reducao da temperatura cutdnea. Uma vez que a resposta de
temperatura cuténea reflete uma alteragdo no fluxo sanguinho cutaneo (VIANA E
CARRIVE, 2005), nossos dados evidenciam um envolvimento de receptores nao-

NMDA nas respostas cardiacas e vasculares induzidas pelo estresse de restricio.
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Esses dados sao os primeiros a evidenciar o controle das respostas vasculares ao

estresse de restricdo pelo NLET.

Os efeitos sobre as respostas cardiovasculares ao estresse de restricao
observados apds bloqueio de receptores glutamatérgicos no NLET foram opostos
aqueles observados anteriormente apds o bloqueio n&do seletivo de sinapses nesta
estrutura induzido pelo tratamento local com CoCl, (CRESTANI et al, 2009). No
entanto, Crestani e colaboradores (2009) relataram que a microinje¢do local no
NLET de um antagonista seletivo de adrenoceptores a4 (WB4101) causou efeitos
similares aqueles observados apds o tratamento local com CoCl,, ao facilitar a
resposta taquicardiaca ao estresse sem interferir com a elevagcdo da pressao
arterial. O efeito do bloqueio de outros adrenoceptores no NLET também foi
estudado neste mesmo estudo, porém a microinjecdo bilateral local de um
antagonista seletivo de adrenoceptores a; (RX821002) ou 3 (propranolol) ndo afetou
as respostas cardiovasculares do estresse de restricido. Deste modo, baseado
nestes resultados, foi sugerido que a neurotransmissdo noradrenérgica, agindo
através da ativacdo de adrenoceptores a4, € um importante mecanismo local
envolvido na influéncia inibitéria do NLET na resposta cardiaca ao estrese de

restrigao.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do SNC, e estudos
eletrofisiolégicos tem demonstrado que este neurotransmissor tem acao excitatéria
sobre a atividade de neurdnios do NLET (CASADA E DAFNY, 1993). Por outro lado,
estudos mostram que a noradrenalina tem agdo pos-sinaptica inibitéria sobre a
atividade de neurénios do NLET (SAWADA E YAMAMOTO, 1981). Além disso, a
noradrenalina inibe a liberacdo de glutamato e despolariza terminais locais contendo

o neurotransmissor inibitério GABA (FORRAY E GYSLING, 2004), o que reforca a
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sua influéncia inibitéria no NLET. A partir das evidéncias de que o bloqueio sinaptico
inespecifico com CoCl, ou o antagonismo de adrenoceptores a4 no NLET causam
efeitos similares sobre as respostas cardiovasculares ao estresse por restricao
(CRESTANI et al, 2009), ao passo que o tratamento local com antagonistas de
receptores glutamatérgicos influencia de maneira oposta estas respostas, pode-se
sugerir que a noradrenalina tem um papel proeminente no controle das respostas
autébnomas pelo NLET, de modo que mecanismos glutamatérgicos locais teriam uma
agao modulatdria sobre os efeitos da noradrenalina. Esta agdo modulatéria parece
nao decorrer de uma influéncia direta do glutamato na neurotransmissao
noradrenérgica, pois tem sido demonstrado que mecanismos glutamatérgicos
facilitam a liberacao local de noradrenalina no NLET (FORRAY E GYSLING, 2004).
Deste modo, € mais provavel que esta interagdo decorra dos efeitos opostos da
noradrenalina (inibitéria) e do glutamato (excitatério) sobre a atividade de neurénios
do NLET.

As respostas taquicardicas e pressoras durante o estresse sdo mediadas
por uma ativacao simpatica, uma vez que sao bloqueadas pelo tratamento sistémico
com antagonistas de adrenoceptores B e a, respectivamente (CARRIVE, 2006;
CRESTANI et al, 2010). Além disso, o tratamento com bloqueadores
parassimpaticos aumenta a resposta cardiaca durante o estresse (BAUDRIE et al,
1997; CARRIVE et al, 2006; CRESTANI et al, 2009), o que evidencia uma co-
ativacdo simpatica e parassimpatica cardiaca durante o estresse. O NLET envia
projecoes diretas para estruturas bulbares envolvidas no controle da atividade
autonémica, assim como o nucleo do trato solitario, 0 nucleo ambiguo e a regido
ventrolateral do bulbo (GRAY E MAGNUSON, 1987; DONG E SWANSON, 2004).

Foi demonstrado que a microinjegao de glutamato no NLET causa alteragbes na PA
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e FC (CIRIELLO E JANSSEN, 1993; HATAM E NASIMI, 2007), que sdo mediadas
por alteragbes na atividade simpatica vascular e cardiaca (CIRIELLO E JANSSEN,
1993) através de conexdes com o bulbo ventrolateral caudal (BVLC) (GIANCOLA et
al, 1993). Além disso, foi demonstrado que a influéncia inibitéria da
neurotransmissao noradrenérgica do NLET sobre a resposta cardiaca ao estresse
por restricdo decorre de uma facilitacdo da atividade parassimpatica cardiaca
(CRESTANI et al, 2009). Deste modo, a influéncia facilitatéria dos receptores
glutamatérgico NMDA e nao-NMDA no NLET sobre a resposta taquicardica ao
estresse de restricdo pode decorrer da facilitagdo de vias que estimulam a atividade
simpatica e/ou inibem a atividade parassimpatica cardiaca. O controle da resposta
de presséao arterial por receptores ndo-NMDA do NLET também deve decorrer da

facilitacdo de vias que estimulam a atividade simpatica.

Em suma, nossos dados sugerem que a neurotransmissao
glutamatérgica do NLET, atuando através da ativacdo de receptores ionotropicos
NMDA e nao NMDA locais tem uma influéncia facilitatéria sobre a resposta
taquicardica induzida pelo estresse de restricdo agudo. Os presentes resultados
também indicam a participagdo de receptores ndo-NMDA no NLET na
vasoconstricdo cutdnea durante o estresse por restricido. Os nossos resultados
contrastam com aqueles observados previamente em animais sujeitos ao bloqueio
sinaptico ndo-seletivo do NLET, e indicam que mecanismos glutamatérgico no NLET
tenha um papel modulatério sobre a acdo de outros mecanismos neuroquimicos

locais.
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