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RESUMO

O cortex pré-frontal medial (CPFM) é uma regido limbica envolvida no
controle da atividade autondmica e cardiovascular. Foi demonstrado que a inibicao
da regido infra-limbica (IL) do CPFM reduziu as repostas comportamentais,
neuroenddcrinas e autbnomas induzidas por estimulos aversivos. Entretanto, apesar
das evidéncias de um importante papel do coértex IL na integracdo das respostas ao
estresse, informacdes sobre 0os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos no
controle destas respostas ainda séo escassos. Diante disso, o presente estudo teve
0 objetivo de investigar um possivel envolvimento de mecanismos noradrenérgicos
do cértex IL nas respostas autonébmicas ao estresse por restricdo agudo em ratos.
Para tanto, nés investigamos, em grupos independentes de animais, o efeito da
microinjecao bilateral no cortex IL de veiculo (salina, 100nL), WB4101 (antagonista
seletivo de adrenoceptores a1), RX821002 (antagonista seletivo de adrenoceptores
a2) e propranolol (antagonista nao-seletivo de adrenoceptores (3, 10nmol/100nL),
sobre as respostas de aumento da presséao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)
e reducdo da temperatura cutanea da cauda induzidas pelo estresse por restricao
agudo em ratos. A microinjecao bilateral de WB4101, RX821002 e propranolol no
cortex IL ndo afetou os parametros basais de PA, FC e temperatura cutanea da
cauda, o que indica uma auséncia de influéncia na manutencao ténica do sistema
cardiovascular. Entretanto, o bloqueio de adrenoceptores a; no cortex IL diminuiu a
resposta taquicardica induzida pelo estresse por restricdo, sem afetar as respostas
pressora e de reducdo da temperatura cutanea da cauda. O bloqueio de
adrenoceptores a; no cortex IL reduziu todos os parametros analisados e o bloqueio
de adrenoceptores [ no cortex IL atenuou a resposta de reducdo da temperatura

cutanea induzida pelo estresse por restricdo. As respostas de elevacao da PA e FC



ndo foram afetadas pelo tratamento com propranolol. Em suma, 0S nossos
resultados indicam um envolvimento de adrenoceptores a, no cortex IL na resposta
pressora do estresse por restricdo agudo, ao passo que a resposta taquicardica
parece ser mediada pela coativacédo de adrenoceptores a; e a; ha mesma regiao. Os
dados do presente estudo fornecem ainda evidéncia do envolvimento de
adrenoceptores a e [ do cértex IL na resposta de vasoconstricdo cutanea

desencadeada pelo estresse por restricdo agudo.



1. INTRODUCAO

Estudos tém apontado correlacdo 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 fisiologicas (Ulrich-Lai & Herman,
2009). A manutencéao da homeostasia durante situacdes aversivas requer a ativacao
coordenada dos sistemas neuroenddcrino e autbnomo (Dampney, et al., 2008;
Ulrich-Lai & Herman, 2009). O sistema nervoso autbnomo promove a resposta
imediata ao estresse, que é caracterizada por aumento na pressao arterial (PA) e
frequéncia cardiaca (FC), redistribuicdo do fluxo sanguineo (reducdo na perfuséo
cutdnea e visceral) e alteracdo na atividade do barorreflexo (Barron & Van Loon,
1989; Dampney, et al, 2008; Crestani et al, 2010). A vasoconstricdo cutanea causa
reducdo na temperatura da pele durante o estresse (Viana & Carrive, 2005;
Busnardo et al, 2010). A ativacdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA)
durante o estresse promove aumento no nivel plasmatico de glicocorticéide, no qual
€ importante para a mobilizacdo energética e a retroalimentacdo negativa do eixo ao
atuar no hipotadlamo e na adeno-hipdfise (Ulrich-Lai & Herman, 2009). Apesar da
importancia das respostas fisioldgicas durante situacdes aversivas, 0S mecanismos
envolvidos com estas respostas ainda sao pouco compreendidos.

As respostas fisiologicas durante o estresse emocional sdo mediadas por
estruturas limbicas no sistema nervoso central, através da acdo de varios
mecanismos neuroquimicos (Joels & Baram, 2009; Ulrich-Lai & Herman, 2009). O
cortex pre-frontal medial (CPFM) é uma regido limbica localizada no telencéfalo, na
qual é dividida em cortex cingular 1 (Cgi) e 2 (Cgy), cortex pré-limbico (PL), cortex

infra-limbico (IL) e cortex peduncular dorsal (PD) (Zilles & Wree, 1985). H4 na



literatura numerosas evidéncias sugerindo a participacdo da porcdo ventral do
CPFM (CPFMv) na modulacdo do sistema cardiovascular (Hardyand Holmes, 1988;
Ressteland Correa, 2006; Hanseland von Kanel, 2008). Neste sentido, foi observado
gue a estimulacdo elétrica ou quimica com L-glutamato das regibes do CPFMv
identificadas como PL, IL e PD causaram diminuicdo da presséao arterial em animais
anestesiados, na qual foi acompanhada por reducéo na atividade do nervo simpéatico
esplanico e aumento do fluxo sanguineo nos leitos renal, mesentérico e iliaco
(Verberne, 1996; Owens and Verberne, 2001). Por outro lado, aumento na pressao
arterial foi observada apdés a ativagdo do CPFMv de ratos nado-anestesiados
(Ressteland Correa, 2005; Tavares et al., 2004). Além disso, um envolvimento do
CPFM nas respostas cardiacas do barorreflexo tem sido demonstrado (Verberne et
al, 1987; Resstel et al, 2004). Estudos tem sugerido que o controle da funcéo
cardiovascular pelo CPFM envolve varios mecanismos neuroquimicos locais,
incluindo mecanismos colinérgicos, glutamatérgicos, nitrérgicos e noradrenérgicos
(Ressteland Correa, 2006).

O CPFMv possui conexdes com outras estruturas limbicas como a
amigdala, o septo, o hipocampo, a matéria cinzenta periaqueductal, e regides
hipotalamicas de defesa (Vertes, 2004). Além disso, estudos tem demonstrado
ativacdo do CPFM durante situagOes aversivas (Cullinan et al, 1995; Figueiredo et
al, 2002). Além destas informacgfes, uma série de outras evidéncias funcionais tem
sugerido uma participacdo importante desta regido cortical na integracdo de
respostas cardiovasculares, neuroenddcrinas e comportamentais durante situacoes
aversivas (McDougall, et al, 2005; Resstel & Correa, 2006; Vidal-Gonzalez et al,
2006; Ulrich-Lai& Herman, 2009). Estudos tem demonstrado que sub-regides do

CPFMv parecem ter papéis distintos no controle das respostas ao estresse. Neste



sentido, foi demonstrado que o bloqueio seletivo do cértex PL aumentou as
respostas neuroenddcrinas, cardiovasculares e comportamentais induzidas pelo
estresse, ao passo que a inibicdo do cortex IL diminuiu estas respostas (Frysztak &
Neafsey, 1994; Randley et al, 2006; Vidal-Gonzalez et al, 2006; Tavares et al, 2009).
Baseado nestas evidéncias, tem sido proposto uma regionalizacdo no controle
exercido pelo CPFM das respostas ao estresse, com a ativagcdo do cortex PL
conferindo inibicdo e o cortex IL tendo uma funcéo facilitatoria sobre as respostas a
estimulos aversivos (Ulrich-Lai & Herman, 2009). Apesar das evidéncias acima
indicarem um importante papel do CPFM na integracdo das alteracdes
cardiovasculares induzidas pelo estresse, informacfes acerca dos mecanismos
neuroquimicos locais envolvidos no controle destas respostas ainda sdo escassas.
Evidéncias tém apontado que a neurotransmissdo noradrenérgica € um
importante mecanismo neuroquimico envolvido no controle das respostas induzidas
pelo estresse emocional em varias estruturas limbicas (Crestani et al, 2009; Joels &
Baram, 2009). Noradrenalina e adrenoceptores foram identificados em varias
regides corticais, incluindo o cortex pré-frontal (Diop et al, 1987). A microinjecao de
noradrenalina no CPFM causou alteracdes cardiovasculares caracterizadas por
aumento na pressado arterial e bradicardia (Fernandes et al, 2003). Estimulos
aversivos aumentaram os niveis extracelulares de noradrenalina no CPFM (Gresch
et al, 1995; Kawahara et al, 1999). Foi demonstrado que a lesdo de terminais
catecolaminérgicos no CPFM inibiu a ativacdo neuronial local induzida pelo estresse,
bem como a de outras estruturas sub-corticais envolvidas no controle de respostas
fisiolégicas e comportamentais durante situacdes aversivas (Spencer & Day, 2004).
Além disso, a ablacéo de terminais noradrenérgicos do CPFM atenuou a ativacao do

eixo HPA induzida por um estimulo aversivo (Randley et al, 2008). Entretanto,
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apesar das evidéncias acima indicarem um envolvimento da neurotransmissao
noradrenérgicos do CPFM no controle da atividade cardiovascular, e de estudos
indicarem que mecanismos noradrenérgicos no CPFM séo ativados durante o
estresse e modulam as respostas neuroendocrinas durante situacdes aversivas, em
nossa busca na literatura n0s ndo encontramos evidéncias acerca do envolvimento
de adrenoceptores do CPFM nas respostas autbnomas ao estresse.

O estresse por restricdo € um modelo de estresse ndo-condicionado e
inescapavel bem aceito na literatura (Barron & Van Loon, 1989; Choi, et al, 2007), no
qgual consiste em colocar o animal em um tubo cilindrico de contencdo. Este modelo
causa respostas neuroendocrinas e autbnomas caracterizadas por elevacdo nos
niveis plasmaticos de glicocorticéides, aumentos da presséo arterial e frequéncia
cardiaca, modulacdo da atividade do barorreflexo e reducdo da temperatura
cutanea, nas quais sdo mantidas durante todo o periodo de estresse (Barron & Van
Loon, 1989; McDougall, et al, 2000; Choi, et al, 2007; Crestani, et al, 2010).

Diante do exposto, no presente estudo nds nos propomos a testar a
hip6tese de que a neurotransmissdo noradrenérgica no cortex IL tem uma funcéo
facilitatéria sobre as respostas autbnomas desencadeadas pelo estresse por

restricdo agudo em ratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi estudar o envolvimento da
neurotransmissao noradrenérgica do cortex IL nas respostas autbnomas observadas
durante o estresse por restricdo agudo em ratos. Para tanto, o objetivo especifico foi:

1) Estudar o efeito da microinjecdo bilateral no cortex IL de
WB4101, antagonista seletivo de adrenoceptores a1, nas respostas de aumento da
pressdo arterial e frequéncia cardiaca, bem como na reducdo da temperatura
cutanea da cauda induzidas pelo estresse por restricdo agudo em ratos;

2) Investigar o efeito da microinjecdo bilateral no cortex IL de
RX821002, antagonista seletivo de adrenoceptores a,, nas respostas de aumento da
pressdo arterial e frequéncia cardiaca, bem como na reducdo da temperatura
cutanea da cauda induzidas pelo estresse por restricdo agudo em ratos.

3) Estudar o efeito da microinjecdo bilateral no cortex IL de
propranolol, antagonista nao-seletivo de adrenoceptores [, nas respostas de
aumento da pressao arterial e frequéncia cardiaca, bem como na reducdo da

temperatura cutanea da cauda induzidas pelo estresse por restricdo agudo em ratos.
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3. METODOLOGIA

3.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar de peso corporal variando entre 240-270g.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP (Botucatu/SP). Os
animais tiveram acesso livre a racdo granulada e agua e foram submetidos a
alternancia de luz (12h claro/ 12h escuro). Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCF-UNESP (protocolo: CEP/FCF/CA.

10/2012).

3.2-Técnica de implante de canulas quias no sistema nervoso central

Cinco dias antes dos experimentos, 0s animais foram anestesiados com
tribromoetanol (250 mg/kg, intraperitoneal). Apds a tricotomia, a cabeca do rato foi
imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, EUA), e foi realizada assepsia do campo
cirirgico com alcool a 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 periésteo. A limpeza da regido foi feita utilizando-se
solucdo salina e &gua oxigenada a 10%. Todas as coordenadas tiveram como
referéncia os parametros obtidos do Atlas de Paxinos & Watson (1997), ajustados ao
peso corporal do animal (Borges,1999). O bregma foi utilizado como ponto de

referéncia para as coordenadas.
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Cortex infra-limbico (IL)

Antero-posterior: +3,3 mm em relacéo ao bregma;
Lateral: + 2,7 mm a partir do bregma;

Ventral = -3,2 mm em relacéo a superficie craniana

Apoés 0 posicionamento da canula de aco inoxidavel, foi feito um orificio
no cranio com auxilio de broca odontoldgica, por onde foi introduzida a canula
constituida por um segmento de agulha hipodérmica (26x0,6 mm, 23 gauge), com 10
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 diametro foi introduzido na canula, evitando a obstrucdo da mesma durante o
periodo de recuperacdo do animal. Como medida profilatica, ao final da cirurgia o
animal recebeu 0,2 mL de pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, Sao Paulo,
Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-inflamatorio ndo-esteroidal flunexina

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

3.3-Canulacao da artéria femoral

Vinte e quatro horas antes dos experimentos, 0s animais foram
anestesiados com tribomoetanol (250 mg/kg, intraperitoneal) para implantacdo de
cateteres na artéria femoral. 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 solugédo salina e anticoagulante (15 U/mL

de heparina em solugéo salina), e obstruidos com pino de metal. Apos implantacao
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dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados na regiao dorsal do animal e fixados
a pele por sutura cirdrgica.

O cateter da artéria femoral foi utilizado para registro da pressao arterial e
frequéncia cardiaca. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo

o periodo pos-operatorio e de registro dos parametros cardiovasculares.

3.4-Reqistro da pressao arterial e freqliéncia cardiaca

Antes do inicio dos registros, 0,1 ml de solucdo salina com heparina (15
U/ml) foi injetada no interior dos cateteres para desobstru¢cdo dos mesmos. O cateter
implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao (DPT100,
Utah Medical Products Inc., EUA). A pressao arterial pulsatil foi registrada utilizando
um amplificador (Bridge Amp, ML221, ADInstruments, Austrélia), conectado a um
sistema de aquisicdo de dados computadorizado (PowerLab 4/30, ML866,
ADInstruments, Australia), usando um programa apropriado (Lab Chart PRO,
ADlInstruments, Australia). Os valores de pressao arterial média (PAM) e frequéncia

cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos sinais da presséo arterial pulsétil.

3.5- Drogas utilizadas

O WB4101 (antagonista seletivo de adrenoceptores a;) (Tocris, EUA),
RX821002 (antagonista seletivo de adrenoceptores a;) (Tocris, EUA), propranolol
(antagonista néo-seletivo de adrenoceptores [) (Sigma-Aldrich, EUA), o
tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana (Sigma-Aldrich, EUA) foram
dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil) e o
anti-inflamatorio flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil) serdo

utilizados como fornecido pelos fabricantes.
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3.6- Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutanea da cauda foram feitos por um
termovisor (IRI4010, Inglaterra). A analise foi realizada através de um software para
analise termografica, e a temperatura foi representada por variacdes de intensidade
de cor (VIANNA e CARRIVE, 2005). Para analise das imagens, a medida de
temperatura foi realizada em 5 pontos da cauda do animal, e a média foi calculada

para cada registro.

3.7- Estresse por restricdo agudo

O estresse por restricdo agudo consiste na introducdo dos animais em
tubos cilindricos plasticos (diametro = 6,5 cm, comprimento = 15 cm, ventilados por
aberturas de Y2 polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo), por um
periodo de 30 min (CHOI, et al.,, 2007, CRESTANI, et al., 2010). Cada animal foi

submetido a apenas uma sessao de restricdo para evitar habituacao.

3.8-Microinjecdo de drogas no cortex IL

As drogas administradas foram dissolvidas em salina (NaCl 0,9%). As
agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para microinjecao
das drogas no SNC foram um milimetro (mm) mais longa do que as canulas guias
fixada ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pl (7002KH, Hamilton,

EUA). As drogas foram injetadas no volume de 100nL (Tavares et al, 2009).

3.9- Determinacdo anatdmica dos sitios de injecdo das drogas

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com

uretana (1,2 g/kg, intraperitoneal). Foi injetado o corante azul de Evan a 1% no local
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da microinjecdo da droga. Em seguida, os ratos foram submetidos a abertura da
caixa toracica para exposicado do coracao. Para facilitar a perfuséo cerebral, a aorta
descendente foi bloqueada com uma pin¢ca hemostatica. Uma incisdo foi feita na
auricula direita para o escoamento do sangue e do perfusado, e uma agulha para
perfusao foi introduzida no ventriculo esquerdo. A perfusao foi realizada inicialmente
com 20 mL de solucéo fisiologica de NaCl 0,9%, seguida por 20 mL de solugéo
tamponada de formalina 10%. Posteriormente, os encéfalos foram retirados da caixa
craniana e poés-fixados na respectiva solucdo de perfusdo. Os encéfalos foram
seccionados com o auxilio de um criostato (Leica, Alemanha). Foram feitas varias
seccOes da regido do CPFM e o posicionamento dos sitios de injecdo foram

analisados utilizando-se o Atlas de Paxinos e Watson (1997) como referéncia.

3.10- Analise estatistica

Os dados foram expressos como meédia + erro padréo da média (EPM). O
efeito dos tratamentos farmacoldgicos sobre os valores basais de PAM, FC e
temperatura cutdnea da cauda foram comparados utilizando teste t de Student. A
analise de variancia (ANOVA) bifatorial (tratamento vs tempo), com tratamento como
medida principal e tempo como medida repetida, foi usada para comparar as curvas
temporais de variacbes da PAM, FC e temperatura cutdnea da cauda durante o

estresse por restricao agudo.
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4- PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de canulas guias bilaterais direcionadas ao cortex IL, e mantidos em
recuperacdo por quatro dias. O experimento foi realizado 24 h ap6s a implantacao
de um cateter na artéria femoral. Os animais foram mantidos em caixas individuais
na sala de experimentacdo por um periodo de no minimo 60 minutos antes do inicio
dos experimento, para habituacdo as condi¢cdes de som e iluminacdo da sala. Apos
este periodo, foi iniciado o registro dos parametros cardiovasculares. Um registro de
pelo menos 30 minutos foi realizado para determinacdo dos valores basais de
pressdo arterial e frequéncia cardiaca. Em seguida, grupos independentes de
animais receberam microinjecdes bilaterais no cértex IL de veiculo (salina) (100nL,
n=7), WB4101 (antagonista de adrenoceptores a;) (10nmol/100nl, n=6), RX821002
(antagonista de adrenoceptores a;) (10nmol/100nl, n=6) ou propranolol (antagonista
de adrenoceptores ) (10 nmol/100nL, n=6). As doses foram selecionadas baseadas
em estudos anteriores do nosso grupo (Crestani et al, 2008, 2009; Busnardo et al,
2009). Dez minutos ap6s o tratamento farmacolégico do cértex IL, os animais foram
submetidos a uma sessao de 30 minutos de estresse por restricdo agudo.

O registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca foram iniciados 30
minutos antes do inicio da restricdo, e foram realizados durante todo o periodo de
restricdo. A temperatura cutanea da cauda foi medida aos 10, 5 e 0 minutos antes

da restricdo, e a cada 5 minutos durante a restrigao.
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5. RESULTADOS

5.1 - Efeito do tratamento do coértex IL com WB4101 sobre as respostas

autondmicas ao estresse por restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do cortex IL com WB4101 (antagonista seletivo de
adrenoceptores a; (10nmol/100nL, n=6) ndo afetou os parametros basais de PAM
(1074 vs 105£3 mmHg; t=0,40, P>0.05), FC (36948 vs 396+11 bpm; t=1,9, P>0.05)
e temperatura cutanea da cauda (28,2+0,8 vs 27,9+0,6 °C; t= 0,3, P>0.05), quando
comparado aos animais tratados com veiculo no cortex IL (100nL, n=7). O estresse
por restricdo agudo causou elevagao da PAM (fator tempo: F231)=14, P<0.0001) e
FC (fator tempo: F(231)=6, P<0.0001) e reducdo da temperatura cutédnea da cauda
(fator tempo: Fg99=9, P<0.0001) (Figura 1). O tratamento do cortex IL com WB4101
reduziu a resposta de aumento da FC desencadeada pelo estresse por restricao
(fator tratamento: F( 231)=21, P<0.0001), porém a analise estatistica n&o encontrou
interagéo entre os fatores tempo e tratamento (F(20,231)=0,6, P>0.05) (Figura 1). As
respostas pressora (fator tratamento: Fq231y=0,9, P>0.05) e de redugédo da
temperatura cutanea da cauda (fator tratamento: F(99=0,2, P>0.05) ndo foram
afetadas pelo bloqueio de receptores a; no cortex IL (Figura 1). Representacdo
diagramética dos sitios de injecdo no cértex IL de WB4101l e veiculo de todos os

animais utilizados neste estudo é apresentado na Figura 2.
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Figura 1

Curvas temporais de variacdo da presséao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea da cauda durante o estresse por restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no cértex IL com veiculo (salina, 100nL, n=7) ou WB4101 (antagonista
seletivo de adrenoceptores a;, 10 nmol/100nL, n=6). O inicio do estresse foi no t=0. Circulos
representam a média e as barras o erro padrdao 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 pds-teste de Bonferroni).
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Representacdo diagramética de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢cdo no cortex IL de veiculo (circulos brancos) e
WB4101 (circulos pretos). Cgl - cértex cingular 1; DP - cértex peduncular dorsal (DP); IL- cortex infra-
limbico; PL - cértex pré-limbico.

5.2 - Efeito do tratamento do cortex IL com RX821002 sobre as respostas

autondmicas ao estresse por restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do cortex IL com RX821002 (antagonista seletivo
de adrenoceptores a;) (10 nmol/100nL, n=6) ndo afetou os parametros basais de
PAM (107+4 vs 108+3 mmHg; t=0,15, P>0.05), FC (369+8 vs 361+3 bpm; t=0,8,
P>0.05) e temperatura cutanea da cauda (28,2+0,8 vs 27,4+0,3 °C; t= 0,7, P>0.05),
guando comparado aos animais tratados com veiculo no cértex IL (100nL, n=7). O
estresse por restricdo agudo causou elevagdo da PAM (fator tempo: F(20,231)=6,
P<0.0001) e FC (fator tempo: F(0,231y=3, P<0.0001) e reducdo da temperatura
cutanea da cauda (fator tempo: Fgg9=6, P<0.0001) (Figura 3). O tratamento do
cortex IL com RX821002 reduziu as respostas pressora (fator tratamento:
F1,231)=119, P<0.0001), taquicardica (fator tratamento: F 231=141, P<0.0001) e de
reducéo da temperatura cutanea da cauda (fator tratamento: F(199=42, P<0.0001)
(Figura 3). A andlise indicou interacdo entre os fatores para as medidas de PAM

(F(20,231y=3, P<0.0008) e FC (F(20,231y=3, P<0.0006), mas ndo para a temperatura
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cuténea (Fg99=1,6, P>0.05). Representacdo diagramatica dos sitios de injegdo no
cortex IL de propranolol e veiculo de todos os animais utilizados neste estudo é

apresentado na Figura 4.
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Figura 3

Curvas temporais de variacdo da presséo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutanea da cauda durante o estresse por restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no cortex IL com veiculo (salina, 100nL, n=7) ou RX821002 (antagonista
seletivo de adrenoceptores a,, 10 nmol/100nL, n=6). 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 pés-teste de Bonferroni)
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Representacdo diagraméatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de
Paxinos & Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢cdo no cértex IL de veiculo
(circulos brancos) e RX821002 (circulos pretos). Cgl - cértex cingular 1; DP - cértex
peduncular dorsal (DP); IL- cortex infra-limbico; PL - cértex pré-limbico

5.3 - Efeito do pré-tratamento do cortex IL com propranolol sobre as respostas

autondmicas ao estresse por restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do cortex IL com propranolol (antagonista nao-
seletivo de adrenoceptores ) (10 nmol/100nL, n=6) ndo afetou os parametros
basais de PAM (10714 vs 108+3 mmHg; t=0,15, P>0.05), FC (36918 vs 361+3 bpm;
t=0,8, P>0.05) e temperatura cutanea da cauda (28,2+0,8 vs 27,4+0,3 °C; t= 0,7,
P>0.05), quando comparado aos animais tratados com veiculo no cértex IL (100nL,
n=7). O estresse por restricdo agudo causou elevacdo da PAM (fator tempo:
F20,231)=14, P<0.0001) e FC (fator tempo: Fpo231)=9, P<0.0001) e reducdo da
temperatura cutanea da cauda (fator tempo: Fgg9=11, P<0.0001) (Figura 5). O
tratamento do cortex IL com propranolol reduziu a resposta de reducdo da
temperatura cutdnea da cauda desencadeada pelo estresse por restricdo (fator
tratamento: Fg09=26, P<0.0001), porém a andlise estatistica ndo encontrou

interagéo entre os fatores tempo e tratamento (Fg99=1,5, P>0.05) (Figura 5). As
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respostas pressora (fator tratamento: F1231)=3, P>0.05) e taquicardica (fator
tratamento: F(1231)=1, P>0.05) n&do foram afetadas pelo bloqueio de receptores  no
cortex IL (Figura 5). Representacdo diagramatica dos sitios de inje¢cdo no cortex IL
de propranolol e veiculo de todos os animais utilizados neste estudo € apresentado

na Figura 6.
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Figura 5

Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e
temperatura cutdnea da cauda durante o estresse por restricdo agudo em animais tratados
bilateralmente no cortex IL com veiculo (salina, 100nL, n=7) ou propranolol (antagonista ndo-seletivo
de adrenoceptores 3, 10 nmol/100nL, n=6). 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 pos-teste de Bonferroni).
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Representacéo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢cdo no cortex IL de veiculo (circulos brancos) e
propranolol (circulos pretos). Cgl - cértex cingular 1; DP - cortex peduncular dorsal (DP); IL- cortex
infra-limbico; PL - cértex pré-limbico.

6. DISCUSSAO

O estresse por restricdo é um estimulo aversivo inevitavel e néao-
condicionado conhecido por provocar alteracdes autonOmicas (elevacdo da PA e
FC, redistribuicdo do fluxo sanguineo e modulacdo da atividade barorreflexa),
neuroenddcrinas (ativacdo do eixo HPA) e comportamentais (reducéo na exploragcao
dos bracos abertos no labirinto em cruz elevado) (BARRON e VAN LOON 1989;
IRVINe et al. 1997; MCDOUGALL et al. 2000; CHOI et al, 2007; CRESTANI et al,
2010; REIS et al, 2011). Assim, conforme esperado, observamos elevacdo da PAM
e FC e reducédo da temperatura cutanea da cauda durante uma sessao aguda de
contencgao.

Diversos estudos tem demonstrado que nucleos diretamente conectados
com o CPFM, tais como o nucleo leito da estria terminal (NLET), a amigdala e o
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN), estdo envolvidos nas respostas
autdbnomas desencadeadas pelo estresse por restricio (SALOME et al., 2007;

CRESTANI et al, 2009; FORTALEZA et al, 2009; BUSNARDO et al, 2010). Em
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relacdo ao CPFM, foi demonstrado que blogueio sinaptico ndo-seletivo do cértex IL
reduziu a resposta de FC do estresse por restricdo sem afetar a resposta pressora,
ao passo que a inibicdo do cortex PL teve efeitos opostos sobre a resposta
taquicardica (TAVARES e CORREA 2006; Tavares et al, 2009). Baseado nestes
resultados, e em outros estudos que investigaram o papel do CPFM no controle das
respostas comportamentais e neuroendocrinas ao estresse (Frysztak & Neafsey,
1994; Randley et al, 2006), tem sido proposto que as regides PL e IL do CPFM
possuem funcdes opostas no controle das respostas a estimulos aversivos, sendo o
cortex PL uma regido inibitéria e o cértex IL uma regido facilitatoria no controle das
respostas fisiologicas e comportamentais ao estresse (Ulrich-Lai & Herman, 2009).
Apesar dos resultados apresentados acima forneceram evidéncias de um
papel facilitatorio do cértex IL nas respostas autonémicas associadas ao estresse,
0S possiveis neurotransmissores locais envolvidos neste controle ainda ndao foram
completamente elucidados. Para testar uma possivel participagcdo da
neurotransmissdo noradrenérgica local no controle das respostas autonémicas ao
estresse pelo coértex IL, ndés microinjetamos WB4101, RX821002 e propranolol
bilateralmente no cértex IL antes da exposicao dos ratos ao tubo de contencédo, com
o intuito de bloguear os adrenoceptores ai;, a, e [ locais, respectivamente. O
tratamento com WB4101 ndo afetou as respostas de elevacédo da PA e reducédo da
temperatura cutanea da cauda. No entanto, o bloqueio de adrenoceptores a; no
cortex IL reduziu a resposta de aumento da FC induzida pelo estresse por restricao.
O tratamento com RX821002 reduziu todas as respostas investigadas. O tratamento
com propranolol ndo afetou as repostas de elevagédo da PA e FC. No entanto, o
bloqueio de adrenoceptores B no coértex IL reduziu a resposta de reducdo da

temperatura cutdnea da cauda induzida pelo estresse por restricdo. OS NnoOsSsos
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dados corroboram as evidéncias anteriores indicando um papel facilitatério do cortex
IL nas respostas ao estresse, e sugerem um envolvimento de mecanismos
noradrenérgicos locais. A resposta de vasoconstricAo cutédnea induzida pelo
estresse por restricdo envolve a coativacdo de adrenoceptores a e [ do cortex IL.
Vale ressaltar que os estudos anteriores avaliaram o papel das regides PL e IL do
CPFM somente no controle das respostas de PA e FC ao estresse por restricao,
sendo os resultados do presente estudo os primeiros a demonstrar um papel do
CPFM na resposta de temperatura cutanea. Os resultados apresentados no
presente estudo evidenciam ainda que a resposta pressora ao estresse por restricao
€ mediada pela ativagao de adrenoceptores a, do cortex IL, ao passo que a ativacao
de adrenoceptores a; e a; estdo envolvidos na resposta taquicardica.

O CPFM controla a fungcdo cardiovascular através de projecoes,
diretas e indiretas, para nucleos autonémicos bulbares, que incluem: o ndcleo do
trato solitario, o bulbo ventrolateral rostral e o bulbo ventrolateral caudal (Owens et
al, 1999; Owens & Verberne, 2000; Resstel & Correa, 2006). Estudos tem sugerido
uma co-ativacdo simpatica e parassimpatica cardiaca durante situacfes aversivas
(Baudrie et al., 1997; Carrive, 2006). Neste sentido, foi demonstrado que
blogueadores simpéticos cardiacos abolem a resposta taquicardica causada pelo
estresse, ao passo que o bloqueio parassimpético cardiaco facilita esta resposta
durante situacdes aversivas (Baudrie et al., 1997; Carrive, 2006; Crestani et al.,
2009, 2010). A elevacao da pressao arterial e a reducdo no fluxo sanguineo cutaneo
durante o estresse decorrem de um aumento no ténus simpatico vascular e ativagao
de adrenoceptores a; na musculatura lisa vascular (Baudrie et al, 1997; Blessing,
2003). Apesar do pequeno numero de trabalhos na literatura relatando o

envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica do cortex IL no controle da
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funcdo cardiovascular, foi demonstrado que a estimulacédo quimica com L-glutamato
das por¢cbes do CPFM identificadas como PL, IL e DP causou elevacédo da pressao
arterial, na qual foi mediada por elevacdo da FC decorrente de uma ativacao
simpatica cardiaca (Resstel & Correa, 2005). Uma ativacao simpatica vascular, com
consequente elevacdo da pressdo arterial, também foi evidenciada apés a
estimulacdo elétrica do CPFM (Tavares et al, 2004). Além disso, foi demonstrado
que o controle pelo CPFM da resposta taquicardica causada pelo estresse por
restricdo agudo foi mediado por uma modulacdo da atividade parassimpatica
cardiaca (Tavares & Correa, 2006). Diante disso, a influéncia facilitatéria da
neurotransmissdo noradrenérgica do coértex IL sobre a resposta taquicardica
observada durante o estresse por restricdo agudo pode decorrer de uma facilitacao
na atividade simpatica cardiaca, inibicdo da atividade parassimpética cardiaca, ou
ambos. Os efeitos sobre a pressao arterial evidenciados podem decorrer de um
aumento na atividade simpatica vascular, como evidenciada pelo efeito na
temperatura cutanea vascular (medida indireta da vasoconstricdo dos leitos
vasculares cutaneos), ou da influéncia sobre a FC.

A microinjecdo bilateral no cortex IL de antagonistas de adrenoceptores
nao afetou os parametros cardiovasculares basais. Estes dados corroboram
resultados anteriores demonstrando que a microinjecéo bilateral de antagonistas de
adrenoceptores a nas regides PL e IL do CPFM néo alteraram os valores basais de
pressao arterial e FC (Resstel et al, 2005). Foi também demonstrado que a leséo ou
0 bloqueio quimico do CPFM néo interferiram com os valores cardiovasculares
basais (Resstel & Correa, 2006), o que indica uma auséncia de influéncia do CPFM

nas manutencao ténica cardiovascular.
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Estudos anteriores reportaram que a microinjecdo de noradrenalina no
CPFM causa elevacéo na PA e reducéo da FC (Fernandes et al, 2003). No entanto,
os sitios de injecdo nestes estudos centraram-se na regido PL do CPFM. Diante
disso, do nosso conhecimento, os dados do presente estudo sdo 0s primeiros a
indicar uma participacdo de mecanismos noradrenérgicos do cortex IL no controle da

funcao cardiovascular.

7. CONCLUSOES

Os nossos resultados indicam um envolvimento de adrenoceptores a, no
cortex IL na resposta pressora do estresse por restricdo agudo, ao passo que a
resposta taquicardica do estresse por restricdo é mediada pela coativacdo de
adrenoceptores a; € d; ha mesma regiao. Os dados do presente estudo fornecem
ainda evidéncia do envolvimento de adrenoceptores a e 3 do cértex IL na resposta

de vasoconstricao cutanea desencadeada pelo estresse por restricdo agudo.
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