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RESUMO

Estudos tém demonstrado a ativagdo de neurdnios no nucleo leito da estria
terminal (NLET) durante situagdes aversivas. Além disso, foi demonstrado o
envolvimento do NLET no controle das respostas cardiovasculares e
neuroenddcrinas durante o estresse. Evidéncias tém apontado que a
neurotransmissao colinérgica, através de receptores muscarinicos, ¢ um
mecanismo envolvido no controle das respostas fisioldgicas durante o estresse
emocional em varias estruturas limbicas. No entanto, apesar de estudos
indicarem o envolvimento de mecanismos colinérgicos do NLET no controle da
funcdo cardiovascular, ndo existem evidéncias na literatura acerca da
participacdo da neurotransmissdo colinérgica no NLET nas respostas
fisiologicas ao estresse. Diante disso, nosso objetivo no presente estudo foi
investigar o efeito do pré-tratamento bilateral do NLET com hemicolinio (inibidor
do transportador de colina), metilatropina (antagonista de receptores
colinérgicos  muscarinicos) ou neostigmina (inibidor da enzima
acetilcolinesterase) sobre as respostas autonémicas e neuroenddocrinas
desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo em ratos. Para tanto, seis
dias antes dos experimentos os animais tiveram canulas guias implantadas
bilateralmente no NLET para administracdo dos farmacos. Vinte quatro horas
antes dos experimentos um cateter de polietileno foi implantado na artéria
femoral para registro dos parametros cardiovasculares. No dia do experimento,
os animais foram submetidos a uma sessao aguda de 30 minutos de estresse
por restricdo 10 minutos apds o tratamento farmacolégico do NLET. Medidas
de pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC), temperatura
cutanea da cauda e dos niveis plasmaticos de corticosterona foram analisados
antes e durante o estresse por restricdo em todos os grupos experimentais. O
estresse por restricdo causou elevacdo nos valores de PAM, FC e
corticosterona plasmatica e reducdo na temperatura cutdnea da cauda. A
microinjecao de hemicolinio ou metilatropina no NLET aumentou a resposta
taquicardica desencadeada pela restricdo, sem interferir com os demais
parametros investigados. Por outro lado, a facilitagdo da neurotransmissao

colinérgica no NLET através do tratamento local com neostigmina reduziu as



respostas pressora, taquicardica e de redugao da temperatura cutanea da
cauda, e estes feitos foram inibidos pelo pré-tratamento com metilatropina. Os
dados apresentados no presente sugerem que a neurotransmisséo colinérgica
no NLET, atuando através da ativacéo receptores muscarinicos, tem uma agao
inibitéria sobre a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse por
restricdo agudo. Os dados também evidenciaram uma influéncia da ativagao de
receptores muscarinicos locais nas respostas pressora e de temperatura
cutanea da cauda desencadeada pela restricdo. As evidéncias apresentadas
no presente estudo também sugerem que a modulagdo da ativagdo do eixo

HPA pelo NLET é independente de mecanismos colinérgicos locais.

Palavras- chave: Nlcleo leito da estria terminal, neurotransmissao colinérgica,

estresse, funcéo cardiovascular, atividade neuroenddcrina, ratos



ABSTRACT

Studies have demonstrated activation of neurons in the bed nucleus of the stria
terminalis (BNST) during aversive threats. Furthermore, it was demonstrated a
BNST involvement in the control of cardiovascular and neuroendocrine
responses during stress. Evidences have shown that cholinergic
neurotransmission through activation of muscarinic receptors is involved in
physiological responses during emotional stress in several limbic structures.
However, despite studies indicating the involvement of BNST cholinergic
mechanisms in control of cardiovascular function, the role of BNST cholinergic
neurotransmission in modulating physiological responses to stress has never
been investigated. Therefore, the aim of this study was to investigate the effect
of bilateral pretreatment of the BNST with hemicholinium (choline transporter
inhibitor), methylatropine (muscarinic cholinergic receptor antagonist) or
neostigmine (acetylcholinesterase inhibitor) in autonomic and neuroendocrine
responses evoked by acute restraint stress in rats. For this, six days before the
experiments animals had cannulae implanted bilaterally in the BNST for
administration of drugs. Twenty-four hours before the experiments a
polyethylene catheter was implanted in the femoral artery for recording of
cardiovascular parameters. On the day of the experiment, the animals were
subjected to an acute session of 30 minutes of restraint stress 10 minutes after
the pharmacological treatment of the BNST. Measurements of mean arterial
pressure (MAP), heart rate (HR), tail skin temperature and plasma levels of
corticosterone were analyzed before and during restraint stress in all
experimental groups. Acute restraint stress evoked significant increase on MAP,
HR and plasma corticosterone levels and decrease on tail cutaneous
temperature. Bilateral microinjection of hemicholinium or methylatropine into the
BNST enhanced the tachycardiac response to restraint stress without affecting
other parameters investigated. On the other hand, facilitation of local cholinergic
neurotransmission evoked by BNST treatment with neostigmine decreased the
MAP and HR and tail skin temperature responses to restraint, and these effects
were abolished after local pretreatment with methylatropine. Our results suggest

that BNST cholinergic neurostransmission through activation of local muscarinic



receptor play an inhibitory role in tachycardiac response to acute restraint
stress. Present data also indicated an influence of muscarinic receptors
activation on blood pressure and tail skin temperature responses evoked by
restraint. The evidence presented in this study also suggested that modulation

of the HPA axis by the BNST is independent of local cholinergic mechanisms.

Keywords: Bed nucleus of the stria terminalis, cholinergic neurotransmission,

stress, cardiovascular function, neuroendocrine activity, mice
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1. INTRODUCAO

Todos os individuos s&o, em maior ou menor grau,
continuamente expostos a situagdes de estresse. A sobrevivéncia de todas as
espécies durante situacdes aversivas requer um adequado e coordenado
conjunto de respostas fisiologicas (DAMPNEY, et al., 2008, ULRICH-LAI e
HERMAN, 2009). A manutengdo da homeostasia durante o estresse depende
da ativagdo coordenada dos sistemas neuroenddcrino e autbnomo (DAMPNEY,
et al., 2008, ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). O sistema nervoso autbnomo
promove a resposta imediata ao estresse, que € caracterizada principalmente
por alteracdes na atividade cardiovascular, que incluem: aumento na pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), redugéo do fluxo sanguineo da pele e
visceras, e alteracao na atividade do barorreflexo (BARRON e VAN LOON,
1989, DAMPNEY, et al., 2008, BUSNARDO, et al., 2010; CRESTANI et al.,
2010). A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) durante o
estresse promove aumento no nivel plasmatico de glicocorticoide, com valores
maximos plasmaticos do horménio observados alguns minutos apds o inicio do
estresse (KVETNANSKY, et al.,, 1979, CHOI, et al.,, 2007). Apesar da
importancia das respostas fisiologicas durante situagbes aversivas, o0s
mecanismos envolvidos com estas respostas ainda sdo pouco compreendidos.

As respostas fisioldgicas durante o estresse emocional séo
mediadas por estruturas limbicas no sistema nervoso central, através da acao
de varios mecanismos neuroquimicos (JOELS e BARAM, 2009, ULRICH-LAI e
HERMAN, 2009). O nucleo leito da estria terminal (NLET) é uma estrutura
limbica localizada no prosencéfalo rostral, que forma um continuo rostralmente
a amigdala (WELLER & SMITH, 1982). Este nucleo é subdividido
neuroatomicamente em anterior e posterior (DONG et al., 2001). Além disso,
cerca de 20 subnucleos foram identificados nas divisdes anterior e posterior do
NLET (DONG et al., 2001).

O NLET modula respostas comportamentais e fisioldgicas
(neuroendécrinas e autondmicas) a estimulos aversivos. Este nucleo é
conectado com diversas estruturas limbicas, tais como o coértex pré-frontal
(CPF), os nucleos central e medial da amigdala, diversas regides do

hipotalamo, o hipocampo, o nucleo parabraquial, a substancia cinzenta
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periaquedutal, e regides autonémicas bulbares (DONG et al, 2001; DONG e
SWANSON, 2004). Deste modo, tem sido proposto que o NLET €& um
importante nucleo de integracao das respostas fisiolégicas e comportamentais,
conectando estruturas prosencefalicas, como o CPF, o hipocampo e a
amigdala, a nucleos hipotalamicos e bulbares envolvidos no controle da
atividade neuroenddcrina e autonémica (ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).

Evidéncias tém apontado que a neurotransmissao
colinérgica, através da ativacao de receptores colinérgicos muscarinicos, € um
importante mecanismo neuroquimico envolvido no controle das respostas
fisiolégicas durante o estresse emocional em varias estruturas limbicas
(RAMADE e BAYLE, 1989, KUBO, et al., 2003, FORTALEZA, et al., 2009).
Foram identificados terminais colinérgicos no NLET (RUGGIERO, et al., 1990).
A presenga de receptores colinérgicos muscarinicos e nicotinicos no NLET
também foi relatada (WANSLEY et al, 1984; CLARKE et al, 1984). Além disso,
estudos eletrofisiolégicos demonstraram que a ativagdo de receptores
muscarinicos locais medeiam os efeitos excitatérios da acetilcolina em
neurdnios do NLET (CASADA e DAFNY, 1993). A microinjegdo de acetilcolina
ou carbacol, agonista colinérgico, no NLET causou aumento na PA,
acompanhado de bradicardia (ALVES, et al., 2007, NASIMI e HATAM, 2011).
Além disso, a neurotransmissao colinérgica no NLET modula a atividade do
barorreflexo de maneira similar aquela observada durante o estresse (NASIMI
e HATAM, 2011). Apesar de estes resultados indicarem o envolvimento de
mecanismos colinérgicos do NLET no controle da atividade cardiovascular, e
de estudos indicarem que vias colinérgicas no SNC estdo envolvidas nas
respostas fisioldgicas durante o estresse, ndo existem evidéncias na literatura
da participacdo da neurotransmissao colinérgica do NLET nas respostas
fisiolégicas do estresse.

O estresse por restricdo € um modelo de estresse ndo-
condicionado e inescapavel bem aceito na literatura (BARRON e VAN LOON,
1989, CHOI, et al., 2007), no qual consiste em colocar o animal em um tubo
cilindrico de contencdo. Este modelo causa respostas neuroendocrinas e
autbnomas caracterizadas por elevagcdo nos niveis plasmaticos de

glicocorticéides, aumentos da PA e FC, modulacéo da atividade do barorreflexo
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e reducdo da temperatura cutanea, nas quais sdo mantidas durante todo o
periodo de estresse (BARRON e VAN LOON, 1989, MCDOUGALL, et al.,
2000, CHOI, et al., 2007, CRESTANI, et al., 2010). Diante do exposto acima, o
presente estudo tem como hipdtese que a neurotransmissédo colinérgica no
NLET, através da ativagao de receptores colinérgicos muscarinicos locais, esta
envolvida nas respostas cardiovasculares, neuroenddécrinas e de alteracao de
fluxo sanguineo cutaneo desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo em

ratos.

2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo € investigar o envolvimento da
neurotransmissao colinérgica no NLET nas respostas neuroendodcrinas e
autbnomas desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo em ratos. Para
tanto, os objetivos especificos sao:

- Investigar o efeito do pré-tratamento do NLET com hemicolinio, inibidor do
transportador de colina, ou metilatropina, antagonista de receptores
colinérgicos muscarinicos, sobre as respostas de aumento da PA e FC,
reducdo da temperatura cutdnea da cauda e aumento nos niveis plasmaticos
de corticosterona desencadeadas pelo estresse por restrigdo agudo em ratos;

- Estudar o efeito do pré-tratamento do NLET com neostigmina, inibidor da
enzima acetilcolinesterase, e/ou metilatropina sobre as respostas de aumento
da PA e FC, redugéo da temperatura cutanea da cauda e aumento nos niveis
plasmaticos de corticosterona desencadeadas pelo estresse por restrigao

agudo em ratos.

3. METODOLOGIA

3.1- Animais

Foram utilizados ratos Wistar de peso corporal variando
entre 240-270g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do Campus
da UNESP de Botucatu. Os animais tiveram acesso livre a ragéo 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/CAr. 07/2011).
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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 cabeca do rato foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting,
EUA), e foi realizada assepsia do campo cirurgico com alcool a 70%. Para
reducdo do sangramento durante a cirurgia, foi injetado 0,3 ml de solugéo 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 peridsteo. A limpeza da regido foi feita
utilizando-se solugao salina e agua oxigenada a 10%. Todas as coordenadas
terdao como referéncia os parametros 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.

Nucleo Leito da Estria Terminal (NLET)

Antero-posterior: +7,7 mm em relacéo a interaural;

Lateral: + 4 mm a partir do bregma;
Dorso-ventral: -5,8 mm em relacdo ao 0sso;

Incisivo = -3,2 mm.

Apds o posicionamento da canula de ago inoxidavel, foi feito
um orificio no cranio com auxilio de broca odontologica, 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 céanula,
evitando a obstrucdo da mesma durante o periodo de recuperacao do animal.
Como medida profilatica, ao final da cirurgia o animal recebeu 0,2 mL de

pentabidtico veterinario (Fontoura-Wyeth, S&o Paulo, Brasil) por via
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intramuscular e 0,3 mL do anti-inflamatoério ndo-esteroidal flunexina meglumina

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

3.3-Canulacéo da artéria femoral

Vinte e quatro horas horas antes dos experimentos, os
animais foram anestesiados com tribomoetanol (intraperitoneal, 250 mg/kg)
para implantagcéo 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 polietilieno PE-10 (4-5 cm)
soldados a segmentos de polietleno PE-50 (12-13 cm), previamente
preenchidos por solugdo salina e anticoagulante (15 U/mL de heparina em
solugcdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apds implantacéao dos
cateteres, os mesmos foram exteriorizados na regido dorsal do animal e
fixados a pele por sutura cirurgica.

O cateter da artéria femoral foi utilizado para registro da
pressao arterial e extragdo de amostras de sangue. O registro da pressao
arterial foi realizado pelo menos 24 h apds o procedimento cirurgico para
implantacdo do cateter na artéria femoral, permitindo a recuperagcdo dos
animais dos efeitos anestésicos. Os animais foram mantidos em caixas
individuais durante todo o periodo pos-operatério e de registro da pressao

arterial.

3.4-Reqistro da pressao arterial e frequéncia cardiaca

Antes do inicio dos registros, 0,1 ml de solugdo salina com
heparina (15 U/ml) foi injetada no interior dos cateteres para desobstru¢do 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
aquisicao de dados computadorizado (PowerlLab 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 (PAP).
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3.5- Drogas utilizadas

O hemicolinio (inibidor do transportador de colina), a
metilatropina (antagonista nao-seletivo de receptores colinérgicos), o
triboromoetanol e a uretana foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O
pentabidtico (Fontoura-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatdério flunexina meglumina
(Banamine®, Schering Plough, Brazil) foram utilizados como fornecido pelos

fabricantes.

3.6- Dosagem das concentracdes plasmaticas de corticosterona

Dosagem das concentragdes plasmaticas de corticosterona foi
realizada utilizando a técnica de radioimunoensaio. O sangue (200uL) foi
coletado através da canula implantada na artéria femoral, e processado
conforme descrito por Cruz et al (2005) (CRUZ, et al., 2005).

3.7- Reqgistro da temperatura cutdnea da cauda

A temperatura cutdnea foi mensurada na porcéao inicial da cauda
dos animais utilizando um termémetro infravermelho (MiniTemp MT4, Raytek,
EUA). Uma marca foi feita na cauda para padronizar as medidas, e a distancia
do termémetro para a marca foi mantida constante usando uma régua de 8 cm

fixada na ponta do termémetro.

3.8- Estresse por restricdo agudo

O estresse por restricdo agudo consiste na introdugdo dos
animais em tubos cilindricos plasticos (didmetro=6,5 cm, comprimento=15 cm,
ventilados por buracos de V2 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 sessédo de restricdo para

evitar habituacgao.

3.9-Microinjecdo de drogas no NLET

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

EUA). As drogas foram injetadas no volume de 100nL.

3.10- Determinacdo anatdbmica 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 da microinjecdo da droga. Em seguida, os ratos foram submetidos
a abertura da caixa toracica para exposicdo do coracao. Para facilitar a
perfusdo cerebral, a aorta descendente foi bloqueada com uma pinga
hemostatica. Uma incisdo foi feita na auricula direita para o escoamento do
sangue e do perfusado, e uma agulha para perfusdo foi introduzida no
ventriculo esquerdo. A perfusdo foi realizada inicialmente com 20 mL de
solucao fisioldgica de NaCl 0,9%, seguida por 20 mL de solug¢ao tamponada de
formalina 10%.

Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana
e pos-fixados na respectiva solucdo de perfusdo. Os cérebros foram
seccionados com o auxilio de um criostato. Foram feitas varias secg¢des da
regidao do NLET e o posicionamento dos sitios de injecdo foram analisados

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

3.11-Protocolos Experimentais

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica
para implantagdo de canula guia direcionada ao NLET, e mantidos em
recuperagcao por quatro dias. O experimento foi realizado 24 h apds a
implantacdo de um cateter na artéria femoral. Os animais foram mantidos em
caixas individuais na sala de experimentacdao por ao menos 30 minutos antes
do experimento, para habituacdo as condicdes de som e iluminagcado da sala.
Apos este periodo, foi iniciado o registro dos parametros cardiovasculares. Um
registro de pelo menos 30 minutos foi realizado para determinagcéo dos valores

basais de pressao arterial e frequéncia cardiaca.
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3.11.1- Efeito do pré-tratamento do NLET com hemicolinio sobre as

respostas neuroendocrinas e autbnomas ao estresse por restricdo agudo

em ratos.

Grupos diferentes de animais receberam microinjecao
bilateral no NLET de veiculo (salina) (100 nL, n=7) ou hemicolinio (inibidor do
transportador de colina) (3 nmol/100nL, n=8). A dose de hemicolinio foi
baseada em estudos anteriores do nosso grupo (CRESTANI, et al., 2009,
FORTALEZA, et al., 2009). Quinze minutos apds, os animais foram submetidos
ao estresse por restricdo agudo. A PA e FC foram registradas durante todo o
periodo de restricdo. A temperatura cutanea da cauda foi medida aos 10, 5e 0
min antes da restricdo, e a cada 5 min durante a restricdo. Amostras de sangue
para dosagem dos niveis plasmaticos de corticosterona foram obtidas da
artéria femoral imediatamente antes da restricdo e a cada 15 min apds o inicio

do estresse.

3.11.2- Efeito do pré-tratamento do NLET com metilatropina sobre as

respostas neuroendodcrinas e autbnomas ao estresse por restricdo agudo

em ratos.

Grupos diferentes de animais receberam microinjecao bilateral
no NLET de veiculo (salina) (100 nL, n=6) ou metilatropina (antagonista de
receptores muscarinicos) (3nmol/100nL, n=6). A dose de metilatropina foi
baseada em estudos anteriores do nosso grupo (CRESTANI, et al., 2009,
FORTALEZA, et al., 2009). Quinze minutos apds, os animais foram submetidos
ao estresse por restricdo agudo. As medidas cardiovasculares e de
temperatura cutdnea da cauda, bem como a coleta das amostras de sangue
para dosagem dos niveis plasmaticos de corticosterona foram realizadas como

no protocolo anterior (ver item 3.9.1).

3.11.3- Efeito do pré-tratamento do NLET com neostigmina e/ou

metilatropina sobre as respostas neuroendoécrinas e autbnomas ao

estresse por restricdo agudo em ratos.

Neste experimento, os animais foram divididos em quatro

grupos experimentais:
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1) veiculo (salina, 100nL)+veiculo (salina, 100nL) (n=6)

)
2) veiculo + neostigmina (0,1nmol/100nL) (n=6)
3) atropina (3nmol/100nL) + veiculo (n=8)
4) atropina+neostigmina (n=6)

As doses dos farmacos foram baseadas em estudos anteriores
do nosso grupo (FERNANDES, et al., 2005, FORTALEZA, et al., 2009). Todos
os tratamentos foram realizados unilateralmente no NLET, e os animais
receberam o segundo tratamento cinco minutos apds o primeiro tratamento.
Cinco minutos apés o segundo tratamento, os ratos foram submetidos ao
estresse por restrigdo agudo. As medidas cardiovasculares e de temperatura
cutanea da cauda, bem como a coleta das amostras de sangue para dosagem
dos niveis plasmaticos de corticosterona foram realizadas como descrito acima
(ver item 3.9.1).

3.12- Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrao da
média (EPM). O efeito do tratamento do NLET com hemicolinio e metilatropina
sobre os valores basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda foram
comparados utilizando teste t de Student. Os parametros basais dos animais
tratados com metilatropina e/ou neostigmina foram comparados utilizando
analise de variancia (ANOVA) monofatorial. A ANOVA bifatorial (tratamento vs
tempo), com tratamento como medida principal e tempo como medida repetida,
foi usada para comparar as curvas temporais de variagbes da PAM, FC,
temperatura cutédnea da cauda e corticosterona plasmatica durante o estresse

por restricado agudo.



18

4. RESULTADOS

4.1.Efeito do pré-tratamento do NLET com hemicolinio sobre as respostas

neuroendodcrinas e autbnomas ao estresse por restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com hemicolineo
(83nmol/100nL), inibidor do transportador de colina, ndo afetou os parametros
basais de PAM (10211 vs 1012 mmHg; t= 0,3, P>0.05), FC (3505 vs 3573
bpm; t= 1,2, P>0.05), temperatura cutanea da cauda (29.0+0.5 vs 28.3+0.7 °C;
t= 0,3, P>0.05) e corticosterona plasmatica (16+4 vs 18+3 ug/dl; t= 0,5,
P>0.05). Entretanto, o estresse por restricdo agudo causou um aumento da
PAM  (F(17234=42, P<0.0001), FC (F(17234=43, P<0.0001), dos niveis
plasmaticos de corticosterona (F(239=24, P<0.0001) e uma reducdo da
temperatura cuténea da cauda (Fs 117=18, P<0.0001) (Figura 1). Além disso, o
tratamento do NLET com hemicolineo aumentou a resposta taquicardica
desencadeada pelo estresse por restricdo (F(1234=90, P<0.0001), porém a
analise estatistica ndo encontrou interagdo entre os fatores tempo e tratamento
(F17.234=2, P>0.05) (Figura 1). As respostas de aumento da PAM (F1234=1,
P>0.05), elevagéo da corticosterona plasmatica (F1,39=1, P>0.05) e de redugéo
da temperatura da cauda (F1,117)=1, P>0.05) n&o foram afetadas pela depleg&o
dos estoques de acetilcolina no NLET (Figura 1). Representagao diagramatica
dos sitios de injecdo no NLET de todos os animais utilizados neste protocolo &

apresentado na Figura 2.
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Curvas temporais de variagdo da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
temperatura da cauda e concentragdo plamatica de corticosterona durante o estresse por
restricdo agudo em animais tratados bilateralmente no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou
hemicolineo (3 nmol/100nL), inibidor do transportador da colina, no NLET. 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 exposigéo
ao estresse por restricdo agudo (P<0.05, AVOVA).
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Figura 2

Representacao 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 hemicolinio (circulos pretos).
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4.2 Efeito do pré-tratamento do NLET com metilatropina sobre as

respostas neuroendocrinas e autbnomas ao estresse por restricdo agudo

em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com metilatropina
(3hmol/100nL, n=6), antagonista nao-seletivo de receptores colinérgicos
muscarinicos, ndo afetou os parametros basais de PAM (1032 vs 10042
mmHg; t= 0,8, P>0.05), FC (3515 vs 35948 bpm; t= 0,7, P>0.05), temperatura
cutanea da cauda (28.3+0.3 vs 28.9+0.8 °C; t= 0,5, P>0.05) e corticosterona
plasmatica (172 vs 20%2 ug/dl; t= 1,4, P>0.05). Entretanto, o estresse por
restricdo agudo causou um aumento da PAM (F7,180=24, P<0.0001), FC
(F(17,180=18, P<0.0001), dos niveis plasmaticos de corticosterona (F230=30,
P<0.0001) e uma redugcdo da temperatura cutdnea da cauda (Fgg0)=15,
P<0.0001) (Figura 3). Além disso, o tratamento do NLET com metilatropina
aumentou a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse por restricdo
(F(1,180=54, P<0.0001), porém a ANOVA bifatorial ndo indicou interagdo entre
os fatores tempo e tratamento (F(17.180=2, P>0.05) (Figura 3). As respostas de
aumento da PAM (F,180=1, P>0.05), elevagédo da corticosterona plasmatica
(F(1,30=1, P>0.05) e de redugéo da temperatura da cauda (F90=1, P>0.05)
nao foram afetadas pela deplecdo dos estoques de acetilcolina no NLET
(Figura 3). Representagao diagramatica dos sitios de injecdo no NLET de todos

0s animais utilizados neste protocolo € apresentado na Figura 4.
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Curvas temporais de variagdo da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
temperatura da cauda e concentragdo plasmatica de corticosterona durante o estresse por
restricdo agudo em animais tratados bilateralmente no NLET com veiculo (salina, 100nL) ou
metilatropina (3 nmol/100nL), antagonista nao-seletivo de receptores colinérgicos
muscarinicos, no NLET. O inicio do estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as
barras o erro padréo 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,
AVOVA).
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Figura 4

Representacado 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 metilatropina (circulos pretos).
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4.3.- Efeito do pré-tratamento do NLET com neostigmina e/ou

metilatropina sobre as respostas neuroendoécrinas e autbnomas ao

estresse por restricdo agudo em ratos.

O tratamento unilateral do NLET com metilatropina
(3hmol/100nL) e/ou neostigmina (0,1 nmol/100nL), inibidor da enzima
acetilcolinesterase, nao afetou os parametros basais PAM, FC, temperatura
cutdnea da cauda e corticosterona plasmatica (Tabela 1). Entretanto, o
estresse por restricdo agudo causou um aumento da PAM (F(17,396=33,
P<0.0001), FC (F739)=56, P<0.0001), dos niveis plasmaticos de
corticosterona (F2,66=51, P<0.0001) e uma redug&o da temperatura cutanea da
cauda (F198=39, P<0.0001) (Figura 5). Aléem disso, o tratamento do NLET
com veiculo+neostigmina reduziu as respostas de aumento da PAM
(F@396=22, P<0.0001) e FC (F(339=85 P<0.0001) e de redugédo da
temperatura cutanea (F 198= 9, P<0.0001) desencadeadas pelo estresse por
restricdo (Figura 5). A ANOVA bifatorial também indicou interacdo entre os
fatores tempo e tratamento para a FC (F(s1396=1,7, P>0.004), mas ndo para a
PAM (Fs1,396=0,6, P>0.05) e temperatura da cauda (F(419=0,8, P>0.05). O
tratamento unilateral do NLET com metilatropina+veiculo ndo afetou nenhuma
das respostas avaliadas (PAM: P>0.05, FC: P>0.05, temperatura da cauda:
P>0.05, corticosterona plasmatica: P>0.05) (Figura 5). Entretanto, os efeitos da
neostigmina sobre a PAM (P>0.05), FC (P>0.05) e temperatura da cauda
(P>0.05) foram inibidos pelo pré-tratamento local do NLET com metilatropina
(Figura 5). Nenhum dos tratamentos farmacoldgicos afetaram a resposta de
aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona induzido pelo estresse por
restricdo (F366=0,3, P>0.05) (Figura 5). Representagdo diagramatica dos sitios
de injecdo no NLET de todos os animais utilizados neste protocolo é

apresentado na Figura 6.
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Tabela 1

Parametros basais de pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca, temperatura
cutanea da cauda e concentracado plasmatica de corticosterona em animais tratados
unilateralmente no NLET com veiculo+veiculo, metilatropina+veiculo,
veiculo+neostigmina e metilatropina+neostigmina.

PAM FC Temperatura Corticosterona
Grupo (mmHg) (bpm) cutanea cauda Plasmaética
(°C) (Hg/dI)
veiculo+veiculo 99+3 354+6 28,5+0,5 2243
veiculo+ atropina 10143 36618 29,0+0,4 2112
atropina+neostigmina 1001 35344 28,2+0,6 18+2
veiculo+neostigmina 99+2 36316 28,2+0,5 2015

F=0,2 F=0,2 F=0,6 F=0,4
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Curvas temporais de variacdo da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
temperatura da cauda e concentragcado plasmatica de corticosterona durante o estresse por
restricdo agudo em animais tratados unilateralmente no NLET com veiculo+veiculo (V + V),
metilatropina+veiculo (ATR + V), veiculo+neostigmina (V + NEO) e metilatropina+neostigmina
(ATR + NEO). O inicio do estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as barras o erro
padrédo da média (EPM). Asterisco indica efeito significativo do tratamento sobre a resposta
durante todo o periodo de exposig¢ao ao estresse por restrigdo agudo (P<0.05, AVOVA).
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Figura 6

Representacado diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas
de Paxinos & Watson (1997) indicando os sitios de microinjecdo no NLET dos animais
do grupo veiculo+veiculo (circulos brancos), metilatropina+veiculo (circulos cinzas),
veiculo+neostigmina (circulos pretos) e metilatropina+neostigmina (quadrados pretos).
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5. DISCUSSAQO

O estresse por restricado € um estimulo aversivo inevitavel e nao-
condicionado conhecido por provocar alteragdes autondmicas (por exemplo:
elevacdo da PA e FC, redistribuicdo do fluxo sanguineo e modulagdo da
atividade barorreflexa), neuroenddcrinas (por exemplo: ativacéo do eixo HPA) e
comportamentais (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). Deste modo, como esperado, nds observamos que uma sessao aguda
de contensdo causou elevagao da PA, da FC e dos niveis plasmaticos de
corticosterona e reduziu a temperatura cutanea da cauda. Diversos estudos
tem demonstrado que nucleos diretamente conectados com o NLET, tais como
o cortex pré-frontal medial (CPFM), a amigdala e o nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), estao envolvidos nas respostas fisiolégicas desencadeadas
pelo estresse por restricdo (TAVARES e CORREA 2006; SALOME et al., 2007;
BUSNARDO et al, 2010). Neste sentido, nosso grupo reportou em um estudo
publicado recentemente que o bloqueio ndo-seletivo de sinapses no NLET
facilitou a resposta taquicardica desencadeada pelo estresse por restricdo, sem
interferir com a resposta pressora (CRESTANI et al, 2009). Foi também
demonstrado que a lesdo da regido anterior do NLET reduziu a ativagdo do
eixo HPA, ao passo que a lesao da porgao posterior deste nucleo aumentou a
resposta de ACTH e corticosterona plasmatica induzida pela restricao (CHOI et
al, 2007). Estes resultados forneceram evidéncias iniciais de um envolvimento
do NLET nas respostas autondmicas e neuroenddcrinas ao estresse.
Entretanto, os possiveis neurotransmissores locais envolvidos neste controle

ainda n&o foram completamente elucidados.
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Para testar a hipotese de uma participacdo da neurotransmissao
colinérgica do NLET na modulagao das respostas fisiolégicas ao estresse, nos
inicialmente microinjetamos hemicolinio bilateralmente no NLET antes da
exposigao dos ratos ao tubos de contengdo, com o intuito de depletar os
estoques de acetilcolina locais. O tratamento com hemicolinio aumentou a
resposta taquicardica ao estresse por restricdo, sem interferir com as respostas
de PA, temperatura da cauda e corticosterona plasmatica. Para investigar se a
influéncia da neurotransmissao colinérgica do NLET nas respostas fisiolégicas
ao estresse eram mediadas pela ativagdo de receptores colinérgicos
muscarinicos, nés administramos metilatropina localmente no NLET. Assim
como observado apds tratamento com hemicolinio, a administracdo de
metilatropina no NLET aumentou a resposta taquicardica ao estresse por
restricdo, sem interferir com os demais parametros investigados. Os efeitos
sobre as respostas cardiovasculares ao estresse causados pelo blogueio de
mecanismos colinérgicos foram similares aqueles observados anteriormente
apos o bloqueio nao-seletivo de sinapses no NLET (CRESTANI et al, 2009).
Deste modo, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que sinapses
colinérgicas, através da ativagao de receptores muscarinicos locais, medeiam a
influéncia inibitéria do NLET sobre a resposta taquicardica ao estresse por

restricao.

Para reforcar a ideia de um envolvimento da neurotransmissao
colinérgica do NLET nas respostas fisiologicas ao estresse, nds investigamos o
efeito da facilitagdo colinérgica no NLET através do tratamento local com

neostigmina. De maneira inesperada, nés observamos que um aumento dos
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niveis de acetilcolina no NLET pelo bloqueio local da enzima acetilcolinesterase
reduziu ndo s6 a resposta de FC, mas também as alteracbes na PA e
temperatura cutanea induzidas pela restricdo. Todos os efeitos da neostigmina
foram bloqueados pelo pré-tratamento do NLET com metilatropina. Estes
dados reafirmam as evidéncias de um papel inibitério da neurotransmissao
colinérgica do NLET, atuando através de receptores muscarinicos locais, na
resposta cardiaca ao estresse. Além disso, os resultados obtidos nos animais
tratados com neostigmina também indicaram que mecanismos colinérgicos no
NLET podem modular as respostas de PA e temperatura cutanea induzidas
pelo estresse. A facilitagcdo da atividade colinérgica no NLET ndo afetou a
resposta de corticosterona plasmatica induzida pelo estresse por restrigao.
Diante disso, apesar de diversos estudos demonstrarem um importante papel
do NLET nos mecanismos neurobiolégicos envolvidos na ativagao do eixo HPA
durante o estresse (ULRICH-LAI e HERMAN, 2009), nossos resultados
sugerem que este efeito ndo € mediado pela agao de mecanismos colinérgicos

locais.

Os componentes simpatico e parassimpatico do sistema nervoso
autdbnomo estao envolvidos nos ajustes cardiovasculares durante o estresse. O
blogueio do sistema parassimpatico revelou uma importante funcéo inibitéria da
atividade vagal na resposta cardiaca ao estresse, ao passo que o bloqueio
simpatico inibe os ajustes vasculares e cardiacos durante o estresse
(BERNSTON et al, 1991; BAUDRIE et al, 1997; CARRIVE et al, 2006). O NLET
envia projegdes diretas para estruturas bulbares envolvidos no controle da

atividade autonémica, assim como o nucleo do trato solitario, o nucleo ambiguo
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a regido ventrolateral do bulbo (GRAY e MAGNUSON, 1987; DONG e
SWANSON, 2004). Foi demonstrado que a estimulacdo do NLET causa
reducéo na PA e FC (CIRIELLO e JANSSEN, 1993; HATAM e NASIMI, 2007).
Estes efeitos sdo mediados por uma inibi¢do da atividade simpatica vascular e
cardiaca (CIRIELLO e JANSSEN, 1993), através de um mecanismo que
envolve a ativagdo de neurbnios no bulbo ventrolateral caudal (BVLC)
(GIANCOLA et al, 1993). Neurbnios no BVLC inibem a atividade de neurdnios
pré-motores simpaticos localizados no bulbo ventrolateral rostral, assim
diminuindo a atividade de simpatica (SVED et al, 2000). Além disso, foi
observado que a administragédo de um antagonista seletivo de adrenoceptores
a1 no NLET facilitou a resposta taquicardica ao estresse por restricdo, e este
efeito foi inibido apds o tratamento sistémico com um bloqueador da atividade
vagal cardiaca (CRESTANI et al, 2009). Estes resultados sugeriram que a
ativacao de adrenoceptores a4 no NLET tem uma influéncia inibitéria sobre a
resposta cardiaca ao estresse, na qual é mediada por uma facilitagdo da
atividade parassimpatica. Diante disso, receptores muscarinicos no NLET
podem modular as respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo
através de uma facilitagcdo de vias estimulatérias da atividade vagal e/ou

através da ativacao de vias inibitérias para neurdnios simpaticos bulbares.

Tem sido demonstrado que a atividade do barorreflexo € modulada
durante situagbes aversivas (NOSAKA, 1996; CRESTANI et al, 2010). Esta
modulagao é caracterizada por uma facilitacdo da resposta taquicardica do
barorreflexo e reducdo da resposta de bradicardia reflexa (CRESTANI et al,

2010). Resultados anteriores do nosso grupo indicaram que o NLET modula o



32

a resposta bradicardica do barorreflexo de um modo semelhante aquele
observado durante o estresse (CRESTANI et al., 2006). Além disso, um estudo
recente demonstrou que a microinjecdo de acetilcolina no NLET diminuiu a
resposta bradicardica do barorreflexo (NASIMI e HATAM, 2011). Estes dados
sugerem que mecanismos colinérgicos no NLET poderiam ter uma funcao
facilitatoria nas respostas cardiovasculares ao estresse através de uma
modulacdo da atividade barorreflexa. Entretanto, os resultados do presente
estudo evidenciaram que a ativiagao de receptores muscarinicos no NLET tem
uma acgao inibitoria nas respostas autonémicas ao estresse. Deste modo, estes
dados sugerem que mecanismos colinérgicos no NLET modulam as respostas
cardiovasculares ao estresse por restricdo através de mecanismos

independentes de uma modulagao da atividade barorreflexa.

O tratamento bilateral do NLET com hemicolinio ou metilatropina nao
afetou os parametros basais da funcéo cardiovascular e neuroenddcrina. Estes
dados corroboram com estudos anteriores indicando que apesar do NLET
desempenhar um importante papel nos mecanismos neurobioldgicos
envolvidos nas respostas fisiologicas e comportamentais ao estresse, este
nucleo nao esta envolvido na manutencao ténica da atividade cardiovascular
(CRESTANI et al, 2009; HOTT et al, 2012). Além disso, a influéncia ténica do
NLET na manutengdo do eixo HPA (HERMAN et al, 1994) parece ser

independente de mecanismos colinérgicos locais.
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6.CONCLUSOES

Os nossos resultados indicam que a neurotransmissao
colinérgica no NLET tem uma acéo inibitéria sobre a resposta taquicardica
desencadeada pelo estresse por restricdo agudo, através de um mecanismo
dependente da ativagdo de receptores colinérgicos muscarinicos locais. Os
dados também evidenciaram uma influéncia da ativacdo de receptores
muscarinicos locais nas respostas de PA e temperatura cutanea da cauda
desencadeada pela restricdo. As evidéncias apresentados no presente estudo
também sugerem que modulagdo da ativagdo do eixo HPA pelo NLET é

independente de mecanismos colinérgicos locais.
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