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RESUMO

A sobrevivéncia das espécies diante de eventos aversivos ou estressores depende de um
coordenado conjunto de ajustes fisiologicos € comportamentais. O cortex insular [do
inglés, insular cortex (IC)] € uma estrutura cortical que foi implicada na integragdo e
processamento de informacdes limbicas em humanos e animais e, nesse sentido, foi
reportado estar envolvido na geragdo de respostas fisiologicas e comportamentais durante
situacoes de estresse. Um estudo recente explorou a participacao de sitios especificos ao
longo do eixo rostro-caudal do IC no controle da funcdo cardiovascular em roedores no
estresse de restri¢ao. Foi evidenciado que o bloqueio sinaptico ndo-seletivo na regiao
anterior do IC ndo afetou as respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo, a0 passo
que bloqueios na por¢ao posterior-rostral reduziu a resposta pressora e a inibigao da sub-
regido posterior-caudal causou redugdo da resposta taquicardica. Foi avaliada também a
ativacdo neuronial ao longo do eixo rostro-caudal do IC e foi elucidado que o controle da
resposta taquicardica pela por¢ao caudal foi associada com uma diminui¢do no namero
de células positivas para a proteina Fos, o que indica uma reducdo na ativag¢ao neuronial
local; ao passo que o controle da resposta pressora pela porg¢ao rostral foi acompanhado
de aumento de células positivas para Fos. Esses dados indicam que o controle das
respostas cardiovasculares ao estresse pelas sub-regides rostral e caudal da porcao
posterior do IC seja mediado por diferentes mecanismos neuroquimicos excitatorios ou
inibitorios. Assim, o presente estudo visa testar a hipotese de que a resposta de aumento
da pressao arterial pela sub-regido posterior-rostral estd relacionado principalmente com
mecanismos glutamatérgicos locais enquanto o controle da resposta taquicardica pela
porg¢ao caudal do IC posterior ¢ mediado predominantemente por mecanismos inibitorios.
Nos identificamos que o tratamento do IC posterior-rostral com acido quinurénico
(antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotrdpicos) nao afetou
significativamente as respostas taquicardicas e de queda da temperatura cutanea da cauda
induzidas pelo estresse de restrigao agudo, contudo houve uma tendéncia de diminuicao
da resposta pressora. Observamos também que a microinjec¢ao bilateral de um coquetel
de SR95531 (gabazina, antagonista do receptor GABAA) e CGP35348 (antagonista do
receptor GABAg) facilitou a resposta de taquicardia causada pela restri¢do, porém sem
alterar significativamentea resposta pressora e a queda da temperatura cutanea da cauda.
Adicionalmente, o tratamento do IC posterior-caudal com 4cido quinurénico (antagonista
nao-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotropicos) nao afetou significativamente
as respostas, pressora, taquicardicas e de queda da temperatura cutanea da cauda
induzidas pelo estresse de restri¢do agudo ao passo que microinjecdo bilateral de um
coquetel de SR95531 (gabazina, antagonista do receptor GABA,) e CGP35348
(antagonista do receptor GABAg) reduziu significativamente a resposta de taquicardia
causada pela restrigdo, porém sem alterar significativamente a resposta pressora ¢ a queda
da temperatura cutdnea da cauda. Em conjunto, os resultados obtidos até o presente
momento sugerem um envolvimento da neurotrasmissao GABAérgica nas respostas
taquicardicas ao estresse de restri¢ao agudo ao longo do eixo rostrocaudal no IC posterior,
e que na por¢ao rostral essa influéncia ¢ inibitoria enquanto na por¢ao caudal ela ¢
facilitatoria.

Palavras-chave: insula; estresse de restricao; topografia; glutamato; GABA



ABSTRACT

The survival of species in the face of aversive or stressful events depends on a coordinated
set of physiological and behavioral adjustments. The insular cortex (IC) is a cortical
structure that has been implicated in the integration and processing of limbic information
in humans and animals. In fact, it has been reported to be involved in the generation of
physiological and behavioral responses during stessful situations. Arecent study explored
the participation of specific sites along the rostrocaudal axis of the IC in the control of
cardiovascular function in rodents subjected to restraint stress. It was observed that non-
selective synaptic blockade in the anterior region of the IC did not affect cardiovascular
responses to restraint stress, whereas inhibition in the posterior portion impaired the
pressor response and inhibitors in the posterior-caudal portion caused a reduction of the
tachycardic response. Neuronal activation along the rostrocaudal axis of the IC was also
evaluated and it was elucidated that the control of the tachycardic response by the caudal
function was associated with a decrease in the number of cells positive for the Fos protein,
which indicates a reduction in neuronal activation local; whereas control of the pressor
response by the rostral portion was accompanied by an increase in Fos-positive cells.
These data indicate that the control of cardiovascular responses to stress by the rostral
and caudal subregions of the posterior portion of the IC is mediated by different excitatory
or inhibitory neurochemical mechanisms. Thus, the present study aims to test the
hypothesis that the response to increased blood pressure by the posterior-rostral subregion
is mainly related to local glutamatergic mechanisms, while the control of the tachycardic
response by the caudal portion of the posterior IC is predominantly mediated by inhibitory
mechanisms. We identified that treatment of the posterior-rostral IC with kynurenic acid
(a non-selective antagonist of ionotropic glutatamatergic receptors) did not significantly
affect the tachycardic responses and the drop in tail temperature observed induced by
acute restraint stress, but there was a tendency for the pressor response to decrease. . We
also observed that bilateral microinjection of a cocktail of SR95531 (gabazine, GABA A
receptor antagonist) and CGP35348 (GABAgp receptor antagonist) facilitated the
tachycardia response caused by restriction, but without significantly altering the pressor
response and the drop in the specific temperature of the tail. Furthermore, treatment of
the posterior-caudal IC with kynurenic acid (non-selective antagonist of ionotropic
glutatamatergic receptors) does not significantly affect the observed pressure, tachycardic
and temperature drop responses of the tails caused by acute restraint stress, whereas
microinjection bilateral combination of a cocktail of SR95531 (gabazine, GABAx
receptor antagonist) and CGP35348 (GABAg receptor antagonist) significantly impairs
the tachycardia response caused by restriction, but without significantly altering the
pressor response and the drop in tail-specific temperature. Taken together, the results
obtained suggest an involvement of GABAergic neurotransmission in tachycardic
responses to acute restraint stress along the rostrocaudal axis in the posterior IC, and that
in the rostral portion this influence is inhibitory while in the caudal position it is
facilitatory.

Keywords: insula; restraint stress; topography; glutamate; GABA.
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1. INTRODUCAO

Diante da exposicdo a eventos estressantes e aversivos todas as espécies
desencadeiam um conjunto coordenado de respostas adaptativas fisioldgicas e
comportamentais que visam a manuten¢do da homeostasia e a preservagdo da vida
(CRESTANI, 2016; STERLING, 2012; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Esses ajustes
fisiologicos ao estresse sdo promovidos por alteragdes no sistema nervoso central (SNC)
e incluem alteracdes autonomas, cardiovasculares, neuroenddcrinas, metabdlicas e
imunolégicas (CRESTANI, 2016; DAMPNEY, 2015; HERMAN, 2022; ZEFFERINO et
al.,2021). As alteracdes autdnomas sao imediatas e se caracterizam principalmente pelo
aumento da atividade nervosa simpatica e das catecolaminas circulantes, e também por
alteragcdes na atividade do barorreflexo, esse conjunto de alteragdes resultaem respostas
cardiovasculares induzidas pelo estresse que incluem aumento na pressao arterial (PA) e
na frequéncia cardiaca (FC) e alteracdes na temperatura da cauda, que ¢ resultado da
redistribui¢do do fluxo sanguineo, caracterizado por uma reduc¢do na perfusdo cutanea e
visceral e aumento na musculatura esquelética (CRESTANI, 2016; DAMPNEY, 2015;
DAMPNEY et al., 2008).

As respostas fisiologicas ao estresse sdo mediadas por estruturas limbicas no SNC,
e através da acdo de diferentes neurotransmissores (DAMPNEY, 2015; FONTES et al.,
2011; JOELS; BARAM, 2009; MYERS, 2017; NAKAMURA; MORRISON, 2022;
ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Entre as estruturas responsaveis pela integragdo e
processamento de informagdes limbicas podemos destacar uma estrutura cortical
denominada cortex insular [do inglés, insular cortex (IC)], cuja ativacdo diante de
situacdes aversivas foi reportada em humanos e roedores (AUGUSTINE, 1996;
CECHETTO, 1994; CULLINAN et al., 1995; GIANAROS et al., 2007; GOGOLLA,

2017; NIEUWENHUYS, 2012; UDDIN, 2015; YOKOYAMA; SASAKI, 1999). A



localizagdo dessa estrutura difere entre humanos ¢ roedores. Enquanto nos primatas,
incluindo humanos, o IC localiza-se profundamente na altura do sulco lateral de cada
hemisfério, abaixo de partes dos lobos frontal, parietal e temporal; nos roedores o IC
encontra-se exposto na superficie lateral dos hemisférios, e localiza-se acima da metade
rostral do sulco rinal (GOGOLLA, 2017; OPPENHEIMER; CECHETTO, 2016).
Contudo, apesar da diferenca na localizacdo, observa-se vasta homologia na
citoarquitetura, conexdes ¢ fungdes do IC em ambas as espécies (GOGOLLA, 2017;
MORAGA-AMARO; STEHBERG, 2012; NAMKUNG et al., 2017).

O envolvimento do IC na geragdo de respostas aos estimulos aversivos se
relaciona com suas conexdes com um extensivo conjunto de estruturas corticais e
subcorticais, o que permite a integragdo de informagdes sensoriais, emocionais,
motivacionais ¢ cognitivas (GOGOLLA, 2017; MORAGA-AMARO; STEHBERG,
2012; NIEUWENHUYS, 2012; SCHAEUBLE; MYERS, 2022; UDDIN, 2015). Por
exemplo, o IC ¢ conectado com varios nucleos amigdaloides, bem como com o cortex
pré-frontal medial (mPFC), o nicleo leito da estria terminal (NLET), o hipotalamo lateral
(LH), a substancia cinzenta periaqueductal (PAG), entre outras areas limbicas (ALLEN
et al., 1991; AUGUSTINE, 1996; NOMI et al., 2018; SAPER, 1982; SHI; CASSELL,
1998). Nesse sentido, o IC integra informagdes limbicas diversas e através de conexdes
com estruturas hipotaldmicas e do tronco cerebral estd envolvido na geracao de respostas
fisioldgicas e comportamentais durante situagdes de estresse.

Uma participacdo do IC na rede neural envolvida na fung¢do cardiovascular ja foi
evidenciada na literatura. Contudo, vale ponderar que as respostas cardiovasculares
observadas apos a estimulagdo do IC em animais em repouso (isto €, ndo-estressados)
apresentaram um perfil sitio-especifico. Por exemplo, a estimulacao da por¢ao anterior

causou diminuicao da PA (HARDY; HOLMES, 1988; HARDY; MACK, 1990; SUN,



1992) enquanto a estimulagdo de sitios na por¢ao posterior causou reducao na resposta
pressora acompanhada de taquicardia ou uma redugdo tanto da PA quanto da FC
(VERBERNE; OWENS, 1998). Vale destacar que as respostas cardiovasculares variadas
decorrentes da estimulacao da por¢ao posterior foram dependentes da regido estimulada,
de modo que as respostas pressora e taquicardica foram mediadas por regides localizadas
em sitios mais rostrais do que as regides em que a estimulagdo gerou respostas de queda
de PA e FC (SCHAEUBLE; MYERS, 2022; VERBERNE; OWENS, 1998). Estudos mais
recentes confirmaram um controle sitio-especifico da fungdo cardiovascular em
condi¢des de repouso pela porgao posterior do IC (MARINS et al., 2016, 2021). No
contexto do estresse também foi observado um envolvimento do IC na expressao das
respostas cardiovasculares. O bloqueio sinaptico ndo-seletivo na porcao anterior do IC
em ratos causado pelo tratamento local com CoCl, reduziu as respostas cardiovasculares
induzidas tanto por estimulos aversivos condicionado (medo condicionado ao contexto)
quanto nao-condicionado (estresse de restricdo) (ALVES et al., 2010, 2013), o que
evidenciou um envolvimento do IC no controle das respostas cardiovasculares induzidas
durante ameagas aversivas. Foi observado também que o antagonismo da
neurotransmissao glutamatégica (NMDA) no IC de maneira ndo sitio-especifica facilitou
o aumento da resposta pressora e a taquicardia induzidas pelo estresse de restri¢do
(GOULART et al., 2022).

Apesar das evidéncias de um controle sitio-especifico da fun¢do cardiovascular
pelo IC em condi¢des de repouso, bem como da ativacdo dessa estrutura cortical por
estimulos estressores, o papel de regides especificas ao longo do eixo rostro-caudal do IC
no controle das respostas cardiovasculares ao estresse ainda ¢ pouco compreendido.
Nesse sentido, um estudo recente explorou o papel das por¢des anterior e posterior do IC

no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo agudo em ratos



(TOMEO et al.,2022). Foi observado nesse estudo que o bloqueio sinaptico ndo-seletivo
causado pela microinje¢do de CoCl, na regido anterior do IC nao afetou as respostas de
aumento da PA e FC e queda da temperatura cutdnea da cauda (medida indireta da
resposta de vasoconstri¢do cutdnea mediada pela ativa¢do vasomotora simpatica)
observadas durante uma sessao aguda de estresse de restri¢do (TOMEO et al., 2022). Por
outro lado, o bloqueio sinaptico de diferentes sub-regides da porcao posterior do IC
causou efeitos sitio-especificos. O bloqueio de sitios rostrais da por¢do posterior do IC
reduziu exclusivamente a resposta de aumento da PA, ao passo que a microinjecao de
CoCl; em regides caudais do IC posterior reduziu a resposta de taquicardia (TOMEOQO et
al.,2022). Esses dados indicaram que a regido posterior do IC esta envolvida na expressao
das respostas cardiovasculares ao estresse de restricdo, porém esse controle ¢ sitio-
especifico (TOMEO et al., 2022).

Destaca-se que no mesmo estudo também foi avaliado o perfil de ativacao
neuronial induzida pelo estresse de restricdo ao longo do eixo rostro-caudal do IC
(TOMEO et al., 2022). E sabido que a exposigdo a eventos estressores pode alterar
caracteristicas das estruturas encefélicas e a investigacao dessas alteragdes contribui para
a elucida¢do dos mecanismos envolvidos nas respostas observadas. Nesse sentido, foi
evidenciado que as situacdes aversivas podem levar a um aumento no niimero de células
positivas para a proteina Fos em estruturas encefalicas, o que indica ativagdo neuronial
induzida pelo estresse. Contudo, o perfil de ativagao neuronial causado pelo estresse ao
longo do eixo rostro-caudal do IC foi pouco explorado (CULLINAN et al., 1995;
DAMPNEY, 2015). Nesse trabalho foi evidenciado que o controle da resposta pressora
ao estresse de restri¢ao por sitios na regiao posterior-rostral do IC foi acompanhado de
aumento no numero de cé¢lulas marcadas com a proteina Fos. Por outro lado, de maneira

inesperada, o controle da resposta de FC pela regido posterior-caudal foi associada com



uma diminui¢ao no niamero de células positivas para proteina Fos apos a exposi¢cdo ao
estresse de restri¢do, o que indica reducdo na ativagdo neuronial. Desse modo, o controle
da resposta pressora ao estresse pela regido rostral do IC posterior parece ser mediado
pela ativacdo de mecanismos neuroquimicos excitatérios e/ou inibi¢gdo de mecanismos
inibitorios locais, enquanto o envolvimento da regido caudal do IC posterior na resposta
taquicardia parece ocorrer via ativacdo de mecanismos inibitérios e/ou inibi¢ao de
mecanismos neuroquimicos excitatorios locais (TOMEO et al., 2022).

A literatura destaca que o glutamato (L-Glu) ¢ o principal e mais abundante
neurotransmissor excitatério do SNC, sendo considerado um importante mediador no
controle da fungdo cardiovascular em maultiplas regides do SNC (BUSNARDO et al.,
2009; DANBOLT, 2001; PELOSI et al., 2015). Alteracdes nas respostas pressoras € na
FC provenientes da microinjecdo de L-Glu j& foram relatadas em diferentes regides
cerebrais, entre elas, no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN) (BUSNARDO et
al.,2009), na area cinzenta periarquedutal (PAG) (PELOSI ef al., 2015) e no hipotdlamo
lateral (LH) (PUGLIESI PAJOLLA et al.,2005).As respostas glutamatérgicas ocorrem a
partir da interagcdo do L-glu com os seus receptores, que estdo distribuidos ao longo de
todo o SNC. Nesse sentido, dados prévios confirmaram a presenca desses receptores em
todas as regides da porcao posterior do IC (MARINS et al., 2016). Além disso, foi
documentado a participagdo desse mecanismo neuroquimico no controle da fungdo
cardiovascular em condi¢do de repouso em diferentes sitios da regido posterior do IC
(MARINS et al.,2016; RANJBAR et al.,2015) e na condi¢do de estresse de maneiranao
sitio-especifica (GOULART et al., 2022). Contudo, apesar dessas evidéncias, o papel de
mecanismos glutamatérgicos local no controle das respostas cardiovasculares ao

estresse pelo IC foi pouco estudado.



Outro neurotransmissor envolvido no controle da funcdo cardiovascular é o
GABA, que se trata do principal neurotransmissor inibitério do SNC (BOWERY;
SMART, 2006; GORDON; SVED, 2002; JORGENSEN, 2005). Respostas moduladoras
da atividade cardiovascular mediadas por receptores GABAérgicos ja foram relatadas no
bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (SCHREIHOFER; GUYENET, 2002), no nucleo do
trato solitario (NTS) (GORDON; SVED, 2002), no nucleo paraventricular do hipotdlamo
(PVN) (DUPONT; LEGAT, 2020) e também no IC. De fato, dados prévios indicaram um
papel tonico inibitorio do receptor GABA 4 (sem influéncia do receptor GABAR) em sitios
rostrais da porcao posterior do IC na manutencao da PA e da atividade simpatica em ratos
em repouso (SALEH et al., 2005). Como detalhado acima, achados recentes sugerem que
mecanismos inibitérios no IC podem desempenhar um papel relevante no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse. Vale ponderar, no entanto, que um envolvimento
de mecanismos GABAérgicos do IC no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse nunca foi avaliado.

Diante do exposto, foi proposta realizagdo desse estudo que visou testar as
hipoteses de que o controle da resposta taquicdrdica ao estresse de restri¢do agudo pela
regido caudal do IC posterior é mediado predominantemente por mecanismos inibitorios
GABAérgicos, ao passo que o envolvimento da regido rostral na resposta pressora a esse
estressor estd relacionado principalmente com mecanismos excitatorios glutamatérgicos
locais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1  Estresse

O pesquisador Hans Seyle definiunos anos 50 o estresse como uma resposta ndo-

especifica do organismo a um agente estressor (MYERS et al., 2014; ROM; REZNICK,



2015) e nomeou essa resposta como Sindrome Geral de Adaptagdo, classificando-a em
trés estagios progressivos (SELYE, 1946) :

1. Reagdo de Alarme na qual o organismo reage produzindo e liberando
adrenalina, noradrenalina e glicocorticoides;

2. Resisténcia, caracterizada pela adaptagdo, o corpo aprende a lidar
eficientemente com o agente estressor e

3. Exaustdo caracterizado por um esgotamento das reservas de energia e a perda
da capacidade adaptativa, levando a fadiga ou doengas relacionadas ao estresse.

Contudo, a discussao acerca da defini¢cdo e dos aspectos relacionados ao estresse,
bem como de seu conceito continuou presente na literatura, e outros conceitos foram
propostos, como aquele proposto por McEwen, que definiu o estresse como uma ameaga
real ou implicita a integridade fisiologica ou psicologica do individuo (MCEWEN;
AKIL, 2020). Atualmente o termo estresse € entendido como um conjunto de eventos que
se inicia com um estimulo estressor, que ¢ percebido pelo cérebro e resulta na ativagao
de sistemas fisioldgicos no organismo, isto ¢, uma resposta aguda e adaptativa a um
estimulo (DHABHAR, 2019; DHABHAR; MCEWEN, 1997; MCEWEN; AKIL, 2020).

Os estimulos estressores (internos ou externos) acarretam um desafio para a
manutencdo das condi¢des fisiologicas do organismo, de modo que diante de situacdes
aversivas repostas autonomas, endocrinas e comportamentais sdo desencadeadas com o
objetivo de manutengdo da homeostasia e garantia da sobrevivéncia (CRESTANI, 2016;
ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). Esse conjunto coordenado de respostas ao estresse ¢
gerado e controlado pela atuacdo integrada de diferentes circuitos cerebrais e sistemas
neuroquimicos (CRESTANI, 2016; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009), sendo as ativagdes do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenocortical (HPA) e do sistema nervoso autonomo simpatico

as principais respostas adaptativas ao estresse.



A ativacdo do eixo HPA (Figura 1) ¢ um dos principais mecanismos endocrinos
desencadeados pelo estresse. Diante de um estimulo estressor, ocorre a liberacdo do
hormoénio liberador de corticotropina (CRH) e da arginina vasopressina (AVP) pelos
neuronios do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) na hipéfise anterior do
hipotalamo, e esses neuropeptideos estimulam a hipofise anterior a liberar o hormonio
adrenocorticotrofico (ACTH) na circulagdo, que por sua vez estimula a producdo e
liberagdo de glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) a partir
do cortex das glandulas adrenais (BORNSTEIN et al., 1999; MCEWEN ; AKIL, 2020).
A literatura tem sugerido que os glicocorticdides desempenham um papel fundamental na
resposta ao estresse, e evidenciado que quando ha uma exposigao persistente ao estresse
pode ocorrer uma desregulacao no eixo HPA, que leva a um aumento nas concentragdes
do cortisol plasmatico. Essas alteragdes, em longo prazo, podem impactar na fisiologia
dos terminais sinapticos, reduzir o nimero de ramos dendriticos € de neuronios, assim
interferindo nos mecanismos nervosos envolvidos na resposta ao estresse ¢ podendo

desencadear doencas (SAPOLSKY et al., 2000).



Figura 1 - Representacio esquematica do eixo hipotialamo-hipo6fise-adrenal (HPA).
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A ativagdo dos neurdnios parvocelulares no nucleo paraventricular do hipotalamo leva a sintese de CRH e
AVP. Ambos sdo secretados no sistema porta hipofisario que transporta esses horménios para a hipofise
anterior. CRH e AVP atuam sinergicamente na hip6fise para estimulara liberagdo de ACTH, que por sua
vez atua nas suprarrenais para estimular a sintese e liberagao de corticosterdides. Os corticosteroides
regulam sua propria secre¢do por meio de um mecanismo de controle de feedback negativo, que é exercido
através de receptores mineralocorticoides e glicocorticdides no nivel do hipocampo, hipotalamo e glandula
pituitaria. ACTH, hormonio adrenocorticotrofico; AVP, arginina vasopressina; CRH, hormonio liberador
de corticotropina; DHEAS, sulfato de dehidroepiandrosterona. Permissao obtida da Macmillan Publishers
© Sandi, C. Nat. Rev. Neurosci. 5,917-930 (2004). Fonte: Papadopoulos; Cleare, 2012.

As respostas autondmicas promovidas pelo estresse desencadeiam
majoritariamente alteragdo cardiovasculares, que sdo caracterizadas principalmente por
aumento na PA e FC (CRESTANI, 2016). Além disso, ¢ observado queda da temperatura
cutanea como resultado de uma redistribuicdo do fluxo sanguineo durante situacdes
aversivas dos leitos cutdneos para a musculatura esquelética, coracdo e cérebro
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). A atividade do barorreflexo também ¢ alterada durante

o estresse. Os barorreceptores compdem um mecanismo de controle da pressao arterial



“momento-a-momento”, eles se localizam no arco aortico e no seio carotideo e possuem
canais mecano-sensiveis que sdo acionados quando ocorrem alteragdes na distensdo dos
vasos arteriais, € através de uma a¢do conjunta com outros nucleos centrais busca
restabelecer a pressao arterial. Durante o estresse ocorre um deslocamento da curva do
barorreflexa paraa direita e essa alteragcdo de “set-point” permite um aumento da pressao
arterial e da frequéncia cardiaca simultaneamente durante o estresse (CRESTANI, 2016;
DAMPNEY, 2015; DAMPNEY et al., 2008).
2.2 Respostas cardiovasculares ao estresse

Dados publicados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) no ano de 2019
(periodo pré-pandemia da Covid-19) apresentaram que no periodo entre os anos 2000-
2019 as doencas cardiovasculares (isquemia cardiaca e acidente vascular encefalico)
ocupavam as primeiras posi¢oes do ranking das dez principais causas de morte no mundo
(OMS, 2019). O estresse tem sido ostensivamente atribuido como um fator de risco para
o desencadeamento de doengas cardiovasculares (KIVIMAKI; STEPTOE, 2018;
SGOIFO et al., 2014; WIRTZ; VON KANEL, 2017). Vale salientar que, as altera¢des
cardiovasculares induzidas pelo estresse podem ser consideradas adaptativas a curto
prazo sendo necessarias para a sobrevivéncia e a adaptacdo das espécies (luta ou fuga)
(STERLING, 2012), nesse sentido os danos cardiovasculares associados ao estresse
agudo estdo mais fortemente relacionados a condigdes pré-existentes (OSBORNE et al.,
2020), porém ¢é majoritariamente na situagdo de estresse prolongado e/ou repetido
(estresse cronico) que pode resultar em alteracdes morfofuncionais que irdo comprometer
a funcdo cardiovascular, resultando em respostas inadequadas ou insuficientes,
favorecendo o aparecimento de doengas (CRESTANI, 2016, DHABHAR, 2019;
MCEWEN, 2007, 2017). Estudos recentes tém demonstrado que a exposi¢ao a protocolos

cronicos de estresse causa diversas alteragdes na atividade auténoma e na fungao



cardiovascular, incluindo: desbalango na atividade autonoma cardiaca no sentido de
aumento da contribui¢do simpdatica, aumento nos valores basais de PA e FC,
comprometimento na fungdo barorreflexa, disfuncdo vascular e cardiomiopatias
(DUARTE et al., 2015).

Como apresentado acima, a cronicidade do estresse ¢ um fator importante no
comprometimento cardiovascular, contudo diante de uma situagdo aversiva aguda o
sistema nervoso autdonomo promove as respostas imediatas ao estresse que podem ser
observadas em modelos experimentais, como ¢ o caso do estresse agudo de restrigao.

O estresse agudo de restricao ¢ um modelo de estresse psicologico (CRESTANI,
2016) combinado com confinamento fisico (HARRIS, 2015; JAGGI et al., 2011) capaz
de causar respostas neuroendocrinas, como elevagdao nos niveis plasmaticos de
glicocorticoides e autébnomas como aumento da pressdo arterial (PA) e frequéncia
cardiaca (FC), modulagdo da atividade do barorreflexo e reducao da temperatura cutanea,
as quais sao mantidas durante todo o periodo de estresse (ALVES ef al., 2010; BARRON
; VAN LOON, 1989; MATSUHISA et al., 2014). Adicionalmente, estudos recentes t€ém
evidenciado alteracdes comportamentais do tipo ansiogé€nicas decorrentes do estresse
agudo de restricao (BUSNARDO et al., 2019; HARTMANN et al., 2019; VITORIO et
al.,2023).

2.3 Cortex Insular

O IC é uma estrutura cortical descrita pela primeira vez pelo neurologista alemao
Johann-Christian Reil, no século 19 (GOGOLLA, 2017). O nome insula (latim de ilha)
faz referéncia a sua localizagdo em primatas, incluindo humanos, uma vez que, ela se
encontra “escondida” abaixo lobos frontal, parietal e temporal; de modo que a insula
também pode ser designada como “ilha de Reil” e “quinto 16bulo oculto” (GOGOLLA,

2017, NIEUWENHUYS, 2012). Como mencionado na se¢ao “Introducdo”, o IC de



humanos e roedores apresenta uma diferenca exclusivamente restrita a localizacao
(Figura 2), porém resultados clinicos e pré-clinicos em estudos comportamentais e de
neuroimagem tem evidenciado uma equivaléncia funcional entre as espécies e um perfil
analogo no que diz respeito a organizagao celular e projecdes (aferéncias e eferéncias)

(GOGOLLA, 2017).

Figura 2 - Localizacao do cortex insular (IC) no encéfalo humano e do camundongo.
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(A) Anatomiado cerebro humano. Superior esquerdo: o ICe localizado abaixo do sulco lateral e e ocultado
pelos lobos frontal, parietal e temporal. Acima a direita: quando os lobos temporais e parietais sao
empurrados parao lado,o IC pode ser visto; e separado emuma parte anterior e posterior pelo sulco insular
central. Parte inferior: seccoes coronais (1) e horizontal (2) do cerebro humano indicam a posicao do IC
(vermelho). (B) Anatomia do cerebro do camundongo.* Superior esquerdo: o IC fica exposto na superficie
lateral do cerebro acima da fissurarinal. A arteriacerebral medial (doingles, MCA) atravessao IC. Superior
direito: subdivisoes e regioes corticais vizinhas do IC no encefalo do camundongo. Al, cortex insular
agranular; AID, cortex insular agranular, parte dorsal; AIV, cortex insular agranular, parte ventral; AIP,
cortex insular agranular, parte posterior; DI, cortex insular disgranular; GI, cortex insular granular. Inferior:
cortes transversais coronais emdiferentes niveisrevelamalocalizacao e as camadas do ICno camundongo.
Adaptado de Gogolla (2017). * A anatomia do IC emratos ¢ similar aquela apresentada em camundongos.

A insula ¢ dividida anatomicamente em duas por¢des no sentido rostrocaudal:
anterior e posterior. As regides anterior e posterior podem variar morfologicamente e em
suas conexodes com estruturas encefalicas. O IC é também dividido em trés sub-regides
no sentido dorso-ventral: granular, disgranular e agranular; e essas regides diferenciam-
se pela presenca ou auséncia da camada granular interna (IV). A camada granular ¢

estruturada em seis camadas de células granulares, na regido disgranular ocorre uma



diminui¢do das células granulares na camada IV, e por fim, a camadaIV é completamente
ausente na porc¢do agranular. Apesar dessas regides serem interconectadas de maneira
robusta, a atividade funcional parece ser sitio-especifica, onde a camada agranular medeia
funcdes afetivas, acamada disgranular desempenha um papel majoritariamente cognitivo
e a camada granular atua no contexto somatossensorial (UDDIN, 2015).

A participacao do IC no controle das emogdes e dos sentimentos foi negligenciada
por muito tempo (NAMKUNG et al., 2017). Entretanto, uma participacdo do IC na
integracdo de informagdes limbicas foi sugerida a partir da observagdo da vasta rede de
conexoes entre o IC e estruturas do sistema limbico como os nucleos amigdaloides, o
cortex pré-frontal medial, o nacleo leito da estria terminal, o hipotdlamo lateral, a
substancia cinzenta periaqueductal, entre outras areas (ALLEN et al., 1991;
AUGUSTINE, 1996; NOMI et al., 2018; SAPER, 1982; SHI; CASSELL, 1998). Desde
entdo estudos tem sugerido a participagdo do IC como mediador de diversas fungdes
cerebrais, como o processamento de informacdes sensoriais externas € corporais,
autoconsciéncia, regulacdo emocional, sentimentos e fun¢des socioafetivas complexas
como a empatia, alternancia entre redes cerebrais de larga escala e na geragao de respostas
fisiologicas e comportamentais durante situagdes aversivas (GEHRLACH et al., 2020).

De fato, tem sido amplamente evidenciado o envolvimento do IC no controle das
respostas cardiovasculares induzidas durante ameacas aversivas. Foi identificado que o
bloqueio sindptico ndo-seletivo no IC em ratos causado pelo tratamento local com CoCl,
reduziu as respostas cardiovasculares induzidas tanto por estimulos aversivos
condicionados (medo condicionado ao contexto) quanto ndo-condicionados (estresse por
restri¢ao) (ALVES et al., 2010, 2013). Com relagdo as respostas comportamentais ao
estresse, foi relatado um envolvimento do IC na resposta comportamental de

congelamento no modelo de medo condicionado ao contexto (ALVES et al., 2013) e no



efeito ansiogénico no estresse de restricao, nesse ultimo a resposta foi sitio-especifica,
indicando um papel proeminente da por¢do intermedidria nessa resposta (VITORIO et
al.,2023)

No que diz respeito ao impacto da organizacdo topografica do IC nas respostas
cardiovasculares, estudos anteriores reportaram em animais ndo-estressados alteracdes na
PA e FC que foram dependentes da regido do IC estimulada (HARDY; HOLMES, 1988;
HARDY; MACK, 1990; RUGGIERO et al., 1987; YASUI et al., 1991). A estimulacdo
de regides anteriores do IC promoveu predominantemente quedas na PA (HARDY;
HOLMES, 1988; HARDY; MACK, 1990), enquanto a estimulag¢ao da por¢do posterior
causou tanto resposta pressora quando depressora, que foram acompanhadas de alteragdes
na FC. Nesse sentido, foi identificado que os sitios envolvidos no aumento da PA e FC
estavam localizados mais rostralmente do que os envolvidos na geracao de respostas
depressora e bradicardica (VERBERNE; OWENS, 1998). O componente sitio-especifico
das respostas pressora na por¢ao posterior do IC também foi observado em estudos
recentes (MARINS et al., 2016; MARINS, OLIVEIRA, et al., 2021).

Foi documentado recentemente que diante de situagdes aversivas apenas os sitios
posteriores do IC estavam envolvidos nas respostas cardiovasculares, € esse controle pela
sub-regido posterior ocorreu de uma maneira sitio-especifica (TOMEO et al., 2022). Uma
topografia funcional ao longo do eixo rostrocaudal do IC também foi relatada no controle
da expressao e extingdo do medo condicionado (DE PAIVA et al.,2021; SHI; CASSELL,
1998). Em conjunto, esses dados indicaram que os sitios ao longo do eixo rostrocaudal
do IC regulam de maneira diferente as respostas ao estresse.

Tipicamente, a exposicdo a eventos estressores causa aumento no numero de
células positivas para a proteina Fos em estruturas encefélicas, o que indica ativagao

neuronial. Entretanto, apesar de em estudo do nosso grupo nds encontramos que na por¢ao



posterior-rostral do IC o controle da resposta pressora ao estresse de restricao foi
acompanhado de aumento no numero de células marcadas com a proteina Fos, de maneira
inesperada nds observamos que o controle da resposta de FC pela por¢do caudal do IC
posterior foi associada com uma diminui¢do no nimero de células positivas para a
proteina Fos nessa area, o que indica uma redugao na ativagao neuronial local (TOMEO
et al., 2022).Esses dados indicam que o controle das respostas cardiovasculares pelas
porgdes rostral e caudal do IC posterior seja mediado por diferentes mecanismos
neuroquimicos. O controle pela porcao caudal parece ser mediado predominantemente
por mecanismos inibitérios, ao passo que mecanismos excitatorios locais estdo
envolvidos no controle pelo IC posterior rostral.

O principal neurotransmissor excitatério do SNC ¢ o glutamato. A sintese desse
neurotransmissor envolve a hidrolise da glutamina em glutamato pela enzima
mitocondrial glutaminase (BAK et al., 2006), e uma vez sintetizado o glutamato
permanece armazenado em vesiculas nos terminais pré-sindpticos, pois sua liberacao ¢
dependente da ativagdo de um mecanismo calcio (Ca**) dependente (MELDRUM, 2000).
Uma vez que esteja presente na fenda sinaptica este neurotransmissor pode interagir com
dois grandes grupos de receptores: metabotropicos (mGlu), que podem ser divididos em
oito subgrupos (mGlut1-8) e cujas acdes sao mediadas pela proteina G; e/ou receptores
ionotropicos (iGlu), um grupo de receptores permedaveis aos ions sodio (Na®) e Ca?", que
podem ser do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
acido propionico (AMPA) e cainato (KA) (ZHOU et al., 2014).

A participacdo das neurotransmissdes glutamatérgica tem sido proposta em
iniimeros processos fisiologicos e comportamentais, bem como a sua participagdo no
desenvolvimento de patologias neurodegenerativas (MELDRUM, 2000; PETROFF,

2002). No IC, um envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica nas respostas



cardiovasculares em animais ndo-estressados foi relatada na literatura (BUTCHER;
CECHETTO, 1995; RANJBAR et al., 2015; RUGGIERO et al., 1987), Marins ¢
colaboradores (2016) encontraram recentemente que a estimulagcdo quimica de receptores
ionotropicos do tipo NMDA esteve associada a uma resposta simpatica sitio-especifica
(MARINS et al., 2016). No contexto das respostas cardiovasculares evocadas pelo
estresse, um estudo recente relatou que o antagonismo de receptores NMDA esteve
envolvido com o aumento de PA e FC evocados pelo estresse de restricdo em ratos,
enquanto o antagonismo de receptores ndo-NMDA ndo afetou as respostas
cardiovasculares (GOULART et al., 2022).

O principal neurotransmissor envolvido nas respostas inibitorias e na manutengao
do equilibrio elétricodo SNC ¢ o GABA. A sintese desse neurotransmissor ¢ dependente
da conversao do glutamato pela enzima glutamato descarboxilase (GAD) (WALLS et al.,
2015); e assim como o glutamato, 0o GABA4 fica armazenado em vesiculas pré-sinapticas
e apods sua liberacdo nos terminais sindpticos atuam em receptores especificos que podem
ser metabotrdpicos (receptores GABAg) ou ionotropicos (receptores GABA,A). Os
receptores GABA4 s@0 ionotropicos e sua ativacao permite a difusdo de ions Cl- através
da membrana da célula, o que acarreta hiperpolarizacdo da membrana. Os receptores
GABA; s3o metabotrdpicos e pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G,
assim sua ativagao inibe a enzima adenilato ciclase, reduzindo os niveis de AMPc ¢ a
atividade da proteina quisase A (PKA) (PETROFF, 2002; ROTH; DRAGUHN, 2012).

O envolvimento de mecanismos GABAérgicos no controle de repostas
cardiovasculares ao estresse pelo IC ja foi evidenciado. Nesse sentido, foi identificado
um papel tonico inibitorio do receptor GABAA na porgao posterior do IC na manutengao
da PA e da atividade simpatica em ratos em repouso (SALEH et al., 2005). A

neurotransmissao GABAérgica no IC foi também reportada estar envolvida no controle



de respostas comportamentais ao estresse. Por exemplo, a microinjecao de muscimol
(agonista do receptor GABAA) no IC reduziu a resposta de diminui¢do da exploracao
social induzida pelo estresse de choque na cauda (CHRISTIANSON et al., 2011).
Contudo, o envolvimento de mecanismos GABAérgicos do IC nas respsotas
cardiovasculares ao estresse nunca foi reportado.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar os mecanismos neuroquimicos
locais envolvidos no controle das respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢ao em
diferentes sitios ao longo do eixo rostrocaudal do IC posterior em ratos. Para tanto, os
objetivos especificos foram:

1. Os efeitos da microinjecdo bilateral de um antagonista de receptores
glutamatérgicos nas regioes posterior-rostral e posterior-caudal do IC sobre as respostas

cardiovasculares ao estresse de restri¢cao agudo.

2. Os efeitos da microinjecao bilateral de um coquetel de antagonistas de
receptores GABAZ&rgicos na regido posterior-rostral e posterior-caudal do IC sobre as
respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢ao agudo.

4. MATERIAL E METODOS

41  Animais

Foram utilizados ratos Wistar com peso corporal entre 240-250g (60 dias). Os
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(Botucatu/SP) e transferidos para o Biotério do Laboratério de Farmacologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-UNESP (FCFAr-UNESP) no
minimo sete dias antes do inicio dos procedimentos experimentais. Os animais tiveram
acesso livre a ragdo granulada e 4dgua, ¢ foram mantidos em salas climatizadas

(temperatura de 23+2°C e umidade 50+10%) com ciclo claro-escuro 12-12 h (luz 7:00 h—



19:00 h). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (protocolo 06/2022).
4.2 Cirurgia para o implante de canulas guias direcionadas ao cortex insular

Os animais foram anestesiados com uma solug@o de cetamina +xilazina (8 7mg/kg
e 13mg/kg, respectivamente). Apds a tricotomia, a cabega do rato foi imobilizada em um
estereotaxico (Stoelting, EUA) e foi realizada assepsia do campo cirargico com alcool
70%. Para redugdo do sangramento durante a cirurgia foi injetado 0,3 ml de solugao de
lidocaina com vasoconstritor. 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 solucdo salina e agua oxigenada a 10%. Todas as
coordenadas tiveram como referéncia parametros obtidos do atlas do encéfalo de ratos de

Paxinos & Watson (PAXINOS; WATSON, 1997), e foram como segue:

Parametro IC posterior-rostral | IC posterior-caudal
Antero-posterior +9,7mm +7,5
(distancia em relagdo a interaural)
Lateral (distancia a partirda sutura média) +5,0mm +6,2
Vertical (distancia a partir do 0ss0) -5,0mm -6,0mm
Incisivo -3.2mm

Apods o posicionamento da canula de aco inoxidavel, foram feitos pequenos
orificios no cranio com auxilio de uma broca odontologica, por onde foram introduzidas
as canulas (bilateralmente), que foram constituidas por um segmento de agulha
hipodérmica (26 x 0,6 mm, gauge) com 12 mm de comprimento. As canulas foram fixadas
ao cranio com uma resina acrilica autopolimerisavel (Simples, DFL, Ind. Com., Rio de
Janeiro, RJ), e pequenos parafusos de aco inoxidavel foram previamente implantados na
calota craniana para fixacao da resina. Um mandril de 0,2 mm de didmetro foi introduzido
nas canulas para evitar a obstru¢cdo das mesmas durante o periodo de recuperagdao. Como
medida profilatica, ao final da cirurgia os animais receberam 0,2 mL de pentabidtico

veterinario (Fountoura-Wyeth, Sao Paulo, Brasil) por via intramuscular e 0,3 mL do anti-



inflamatorio ndo-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough,
Cotia/SP, Brasil) por via subcutanea.
4.3 Canulacgdo da artéria femoral

Os animais foram anestesiados com uma soluc¢ao de cetamina +xilazina (8§ 7mg/kg
e 13mg/kg, respectivamente), e um cateter foi implantado na artéria femoral para registro
dos parametros cardiovasculares. O cateter foi constituido por segmento de polietileno
PE-10 (4-5cm) soldado a segmento de polietileno PE-50 (12-13 cm) (Clay Adams,
Parsippany, EUA), previamente preenchidos por solu¢do salina e anticoagulante (15
U/mL de heparina em solugdo salina), e obstruidos com pino de metal. Apos a
implantacao do cateter, esse foi exteriorizado na regido dorsal do animal e fixados a pele
por sutura cirurgica. Como medida profilatica, apds a cirurgia os animais receberam 0,3
mL do anti-inflamatorio nao-esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering
Plough, Brasil) por via subcutanea. Os animais foram mantidos em caixas individuais
durante todo o periodo pds-operatério e de registro cardiovascular.

4.4  Registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de pressao
(DPT100, Utah Medical Products Inc., EUA) através de um segmento de polietileno PE-
50. A pressdo arterial pulsatil foi registrada utilizando um amplificador (Bridge AMp,
ML221, ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisi¢do de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML 866, ADInstruments, Australia), usando um
programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de pressdao
arterial média (PAM) e FC foram obtidos a partir do sinal de pressao arterial pulsatil.

45  Registro da temperatura cutanea da cauda

O aumento da atividade simpatica vasomotora durante situagdes aversivas diminui

o fluxo sanguineo cutdneo (BLESSING, 2003), que por sua vez diminui a temperatura da



pele (BUSNARDO et al.,2019; VIANNA ; CARRIVE, 2005). Desse modo, a diminuigao
da temperatura cutdnea da cauda foi avaliada como uma medida indireta da resposta
simpatica vasomotora em leitos cutdneos durante o estresse de restri¢do. Para tanto, os
registros da temperatura cutdnea da cauda foram feitos utilizando um termovisor
(IRI4010, Inglaterra). A analise foi feita através de um software para analise termografica,
e a temperatura foi representada como variagdes de intensidade de cor (BUSNARDO et
al., 2019; VIANNA; CARRIVE, 2005). Para a analise das imagens, a medida da
temperatura foi realizada em cinco pontos ao longo da cauda do animal, e a média foi
calculada para cada registro (OLIVEIRA et al., 2015).
4.6 Farmacos e solucdes

O 4cido quinurénico (antagonista nao-seletivo de receptores gluatamatérgicos
ionotrépicos) (Tocris, EUA) e os coquetéis de SR95531 (antagonista seletivo do receptor
GABA,) (Tocris) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAg) (Tocris) e de
cetamina (Ceva) + xilazina (Syntec) foram dissolvidos em solugdo salina (NaCl 0,9%). O
pentabiotico (Fountora-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatorio flunexina meglumina
(Banamine ®, Schering Plough, Brasil) foram utilizados como fornecidos pelos
fabricantes.

4.7 Microinjecdo de drogas no cortex insular

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, USA) que foram utilizadas para as
microinjecdes intracerebrais foram 1 mm mais longas do que as canulas guias
previamente fixadas ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 pL (7002-KH,
Hamilton, USA) através de um tubo de polietileno (PE-10). As drogas foram injetadas no
volume de 100nL/lado (ALVES et al., 2010, 2014; MARINS et al., 2016; TOMEO et al.,

2022; VITORIO et al., 2023).



4.8 Estresse de restricdo

O estresse de restricdo ¢ um modelo experimental de estresse amplamente
empregado em estudos em roedores (BALI; JAGGI, 2015; BUYNITSKY;
MOSTOFSKY, 2009; CAMPOS et al., 2013) devido a sua simplicidade, facil execucao
e indolor, ndo causando debilitacdo nos animais (BUYNITSKY ; MOSTOFSKY, 2009).
Além disso, esse estressor produz respostas fisioldgicas e comportamentais que sao
pronunciadas e facilmente reprodutiveis (BALI ; JAGGI, 2015). Estudos prévios que
investigaram o envolvimento do IC nas respostas cardiovasculares induzidas por
estimulos aversivos nao-condicionados utilizaram esse modelo experimental de estresse
(ALVES et al., 2010, 2014; TOMEO et al., 2022; VITORIO et al., 2023). Desse modo,
os dados obtidos com o estresse de restricdo permitem ampla comparacao com dados da
literatura.

O estresse de restri¢ao consistiu na introdu¢ao dos animais em tubos cilindricos
plasticos (diametro = 6,5 cm, comprimento = 15 cm, ventilados por buracos de 2
polegada que preencham aproximadamente 20% do tubo). Os animais foram mantidos
por um periodo de 60 minutos no tubo de restricdo (ALVES et al., 2010, 2014; TOMEO
etal.,2022; VITORIO et al., 2023), e cada animal foi submetido a apenas uma sessao de
restri¢do para evitar habitua¢ao (BENINI et al., 2019).

4.9 Determinacgdo anatdmica dos sitios de injecdo no cértex insular

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2
g/kg, 1.p.) e 100 nL do corante azul de Evans (1%) foi microinjetado bilateralmente para
determinagdo do sitio de injecao. Em seguida, os ratos foram perfundidos e os encéfalos
removidos, pés-fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais de 40 um de

espessura com auxilio de um criostato (CM 1900, Leica, Alemanha) para analise dos sitios



de injecdo. A localizacdo da injecao foi determinada de acordo com o atlas de encéfalo de
ratos de Paxinos & Watson (PAXINOS ; WATSON, 1997).
4.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A andlise
de variancia (ANOVA) bifatorial, com tratamento do IC (veiculo vs tratamentos
farmacoldgicos) como medida principal e tempo como medida repetida foi usada para
comparar as curvas temporais de variagao da PAM, FC e temperatura cutanea da cauda
durante a sessdo aguda de estresse de restricdo. A média dos pontos ao longo de trés
periodos (0-20min, 20-40min e 40-60min do estresse) durante a restri¢ao foi calculado a
partir dos dados das curvas temporais, € as diferengas nos valores entre os grupos veiculo
e tratamento farmacoldgico foram comparados individualmente em cada periodo usando
o teste ¢ de Student. Os valores basais (isto €, pré-estresse) de PAM, FC e temperatura
cutdnea da cauda também foram comparados usando o teste ¢ de Student. P<0,05 foi
assumido como significante em todas as analises.

5. Protocolos Experimentais

A delimitag¢do neuroanatomicaa da sub-regido posterior-rostral do IC foi baseada
em definicdes reportadas previamente (MARINS et al., 2016; OPPENHEIMER;
CECHETTO, 2016; YASUI et al., 1991).

5.1 Estudo do envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgicae GABAérgica na
regido posterior-rostral do IC no controle das respostas cardiovasculares durante uma
sessdo aguda de estresse de restricdo

Como abordado na Introdugdo, apesar da identificacio de receptores
glutamatérgicos ¢ GABA¢rgicos em diferentes sitios do IC (MARINS et al., 2016;
SALEH; CONNELL; CRIBB, 2005), a participagdo desses mecanismos neuroquimicos

no controle das respostas cardiovasculares ao estresse foi pouco investigada. Desse modo,



o objetivo desse protocolo foi investigar o efeito da microinje¢do bilateral de
antagonistas de receptores glutamatérgicos e GABAérgicos na regido posterior-rostral
do IC no controle das respostas cardiovasculares desencadeadas por uma sessdo aguda
de estresse por restri¢do.

Para tanto, os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para implantagao
de canulas guias bilaterais direcionadas a regido posterior-rostral do IC, e mantidos em
recuperacdo por trés dias. Vinte quatro horas antes do experimento os animais foram
submetidos a procedimento cirurgico para implantacao de cateter na artéria femoral para
registro cardiovascular. No dia do experimento, dez minutos antes do inicio da sessao de
estresse de restri¢do, grupos independentes de animais receberam microinjecao bilateral
na regido posterior-rostral do IC de veiculo (salina, 100nL), acido quinurénico
(antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotropicos, 16 nmol/100nL)
ou coquetel de gabazina (SR95531, antagonista seletivo do receptor GABAAa,
0,01nmol/100nL) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAB,
10nmol/100nL). As doses dos antagonistas foram baseadas em estudos prévios que
realizaram inje¢do intra-cerebral (GOMES-DE-SOUZA et al., 2019; RESSTEL;
CORREA, 2006; ZHONG et al., 2008; ZHOU et al., 2014), bem como nos valores de ki
dos farmacos (ALEXANDER et al., 2021). Dez minutos apds o tratamento do IC, os
animais foram submetidos a sessdo de 60 minutos de estresse de restrigdo (ALVES et al.,
2014; ALVES; CRESTANI; CORREA, 2010; TOMEO et al., 2022).

O registro cardiovascular iniciou ao menos 20 minutos antes do inicio do estresse
de restrigdo, e foi realizado durante todo o periodo de restrigao. A vasoconstric¢ao cutanea
durante situagdes aversivas reduz a temperatura cutdnea (BUSNARDO et al., 2019;
VIANNA; CARRIVE, 2005). Desse modo, a temperatura cutanea da cauda foi mensurada

como uma medida indireta da resposta simpatica vasomotora em leitos cutaneos aos 10,



5 e 0 minutos antes da restricdo; bem como aos 10, 20, 40 e 60 minutos durante a
exposi¢do ao estresse por restricdo (OLIVEIRA et al., 2015).

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2
g/kg, i.p.), e 100nL do corante azul de Evan (1%) foi microinjetado bilateralmente para
determinagdo do sitio de inje¢ao no encéfalo. Em seguida, os ratos foram perfundidos e
os cérebros removidos, pos-fixados e posteriormente seccionados em cortes frontais de
40um de espessura para analise dos sitios de injecdo.

6. RESULTADOS
6.1  Envolvimento das neurotransmissdes glutamatergica e GABAérgica
ao longo do eixo rostrocaudal da porcdo posterior do IC no controle das
respostas cardiovasculares ao estresse por restri¢do agudo.

A Figura 3 mostra representacdes diagramaticas baseadas no Atlas de Paxinos &
Watson (PAXINOS; WATSON, 1997) indicando os sitios de microinje¢do nas regides
posterior-rostral e posterior-caudal do IC de todos os animais utilizados nos protocolos
de avaliagdo do envolvimento das neurotransmissdes glutamatérgica e GABAérgica nas

respostas cardiovasculares ao estresse de restri¢ao.



Figura 3 - Representacgio diagramatica baseada no atlas do cérebro de ratos de Paxinos e Watson (1997)
indicando os locais de microinjegdo de salina (circulos pretos), acido quinurénico [antagonista ndo-seletivo
de receptores gluatamatérgicos ionotropicos, circulos cinza (16nmol/100nL), triangulo azul
(50nmol/100nL)] e SR95531 (antagonista seletivo do receptor GABAA) + CGP35348 (o antagonista
seletivo do receptor GABAB, quadrado vermelho) no cortex insular posterior-rostral e cortex insular
posterior-caudal.
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Fonte: autoria propria.

6.1.1 Envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica na regido
posterior-rostral do 1C no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por
restricdo agudo na regido posterior-rostral do IC

A microinjecdo bilateral de 4cido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de
receptores gluatamatérgicos ionotropicos, 16 nmol/100nL) na regido posterior-rostral do

IC ndo alterou os pardmetros basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda (Tabela

1.



Tabela 1 - Pardmetros basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea dacaudaapds o tratamento farmacologico da regido posterior-rostral do IC com 4cido quinurénico
(antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotropicos, 16 nmol/100nL) ou veiculo (salina,
100nL).

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) Temperatura
cutanea da cauda
(W9
Salina 9 101,3+2,71 360,3+6,21 30,5+0,28
Acido quinurénico 7 101,3+5,37 359,3+17,66 30,3+0,31

t=0,003 P=0,99 t=0,058 P=0,95 t= 0,44 P= 0,66

A anélise das curvas temporais indicou que o estresse de restricdo agudo causou
aumento da PAM (F(3s5490=4,729, P<0,0001) e da FC (F@35490=9,01, P<0,0001), e
diminuiu a temperatura cutanea da cauda (F,72)=2,99, P<0,01) (Figura4). A microinjecao
bilateral de acido quinurénico no IC posterior-rostral ndo afetou significativamente o
aumento da PAM (F(,14=1,11, P=0,30), da FC (F1,14=0,42, P=0,52) e a diminuigdo da
temperatura cutdnea da cauda (F(112=1,14, P=0,30) (Figura 4) durante o estresse de
restricdo agudo. A Figura 5 mostra fotos representativas da temperatura cutanea da cauda
antes (basal) e em diferentes momentos durante o estresse de restricdo em animais
tratados com veiculo ou 4cido quinurénico no IC posterior-rostral.

Apesar de nao haver diferenca estatisticamente significativa, foi possivel observar
na curva temporal uma tendéncia de redug¢do da resposta de aumento PAM nos animais
tratados com acido quinurénico (Figura 4), que aparece mais evidente no periodo entre
40 e 60 minutos de restri¢do. Desse modo, para confirmar um eventual efeito no periodo
final da restrigdo, foram realizadas andlises adicionais ao calcular os valores médios de
resposta a partir dos dados das curvas temporais nos periodos de 0-10, 20-40 e 40-60
minutos de restri¢do, e o efeito do tratamento foi analisado individualmente em cada
periodo (Figura 6). No entanto, mesmo a analise individual em cada periodo temporal
ndo identificou efeito do tratamento da regido posterior-rostral com acido quinurénico nos
periodos 0-20 minutos [PAM (t=1,23, P=0,23) ¢ FC (t=0,54, P=0,59)], 20-40 minutos

[PAM (t=0,21, P=0,83) ¢ FC (t=0,77 P=0,45)] e 40-60 min [PAM (t=1,1, P=0,28) e FC



(t=1,15, P=0,26)] (Figura 6). Essa andlise ndo foi possivel para os dados de temperatura
cutanea da cauda devido ao protocolo de aquisi¢do desses dados (medidas somente nos

tempos 10, 20, 40 e 60 minutos de restri¢cdo).



Figura 4 - Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura da cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em
animais tratados com acido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos
ionotropicos, 1 6nmol/100nL, n=7) ou veiculo (salina, 100nLn=9). A area sombreada indica o periodo de
restricdo. Circulos representam a média+EPM.
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Figura 5 - Fotos de ratos representativos mostrando a temperatura cutanea da cauda nos periodos basal
em diferentes momentos durante o estresse de restricdo em animais tratados com veiculo (salina) ou acido
quinurénico 16nmol no IC posterior-rostral.
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Fonte: autoria prépria.

Figura 6 - Média das respostas de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura cauda) nos intervalos 0-20min, 20-40min e 40-60min
durante o estresse de restrigio em animais submetidos ao tratamento do IC posterior-rostral com veiculo
(salina, barras brancas, n=9) ou acido quinurénico (barras pretas, n=7). Colunas representam a média e as
barras EPM.
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Visando fornecer evidéncias mais substancias acerca do papel de mecanismos
glutamatérgicos do IC posterior-rostral nas respostas cardiovasculares ao estresse de
restri¢do e considerando a tendéncia de redugdo da resposta de aumento de PAM nos
animais tratados com dcido quinurénico na dose de 16nmol/100nL sem haver diferenca
estatistica foramrealizados experimentos adicionais emrelagdo aqueles apresentados na

proposta inicial desse trabalho com intuito de investigar o efeito da microinje¢do de uma



dose maior de acido quinurénico (50nmol/100nL). A seguir sdo apresentados os
resultados desses experimentos adicionais:

A microinjecao bilateral do dcido quinurénico na dose de 50nmol/100nL na regiao
posterior-rostral do IC nao alterou os parametros basais de FC e temperatura cutanea da
cauda (Tabela 2). No entanto, a analise revelou que o tratamento farmacologico reduziu

a PAM basal (Tabela 2).

Tabela 2 - Pardmetros basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea da caudaapds o tratamento farmacologico da regido posterior-rostral do IC com acido quinurénico
(antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotropicos, 50 nmol/100nL) ou veiculo (salina,
100nL).

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) Temperatura cutinea
da cauda (°C)
Salina 9 101,3+2,71 360,3+6,21 30,5+0,28
Acido quinurénico 6 90,7+3,60 354,1+11,21 30,1+0,31
t=2,38 P=0,03 t=0,51 P=0,61 t=111P=028

A andlise das curvas temporais indicou que o estresse de restricdo agudo causou
aumento da PAM (F 35 455=5,33, P<0,0001) e da FC (F35.455=4,35,P<0,0001), e diminuiu
a temperatura cutdnea da cauda (F75=5,18, P=0,0002) (Figura 7). A microinjecdo
bilateral de acido quinurénico na dose de 50nmol/100nL no IC posterior-rostral ndo afetou
significativamente o aumento da PAM (F(,13=0,02, P=0,87) e da FC (F(,3=0,03,
P=0,86) e a diminui¢do da temperatura cutanea da cauda (F1,13=0,09, P=0,76) (Figura 7)
durante o estresse de restrigdo agudo. A Figura 8 mostra fotos representativas da
temperatura cutanea da cauda antes (basal) ¢ em diferentes momentos durante o estresse
de restricdo em animais tratados com veiculo ou acido quinurénico na dose de
50nmol/100nL no IC posterior-rostral.

Apesar de nao haver diferenca estatisticamente significativa, foi possivel observar
na curva temporal uma tendéncia de reducdo das respostas de aumento da PAM nos
animais tratados com dcido quinurénico na dose de 50nmol/100nL no periodo de estresse

entre 40-60 minutos (Figura 7). Desse modo, para confirmar um eventual efeito em



momentos especificos da restrig¢do, foram realizadas andlises adicionais ao calcular os
valores médios de resposta a partir dos dados das curvas temporais nos periodos de (-
10, 20-40 e 40-60 minutos de restricdo; e o efeito do tratamento foi analisado
individualmente em cada periodo (Figura 9). No entanto, mesmo a analise individual em
cada periodo temporal ndo identificou efeito significativo do tratamento da regido
posterior-rostral com acido quinurénico nos periodos 0-20 minutos [PAM (t=0,39,
P=0,699) e FC (t=0,41, P=0,68)], 20-40 minutos [PAM (t=0,43, P=0,67) e FC (t=0,01
P=0,98)] e 40-60 min [PAM (t=0,64, P=0,52) ¢ FC (t=0,70 P=0,49)] (Figura 9). Essa
analise ndo foi possivel para os dados de temperatura cutdnea da cauda devido ao
protocolo de aquisicdo desses dados (medidas somente nos tempos 10, 20, 40 ¢ 60

minutos de restricdo).



Figura 7- Curvas temporais de varia¢do da pressao arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura da cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em
animais tratados com acido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos
ionotropicos, S0nmol/100nL, n=6) ou veiculo (salina, 100nLn=9). A area sombreada indica o periodo de
restricdo. Circulos representam a média+EPM.
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Figura 8 - Fotos de ratos representativos mostrando a temperatura cutinea da cauda nos periodos basal e
em diferentes momentos durante o estresse de restricdo em animais tratados com veiculo (salina) ou acido
quinurénico (50nmol/100nL) no IC posterior-rostral.
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Figura 9 - Média das respostas de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura cauda) nos intervalos 0-20min, 20-40min e 40-60min
durante o estresse de restricdo em animais submetidos ao tratamento do IC posterior-rostral com veiculo
(salina, barras brancas, n=9) ou acido quinurénico (barras pretas, n=6). Colunas representam a média e as

barras EPM.
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6.1.2 Envolvimento da neurotransmisséo GABAérgica no IC posterior-
rostral no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por restri¢cdo agudo

A microinje¢do bilateral do coquetel de SR95531 (antagonista seletivo do receptor
GABA,) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAg) na regido posterior-

rostral do IC ndo alterou os parametros basais de PAM e FC (Tabela 3).

Tabela 3 - Parametros basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea da cauda apos o tratamento farmacologico da regido posterior-rostral do IC com SR95531
(antagonista seletivo do receptor GABAA) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAB) ou

veiculo (salina).

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) Temperatura cutinea
da cauda (°C)
Salina 9 101,3+£2,71 360,3+6,21 30,5+0,28
SR95531+ 9 105,5+3,88 356,2+11,32 29,93+0,20
CGP35348
t=0,88 P=0,38 t=0,31 P=0,75 t=1,62P=0,12

A andlise das curvas temporais indicou que o estresse de restricao agudo causou
aumento da PAM (F35,560=4,00, P<0,0001) e da FC (F35,560y=9,88, P<0,0001), e diminuiu
a temperatura cutanea da cauda (F96=14,09, P<0,0001) (Figura 10). A microinjecdo
bilateral de SR95531 + CGP35348 no IC posterior-rostral ndo afetou significativamente
o aumento da PAM (F1,16=0,20 P=0,65) e da FC (F(1,16=1,76 P=0,20) e a diminui¢do da
temperatura cutanea da cauda (F1,165=4,14, P=0,05) (Figura 10 ). A Figura 11 mostra fotos
representativas da temperatura cutanea da cauda antes (basal) e em diferentes momentos
durante o estresse de restrigdo de animais tratados com veiculo ou SR95531 + CGP35348
na regido posterior-rostral do IC.

Apesar de nao haver diferenca estatisticamente significativa, foi possivel observar
na curva temporal uma tendéncia de aumento da resposta taquicardica nos animais
tratados com SR95531 + CGP35348 na regido posterior-rostral do IC (Figura 10), e esse
efeito aparece mais evidente no periodo de 20-40 minutos de restri¢do. Desse modo, para

confirmar um eventual efeito no periodo intermedidrio da restri¢do, foram realizadas



analises adicionais ao calcular os valores médios de resposta a partir dos dados das
curvas temporais nos periodos de 0-10, 20-40 e 40-60 minutos de restrigdo, e o efeito do
tratamento foi analisado individualmente em cada periodo (Figura 12). A andlise indicou
que no intervalo entre os minutos 20 e 60 darestri¢do a microinjecao bilateral de SR95531
+ CGP35348 IC posterior-rostral facilitou significativamente a resposta de taquicardia
causada pelo estresse FCa040(t=2,25, P<0,03) e FCio60(t=2,14, P=0,04)], porém sem
afetar a resposta de PAM2040(t=0,25, P=0,80) e PAM4¢-60(t=0,87, P=0,39) (Figura 12). A
analise nao indicou efeito do tratamento farmacologico nas respostas de PAM e FC no
periodo de 0-20 minutos [PAM (t=0,60, P=0,55); FC (t=0,25, P=0,80)] (Figura 12). Como
destacado na secao anterior, essa analise ndo foi possivel para os dados de temperatura
cutanea da cauda devido ao protocolo de aquisi¢do desses dados (medidas somente nos

tempos 10, 20, 40 e 60 minutos de restri¢ao).



Figura 10- Curvas temporais de variacdo da pressdo arterial média (APAM)), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em animais
tratados com SR95531 (antagonista seletivo do receptor GABAA) + CGP35348 (antagonista seletivo do
receptor GABAB, n=9) ou veiculo (salina, 100nL n=9). A area sombreada indica o periodo de restrigao.
Circulos representam a média+EPM.
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Figura 11 - Fotos da temperatura cutanea da cauda de ratos representativos mostrando a temperatura da
pele nos periodos basal e em diferentes momentos do estresse de restrigdo em animais tratados com
veiculo ou SR95531+CGP355348 no IC posterior-rostral.
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Fonte: autoria propria.

Figura 12 - M¢dia das respostas de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura cauda) nos intervalos: 0-20min, 20-40min e 40-60min,
durante o estresse de restrigdo em animais submetidos ao tratamento do CI com veiculo (barras brancas) ou
SR95531 + CGP35348 (barras pretas). Colunasrepresentam a média e as barras EPM. *P <0,05, teste t de

Student.
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6.1.3 Envolvimento da neurotransmissao glutamatérgica no 1C posterior-
caudal no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo agudo

A microinjecdo bilateral de acido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de
receptores gluatamatérgicos ionotropicos, 50 nmol/100nL) na regido posterior-caudal do
IC ndo alterou os parametros basais de PAM, FC e temperatura cutanea da cauda (Tabela
4).

Tabela 4 - Pardmetros basais da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea dacaudaapds o tratamento farmacologico daregido posterior-caudal do IC com acido quinurénico
(antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos ionotropicos, S0 nmol/100nL) ou veiculo (salina,
100nL).

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) Temperatura
cutinea da cauda
(O
Salina 8 111,84+2,92 374,1+15,21 30,5+0,86
Acido quinurénico 6 113,6+5,65 333,5+7,93 30,3+0,29
t=0,304 P=0,76 =213 P=0,05 t=0,20 P= 0,84

A andlise das curvas temporais indicou que o estresse de restri¢do agudo causou
aumento da PAM (F 35 385=3,37, P<0,0001) e da FC (F35385=3,56, P<0,0001), e diminuiu
a temperatura cutanea da cauda (F54=5,82, P<0,0001) (Figura 13). A microinjecao
bilateral de acido quinurénico no IC posterior-rostral ndo afetou significativamente o
aumento da PAM (F(,11=0,05, P=0,81), da FC (F1,11y=0,75, P=0,40) e a diminui¢do da
temperatura cutanea da cauda (F(;9=0,09, P=0,76 (Figura 13) durante o estresse de
restricdo agudo. A Figura 14 mostra fotos representativas da temperatura cutanea da cauda
antes (basal) e em diferentes momentos durante o estresse de restricdo em animais
tratados com veiculo ou &cido quinurénico no IC posterior-rostral.

Apesar de ndo haver diferenga estatisticamente significativa, foi possivel observar
na curva temporal uma tendéncia de reducdo da resposta de aumento FC nos animais
tratados com acido quinurénico (Figura 13), que aparece mais evidente no periodo entre
40 e 60 minutos de restri¢do. Desse modo, para confirmar um eventual efeito no periodo

final da restrigdo, foram realizadas andlises adicionais ao calcular os valores médios de



resposta a partir dos dados das curvas temporais nos periodos de 0-10, 20-40 e 40-60
minutos de restri¢do, e o efeito do tratamento foi analisado individualmente em cada
periodo (Figura 15). No entanto, mesmo a analise individual em cada periodo temporal
ndo identificou efeito do tratamento da regido posterior-caudal com acido quinurénico
nos periodos 0-20 minutos [PAM (t=0,10, P=0,91) e FC (t=0,69, P=0,49)], 20-40 minutos
[PAM (t=0,38, P=0,70) e FC (t=0,66 P=0,51)] e 40-60 min [PAM (t=0,38, P=0,70) ¢ FC
(t=0,90, P=0,38)] (Figura 15). Essa analise ndo foi possivel para os dados de temperatura
cutanea da cauda devido ao protocolo de aquisi¢do desses dados (medidas somente nos

tempos 10, 20, 40 e 60 minutos de restri¢ao).



Figura 13 - Curvas temporais de variacdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura da cauda) induzidas pelo estresse de restricdo agudo em
animais tratados com acido quinurénico (antagonista ndo-seletivo de receptores glutamatérgicos
ionotrépicos, 5S0nmol/100nL, n=6) ou veiculo (salina, 100nLn=8). A area sombreada indicao periodo de
restricdo. Circulos representam a média+tEPM
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Figura 14 - Fotos de ratos representativos mostrando a temperatura cutanea da cauda nos periodos basal
em diferentes momentos durante o estresse de restricdo em animais tratados com veiculo (salina) ou acido
quinurénico no IC posterior-caudal.
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Figura 15 - Média das respostas de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura cauda) nos intervalos 0-20min, 20-40min e 40-60min durante
o estresse de restricdo em animais submetidos ao tratamento do IC posterior-caudal com veiculo (salina,
barras brancas, n=8) ou acido quinurénico (barras pretas, n=6). Colunasrepresentam a média e as barras

EPM.
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6.1.4 Envolvimento da neurotransmisséo GABAérgica no IC posterior-
caudal no controle das respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo agudo

A microinje¢do bilateral do coquetel de SR95531 (antagonista seletivo do receptor
GABA,) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAg) na regido posterior-

caudal do IC ndo alterou os parametros basais de PAM e FC (Tabela 5).

Tabela 5 - Parametros basais da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura
cutanea da cauda apos o tratamento farmacologico da regido posterior-rostral do IC com SR95531
(antagonista seletivo do receptor GABAA) + CGP35348 (antagonista seletivo do receptor GABAB) ou

veiculo (salina).

GRUPO N PAM (mmHg) FC (bpm) Temperatura cutinea
da cauda (°C)
Salina 8 111,842,92 374,1+15,21 30,5+0,86
SR95531+ 7 110,2+3,82 384,3+7,79 32,0+0,23
CGP35348
t=0,33 P=0,74 t=0,57 P=0,57 t=1,58 P=0,13

A andlise das curvas temporais indicou que o estresse de restricao agudo causou
aumento da PAM (F3s455=4,31, P<0,0001) e da FC (F35420=1,58, P=0,02), e diminuiu
a temperatura cutanea da cauda (F66=7,41, P<0,0001) (Figura 16). A andlise indicou
que a microinjecdo bilateral de SR95531 + CGP35348 no IC posterior-rostral reduziu a
resposta taquicardia induzida pelo estresse FC (Fq,12=4,76 P=0,04) sem afetar
significativamente o aumento da PAM (F(,3=0,15 P=0,70) e a diminui¢do da
temperatura cutanea da cauda (F,11y=0,60, P=0,45) (Figura 16). A Figura 17 mostra fotos
representativas da temperatura cutanea da cauda antes (basal) e em diferentes momentos
durante o estresse de restri¢do de animais tratados com veiculo ou SR95531 + CGP35348
na regido posterior-rostral do IC.

A andlise individual em cada periodo temporal identificou que o efeito de reducao
da resposta taquicardia na regido posterior-caudal com SR95531 + CGP35348 ocorreu
nos periodos 20-40 minutos FC (t=2,57, P=0,02) e 20-40 minutos FC (t=2,32, P=0,03)

porém sem afetar a PAM20.40(t=0,08, P=0,93) ¢ PAMuo.60(t=0,12, P=0,90), nao foi



observado efeito no intervalo de 0-20 minutos [PAM (t=0,58, P=0,56) ¢ FC (t=0,89,
P=0,38)] (Figura 17). Essa andlise ndo foi possivel para os dados de temperatura cutanea
da cauda devido ao protocolo de aquisi¢cdo desses dados (medidas somente nos tempos

10, 20, 40 e 60 minutos de restrigdo).



Figura 16 - Curvas temporais de variacdo da pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura) induzidas pelo estresse de restrigdo agudo em animais
tratados com SR95531 (antagonista seletivo do receptor GABAA) + CGP35348 (antagonista seletivo do
receptor GABAB, n=7) ou veiculo (salina, 100nL n=8). A area sombreada indica o periodo de restrigao.
Circulos representam a média+EPM.
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Figura 17 - Fotos da temperatura cutdnea da cauda de ratos representativos mostrando a temperatura da
pele nos periodos basal e em diferentes momentos do estresse de restrigdo em animais tratados com
veiculo ou SR95531+CGP355348 no IC posterior-caudal.
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Figura 18 - Média das respostas de pressdo arterial média (APAM), frequéncia cardiaca (AFC) e
temperatura cutanea da cauda (A temperatura cauda) nos intervalos: 0-20min, 20-40min e 40-60min,
durante o estresse de restrigio em animais submetidos ao tratamento do CI com veiculo (barras brancas) ou
SR95531 + CGP35348 (barras pretas). Colunas representam a média e as barras EPM. *P <0,05, teste t de
Student.
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7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho sdo os primeiros a indicarem um
envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica do IC no controle das respostas
cardiovasculares durante situagdes aversivas € que essa resposta parece ocorrer de
maneira sitio-especifica. De fato, foi evidenciado que a microinje¢do bilateral de um
coquetel contendo antagonistas dos receptores GABAs ¢ GABAg no IC posterior-rostral
facilitou a resposta de taquicardia desencadeada pelo estresse de restrigdo. O tratamento
do IC posterior-rostral com um antagonista ndo-seletivo de receptores gluatamatérgicos
1onotrépicos (acido quinurénico) causou uma tendéncia de redugdo na resposta pressora
ao estresse de restricdo, porém sem indicar efeito nas respostas de aumento da FC e de
queda da temperatura cutanea da cauda. Na regido posterior-caudal, a microinje¢ao
bilateral de um coquetel contendo antagonistas dos receptores GABA s ¢ GABAg pareceu
ndo afetar a resposta pressora e a diminui¢cdo da temperatura da cauda induzidas pelo
estresse, porém reduziu a resposta taquicardia induzida pelo estresse indicando um
envolvimento dessa neurotransmissao na resposta cardiovascular induzida pelo estresse.
O tratamento do IC posterior-caudal com um antagonista nao-seletivo de receptores
gluatamatérgicos ionotropicos (dcido quinurénico) causou uma tendéncia de redugdo na
resposta pressora ao estresse de restricdo, porém sem indicar efeito nas respostas de

aumento da FC e de queda da temperatura cutanea da cauda

Em estudo recente foi evidenciado o envolvimento das sub-regides posterior-
rostral e posterior-caudal do IC nas respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de
restricdo agudo (TOMEO et al., 2022). Também foi identificado que o estresse de
restrigdo causou um aumento na ativagao neuronial no IC posterior-rostral, o que suportou

nossa hipotese de que o controle da resposta pressora do estresse de restricdo por essa



sub-regido do IC seja mediado principalmente por mecanismos neuroquimicos

excitatorios locais, entre eles a neurotransmissdo glutamatérgica.

Especificamente em relagao ao IC posterior-rostral, o bloqueio pré-sinaptico ndo-
seletivo com CoCl; dessa regido reduziu exclusivamente a resposta de aumento da PA,
sem afetar as respostas de taquicardia e de reducao da temperatura cutanea da cauda,
nesse sentido, de maneira similar ao identificado previamente apds o bloqueio sindptico
ndo-seletivo com CoCly, o antagonismo de receptores gluatamatérgicos nessa regido do
IC causou uma tendéncia de reducdo da resposta pressora, o que suporta a nossa hipdtese
inicial.

Um envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica do IC posterior-rostral ¢
fundamentada por dados prévios obtidos em ratos ndo-estressados de que a ativagdo de
receptores glutamatérgicos nessa sub-regido do IC causou ativagao nervosa simpatica e
aumento da PA (MARINS et al., 2016) e também na respostas comportamental, uma vez
que, estudos recentes evidenciaram que o antagonismo do receptor glutamatérgico nao-
NMDA centrado em sitios do IC posterior rostral aumentaram a exploragao dos bracos
abertos do LCE em animais naive, indicando um papel ansiolitico desta regidao do 1C
(MENDEZ-RUETTE et al., 2019; SHI et al., 2020). Considerando que a resposta
pressora ao estresse de restri¢do ¢ mediada por ativacdo vasomotora simpatica (DOS
REIS et al.,2014), os dados indicando resposta pressora com ativacao glutamatérgicano
IC posterior-rostral constitui evidéncia adicional de que esse mecanismo neuroquimico
no IC posterior-rostral pode estar envolvido no controle da resposta pressora ao estresse

de restrigao.

Apesar das evidéncias discutidas acima, a auséncia de alteragdes estatisticamente
significativas nos animais tratados com &acido quinurénico em duas diferentes doses

(16nmol/100nL e 50nmol/100nL) no presente estudo impediu qualquer conclusdo de



envolvimento da neurotransmissdo glutamatérgica nas respostas cardiovasculares ao

estresse de restri¢ao.

Com relacao ao estudo do papel da neurotransmissao GABAérgica do IC
posterior-rostral, nds observamos que a microinjecao bilateral local do coquetel de
antagonistas seletivos dos receptores GABAA (SR95531) + GABAg (CGP35348)
facilitou aresposta de taquicardia durante o estresse de restrigao agudo, porém sem afetar
significativamente as respostas pressora ¢ de queda da temperatura cutdnea da cauda.
Esses achados contrastam com o estudo prévio do nosso grupo em que a inibi¢ao sinaptica
ndo-seletiva do IC posterior-rostral por meio da inje¢do local de CoCl, ndo alterou o
aumento da FC causado pelo estresse de restrigdo (TOMEO et al., 2022). Nossos achados
também diferem de resultados prévios que indicaram um papel da neurotransmissdo
GABA¢érgica no IC posterior-rostral na manutencao tonica da funcdo cardiovascular e
atividade autondmica (SALEH; CONNELL; CRIBB, 2005), uma vez que esse estudo
identificou que o antagonismo do receptor GABA A local aumentou a PA e a atividade
nervosa simpatica renal, porém sem afetar a FC (SALEH; CONNELL; CRIBB, 2005).
Entretanto, ¢ importante notar que esse ultimo estudo foi conduzido em animais
anestesiados, € a anestesia pode afetar o controle da funcdo cardiovascular por
mecanismos encefalicos (SHIMOKAWA et al., 1998; SUN et al., 2014), de modo a

aparentemente impactar principalmente a responsividade da FC (SUN et al., 2014).

Apesar de aparentemente discrepantes, os achados reportados aqui em conjunto
com os dados obtidos previamente com o tratamento do IC posterior-rostral com CoCl,
sugerem a presenca de um mecanismo contra-regulatorio (i.e., facilitatorio) local em
relacdo ao controle inibitério exercido pela neurotransmissdo GABAérgica do IC
posterior rostral. A presenga de um mecanismo neuroquimico local com ag¢ao oposta em

relagdo ao controle GABAérgico explicaria a auséncia de efeito com o bloqueio sinaptico



nao-seletivo pelo CoCl,, no qual bloquearia ambos os mecanismos, resultando em
auséncia de efeito. Esse mecanismo contra-regulatorio parece ndo ser a neurotransmissao
glutamatérgica local, desde que o tratamento com 4cido quinurénico ndo afetou a resposta
taquicérdica.

Especificamente em relagdo ao IC posterior-caudal, os resultados recentemente
(TOMEO et al.,2022) evidenciaram que o bloqueio pré-sinaptico ndo-seletivo com CoCl,
dessa regido reduziu exclusivamente a resposta taquicardia, sem afetar as respostas de
pressora a de redugdo da temperatura cutdnea da cauda, e esses resultados foram
acompanhados por uma diminui¢cdo da ativagdo neuronial local. Nesse trabalho, o
antagonismo de receptores glutamatérgicos nessa regiao do IC causou uma tendéncia de
reducao da FC, por outro lado, o antagonismo de receptores GABAérgicos mimetizou os
resultados encontrados por Tomeo et al. (2022) (TOMEO et al., 2022) onde a
microinjec¢do bilateral local do coquetel de antagonistas seletivos dos receptores GABA 4
(SR95531) + GABAg (CGP35348) reduziu a resposta de taquicardia durante o estresse
de restricdo agudo. Em conjunto, esses dados reforcam o papel excitatorio da porgao
posterior-caudal nas respostas cardiovasculares e suportam nossa hipotese inicial do
envolvimento de mecanismos inibitorios GABAérgicos do IC no controle das respostas

cardiovasculares ao estresse.

O envolvimento da neurotransmissdo GABAérgica mediando as respostas
cardiovasculares ja foram relatadas em estudos anteriores, como ¢ o caso do bulbo
ventrolateral rostral (RVLM) (SCHREIHOFER ; GUYENET, 2002), e do nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) (DUPONT ; LEGAT, 2020), o IC mantém conexdes
reciprocas com essas estruturas € conjuntamente participa do processamento ¢ da
regulagdo da resposta cardiovascular ao estresse (GEHRLACH et al., 2019, 2020),

contudo esse € o primeiro estudo a evidenciar um papel proeminente da neurotransmissao



GABA¢érgica de maneira local nas respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de

restri¢ao.

8.  CONCLUSAO

Os resultados reportados no presente trabalho indicam que a neurotransmissao
GABA¢érgica no IC posterior tem uma influéncia sobre a resposta de taquicardia induzida
pelo estresse de restrigao agudo. A tendéncia de efeito sobre a resposta pressora observada
nos animais tratados com 4cido quinurénico sugere um envolvimento da
neurotransmissdo glutamatérgica local no controle das respostas cardiovasculares ao
estresse de restri¢do pelo IC posterior-rostral, apesar desses achados, mais estudos sdo
necessarios para elucidar a populagdo neuronal local envolvida no controle das respostas
cardiovasculares ao estresse, principalmente no que diz respeito aos mecanismos

glutamatérgicos.
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