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RESUMO

O nucleo leito da estria terminal (NLET) € uma estrutura limbica localizada no
prosencéfalo rostral, que esta envolvida no circuito neural das respostas
comportamentais e fisiologicas a estimulos aversivos. Foi reportado um
envolvimento do NLET nas repostas cardiovasculares desencadeadas pelo estresse.
Entretanto, os mecanismos neuroquimicos locais envolvidos no controle das
respostas ao estresse pelo NLET ainda sao pouco compreendidos. Neste sentido, o
objetivo do presente trabalho foi investigar o envolvimento da neurotransmisséao
angiotensinérgica no NLET nas respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse
por restricdo agudo em ratos. NOs observamos que a microinjecao bilateral de
captopril (inibidor da enzima conversora de angiotensina) no NLET reduziu a
resposta de queda da temperatura cutanea da cauda induzida pelo estresse por
restricdo agudo, porém sem interferir com as respostas de elevagao da pressao
arterial e frequéncia cardiaca. O tratamento bilateral do NLET com saralasina
(antagonista n&o-seletivo de receptores da angiotensina Il) reduziu a resposta de
aumento da pressdo arterial e aumentou a resposta de reducdo da temperatura
cutdnea da cauda desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo, porém sem
afetar a resposta taquicardica. Em conjunto, esses dados indicam um envolvimento
de mecanismos angiotensinérgicos do NLET nos ajustes hemodinamicos durante

situacdes de estresse.



INTRODUCAO

Todos os individuos sdo, em maior ou menor grau, continuamente
expostos a situagdes de estresse. A sobrevivéncia de todas as espécies a situagdes
aversivas requer um adequado e coordenado conjunto de respostas fisiolégicas
(DAMPNEY, et al. 2008; ULRICH- LAl e HERMAN, 2009). O sistema nervoso
autbnomo promove a resposta imediata ao estresse, que € caracterizada
principalmente por alteragdes na atividade cardiovascular, que incluem: aumento na
pressao arterial e frequéncia cardiaca, redistribuicdo do fluxo sanguineo (reducéo na
perfusdo cutanea e visceral e aumento na musculatura esquelética) e alteracéo na
atividade do barorreflexo (BARRON e VAN LOON, 1989; DAMPNEY, et al. 2008;
CRESTANI et al. 2010). Apesar das respostas autbnomas e cardiovasculares ao
estresse estarem bem caracterizadas, os mecanismos neurobioldgicos envolvidos
com estas respostas ainda sao pouco compreendidos.

As respostas fisiologicas durante o estresse sdo mediadas por estruturas
limbicas no sistema nervoso central (SNC), através da agédo de varios mecanismos
neuroquimicos (JOELS e BARAM, 2009; ULRICH-LAI e HERMAN, 2009). O nucleo
leito da estria terminal (NLET) € uma estrutura limbica localizada no prosencéfalo
rostral, no qual estd envolvido na modulagdo da atividade autbnoma e
neuroenddcrina e de respostas comportamentais (DAVIS et al. 2010; CRESTANI et
al. 2013). Este nucleo é conectado com diversas estruturas limbicas, tais como o
cortex pré-frontal, os nucleos central e medial da amigdala, diversas regides do
hipotalamo, o hipocampo, 0 nucleo parabraquial, a substancia cinzenta
periaquedutal e regides autbnomas bulbares (DONG et al, 2001). Neste sentido, tem
sido proposto que o NLET é um importante nucleo de integragcdo das respostas

fisiolégicas e comportamentais ao estresse (ULRICH-LAI e HERMAN, 2009).
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Apesar das evidéncias do envolvimento do NLET na neurobiologia do
estresse, e de seu papel nas respostas comportamentais e neuroenddcrinas ao
estresse estarem bem caracterizadas (CHOI et al. 2007; DAVIS et al. 2010), um
pequeno numero de estudos investigaram o papel deste nucleo nas respostas
autdbnomas ao estresse. Neste sentido, apesar de estudos anteriores demonstrarem
que o bloqueio sinaptico nao-seletivo do NLET foi capaz de modular as respostas
cardiovasculares ao estresse (RESSTEL et al. 2008; CRESTANI et al. 2009;
CRESTANI et al. 2013), informagdes acerca dos mecanismos neuroquimicos locais
no NLET envolvidos no controle destas respostas ainda s&o escassas.

O estresse por restricdo € um estimulo aversivo inescapavel e nao-
condicionado conhecido por provocar alteragbes autonémicas como, por exemplo,
elevagao da pressao arterial e FC e modulagédo da atividade barorreflexa (BARRON
E VAN LOON, 1989; MCDOUGALL et al. 2000; CRESTANI et al. 2010). Além disso,
durante o estresse o aporte sanguineo diminui em alguns leitos vasculares (por
exemplo, cutdneo e mesentérico) para aumentar o fluxo sanguineo para regides
mais requisitados durante as respostas defensivas (por exemplo, a musculatura
esquelética) (ZHANG et al. 1996). A redugao do fluxo sanguineo cutaneo durante o
estresse por restricdo acarreta uma reducéo na temperatura da pele (BUSNARDO et
al. 2010, 2013). Os ajustes neuroenddcrinas durante o estresse por restricdo séo
principalmente caracterizados pela ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal

(CHOI et al. 2007).

Tem sido descrito a presenca de um sistema renina-angiotensina (SRA)
encefalico, no qual é independente do SRA enddcrino (sistémico) (WRIGHT &
HARDING, 2013). Apesar da cascata de sintese e do local de formagao (intracelular

vs extracelular) das angiotensinas no SNC ainda n&o estarem totalmente
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estabelecidos (GROBE et al, 2008), todos os componentes funcionais do SRA foram
identificados no SNC, incluindo o angiotensinogénio, a renina, a enzima conversora
de angiotensina (ECA), diversas angiotensinas e todos os subtipos de receptores
angiotensinérgicos (GROBE et al, 2008; WRIGHT & HARDING, 2013).

E bem estabelecido o papel da angiotensina Il (sistémica) com acéo
central no controle de varias fungdes fisiologicas e comportamentais, tais como a
regulacédo da fungcdo autonémica e cardiovascular, da liberagdo de vasopressina, do
balanco hidrico e da sede e dos comportamentos sexuais (PHILLIPS & SUMNERS,
1998). Além disso, estudos recentes tem sugerido um envolvimento da angiotensina
Il encefalica em diversas respostas fisiolégicas e comportamentais ao estresse
(WRIGHT & HARDING, 2013), incluindo os ajustes cardiovasculares desencadeadas
por estimulos aversivos (MAYOROV, 2011).

Foram identificados terminais angiotensinérgicos e varios componentes
do SRA no NLET, incluindo o angiotensinogénio, a enzima conversora de
angiotensina e receptores angiotensinérgicos (CHAI et al. 1987; LYNCH et al. 1987,
LENKEI et al. 1997). Entretanto, apesar das evidéncias da presenga de mecanismos
angiontensinérgicos no NLET, uma possivel participagdo deste mecanismo
neuroquimico local do NLET no controle da fungdo cardiovascular e autdbnoma
nunca foi investigado.

O estresse por restricdo € um modelo de estresse nao-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 contencgao.
Este modelo causa respostas neuroenddcrinas e autdbnomas (CHOI et al. 2007,
CRESTANI et al. 2009). As respostas autbnomas sao caracterizadas por elevagao

na pressao arterial e frequéncia cardiaca, modulacdo da atividade barorreflexa e
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reducao da temperatura cutanea da cauda (McDOUGALL, et al. 2000; BUSNARDO
et al. 2010; CRESTANI et a. 2010). N6s demonstramos em um estudo prévio que o
bloqueio sinaptico ndo-seletivo do NLET aumentou a resposta taquicardica induzida
pelo estresse por restricdo agudo em ratos, porém sem afetar a resposta pressora
observada neste modelo de estresse (CRESTANI et al. 2009). Diante disso, no
presente estudo nos testamos a hipotese de que o controle das respostas
autdbnomas ao estresse por restricdo agudo exercido pelo NLET €& mediado por

mecanismos angiontensinérgicos locais.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi estudar o envolvimento de
mecanismos angiotensinérgicos presentes no NLET nas respostas autbnomas
observadas durante o estresse por restricdo agudo em ratos. Para tanto, os

objetivos especificos foram:

- Estudar o efeito da microinjecao bilateral de captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) no NLET nas respostas de aumento da presséao arterial
e frequéncia cardiaca, bem como na redugcdo da temperatura cutdnea da cauda

induzidas pelo estresse por restricdo agudo em ratos.

- Investigar o efeito da microinjecao bilateral de saralasina (antagonista nao-seletivo
de receptores da angiotensina 1) no NLET nas respostas de aumento da presséao
arterial e frequéncia cardiaca, bem como na redugao da temperatura cutanea da

cauda induzidas pelo estresse por restricdo agudo em ratos.



13

3. METODOLOGIA

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar de peso corporal variando entre 230-270g.
Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da UNESP (Botucatu/SP). Os
animais tiveram acesso livre a ragao granulada e agua e foram submetidos a
alternancia de luz (12h claro/ 12h escuro). Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da FCFAr-UNESP (protocolo:

CEUA/FCF/CAr. 11/2012 e 22/2014).

3.2. Técnica de implante de canulas guias no NLET

Cinco dias antes dos experimentos, os animais foram anestesiados com
tribromoetanol (intraperitoneal, 250 mg/kg). Apos a tricotomia, a cabega do rato foi
imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, EUA) e foi realizada assepsia do campo
cirurgico com alcool 70%. Para reducdo do sangramento durante a cirurgia, foi
injetado 0,3 ml de solucdo de lidocaina com vasoconstritor (3% de levoarterenol,
Harvey Quimica Farmacéutica Ind. e Comércio Ltda, Catanduva, SP). A calota
craniana foi exposta por meio de uma incisdo na pele de aproximadamente 1,5 cm,
afastando-se completamente o periosteo. A limpeza da regido foi feita utilizando-se
solugdo salina e agua oxigenada 10%. Todas as coordenadas tiveram 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 relagdo a interaural;

Lateral: + 4 mm a partir do bregma;
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Vertical: -5,8 mm em relacao ao 0sso;

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

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

3.3. Canulacéao da artéria femoral

72 horas apos a cirurgia de estereotaxia os animais foram anestesiados
com tribomoetanol (intraperitoneal, 250 mg/kg) para implantacdo de um cateter na
artéria femoral para registro cardiovascular. Este vaso foi dissecado e um cateter de
polietileno foi introduzido até a artéria aorta abdominal inferior. Os cateteres foram
constituidos por segmentos de polietileno PE-10 (4-5 cm) soldados a segmentos de
polietileno PE-50 (12-13 cm), previamente preenchidos por solugcdo salina e
anticoagulante (15 U/mL de heparina em solugéo salina), e obstruidos com pino de
metal. Apds implantagdo dos cateteres, os mesmos foram exteriorizados na regido
dorsal do animal e fixados a pele por sutura cirurgica. Ao final da cirurgia o animal
recebeu 0,3 mL do anti-inflamatério nao-esteroidal flunexina meglumina

(Banamine®, Schering Plough, Brazil) pela via subcutanea para analgesia poés-
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operatoria. Os animais foram mantidos em caixas individuais durante todo o periodo

pos-operatorio e de registro cardiovascular.

3.4. Registro da presséao arterial e frequéncia cardiaca

O cateter implantado na artéria femoral foi conectado a um transdutor de
pressdao (DPT100, Utah Medical Products Inc., Midvale, UT, USA). A pressao
arterial pulsatil foi registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments, Australia), conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments, Australia), usando um
programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments, Australia). Os valores de
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir dos

sinais da presséo arterial pulsatil.

3.5. Registro da temperatura cutanea da cauda

Os registros da temperatura cutdnea da cauda foram realizados
utilizando um termovisor (IR14010, Inglaterra). A andlise foi feita através de um
software para analise termografica, e a temperatura foi representada por variagbes
de intensidade de cor (VIANNA e CARRIVE, 2005; BUSNARDO et al, 2013). Para
analise das imagens, a medida de temperatura foi realizada em 5 pontos da cauda

do animal, e a média foi calculada para cada registro (BUSNARDO et al, 2013).

3.6. Estresse por restricdo agudo
O estresse por restricdo agudo consistiu na introdugédo dos animais em
tubos cilindricos plasticos (didametro=6,5 cm, comprimento=15 cm, ventilados por

buracos de 2 polegada que preenchem aproximadamente 20% do tubo). No
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presente estudo, os animais foram mantidos por um periodo de 30 minutos no tubo
de restrigdo (CHOI, et al, 2007, CRESTANI, et al, 2010). Cada animal foi submetido

a apenas uma sessao de restricdo para evitar habituagao.

3.7. Drogas utilizadas

O captopril (Sigma-Aldrich, EUA) (inibidor da enzima conversora de
angiotensina), a saralasina (Sigma-Aldrich, EUA) (antagonista nao-seletivo de
receptores da angiotensina Il), o tribromoetanol (Sigma-Aldrich, EUA) e a uretana
(Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em salina (NaCl 0,9%). O pentabidtico
(Fontoura-Wyeth, Brasil) e o anti-inflamatério flunexina meglumina (Banamine®,

Schering Plough, Brazil) foram utilizados como fornecido pelos fabricantes.

3.8. Microinjecédo de drogas no NLET

As agulhas injetoras (33 G, Small Parts, EUA) que foram utilizadas para
microinje¢ao das drogas no NLET foram um mm mais longa do que as canulas guias
fixada ao cranio, e foram conectadas a uma seringa de 2 ul (7002-KH, Hamilton,

EUA). O volume das drogas injetadas foi de 100nL (CRESTANI et al, 2009).

3.9. Determinacdo anatémica 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 Evans (10%) no
NLET no mesmo volume de inje¢do das drogas (100nl). Em seguida, os cérebros
foram retirados da caixa craniana e pds-fixados em formaldeido por no minimo 48

horas. Entdo, os cérebros foram seccionados com o auxilio de um criostato. Foram
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feitas varias secgdes da regido do NLET e o posicionamento dos sitios de injecéao

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

3.10. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médiaterro padrdo da média (EPM). O
efeito dos tratamentos farmacolégicos sobre os valores basais de PAM, FC e
temperatura cutanea da cauda foram comparados utilizando teste t de Student. A
ANOVA bifatorial (tratamento vs tempo), com tratamento como medida principal e
tempo como medida repetida, foi usada para comparar as curvas temporais de
variagbes da PAM, FC e temperatura cutdnea da cauda durante o estresse por

restricdo agudo.
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4. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
implantacdo de céanula guia direcionada ao NLET, e mantidos em recuperagao por
quatro dias. O experimento foi realizado 24 h apds a implantagdo de um cateter na
artéria femoral. Os animais foram mantidos em caixas individuais na sala de
experimentagcdo por ao menos 30 minutos antes do inicio do experimento, para
habituacdo as condigbes de som e iluminagdo da sala. Apds este periodo, foi
iniciado o registro dos parametros cardiovasculares. Um registro de pelo menos 30
minutos foi realizado para determinagdo dos valores basais de pressao arterial e
frequéncia cardiaca. Em seguida, grupos independentes de animais receberam
microinjecao bilateral no NLET de veiculo (salina) (100nL), captopril (Sigma, EUA)
(inibidor da enzima conversora de angiotensina) (10nmol/100nL) ou saralasina
(Sigma, EUA) (antagonista n&o-seletivo de receptores da angiotensina Il)
(0,25nmol/100nL). Dez minutos apds, os animais foram submetidos a uma sessao
de 30 minutos de estresse por restricdo. O registro de presséao arterial e frequéncia
cardiaca foram iniciados pelo menos 30 minutos antes do inicio da restrigcdo, e foram
realizados durante todo o periodo de restricdo. A temperatura cutanea da cauda foi

medida aos 10, 5 e 0 min antes da restrigdo, e a cada 5 min durante a restricéo.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do tratamento do NLET com captopril sobre as respostas
autébnomas durante o estresse de restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com captopril (10nmol/100nl, n=7)
(inibidor da enzima conversora de angiotensina) nao afetou os parametros basais de
PAM (10516 vs 9943 mmHg, t=0,9, P>0,05), FC (346115 vs 364+18 bpm, t=0,6,
P>0,05) e temperatura cutanea da cauda (28,0+0,6 vs 27,2+0,4 °C, t=1,2, P>0,05),
quando comparado com os animais tratados com salina no NLET (n=6). O estresse
por restricdo agudo causou aumento na PAM (F(9220=8, P<0.0001) e FC
(F(19.220=14, P<0.0001) e redugédo da temperatura cutdnea da cauda (Fg 09)=6,
P<0.0001) (Figura 1). A microinjecao de captopril no NLET reduziu a resposta de
diminuicdo da temperatura cutdnea da cauda induzida pelo estresse por restricao
agudo (F(1,99=38, P<0,0001) (Figura 1). Entretanto, o tratamento local do NLET com
o inibidor da ECA n&o afetou as respostas de elevacdo da PAM (F1220=2, P>0,05) e
de FC (F(1,220=0,1, P>0,05) induzidas pelo estresse por restricdo (Figura 1).
Representagdo diagramatica dos sitios de injecdo no NLET de todos os animais

utilizados neste protocolo é apresentado na Figura 2.
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Figura 1

Curvas temporais de variagdo da pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura da
cauda durante o estresse por restrigdo agudo em animais tratados bilateralmente no NLET com veiculo (salina,
circulos brancos) ou captopril (inibidor da enzima conversora de angiotensina) (circulos pretos). O inicio do
estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as barras o erro padrao da média (EPM). O sustenido indica
efeito significativo do tratamento sobre a resposta durante todo o periodo de exposicéo ao estresse por restricdo
agudo (P<0.05, ANOVA acompanhado do pds-teste de Bonferroni).
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Representacdo diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinje¢cdo no NLET de veiculo (circulos brancos) e captopril

(circulos pretos).
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5.2. Efeito do tratamento do NLET com saralasina sobre as respostas
autbnomas durante o estresse de restricdo agudo em ratos.

O tratamento bilateral do NLET com saralasina (1nmol/100nl, n=6)
(antagonista nao-seletivo de receptores da angiotensina Il) ndo afetou os parametros
basais de PAM (102+2 vs 100+0,5 mmHg, t=1,3, P>0,05), FC (35310 vs 359+1
bpm, t=0,6, P>0,05) e temperatura cutdnea da cauda (28,9+0,3 vs 28,4+0,3 °C,
t=0,9, P>0,05). O estresse por restricdo agudo causou aumento na PAM
(F(19.200=21, P<0.0001) e FC (F(19,2000=35, P<0.0001) e redugdo da temperatura
cutdnea da cauda (Fgg0=12, P<0.0001) (Figura 3). O tratamento do NLET com
saralasina reduziu a resposta de aumento da PAM (F(19200=15, P<0.0002) e
aumentou a redugdo da temperatura cutdnea da cauda (F(1,90=27, P<0.0001)
desencadeadas pelo estresse por restricdo agudo (Figura 3). A resposta de aumento
da FC néo foi afetada pelo bloqueio local de receptores da angiotensina Il no NLET
(F(19,200=2, P>0,05) (Figura 3). Representagdo diagramatica dos sitios de inje¢do no

NLET de todos os animais utilizados neste protocolo € apresentado na Figura 4.
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Figura 3

Curvas temporais de variacdo da pressao arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e temperatura cutdnea
da cauda durante o estresse por restricio agudo em animais tratados bilateralmente no NLET com veiculo
(salina, circulos brancos) ou saralasina (antagonista ndo-seletivo de receptores da angiotensina Il, circulos
pretos). O inicio do estresse foi no t=0. Circulos representam a média e as barras o erro padrdo da média (EPM).
O sustenido indica efeito significativo do tratamento sobre a resposta durante todo o periodo de exposigao ao
estresse por restricdo agudo (P<0.05, ANOVA acompanhado do pds-teste de Bonferroni).
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Representagao diagramatica de cortes coronais do encéfalo de ratos baseado no atlas de Paxinos &
Watson (1997) indicando os sitios de microinjecao no NLET de veiculo (circulos brancos) e saralasina
(circulos pretos).
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6. DISCUSSAO

Diversos estudos tém demonstrado que nucleos diretamente conectados
ao NLET, como o cortex pré-frontal medial (CPFM), a amigdala e o nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) estdo envolvidos nas respostas fisiologicas
desencadeadas pelo estresse por restricio (TAVARES e CORREA 2006; SALOME
et al. 2007; BUSNARDO et al. 2010). Estes resultados sugerem um envolvimento do
NLET no controle das respostas autdnomas ao estresse. Neste sentido, em um
estudo prévio nds observamos que o bloqueio nio-seletivo de sinapses no NLET
através da microinjegdo local de CoCl, faciltou a resposta taquicardica
desencadeada pelo estresse por restricdo agudo, porém sem interferir com a
resposta de elevagdo da presséao arterial (CRESTANI et al. 2009). Estes resultados
sugeriram uma influéncia inibitéria do NLET na geragéo das respostas cardiacas ao
estresse. Entretanto, o mecanismo neuroquimico local envolvido neste controle pelo

NLET ainda é pouco compreendido.

A presenca de um SRA encefalico independente do enddcrino (sistémico)
tem sido demonstrado (WRIGHT & HARDING,2013). Estudos recentes tem sugerido
um envolvimento da angiotensina |l encefalica nas respostas fisiologicas e
comportamentais ao estresse (WRIGHT & HARDING, 2013), incluindo os ajustes
cardiovasculares (MAYOROV, 2011). Foram identificados  terminais
angiotensinérgicos e varios componentes do SRA no NLET, incluindo o
angiotensinogénio, a ECA e receptores angiotensinérgicos (CHAI et al. 1987;
LYNCH et al. 1987; LENKEI et al. 1997). Para testar a hipétese da participagéao
desse mecanismo neuroquimico do NLET nas respostas autbnomas ao estresse por
restricdo nos inicialmente microinjetamos captopril (inibidor da ECA) bilateralmente

no NLET antes da exposi¢cdo ao estresse por restricao agudo. O tratamento do
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NLET com captopril resultou em redugdo da temperatura cutdanea da cauda
desencadeada pelo estresse por restricdo. A resposta de elevagdo da PAM e de FC
nos animais tratados com captopril apresentou-se com valores proximos aqueles
observados nos animais controle. Uma vez que a resposta de reducédo da
temperatura cutanea reflete uma redugédo no fluxo sanguineo da pele (Viana e
Carrive, 2005), nossos dados evidenciam um envolvimento de produtos da ECA no
NLET nas respostas de vasoconstricdo cutédnea induzidas pelo estresse por
restrigao.

A Angiotensina |, sob acdo da ECA, é convertida em angiotensina Il, na qual
age em dois subtipos de receptores, denominados AT, e AT,. Estudos indicam a
presenca do receptor AT1 no NLET (GROVE et al. 1991; LENKEI et al. 1997). Dessa
forma, de modo a confirmar um envolvimento de mecanismos angiontensinérgicos
locais no NLET nas respostas autondmicas ao estresse por restricdo, nos
investigamos o efeito da microinjecdo bilateral no NLET de saralasina, um
antagonista ndo-seletivo de receptores da angiotensina |Il. Como observado apds o
tratamento local com captopril, a administracdo de saralasina nao afetou a resposta
de elevacdo da FC induzida pelo estresse por restricido. Entretanto,
inesperadamente, diferente da reducdo na resposta de reducdo da temperatura
cutdnea da cauda observada apds o tratamento com captopril, a microinjegdo de
saralasina no NLET resultou em facilitacdo desta resposta, na qual foi ainda
acompanhada de uma reducgao na resposta de elevagcao da PAM. As razdes para a
discrepancia nos efeitos observados apés o tratamento do NLET com captopril e
saralasina nao estao claras. No entanto, € importante mencionar que a ECA possui
outras ag¢des além da producdo da angiotensina Il a partir da angiotensina I. Um

efeito bem descrito é a inativagcdo do peptideo bradicinina (TURNER e HOOPER,
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2003). Vale ressaltar também que vias independentes da ECA para a formacéao da
angiontensina Il no SNC tem sido descrita (por exemplo, através da agado de
quimases) (WRIGHT & HARDING, 2013). Deste modo, é possivel que os efeitos
observados apods o tratamento local do NLET com captopril sejam mediados por
alteracbes nos niveis locais de outros mediadores neuroquimicos que nao a
angiotensina Il (por exemplo, a bradicinina), o que pode explicar as diferencas nos
efeitos observados apos o tratamento com saralasina.

Evidéncias tem apontado que o receptor AT, identificado no NLET é
sintetizado em neurdnios extrinsecos ao nucleo (LENKEI et al. 1997), e esta
localizado em terminais noradrenérgicos locais (GROVE et al. 1998). Crestani e
colaboradores (2009) reportaram que a microinje¢cdo local no NLET de um
antagonista seletivo de adrenoceptores a4 facilitou a resposta taquicardiaca ao
estresse, porém sem interferir com a elevacao da pressao arterial. Deste modo, foi
sugerido que a neurotransmissdo noradrenérgica, agindo através da ativagdo de
adrenoceptores a4, € um importante mecanismo local envolvido na influéncia
inibitéria do NLET na resposta cardiaca ao estresse por restricdo (CRESTANI et al.
2009). O possivel envolvimento do NLET na resposta de redugdo da temperatura
cutdnea nao foi investigada neste estudo anterior, e os dados reportados no
presente estudo constituem a primeira evidéncia de um envolvimento do NLET no
controle da resposta vascular cutdnea a um estimulo aversivo nao-condicionado.
Entretanto, a facilitagdo da resposta de reducdo da temperatura cutdnea da cauda
observada nos animais tratados com saralasina vai ao encontro dos resultados
indicando uma influéncia inibitéria da neurotransmisséo noradrenérgica do NLET nas
respostas cardiovasculares ao estresse por restricdo. Deste modo, considerando as

evidéncias da presenga do receptor AT, em terminais noradrenérgicos (GROVE et



28

al. 1998), é possivel sugerir que a agao de mecanismos angiotensinérgicos do NLET
no controle das respostas autondmicas ao estresse possam ser mediadas por uma
modulacdo nos niveis locais de noradrenalina. No entanto, a auséncia de uma
modulagdo angiotensinérgica na resposta de FC se contrapbe aos resultados
anteriores demonstrando um envolvimento da neurotransmissao noradrenérgica do
NLET nesta resposta (CRESTANI et al. 2009). Deste modo, estudos futuros sao
necessarios para melhor entender uma possivel interacdo entre mecanismos
noradrenérgicos e angiotensinérgicos no NLET no controle das respostas

autbnomas ao estresse.

7. CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados fornecem evidéncias de um envolvimento da
neurotransmissao angiotensinérgica no NLET no controle das respostas autbnomas
ao estresse. Os dados obtidos indicam uma influéncia inibitéria decorrente da
ativagdo de receptores angiotensinérgicos no NLET na resposta vascular cutédnea
induzida pelo estresse por restricdo, ao passo que a ativagcao destes receptores

medeiam a resposta de elevagao da pressao arterial.
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