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RESUMO

FASSINI, A. Envolvimento da neurotransmissio opioidérgica do cortex pré-frontal
medial na mediacio das respostas cardiovasculares causadas pelo estresse de restricio
em ratos. 2013. 93p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

O cortex pré-frontal medial ventral (CPFMv) ¢ uma estrutura limbica que esta envolvida em
respostas autondmicas associadas a reagdes aversivas. O CPFMv ¢ dividido em cortex pré-
limbico (PL), cortex infralimbico (IL) e coértex dorsopeduncular (DP). A estimulagdo elétrica
ou quimica destas regides causa respostas defensivas e alteracdes autonOmicas tais como
respostas cardiovasculares, dependendo da sub-regido estimulada. O estresse de restri¢ao
(ER) causa alteracdes hormonais e respostas autonOmicas, tais como aumento de pressao
arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC). A ativacdo de neurdnios presentes no CPFMv
durante essa situacdo aversiva, assim como os resultados da inibicdo farmacoldgica das
sinapses presentes no PL e IL sugerem o envolvimento destas estruturas na modulacao das
respostas cardiovasculares causadas pelo ER. Entretanto, os possiveis neurotransmissores
presentes no VCPFM, envolvidos nesta modulacao, ainda ndo foram elucidados. O sistema
opioidérgico central modula o sistema cardiovascular inclusive durante situagdes aversivas,
sendo que tanto receptores quanto peptideos opiodides estdo presentes no CPFMv.
Considerando o exposto acima, a hipdtese a ser testada no presente trabalho foi que a
neurotransmissao opioidérgica do PL e IL esta envolvida na modulacdo das respostas
cardiovasculares de aumento da PA e FC desencadeadas pelo ER. Assim, a administracao de
naloxona (antagonista nao-seletivo de receptores opidides) no PL ou IL reduziu a resposta
pressora e taquicardiaca induzida pelo ER, sendo o perfil da curva dose-inibigdo em forma de
U-invertido. A administragcdo de CTAP (antagonista dos receptores opioides ) ou nor-BNI
(antagonista dos receptores opidides k) no PL também reduziu a resposta pressora e
taquicardiaca induzida pelo ER, de forma semelhante a naloxona, sugerindo o envolvimento
desses receptores na modulagdo das respostas cardiovasculares desencadeadas pelo ER,
enquanto que no IL, apenas a administracdo de nor-BNI reduziu a resposta cardiovascular
induzida pelo ER. O tratamento com naltrindole (antagonista J-seletivo) em ambas as
estruturas nao alterou a resposta pressora e taquicardiaca gerada pelo ER. A administragao de
UPF-101 (antagonista ORL-1) no PL potencializou a resposta taquicardiaca, sem alterar a
resposta pressora enquanto a administragdao no IL ndo gerou efeito. Em resumo, os resultados
indicam que o sistema opioidérgico, presente no PL e IL, desempenha papel facilitatorio sobre
as respostas cardiovasculares induzidas pelo ER, enquanto o sistema nociceptina/orfanina FQ
apresentaria papel inibitorio.

Palavras-chave: opidide, cortex pré-frontal medial, estresse por restri¢do, cardiovascular.



ABSTRACT

FASSINI, A. Involvement of opioid neurotransmission of the medial prefrontal cortex in
the mediation of cardiovascular responses caused by restraint stress in rats. 2013. 93p.
Master’s Degree Work — School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo,
Ribeirdo Preto, 2013.

The ventral medial prefrontal cortex (vVMPFC) is a limbic structure involved in the mediation
of autonomic responses associated to aversive situations. The vMPFC is divided into
prelimbic cortex (PL), infralimbic cortex (IL) and dorsal peduncular cortex (DP). The
electrical or chemical stimulation of these regions cause defensive responses and autonomic
changes, such as cardiovascular responses, depending on the subregion stimulated. The
restraint stress (RS) evokes hormonal and autonomic responses, as well as arterial pressure
and heart rate increases. Neuronal activation in the vVMPFM was reported during this aversive
situation, and the pharmacological inhibition of synapses in the PL and IL has suggested the
involvement of these structures in the modulation of cardiovascular responses caused by RS.
However, the possible neurotransmitters present in VCPFM that are involved in this
modulation have not yet been identified. Opioid peptides and their receptors are present in the
CPFMv. Furthermore, the central opioid system is known to modulate the cardiovascular
system, even during aversive situations. Therefore, the hypothesis of this study was that PL
and IL opioid neurotransmission is involved in the modulation of cardiovascular responses
caused by RS. Naloxone (opioid nonselective antagonist) administration in PL or IL reduced
the pressure and tachycardiac response evoked by RS, with the dose-inhibition curve having
an U-inverset shape. Similar to naloxone, the selective p-opioid antagonist CTAP and the
selective k-opioid antagonist nor-BNI when administered into the PL also reduced the pressor
and tachycardiac response induced by RS, thus suggesting an involvement of these receptors
in the modulation of cardiovascular responses evoked by RS, while in the IL, only
administration of nor- BNI reduced the cardiovascular response induced by RS. In both
structures, the treatment with the selective d-opioid antagonist naltrindole did not affect the
pressor and tachycardic response caused by RS. The pretreatment of the PL with the selective
ORL-1 antagonist UPF-101 increased the tachycardic response, without affecting the RS-
evoked pressor, while the administration of UPF-101 into the IL did not affect the RS-evoked
cardiovascular response. In summary, the opioid system in PL and IL appear to play a
facilitatory role on the cardiovascular responses induced by RS, while the system nociceptin /
orphanin FQ would have an inhibitory role on these responses.

Keywords: opioid, medial prefrontal cortex, restraint stress, cardiovascular.
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O sistema cardiovascular possui um importante papel na manutengao da homeostasia,
promovendo o fluxo sanguineo e distribuicdo de nutrientes adequados a todos os tecidos.
Mecanismos reflexos neurais, entre outros, estdo envolvidos na regulagdo do sistema
cardiovascular, possibilitando a modulagdo de varidveis como frequéncia cardiaca (FC),
volume sistdlico, resisténcia periférica e, consequentemente, a pressao arterial (PA) (SPYER,
1990).

Regides especificas do sistema nervoso central (SNC), incluindo regides bulbares e
suprabulbares, estdo envolvidas no controle do sistema cardiovascular. Centros bulbares, tais
como o nucleo do trato solitario (NTS), nicleo ambiguo, nicleo dorsal do vago e os nucleos
rostroventrolateral (RVLM) e caudoventrolateral (CVLM) sao responsaveis pela manutencao
do tonus pressorico geral e pelo controle instantaneo da pressdo arterial e da frequéncia
cardiaca (CHALMERS e PILOWSKY, 1991; GOLDSTEIN, 1991). Os neurénios do RVLM
determinam a frequéncia de descarga dos neurénios pré-ganglionares simpaticos envolvidos
na manutengdo do tonus vascular (GUYENET et al., 1990; VERBERNE ¢ OWENS, 1998) ¢
medeiam os componentes simpaticos dos reflexos cardiovasculares (GUYENET et al., 1990).
Os nucleos dorsal do vago e ambiguo sdo responsaveis pela atividade parassimpatica eferente
(MCALLEN e SPYER, 1976), compondo os reflexos cardiovasculares, tais como o
barorreflexo arterial, o quimiorreflexo e o reflexo cardiopulmonar, os quais permitem ajustes
instantaneos da pressao arterial em respostas a alteragdes posturais, respiratérias e de volume
sanguineo (GOLDSTEIN, 1991; TAYLOR et al., 1999).

A modulacdo dos neurdnios bulbares pode ocorrer por ativacdo de areas
prosencefalicas, devido a conexdes reciprocas entre essas estruturas (HILTON, 1966;
LOEWY, 1981; DAMPNEY et al., 1987, LOEWY, 1991; VERBERNE, 1995; 1996;
VERBERNE ¢ OWENS, 1998). O controle do sistema cardiovascular, exercido por estruturas

prosencefalicas, ocorre principalmente em situacdes comportamentais. Dentre estas estruturas
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se destacam o hipotalamo, amigdala, area septal e em particular, regides especificas do cortex
cerebral (LOEWY e MCKELLAR, 1980; LOEWY, 1991; DAMPNEY, 1994).

O cortex pré-frontal (CPF) de ratos pode ser dividido em trés regides distintas
(LEONARD, 1969; KRETTEK e PRICE, 1977; SARTER e MARKOWITSCH, 1983; 1984;
GROENEWEGEN, 1988; SESACK et al., 1989). A primeira, chamada cortex pré-frontal
medial (CPFM), constitui a maior por¢ao do CPF; a segunda é chamada de cortex pré-frontal
orbital, ¢ a terceira, ¢ conhecida como cértex pré-frontal lateral ou cortex agranular insular.
Em particular, o CPFM foi dividido em cortex pré-limbico (PL), cortex infralimbico (IL) e
cortex dorsopeduncular (DP), que formam o cortex pré-frontal medial ventral (CPFMv), e
cortex cingulado 1 e 2 (Cgl e Cg2)(PAXINOS, 2007). O CPFM tem sido descrito estar
envolvido na modulagdo do sistema nervoso autdonomo, devido a conexdes extensas entre o
CPFM e estruturas envolvidas na regulacdo de fungdes autonomas, associadas a reagdes
defensivas (NEAFSEY, 1990; HURLEY et al., 1991; FRYSZTAK e NEAFSEY, 1994;
MCDONALD et al., 1996; VERBERNE ¢ OWENS, 1998; VERTES, 2004).

Uma série de trabalhos na literatura relata que a estimulacio do CPFM causa
alteragdes cardiovasculares (FISK e WYSS, 1997, OWENS et al., 1999; FISK ¢ WYSS,
2000; OWENS e VERBERNE, 2000; ISHIKAWA ¢ NAKAMURA, 2003). A estimulagao
elétrica do CPFMv causou resposta pressora em ratos nao anestesiados, a qual foi bloqueada
pelo tratamento intravenoso com um bloqueador ganglionar, sugerindo que o CPFMv possui
acoes funcionais excitatorias sobre o sistema nervoso simpatico (TAVARES et al., 2004). Os
efeitos gerados pela estimulagdo elétrica dessa area sobre o sistema cardiovascular ndo sao
decorrentes da estimulagdo de fibras de passagem, uma vez que a estimulacdo quimica do
mesmo sitio também causa respostas cardiovasculares. A microinje¢do de noradrenalina no
CPFMv tem sido relatada por evocar respostas pressoras, as quais sdo mediadas por liberagao

de vasopressina, enquanto a estimulagdo de receptores NMDA com glutamato causa aumento
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de PA e FC decorrente da ativagdo do sistema simpatico (FERNANDES et al., 2003;
RESSTEL e CORREA, 2006a). Além disso, foi mostrado que o CPFMv estd envolvido na
modula¢do da atividade do barorreflexo, tanto do componente simpatico, como do
parassimpatico (RESSTEL et al., 2004; FERREIRA-JUNIOR et al., 2012). Esse conjunto de
dados sugere que o CPFMyv esta envolvido na modulagao do sistema cardiovascular.

O CPFMyv, como parte do sistema limbico, integra respostas do sistema nervoso
autébnomo a estimulos emocionais (NEAFSEY, 1990; FRYSZTAK e¢ NEAFSEY, 1994;
RESSTEL e CORREA, 2006b; TAVARES ¢ CORREA, 2006). O estresse de restricdo (ER)
foi padronizado na literatura como uma situacdo aversiva que causa aumento da PA e da FC, e
queda da temperatura cutinea (BARRON ¢ VAN LOON, 1989; KRIEMAN et al., 1992;
IRVINE et al., 1997, BHATNAGAR et al., 1998; MCDOUGALL et al., 2000; BUSNARDO
et al., 2010; REIS et al., 2011). Ratos submetidos ao ER apresentam aumento da atividade
neuronial no CPFM, sugerindo o envolvimento desta estrutura na modulagdo de respostas
ocasionadas por exposi¢do a este modelo aversivo (IMAKI et al., 1993; YOKOYAMA e
SASAKI, 1999).

Um estudo comparativo dos efeitos da inibi¢do farmacoldgica da neurotransmissao do
PL e IL sobre o aumento da PA e FC causada pelo ER mostrou que o bloqueio de sinapses no
PL aumentava a taquicardia sem afetar a hipertensdo. Todavia, o bloqueio sinaptico do IL
reduziu a taquicardia sem afetar a resposta pressora, sugerindo que o PL e IL exercam papéis
opostos sobre a resposta cardiaca evocada pelo ER (TAVARES e CORREA, 2006;
TAVARES et al., 2009a). Outros autores também sugeriram que as subdivisdes PL e IL do
CPFM modulam respostas cardiovasculares e comportamentais durante situacdes defensivas

de forma diferente (JASKIW e WEINBERGER, 1990; JINKS e MCGREGOR, 1997).
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Embora os resultados descritos acima demonstrem o envolvimento do CPFMv na
modulagdo de respostas cardiovasculares durante o ER, ainda ndo se sabe quais os possiveis
neurotransmissores envolvidos nesta modulagao.

O sistema opioidérgico central estd envolvido no controle de respostas
cardiovasculares (BOLME et al., 1978; PFEIFFER et al., 1983a; PFEIFFER et al., 1983b;
KIRITSY-ROY et al., 1986; FLORENTINO et al., 1987, MARSON et al., 1989; JIMENEZ
et al., 1990; PAAKKARI et al., 1992; BACHELARD e PITRE, 1995; HOUDI et al., 1996;
HILL et al., 2002; RAO et al., 2003); sendo constituido por trés familias de peptideos
opidides classicos ja identificados: as encefalinas, endorfinas e dinorfinas, com distribui¢cao
anatomica e precursores distintos. A P-endorfina é derivada da pré-proopiomelanocortina
(POMC), produzida principalmente em células do ntcleo arqueado e nucleo do trato solitario
que se projetam amplamente para areas limbicas, tronco cerebral e medula espinhal (LIOTTA
et al., 1984; LE MERRER et al., 2009). As encefalinas derivam da pré-proencefalina e, a pré-
prodinorfina ¢ precursora da dinorfina A, dinorfina B e da neoendorfina, sendo que esses
precursores estdo distribuidos amplamente pelo SNC e em geral coexistem em um mesmo
neurénio (WEIHE et al., 1988; LE MERRER et al., 2009). Recentemente, outro peptideo
opidide foi clonado, sendo denominado nociceptina/orfanina FQ (N/OFQ) (MEUNIER et al.,
1995; REINSCHEID et al., 1995). Foi demonstrada a presenga de peptideos opidides ¢ de
seus precursores no cortex cerecbral (SIMANTOV et al.,, 1977, GOLDSTEIN e
GHAZAROSSIAN, 1980; WEBER et al., 1982; CONE et al., 1983; ZAMIR et al., 1984;
NEAL et al.,, 1999; LERICHE et al., 2007), sugerindo a existéncia de um sistema
opioidérgico funcional no cortex.

O sistema opioidérgico apresenta uma grande variedade de receptores. Inicialmente
foram identificados os receptores pu, k, ¢ &6 (HUGHES et al., 1975; MARTIN et al., 1976).

Recentemente foi clonado o receptor ORL1- receptor como de opiodide tipo 1 (BUNZOW et
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al., 1994, MOLLEREAU et al., 1994). Além desses receptores, outros subtipos foram
propostos com base em bioensaios utilizando diferentes animais, sendo designados ¢
(SCHULZ et al., 1979), £ (ZAGON et al., 1989), 1 (OKA, 1980), A (GREVEL e SADEE,
1983). Ha evidéncias da presenca de receptores opiodides p, 6, k € ORL-1 no cortex
(MANSOUR et al., 1987; JOMARY et al., 1988; DEPAOLI et al., 1994; GEORGE et al.,
1994; ARDATI et al., 1997, PRADHAN e CLARKE, 2005; MCDONALD ¢ LAMBERT,
2010).

Em 1978, Bolme e colaboradores relataram que a administragdo de diferentes
peptideos enddgenos, via intracisterna magna, em ratos anestesiados, causava respostas
pressoras ou depressoras, dependendo do peptideo microinjetado. Além disso, outro trabalho
demonstrou que a a administragdo intracerebroventricular (i.c.v.) de DAMGO (agonista p) em
animais anestesiados causava tanto aumento quanto diminui¢do da PA, dependendo da dose
utilizada, enquanto a administragado i.c.v. de dinorfina (k agonista) causava diminui¢do da PA,
e o bloqueio com antagonista pu ndo competitivo irreversivel, B-funaltrexamina - B-FNA
causava diminuicao da PA e o bloqueio com antagonista k, nor-BNI, causava aumento da PA
(RAO et al., 2003). Todos esses resultados sugerem a participagdo de multiplos receptores
opidides presentes no SNC na modulagdo do sistema cardiovascular.

Florentino et al. (1987) demonstraram que administra¢do intraperitonial de naloxona
em ratos submetidos a diferentes estimulos estressantes (por exemplo: frio, privacao social,
choque na pata) reduziu a resposta cardiovascular ao estimulo. A resposta hipertensiva a
privagdo social foi antagonizada pela administragdo i.c.v. de naloxona (JIMENEZ et al.,
1990). Marson et al. (1989), demonstraram que a administragdo i.c.v. de DAGO (agonista p-
seletivo) ou DPDPE (agonista d-seletivo) diminui os aumentos da FC ¢ PA induzidos pelo
ER, sendo esta diminui¢dao bloqueada pela administracdo intra-arterial de naloxona, mas nao

por administragdo i.c.v. de ICI 174864 (antagonista &-seletivo). Todos esses resultados
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sugerem que o sistema opioidérgico central também estaria envolvido no controle
cardiovascular durante situagdes aversivas.

Baseado nos fatos descritos acima, que revelam que as subdivisdes PL e IL do CPFMv
estdo envolvidas na modulagdo de respostas cardiovasculares durante o ER,;que o CPFMv
apresenta receptores e peptideos opiodides, e que o sistema opioidérgico central modula o
sistema cardiovascular, inclusive durante situacdes aversivas, a hipotese do presente trabalho
¢ que a neurotransmissdo opioidérgica do PL e/ou IL estd envolvida na modulagdo das

respostas autonomicas desencadeadas pelo ER.



OBJETIVOS
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Os objetivos do presente trabalho foram:

1) Avaliar a participag¢ao do sistema opioidérgico do cortex PL e IL na mediacdo das
respostas cardiovasculares de aumento de PA e FC induzidas pelo ER, através da

administracao local de naloxona (antagonista opidide ndo-seletivo).

2) Determinar farmacologicamente quais os subtipos de receptores opioidérgicos,
presentes no PL e IL, estdo envolvidos na modulacdo das respostas cardiovasculares induzidas
pelo ER, através da microinjecdo local de antagonistas seletivos para os receptores W, 0, K €

ORL-1.



MATERIAISE METODOS
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1) Animais

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar com peso variando entre 240-290
g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da USP de Ribeirdo Preto sendo
mantidos em caixas individuais, com alimentacdo de ragdo e¢ agua. Os animais foram
submetidos a alternancia de luz (12 h claro/12 h escuro). O protocolo para uso de animais em
experimentacao seguiu as normas da comissdo de €tica em experimentagdo animal (CETAE)
e esteve de acordo com os principios éticos na experimentagdo animal adotado pelo colégio

brasileiro de experimentagdo animal (COBEA), n® 173/2011.

2) Técnica de implante de canula-guia no PL ou IL

O anestésico utilizado para este procedimento cirurgico foi o tribromo-cloro-etanol
(Aldrich Chemical Co. Inc.) na dose de 250 mg/Kg via intraperitonial. A cabeca do animal foi
imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, USA) e apoés tricotomia, foi feita assepsia do
local com alcool a 70%. A seguir, foram injetados 0,3 mL de lidocaina com vasoconstritor
subcutaneamente para anestesia local do escalpo. A calota craniana foi exposta pela incisdo na
pele de aproximadamente 1,5 cm, afastando-se todo o periosteo. A assepsia local foi feita com
salina e agua oxigenada a 10%. As coordenadas utilizadas foram determinadas a partir do
Atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON, 2007):

Cortex pré-limbico (PL):

Antero-posterior: + 3,3 mm em relagio ao bregma

Lateral: + 1,9 mm em relagdo a sutura sagital

Vertical: - 2,4 mm em relagdo a estrutura 6ssea da calota craniana

Inclinagdo lateral: 22°

Incisivo: + 3,2 mm

Cortex infralimbico (IL):
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Antero-posterior: + 3,3 mm em relacao ao bregma

Lateral: + 2,7 mm em relagdo a sutura sagital

Vertical: - 3,2 mm em relagdo a estrutura 6ssea da calota craniana

Inclinacao lateral: 22°

Incisivo: + 3,2 mm

Com o auxilio de broca odontologica, foi realizada a trepanac¢ao do cranio e as canulas
guia foram introduzidas bilateralmente no PL ou IL. As canulas s3o constituidas de segmentos
de agulha hipodérmica com 11 mm de comprimento e 0,55 mm de diametro externo, 24G.
Elas foram fixadas ao cranio com resina acrilica autopolimerizavel e um pequeno parafuso foi
fixado na calota craniana. Mandris com 0,2 mm de didmetro externo ¢ 11 mm de
comprimento foram introduzidos nas canulas, com o objetivo de se evitar sua obstrucao
durante o periodo de recuperagdo pos-cirurgia. Ao final da cirurgia, os animais receberam 0,3
mL de Pentabiotico veterinario (White, Brasil) por via intramuscular e 2,5 mg/Kg do
analgésico e antiinflamatdrio flunixina meglumina (Banamine, Schering-Plough, Brasil) por

via subcutinea.

3) Canulacio da artéria femoral

Apbs 72 h da cirurgia para implante da canula-guia no cranio, os animais foram
novamente anestesiados com tribromo-cloro-etanol e uma canula de polietileno foi
implantada na artéria femoral, sendo introduzida até a aorta abdominal inferior. A canula foi
constituida por segmento de polietileno PE-10 (4-5 cm) fundido a segmento de polietileno
PE-50 (14-15 cm), sendo preenchida com salina (NaCl a 0,9%) contendo anticoagulante
(solugdo a 0,25%, SU/mL de heparina) e obstruida com um pino de metal. Os registros de PA
e FC foram realizados através dessa canula femoral, 24h apos a cirurgia com os animais nao

anestesiados.



Materiais € Métodos | 24

4) Registro da pressio arterial e frequéncia cardiaca

A canula implantada na artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressdo
arterial (Hewlett Packard, USA) por meio de um segmento de polietileno PE-50. A PA e FC
foram registradas por meio de um pré-amplificador de um poligrafo HP7754-A (Hewlett
Packard, USA) conectado a um sistema de aquisi¢do de dados computadorizado (MP-100,

Biopac, USA).

5) Técnica para microinjecio de drogas no PL e IL

A drogas foram dissolvidas em liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) (NaCl
100mM; Na3PO4 2mM; KCl 2,5mM; MgCl2 1,0mM; NaHCO3 27mM; CaCI2 2,5mM;
pH=7.4), e administradas diretamente no PL ou IL. Para as microinje¢des de drogas foi
utilizada uma seringa de 1 pL, modelo KH-7001 (Hamilton, USA) conectada por um tubo de
polietileno PE-10 a uma agulha microinjetora de metal (33 G) 1,0 mm mais longa do que a

canula-guia. Todas as microinjecdes foram realizadas no volume de 100 nL, bilateralmente.

6) Estresse por Restri¢cao
O tubo de restri¢ao ¢ constituido por um tubo cilindrico de plastico, medindo 15 cm de
comprimento e 6,5 cm de didmetro. O rato permaneceu no tubo por 1 h, caracterizando um

estresse agudo, e a PA e FC registradas continuamente durante a sua permanéncia no tubo.

7) Drogas utilizadas

-Cloridrato de Naloxona (Tocris, USA): antagonista ndo seletivo de receptores
opioides 1, 6 € K.

-CTAP (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-Pen-Thr-NH»-Tocris,USA): antagonista de

receptores opiodides L.
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-Cloridrato de Naltrindole (Tocris, USA): antagonista de receptores opidides 0.

- Nor-BNI - Dicloridrato de nor-binaltorfimina (Tocris, USA): antagonista de
receptores opioides K.

-UPF-10 ([Nphe(1),Arg(14),Lys(15)]N/OFQ-NH(2) - Tocris, USA): antagonista de
receptores ORL-1.

Todos os antagonistas foram diluidos em liquido cefalorraquidiano artificial (LCA).

-Uretana (Sigma, USA), anestésico utilizado para a perfusdo dos animais.

-Tribromoetanol (Aldrich Chemical Co. Inc., USA), anestésico utilizado para os
procedimentos cirtrgicos.

-Pentabiotico veterindrio (Fontoura-Wyeth, Brasil), antibiotico administrado como
profilatico.

-Banamine (Schering-Plough Veterinaria, Brasil), analgésico administrado como

profilatico.

8) Determinacio anatomica do sitio de injecao

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana (1,2g/kg
i.p., Sigma, USA). O corante azul de Evan a 1% foi injetado no local da microinje¢do das
drogas, para determinagdo do sitio de inje¢do. Em seguida, os ratos foram submetidos a
perfusdo cerebral. Para isso, abriu-se a caixa toracica para exposi¢ao do coragdo, e em seguida
a aorta descendente foi bloqueada com uma pinga hemostatica. Uma agulha para perfusdo foi
introduzida no ventriculo esquerdo, ¢ uma incisdo foi feita na auricula direita para o
escoamento do sangue e do perfusado. A perfusdo foi realizada inicialmente com 20 mL de
solugdo fisiologica (NaCl 0,9%), seguida por 20mL de solugdo tamponada de formalina a
10%. Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana e pos-fixados em solugao

de perfusdo. Os cérebros foram seccionados com o auxilio de um criostato (a 40 micras).
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Foram feitas varias sec¢des da areca do PL e IL, coradas com cresil violeta a 0,5% e analisadas

utilizando-se o atlas (PAXINOS e WATSON, 2007) como referéncia.

9) Analise estatistica

Para a anélise estatistica dos dados foi utilizado o programa Prism (GraphPad, USA).
O teste t de Student pareado foi utilizado para comparar os valores basais de PA e FC antes e
apds os tratamentos farmacoldgicos. As alteragdes cardiovasculares foram analisadas pelo
teste de analise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) utilizando-se os fatores de
tratamento (controle ou droga) e o tempo como medida repetida. Para o tratamento com o
antagonista ndo-seletivo em ambas as estruturas, utilizou-se o programa SPSS (Statitical
Analise, USA). No caso de evidenciar diferencas entre o tratamento e tempo, foi utilizada
Two-way ANOVA. Em caso de interagdo positiva, fez-se uma analise de varidncia de uma via
(One-way ANOVA) para evidenciar diferengas entre os tratamentos, seguido do pos-teste de
Duncan.

Os valores de PA e FC foram continuamente registrados por 10 min antes (basal) ¢ 60
min durante a restricdo. Os dados foram expressos como média + erro padrio da média
(EPM) das variagoes de PAM ou das variacdes da FC da linha basal (APA e AFC), de onde
foi coletado com uma amostragem de 1 ponto por minuto. Para propdsito estatistico, as curvas
de 70 pontos foram reconstruidas com seis pontos, correspondentes ao nimero de animais por
grupo: o 1° ponto foi obtido fazendo-se uma média aritmética de pontos entre -10 a -6min, o
2° ponto entre -5 a -1min, o 3° ponto serd obtido no minuto 0, o 4° ponto entre 2 a 16 min, o 5°
ponto entre 17 a 31 min e o 6° ponto entre 32 a 60 min. Os dois primeiros pontos
correspondem ao periodo basal que antecede o inicio da restricdo, enquanto os quatros

ultimos correspondem ao periodo de restrigao.
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Foram considerados como significativos os resultados que apresentaram P< 0,05.
Porém, para a representagdo no grafico, as curvas de 70 pontos foram reamostradas em 35
pontos.

Para a construcdo da curva dose-inibigdo, foi calculada a areca sob a curva
individualmente para cada animal, e a partir desses valores, admitimos que a média da area
sob a curva dos animais pertencentes ao grupo controle correspondia a 100% do efeito,
calculamos a porcentagem de efeito de cada animal obteve, e consequentemente, a
porcentagem de inibi¢do gerada pelo tratamento. Com base na porcentagem de inibigdo, foi

gerada uma curva de regressao ndo-linear, do tipo Sine-wave.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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Para a realizagdo dos experimentos, os animais foram levados em suas respectivas
caixas a sala de experimentacdo. Os animais permaneceram lh para adaptagcdo as condigdes
da sala experimental, como som e iluminagdo. A sala experimental foi acusticamente isolada e
possui ruido de fundo constante produzido por um exaustor de ar. Cada animal foi conectado
ao sistema de registro da pressao arterial, em sua caixa, para registro da PA e FC por 10 min.
Em seguida, foi realizada uma microinje¢do bilateral da droga ou veiculo em cada animal,
aplicada 10 min antes da restrigdo. O animal, ainda conectado ao sistema de registro da
pressao arterial, foi transferido para o tubo de restri¢do, onde permaneceu por 1 h. A PA e FC
foram registradas durante todo o periodo de restricdo. Cada animal foi submetido a uma se¢ao

de restricdo para evitar a habituacao.

1) Efeito da microinjecio de antagonista nio seletivo dos receptores opidides no PL
sobre as respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se o sistema opioidérgico presente no
cortex PL esta envolvido na modulacdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo ou naloxona, um antagonista de receptores
opiodides p, O e k ndo seletivo, nas doses de 30; 3; 0,3; 0,03 ou 0,003nmol/100nL (KIRITSY-
ROY et al., 1986; KIM et al., 2000; KIM et al., 2001) ¢ 10 min ap6s, os animais foram

submetidos ao ER.

2) Efeito da microinjecio de antagonista dos receptores p-opiéide no PL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores p-opiodide do PL estdo
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi

microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL. de CTAP (dose
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calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) e 10 min apos, os animais

foram submetidos ao ER.

3) Efeito da administracio de antagonista dos receptores k-opiéide no PL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores k-opidide do PL estdo
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0.003 nmol/100nL de nor-BNI
(dose calculada com base no Ki do antagonista ndo-seletivo, naloxona) ¢ 10 min apos, os

animais foram submetidos ao ER.

4) Efeito da microinjecdo de antagonista dos receptores o6-opidide no PL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores d-opidide do PL estdo
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL de naltrindole
(dose calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) e 10 min apds, os

animais foram submetidos ao ER.

5) Efeito da microinjecdo de antagonista dos receptores k-opidide + antagonista dos
receptores p-opioide no PL sobre as respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores k e p-opidide do PL sdo
os receptores efetuadores da atenuagdo da taquicardia e aumento de pressdo arterial evocados
pelo ER causado pela administracio de 0,3nmol de naloxona. Foi microinjetado
bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,003 nmol de nor-BNI + 0,3nmol de CTAP /

100nL, e 10 min apds, os animais foram submetidos ao ER.



Protocolos Experimentais | 31

6) Efeito da microinjecao de antagonista dos receptores ORL-1 no PL sobre as respostas
cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores ORL-1 do PL estio
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL de UFP-101
(dose calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) e 10 min apoés, os

animais foram submetidos ao ER.

7) Efeito da microinjecio de antagonista nao seletivo dos receptores opidides no IL sobre
as respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se o sistema opioidérgico presente no
cortex IL esta envolvido na modulacdo das respostas cardiovasculares durante o ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL. de veiculo (LCA) ou naloxona, um antagonista de
receptores opiodides L, 6 € k ndo-seletivo, nas doses de 3; 0,3 ou 0,03nmol/100nL (KIRITSY-

ROY et al., 1986).

8) Efeito da microinjecio de antagonista dos receptores p-opidide no IL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores p-opidide do IL estdo
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL. de CTAP (dose
calculada com base no Ki do antagonista nio-seletivo, naloxona) e 10 min apds, os animais

foram submetidos ao ER.
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9) Efeito da microinjecio de antagonista dos receptores k-opidide no IL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores k-opidide do IL estdo
envolvidos na modulacdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,03 nmol/100nL de nor-BNI
(dose calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) e 10 min apoés, os

animais foram submetidos ao ER.

10) Efeito da microinjecdo de antagonista dos receptores d-opidide no IL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores d-opidide do IL estdo
envolvidos na modulagdo das respostas cardiovasculares induzidas pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL de naltrindole
(dose calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) e 10 min apods, os

animais foram submetidos ao ER.

11) Efeito da microinjecio de antagonista dos receptores ORL-1 no IL sobre as
respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

Este protocolo teve por objetivo determinar se os receptores opidide ORL-1 do IL
estdo envolvidos na modulacdo das respostas cardiovasculares induzida pelo ER. Foi
microinjetado bilateralmente 100 nL de veiculo (LCA) ou 0,3 nmol/100nL de UFP-101
(dose calculada com base no Ki do antagonista nao-seletivo, naloxona) ¢ 10 min apods, os

animais foram submetidos ao ER.



RESULTADOS
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1) Cortex pré-limbico

1.1) Efeito da microinjecao bilateral de naloxona (antagonista nio seletivo de receptores
opidides) no PL sobre as respostas cardiovasculares induzidas pelo ER

A microinjecdo bilateral de 100 nL. de veiculo (LCA) ou naloxona (0,003; 0,03; 0,3; 3
e 30nmol/100nL) no PL ndo alterou os valores basais de PA e¢ FC (Tabela 1 e 2,
respectivamente).

A analise de variancia, two-way ANOVA, demonstrou que o tratamento com naloxona
no PL reduziu a elevagdo da PA e FC provocada pelo ER quando comparada ao grupo que
recebeu veiculo (PAM — Tempo: Fs3,=88,284, p<0,001; Tratamento Fs35=9,309, p<0,001;
Interagdo: Frs147=3,442, p<0,001; FC — Tempo: Fs3=57,197, p<0,001; Tratamento
Fs535=5,665, p<0.001; Interacdo: F»s147=1,941, p<0,001). A analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguida pelo pos-teste de Duncan demonstrou que o tratamento do PL
com as doses de 0,03, 0,3 ¢ 3 nmol de naloxona atenuaram as respostas pressora ¢
taquicardiaca induzidas pelo ER. No ponto 3 a dose de 0,3nmol de naloxona (Fs35=2,301,
p=0.66, Duncan), nos pontos 4, 5 ¢ 6 as doses de 0,03, 0,3 ¢ 3nmol de naloxona foram
capazes de atenuar o aumento de PA (Ponto 4 — Fs35=7,41, p<0,001, Ponto 5 — F535=14,613,
p<0,001, Ponto 6 — Fs35=6,531, p<0,001, Duncan). Em relagdo a FC, no ponto 4, 5 ¢ 6 as
doses de 0,03, 0,3 e 3nmol de naloxona foram capazes de atenuar a resposta taquicardiaca
(Ponto 4 — F535=4,592, p=0,003, Ponto 5 — Fs35=7,131, p<0,001, Ponto 6 — Fs35=5,027,
p<0,001, Duncan), figura 1-5.

A andlise da regressdo nao-linear gerou uma curva de inibicdo do tipo U-invertido,
tanto para a PA (r’=0,65, df=29, p<0,05) quanto para FC (r*=0,46, df=29, p<0,05), figura 6.

As respostas pressoras e taquicardiacas causadas pelo ER ndo diferiram entre os

animais tratados com veiculo no PL ou com 3nmol de naloxona em areas adjacentes ao PL
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(PAM - Interacdo: Fsg4=0,53, P=0,74; Tratamento: F; 34=0,86, P=0,35; Tempo: Fss4=42,51,
P<0,0001; FC — Interacdo: Fsgs=1,1, P=0,36; Tratamento: F;gs=0,95, P=0,33; Tempo:
Fs54=25,93, P<0,0001, ANOVA de 2 fatores).

A representacdo diagramatica indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de
veiculo ou naloxona no cérebro dos ratos utilizados nesse protocolo e fotomicrografia
representativa de sec¢@o coronal do cérebro de um rato demonstrando sitios bilaterais estdo

apresentadas na Figura 7 e 8, respectivamente.

Tabela 1 — Valores basais de pressdo arterial media (PAM) antes e depois da microinjecao de
veiculo ou diferentes doses de naloxona (antagonista ndo-seletivo de receptores opidides) no
PL de ratos.

Naloxona Antes (PAM) =  Depois (PAM) +

(nmol/100nL) EPM (mmHg) EPM(mmHg) © ™
0 94,8+ 3.1 922+323 22 8

0,003 90,1 £33 89,4+ 3,0 126 6
0,03 902+ 2.1 912+2.6 107 6

0,3 100,8 + 3,5 101440 068 6

3 96,7+ 1.8 9562417 234 8

30 859+ 1,7 858+ 1,1 007 7

Tabela 2 — Valores basais de frequéncia cardiaca (FC) antes e depois da microinje¢ao de
veiculo ou diferentes doses de naloxona (antagonista ndo-seletivo de receptores opidides) no
PL de ratos.

Naloxona Antes (FC) = Depois (FC)

(nmol/100nL) EPM(bpm) EPM@Mpm) ¢ ™
0 3548+98 356,7+125 035 8
0,003 3825117 3792+132 103 6
0,03 384.1 £ 6.6 3825462 122 6
0.3 3713498 372,1+£103 027 6
3 368.9 + 6.9 367,753 052 8
30 3573+£139  3566+12,1 03 7
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Figura 1. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,003nmol/100nL de naloxona (n=6) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o

EPM.
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Figura 2. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,03nmol/100nL de naloxona (n=6) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o
EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 3. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL. de naloxona (n=6) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o
EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 4. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
3nmol/100nL de naloxona (n=8) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o EPM.
* P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 5. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
30nmol/100nL de naloxona (n=7) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o0 EPM.
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Figura 6. Curva dose-inibi¢do representando os efeitos de diferentes doses de naloxona
administradas bilateralmente no PL sobre a elevagdo da pressao arterial (PA) ou da frequéncia
cardiaca (FC) causada pelo ER. Os circulos brancos correspondem ao grupo controle que
recebeu veiculo (LCA) e os circulos pretos correspondem aos grupos que receberam naloxona
nas doses de 0,003; 0,03; 0,3; 3 e 30nmol, respectivamente. Simbolos representam as médias
e as barras o EPM.
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Figura 7. Representagdo diagramatica dos sitios de microinjecdo do veiculo (circulos
brancos), naloxona (circulos pretos) e naloxona em regides adjacentes (quadrados pretos) no
PL, modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1997). PL- cortex pré-limbico, IL- cortex
infralimbico, Cgl- cortex cingulo 1, cc- corpo caloso, IA- interaural.
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Figura 8. Fotomicrografia representativa de uma sec¢do coronal do cérebro de rato
demonstrando os sitios da microinjecao bilateral no cortex pré-limbico.
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1.2) Efeito da microinjecdo bilateral de CTAP, antagonista p-seletivo, no PL sobre as
respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinjecdo bilateral de 100 nL de veiculo (LCA, n=7) ou 0,3nmol/100nL de
CTAP (n=7) no PL ndo alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=94,5 + 2,36
mmHg e imediatamente antes do ER=94,6 + 2,6 mmHg, t=0,22, p=0,83) ¢ FC (10 min antes
da droga=385,4 £ 5,1 bpm e imediatamente antes do ER=386,5 + 7,2 bpm, t=0,27, p=0,79).

A administracdo de 0,3nmol de CTAP reduziu a elevagdo da PA e FC provocadas pelo
ER quando comparada ao grupo que recebeu veiculo (PAM — Interagdo: Fs7,=1,8, P=0,12;
Tratamento: F;7,=15,81, P=0,0002; Tempo: Fs7,=31,06, P<0,0001; FC — Interagdo:
Fs7,=2,15, P=0,06; Tratamento: F;7,=18,85, P<0,0001; Tempo: Fs7,=21,93, P<0,0001),

figura 9.
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Figura 9. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL. de CTAP (antagonista p-seletivo, n=7) no PL. Simbolos representam as
médias e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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1.3) Efeito da microinjecao bilateral de nor-BNI, antagonista k-seletivo, no PL sobre as
respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinjecdo bilateral de 100 nL de veiculo (LCA, n=7) ou 0,003nmol/100nL de
nor-BNI (n=6) no PL ndo alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=93,1 + 2.3
mmHg e imediatamente antes do ER=93 + 2,42 mmHg, t=0,15, p=0,88) ¢ FC (10 min antes
da droga=371,7 £ 6,9 bpm e imediatamente antes do ER=370,2 + 4,9 bpm, t=0,46, p=0,65).

A administragdo de 0,003nmol de nor-BNI reduziu a elevacao da PA e FC provocadas
pelo ER quando comparada ao grupo que recebeu veiculo (PAM — Interacdo: Fsgee=1,87,
P=0,1; Tratamento: F;6=17,67, P<0,0001; Tempo: Fs=37,05, P<0,0001; FC — Interacdo:

F566=0,96, P=0,44; Tratamento: F; c=6,4, P=0,01; Tempo: F5=27,08, P<0,0001), figura 10.
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Figura 10. Curvas temporais mostrando as alteragdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,003nmol/100nL de nor-BNI (antagonista k-seletivo, n=6) no PL. Simbolos representam as
médias e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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1.4) Efeito da microinjecdo bilateral de naltrindole, antagonista o-seletivo, no PL sobre
as respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinjecdo bilateral de 100 nL de veiculo (LCA, n=7) ou 0,3nmol/100nL de
naltrindole (n=6) no PL nio alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=91,4 +
3,1 mmHg e imediatamente antes do ER=92,9 + 2.8 mmHg, t=2,03, p=0,09) ¢ FC (10 min
antes da droga=378,2 + 7,9 bpm e imediatamente antes do ER=379,1 £+ 8,3 bpm, t=0,25,
p=0,8).

As respostas pressoras e taquicardiacas causadas pelo ER ndo diferiram entre os
animais tratados com veiculo ou 0,3 nmol de naltrindole no PL (PAM — Interagdo: Fs:=0,06,
P=0,99; Tratamento: F;=0,37, P=0.,54; Tempo: Fs¢=41.,41, P<0,0001; FC — Interacdo:
F566=0,05, P=0,9; Tratamento: F;¢=0,005, P=0,94; Tempo: Fs¢=19,72, P<0,0001), figura

11.



Resultados | 49

—O— veiculo
—e— naltrindole

20 30 40 50 60
Tempo (min)

40-
)
I
=
E
=
<
o
<
-10
-10
150+
P 100_
&
o
2
'®) 50
L
<
-50
-10

20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 11. Curvas temporais mostrando as alteragdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA) e
os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com 0,3nmol/100nL
de naltrindole (antagonista d-seletivo) no PL. Simbolos representam as médias e as barras o

EPM.
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1.5) Efeito da microinjecdo bilateral de CTAP (antagonista p-seletivo) + nor-BNI
(antagonista k-seletivo) no PL sobre as respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinje¢do bilateral de 100 nL de veiculo (n=7) ou da combina¢do composta por
0,3nmol de CTAP + 0,003nmol de nor-BNI (n=6) no PL ndo alterou os valores basais de PA
(10 min antes da droga=96,8 + 3,1 mmHg e imediatamente antes do ER=95,2 + 1,5 mmHg,
t=0,77, p=0,47) e FC (10 min antes da droga=339,5 + 11,7 bpm e imediatamente antes do
ER=349,2 + 5,8 bpm, t=1,29, p=0,25).

A administracdo da combinacdo de CTAP e nor-BNI reduziu a elevagdo da PA e FC
provocada pelo ER quando comparada ao grupo que recebeu veiculo (PAM — Interacdo:
F566=2,59, P=0,03; Tratamento: F; =30,22, P<0,0001; Tempo: Fs¢=35,63, P<0,0001; FC —
Interacdo: Fs6=2,92, P=0,01; Tratamento: F;e¢=21,04, P<0,0001; Tempo: Fse=15,73,
P<0,0001), figura 12. Porém, a combinacao de 0,3nmol de CTAP + 0,003nmol de nor-BNI
ndo diferiu da dose de naloxona de 0,3nmol — dose responsavel pela maior porcentagem de
inibicao da resposta cardiovascular evocada pelo ER (PAM — Interagdo: Fs¢=1,65, P=0,15;
Tratamento: Fi¢=0,14, P=0,7; Tempo: Fs¢=21,99, P<0,0001; FC — Interagdo: Fsgco=1,38,

P=0,24; Tratamento: F; =0,15, P=0,69; Tempo: Fs=12,08, P<0,0001), figura 13.
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Figura 12. Curvas temporais mostrando as alteragdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA) e
os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com 0,3 nmol de
CTAP (antagonista p-seletivo) + 0,003nmol de nor-BNI (antagonista k-seletivo) /100nL no
PL. Simbolos representam as médias e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 13. Curvas temporais mostrando as alteragdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 0,3nmol/100nL de
naloxona e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com 0,3
nmol de CTAP (antagonista p-seletivo) + 0,003nmol de nor-BNI (antagonista k-seletivo)
/100nL no PL. Simbolos representam as médias e as barras o EPM.
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1.6) Efeito da microinjecao bilateral de UPF-101, antagonista ORL-1 seletivo, no PL
sobre a PA e FC durante o ER

A microinje¢do bilateral de 100 nL de veiculo (LCA, n=7) ou 0,3 nmol/100nL de
UPF-101 no PL (n=5) nao alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=93,6 + 2.4
mmHg e imediatamente antes do ER=93,1 = 2,1 mmHg, t=1,23, p=0,28), FC (10 min antes da
droga= 356,8 = 7 bpm e imediatamente antes do ER=358 + 6,6 bpm, t=0,55, p=0,6).

A resposta pressora provocada pelo ER nao diferiu entre os animais tratados com
veiculo ou 0,3nmol de UPF-101 (PAM — Interagdo: Fs=2,06, P=0,08; Tratamento: F; 60=2,1,
P=0,15; Tempo: Fs=55,58, P<0,0001), porém exacerbou a resposta taquicardiaca (Interagao:
Fs0=4,42, P=0,001; Tratamento: F,¢=45,97, P<0,0001; Tempo: Fss=42,12, P<0,0001),
figura 14.

A representacdo diagramatica indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de
veiculo, CTAP, nor-BNI, naltrindole, do mix CTAT + nor-BNI ou UPF-101 no cérebro dos

ratos utilizados nos protocolos descritos acima, estdo apresentados na figura 15.
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Figura 14. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA) e
os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com 0,3
nmol/100nL de ORL-1 (antagonista ORL-1 seletivo) no PL. Simbolos representam as médias
e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 15. Representacdo diagramatica dos sitios de inje¢do do veiculo (circulos brancos) e
antagonistas seletivos (circulos pretos) no PL, modificada do Atlas de Paxinos ¢ Watson
(1997). PL- cortex pré-limbico, IL- cortex infralimbico, Cgl- cortex cingulo 1, cc- corpo
caloso, IA- interaural.
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2) Cortex infralimbico

2.1) Efeito da microinjecao bilateral de naloxona (antagonista nio seletivo de receptores
opidides) no IL sobre as respostas cardiovasculares evocadas pelo ER

A microinjecao bilateral de 100 nL de veiculo ou naloxona (0,03; 0,3 e 3nmol/100nL)
no IL ndo alterou os valores basais de PA e FC (Tabela 3 ¢ 4, respectivamente).

A analise de variancia, two-way ANOVA, demonstrou que o tratamento com naloxona
no IL reduziu a elevag¢dao da PA provocada pelo ER quando comparada ao grupo que recebeu
veiculo (Tempo: Fs9=25,533, p<0.001; Tratamento: F323=5,9, p=0,004; Interagdo:
Fi553=1,711, p=0,77) sem alterar a resposta taquicardiaca (Tempo: Fs;9=28,857, p<0,001;
Tratamento F323=2,338, p=0,1; Interag¢do: F;s53=1,249, p=0,267). A analise de variancia de
uma via (one-way ANOVA) seguida pelo pds-teste de Duncan demonstrou que o tratamento
do IL com a dose de 0,3nmol de naloxona atenuou a resposta pressora induzidas pelo ER
(Ponto 4 — F3,3=3,864, p=0,023, Ponto 5 — F323=2,573, p<0,029, Ponto 6 — F323=5,524,
p=0,005, Duncan), figura 16-18.

A andlise da regressdo nao linear gerou uma curva de inibi¢do do tipo U-invertido,
tanto para a PA (r’=0,59, df= 15, p<0,05) quanto para FC (1’=0,32, df=15, p<0,05), figura 19.

A representacdo diagramadtica indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de
veiculo ou naloxona no cérebro dos ratos utilizados nesse protocolo e fotomicrografia
representativa de sec¢@o coronal do cérebro de um rato demonstrando sitios bilaterais estao

apresentadas na Figura 20 e 21, respectivamente.
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Tabela 3 — Valores basais de pressdo arterial media (PAM) antes e depois da microinjecao de
veiculo ou diferentes doses de naloxona (antagonista ndo-seletivo de receptores opidides) no

IL de ratos.

Naloxona  Antes (PAM)+ Depois (PAM) = n=
(nmol/100nL) EPM (mmHg) EPM (mmHQg)

0 97+2,1 94,4 +2,6 204 8

0,03 91+34 91,3+3,7 0,13 6

0,3 955+28 94,2 + 3,2 1,14 6

3 95,6 +2,5 93,9+2,9 1,09 7

Tabela 4 — Valores basais da frequéncia cardiaca (FC) antes e depois da microinje¢ao de
veiculo ou diferentes doses de naloxona (antagonista ndo-seletivo de receptores opidides) no

IL de ratos.

Naloxona  Antes (FC)+ Depois (FC) £

(nmol/100nL) EPM (bpm)  EPM (bpm) & N7
0 352,1+86 353,7+10,9 028 8

0,03 373,4 +5,6 3743+6 0,78 6

0.3 3838+57  387,3+48 22 6

3 351,5+11,3 3544+118 1,1 7
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Figura 16. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,03nmol/100nL de naloxona (n=6) no IL. Simbolos representam as médias e as barras o
EPM.
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Figura 17. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL de naloxona (n=6) no IL. Simbolos representam as médias e as barras o EPM.

* P<0,05 Two-way ANOVA.
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Figura 18. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=8) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
3nmol/100nL de naloxona (n=7) no IL. Simbolos representam as médias e as barras o0 EPM.
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Figura 19. Curva dose-inibicdo representando os efeitos de diferentes doses de naloxona
administradas bilateralmente no IL sobre as respostas de aumento da pressao arterial (PA) ou
de frequéncia cardiaca (FC) causada pelo ER. Os circulos abertos correspondem ao grupo
controle que recebeu veiculo (LCA) e os circulos fechados correspondem aos grupos que
receberam naloxona nas doses de 0,03; 0,3 e 3nmol, respectivamente. Simbolos representam
as médias e as barras o EPM.
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Figura 20. Representacdo diagramatica dos sitios de inje¢do do veiculo (circulos brancos) e
naloxona (circulos pretos) no IL, modificada do Atlas de Paxinos e Watson (1997). PL- cortex
pré-limbico, IL- cortex infralimbico, Cgl- cortex cingulo 1, cc- corpo caloso, IA- interaural.
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Figura 21. Fotomicrografia representativa de uma seccdo coronal do cérebro de rato
demonstrando os sitios da microinje¢ao bilateral no cortex infralimbico.
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2.2) Efeito da microinjecio bilateral de CTAP, antagonista p-seletivo, no IL sobre as
respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinje¢ao bilateral de 100 nL de veiculo (n=7) ou 0,3nmol/100nL. de CTAP
(n=7) no PL ndo alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=92,5 + 3,3 mmHg e
imediatamente antes do ER=90,7 + 3,3 mmHg, t=1,89, p=0,1) ¢ FC (10 min antes da
droga=372,8 + 6,8 bpm e imediatamente antes do ER=375,4 + 7,4 bpm t=0,46, p=0,66).

As respostas pressoras e taquicardiacas causadas pelo ER ndo diferiram entre os
animais tratados com veiculo ou 0,3 nmol de CTAP no IL (PAM - Interagao: Fs7,=1,42,
P=0,22; Tratamento: F;7,=0,31, P=0,54; Tempo: Fs7,=62,31, P<0,0001; FC — Interagao:

F57,=0,85, P=0,51; Tratamento: F; 7,=2,38, P=0,1; Tempo: Fs57,=19,12, P<0,0001), figura 22.
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Figura 22. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL. de CTAP (antagonista p-seletivo, n=7) no IL. Simbolos representam as
médias e as barras o EPM.
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2.3) Efeito da microinjecio bilateral de nor-BNI, antagonista k-seletivo, no IL sobre as
respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinjecdo bilateral de 100 nL de veiculo (n=7) ou 0,03nmol/100nL de nor-BNI
(n=6) no IL nao alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=94,1 + 5,5 mmHg e
imediatamente antes do ER=94,7 + 6,1 mmHg, t=0,75, p=0,48) ¢ FC (10 min antes da
droga=370,7 + 8,3 bpm e imediatamente antes do ER=374,4 &+ 12 bpm, t=0,77, p=0,47).

A administragdo de 0,3nmol de nor-BNI reduziu a elevagdo da PA e FC provocada
pelo ER quando comparada ao grupo que recebeu veiculo (PAM — Interacdo: Fsg6=0,69,
P=0,63; Tratamento: F;s=8,15, P=0,005; Tempo: Fs¢=25,22, P<0,0001; FC — Interacdo:
Fs66=1,003, P=0,42; Tratamento: F; ¢=9,68, P=0,002; Tempo: Fs¢=8,77, P<0,0001), figura

23.
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Figura 23. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL. de nor-BNI (antagonista k-seletivo, n=6) no IL. Simbolos representam as
médias e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.



Resultados | 68

2.4) Efeito da microinjecio bilateral de naltrindole, antagonista d-seletivo, no IL sobre
as respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinjecao bilateral de 100 nL de veiculo (n=7) ou 0,3nmol/100nL de naltrindole
(n=8) no IL nao alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=92,1 + 5,08 mmHg e
imediatamente antes do ER=91 + 4,5 mmHg, t=1,19, p=0,27) ¢ FC (10 min antes da
droga=370,2 + 6,9 bpm e imediatamente antes do ER=371,7 + 4,3 bpm, t=0,31, p=0,76).

As respostas pressoras e taquicardiacas causadas pelo ER ndo diferiram entre os
animais tratados com veiculo ou 0,3 nmol de naltrindole no IL (PAM — Interacdo: Fs73=0,35,
P=0,88; Tratamento: F;75=0,52, P=0,46; Tempo: Fs73=76,94, P<0,0001; FC — Interagao:
Fs73=0,21, P=0,95; Tratamento: F;75=0,15, P=0,69; Tempo: Fs5=15,63, P<0,0001), figura

24.
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Figura 24. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL de naltrindole (antagonista d-seletivo, n=8) no IL. Simbolos representam as
médias e as barras o EPM.
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2.5) Efeito da microinjecao bilateral de UPF-101, antagonista ORL-1 seletivo, no IL
sobre as respostas cardiovasculares causadas pelo ER

A microinje¢do bilateral de 100 nL de veiculo (n=7) ou 0,3 nmol/100nL de UPF-101
(n=7) no PL ndo alterou os valores basais de PA (10 min antes da droga=91,3 + 4 mmHg e
imediatamente antes do ER=90 + 4,3 mmHg, t=1,08, p= 0,31), FC (10 min antes da
droga=375 £ 7,4 bpm e imediatamente antes do ER=376,3 £ 6, bpm, t=0,35, p=0,73).

As respostas pressoras e taquicardiacas causadas pelo ER ndo diferiram entre os
animais tratados com veiculo ou 0,3 nmol de UPF-101 no IL (PAM — Interagdo: Fs7,=0,1,
P=0,9; Tratamento: F;7,=0,67, P=0,4; Tempo: Fs7,=61,49, P<0,0001; FC — Interacdo:
F57,=0,54, P=0,73; Tratamento: F;7,=2,92, P=0,09; Tempo: Fs75=16,81, P<0,0001), figura
23.

A representacdo diagramatica indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de
veiculo, CTAP, nor-BNI, naltrindole ou UPF-101 no cérebro dos ratos utilizados nos

protocolos descritos acima, estdo apresentados na figura 25.
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Figura 25. Curvas temporais mostrando as alteracdes na APAM e AFC observadas durante o
ER. Os circulos brancos correspondem aos animais que receberam 100nL de veiculo (LCA,
n=7) e os circulos pretos correspondem aos animais que receberam o tratamento com
0,3nmol/100nL. de UPF-101 (antagonista seletivo ORL-1, n=7) no IL. Simbolos representam
as médias e as barras o EPM. * P<0,05 Two-way ANOVA.
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1A=12.20

Figura 26. Representacdo diagramatica dos sitios de inje¢cdo do veiculo (circulos brancos) e
antagonistas seletivos (circulos pretos) no IL, modificada do Atlas de Paxinos e Watson
(1997). PL- cortex pré-limbico, IL- cortex infralimbico, Cgl- cortex cingulo 1, cc- corpo
caloso, IA- interaural.
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O bloqueio da neurotransmissdao opioidérgica do PL e IL reduziu as respostas
pressoras ¢ taquicardiacas induzidas pelo ER. No entanto, essa redugdo das respostas
cardiovasculares ¢ modulada de forma distinta nas duas areas estudadas: por receptores p e
na por¢do PL e apenas por receptores k na por¢do IL. Além disso, o bloqueio seletivo dos
receptores ORL-1 do PL exacerbou a taquicardia sem afetar a resposta da PA, enquanto no IL
o bloqueio desses receptores nao modificou a resposta cardiovascular observada durante essa
situacdo aversiva, sugerindo que o PL e IL modulam as respostas cardiovasculares induzidas
pelo mesmo estimulo aversivo desencadeando mecanismos diferentes.

O ER ¢ um modelo de estresse agudo caracterizado como sendo um estimulo aversivo
inescapavel, que causa respostas autonomicas ¢ hormonais. A elevacao da PA e FC observada
durante o ER é mantida devido a uma mudanga no set-point do baroreflexo para valores mais
altos de PA, devido a uma facilitacdo da resposta barorreflexa taquicardiaca e de reducdo da
resposta bradicardiaca reflexa (CRESTANI et al., 2010). Além disso, ocorre uma mudanga no
fluxo sanguineo para 6rgdos importantes em uma reagdo de luta ou fuga, como cérebro e
musculos, resultando em uma queda da temperatura cutinea e aumento da temperatura
corporal (BARRON e¢ VAN LOON, 1989; LONG et al., 1990; IRVINE et al., 1997;
MCDOUGALL et al., 2000; HSU et al., 2007; FORTALEZA et al., 2009; TAVARES et al.,
2009b; BUSNARDO et al., 2010; AYDIN et al., 2011). Estruturas suprabulbares estdo
envolvidas na mediacdo das respostas cardiovasculares observadas durante o ER, facilitando
ou inibindo tanto a resposta simpatica quanto a parassimpatica (TAVARES e CORREA,
2006; CRESTANI et al., 2009; FORTALEZA et al., 2009; TAVARES et al., 2009b; ALVES
etal., 2010; BUSNARDO et al., 2010; REIS et al., 2011).

Foi descrito o papel do CPFMv no controle cardiovascular durante situagdes aversivas
(FRYSZTAK e NEAFSEY, 1994; RESSTEL ¢ CORREA, 2006b; RESSTEL et al., 2006;

TAVARES e CORREA, 2006; RESSTEL et al., 2008; TAVARES et al., 2009a), assim como
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o aumento da atividade neuronial nessa estrutura quando o animal ¢ submetido ao ER
(IMAKI et al., 1993; YOKOYAMA e SASAKI, 1999).

A administracdo bilateral de naloxona no PL diminuiu tanto a resposta pressora quanto
a resposta taquicardiaca observada nesse modelo de estresse. Essa inibi¢do foi observada em
uma ampla faixa de dose — 0,03 nmol a 3nmol, sendo a curva dose-inibi¢do da naloxona em
forma de U-invertido. Esse padrao de resposta foi observado quando se analisou situagdes
comportamentais durante manipulagdes no sistema nervoso central (GUIMARAES et al.,
1994; MOREIRA et al., 2007). Sugere-se que esse perfil de resposta deve-se a modulagdo da
atividade sindptica de neurotransmissores tanto excitatorios quanto inibitorios. Corroborando
com essa hipotese, estudos in-vitro em tecido cortical demonstram que agonistas opiodides
influenciam a liberagdo tanto de glutamato quanto de GABA, os quais s3o respectivamente
neurotransmissores excitatorio e inibitorio (NICOL et al., 1996a; NICOL et al., 1996b;
SBRENNA et al., 1999; YANG et al., 2004; NAKAMURA, 2011). Uma possivel explicagao
para o fato da curva dose-inibi¢do da naloxona ser em formato de U-invertido ¢ que nas
diferentes doses administradas ela module a funcionalidade de diferentes receptores. A
diminui¢ao da resposta cardiovascular ao ER causada pela administragdo de naloxona no PL
decorreria de uma agdo nos receptores | € K, pois observamos respostas similares quando
foram administrados antagonistas seletivos para estes receptores.

Apesar do antagonismo dos receptores u e K gerarem respostas semelhantes a da
naloxona, a magnitude da inibi¢do induzida por 0,3nmol de naloxona foi maior do que aquela
causada pelos antagonistas p e k seletivos, quando estes foram administrados separadamente.
Sabendo que a naloxona ¢ um antagonista ndo-seletivo ¢ que sua constante de inibigdo ¢é
proxima para os receptores opioides u, k ou 6 (MAGNAN et al., 1982; LEWANOWITSCH e
IRVINE, 2003), possivelmente a resposta de maior magnitude observada pela dose de 0,3

nmol deve-se ao bloqueio concomitante dos receptores p e k. Para confirmar isso, foi
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realizada a administragdo conjunta de antagonistas p e «K-seletivos, € observamos a
similaridade da resposta. Semelhante as respostas observadas apos bloqueio dos receptores p
e k¥ no PL durante o ER, o bloqueio da via NMDA/6xido nitrico reduziu as respostas
cardiovasculares de aumento de PA e FC nduzida pelo medo condicionado ao contexto
(RESSTEL et al., 2008).

A inibi¢do seletiva dos receptores ORL-1 no PL potencializou a resposta taquicardiaca
induzida pelo ER, sem alterar a PA, demonstrando que o sistema opidide e o sistema
nociceptina/orfanina FQ podem modular de formas distintas o mesmo contexto. Alguns
trabalhos sugerem que a nociceptina/orfanina FQ seja um peptideo anti-opidide funcional
(MOGIL et al., 1996; CHEN et al., 2001). A administragdo i.c.v. do agonista ORL-1 induz
bradicardia ¢ hipotensdo (KAPUSTA et al., 1999), mesma resposta observada apds a
administracgdo i.v. (GIULIANI et al., 1997). Esses resultados sugerem que os receptores ORL-
1 possuem um efeito depressor sobre a fung¢ao cardiovascular, por inibi¢ao indireta do sistema
simpatico, concomitantemente com a ativagdo parassimpatica. Respostas semelhantes a
inibi¢do dos receptores ORL-1 foram observadas quando o cloreto de cobalto (CoCl,) foi
administrado no PL. O CoCl,, inibidor ndo-seletivo de sinapses, potencializou a resposta
taquicardiaca evocada pelo ER, sem afetar a resposta pressora, sugerindo um papel inibitorio
do PL na elevagdo da FC durante o ER (TAVARES ¢ CORREA, 2006; TAVARES et al.,
2009a). O bloqueio local dos receptores glutamatérgicos NMDA produz uma resposta
semelhante a observada com CoCl,, sendo que a administragdo periférica de metilbrometo de
atropina bloqueia a potencializagdo da taquicardia observada ap6s o bloqueio dos receptores
NMDA, demonstrando que essa influéncia inibitéria do PL esté relacionada com estimulacao
parassimpatica (TAVARES e CORREA, 2006). N6s também sugerimos que a inibi¢do dos
receptores ORL-1 do PL, durante o ER, possa reduzir a atividade parassimpatica e/ou

aumentar a atividade simpatica cardiovascular.
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Diferentes neurotransmissdes podem participar de neurocircuitos distintos e
desempenhar papéis especificos nas respostas desencadeadas pelo estresse. Apesar da resposta
observada apds o antagonismo dos receptores ORL-1 no PL serem semelhantes aos resultados
relatados em trabalhos prévios publicados pelo grupo, o bloqueio seletivo dos receptores p e
dessa estrutura reduzem tanto a resposta taquicardiaca quanto a resposta pressora induzida
pelo ER, resultados estes discordantes dos observados previamente com CoCl, ou o bloqueio
de receptores glutamatérgicos NMDA (TAVARES ¢ CORREA, 2006; TAVARES et al.,
2009a). Quando o bloqueio de sinapses ¢ feito com CoCl,, todas as neurotransmissdes da
estrutura sdo inibidas. Quando se bloqueia uma neurotransmissdo ou um grupo especifico de
receptores, as outras neurotransmissdes presentes na estrutura continuam funcionais. Assim,
noés sugerimos que a inibigdo dos receptores pu ¢ k no PL, durante o ER possa reduzir a
atividade simpatica e/ou aumentar a atividade parassimpatica cardiovascular.

Apesar de varios trabalhos sugerirem que o cortex PL e IL exercam papéis opostos no
controle cardiovascular durante situagdes aversivas (FRYSZTAK e NEAFSEY, 1994; JINKS
e MCGREGOR, 1997, TAVARES et al., 2009a), nosso trabalho demonstra que o sistema
opioidérgico presente em ambas estruturas modula de forma semelhante a resposta
cardiovascular frente ao ER, sendo que essa modulagdo envolve mecanismos distintos.

O pré-tratamento do IL com naloxona na dose de 0,3nmol/100nL diminuiu tanto a
resposta pressora quanto a resposta taquicardiaca observada durante o ER, gerando uma curva
dose-inibi¢do em forma de U-invertido. Apesar do padrio de resposta observado apos o
tratamento do IL com naloxona ser semelhante ao observado no PL, apenas a administracao
de antagonista k-seletivo foi capaz de induzir uma resposta similar a naloxona.

Concordando com os nossos resultados, trabalhos na literatura sugerem a participacao
dos receptores | e k nas respostas cardiovasculares frente a situagdes estressoras. Jiménez e

colaboradores (1990) demonstraram que a administracdo i.c.v. de B-FNA (antagonista p nao
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competitivo irreversivel), em ratos hipertensos devido a privagao social, reduz os valores de
PA, enquanto o tratamento com ICI 174864 (antagonista &-seletivo) ndo difere do grupo
controle, demonstrando a participacdo dos receptores p, sendo que os receptores & parecem
ndo ter papel nesse controle. Em situagdes ndo estressantes, a estimulacdo quimica dos
receptores u no NPV aumenta o fluxo simpatico, a PA ¢ FC (KIRITSY-ROY et al., 1986),
essa resposta pressora e taquicardiaca também foi observada apos administragdo i.c.v de
baixas doses de agonista u (RAO et al., 2003), bem como apds administracdo na porgao
ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal (KEAY et al., 1997). Apesar dos nossos
resultados sugerirem que os receptores u ¢ kK modulem de forma similar as respostas
cardiovasculares durante o ER, ha trabalhos demonstrando papéis opostos desses receptores
na mediagao de respostas cardiovasculares (KEAY et al., 1997; RAO et al., 2003). Porém, a
injecdo intra-hipocampal de agonista k é capaz de reduzir a resposta hipertensiva resultante do
estresse de isolamento (SHEN e INGENITO, 1999), semelhantemente aos nossos resultados.

A inibi¢do nao-seletiva de sinapses no IL reduz o aumento da FC induzido pelo ER
(TAVARES et al., 2009a), sem alterar a resposta pressora observada durante essa situagdo
estressante. Nossos resultados indicam que, além de modular a FC durante o ER, os
receptores k presentes nessa estrutura sdo capazes de modular também a PA. Semelhante aos
nossos resultados, no modelo de estresse por jato de ar, Miiller-Ribeiro e colaboradores
(2012) demonstraram que a estimula¢do de receptores glutamatérgicos NMDA no IL foi
capaz de reduzir a resposta cardiovascular induzida por esse modelo de estresse, enquanto o
pré-tratamento com o agonista gabaérgico muscimol ndo diferiu do grupo controle. Como no
caso do PL, n6s sugerimos que os receptores k presentes no IL facilitam a atividade simpatica
e/ou reduzem a atividade parassimpatica cardiovascular.

Corroborando com nossos resultados, trabalhos sugerem que tanto o coértex PL quanto

o IL exercam papéis similares no controle da resposta cardiovascular frente a estimulos
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estressores (RESSTEL et al., 2006; RESSTEL et al., 2008). No modelo de medo
condicionado ao contexto, o bloqueio sinaptico do PL ou IL com CoCl, reduziu tanto a
resposta pressora quanto a resposta taquicardiaca induzida pela re-exposi¢cdo do rato ao
contexto aversivo (RESSTEL et al., 2006).

O CPFMv possui conexdes diretas com estruturas relacionadas com o controle
cardiovascular durante situagdes aversivas (TERREBERRY ¢ NEAFSEY, 1987; NEAFSEY,
1990). Além disso, a administragdo do agonista gabaérgico muscimol no CPFMv aumenta a
atividade em estruturas subcorticais tais como o hipotdlamo dorsomedial, nticleo medial da
amigdala e o nucleo medial do trato solitario durante exposi¢ao ao ER (MCDOUGALL et al.,
2004). Estudos neurofuncionais sdo necessarios para entender a via pelo qual o sistema
opioidérgico e nociceptina/orfanina FQ presentes no PL e IL desempenham seu papel durante
o ER.

O CPFM também esta envolvido com a atividade do eixo HPA durante situacoes de
estresse psicologico. Lesdes nessa regido estdo associadas com o aumento dos niveis
circulantes de ACTH e corticosterona durante o ER (DIORIO et al., 1993; FIGUEIREDO et
al., 2003). Dioro e colaboradores (1993) demonstraram que corticosterona administrada no
CPFM diminuiu a concentracdo plasmatica de ACTH e corticosterona em resposta ao ER,
sugerindo que essa estrutura module de forma inibitoria a atividade do eixo HPA induzida por
estresse ¢ que, na auséncia do CPFM, ocorre uma potencializagdo do eixo HPA durante essas

situagoes.
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Em conclusao, os resultados indicam que o sistema opioidérgico presente no cortex PL
e IL desempenha papel facilitatorio, enquanto o sistema nociceptina/orfanina FQ presente no
PL desempenharia papel inibitério sobre as respostas cardiovasculares evocadas pelo ER.
Além disso, a facilitagdo da resposta cardiovascular desempenhada pelo sistema opioidérgico
de ambas estruturas ¢ modulada de forma distinta: por receptores p e k na por¢ao PL e apenas

por receptores Kk na porc¢ao IL.
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