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RESUMO

O nucleo medial da amigdala (NMA) esta envolvido no controle de uma variedade de
processos fisiologicos e comportamentais, bem como na regulacdo do sistema
nervoso autbnomo. Dados da literatura indicam que o NMA modula respostas
cardiovasculares e comportamentais associadas a estimulos estressantes. O
estresse por restricdo (ER) evoca alteracdes cardiovasculares caracterizadas por
aumento da pressao arterial (PA) e um intenso aumento na frequéncia cardiaca
(FC).

No presente estudo, avaliamos o efeito da manipulacdo farmacologica no
NMA nas respostas da PA e FC causadas pelo ER. A microinjecdo bilateral de
cloreto de cobalto (ImM/1uL) inibidor sinaptico ndo seletivo no NMA aumenta a
resposta taquicardica durante o estresse agudo, sem efeito significativo na resposta
pressora. Este resultado sugere que sinapses no NMA tém um mecanismo inibitorio
no componente cardiaco durante o ER. A microinjecéo local de atropina (3nmol/1uL)
antagonista muscarinico nao seletivo, hemicolinio (2nmol/1uL) inibidor da captacao
de colina e pirenzepina (6nmol/luL) e o antagonista muscarinico seletivo M1
causaram efeito similar ao cobalto, sugerindo que a neurotransmissao colinérgica
local é mediada por receptores muscarinicos do subtipo M1, que exercem papel
inibitério sobre o componente cardiaco da resposta cardiovascular ao ER. O pré-
tratameto com 4-DAMP (2nmol/1pL) antagonista muscarinico seletivo M3 nao afetou
as alteracdes cardiovasculares durante ER, reforcando a idéia que o papel inibitorio
no MNA é mediado por receptores M1. Além disso, o0 pré-tratamento com
neostigmina (1nmol/1pL) um inibidor da colinesterase nao alterou a resposta
cardiovasculare ao ER. Portanto, estes resultados sugerem que o NMA tem um

papel inibitério no aumento da FC causado pelo ER.



ABSTRACT

The medial amygdaloid nucleus (MeA), is involved in controlling a variety of
physiological and behavioral processes, as well as regulating the autonomic nervous
system. There is evidence indicating that MeA modulates cardiovascular correlates of
behavioral responses to stressful stimuli. Acute restraint cause cardiovascular
changes, characterized by elevated blood pressure (BP) and intense heart rate (HR)
increase. We presently report effects of MeA pharmacological manipulations on BP
and HR responses evoked by acute restraint in rats. Bilateral microinjection of 100 nl
of the unspecific synaptic blocker CoCl, (1ImM) in the MeA increased HR response to
acute restraint, without significant effect on the blood pressure response. This result
indicates that MeA synaptic mechanisms have an inhibitory influence on restraint-
evoked HR changes. Injections of the non-selective muscarinic receptor antagonist
atropine (3nmol/0.1pL), inhibitor of choline uptake hemicholinium (2nmol/0.1pL), or
the selective M1 receptor antagonist pirenzepine (6nmol/0.1uL) caused effects
similar to cobalt, suggesting that local cholinergic neurotransmission and M1
receptors mediate the MeA inhibitory influence on restraint-related HR responses.
Pretreatment with the M2 receptor antagonist 4-DAMP (2nmol/0.1pL) did not affect
restraint-related cardiovascular responses, reinforcing the idea that M1 receptors
mediate MeA-related inhibitory influence. Moreover the pretreatment with
cholinesterase inhibitor neostigmine (1nmol/0.1uL) did not change the cardiovascular
response evoked to acute restraint. Together, these results suggest a MeA inhibitory

influence on restraint-evoked HR increase.



INTRODUCAO



O sistema cardiovascular é importante para manutencdo da homeostase,
provendo fluxo sanglineo adequado e permitindo o0 acesso de nutrientes
necessarios para as funcoes vitais das células de todos os 6rgéos e tecidos.

O controle do sistema cardiovascular envolve a participacdo do sistema
nervoso central (SNC), de mecanismos humorais e de mecanismos regulatorios
locais presentes no coracéo, nos rins e nos vasos sanguineos. O SNC é o principal
controlador do sistema circulatério. As regibes responsaveis por essa regulacéo
situam-se ao longo de todo o eixo neural, envolvendo tanto estruturas bulbares
quanto suprabulbares.

Os centros bulbares, tais como o nucleo do trato solitario (NTS), ndcleo
ambiguo, nudcleo dorsal do vago e o0s nucleos rostroventrolateral (RVLM) e
caudoventrolateral (CVLM) séo responsaveis pela manutencdo do tonus pressorio
geral e pelo controle instantaneo da pressao arterial e frequéncia cardiaca
(CHALMERS e PILOWSKY, 1991; GOLDSTEIN, 1991). Os neurdnios do RVLM
determinam a frequéncia de despolarizacdo dos neurdnios pré-ganglionares
simpaticos envolvidos na manutencédo do ténus vascular (GUYENET et al., 1990;
VERBERNE e OWENS, 1998) e medeiam os componentes simpaticos dos reflexos
cardiovasculares (GUYENET et al., 1990). Por outro lado, a atividade eferente
parassimpatica tem origem no ndcleo dorsal do vago e no nucleo ambiguo, sendo o
componente parassimpatico dos reflexos cardiovasculares gerado principalmente no
nacleo ambiguo. Tais reflexos, os quais incluem o barorreflexo arterial, o
quimiorreflexo e o reflexo cardiopulmonar permitem ajustes instantaneos da pressao
arterial em respostas a alteracdes posturais, respiratorias e de volume sanglineo

(GOLDSTEIN, 1991).



Estruturas suprabulbares também participam do controle do sistema
cardiovascular (HILTON, 1966), atuando principalmente em situacOes
comportamentais. Dentre estas se destacam estruturas ventrais e dorsais da ponte,
incluindo o complexo nucleo braquial, o nucleo de Kolliker-Fuse, o grupo de células
A5, a substéncia cinzenta periaquedutal (PAG) e o nucleo cuneiforme, bem como
estruturas prosencefélicas incluindo o hipotalamo, regibes especificas do cortex
cerebral a area septal e a amigdala (LOEWY e MCKELLAR, 1980; LOEWY, 1991,
DAMPNEY, 1994).

A amigdala é uma estrutura limbica subcortical situada no lobo temporal, na
posicdo medial do cérebro, entre a capsula externa e o hipotdlamo, sendo
subdividida em varios subnudcleos com diferenciacdes funcionais (PITKANEN et al.,
1997; SAH et al.,, 2003). A amigdala € dividida em trés grupos de nucleos: 1) O
grupo profundo ou basolateral, que inclui os nucleos lateral, basal e acessério basal,
2) O grupo superficial ou cortical, que inclui o nucleo cortical e o do trato olfatorio
lateral; e 3) O grupo centro-medial composto pelos nucleos central e medial (PRICE
et al., 1987; MCDONALD, 1998).

A amigdala € uma estrutura chave na regulacdo de respostas autondmicas
associadas a ansiedade e medo. No modelo de medo condicionado, em que se
associam choque nas patas a um estimulo sonoro ou luminoso, ocorrem alteracdes
comportamentais, tais como: congelamento (“freezing”), limpeza (“grooming”),
defecacdo, urinacdo, aumento na frequéncia respiratdria, Ulceras estomacais,
diminuicdo da salivacdo e aumento da frequéncia cardiaca (DAVIS, 1992; LEDOUX,
1998). Estimulacao elétrica ou lesdo da amigdala podem modular estas alteracdes
comportamentais (DAVIS, 1992). A amigdala esta envolvida na modulacdo de

funcdes neuroenddcrinas, bem como de mecanismos efetores viscerais e



comportamentais, dentre eles: aprendizagem e memoria, agressividade e defesa,
sensacao dolorosa, reproducéo e ingestdo (ELEFTHERIOU, 1973; BEN-ARI, 1981;
AGGLETON et al., 1992; AGGLETON, 2000). Além disso, disfuncbes da amigdala
estdo associadas a doencas neuroldgicas e psiquiatricas. (SIMS e WILLIAMS, 1990;
PITKANEN e AMARAL, 1991; BRADY et al, 1992; UNGER e LANGE, 1992;
MCDONALD et al.,, 1993; LEONTOVICH et al., 2004; ASHWELL et al.,, 2005;
OLMOS et al., 2005; MENENDEZ et al., 2006).

A amigdala conecta-se ao hipotdlamo e areas do tronco encefalico,
conhecidas por desempenharem papel importante no controle cardiovascular (OHTA
et al., 1991; DAMPNEY, 1994). Em experimentos em que se realizou ablacdo da
amigdala foi observado um retardo no desenvolvimento de hipertensdo espontanea
(GALENO et al., 1982). Mogenson e Calaresu 1973 relataram que a estimulacao
elétrica do NMA causa respostas pressoras em ratos anestesiados com uretana,
enquanto que em ratos anestesiados com alfa cloralose causa respostas
depressoras (MOGENSON e CALARESU, 1973). Além disso, varios estudos
mostraram alteracfes na pressao arterial e frequiéncia cardiaca apds a estimulacao
elétrica da amigdala em diferentes espécies animais, envolvendo a ocorréncia tanto
de efeitos pressores quanto depressores, dependendo do subnicleo estimulado e
do uso de anestésicos (GELSEMA et al., 1987). A estimulacéo elétrica da amigdala,
além de causar alteracdes cardiovasculares, também causa reacdes de defesa
(HILTON e ZBROZYNA, 1963; FAIERS et al., 1975; STOCK et al., 1978; GALENO et
al., 1982).

A ativacdo de receptores muscarinicos em nucleos do sistema nervoso central
resulta tanto em respostas pressoras quanto depressoras associadas com

taquicardia ou bradicardia, dependendo da espécie estudada e da utilizagcdo ou néo



de anestésicos (BUCCAFUSCO e BREZENOFF, 1979; BREZENOFF e GIULIANO,
1982; HARA et al., 1992; HARUTA et al., 1992; ALLY et al., 1993). Porém em ratos,
a ativacdo de receptores muscarinicos no SNC causa preferencialmente respostas
pressoras (BUCCAFUSCO, 1996). Ha evidéncias indicando o envolvimento da
neurotransmissao colinérgica da amigdala na modulacdo da pressao arterial. A
resposta pressora evocada pela microinjecao i.c.v. de carbacol foi atenuada pela
lesé@o eletrolitica do ndcleo central da amigdala tanto em ratos anestesiados quanto
em nao anestesiados (OZKUTLU et al., 1995), sugerindo ser esta area o sitio de
atuacdo do carbacol. Além disso, respostas pressoras foram observadas apos a
estimulacdo do complexo amigdaloide com carbacol (OHTA et al., 1991). Estes
dados sugerem que a neurotransmissao colinérgica do complexo amigdaléide, por
meio da ativacdo de receptores muscarinicos, module a atividade cardiovascular em
ratos.

Estimulos estressantes causam alteracdes na pressao arterial (LAM et al.,
1995; KAEHLER et al., 2000; KNUEPFER et al., 2001; MULLER et al., 2001; VAN
DEN BUUSE et al., 2001; KAPUSTA et al., 2002; KUBO et al., 2002). A leséo da
amigdala atenuou as respostas pressora e taquicadica evocadas por choques
intermitentes nas patas de ratos (SANDERS et al.,, 1994), bem como respostas
pressoras causadas por estimulo sonoro de alta intensidade (GALENO et al., 1984).

Dados da literatura indicam que o estresse por restricdo (ER) aumenta a
expressdo da proteina c-fos no nudcleo medial da amigdala (KUBO et al., 2004).
Além disso, esses autores relataram que a inibicdo do NMA por microinjecédo
bilateral de muscimol atenuou a resposta pressora desencadeada pelo ER,

sugerindo o envolvimento do NMA na mediacdo dessa resposta.



As respostas cardiovasculares se inserem no componente fisiologico da
resposta comportamental a um estimulo estressante. Uma vez que o NMA conecta-
se com outras estruturas do sistema limbico e também com estruturas envolvidas no
controle neurovegetativo, foi importante avaliar o papel dessa area como integradora
comportamental e cardiovascular.

Nossa hipotese € que a neurotransmissao colinérgica no NMA participa de um
circuito neuronial envolvido na modulacdo de respostas cardiovascular correlatas as
respostas comportamentais desencadeadas por estimulos provenientes do meio
ambiente. Para tanto, nossa proposta foi a estudar o envolvimento dessa area na

expressao das respostas cardiovasculares observados a exposicéo de ratos ao ER.



OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar a participagdo do NMA na resposta cardiovascular induzida por ER, por
meio de sua inibicdo farmacolégica por microinjecdo local de cloreto de cobalto

(inibidor sinaptico).

2) Avaliar o envolvimento da neurotransmissao colinérgica do NMA na resposta
cardiovascular induzida pelo ER, por meio da microinjecdo local de atropina
(antagonista muscarinico ndo seletivo), pirenzepina (antagonista seletivo M1) ou de
4-DAMP (antagonista seletivo M3), bem como de neostigmina (anticolinesterasico)

ou hemicolineo (inibidor da captacdo de colina).



MATERIAIS E METODOS
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1) Animais.

Os experimentos foram feitos em ratos machos Wistar com peso variando entre
220-280 g. Os animais foram fornecidos pelo biotério central da USP de Ribeirdo Preto
sendo mantidos em caixas individuais, com alimentacdo de racdo e agua. Os animais
foram submetidos a alternancia de luz (12 h claro / 12 h escuro). O protocolo para uso de
animais em experimentacdo foi aprovado pela comissdo de ética em experimentacao
animal (CETAE) e esta de acordo com 0s principios éticos na experimentacdo animal

adotado pelo colégio brasileiro de experimentacéo animal (COBEA), n° 149/2007.

2) Técnica de implante de canula-guia no NMA.

O anestésico usado neste procedimento cirdrgico foi o tribromo-cloro-etanol
(Aldrich Chemical Co. Inc.) na dose de 250 mg/Kg na via intraperitonial. A cabeca do
animal foi imobilizada em um estereotaxico (Stoelting, USA) e apos tricotomia foi feita
assepsia do local com alcool a 70%. A seguir, foi injetado 0,3mL 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%. A sutura
sargital foi utilizada como ponto de referéncia para a coordenada lateral. As
coordenadas utilizadas foram determinadas a partir do Atlas do cérebro de rato
(PAXINOS e WATSON, 1997).

Nucleo medial da amigdala:

Antero-posterior: + 6,2 mm em relacéo a linha interaural

Lateral: + 3,4 mm em relagcéo a sutura sagital

Vertical: - 8,0 mm em relacéo a estrutura 0ssea da calota craniana

Incisivo: - 3,2mm
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Com o auxilio de broca odontoldgica, foi feita a trepanacdo do cranio e
canulas guia foram introduzidas bilateralmente no NMA. As canulas foram
manufaturadas e se constituiam de segmentos de agulha hipodérmica com 15 mm
de comprimento e 0,55 mm de diametro externo, 24G. Elas foram fixadas ao cranio
com resina acrilica autopolimerizavel e um pequeno parafuso previamente
rosqueado na calota craniana. Mandris com 0,2 mm de diametro externo e 15 mm de
comprimento foram introduzidos nas canulas, com o objetivo de se evitar sua
obstrucdo durante o periodo de recuperacdo poés-cirurgia. Ao final da cirurgia os
animais receberam 0,2 mL de Pentabidtico veterinario (White, Brasil) por via
intramuscular e 2,5 mg/Kg do analgésico e antiinflamatorio flunixina meglumina

(Banamine, Schering-Plough, Brasil) por via subcutanea.

3) Canulacéo da artéria femoral.

ApoOs 48 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 (12-13 cm), sendo preenchida com salina (NaCl a
0,9%) contendo anticoagulante (5U/mL de heparina) e obstruida com um pino de
metal. O registro da pressao arterial foi realizado através da canula femoral, 24h

apos a cirurgia para os animais acordados.

4) Registro da pressao arterial e freqiiéncia cardiaca.
A canula implantada na artéria femoral foi conectada a um transdutor de

presséao arterial (Hewlett Packard, USA) por meio de um segmento de polietileno PE-
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50. A presséo arterial e a frequéncia cardiaca foram registradas por meio de um pré-
amplificador de um poligrafo HP7754-A (Hewlett Packard, USA) conectado a um

sistema de aquisi¢cado de dados computadorizado (MP-100, Biopac, USA).

5) Técnica para microinjecao de drogas no NMA.

As drogas foram dissolvidas em liquido cefalorraquidiano artificial (LCA) com
a seguinte composicdo: 100mM NaCl; 2mM Na3PO4; 2,5mM KCI; 1,0mM MgCI2;
27mM NaHCO3 e 2,5mM CaCl2; pH=7,4) e administradas diretamente no NMA.
Para as microinjeces foi usada 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). A agulha microinjetora foi 1,0 mm mais longa do que a canula guia.

Todas as microinjecdes foram realizadas no volume de 100nL.

6) Estresse por Restricao.

O tubo de restricdo é constituido por um tubo cilindrico de plastico, medindo
15cm de comprimento e 6,5cm de diametro. O rato permaneceu no tubo por 1 h,
sendo a presséo arterial registrada continuamente durante a sua permanéncia no

tubo.

7) Drogas utilizadas.

e Cloreto de cobalto (Merck), bloqueador ndo seletivo de sinapses (Kretz,
1984). A dose de cloreto de cobalto (ImM) foi escolhida a partir de trabalhos
indicando ser esta dose eficaz em interferir com a transmissao sinaptica (RESSTEL

et al., 2004; TAVARES e CORREA, 2006).
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e Atropina (Merck), antagonista ndo seletivo dos receptores muscarinicos. A
dose de atropina (3nmol) foi escolhida com base em experimentos prévios
realizados em nosso laboratoério (ALVES et al., 2007).

¢ Pirenzepina (RBI), antagonista seletivo dos receptores muscarinicos M1. A
dose (6nmol) foi escolhida com base em experimentos prévios realizados em nosso
laboratorio (ALVES et al., 2007).

e 4-DAMP (RBI), antagonista seletivo dos receptores muscarinicos M3. A
dose (2nmol) foi escolhida com base em experimentos prévios realizados em nosso
laboratério (ALVES et al., 2007).

e Hemicolinio (RBI), um inibidor da captacdo da colina. A dose (2nmol) foi
escolhida com base em experimentos prévios realizados em nosso laboratorio
(FERNANDES et al., 2005).

e Neostigmina (RBI), um anticolinesterasico. A dose (1nmol) foi escolhida com
base em experimentos piloto realizados em nosso laboratério.

e Uretana (Sigma).

¢ Tribromo-cloro-etanol (Aldrich Chemical )

8) Determinacdo anatémica do sitio de injegao.

Ao final de cada experimento, os animais foram anestesiados com uretana
(1,2g/kg i.p.). Foi injetado o corante azul de Evans a 1% no local da microinjecéo da
droga, para determinacdo do sitio de injecdo. Em seguida, os ratos foram
submetidos a perfusdo cerebral. Para isso, foi feita abertura da caixa toracica para
exposicao do coracdo, e em seguida a aorta descendente foi bloqueada com uma
pinca hemostéatica. Uma agulha para perfusdo foi introduzida no ventriculo

esquerdo, e uma incisao foi feita na auricula direita para o escoamento do sangue e



14

do perfusado. A perfusao foi realizada inicialmente com 20mL de solucéo fisiol6gica
de NaCl 0,9%, seguida por 20mL de solucédo tamponada de formalina a 10%.
Posteriormente, os cérebros foram retirados da caixa craniana e foram pos-
fixados em solucdo de perfusédo. Os cérebros foram seccionados com o auxilio de
um criostato. Foram feitas varias seccbes da area do NMA, coradas com cresil
violeta a 0,5% e analisadas utilizando-se o atlas (PAXINOS e WATSON, 1997) como

referéncia.

9) Analise estatistica.

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Prism
(GraphPad, USA). O teste t de Student pareado foi usado para comparar os valores
basais de PA e FC antes e ap0és os tratamentos farmacoldgicos.

A analise de variancia de dois fatores (two-way ANOVA) foi utilizada para
analisar as variaveis os fatores do tratamento (controle ou droga) e o tempo como
medida repetida.

Os valores de PA e FC foram continuamente registrados por 10 min antes
(basal) e 60 min durante a restricdo. Os dados foram expressos como média £ erro
padrdo da média (EPM) das variacbes de PAM ou das variacbes da FC da linha
basal (APA e AFC), de onde foi coletado com uma amostragem de 0,857 pontos por
minuto. Para propadsito estatistico, as curvas de 60 pontos foram re-amostradas para
seis pontos, correspondentes ao numero de animais por grupo: o 1° ponto foi obtido
fazendo-se uma média aritmética de pontos entre 0 a 5 min, o 2° ponto entre 6 a 10
min, o 3° ponto foi obtido no minuto 11, o 4° ponto entre 12 a 26 min, 0 5° ponto
entre 27 a 41 min e 0 6° ponto entre 42 a 70 min. Os dois primeiros correspondem

ao periodo basal que antecede o inicio da restricdo, enquanto os quatros ultimos
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correspondem ao periodo de restricdo. As figuras ilustrativas mostradas nos
resultados foram feitas com 60 pontos para melhor visualizagdo da curva temporal.

Foram considerados como significativos os resultados que apresentaram p< 0,05.



PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
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Em todos os protocolos os animais foram levados, em suas respectivas
caixas, a sala de experimentacdo. Cada animal foi conectado ao sistema de registro
da presséao arterial, em sua respectiva caixa, para registro da pressao arterial basal
por 10 min. Em seguida, ainda conectado ao sistema de registro da pressao arterial,
o rato foi transferido para o tubo de restricdo, onde permaneceu por 1 h. A pressao
arterial foi registrada durante todo o periodo de restricdo. Foi feita apenas uma

microinjecao de droga ou LCA por animal, aplicada antes da restricao.

1) Respostas cardiovasculares a ER.
Este protocolo teve por objetivo determinar alteracbes na pressao arterial e
freqUéncia cardiaca em resposta ao ER. Para isso, os animais foram canulados na

artéria femoral e apds 24 h foram submetidos ao ER.

2) Efeito do blogueio da neurotransmissdo no NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se sinapses do NMA estao
envolvidas na modulacdo da resposta cardiovascular ao ER. Os animais foram divididos
em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto que no outro
foi injetado CoCl,, um inibidor ndo seletivo de sinapses, na concentracdo de 1mM.

Todos os animais receberam microinjecéo bilateral das drogas.

3) Efeito de um antagonista muscarinico ndo seletivo na NMA sobre as
respostas cardiovasculares ao ER.
Este protocolo visou determinar se as alteracfes cardiovasculares ao ER

envolvem a ativacdo de receptores muscarinicos no NMA. Os animais foram
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divididos em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto
que no outro foi injetada atropina na dose de 3nmol. Todos 0s animais receberam

microinjecao bilateral das drogas.

4) Efeito de um antagonista muscarinico M1 na NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Este protocolo visou determinar se as alteracfes cardiovasculares ao ER
envolvem receptores muscarinicos do subtipo M1 no NMA. Os animais foram
divididos em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto
que no outro foi injetada pirenzepina na dose de 6nmol. Todos 0s animais

receberam microinjecao bilateral das drogas.

5) Efeito de um antagonista muscarinico M3 no NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Este protocolo visou determinar se as alteracfes cardiovasculares ao ER
envolvem receptores muscarinicos do subtipo M3 no NMA. Os animais foram
divididos em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto
que no outro foi injetado 4-DAMP na dose de 2nmol. Todos os animais receberam

microinjecao bilateral das drogas.

6) Efeito de um inibidor da captacdo da colina no NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se a resposta cardiovascular ao
ER seria alterada pela inibicdo da sintese de acetilcolina no NMA. Os animais foram

divididos em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto
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gue no outro foi injetado hemicolinio na dose de 2nmol. Todos 0s animais receberam

microinjecao bilateral das drogas.

7) Efeito de um anticolinesterasico no NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

Este protocolo teve por objetivo determinar se a resposta cardiovascular ao
ER seria alterada pela inibicdo da degradacdo de acetilcolina. Os animais foram
divididos em dois grupos. Em um grupo foi microinjetado 100nL de LCA, enquanto
que no outro foi injetada neostigmina na dose de 1nmol. Todos os animais

receberam microinjecao bilateral das drogas.



RESULTADOS
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1- Caracterizagéo das respostas cardiovasculares ao ER.

Os valores basais da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) dos
animais nao tratados (sem canulas no NMA) foram: pressao arterial média (PAM) 10
minutos antes do ER= 95 + 4mmHg e imediatamente antes do inicio do ER= 101 +
5mmHg, t=1.517, P=0,1800, n = 7, e FC 10 min antes do ER= 368 + 10bpm e
imediatamente ante do ER= 359 + 10bpm, t=2.029, P=0,0888, n=7. O ER por 60 min
em ratos nao tratados causou uma resposta caracterizada por um pico inicial de
aumento da PAM, seguido por um longo periodo de hipertensdo menos intensa
(Interagdo: Fs7,= 8,177, P<0,0001; Tratamento: Fj 7= 41,25, P<0,0001; Tempo:
Fs7.= 8,177, P<0,0001, analise de variancia de 2 fatores). A resposta pressora foi
acompanhada por aumento significativo na FC ao longo de todo o periodo de
restricdo (Interacdo: Fs7,= 2,437, P<0,0001; Tratamento: F;7,= 23,26 P<0,0001,;

Tempo: Fs 7= 2,437, P<0,0001, ANOVA de 2 fatores), Figura 1.

2- Efeito da microinjegdo com LCA no NMA sobre as respostas
cardiovasculares ao ER.

A microinjecdo 100nL de LCA bilateralmente no NMA néo alterou os valores
basais de PA. A PAM 10 min antes de LCA =92 + 2mmHg e imediatamente antes do
ER= 92 + 3mmHg, t=0.5120, P=0,6244, n=7 ou da FC, 10 min antes de LCA =374 +
7bpm e imediatamente antes do ER= 370 + 7bpm, t=0.4868, P=0,6413, n=7.

O ER causou aumento tanto na PA guanto na FC dos animais tratados com
LCA. Essas respostas foram semelhantes as observadas no grupo de ratos sem
canulas no NMA (APAM: Interagdo: Fs7,=0,1243, P=0,9865; Tratamento:

F17,=1,824, P=0,1810; Tempo: Fs7,=32,09, P<0,0001. AFC: Interacao: Fs7,=0,6853,
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P=0,6361; Tratamento: F;7»=1,874, P=0,1752; Tempo: Fs7,=14,88, P<0,0001,
ANOVA de 2 fatores), Figura 1.

Registros representativos de rato do grupo controle sem canulas no NMA e de
rato tratado com a microinjecdo bilateral de LCA, mostrando alteracdes
cardiovasculares decorrentes do ER, estdo apresentados na Figura 2.

Apesar do implante das canulas-guia causam lesfes nas areas dorsais ao
NMA, ndo foram observadas diferencas nas respostas cardiovasculares evocadas
pelo estresse por restricdo, entre 0s animais com e sem canulas-guia implantadas.

Os animais tratados com LCA foram utilizados como controle para o0s
experimentos envolvendo manipulacéo farmacolégica do NMA. Uma fotomicrografia
de uma seccdo coronal do cérebro de um rato mostrando sitios bilaterais de

microinjecdo no NMA esta apresentada na Figura 3.
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Figura 1- Curvas temporais mostrando as alteracbes na PAM e FC observadas

durante o ER em animais controle sem canulas (n= 7) ou tratados com LCA (100nL

bilateral no NMA (n= 7).
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Figura 2- Registros representativos de rato do grupo sem canulas no NMA e de rato
tratado com a microinjecdo bilateral de LCA submetidos ao ER, mostrando
alteracbes na pressao arterial média (PAM), pressdo arterial pulsatil (PAP) e
freqUéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de restricdo. O

inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.
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Figura 3- Fotomicrografia de uma seccdo coronal do cérebro de rato mostrando
sitios de microinjecdo bilateral no nicleo medial da amigdala. NMA — nucleo medial

da amigdala; OT - trato optico.
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3- Efeito do bloqueio sinaptico por microinjecdo de cobalto bilateralmente no

NMA sobre as respostas cardiovasculares ao ER.

A microinjegcdo de cobalto bilateralmente no NMA néo alterou os valores
basais de PA. A PAM antes de CoCl, = 91 £ 3mmHg e 10 min apdés, imediatamente
antes do ER= 96 + 5mmHg, t=1.228, P=0,2654, n=7, ou da FC, antes do CoCl, =353
+ 18 bpm e imediatamente antes do ER= 349 + 7bpm, t=0.2142, P=0,8375, n=7.

O ER causou aumento tanto da PA guanto FC nos animais do grupo controle
(100nL LCA, bilateral) ou tratados com o inibidor sinaptico cobalto (1mM, bilateral)
no NMA. O ER causou resposta taquicardica significativamente maior nos ratos
tratados com cobalto no NMA, quando comparado aos animais controle com LCA
(Interacdo: Fs75=3,594, P=0,0056; Tratamento: F;s=32,68, P<0,0001; Tempo:
Fs75=17,58, P<0,0001, ANOVA de 2 fatores). Nao houve diferenca significativa nas
respostas pressoras ao ER entre os grupos cobalto e LCA (Interacéo: Fs75=0,4125,
P=0,8388; Tratamento: F;7s=1,021, P=0,3154; Tempo: Fs73=35,34, P<0,0001,
ANOVA de 2 fatores), Figura 5.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com a
microinjecdo bilateral de cobalto, mostrando o efeito do bloqueio de sinapses do
NMA por cobalto sobre as alteracfes cardiovasculares decorrentes do ER estéao
apresentados na Figura 6.

Também avaliamos a participacdo de areas adjacentes ao NMA na resposta
cardiovascular ao ER. A microinjecdo de cobalto bilateralmente em areas adjacentes

ao NMA nao alterou os valores basais de PA. A PAM antes de CoCl, = 96 +

3,1mmHg e 10 min apods, imediatamente antes do ER= 98 + 4mmHg, t=1.343,
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P=0,2503, n=5, ou da FC, antes do CoCl, = 373,2 + 7,6 bpm e imediatamente antes
do ER= 359 + 9 bpm, t=1,418, P=0,2292, n=5.

O ER causou aumento tanto da PA quanto da FC nos animais do grupo
controle (100nL LCA bilateral no NMA) ou nos animais microinjetados em areas
adjacentes ao NMA (1mM, bilateral). Ndo houve diferenca significativa no padrao
das respostas cardiovasculares (APAM: Interacdo: Fs75=0,09355, P=0,9930;
Tratamento: F; 78=0,7245, P=0,3977; Tempo: Fs75=21,16, P<0,0001. AFC: Interacéo:
Fs78=0,09229, P=0,9932; Tratamento: F;7,s=0.00002359, P=0.9961; Tempo:
Fs75=13,21, P<0,0001, ANOVA de 2 fatores).

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersdo dos sitios de microinjecdo de cobalto ou LCA nos

cérebros dos ratos utilizados estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a disperséo dos sitios de microinjecdo de cobalto (@) e LCA (O)
no nucleo medial da amigdala (NMA), ou microinjecdo de cobalto em areas
adjacentes ao NMA (m) . IA - interaural; NCA - nucleo central da amigdala. BLA -

nacleo basolateral da amigdala. OT - trato Optico.
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Figura 5- Curvas temporais mostrando as alteracbes na PAM e FC observadas
durante o ER em tratados com 100nL LCA bilateral (n =7) ou cobalto (1mM) bilateral

(n=7).



200 -

150 =

100

PAM (mmHg)

50 =

200 =

150 =

100

PAP (mmHg)

50 -

6007

500 =

400 —

FC (bpm)

300 —

200~

LCA

O b

70
(min)

PAM (mmHg)

PAP (mmHg)

FC (bpm)

200 =

150 —

100 -

50 =

200

150 —

100

50 ~

600

500 —

400 =

300 -

200 =

30

CoCl,

10

70
{min)

Figura 6- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com

microinjecao bilateral de LCA e de rato tratado com cobalto, submetidos ao ER,

mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil

(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.
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4- Efeito da microinjecdo de um antagonista muscarinico nédo seletivo no NMA

sobre as respostas cardiovasculares ao ER.

A microinjecdo de atropina no NMA néo alterou os valores basais de PA. A
PAM antes de atropina= 90 + 2mmHg e 10 min ap6s atropina= 91 + 3mmHg,
t=0.9773, P=0,3661, n=7 ou da FC, antes de atropina= 332 £ 9bpm e ap0ds atropina
= 336 + 8bpm, t=0.5121, P=0,6269, n=7.

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de atropina ou LCA nos
cérebros dos ratos usados estdo apresentados na Figura 7.

O estresse agudo por restricdo causou aumento tanto da PA quanto da FC
nos animais do grupo controle (100nL LCA bilateral) ou tratados com atropina (3nmol
bilateral) no NMA. O ER causou resposta taquicéardica significativamente maior nos
ratos tratados com atropina quando comparado aos animais controles (Interacao:
Fs78=2,197, P=0,0629; Tratamento: F;73=17,87, P<0.0001; Tempo: Fs75=18,06,
P<0,0001, ANOVA de 2 fatores). Nao houve diferenca significativa nas respostas
pressoras ao ER entre os grupos atropina e controle (Interacdo: Fs75=0,6074,
P=0,6944; Tratamento: F;75=0,1022, P=0,7501; Tempo: Fs73=21,25, P<0,0001,
ANOVA de 2 fatores), Figura 8.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com
microinjecao bilateral de atropina, mostrando os efeitos do tratamento com atropina
sobre as alteracdes cardiovasculares decorrentes ao ER estdo apresentados na

Figura 9.
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Figura 7- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de atropina (®) e LCA (O)
no nucleo medial da amigdala (NMA). IA — interaural. NCA - nucleo central da

amigdala. BLA - nacleo basolateral da amigdala. OT - trato éptico.
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Figura 8- Curvas temporais mostrando as alteracbes na PAM e FC observadas
durante o ER em tratados com 100nL LCA bilateral (n =7) ou atropina (3nmol)

bilateral (n=7).
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Figura 9- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com

microinjecao bilateral de LCA e de rato tratado com atropina, submetidos ao ER,

mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil

(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.
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5- Efeito da microinjecdo de um antagonista muscarinico M1 no NMA sobre as

respostas cardiovasculares ao ER.

A microinjecao de pirenzepina no NMA né&o alterou os valores basais de PA. A
PAM antes de pirenzepina= 93 = 5mmHg e 10 min apos pirenzepina= 95 + 5mmHg,
t=0.8639, P=0,4208, n=7 ou da FC, antes de pirenzepina= 369 = 11bpm e 10 min
apos pirenzepina= 372 + 14bpm, t=0.3929, P=0,7080, n=7.

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a disperséo dos sitios de microinjecéo de pirenzepina e LCA nos
cérebros dos ratos utilizados estdo apresentados na Figura 10.

O ER causou aumento tanto da PA quanto da FC nos animais do grupo
controle (100nL LCA bilateral) ou tratados com pirenzepina (6nmol) bilateralmente no
NMA. O ER causou resposta taquicardica significativamente maior nos ratos tratados
com pirenzepina quando comparado aos animais controle (Interacédo: Fs75=3,366,
P=0,0083; Tratamento: F;7s=20,70, P<0,0001; Tempo: Fs73=20,93, P<0,0001,
ANOVA de 2 fatores). Nao houve diferenca significativa nas respostas pressoras ao
ER entre os grupos pirenzepina e controle (Interagcédo: Fs75=0,2552, P=0,9360;
Tratamento: F;75=0,2719, P=0,6036; Tempo: Fs7s=31,25, P<0,0001, ANOVA de 2
fatores), Figura 11.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com a
microinjecdo bilateral de pirenzepina, mostrando os efeitos do tratamento com
pirenzepina sobre as alteracdes cardiovasculares decorrentes ao ER estdo

apresentados na Figura 12.
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Figura 10- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e
WATSON, 1997) indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de pirenzepina
(®) e LCA (O) no nucleo medial da amigdala (NMA). IA — interaural. NCA - nucleo

central da amigdala. BLA - nlcleo basolateral da amigdala. OT - trato éptico.



APAM (mmHg)

AFC (bpm)

75+

50

37

——LCA
—s— Pirenzepina

Tempo (min)

Tempo (min)

Figura 11- Curvas temporais mostrando as alteracdes na PAM e FC observadas

durante o ER em tratados com 100nL LCA bilateral (n =7) ou pirenzepina (6nmol)

bilateral (n=7).
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Figura 12- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com

microinjecao bilateral de LCA e de rato tratado com pirenzepina, submetidos ao ER,

mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil

(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.
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6- Efeito da microinjecdo de um antagonista muscarinico M2 na NMA sobre as

respostas cardiovasculares ao ER.

A microinjecdo de 4-DAMP no NMA néo alterou os valores basais de PA. A
PAM antes de 4-DAMP= 99 + 2mmHg e 10 min apdés 4-DAMP= 100 + 3mmHg,
t=0.3329, P=0,7477, n=9 ou da FC, antes de 4-DAMP= 345 + 14bpm e 10 min apos
4-DAMP= 367 + 16bpm, t=1.227, P=0,2545, n=9.

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de 4-DAMP e LCA nos
cérebros dos ratos usados estao apresentados na Figura 13.

O estresse agudo por restricdo causou aumento tanto da PA quanto da FC
nos animais do grupo controle (LCA 100nL bilateral) ou tratados com 4-DAMP
(2nmol, bilateral) no NMA. N&o houve diferenca significativa no padrdo das
respostas cardiovasculares (APAM: Interacdo: Fs90=0,8292, P=0,5322; Tratamento:
F160=1,160, P=0,2843; Tempo: Fs0=28,35, P<0,0001. AFC: Interaco: Fsgo=0,7688,
P=0,5747; Tratamento: Fj90=0,2962, P=0,5876; Tempo: Fs9,=10,61, P<0,0001,
analise de variancia de 2 fatores), Figura 14.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com
microinjecao bilateral de 4-DAMP, mostrando os efeitos o tratamento com 4-DAMP
sobre alteracdes cardiovasculares decorrentes ao ER estdo apresentados na Figura

15.



Figura 13- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e
WATSON, 1997) indicando a dispersédo dos sitios de microinjecdo de 4-DAMP (@)
e LCA (O) no nacleo medial da amigdala (NMA). IA — interaural. NCA - nucleo

central da amigdala. BLA - nlcleo basolateral da amigdala. OT - trato éptico.
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Figura 14- Curvas temporais mostrando as alteracdes na PAM e FC observadas

durante o ER em tratados com 100nL LCA bilateral (n =7) ou 4-DAMP (2nmol)

bilateral (n=9).
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Figura 15- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com
microinjecdo bilateral de LCA e de rato tratado com 4-DAMP, submetidos ao ER,
mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.



7- Efeito da microinjecado de um inibidor da captacao da colina no NMA sobre

as respostas cardiovasculares ao ER.

A microinjecao de hemicolinio no NMA néo alterou os valores basais de PA. A
PAM antes de hemicolinio= 93 £ 3mmHg e 10 min apdés hemicolinio= 115 +
11mmHg, t=2.080, P=0,1060, n=5 ou da FC, antes de hemicolinio= 340 + 12bpm e
10 min ap6s hemicolinio= 367 = 14bpm, t=1.186, P=0,3011, n=5.

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de hemicolinio (®) e LCA
(O) nos cérebros dos ratos utilizados estdo apresentados na Figura 16.

O ER causou aumento tanto da PA quanto da FC tanto nos animais do grupo
controle (100nL LCA bilateral) quanto nos tratados com hemicolinio (2nmol, bilateral)
no NMA. O ER causou resposta taquicardica significativamente maior nos ratos
tratados com hemicolinio quando comparados a animais controles (Interagao:
Fs66=5,662, P=0,0002; Tratamento: F;e=38,42, P<0,0001; Tempo: Fs5e=25,69,
P<0,0001, ANOVA de 2 fatores). Nao houve diferenca significativa nas respostas
pressoras ao ER entre os grupos hemicolinio e controle (Interacdo: Fses=0,3029,
P=0,9095; Tratamento: F;6=0,3207, P=0,5731; Tempo: Fse=24,90, P<0,0001,
ANOVA de 2 fatores), Figura 17.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com
microinjecao bilateral de hemicolinio, mostrando os efeitos do tratamento com
hemicolinio sobre as alteracbes cardiovasculares decorrentes ao ER estdo

apresentados na Figura 18.



Figura 16- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e
WATSON, 1997) indicando a disperséo dos sitios de microinjecao de hemicolinio
(®) e LCA (O) no nucleo medial da amigdala (NMA). IA — interaural. NCA - nucleo

central da amigdala. BLA - nlcleo basolateral da amigdala. OT - trato éptico.
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Figura 17- Curvas temporais mostrando as alteracdes na PAM e FC observadas
durante o ER em tratados com 100nL LCA bilateral (n= 7) ou hemicolinio (2nmol)

bilateral (n=5).
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Figura 18- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com
microinjecao bilateral de LCA e de rato tratado com hemicolinio, submetidos ao ER,
mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.
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8- Efeito de um anticolinesterasico na NMA sobre as respostas

cardiovasculares ao ER.

A microinje¢cdo de neostigmina no NMA nao alterou os valores basais de PA.
A PAM antes de neostigmina= 94 £ 2mmHg e 10 min ap0s neostigmina= 100 *
4mmHg, t=1.242, P=0,2541, n=8 ou da FC, antes de neostigmina =348 + 10bpm e
10m in apds neostigmina =349 + 7bpm, t=0.2161, P=0,8351, n=8.

Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e WATSON,
1997), indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de neostigmina e LCA nos
cérebros dos ratos usados estao apresentados na Figura 19.

O ER causou aumento tanto da PA quanto da FC nos animais do grupo
controle (100nL LCA bilateral) ou tratados com neostigmina (1nmol, bilateral) no
NMA. Nao houve diferenca significativa no padrdo das respostas cardiovasculares
(APAM: Interacdo: Fs73=0,4324, P=0,8247; Tratamento: F;73=0,6914, P=0,4082;
Tempo: Fs75=21,85, P<0,0001. AFC: Interacdo: Fs75=0,8190, P=0,5398; Tratamento:
F176=0,1722, P=0,6793; Tempo: Fs573=10,04, P<0,0001, ANOVA de 2 fatores),
Figura 20.

Registros representativos de rato do grupo controle e de rato tratado com a
microinjecao bilateral de neostigmina, mostrando os efeitos do tratamento com
neostigmina sobre as alteracbes cardiovasculares decorrentes ao ER estdo

apresentados na Figura 21.



Figura 19- Diagramas modificados do atlas do cérebro de rato (PAXINOS e
WATSON, 1997) indicando a dispersao dos sitios de microinjecdo de neostigmina
(®) e LCA (O) no nucleo medial da amigdala (NMA). IA — interaural. NCA - nucleo

central da amigdala.
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Figura 20- Curvas temporais mostrando as alteracdes na PAM e FC observadas

7) ou neostigmina (1nmol)
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Figura 21- Registros representativos de rato do grupo controle tratado com
microinjecao bilateral de LCA e de rato tratado com neostigmina, submetidos ao ER,
mostrando as alteracfes na pressao arterial média (PAM), pressao arterial pulsatil
(PAP) e frequéncia cardiaca (FC) observadas durante o periodo de 60 min de

restricdo. O inicio da restricdo ocorreu em t=10 min.



DISCUSSAO
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No presente trabalho mostramos o papel inibitério do NMA sobre a resposta
taquicardica associada ao ER em ratos. A microinjecéo bilateral de inibidor sinaptico;
antagonistas muscarinicos seletivos e ndo-seletivos ou de inibidor da captacédo de
colina, aumentou a resposta taquicardica sem alterar a resposta pressora associada
ao ER. A microinjecdo bilateral de um anticolinesterasico ndo alterou de forma
significativa o padréo das respostas cardiovasculares ao ER.

A estimulacdo elétrica da amigdala, além de causar alteracdes
cardiovasculares, como aumento da pressao arterial, taquicardia e vasodilatacdo na
musculatura esquelética também causou aumento nas reacdes de defesa, que foram
caracterizadas por aumento no periodo de alerta e atengcdo em ratos (HILTON e
ZBROZYNA, 1963; STOCK et al.,, 1978; GALENO et al.,, 1982). Além disso, a
estimulacao elétrica em diferentes nucleos do complexo amigdaldide causou efeitos
cardiovasculares tanto pressores quanto depressores, dependendo do nucleo
estimulado e do uso de anestésicos, porém a estimulacdo quimica com acido
homocistéico (agonista glutamatérgico) nesses nucleos ndo causou alteracdes
cardiovasculares em ratos néo anestesiados (GELSEMA et al., 1987). Em contraste,
a microinjecdo de L-glutamato no nucleo central amigdala causou respostas
pressoras e taquicardica em ratos ndo anestesiados (IWATA et al., 1987). Portanto,
€ provavel que os efeitos cardiovasculares da estimulacao elétrica dessa area sejam
decorrentes da ativacdo de corpos celulares, e néo fibras de passagem.

O ER é um estimulo aversivo inescapavel que causa alteracéo cardiovascular,
caracterizada por aumento na pressao arterial e frequéncia cardiaca (BARRON e
VAN LOON, 1989; CHEN e HERBERT, 1995; KUBO et al., 2004; MCDOUGALL et
al., 2005; TAVARES e CORREA, 2006; SALOME et al.,, 2007). Além disso,

diferentes mecanismos podem ser evocados durante o ER, tais como aumento nos
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niveis sangtineos do fator de liberacdo de corticotropina (CRF), que desempenha
um papel importante na secrecdo adrenocorticotropina (ACTH) e corticosteroides
(HARBUZ et al., 1992).

O aumento na PA e FC, induzidos por esse estresse psicolégico €
predominantemente mediado por aumento na atividade do sistema nervoso
simpatico cardiaco (BARRON e VAN LOON, 1989).

O ER aumenta a atividade do eixo HPA e a liberacdo de ocitocina, mas nao
de vasopressina, (LANG et al., 1983; GIBBS, 1984; CARTER e LIGHTMAN, 1987;
CALLAHAN et al., 1992; DAYAS et al., 1999). A idéia do envolvimento do NMA na
mediacdo de respostas causadas por estresse € reforcada por dados na literatura
que evidenciaram que a estimulacao elétrica deste nucleo, em ratos anestesiados,
causa ativacdo do eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA), (DUNN e WHITENER,
1986).

A microinjecdo de cobalto em nucleos do sistema nervoso central € uma
ferramenta farmacologica amplamente utilizada para causar bloqueio da transmisséo
sinaptica, atuando na condutancia dos canais de calcio (KRETZ, 1984). No presente
estudo, nos observamos que a ablacdo farmacolégica do NMA pela microinjecao
bilateral de cobalto ndo afetou o aumento da presséao arterial evocada pelo ER, mas
causou aumento significante na resposta taquicardica observada durante a restricao.
Este resultado sugere que a neurotransmissdo no NMA modula de forma inibitoria o
componente cardiaco da resposta cardiovascular ao ER.

Estruturas tais como a area septal lateral (KUBO et al., 2002; KANAYA et al.,
2003), o hipotalamo lateral (KUBO et al., 2001; KROUT et al., 2005), o cortex pré-
frontal medial (TAVARES e CORREA, 2006), o nucleo leito da estria terminal

(CRESTANI et al., 2008) e os nucleos central e medial da amigdala (KUBO et al.,
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2004; SALOME et al., 2007) fazem parte do circuito de areas que modulam a
resposta cardiovascular ao ER. Estudos da literatura indicam uma maior participacao
do NMA em situacdes de estresse e dentre os outros nucleos da amigdala, foi
observado uma maior expressao de proteina c-fos no NMA apds exposicdo a
situacOes aversivas (CANTERAS et al., 1995; CHEN e HERBERT, 1995; CULLINAN
et al., 1995; DAYAS et al., 2001a; DAYAS et al., 2001b; KUBO et al., 2004; CRANE
et al., 2005; TRNECKOVA et al., 2006).

Kubo et al. (2004) relataram o envolvimento do NMA na mediacdo das
respostas pressoras induzidas pelo ER. A inibicdo desta area pela ativacdo de
receptores gabaérgicos por meio da microinjecao bilateral de muscimol atenuou a
resposta pressora desencadeada pelo ER. A ocorréncia de taquicardia, em ratos,
durante exposicdo a situacdes estressantes esta bem documentada na literatura
(BARRON e VAN LOON, 1989; CHEN e HERBERT, 1995; MCDOUGALL et al.,
2005; TAVARES e CORREA, 2006; SALOME et al., 2007). No entanto, Kubo et al.
(2004) néo registraram as respostas de FC durante seu experimento e utilizaram
muscimol (agonista gabaérgico) para inibir a atividade do NMA. Diferentemente,
usamos o cobalto que, por competir com o Ca®", inibe todos os tipos de
neurotransmissédo na area em estudo e observamos aumento da resposta
taquicardica ao ER.

Salomé e cols. relataram que a inibicdo farmacolégica do nucleo central da
amigdala (NCA) por estimulacdo de receptores gabaérgicos através da microinjecao
de muscimol atenuou a resposta taquicardica desencadeada pelo ER (SALOME et
al., 2007). Além disso, esses autores sugeriram que a taquicardia provocada pelo
ER envolve dois componentes: inicialmente um componente independente da

amigdala, visto que o bloqueio do NCA né&o afetou a magnitude do inicio da resposta
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taquicardica, e um segundo, dependente da amigdala, uma vez que a manutencéo
da taquicardia foi totalmente abolida apdés o bloqueio. Portanto, estes resultados
juntamente com 0s Nossos, que mostraram que ablacdo farmacologica do NMA com
cobalto aumentou a resposta taquicardica durante o ER, sugerem que os nucleos
central e medial da amigdala modulem respostas cardiovasculares a situactes
aversivas, de forma opostas. Todavia Salome et al., (2007) ndo mostraram os efeitos
da inibicdo do NCA na resposta pressora durante o ER.

Estudos da literatura indicam a presenca de acetilcolina, colina
acetiltransferase, acetilcolinesterase e de receptores muscarinicos no NMA
(HOOVER et al., 1978; ROTTER et al.,, 1979), caracterizando a existéncia de
neurotransmissao colinérgica neste nucleo.

Em outro estudo, apos a administracdo de carbacol (agonista muscarinico
nao seletivo), de serotonina ou de noradrenalina no NMA, apenas o carbacol causou
respostas pressora e taquicardica. Além disso, as respostas ao carbacol foram
mediadas por receptores muscarinicos (OHTA et al.,, 1991), mostrando que a
neurotransmissao colinérgica no NMA, via receptores muscarinicos, é capaz de
modular a atividade cardiovascular em ratos.

Para verificar o papel da neurotransmisséao colinérgica do NMA na resposta
cardiovascular associada ao ER, animais foram pré-tratados bilateralmente com
atropina (antagonista muscarinico nao seletivo). O bloqueio dos receptores
muscarinicos do NMA causou aumento da taquicardia, semelhante ao observado
apos a InibicAo farmacolégica dessa area com cobalto, sugerindo que
neurotransmissdo colinérgica local module de forma inibitéria as respostas

cardiovasculares causadas pelo ER.
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Uma vez que ndés observamos que a neurotransmissao colinérgica existente
no NMA poderia modular a resposta cardiovascular ao ER, tornou-se relevante
avaliar qual subtipo de receptor muscarinico estaria envolvido nesta resposta. Para
determinar qual o subtipo de receptor muscarinico mediaria 0 aumento na resposta
taquicardica ao ER, os animais foram pré-tratados bilateralmente com pirenzepina
(antagonista muscarinico do subtipo M1) e 4-DAMP (antagonista muscarinico do
subtipo M3). O bloqueio dos receptores muscarinicos do subtipo M1 no NMA
aumentou a resposta taquicardica, sugerindo o envolvimento destes receptores na
modulacdo da resposta cardiovascular causada pelo ER, enquanto que o bloqueio
dos receptores muscarinicos do subtipo M3 nédo afetou a resposta taquicardica ao
ER. Dados da literatura indicam que a pirenzepina (seletividade relativa
M1>>M2=M3) e 4-DAMP (seletividade relativa M1=M3>M2) sdo equipotentes para
M1, enquanto que o 4-DAMP é 10-100 vezes mais potente que a pirenzepina em
receptores M2 ou M3 (HULME et al., 1990). Experimentos utilizando técnica de
auto-radiogréfia, indicaram a presenca predominante de receptores muscarinicos do
subtipo M1 no NMA (SPENCER et al., 1986).

Os resultados do nosso estudo indicam que sinapses no NMA exercem papel
inibitdrio sobre o componente cardiaco da resposta cardiovascular ao ER
observados em ratos. Além disso, também mostram que este papel inibitério &
mediado por receptores colinérgicos do subtipo M1. Ainda, a microinjecao unilateral
de carbacol ou a estimulacéo elétrica do NCA causou aumento da pressao arterial,
mediado por receptores muscarinicos do subtipo M1 (ASLAN et al., 1997). Estas
observacdes sugerem que, ao nivel do complexo amigdaldide, a neurotransmissao

colinérgica envolve a participacédo de receptores muscarinicos do subtipo M1.
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Para confirmar o envolvimento da neurotransmisséo colinérgica local do NMA
na modulacédo das respostas cardiacas evocadas pelo ER, nés pré-tratamos o NMA
com o inibidor do carreador de colina hemicolinio, o qual bloqueia a sintese de
acetilcolina. O tratamento com hemicolinio aumentou a resposta taquicardica ao ER,
de forma semelhante ao observado ap0s o tratamento com cobalto, atropina ou
pirenzepina. Este resultado sugere fortemente o envolvimento de neurotransmissao
colinérgica do NMA, exercendo papel inibitério sobre o componente cardiaco da
resposta cardiovascular ao ER, observada em ratos.

Resultados prévios mostraram que areas do sistema limbico, como o cértex
pré-frontal medial (CPFM) e o nudcleo leito da estria terminal (NLET), exercem
influéncia excitatéria sobre o componente cardiaco parassimpatico nas repostas
cardiovasculares induzidas pelo ER (TAVARES e CORREA, 2006; CRESTANI et al.,
2008). Esses dados sugerem que a atividade parassimpatica esta envolvida com a
modulacdo da atividade cardiaca, taquicardia, durante o ER. No mesmo sentido,
nossos dados mostraram que o NMA também parece ter uma funcdo modulatoria
sobre o componente cardiaco durante o estresse, provavelmente por aumentar a
atividade parassimpatica. Assim, uma vez que o NMA apresenta conexdes com
CPFM e NLET, o mesmo poderia participar dessa via de modulacao cardiovascular
durante essa situacdo aversiva (CANTERAS et al.,, 1995; VERTES, 2004).
Entretanto, nossos dados n&do descartam a possivel influéncia do NMA sobre o
componente simpatico cardiaco, uma vez que o aumento da atividade simpatica

também levaria a aumentos da taquicardia associada ao ER.



58

Estruturas prosencefalicas constituem a maior fonte de inervacéo colinérgica
para a formacdo hipocampal, amigdala, bulbo olfatorio e diferentes areas corticais.
Neurdnios colinérgico no septo medial e porcao vertical da banda diagonal projetam-
se predominantemente para o hipocampo, enquanto que neurdnios do nucleo
magnocelular basal e substancia inominata inervam o cortex cerebral e a amigdala.
(AMARAL e WITTER, 1995). Além disso, essa complexa rede neuronial colinérgica
foi mostrada estar envolvida em respostas autonémicas ao estresse (GILAD et al.,
1985; GILAD et al., 1986) ou em reacdes de defesa (HILTON et al., 1983; HILTON e
SMITH, 1984).

Os resultados do nosso estudo indicam que sinapses colinérgicas e
receptores muscarinicos do subtipo M1 presentes no NMA exercam papel inibitorio
importante sobre o componente cardiaco das respostas cardiovasculares ao ER, em
ratos. Assim, o NMA participaria do circuito neuronial envolvido na modulacdo de
respostas cardiovascular correlatas a respostas comportamentais observadas

durante exposicao a situacOes aversivas.
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THE MEDIAL AMYGDALOID NUCLEUS MODULATES
CARDIOVASCULAR RESPONSES TO ACUTE RESTRAINT IN RATS
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Abstract—The medial amygdaloid nucleus (MeA) modulates
several physiological and behavioral processes and among
them, the cardiovascular correlates of behavioral responses
to stressful stimuli. Acute restraint evokes cardiovascular
responses, which are characterized by both elevated blood
pressure (BP) and intense heart rate (HR) increase. We pres-
ently report effects of MeA pharmacological manipulations
on BP and HR responses evoked by acute restraint in rats.
Bilateral microinjection of 100 nL of the unspecific synaptic
blocker CoCl, (1 mM) into the MeA increased HR response to
acute restraint, without significant effect on the BP response.
This result indicates an inhibitory influence of MeA on re-
straint-evoked HR changes. Injections of the non-selective
muscarinic receptor antagonist atropine (3 nmol); the inhib-
itor of choline uptake hemicholinium (2 nmol) or the selective
M,-receptor antagonist pirenzepine (6 nmol) caused effects
that were similar to those caused by cobalt. These results
suggest that local cholinergic neurotransmission and M;-
receptors mediate the MeA inhibitory influence on restraint-
related HR responses. Pretreatment with the M3 receptor
antagonist 4-DAMP (2 nmol) did not affect restraint-related
cardiovascular responses, reinforcing the idea that M,-recep-
tors mediate MeA-related inhibitory influence on restraint-
evoked HR increase. © 2009 Published by Elsevier Ltd on
behalf of IBRO.

Key words: CNS, medial amygdaloid nucleus, cholinergic
receptors, cardiovascular system, restraint stress, auto-
nomic nervous system.

The amygdaloid complex is a subcortical limbic structure,
which is located in the temporal lobe between the external
capsule and hypothalamus. It was divided into subnuclei
based on cytoarchitecture, chemoarchitecture and con-
nections (Price et al., 1987). The complex is involved in
functions such as memory, attention, emotional signifi-
cance of sensory stimuli, perception of emotional expres-
sion and generation of emotional aspects of dreams
(Davis, 1992; Scott et al., 1997; Rosen and Donley, 2006).
The complex is divided into three groups (Pitkanen et al.,
1997; Sah et al., 2003): 1) the deep or basolateral group,
*Corresponding author. Tel: +55-16-3602-3206; fax: +55-16-3633-2301.
E-mail address: fmdacorr@fmrp.usp.br (F. M. A. Corréa).

Abbreviations: aCSF, artificial cerebrospinal fluid; ANOVA, analysis of
variance; BP, blood pressure; CeA, central amygdala; HPA, hypo-
thalamic—pituitary—adrenal; HR, heart rate; MAP, mean arterial pres-

sure; MeA, medial amygdaloid nucleus; PAP, pulsatile arterial pres-
sure.

0306-4522/09 © 2009 Published by Elsevier Ltd on behalf of IBRO.
doi:10.1016/j.neuroscience.2009.01.003
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which includes the lateral, the basal, and accessory basal
nuclei; 2) the superficial or cortical-like group, which in-
cludes the cortical nuclei and nucleus of the lateral olfac-
tory tract; and 3) the centromedial group composed of the
medial and central nuclei.

The complex is connected with hypothalamic and
brainstem areas that are involved with cardiovascular reg-
ulation (Ohta et al., 1991; Dampney, 1994). Its stimulation
evoked either pressor or depressor responses depending
on stimulation sites and anesthesia (Gelsema et al., 1987).
Electrical stimulation of central and basal amygdaloid nu-
clei elicited depressor responses and moderated bradycar-
dia, while stimulation of medial nucleus and pyriform cortex
evoked pressor responses and tachycardia (Faiers et al.,
1975).

Among several neuronal groups involved in cardiovas-
cular control, the amygdala contains cholinergic neurons
and muscarinic receptors (Rotter et al., 1979). Pressor
responses were reported after carbachol microinjection
into the amygdala (Ohta et al.,, 1991) and the pressor
response evoked by the carbachol i.c.v. was suppressed
by electrolytic lesions of the central nucleus of the amyg-
dala (Ozkutlu et al., 1995), suggesting its action in that
nucleus. Stress stimuli are known to evoke cardiovascular
changes such as blood pressure (BP) increase and tachy-
cardia (Muller et al., 2001; Tavares and Correa, 2006).
Pressor responses evoked by foot-shock in spontaneously
hypertensive rats (Sanders et al., 1994) or by exposure of
borderline hypertensive rats to acute noise stress (Galeno
et al., 1984) were reduced after electrolytic lesion of amyg-
dala. Also, Crane et al. (2005) and Kubo et al. (2004)
reported increased c-fos expression in the medial amyg-
daloid nucleus (MeA) (Kubo et al., 2004; Crane et al.,
2005) of normotensive rats after restraint. MeA inhibition
with muscimol was reported to attenuate the restraint-
evoked pressor response (Kubo et al., 2004). Although the
later report strongly suggests that MeA modulates stress-
evoked pressor responses, heart rate (HR) was not re-
corded. Considering the important cardiac component of
stress responses, it would be relevant to evaluate the role
of MeA in HR control. Also, there is no evidence on neu-
rotransmitters involved in the mediation of MeA influence
on stress-evoked cardiovascular responses.

In the present study, we examined the effect of synap-
tic blockade by CoCl, microinjection bilaterally into the
MeA on BP and HR responses to restraint stress. Micro-
injection of cobalt into brain nuclei is a useful tool to cause
pharmacological blockade of synaptic transmission, by
acting on calcium channels conductance (Kretz, 1984). We
also tested the hypothesis that a cholinergic neurotrans-

| tapraid3/zpn-nsc/zpn-nsc/zpn99907/zpn3520d08z | nairre | S=1[ 1/19/09 | 17:43 | Art: 10875 | |

OCoOoO~NOOOPR~,OWDN -


mailto:fmdacorr@fmrp.usp.br

56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114

AQ: 3

AQ: 4

2 E. A. T. Fortaleza et al. / Neuroscience xx (2009) xxx

mission within the MeA mediates the nucleus’s influence
on stress-evoked cardiovascular responses. For that pur-
pose, we pretreated the MeA with the cholinergic antago-
nists atropine, pirenzepine and 4-DAMP, as well as with
the choline’s carrier inhibitor hemicholium.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Subjects

Experimental procedures were carried out following protocols ap-
proved by the Ethical Review Committee of the School of Medi-
cine of Ribeirdo Preto. Male Wistar rats weighing 250—-280 g were
used in the present experiment. Animals were housed individually
in plastic cages in a temperature-controlled room (25 °C) at the
Animal Care Unit of the Department of Pharmacology, School of
Medicine of Ribeirdo Preto. Animals were kept under a 12-h
light/dark cycles (lights on at 06:00 h). Animals had free access to
water and standard laboratory food, except during the experimen-
tal period. Rats were transported to the experiment room and
remained in their own cages until experimental restraint proce-
dure. Experiments were performed during the morning period to
minimize possible circadian rhythm interferences.

Surgical preparation

Animals were anesthetized with tribromoethanol (250 mg/kg i.p.)
and their heads were fixed to a stereotaxic apparatus (Stoelting,
USA). The skull was surgically exposed and trepanned with a
dental drill at a point located 3.4 mm from midline and 6.2 mm
anterior to the interaural line, according to the rat brain atlas of
(Paxinos and Watson, 1997). Bilateral stainless steel guide can-
nulas (24G, 15 mm-long) were lowered 8.0 mm from the skull.
Guide cannulas were positioned 1 mm above intended injection
sites and fixed to the skull by a metal screw and dental cement.
Animals were allowed to recover for 48 h before a polyethylene
catheter was implanted into the femoral artery under anesthesia,
for chronic recording of arterial BP and HR. The catheter was
exposed on the dorsum of the animals and attached to the skin,
allowing arterial pressure recording of unanesthetized rats 24 h
after surgery.

Drug microinjection into the MeA

Drugs were dissolved in artificial cerebrospinal fluid (aCSF com-
position: NaCl 100 mM; Na;PO, 2 mM; KCI 2.5 mM; MgCl, 1 mM;
NaHCO, 27 mM; CaCl, 2.5 mM; pH=7.4). For microinjections, we
used a 1 uL syringe (KH7001, Hamilton, USA) connected to a 33G
injection needle (Small Parts Inc., FL, USA) by PE-10 polyethyl-
ene tubing. The needle was inserted into the guide cannula that
was 1.0 mm shorter than the needle. All injections were performed
in a volume of 100 nL.

Pulsatile arterial pressure (PAP) was recorded using an am-
plifier (model 7754A, Hewlett Packard, USA) coupled to a com-
puterized acquisition system (MP 100, Biopac, USA). Mean arterial
pressure (MAP) and HR were derived from PAP data using the
AcgKnowledge Il software (Biopac). MAP was calculated accord-
ing to the equation: diastolic pressure+(systolic—diastolic)/3. HR
(beats/min; bpm) was calculated from PAP peak intervals inte-
grated each 6 s.

Experimental procedure: acute restraint

Animals were transported to the experimental room in their home
cages. They were allowed a 1 h period to adapt to the conditions
of the experimental room, such as sound and illumination, before
start BP and HR recording. The experimental room was acousti-
cally isolated and had constant background noise generated by an

air exhauster. At least another 20 min period was allowed for
baseline recording before experiments were initiated. After record-
ing baseline values, bilateral microinjections of drugs or vehicle
were made into the MeA, each animal receiving only one micro-
injection per brain side. Care was taken to start injection whenever
stable BP and especially HR was observed. The injection needle
was slowly introduced into the guide cannula without touching or
restraining the animals. Ten minutes later, the animals were
submitted to restraint, which was initiated by putting animals in
a small plastic cylindrical restraining tube (diameter=6.5 cm and
length=15 cm). Restraint lasted 60 min, after which the animals
were returned to their cages. Each animal was submitted to one
session of restraint in order to prevent habituation.

Animals were divided into eight experimental groups: (1) un-
treated group, without guide cannula in the brain; (2) aCSF group,
vehicle microinjected into the MeA; (3) cobalt group, synaptic
inhibitor microinjected into the MeA; (4) atropine group, non-
selective cholinergic muscarinic antagonist atropine microinjected
into the MeA; (5) pirenzepine group, M1 receptors selective mus-
carinic antagonist pirenzepine into the MeA; (6) 4-DAMP group,
M3 receptors selective muscarinic antagonist 4-DAMP into the
MeA,; (7) hemicholinium group, inhibitor of choline carrier into the
MeA.

BP recording

PAP of freely moving animals was recorded using an HP-7754A
preamplifier (Hewlett Packard) and an acquisition board
(MP100A, Biopac Systems Inc.) connected to a computer. MAP
and HR values were derived from the PAP recordings and pro-
cessed online.

Histological determination of the microinjection sites

At the end of experiments, animals were anesthetized with ure-
thane (1.25 g/kg i.p.) and 100 nL of 1% Evan’s Blue dye was
injected into the brain as a marker of injection site. Animals were
submitted to intracardiac perfusion with 0.9% NaCl followed by
10% formalin. Brains were removed and postfixed for 48 h at 4 °C
and serial 40 um-thick sections were cut with a cryostat (CM1900,
Leica, Germany). Sections were stained with 1% Neutral Red for
optical microscopy analysis. The actual placement of the micro-
injection needles was determined analyzing serial sections ac-
cording to the rat brain atlas of (Paxinos and Watson, 1997).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the Prism software
(GraphPad, USA). The Student’'s t-test was used to compare
basal MAP and HR values before and after aCSF or drug treat-
ment. Two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated mea-
sures was used to compare time curves of MAP (AMAP) and HR
(AHR) after aCSF and drug treatments. Although PAP was re-
corded throughout the experimental procedure, curves for statis-
tical analysis or illustrative figures were generated with points
obtained with different data sampling. For statistical purposes,
curves were generated with sampling at 0.07/min to generate five
points (experiments with five subjects), or 0.08/min to generate six
points (experiments with six subjects). lllustrative curves (Figs.
4-8) were generated with sampling at 0.64/min for more accurate
representation. The significance was set at P<0.05. Data are
presented as mean*=S.E.M.

RESULTS
Determination of the microinjection sites

A diagrammatic representation showing microinjection
sites in the MeA area of the animals used in the study is
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Fig. 1. (A) Diagrammatic representation modified from the rat brain atlas of (Paxinos and Watson, 1997) indicating microinjection sites in brain of the
rats used in the present experiment. Black dots indicate microinjection sites of drugs and gray dots sites of aCSF (vehicle of drugs) microinjection in
the MeA. (B) Photomicrograph of a coronal section of a rat brain depicting the site of bilateral microinjection into the MeA. The centers of
microinjections are indicated by arrows. IA, interaural, BLA, basolateral nucleus of the amygdala; OT, optic tract.

presented in Fig. 1A. A representative photomicrography sites in the MeA of one representative animal is presented
of a coronal brain section depicting bilateral microinjection in Fig. 1B.
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Characterization of the cardiovascular effects
of restraint

Basal MAP and HR of MeA-untreated animals were 95+4
mm Hg and 36810 bpm, respectively, n=7. Acute 60 min
restraint of untreated rats caused significant BP response
characterized by an initial peak increase in MAP, which
was followed by a long lasting moderate hypertensive
response (Interaction: Fj,,=8.177, P<0.0001; Treat-
ment: F, ;,,=41.25, P<0.0001; Time: F5,,=8.177, P<
0.0001; two-way ANOVA). BP responses were accompa-
nied by significant HR increase that lasted throughout the
restraint period (Interaction: F;,,=2.437, P<0.0001;
Treatment: F,,,=23.26 P<0.0001; Time: F5,,=2.437,
P<0.0001; two-way ANOVA).

Effect of the pretreatment with aCSF in the MeA on
restraint-related cardiovascular changes

To confirm that aCSF (vehicle of the drugs used) had no
pharmacological effect, we microinject the vehicle into the
MeA before submitting animals to restraint stress.

Basal MAP and HR before microinjection of 100 nl of
aCSF were 92+2 mm Hg and 3747 bpm, n=7. Microin-
jection of aCSF did not affect MAP (P=0.5) or HR (P=0.8).
MAP and d HR 10 min after aCSF were 92+3 mm Hg and
3707 bpm, respectively.

Acute restraint caused BP and HR increases in aCSF-
treated animals, which were similar to those observed in
MeA-untreated control animals. There were no significant
differences between the two groups in restraint-evoked
MAP (AMAP: Interaction: F5 ;,=0.1243, P=0.9865; Treat-
ment: F, ;,,=1,824, P=0.1810; Time: F5,,=32,09, P<
0.0001, two-way ANOVA) and HR increases (AHR: Inter-
action: F5 ;,=0.6853, P=0.6361; Treatment: F, ,,=1,874,
P=0.1752; Time: F5,,=14,88, P<0.0001; two-way
ANOVA) increases.

Although guide cannula placement did lesion dorsal
areas, no differences were observed in restraint-evoked
cardiovascular responses between animals with and with-
out implanted guide cannula.

aCSF-treated animals were used as control for the
experiments with MeA pharmacological manipulation.

Effect of MeA pretreatment with the unspecific
synaptic blocker on restraint-related
cardiovascular changes

To test if the MeA was involved in the modulation of
cardiovascular changes associated with restraint stress,
we microinject the synaptic inhibitor cobalt into the MeA
before submitting the animals to restraint.

Basal MAP and HR before microinjection of cobalt
(100 nl of 1 mM CoCl,; Sigma, USA) were 913 mm Hg
and 353*+18 bpm, respectively, (n=7). Microinjection of
cobalt in the MeA caused no changes in MAP (P=0.2) or
HR (P=0.8), which were 96+5 mm Hg and 349+7 bpm,
n=T7.

Acute restraint caused BP and HR increases in cobalt-
treated animals. Cobalt treatment significantly enhanced
restraint-evoked HR increase without significant effect on
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Fig. 2. Changes in MAP (AMAP) and HR (AHR) of animals treated in
the MeA with aCSF (aCSF-treated, 100 nl, n=7) or cobalt (CoCl,
1 mM/100 nl, n=7) observed during the restraint period. No significant
difference was observed between cobalt-treated and control ani-
mals (aCSF-treated) concerning the AMAP response (Interaction:
F5,6=0.4125, P=0.8388; Treatment: F, ,4=1,021, P=0.3154; Time:
Fs,6=35,34, P<0.0001; two-way ANOVA). A significant difference
was observed between these two groups in AHR response caused by
restraint (Interaction: F;,4=3,594, P=0.0056; Treatment: F, 5=
32,68, P<<0.0001; Time: F5,3=17,58, P<0.0001; two-way ANOVA).

the BP response, when compared with aCSF-treated ani-
mals (AMAP Interaction: F5 ;4=0.4125, P=0.8388; Treat-
ment: F, ,=1,021, P=0.3154; Time: F5,4=35,34, P<
0.0001, and AHR, Interaction: Fj,5=3,594, P=0.0056;
Treatment: F,,3=32,68, P<0.0001; Time: F5,4=17,58,
P<0.0001; two-way ANOVA) (Figs. 2 and 3).

Effect of MeA pretreatment with a non-selective
muscarinic receptor antagonist atropine on restraint-
related cardiovascular changes

To evaluate if the cholinergic neurotransmission in the
MeA was involved in the modulation of cardiovascular
changes associated with restraint stress, we microinjected
the nonselective muscarinic receptor antagonist atropine
into the MeA before submitting the animals to restraint.

Basal MAP and HR before microinjection of atropine
were 902 mm Hg and 332*9 bpm, n=7. Microinjection
of atropine (of 3 nmol/100 nl; Merck, USA) in the MeA
caused no changes in MAP (P=0.3) or HR (P=0.6), which
were 913 mm Hg and 3368 bpm, n=7.
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Fig. 3. Recordings of MAP, PAP and HR showing the cardiovascular changes observed before and during a restraint period of 60 min in a control
rat and in a rat whose MeA was treated with cobalt before restraint. The onset of restraint was at t=10 min.

Acute restraint caused BP and HR increases in at-
ropine-treated animals. Atropine treatment significantly
enhanced restraint-evoked HR increase without signifi-
cant effect on the BP response, when compared with
aCSF-treated animals (AMAP, Interaction: F5 ;,3=0.6074,
P=0.6944; Treatment: F,,3=0.1022, P=0.7501; Time:
Fs76=21,25, P<0.0001, and AHR, Interaction: F5 ;3=2,197,
P=0.0629; Treatment: F,,g=17,87, P<0.0001; Time:
Fs578=18,06, P<0.0001; two-way ANOVA), Fig. 4.

Effect of MeA pretreatment with a selective M1
receptor antagonist on restraint-related
cardiovascular changes

In order to determine if cholinergic muscarinic M1 recep-
tors in the MeA were involved in the cardiovascular
changes to restraint stress, we microinjected the selective
M1 muscarinic receptor antagonist pirenzepine into the
MeA before submitting the animals to restraint.

Basal MAP and HR before microinjection of pirenz-
epine (6 nmol/100 nl; RBI, USA) were 93+5 mm Hg and
369=11 bpm, n=7. Microinjection of pirenzepine into the
MeA caused no changes in MAP (P=0.4) or HR (P=0.7),
which were 95+5 mm Hg and 372*14 bpm, n=7.

Acute restraint caused BP and HR increases in
pirenzepine-treated animals. Pirenzepine treatment sig-
nificantly enhanced restraint-evoked HR increase with-

out significant effect on the BP response, when com-
pared with aCSF-treated animals (AMAP, Interaction:
Fs5,6=0.2552, P=0.9360; Treatment:
P=0.6036; Time: F5,5=31,25, P<0.0001, and AHR, In-
teraction: F5,5=3,366, P=0.0083; Treatment: F, ;=
20,70, P<0.0001; Time: F5 ,4=20,93, P<0.0001; two-way
ANOVA), Fig. 5.

Effect of MeA pretreatment with a selective M3
receptor antagonist on restraint-related
cardiovascular changes

To test if cholinergic muscarinic M3 receptors in the MeA
were involved in the cardiovascular changes to restraint
stress, we microinjected the M3 muscarinic receptor an-
tagonist 4-DAMP into the MeA before submitting the ani-
mals to restraint.

Basal MAP and HR before microinjection of 4-DAMP
(2 nmol/100 nl; RBI, USA) were 99+2 mm Hg and 34514
bpm, n=9. Microinjection of 4-DAMP in the MeA caused
no changes in MAP (P=0.7) or HR (P=0.2), which were
1003 mm Hg and 36716 bpm, n=9.

Acute restraint caused BP and HR increases in
4-DAMP-treated animals. There were no significant dif-
ferences in the restraint-related MAP or HR increases
when compared with aCSF-treated animals (AMAP: Inter-
action: F5,=0.8292, P=0.5322; Treatment: F, ,=1,160,
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Fig. 4. Changes in MAP (AMAP) and HR (AHR) of animals treated in
the MeA with aCSF (aCSF-treated, 100 nl, n=7) or atropine (3 nmol/
100 nl, n=7). No significant difference was observed between atro-
pine-treated and control animals (aCSF-treated) in the restraint-re-
lated AMAP response (Interaction: Fj,,=0.6074, P=0.6944; Treat-
ment: F, ;4=0.1022, P=0.7501; Time: F;,3=21,25, P<0.0001; two-
way ANOVA). A significant difference was observed between these
two groups in the restraint-related AHR response (Interaction:
Fs,6=2,197, P=0.0629; Treatment: F, ,,=17,87, P<0.0001; Time:
F5.,5=18,06, P<0.0001; two-way ANOVA).

P=0.2843; Time: F5 4,=28,35, P<0.0001; AHR, Interac-
tion: F54,=0.7688, P=0.5747; Treatment: F, 4,=0.2962,
P=0.5876; Time: Fj54,=10,61, P<0.0001; two-way

F6 ANOVA), Fig. 6.

Effect of MeA pretreatment with an inhibitor of
choline carrier on restraint-related
cardiovascular changes

To confirm that MeA cholinergic neurotransmission mod-
ulates cardiovascular changes to restraint stress, we mi-
croinjected choline carrier inhibitor hemicholinium into the
MeA before submitting the animals to restraint.

Basal MAP and HR before microinjection of hemicho-
linium (2 nmol/100 nl; RBI, USA) were 933 mm Hg and
340+12 bpm, n=5. Microinjection of hemicholinium into
the MeA caused no changes in MAP (P=0.1) or HR
(P=0.3), which were 11511 mm Hg and 367*+14 bpm,
n=>5.

Acute restraint caused BP and HR increases in hemi-
cholinium-treated animals. Hemicholinium treatment sig-

nificantly enhanced restraint-evoked HR increase without
significant effect on the BP response, when compared with
aCSF-treated animals (AMAP, Interaction: Fy 6=0.3029,
P=0.9095; Treatment: F, s=0.3207, P=0.5731; Time:
F566=24,90, P<0.0001, and AHR, Interaction: Fsgs=
5,662, P=0.0002; Treatment: F,z=38,42, P<0.0001,
Time: F5g6=25,69, P<0.0001; two-way ANOVA), Fig. 7.

DISCUSSION

The bilateral microinjection of a synaptic inhibitor, musca-
rinic antagonists non-selective and M1 selective or an
inhibitor of choline carrier, but not of a preferential M,
muscarinic antagonist, significantly enhanced restraint-
evoked HR increase, without significant effect on the BP
response of rats submitted to restraint stress. The drugs
used did not affect baseline BP and HR, indicating that the
MeA does not contribute to cardiovascular control at rest.

Restraint is an inescapable stressful stimulus that
causes intense cardiovascular changes which are charac-
terized by both BP and HR increase (Barron and Van
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Fig. 5. Changes in MAP (AMAP) and HR (AHR) of animals treated in
the MeA with aCSF (aCSF-treated, 100 nl, n=7) or pirenzepine
(6 nmol/100 nl, n=7). No significant difference was observed between
pirenzepine-treated and control animals (aCSF-treated) in the re-
straint-related AMAP response (Interaction: F5 ,,=0.2552, P=0.9360;
Treatment: F, ,4=0.2719, P=0.6036; Time: F5,4=31,25, P<0.0001;
two-way ANOVA). A significant difference was observed between
these two groups in the restraint-related AHR response (Interaction:
F5,6=3,366, P=0.0083; Treatment: F, ,,=20,70, P<0.0001; Time:
F5,5=20,93, P<<0.0001; two-way ANOVA).
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Fig. 6. Changes in MAP (AMAP) and HR (AHR) of animals treated in
the MeA with aCSF (aCSF-treated, 100 nl, n=7) or 4-DAMP (2 nmol/
100 nl, n=6). No significant difference was observed between
4-DAMP-treated and control animals (aCSF-treated) in the restraint-
related AMAP response (Interaction: Fy 4,=0.8292, P=0.5322; Treat-
ment: F oo=1,160, P=0.2843; Time: F54,=28,35, P<0.0001; two-
way ANOVA) or in the restraint-related AHR response (Interaction:
Fs590=0.7688, P=0.5747; Treatment: F, 4,=0.2962, P=0.5876; Time:
Fs.60=10,61, P<0.0001; two-way ANOVA).

Loon, 1989; Chen and Herbert, 1995; Kubo et al., 2004;
McDougall et al., 2005; Tavares and Correa, 2006; Salome
et al.,, 2007). In addition, stress-evoked responses are
characterized by increased circulating content of cortico-
tropin-releasing hormone (CRH) which plays an important
role in adrenocorticotropin (ACTH) and corticosteroid se-
cretion (Harbuz et al., 1992).

In the present study, we observed that inhibition of
MeA synapses by bilateral microinjection of the unspecific
synapses inhibitor CoCl,, did not affect restraint-evoked BP
increase but significantly enhanced restraint-related tachy-
cardiac response. This result indicates an inhibitory role of
the MeA on the HR response to stress. Restraint stress
has been reported to activate hypothalamic—pituitary—ad-
renal (HPA) axis and cause oxytocin release, but not of
vasopressin (Lang et al., 1983; Gibbs, 1984; Carter and
Lightman, 1987; Callahan et al., 1992; Dayas et al., 1999).
The idea of a MeA involvement in the mediation of stress-
evoked responses is reinforced by data from literature
showing that its electrical stimulation activates the HPA
axis in anesthetized rats (Dunn and Whitener, 1986).

Structures such as the septal lateral area (Kubo et al.,
2002; Kanaya et al., 2003); lateral hypothalamus (Kubo et
al., 2001; Krout et al., 2005); medial prefrontal cortex (Ta-
vares and Correa, 2006); bed nucleus of stria terminalis
(Crestani et al., 2008) and both the MeA (Kubo et al., 2004)
and central amygdala (CeA) (Kubo et al., 2004; Salome et
al., 2007) were proposed to be part of the circuitry that
modulates restraint-evoked cardiovascular responses.
Data from the literature also indicate a larger activation of
MeA, among other amygdaloid nuclei, during stressful sit-
uations as indicated by the large expression of c-fos pro-
tein in that area after exposure to aversive situations (Can-
teras et al., 1995; Chen and Herbert, 1995; Cullinan et al.,
1995; Dayas et al., 1999, 2001a,b; Kubo et al., 2004;
Crane et al., 2005; Trneckova et al., 2006).

Inhibition of MeA area by bilateral microinjection of the
GABA-ergic agonist muscimol was reported to attenuate
the initial component of restraint-evoked pressor re-
sponses in rats (Kubo et al., 2004). However, these au-
thors did not record HR in that experiment. Tachycardia is
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Fig. 7. Changes in MAP (AMAP) and HR (AHR) of animals treated in
the MeA with aCSF (aCSF-treated, 100 nl, n=7) or hemicholinium
(2 nmol/100 nl, n=5). No significant difference was observed between
hemicholinium-treated and control animals (aCSF-treated) in the re-
straint-related AMAP response (Interaction: Fy 5,=0.3029, P=0.9095;
Treatment: F, ¢6=0.3207, P=0.5731; Time: F5¢=24,90, P<0.0001;
two-way ANOVA). A significant difference was observed between
these two groups in the restraint-related AHR response (Interaction:
Fs566=5,662, P=0.0002; Treatment: F, ;,=38,42, P<<0.0001; Time:
Fs5.66=25,69, P<0.0001; two-way ANOVA).
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a well documented response which is observed during
exposure to stressful situations (Barron and Van Loon,
1989; Chen and Herbert, 1995; McDougall et al., 2005;
Tavares and Correa, 2006; Salome et al., 2007). Muscimol
is commonly used to inhibit brain nuclei and acts on
GABA, receptors mimicking the activation of inhibitory
GABA-ergic synapses. Unlike, CoCl, has a broader spec-
trum because it competes with Ca®*, thus inhibiting all
kinds of synaptic neurotransmission in the area. Under the
later circumstance, inhibition of MeA did not affect re-
straint-evoked BP responses. This result indicates a lack
of tonic modulator influence of MeA on the BP component
of the restraint-evoked cardiovascular response.

In another experiment, in which the effects of muscimol
microinjection into the CeA were studied, GABA-ergic-
evoked inhibition attenuated the tachycardiac response
associated with restraint (Salome et al., 2007). These au-
thors suggested that restraint-evoked tachycardiac re-
sponse consisted of two components: one initial that was
amygdala-independent because muscimol-induced CeA
inhibition did not affect its magnitude and a later sustained
response component which was CeA-dependent because
it was attenuated by inhibition of CeA. These results were
the inverse of those presently reported after MeA inhibition
with cobalt. Together, they suggest that subnuclei within
the amygdaloidal complex may modulate stress-evoked
cardiovascular responses in an opposed manner. How-
ever, Salome et al. (2007) did not study the effects of CeA
inhibition on restraint-evoked BP responses. Anyhow, the
differences between results from inhibition with CoCl, or
muscimol need further investigation to be clarified.

Studies using binding and immunohistochemistry de-
tected the presence of acetylcholine, choline acetyltrans-
ferase, acetylcholinesterase and muscarinic receptors in
the MeA (Hoover et al., 1978; Rotter et al., 1979), indicat-
ing the existence of a cholinergic neurotransmission in that
nucleus. Also, microinjection of carbachol, but not of 5-HT
or norepinephrine into the amygdaloid complex, was re-
ported to evoke cardiovascular responses which were me-
diated by muscarinic receptors (Ohta et al.,, 1991). To-
gether, these results suggest that cholinergic neurotrans-
mission in the MeA could modulate cardiovascular
responses in rats.

To test if cholinergic neurotransmission in the MeA was
involved in modulation of restraint-induced cardiovascular
responses, animals were pre-treated bilaterally with the
nonselective muscarinic antagonist atropine. Blockade of
muscarinic receptors in MeA caused increased restraint-
evoked tachycardiac response in a similar manner to phar-
macological ablation of the area with cobalt. This observa-
tion suggests that local cholinergic neurotransmission
modulates the inhibitory influence of MeA on restraint-
evoked tachycardiac responses in rats.

Once the involvement of cholinergic neurotransmission
was established, it would be important to determine which
subtype of muscarinic receptor was involved in this medi-
ation. To evidence the subtype of the muscarinic receptor
mediating the increase in the tachycardiac response, ani-
mals were bilaterally treated with either the preferential

M,-muscarinic receptor antagonist pirenzepine or the pref-
erential Mj-muscarinic receptor antagonist 4-DAMP.
Blockade of M,-muscarinic receptors in the MeA increased
restraint-evoked tachycardiac response, thus suggesting
their involvement in the MeA inhibitory influence on the
HR response to restraint. Blockade of M;-muscarinic did
not affect restraint-evoked tachycardiac responses.
There is evidence that at the M, site pirenzepine (rela-
tive selectivity M1>M2=M3) and 4-DAMP (relative se-
lectivity M1=M3>M2) are equipotent, whereas at the M2
or M3 receptors sites 4-DAMP is 10—100 times more po-
tent than pirenzepine (Hulme et al., 1990). Considering this
and the fact that the M, muscarinic receptor are predom-
inant in the MeA (Spencer et al., 1986), our results suggest
that local M, receptors in the MeA may be preferentially
involved in the cardiovascular response to restraint stress
in rats. Also, carbachol microinjection into the CeA has
been reported to increase BP through activation of M;-
muscarinic receptors (Aslan et al., 1997).

To confirm the involvement of local MeA cholinergic
neurotransmission in the modulation of restraint-evoked
cardiac responses, we treated the MeA with the inhibitor of
the choline carrier hemicholinium which has been shown to
impair acetylcholine synthesis. Treatment with hemicho-
linium increased restraint-evoked tachycardiac responses
in a similar manner to treatment with either atropine or
pirenzepine. Together, these results strongly suggest the
involvement of a local cholinergic neurotransmission in the
mediation of MeA inhibitory influence on restraint-evoked
cardiac response in rats.

GABA-ergic neurons in the MeA, including interneu-
rons and neurons projecting to prosencephalic areas, are
target for cholinergic fibers to the amygdaloid complex
(Nitecka and Frotscher, 1989; Pare and Smith, 1994). In
this way, we may postulate that restraint stress activates
cholinergic neurons that modulate MeA GABA-ergic inhib-
itory projections to areas involved in cardiovascular
regulation.

The results indicate that cholinergic synapses and M1-
muscarinic receptors in the MeA play an inhibitory role on
the cardiac component of restraint-evoked cardiovascular
responses in rats, as part of the brain circuitry involved in
the modulation of cardiovascular responses associated
with behavioral responses observed during exposure to
aversive stimuli.
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