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RESUMO

O estresse emocional exige que o Sistema Nervoso Central (SNC) produza uma
série de alteragbes comportamentais, autondmicas e enddcrinas para manter a
homeostase corporal (Clark et al., 1997). Nesse sentido estudos demonstraram que 0S
neurdnios do hipotalamo dorsomedial (DMH) estdo envolvidos na geracdo de uma
resposta integrada ao estresse. A ativacdo de neurbénios do DMH, via bloqueio de
receptores GABAa, provoca mudancas fisiologicas que mimetizam as respostas
classicamente descritas como luta e fuga (Shekhar, 1993, Stotz-Potter et al.1996, Fontes
et al., 2001, DiMicco et al., 2002).

Estudos prévios do nosso laboratério demonstraram que em ratos anestesiados, a
ativagdo dos neurdnios do DMH evocada pela nanoinjecdo do antagonista GABAAa
bicuculina methiodide (BMI) causou uma taquicardia maior quando injetada a direita
(DMH-D) em comparacdo com o lado esquerdo do DMH (DMH-E) indicando que o
DMH-D possui um controle predominante sobre o controle da freqtiéncia cardiaca (FC)
(Xavier et al, Neuroscience 2009).

Os principais achados deste estudo foram: i) a nanoinjecdo aguda de L-AG 10
1g/100 nl no DMH de ratos acordados € capaz de produzir respostas semelhantes as
observadas no comportamento defensivo; ii) a dose mais elevada de L-AG avaliada
(10pg/100nl ) produziu taquicardia mais pronunciada quando injetada no DMH-D; iii)
a duracdo da taquicardia produzida pelo bloqueio dos receptores GABAA utilizando a
nanoinjecdo de BMI 10 pmol/ 100 nl no DMH-D foi quase duas vezes maior que a
produzida pela nanoinje¢cdo no DMH-E; iv) o bloqueio dos receptores GABAg com
Saclofeno (10 pmol/100 nl) ndo produziu aumentos significativos na pressdo arterial ou
frequéncia cardiaca quando nanoinjetada no DMH-D e DMH-E, v) a dose de 1 ug/ 100
nl de L-AG no DMH foi capaz de induzir nos animais sensibilidade a infuséo de lactato
de sddio periférica em ambos os grupos. As respostas cardiovasculares ndo foram
diferentes quando comparamos 0s grupos que receberam a inje¢do de L-AG no DMH-D
e DMH-E.

Em conclusdo nossos resultados estendem os resultados de estudos anteriores
mostrando que o DMH-D tem um controle diferenciado sobre o cronotropismo cardiaco
via receptores GABAA. Nossos dados permitem especular sobre a existéncia de um
input GABAZérgico diferencial para 0 DMH Direito também em animais acordados.



ABSTRACT

Emotional stress requires that central nervous system (CNS) produce a series of
behavioral, autonomic and endocrine responses for maintaining body homeostasis
(Clark et al. 1997). According to the studies, they have shown that neurons in the
dorsomedial hypothalamus (DMH) are involved in the generation of an integrated
response to stress. The activation of neurons in the DMH, after the blockade of GABAA
receptors, causes physiological changes that resemble the responses classically
described as fight or flight (Shekhar, 1993, Stotz-Potter et al.1996, Fontes et al., 2001,
DiMicco et al. , 2002).

Previous studies from our laboratory demonstrated that in anesthetized rats, the
DMH neuron activation evoked by nanoinjection GABA antagonist bicuculline
methiodide (BMI) caused a greater tachycardia when injected on the right side (DMH-
R) compared to the left side of DMH ( DMH-L) indicating that the DMH-R has a
dominant control over the heart beat rate control (HR) (Xavier et al, Neuroscience
2009).

The main findings of this study were: i) the nanoinjection acute L-AG 10 pg/100
nl of DMH in conscious rats can produce responses similar to those described as
defensive behavioral, ii) the highest dose of L-AG evaluated (10 pg/100nl) produced
more pronounced tachycardia when injected in DMH-R; iii) the duration of the
tachycardia produced by blockade of GABAA receptors using nanoinjection BMI of 10
pmol/100 nl in DMH-R was nearly twice that produced in the DMH-L, iv) blockade of
GABAg receptors with Saclofen (10 pmol/100 nl) have no changes in blood pressure or
heart rate when nanoinjected in DMH-R and DMH-L v) the dose of 1 pg/100nl of L-AG
in DMH was able to induce in animals sensitivity of the peripheral infusion of sodium
lactate in both groups. The cardiovascular responses were not different when comparing
the groups that received the injection of L-AG in the DMH-R or DMH-L.

In conclusion our results extend the results of earlier studies showing that
DMH-R has a different control on cardiac chronotropy mainly through GABAA
receptors. Our data points to a differential input GABAergic DMH in awake rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse

Desde os primordios da fisiologia é descrito que o estado de salde é associado ao
equilibrio. No entanto, o impacto do mundo moderno sobre o homem tem feito com que
este equilibrio seja afetado e o estresse seja cada vez mais parte do cotidiano dos seres
humanos tornando-se foco de estudos ha mais de um século (Strang, 2004).

O primeiro a levantar a ideia de que um meio interno constante era um pré-requisito
para a saude, foi um médico e fisiologista francés, Claude Bernard, conceito que foi
posteriormente refinado por Cannon em 1929 utilizando o termo “homeostase” para
descrever “processos fisiologicos coordenados que mantém a maior parte dos estados
estacionarios do organismo.” Cannon também foi o primeiro a discutir sobre
especificidade de resposta ao estresse, entretanto Cannon nunca utilizou o termo
“estresse” (Cannon, 1929b, a, Pacak and Palkovits, 2001, Noble, 2008)

O primeiro a utilizar o termo “estresse” foi Hans Selye, em referéncia a perturbacéao
da homeostase, termo esse que era utilizado somente na fisica referindo-se a forca que
produz uma deformacdo em um determinado material. O termo “estresse” foi entdo
introduzido e popularizado como uma condigdo resultante, ou seja, as respostas
fisiologicas frente a um estimulo estressor, enquanto o termo “estressor” foi utilizado
para 0 agente causador. Em seus experimentos, Selye exp0s os animais a estimulos
como: frio, injuria tecidual, excesso de exercicios e intoxicagdes, observando uma triade

comum nas respostas como: ulceracdo gastrointestinal, hipertrofia das supra-renais e
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involucdo do timo e glandulas linfaticas, independente do estimulo utilizado. (Selye,
1936, Pacak and Palkovits, 2001).

Em contraste com as ideias de Selye, Cannon reconhecia a importancia do
psicologico de cada individuo como opositor as repostas fisiologicas durante o estresse.
De forma semelhante, Mason criticava principalmente a ideia de ndo especificidade da
resposta descrita por Selye, e que 0 medo e ansiedade poderiam ser o0s principais fatores
para respostas ndo especificas a diferentes estressores (Cannon, 1929b, a, Mason, 1971).

Chrousos ¢ Gold definiram estresse como um “estado de desarmonia ou de ameaga a
homeostase, evocando respostas especificas e ndo-especificas (Chrousos and Gold,
1992). Goldstein definiu o estresse como uma “condi¢do em que as expectativas, seja
geneticamente programada ou estabelecidas por aprendizado prévio podem néo
coincidir com percepcOes atuais do ambiente interno ou externo. E que essa
discrepancia entre o que € observado, e 0 que é esperado ou programado provocam de
forma padronizada, as respostas compensatorias” (Goldstein, 1995). Além desses,
muitos autores tentaram definir o termo estresse. Embora nenhuma das defini¢des é
completamente aceita, todas tém contribuido para o entendimento desse fenémeno

(Pacak and Palkovits, 2001).

1.1.1 A resposta fisioldgica ao estresse emocional

O estresse emocional exige que o Sistema Nervoso Central (SNC) produza uma
série de alteracbes comportamentais, autondmicas e enddcrinas para manter a
homeostase corporal. Durante a evolucdo, circuitos especificos se aperfeicoaram
permitindo que o organismo responda de forma rapida e eficaz as diferentes ameacas ao

organismo, facilitando a sobrevivéncia das espécies (Clark et al., 1997).
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O Sistema Nervoso Autondmico (SNA) esta relacionado ao controle da vida
vegetativa, ou seja, controla funcBes como arespiracdo, circulagdo sanguinea,
temperatura e digestdo. Este é subdividido em dois componentes, simpatico e
parassimpatico. As respostas fisiologicas apresentadas frente a um estimulo estressor
sdo devido ao aumento expressivo da atividade simpatica, onde a norepinefrina é o
principal neurotransmissor envolvido entre a fibra pds-ganglionar e os érgdos alvo
(Maier and Watkins, 2005, Goto et al., 2007).

A ativacdo generalizada do sistema simpatico é classicamente descrito como
resposta de luta-ou-fuga, que se refere as alteracdes observadas durante situacdes
consideradas extremas (Cannon, 1914). Para tal todos os recursos sdao mobilizados:
aumento do fluxo sanguineo para musculos esqueléticos, coracdao e encéfalo e
diminuicdo do fluxo sanguineo para pele (descrito como direcionamento de fluxo);
aumento da liberacdo de glicose pelo figado; diminuicdo da atividade do trato
gastrointestinal; dilatacdo da pupila (midriase); aumento da Pressdo Arterial (PA) e
Frequéncia Cardiaca (FC) (Selye, 1936, Linthorst and Reul, 2008).

Uma importante marca da resposta ao estresse € a ativacdo do cértex da adrenal,
através do eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) que ocorre quando o
hipotalamo através da secre¢do do horménio liberador de corticotrofina (CRH) estimula
a hipofise anterior (pituitaria) a liberar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que
estimula o cortex da supra-renal a secretar o cortisol. O principal efeito do aumento de
cortisol durante o estresse € o aumento da mobilizagdo de combustiveis, ou seja,
aumenta as concentracfes plasmaticas de aminoacidos, glicose, glicerol e &cidos graxos
livres, efeitos que s@o essenciais para atender a uma situacdo estressante (Spiess et al.,

1981, Vale et al., 1981, Liang and Lee, 1988, Pacak and Palkovits, 2001).
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Em conjunto, todas as alteragdes descritas acima sdo de extrema importancia
para a sobrevivéncia do individuo, pois uma resposta adequada ao estresse € vantajosa e
proporciona a capacidade de responder prontamente as diferentes ameacas do meio. No
entanto, quando ocorre dificuldade para que o individuo se adapte as situacdes, e estas
se tornarem sustentadas e altamente repetitivas, o estresse pode estar diretamente
relacionado com o aparecimento de estados patoldgicos em seres humanos, como
desordens da motilidade gastrointestinal ou formacéo de ulceragdes duodenais (Fossey
and Lydiard, 1990), aumento da suscetibilidade a infec¢bes (Kiecolt-Glaser and Glaser,

1995), além de desordens cardiovasculares que s&o foco do nosso trabalho.

1.1.2 A resposta cardiovascular ao estresse emocional

As alteracOGes cardiovasculares sdo importantes componentes dessa resposta
complexa que é ativada frente a um estimulo estressor. A norepinefrina liberada pelos
nervos simpaticos diretamente no miocardio, associada a epinefrina plasmatica, atuam
sobre os receptores beta-adrenérgicos aumentando a contratilidade ventricular e a
velocidade de condugdo do impulso nervosa no NGO Atrio Ventricular (NAV) e
aumentam a frequéncia cardiaca através dos receptores 1 no N6 Sino Atrial (NSA).
Além disso, a epinefrina plasmatica também aumenta a resposta pressora através da
alteracdo do ténus vascular em leitos especificos (Callahan et al., 1989).

Como parte essencial ativada durante o estresse, muitos estudos tém
correlacionado o0 aumento do estresse emocional com o aumento de patologias
cardiovasculares, como a hipertensdo Arterial (HA) arritmias cardiacas (Leor et al.,
1996, Critchley et al., 2005, Xavier, 2010), infarto do miocardio e pode levar inclusive a

morte subita (Amiragova, 1985, Meerson, 1994b, a, DiMicco et al., 2002). Além disso,
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outros disturbios do estresse, como por exemplo, o transtorno do panico também possui

uma correlacdo com a HA (Davies et al., 1999).

1.2 O Hipotéalamo e a resposta cardiovascular ao estresse emocional

Estudos de Bard em 1928 demonstram que uma resposta adequada a um
estimulo agressor necessita de um hipotalamo intacto. Com isso, diversos outros estudos
mostraram a participacdo do hipotdlamo como integrador de componentes somaticos,
autonémicos e neuroenddcrinos frente a um estimulo aversivo (Bard, 1928, Bandler et
al., 1972, Soltis and DiMicco, 1991a, b, Pacak and Palkovits, 2001).

Nesse sentido, ja foram identificados sub-regiGes que participam na organizacdo
das respostas comportamentais e cardiovasculares frente ao estresse emocional, dentre
essas regides pode ser destacado o Hipotalamo Dorsomedial (DMH) (Shekhar and
DiMicco, 1987, Shekhar et al., 1987, DiMicco et al., 2002).

No rato, o DMH ¢ adjacente ao terceiro ventriculo, caudal e ventral ao nucleo
paraventricular (PVN), dorsal ao nlcleo ventromedial do hipotdlamo (VMH) e ventral
ao trato mamilotalamico. Lateralmente, o0 DMH ¢é delimitado pelo férnix e regido
perifornical da &rea lateral do hipotdlamo (Figura 1). Sua fronteira caudal é menos
distinta e delimitada pela area hipotaldamica posterior (DiMicco et al., 2002, Fontes et

al., 2011).
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Figura 1: Vista lateral dos principais nicleos hipotalamicos (Fontes et al., 2001).

O DMH ¢ ainda subdividido em duas por¢des distintas; uma porcdo difusa e uma
porcdo compacta (Paxinos & Watson, 1986), sendo este ultimo claramente delimitado
na parte posterior do DMH (Fontes et. al., 2006) (Figura 2). Estudos em ratos
demonstraram que a zona compacta tem sido relatada como sendo a estrutura mais
responsiva do DMH a microinjecdo de aminoacidos excitatorios (De Novellis et al.,
1995) ou de antagonistas do receptor GABAA (Fontes et al., 2001, Horiuchi et al.,
2004). Uma vez que esta organizacdo € homdloga ao que é encontrada em macacos e
humanos (Koutcherov et al., 2004), o DMH parece ser altamente conservado durante
curso da evolucdo dos mamiferos, nos permitindo especular que este nucleo possa
exercer a mesma funcdo cardiovascular ao estresse emocional em seres humanos
(Fontes et al., 2011).

Estudos demonstraram que os neurénios do DMH estdo implicados na geracéo
de respostas integradas ao estresse em ratos. A microinjecdo do agonista GABAA,
muscimol, no DMH ¢é capaz de reduzir significativamente a taquicardia em ratos

submetidos a protocolos de estresse experimental, como por exemplo, 0 estresse por
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jato de ar, abolindo quase completamente as respostas cardiovasculares frente ao

estimulo aversivo (Stotz-Potter et al., 1996a, Stotz-Potter et al., 1996b).

JL
\&oy

SN

hepaal & hm

Figura 2: O hipotalamo dorsomedial e suas sub-porgdes: por¢do compacta (DMC) e difusa (DMD). 3V:
Terceiro ventriculo; VMH: Hipotalamo ventromedial. . Adaptado de PAXINOS G., WATSON C. The
rat brain in stereotaxic coordinates. 1986. (Xavier, 2008).

Por outro lado, a desinibi¢éo ou ativacdo do DMH utilizando a microinjecéo do
antagonista GABA,, bicuculina metiodide (BMI) ou agonistas de aminoécidos
excitatorios (EAA) (Soltis and DiMicco, 1991b) resulta em aumento consideravel na
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria em ratos, e aumento modesto na pressao
arterial média (PAM) (DiMicco et al., 1986, DiMicco, 1987, Soltis and DiMicco,
1991b) além da elevacgdo da atividade simpatica para o nervo renal (RSNA) (Wible et
al., 1988, Fontes et al., 2001) e para o nervo cardiaco (Cao and Morrison, 2003),
aumento de catecolaminas plasmaticas (Wible et al., 1988) e aumento dos niveis
circulantes de ACTH (Bailey and Dimicco, 2001). Além disso, microinjecdes de BMI
na regido compacta do DMH em doses variando 0,1 - 40 pmol resultam em aumentos
dose-resposta na pressao arterial média (PAM), FC e atividade simpatica (Horiuchi et
al., 2004), entretanto, o bloqueio dos receptores EAA no DMH suprime essa resposta

produzida pela injegdo de BMI (Soltis and DiMicco, 1991b), demonstrando que a
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resposta produzida pelo bloqueio dos receptores GABA é dependente da ativacdo local
de receptores EAA.

O aumento da PA concomitante ao aumento FC durante a ativacdo do DMH s6 é
possivel devido a modulacéo do barorreflexo que é parte do controle neural da pressdo
arterial e é considerado um sistema de ajuste rapido, no qual em resposta a aumentos na
PA responde com bradicardia barorreflexa, o que ndo ocorre durante a ativacdo do
DMH (Hatton et al., 1997, McDowall and Dampney, 2006, McDowall et al., 2006).

De maneira conjunta esses dados demonstram que a ativacdo ou desinibicdo dos
neurbnios do DMH gera uma resposta integrada, semelhante as alteracGes fisioldgicas
classicamente descritas como reagdo de luta e fuga (Cannon, 1929c, Shekhar, 1993,
Stotz-Potter et al., 1996b, Fontes et al., 2001, DiMicco et al., 2002), no entanto é
importante ressaltar que 0 DMH n&o possui ou possui poucos neurdnios que se projetam
diretamente com a coluna intermediolateral da medula (IML) responsavel por transmitir
os sinais eferentes gerados por neurbnios pré-motores simpéticos. Dessa forma o
controle simpatoexcitatorio exercido pelo DMH é realizado de forma indireta através de

outros nucleos encefalicos.

1.3 0 Hipotdlamo dorsomedial e as vias neurais envolvidas na resposta

cardiovascular ao estresse emocional

As projecOes eferentes do DMH séo direcionadas para areas do SNC envolvidas
na manutencdo da atividade simpatica e estresse emocional, funcionando como relés
sinapticos do DMH, dentre eles podemos destacar: o bulbo rostroventrolateral (RVLM)
promovendo alteragdes na PA e atividade simpatica do nervo renal (RSNA); enquanto

que a Rafe Pallidus (RPa) parece estar envolvida nos efeitos cronotrépicos produzidos

18



pela ativagdo do DMH (Hosoya et al., 1989, Fontes et al., 2001, Cao and Morrison,
2003, Cao et al., 2004, Horiuchi et al., 2004, Menezes and Fontes, 2007).

A Substéncia Cinzenta Periaquedutal (PAG) parece ser também uma area que
atua como relé sindptico do DMH. Da Silva e colaboradores demonstraram que a
resposta cardiovascular produzida pelo DMH era abolida quando a porcdo I/dl da PAG
estava inibida farmacologicamente (da Silva et al., 2003, Da Silva et al., 2006), de
forma coerente com dados da literatura que destacam que este nucleo controla entre
outras funcbes a modulacdo da dor, respostas autondémicas e comportamentais
relacionadas com padrdes de defesa (Basbaum and Fields, 1984, Carrive et al., 1988).

Estudos demonstram que a modulacdo da bradicardia barorreflexa durante a
ativagdo do DMH, ocorre via estimulo dos neurdnios da PAG. No entanto, estudos
anatdomicos demonstraram que o DMH envia projecdes para as porgdes lateral e ventral
da PAG mas ndo para a por¢do I/dl (Thompson et al., 1996), que é a por¢do mais
responsiva as alteragdes cardiovasculares como descrito previamente (da Silva et al.,
2003, Da Silva et al., 2006, de Menezes et al., 2006). Utilizando estudos anatbmicos e
funcionais prévios de que o nucleo cuneiforme recebe projecdes do DMH (Bernard et
al., 1989), e que este ndcleo participa do controle da resposta defensiva em ratos,
recentemente, Netzer e colaboradores pioneiramente demonstraram a via neural
envolvida na modulagao barorreflexa durante a ativacdo do DMH. Foi demonstrado que
a inibicdo barorreflexa realizada pelo DMH ocorre via ativacao dos neurbnios do nucleo
cuneiforme e que este nucleo possui neurdnios que se conectam com a porcao I/dl da
PAG, funcionando como um relé sinaptico nesta via (Netzer et al., 2011).

A relacdo do DMH com o nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) esta
principalmente relacionada com alteragcbes enddcrinas promovidas pela ativacdo do

DMH, onde os neurdnios do DMH teriam um papel crucial na ativacdo dos neur6nios
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do PVN que sdo responsaveis pelo recrutamento do eixo HPA em algumas formas de
estresse, como o estresse emocional (DiMicco et al., 2002).

As projecdes aferentes do DMH sdo principalmente da medula espinhal, 16cus
ceruleus, RPa, Nucleo do Trato Solitario (NTS), PAG, PVN, Hipotadlamo lateral,
Hipocampo e Amigdala (Conrad and Pfaff, 1976a, b, Saper et al., 1976, Soltis et al.,
1998, Anand and Shekhar, 2003, Shekhar et al., 2003). Dentre estes podemos destacar a
amigdala que tem sido implicado como provavel ndcleo responsavel por ativar o DMH
apos estimulos emocionais, pois esta estrutura esta envolvida nas respostas de medo
condicionado ou amplamente conhecida como memdria emocional (Soltis et al., 1998,
LeDoux, 2000, LeDoux, 2003).

O cortex pré-frontal medial (mPFC) era um dos nucleos candidatos a origem do
tonus inibitério para o DMH, pois é uma estrutura envolvida na regulacdo da
informacdo emocional e cognitiva, envia projecdes para 0 DMH, no entanto, os estudos
funcionais apresentaram resultados controversos (Bush et al., 2000, McDougall et al.,
2004, Radley et al., 2009), até que mais recentemente, estudos do nosso laboratério
sugerem que essa regido ndo esta tonicamente envolvida no controle cardiovascular e
termogénico durante o estresse (Muller-Ribeiro, 2012).

Observacdes clinicas apontavam para uma estreita relagdo entre o cortex cerebral
e o controle cardiaco. Atualmente é bem descrito que a estimulagdo do Cértex insular
(IC) resulta em alteracéo da PA e FC. A ativacdo da regido mais rostral do Cl resulta em
taquicardia, enquanto a ativacdo da regido mais caudal resulta em bradicardia
(Oppenheimer and Cechetto, 1990, Oppenheimer et al., 1992), além disso, estudos
anatdmicos e funcionais evidenciam uma conexdo entre o0 Cl e o DMH (Cechetto and

Chen, 1990).
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Outro ndcleo proposto é a area pré-6ptica medial (mPOA). Este nicleo parece
ser a principal fonte do ténus inibitério para 0 DMH, pois a inibi¢do farmacoldgica da
mPOA, associada a injecdo de veiculo no DMH, produziu respostas semelhantes a
ativacdo do DMH, dessa forma os autores sugerem que a inibicdo da mPOA promoveu
a retirada do ténus inibitério sobre o DMH, permitindo assim que as respostas
cardiovasculares caracteristicas da ativacdo deste nudcleo pudessem ser evidenciadas

(Hunt et al., 2010).

1.4 Participagéo do GABA no controle do Sistema Cardiovascular

O Acido Gama-amino-butirico (GABA) (Fig. 3A) é considerado o mais
importante neurotransmissor inibitério do SNC de mamiferos (Jorgensen, 2005, Bowery
and Smart, 2006). Como j& citado anteriormente, € um neurotransmissor de extrema
importancia nos nacleos que controla a funcéo cardiovascular(Gordon and Sved, 2002).

A sintese do GABA inicia-se pela descarboxilacdo de seu precursor, 0
glutamato, pela enzima glutamato-descarboxilase (GAD), que é amplamente encontrada
em areas hipotalamicas (Tappaz et al., 1977). Interessantemente a GAD esta reduzida
em ratos espontaneamente hipertensos (Kramer et al.,, 2000). Com isso podemos
especular sobre a patogénese de doencas cardiovasculares como a hipertensdo arterial,
como sendo proveniente da disfuncdo GABAérgica em nucleos hipotalamicos.

Os receptores GABAA séo o principal alvo do GABA no controle de respostas
cardiovasculares como descrito previamente. Estes receptores sdo estruturas pentameras
que possuem sua acdo inibitoria devido ao seu acoplamento a canais de Cl-, e séo
formados por diferentes subunidades (a, B, vy, 6, €). A ativagdo desse receptor ocorre

apos a ligacao sequencial de duas moléculas de GABA ao complexo, levando a abertura
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do canal. Hiperpolarizando os neurdnios pos-sinapticos, resultando na acgdo inibitoria
(Figura 3a) (Schofield et al., 1987).

Os receptores GABAg sdo receptores ligados a Proteina G (Figura 3b), e sdo
expressos em concentragdes mais baixas que os receptores GABAa Os receptores
GABAg atuam como heterodimeros que inibem adenilato ciclase. Sendo expressos
tanto no nivel pré quanto pos-sinaptico. Os receptores pré-sinapticos inibem a liberagao
de neurotransmissores através da inibicdo de canais de Ca’* voltagem dependente.
Enquanto que os receptores pds-sindpticos produzem potenciais inibitérios pos-
sinapticos (PIPS) lentos, através da ativacdo dos canais i6nicos de K*, que semelhante
ao aumento da condutancia aos ios Cl, impulsiona a voltagem da membrana para
potenciais de “repouso” (proéximo de -65 mv) devido ao seu potencial de equilibrio

préximo a - 70mv (Waldmeier et al., 1994, Misgeld et al., 1995, Li and Guyenet, 1996).

Glutamato

\ B)
|

Receptor Receptor
GABAa L GABA:

C=

Figura 3: Neurdnio e Receptores GABAérgicos (Jorgensen, 2005). A: Figura representativa dos

receptores GABA,. B: Figura representativa dos receptores GABAg. GAD: enzima que catalisa a reagdo

para conversdo do Glutamato em GABA (glutamato-descarboxilase); OGABA.
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Poucos estudos demonstram papel fisiolégico para os receptores GABAg no
controle cardiovascular. Estudos piloto de Abshire e colaboradores ndo observaram
alteracbes cardiovasculares quando antagonista ou agonista GABAg foram
administrados no DMH de ratos anestesiados. Mas a injecdo do agonista Baclofen no
DMH foi capaz de suprimir a taquicardia induzida pela injecdo do antagonista GABAAa
BMI (DiMicco and Monroe, 1998).

As respostas produzidas pela disfuncdo GABAérgica no DMH pode ser
observada interferindo na sintese GABAérgica utilizando a L-allylglicina (L-AG) que é
o0 precursor do 2-keto-4-acido pentandico, um inibidor ndo especifico das isoformas das
enzimas glutamato-descarboxilase (GAD65 e GAD67) (Orlowski et al., 1977) como
demonstrado por Abshire e cols., onde a microinjecdo de L-AG no DMH resulta em
aumento na FC, PAM e diminuicdo nos niveis locais de GABA em animais
anestesiados (Abshire et al., 1988).

A intervencdo na sintese GABA parece ser crucial para o desencadeamento da
sindrome do Panico. Shekhar e colaboradores tém demonstrado que ratos submetidos a
infusdo cronica de L-allylglicina (L-AG) por cinco dias no DMH, seguido da infuséo de
Lactato de Sodio, desenvolvem respostas similares aos pacientes com sindrome do
panico (Shekhar et al., 1996).

Os animais submetidos a disfuncdo crénica de GABA apresentaram
significativamente menor tempo no teste de interacdo social (S1) e de movimentagéo nos
bragcos abertos no labirinto em cruz elevada (Shekhar and DiMicco, 1987), indicando
aumento da ansiedade (Pellow et al., 1985). Quando esses animais receberam a infuséo
de lactato de sddio, eles apresentaram um significativo aumento na PA e FC quando

comparado aos animais sem a disfuncdo GABA no DMH. Essa resposta fisiologica em
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consequéncia da infusdo de lactato é semelhante a resposta observada em pacientes com
Sindrome do Péanico, onde a taquicardia é observada espontaneamente (Freedman et al.,
1985) ou pode ser induzida pela infusdo de lactato (Liebowitz et al., 1986). Este modelo
demonstrou pela primeira vez que uma especifica alteracdo central pode induzir uma
sensibilidade a infusdo periférica de lactato. Apontando assim, 0 DMH como parte do
“circuito do panico” através da modulacdo dos niveis de GABA neste nucleo (Shekhar

et al., 1996, Shekhar et al., 2003, Shekhar et al., 2006, Johnson et al., 2010).

1.5 Influéncias da assimetria de funcao encefalica no controle cardiovascular

Diferencas entre os lados esquerdo-direito nas propriedades funcionais de
regides bilaterais do sistema nervoso constituem um fendémeno conhecido como
assimetria de fungdo. Esse fendmeno tem sido observado em diferentes estruturas
cerebrais e em diferentes niveis (Harris et al., 1996, Toga and Thompson, 2003). Em
algumas condicGes, uma possivel funcdo assimétrica das regibes do encéfalo
pode resultar em desequilibrio lateralizado de eferéncia autonémica para o coracéo,
podendo levar a arritmias cardiacas e isto inclui condicBes de estresse mental
(Lane et al., 1992a, Lane et al., 1992b, Critchley, 2005).

Mais especificamente, Wittling e cols., observaram assimetria do encéfalo
humano no controle autondmico para o0 coragdo. Foram observadas diferencas
funcionais entre os dois hemisférios cerebrais, onde o lado esquerdo apresenta papel
predominante na modulacdo parassimpatica, enquanto o lado direito apresenta papel
predominante na geracdo da atividade simpética para o miocardio (Wittling et al.,

1998a, Wittling et al., 1998Db).
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Estudos de Barrion e colaboradores, acompanhando pacientes com acidente
vascular encefalico (AVE) isquémico, demonstraram que lesdes encefélicas unilaterais
podem causar um desbalanco autonémico cardiaco e os pacientes que sofreram AVE no
hemisfério direito apresentaram maior incidéncia de arritmias cardiacas (Barron et al.,
1994).

Mais especificamente, Butcher e colaboradores demonstraram, em ratos, que a
lesdo isquémica no CI produz aumento na atividade simpética do nervo renal e aumento
significativo na pressdo arterial (Butcher and Cechetto, 1995). Corroborando com estes
dados, estudos em humanos demonstraram que pacientes com AVE isquémico
apresentam aumento significativo da atividade simpética, e que esse aumento era mais
pronunciado quando a lesdo era localizada no hemisfério direito (Christensen et al.,
2005).

Recentemente, estudos do nosso laboratério, em animais anestesiados,
demonstraram que a microinjecdo de BMI no DMH-D e DMH-E, resultaram em
aumento significativo na FC, atividade simpatica do nervo renal (RSNA) e
redistribuicdo de fluxo com reducdo do fluxo sanguineo da artéria renal (RBF), e
aumento no fluxo femoral direito (FBF). Dentre essas variaveis, podemos destacar a FC
que apresentou valores maiores quando o DMH-D foi ativado, demonstrando que
possivelmente as respostas cronotrépicas maximas atingidas durante o estresse
emocional sdo possivelmente mediadas pela ativagcdo predominante do DMH-D (Xavier
et al., 2009).

Além disso, a inibicdo farmacolégica do DMH-D atenuou de forma mais
pronunciada a taquicardia evocada pelo estresse por jato de ar comparado com a
inibicdo do DMH-E. Esses resultados indicam que as vias de controle cardiovascular

descendente que sdo originadas no DMH sdo predominantemente lateralizadas, e que o
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DMH-D pode exercer um controle predominante na reatividade cardiaca durante o
estresse emocional (Xavier et al., 2009).

Entretanto a comparacdo da resposta cardiovascular produzida pelo blogqueio dos
receptores GABA ou inibicdo de suas vias de sintese do lado direito e esquerdo do

DMH em animais acordados, ainda ndo foram avaliadas.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Observar em animais acordados os efeitos cardiovasculares produzidos pelo
bloqueio dos receptores GABA ou interferéncia com sua via de sintese no hipotalamo

dorsomedial, sob a perspectiva da ocorréncia de assimetria funcional neste nucleo.

Objetivos Especificos

e Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pela
interferéncia farmacoldgica com a sintese de GABA no Hipotalamo dorsomedial a
direita e a esquerda.

e Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pelo
bloqueio de receptores GABA no Hipotadlamo dorsomedial & direita e & esquerda.

e Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pelo
bloqueio de receptores GABAg no Hipotadlamo dorsomedial a direita e a esquerda.

e Avaliar as alteracbes morfofuncionais do coracdo produzidas pela ativagéo dos
neurdnios do Hipotalamo Dorsomedial resultantes do blogqueio dos receptores GABAA.

e Avaliar a contribuicdo da disfuncdo GABAEérgica no Hipotalamo dorsomedial a

direita e a esquerda em um modelo experimental de ataque de panico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (n = 72) com peso entre 290 e 330g
provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais foram mantidos
em local adequado com controle da temperatura ambiente (21-23 graus Célsius) e
luminosidade (14 horas de luz), em caixas de polipropileno com livre acesso a agua e
comida. Os experimentos e cirurgias foram realizados no laboratério de Hipertenséo.

Todos os experimentos realizados nesse projeto foram aprovados pelo Comité de

ética em Experimentacdo Animal (CETEA — UFMG) - 160/2011.

3.2 Anestésicos e Analgésico

e Tribromoetanol na dose de 2,5mg/Kg de peso, por via i.p.
e Uretana na dose de 1.4g/kg de peso por via i.p.
e Tiopental na dose de 50mg/kg i.p .

e Banamine na dose de 2,2mg/kg s.c.
Suplementacgdes anestésicas foram ofertadas em doses menores quando necessario. O

emprego de cada um dos anestésicos foi especificado em cada procedimento ou

protocolo.
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3.3 Confeccéo e implante de canulas-guia:

Para o direcionamento das agulhas de microinjecdo ao Hipotadlamo Dorsomedial
(DMH), foram confeccionadas canulas guia de 16 mm, a partir de agulhas 22G
hipodérmicas de aco inoxidavel.

Os animais foram anestesiados utilizando tribromoetanol na dose de 2,5mg/Kg
de peso, por via i.p., apés confirmacdo da anestesia, foram posicionados em um
aparelho estereotaxico (STOELTING, IL, USA), onde essas canulas foram acopladas a
torre do extereotdxico com o auxilio de um suporte. A barra incisiva do estereotaxico
foi posicionada em 3,3mm acima da linha interaural.

Apos a assepsia do local, foi realizada a injecdo subcutanea de anestésico local
contendo vasoconstritor (cloridrato de lidocaina 2% + epinefina 1:200000), seguido de
uma incisdo mediana para exposi¢do do cranio, e localizacdo do bregma, que sera o
ponto de referencia para a leitura dos parametros: antero-posterior, latero-lateral e
dorso-ventral. Dois parafusos foram fixados ao cranio para ancoragem das canulas-guia.

O implante das cénulas guia foi realizado de acordo com as coordenadas
estabelecidas para 0 DMH pelo Atlas de Paxinos e Watson (1986). As coordenadas de
localizagdo do DMH sdo: -3.2 mm antero-posterior, -7.8mm dorso-ventral e + 0.6mm
ou - 0.6mm latero-lateral a partir do bregma.

De acordo com o grupo experimental os animais receberam o implante de canula
guia unilateral no DMH-D ou no DMH-E. Posteriormente, as canulas-guia foram
fixadas com auxilio de um acrilico dental autopolimerisavel e de pequenos parafusos de
aco inoxidavel inseridos na calota craniana. Um oclusor metalico de 16 mm foi
introduzido na canula-guia para evitar uma possivel obstrugéo.

Durante todo o procedimento, os animais foram mantidos em local aquecido até

a recuperacdo da anestesia utilizando Heat Pad (Insight Equipamentos/SP). Ao término
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dos procedimentos cirdrgicos, 0s animais receberam uma dose intramuscular de
pentabiodtico veterindrio (1:200000 Ul) e uma dose subcutdnea de 0,2 ml do
antiinflamatério Banamine na dose de 2,2mg/kg s.c. posteriormente retornaram para o
biotério do laboratério, onde foram mantidos em caixas de polipropileno com livre

acesso a dgua e comida.

3.4 Canulagao da artéria e veia femoral

Para medida dos pardmetros cardiovasculares, apos 5 a 7 dias de recuperacao da
cirurgia para implante das canulas guia, os animais foram novamente anestesiados com
tribromoetanol (250mg/kg i.p. suplementado se necessario) e submetidos a cirurgia para
implante de cénulas de polietileno na artéria e na veia femoral. Este cateter era
preenchido previamente com solucdo salina (0,9%). Apds a introducdo dos cateteres,
estes eram passados pelo tecido subcutaneo do animal até a sua exteriorizacdo na regiao
interescapular. Todas as incisdes foram suturadas. Ao término dos procedimentos
cirargicos, os animais eram levados para recuperacao.

As cénulas de polietileno foram confeccionadas utilizando 4 cm de PE-10 (Clay
Adams, 0.011 ID) para a artéria e 2 cm de PE-10 para a veia, soldado por aquecimento
ao PE-50 de 15cm para ambos.

O curso temporal dos procedimentos cirurgicos descritos nos itens 3.3 e 3.4

estdo sumarizados no seguinte protocolo:

| 5/7 dias | 1 dia |
| |
Recuperacao | Recuperacéo
Implante de canulas-guia Canulacdo da artéria Registro dos parametros
no SNC e veia femoral Cardiovasculares (FC e PAM)
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3.5 Registro dos parametros Cardiovasculares

Sempre no turno da manha, os animais foram transferidos para uma caixa preta,
onde o0s experimentos eram realizados para analise da atividade locomotora. Apos 30
minutos a canula inserida na artéria femoral foi conectada a um transdutor de presséo,
ligado a um sistema de aquisic¢éo de dados (Biopac Systems model MP-100/MP-150 A-
CE, CA, USA). Por todo o experimento, a Frequéncia Cardiaca e Pressdo arterial foram

registradas continuamente.

3.6 Confeccao de canulas injetoras e procedimento de injecéo:

Para a microinjecdo de drogas no sistema nervoso central, canulas injetoras
foram confeccionadas a partir de agulhas gengivais 30G curtas. As agulhas foram
cortadas no tamanho de 17mm, conectadas a um tubo de polietileno (Norton 0.010 1.D)
e a uma seringa Hamilton de 5 pl preenchida com &gua destilada. O polietileno foi
preenchido com droga ou veiculo, e entre a dgua destilada e a substancia contida no
polietileno havia uma pequena bolha de ar.

Para o controle do volume injetado, a seringa Hamilton foi posicionada em uma
bomba de infusdo (Kd Scientific). O volume de 0.1pl foi injetado durante um minuto. A
injetora foi mantida no sitio de injecdo por 45 segundos para maximizar a difusdo
(CUNHA, 2010). Durante a administracdo das substancias, 0 movimento da bolha de ar
indicou o sucesso da injecdo. Adicionalmente, para verificar se ndo havia obstrucdo na
injetora, estas eram testadas apds a sua remocao do parénquima cerebral. Cada animal

recebeu apenas uma microinje¢do, no DMH-D ou DMH-E.
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3.7 Infusao de Lactato

No protocolo 5, os animais com movimentagéo livre na caixa preta, receberam a
infusdo intravenosa de lactato de sédio 0.5M em veiculo (10ml/kg durante 15 min). Este
procedimento € similar as infusBes realizadas na clinica para teste de Transtorno do
panico (Liebowitz et al., 1986). As respostas cardiovasculares foram registradas, assim
como a atividade locomotora do animal. Este protocolo foi previamente descrito por

Shekhar e cols., 1996.

3.8 Anélise do Comportamento

3.8.1 Atividade locomotora:

Nos experimentos em que a atividade locomotora foi avaliada, os animais foram
ambientalizados por 1 hora antes dos experimentos em uma caixa preta, com 47
centimetros de comprimento, 30 centimetros de largura e 16 centimetros de altura.
Foram realizadas filmagens dos animais através de uma webcam (Genius NB-300), por
um periodo de 5 minutos em cada fase do experimento. Os videos foram armazenados
no computador e posteriormente foram analisados.

Para andlise da atividade locomotora, a caixa foi dividida em 4 quadrantes de
igual tamanho (Figura 4), e foi considerado 1 episddio de locomocédo cada vez que o
rato passava de um quadrante para outro (running), ou elevava-se sobre as patas
traseiras na tentativa de observacdo do ambiente externo a caixa (jumping), os valores

foram expressos como episodios/min.
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Figura4: Caixa preta onde os animais foram posicionados para realizacdo dos experimentos. A linha

tracejada amarela ilustra a linha imaginaria utilizada para quantificar a atividade locomotora dos animais.

3.8.2 Teste de Interacao social (SI):

O teste de interacdo social é um teste amplamente validado para teste de
ansiedade experimental em ratos e consiste em apresentar um animal estranho ao animal
testado durante 5 minutos, dentro da caixa preta na qual o animal testado estd
ambientalizado (Figura 5). Com auxilio de um cronémetro o tempo de interacdo é
mensurado, este é disparado a cada vez que o animal testado interage com o animal
estranho.

E considerada como interacdo, a exploracdo olfatoria exercida pelo animal
testado. Os valores foram expressos como uma média do tempo real de interacdo dos

animais (segundos de interagdo/5 minutos).

Figura 5: Figura de um animal representativo

demonstrando o momento de interacdo social.
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3.9 Histologia

Ao fim de cada experimento os animais foram anestesiados com Tiopental
(50mg/kg i.p.), e foi microinjetado 100 nl do corante Alcian Blue DMH, para
subsequente confirmacdo dos sitios das microinjegdes.

Apo6s esternotomia, a aorta abdominal foi bloqueada com uma pinga
hemostatica, para preconizar a perfusdo cerebral. Com o auxilio de uma agulha
introduzida no ventriculo esquerdo, os animais foram perfundidos com PBS-
heparinizado (5 ml de 100 USP de heparina por litro de PBS, aquecido a 37°C) seguido
por uma solugdo de formaldeido 10%.

Os cérebros dos ratos foram removidos e armazenados em formaldeido 10% por
no minimo 24 horas e posteriormente foram transferidos para uma solucéo de sacarose
20% por 48 horas.

Apos esse periodo, foram feitos cortes transversais de 50 um de espessura das
regides de interesse, utilizando um criostato. Esses cortes foram colocados em laminas
gelatinizadas e corados com vermelho neutro 1% através da técnica de Nissl. Os cortes
foram analisados por microscopia Optica para confirmacdo dos sitios de microinjecao

utilizando como referéncia o Atlas de Paxinos e Watson (1986).

3.10 Procedimentos Experimentais

Protocolo 1: Objetivo: Comparar os efeitos cardiovasculares produzidos pela
interferéncia com a sintese GABA do Hipotalamo Dorsomedial a Direita e a
Esquerda

Antes de realizar a comparacao dos efeitos cardiovasculares produzidos pela
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L-AG nos lados direito e esquerdo do hipotalamo, a primeira parte do protocolo
consistiu em realizar uma curva dose resposta de L-AG com as doses de 0,1, 1,
10pg/100nl em um dos lados do hipotdlamo com o foco nas respostas cardiovasculares,
onde cada animal recebeu apenas uma injecdo (n = 6, para cada dose).

A curva foi realizada no DMH-D, apds a analise dos dados, foi escolhida para
comparacao com o lado esquerdo a dose de 10 pg/100 nl (n = 6), capaz de produzir os
efeitos descritos na literatura ap6s desinibicdo do hipotalamo (Shekhar and DiMicco,
1987), efeitos estes que mimetizam uma resposta de luta e fuga, ou seja, uma resposta
ampla, que foi avaliada pela resposta conjunta do sistema cardiovascular associado a

resposta comportamental. Abaixo o protocolo experimental para a curva dose resposta:

| 30 min | 90 min

Controle basal Registro dos Pardmetros Cardiovasculares
e Atividade Locomotora

'Iﬁ Ll

Microinjecdo
L-AG 0,1, 1, 10ug
DMH-D

O mesmo protocolo foi realizado com a dose de 10ug/100nl para comparacao

dos efeitos no lado esquerdo do Hipotalamo Dorsomedial:

| 30 min | 90 min

N T
Controle basal ﬂ Registro dos Pardmetros Cardiovasculares
e Atividade Locomotora
Microinjecédo
L-AG 10ug
DMH-E
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Protocolo 2: Objetivo 1: Comparar a participagdo dos receptores GABAa nos

lados direito e esquerdo do DMH: investigacédo de assimetria funcional

Ap0s a estabilizacdo dos pardmetros cardiovasculares por cerca de 30 minutos, o
primeiro grupo de animais recebeu a microinjecdo de BMI no DMH-D enquanto o
segundo recebeu a microinjecdo no DMH-E. O registro seguiu até o retorno aos valores
basais. A magnitude e a duracdo da resposta pressora e taquicardica produzida pela

microinje¢do de BMI (10 pmol/100 nl) foram avaliadas neste protocolo (n = 6).

| 30 min | 90 min

Controle basal Registro dos Pardmetros Cardiovasculares

'Iﬁ L]

Microinjecédo
de BMI
DMH-D ou DMH - E

Protocolo 2: Objetivo 2: Avaliar a participacdo dos receptores GABAg nos lados

direito e esquerdo do DMH: Investigacdo de Assimetria funcional
Semelhante ao protocolo descrito no objetivo 1, os parametros cardiovasculares
foram registrados, entretanto neste protocolo, observando se havia resposta

cardiovascular apds a microinjecdo do antagonista GABAg Saclofeno (10 pmol/100 nl).

| 30 min | 90 min

Controle basal ﬂ Registro dos Parametros Cardiovasculares
Microinjecéo
de Saclofeno
DMH-D ou DMH - E
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Protocolo 3: Objetivo: Avaliar as alteragdes morfofuncionais do coragdo durante

ativacao dos neurdnios do DMH Direito ou Esquerdo

Morfologia e funcéo cardiaca foram avaliados utilizando ultrassonografia de alta
resolugcdo, com um sistema Vevo 2100 equipado com transdutor bifrequencial (16/21
MHz, Visual Sonics, Toronto, Canada). Apo6s inducdo anestésica com Uretana 1.4g/kg
de peso, os ratos foram colocados em posi¢do supina em uma mesa equipada, onde
foram submetidos a tricotomia do térax e abddémen, seguido de traqueostomia para
permitir melhor ventilacdo durante todo o experimento (n=5).

A mesa é equipada com eletrodos para monitorizacdo com eletrocardiograma e
sistema de aquecimento para manutencao da temperatura corporal do animal em 37 ° C.
Imagens de alta resolucdo foram obtidas em posicdo paraesternal direita e esquerda e
foram obtidas imagens do eixo longo, eixo curto e apicais. As imagens registradas e 0s
calculos foram realizados de acordo com as recomendacfes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia.

Foram demonstradas as seguintes medidas em Modo-M: as dimensdes internas
do VE, em diastole e sistole (LVED e LVES respectivamente), espessura da parede
posterior do VE (PPVE) e septo interventricular (SIV) na diastole e sistole. A partir
dessas medidas foram calculados pelo software: os volumes diastélico final e sistélico
final (VDF e VSF), fracdo de encurtamento (FE), fracdo de ejecdo (FEj) do VE, o

volume de ejecdo (VS), o débito cardiaco (DC) e a frequéncia cardiaca (FC).

T L ]

12 mensuragéo 22 mensuragéo

Microinjecéo
de BMI

DMH-D/DMH-E
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Protocolo 4: Objetivo: Avaliar os efeitos produzidos pela disfuncdo GABA

no Hipotadlamo Dormedial direito e esquerdo ap6s a infusdo de Lactato

Para realizar um experimento agudo produzindo um ataque de panico em ratos
adaptamos o protocolo previamente descrito por SHEKHAR, 1996, e para tal,
utilizamos os dados da curva dose resposta 0,1, 1 e 10 pg/100nl, descrita no protocolo 1.

Selecionamos a dose de 1ug/100nl, que nédo resultou em alteracdo cardiovascular
nem em aumento da atividade locomotora, mas que o animal dava sinais de ansiedade,
como descrito por Shekhar, 1996, além disso estudos realizados por Cunha 2010,
observou o comportamento apresentado pelos animais ap6s a injecdo desta mesma dose
na PAG, observou que esses animais apresentaram um aumento principalmente no
“Freezing” que ¢ uma comportamento caracteristico de animais com ansiedade. Dessa
forma, a dose de 1 pg/100 nl foi selecionada e testada no protocolo de ataque de Panico
descrito abaixo (n=5):

Ap0s a estabilizacdo dos parametros cardiovasculares por 3 cerca de 30 min, 0s
animais receberam a microinjecdo de L-allylglicina 1ug/100nl ou Salina no DMH a
Esquerda ou & Direita, apds 60 minutos, foi iniciada a infusdo de Lactato de Sddio
(NaLac) 0.5 M durante 15 min utilizando uma bomba de infusdo. Ao final da infus&o,

foi realizado o teste de interagédo social.

| 30 min | 60 min | 15 min |  5min
T . T m
Controle basal Tempo de Infusdo de NaLac Teste de SI
Difusdo e acdo da Droga 0.5M (10ml/kg)

Microinjecéo
L-AG 1ug/100nl
DMHDouE
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3.11 Drogas

Bicuculina Metiodide (BMI);

0
. . . . . . < O + ,CH3
Sintetizado a partir da Bicuculina antagonista de © g :~CH3
receptores GABAA — Co1HaoINOg — PM: 209.29 — Dose: O o
0 o]
10 pmol/100 nL. -0
Saclofeno;
Antagonista seletivo de receptores GABAg - HaN
0
CoH1,CINO3S — Peso molecular: 249,71 — S—-OH
o}
of
Dose: 10 pmol/100 nL.
L-allylglicine (L-AG);
Inibidor ndo especifico das isoformas da enzima O
HEC\
glutamato-descarboxilase (GAD65 e GAD67) — OH
NH>
CsHgNO; — Peso Molecular: 333.38 —
Dose: 0,1ug, 1 pg e 10 pg/100 nl.
Lactato de sédio (NaLac);
Produzido a partir do piruvato durante a glicolise o)
anaerobica — C3HsNaO3z; — Peso Molecular: 112.06 - 0 HBC\HJ\
ONa
Dose: 0,5 M —10 ml/kg. OH
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3.12 Andlise dos Dados

Para construcdo da curva com os valores de Frequéncia Cardiaca (FR) e Presséo
Arterial Média (PAM), esses dados foram coletados a partir de uma média durante 30
segundos a cada 2 minutos de registro no Biopac.

Para facilitar a visualizacdo dos dados, os periodos mais relevantes também
foram expressos no grafico de barras e/ou em delta das variagdes, subtraindo os valores
pos injecdo da média dos valores basais.

As demais analises foram descritas em conjunto com o protocolo na qual esta foi

empregada.

3.13 Analise Estatistica

As comparacdes entre os dois grupos foram analisadas pelo teste t de Student.
ComparacGes no mesmo grupo pré e pos intervencdo, foram analisadas utilizando o
teste t de Student pareado. Para comparacdo das respostas entre mais de dois grupos
utilizamos o teste de analise de variancia de uma via (one way ANOVA) seguido de
Newman keuls.

A comparacao entre dois grupos com os fatores droga e tempo foi utilizado o
teste de anélise de variancia de duas vias (two way ANOVA) seguido de Bonferroni.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prisma. O
nivel de significancia foi fixado quando o P<0,05. Todos os valores foram expressos

como médias + erro padrdo da média (EPM).
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4. RESULTADOS

Protocolo 1: Objetivo: Avaliar os efeitos da nanoinjecdo aguda de L-allylglicina no

DMH de ratos acordados

A figura 4.1 mostra as alteragdes na PAM, FC e Atividade Locomotora
produzidas pela inje¢do de L-AG no DMH de ratos acordados. A menor dose utilizada
na curva, 0,1ug/100nl, ndo produziu qualquer alteracdo cardiovascular ou
comportamental nos animais avaliados, apresentando resposta semelhante aos valores
basais.

A dose intermediaria de 1ug/100nl também ndo resultou em alteragdes
cardiovasculares, no entanto, vale a pena ressaltar que, mesmo embora ndo tenhamos
realizado uma andlise quantitativa da ansiedade, esses animais pareciam estar em alerta
a qualquer movimento externo e pequeno aumento da atividade locomotora, mas sem
diferenca estatistica do grupo salina.

A nanoinjecdo aguda de L-AG 10ug no DMH foi a Unica capaz de produzir
resposta cardiovascular e comportamental significativamente diferente do controle
(Tabela 1). Desta forma, esta foi a dose de escolha para comparacdo com o DMH-E,
esses dados sdo mostrados na figura 4.2, onde é possivel observar também que a
nanoinjecdo de 10ug de L-AG no DMH-D e DMH-E promoveram importante aumento

na PA, FC e atividade locomotora em animais acordados.

Tabela 1 L-AG 10 pg/100 nl | L-AG 1 pg/100 nl | L-AG 0,1 pg/100 nl | Salina
A FC (bpm) 132 +10* 20+ 3 2+5 7+1
A PAM (mmHg) 20+ 2 * 71 1+£2 2+1
A AL (episddios/min) 17+2* 3x1 0+1 00

Tabela 1: Tabela com os dados de Pressao Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC) e Atividade

Locomotora (AL) apresentada ap0s a injecdo de doses crescentes de L-AG.* P < 0,05. Teste: One Way

ANOVA seguido do pés teste de Newmn-Keuls.
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-+ L-AG 0,1ug
150 1 + |-AG 1ug
’ - L-AG 10ug

140 -

130 1

120

PAM (mmHgQ)

-20 0 20 40 en
Tempo (min)

600 1

550 1

500 1

450 1

FC (bpm)

20 0 20 40 60
Tempo (min)

0 Atividade Locomotora

25 4
* % %k
20 A
15 ~

10 A

episodios/min

Salina 0,1lug lug 10ug

Figura 4.1 — Alteracbes na Pressdo Arterial Média (PAM), Frequéncia Cardiaca (FC) e Atividade
locomotora produzidas pela nanoinjecdo de doses crescentes de L-Allylglicina (L-AG) (0,1, 1,
10ug/100nl) no DMH-D. No painel superior é possivel observar a resposta pressora e um diagrama
esquematico ilustrando os sitios de injecdo dos animais incluidos neste protocolo. No painel inferior,
podemos observar a FC apresentada de forma dose dependente e 0 mesmo na resposta comportamental
analisada pela atividade locomotora apresenta pelos animais. 8 P<0,01 para 10ug vs 0,1 e 1pg/100nl.
Teste: two way ANOVA seguido de Bonferroni; *** P<0,01 para 10ug vs salina, 0,1 e 1jug. Teste: one
wav ANOVA. (n=6).
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A PAM (mmHQ)

A FC (bpm)

Quando comparamos o0s grupos, foi possivel observar que a resposta
cardiovascular produzida pela microinjecdo de L-AG 10 ug/100 nl a esquerda comeca a
estabilizar por volta de 40 minutos, enquanto que a taquicardia produzida pela
microinjecdo a direita continuou aumentando até o termino do periodo experimental.
Dessa forma, somente aos 60 minutos a resposta promovida pela microinjecéo a direita
foi significativamente maior quando comparado com o lado esquerdo (A FC= DMH
—D: 132 + 10 bpm; DMH — E: 51 + 18 bpm; Salina: 2 £ 5).

A resposta comportamental ndo diferiu nos grupos direito e esquerdo (DMH-D:
17 + 2 episodios/min; DMH-E: 15 + 2 episddios/min), os animais apresentaram reacoes

de defesa e exploracao descoordenadas.

- L-AG 10ug/100nl - DMH-D .
Hg Atividade locomotora

*
204 = 25 4 | |
e * —|
B 90 -
159 ke
3 15 1
104 L
Q. 10 -
()]
5' 5 -
0 ' . . 0- )
0 20 40 60 Salina DMH-D DMH-E
Tempo (min
150- po (min)
8
100+
504
0 - L] L] L}
0 20 40 60

Tempo (min)

Figura 4.2 — Comparagéo das respostas cardiovasculares e comportamentais produzidas pela nanoinjecéo
de L-AG 10ug nos lados direito e esquerdo do DMH. No painel superior é possivel observar o delta da
resposta pressora e abaixo, podemos observar a FC apresentada ap6s a injecdo nos diferentes lados do
DMH. No painel inferior esta representada a analise da atividade locomotora apresenta pelos animais e
um diagrama esquematico ilustrando os sitios de inje¢do dos animais incluidos neste protocolo (n=6). §
P<0,01 teste two way ANOVA seguido de Bonferroni - DMH-D vs DMH-E aos 60min. *** P<0,01Teste:
One way ANOVA seguido de Newman Keuls.
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Protocolo 2: Objetivo: Avaliar a participacdo dos receptores GABAa nos lados

direito e esquerdo do DMH: investigacéo de assimetria funcional

Como descrito em estudos prévios a nanoinje¢cdo de BMI (10 pmol/100 nl) no

DMH produziu importante aumento na FC, acompanhado de um aumento mais discreto

na PAM quando comparado com os valores basais em ambos os grupos (Figura 4.3).

Nossos dados mostraram que as altera¢cdes médias maximas na PAM e FC entre

0s grupos néo diferiu, como pode ser visto na figura 4.4. No entanto, a duracdo da

taquicardia produzida pela nanoinjecdo a direita durou quase o dobro da taquicardia
produzida pela nanoinjecao a esquerda (DMH - D: 37 £ 3 min; DMH - E: 19 £ 3 min)

como pode ser observado pelo tragado representativo na figura 4.3.

Microinje¢ao de BMI no DMH - D

PAP
I‘
<

(mutthg)

W
-]
g) © o

PAM

o (mmhg)
3

3

3

3

[

r?
|
|
!

s
0
-3
=4

Microinje¢io de BMI no DMH - E

PAP 1
S o (mmhg) S
l ‘

20
ﬁEﬁ,\m»W - — e
a2
0
600 ,
= A Rl Rt
‘-‘3| T )
| - g T VI S Y
200

Figura 4.3 - Tracado representativo das alteracdes evocadas
pela injecdo de BMI. No painel superior, registro de um animal - P
representativo do grupo DMH-D 10pmol/100nl e no painel - -~ @ g

Frequéncia Cardiaca.

Arterial Pulsatil;, PAM = Pressdo Arterial Media, FC = -~ <. /, !

T
0 10 20 30 40(min)

L L —_

— k- - _
—-——— ~y ﬂ‘_.\. - TR -,

(A A}
i l,'[j\Ua‘.:\ L
inferior, registro de um animal representativo do grupo DMH- -, % »/}. Y el

E 10pmol/100nl. Ao lado, diagrama esquematico dos sitios de - ¢ DMC ™~ !
injecdo dos animais incluidos neste grupo. PAP = Pressdo Ty

« ol .'r
L. DMV,
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3001
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Figura 4.4 — No painel superior esta demonstrado a comparacdo da resposta pressora produzida pela
nanoinjecdo de BMI (10pmol/100nl) no DMH & Direita e & Esquerda. E no painel inferior esti
demonstrada a comparacdo da resposta taquicardica produzida pela nanoinjecdo de BMI (10pmol/100nl)
no DMH a direita e a esquerda. Em ambos, a direita é possivel observar o tragado com os dados obtidos,
enquanto a esquerda esta ilustrado os mesmos dados mas expressos no grafico de barras no periodo mais
relevante do tracado a direita (n=6). *p<0,05 e ***p<0,01 DMH — D vs DMH — E. Teste: Two way

ANOVA seguido de Bonferroni.
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Objetivo 2: Avaliar a participacdo dos receptores GABAB nos lados direito e

esquerdo do DMH: investigacao de assimetria funcional

O bloqueio dos receptores GABAg no DMH utilizando o antagonista Saclofeno
(100 pmol/100 nl) ndo resultou em alteracdes significativas na pressao arterial (DMH —
D: A5+ 2 mmHg; DMH — E: A 4 £ 3 mmHg), e na frequéncia cardiaca (DMH-D: A 2
+ 9 bpm; DMH-E: A 26 + 5 bpm como pode ser observado na figura 4.5 e 4.6.

140 ; -e- Saclofeno - DMH - D
: -= Saclofeno - DMH - E
130 -
=)
I
e 120
3
<§E 110 -
(Al
100 -
90 T T r ]
60@-0 0E 20 _ 40 60
Tempo (min)
500+
£
Q.
S 400
O 5
LL H
300+
-20 0 20 40 60
Tempo (min)
R\
Figura 4.5 — Comparacdo das respostas cardiovasculares produzidas pela nanoinje¢éo ... o ‘\.'I :m?m'.‘:;\ .
de Saclofeno (10pmol/100nl) no DMH a direita e a esquerda. No painel superior é ‘~;‘x-f‘“x\:‘ 1 f,"// e
possivel observar a resposta pressora, no painel inferior podemos observar a D{gx\w (’)/’t).m'. (

Frequéncia Cardiaca apresentada apés a injecdo nos diferentes lados do DMH, e ao
lado o digrama esquematico com os siteos de injecdo dos animais adicionados ao
grupo. Teste: Two way ANOVA seguido de Bonferroni (n=6).




Quando comparamos o0s deltas das respostas cardiovasculares maximas
produzidas pela nanoinjecdo de BMI com as respostas produzidas pelo Saclofeno, é
possivel observar que a magnitude da resposta cardiovascular produzida pela
nanoinjecdo de BMI foi muito maior quando comparada a injecdo de saclofen (DMH-D:
BMI: 141 + 14 bpm/18 + 2 mmHg; Saclofen: 2 £ 9 bpm/ 5 + 2 mmHg) (DMH-E: BMI:
125 + 15 bpm/16 £ 2 mmHg; Saclofen: 26 + 5 bpm/ 5 £ 3 mmhg) .

25

[ ** T mm DMHD -BMI
kk —
S [ m DMHE - BMI
E B DMH D - Saclofeno
é Ml DMH E - Saclofeno
=
3
<
BMI- D Saclofen- D BMI- E Sacoflen- E
200 ~
——— 3
,— % %k —
% %k k —
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=
o
0
~ 100 A
O
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<
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BMI- D Saclofen- D BMI- E Sacoflen- E

Figura 4.6 — Delta das respostas cardiovasculares médias maximas produzidas pela nanoinjecdo de
Saclofeno (10pmol/100nl) ou BMI no DMH a direita e a esquerda. As alteragfes na Pressdo Arterial
Média sdo demonstradas no painel superior, enquanto o painel inferior demonstra o efeito sobre a
Frequéncia Cardiaca dos animais observados. ** P<0,03 e ***P<0,001 BMI vs Saclofeno (n=6). Teste:
One way ANOVA seguido de Newman-keuls.* P<0.05 DMH-D VS DMH-E pés injecdo de Saclofen.
Teste: test t ndo-pareado

47



Protocolo 3: Objetivo: Avaliar as alteracdes morfofuncionais do coragdo durante

ativacao dos neurdnios do DMH direito ou esquerdo

A ecocardiografia realizada antes e apds a nanoinjecdo de BMI 40pmol/100nl
evidenciou um aumento importante na atividade cardiaca proveniente do bloqueio dos
receptores GABAA do DMH. Foi observado aumento da FC (DMH - D: 445+8; DMH —
E: 434+13) e da Fracdo de encurtamento (DMH - D: 80%+2; DMH — E: 81%z2) em
ambos 0s grupos como demonstrado nas figuras representativas dos grupos 4.7 e 4.8, e

nos graficos a seguir (Figura 4.10,4.11 e 4.12).

Em concordancia com esses dados, na avaliacdo morfoldgica foi observada uma
diminuicdo do diametro (DMH - D: 0.98mm £ 0.1; DMH — E: 0.83mm % 0,1) e do
volume da cdmara ventricular esquerda ao final da Sistole (DMH - D: 2ul +2; DMH —
E: 1.6ul £0.8) como pode ser observado na figura 4.11, mas que néo foi traduzido em
aumento de DC (Figura 4.10). No entanto, a comparagdo entre os grupos DMH-D e
DMH-E, nédo apresentou diferenca significativa em nenhum dos pardmetros avaliados

pelo ecocardiograma.

A figura 4.9, apenas foi adicionada para descrever um fato ocorrido em um dos
animais que receberam a microinje¢do de BMI no DMH-D, a presenca de focos

ectopicos ventriculares com pausa compensatoria apos a injegéo.
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Figura 4.7 — Figura representativa da avaliagdo morfofuncional cardiaca realizada utilizando o
Ecocardiograma Modo M - eixo longo nos periodos pré (painel superior) e pos injegdo (painel inferior) de
BMI (40pmol/100nl) no DMH - D. ECG = eletrocardiograma; a chave representa o complexo QRS do
tragado eletrocardiografico.
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Figura 4.8 — Figura representativa da avaliagdo morfofuncional cardiaca realizada utilizando o
Ecocardiograma Modo M - eixo longo nos periodos pré (painel superior) e pos injegdo (painel inferior) de
BMI (40pmol/100nl) no DMH - E. ECG = eletrocardiograma; a chave representa o complexo QRS do
tragado eletrocardiografico.
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Figura 4.9 — Figura representativa de um animal do grupo de BMI (40pmol/100nl) no DMH - D
utilizando o Ecocardiograma Modo M - eixo longo periodos pré (painel superior) e pds injecdo (painel
inferior), onde foi evidenciado a presenca de arritmia cardiaca p6s injecdo. ECG = eletrocardiograma; a
chave representa o periodo em que ficou evidenciada a arritmia cardiaca; A = complexo ventricular
isolado e B = pausa compensatoria.
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Figura 4.10 — Avaliagdo Morfofuncional Cardiaca para comparacdo das respostas
cardiovasculares produzidas pela nanoinjecdo de BMI (40pmol/100nl) no DMH a direita e a esquerda. O
débito cardiaco se refere ao volume de sangue bombeado por cada ventriculo por minuto. Este é
determinado pela FC e o volume de sangue ejetado durante cada sistole (VS), e pode ser expresso pela
forma matematica: DC = FC x VS. O VS é calculado pela diferenca do volume diastélico final (VDF) e
volume sistélico final (VSF). *p<0,05 Pré e p6s — BMI. Teste: One way ANOVA seguido de Newman
Keuls (n=5).
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Figura 4.11 - Avaliacdo Morfofuncional
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cardiovasculares produzidas pela nanoinjecdo de BMI (40pmol/100nl) no DMH a direita e a esquerda.

A fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo representa a mudanca percentual do didmetro do eixo
menor do ventriculo esquerdo que ocorre na sistole. E calculada pela diferenca entre a dimenséo
diastdlica final (LVED) e a dimensao sistdlica final (LVES), normalizada pela dimensdo diastdlica final,
e expressada como SF = (LVED - LVES)/LVED X 100.* p<0,05 Pré e p6s — BMI. Teste: One way
ANOVA seguido de Newman Keuls (n=5).
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Figura 4.12 — Awvaliagdo Morfofuncional Cardiaca para comparagdo das respostas cardiovasculares
produzidas pela nanoinjecdo de BMI (40pmol/100nl) no DMH a direita e a esquerda. Fracdo de ejecao se
refere a fragdo do volume de sangue recebido durante a diastole que é ejetada durante a sistole: FE =
VS/VDF Teste: One way ANOVA seguido de Newman Keuls (n=5).
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Protocolo 4: Objetivo: Avaliar a participacao da disfuncdo GABA no Hipotalamo

Dormedial direito e esquerdo apo6s a infusdo de lactato

Como demonstrado anteriormente, a injecdo de L-AG 1ug/100nl, n&o foi capaz
de promover alteracbes cardiovasculares ou comportamentais quando realizado
isoladamente, no entanto, com este protocolo foi possivel observar que esta dose foi
capaz de alterar a responsividade das varidveis cardiovasculares (Figura 4.13) e
comportamentais & infusdo periférica de lactato de sodio. Este fendmeno é semelhante
aquele descrito por Shekhar e colaboradores em estudos abordando o modelo de
transtorno do panico em ratos.

Durante a infusdo de lactato, foi possivel observar um aumento na pressdo
arterial (Figura 4.14), da frequéncia cardiaca (Figura 4.15) e da atividade locomotora
(Figura 4.16) somente nos grupos que receberam a nanoinjecéo de L-AG no DMH-D ou
DMH-E. A infusdo de lactato 60 minutos ap6s a injecao de salina no DMH néo resultou
em resposta cardiovascular e comportamental significativamente diferente do basal,
demonstrando assim, que a disfuncdo produzida pela L-AG no DMH foi preponderante
para induzir essa sensibilidade a infusdo de lactato. Analisando as respostas
cardiovasculares produzidas pelos animais que receberam a injecdo de L-AG no DMH-
D ou DMH-E, ndo conseguimos observar diferenca significativa entre os grupos. No
entanto, ambos foram diferentes estatisticamente do grupo salina.

A infusdo de lactato apos a injecdo de L-AG 1pug/100nl no DMH-E produziu um
aumento significativo da resposta locomotora quando comparado ao grupo salina,
enquanto que a inje¢do de L-AG 1pg/100nl no DMH-D seguido da infusdo do lactato
produziu uma diminuicédo significativa no teste de interacdo social comparado também

ao grupo salina.
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Figura 4.13 - Tracado representativo das alteragcdes evocadas pela inje¢do de L-AG 1 pg/100 nl seguido
da infusdo de lactato de sodio. No painel superior, registro de um animal representativo do grupo

controle, abaixo um animal representativo do grupo DMH-D e no painel inferior, registro de um animal
representativo do grupo DMH-E.
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Figura 4.14 — AlteracOes na Pressdo Arterial Média ap0s injecdo de L-AG 1ug/100nl no Hipotalamo
Dorsomedial a Direita e a Esquerda ou Salina no Hipotdlamo Dorsomedial a Direita seguido da infusdo
de Lactato de Sodio 0,5M. No painel superior é possivel observar as resposta ao longo de todo o registro,
enquanto o painel inferior é possivel observar o delta das alteragbes mais relevantes. *p<0,05, ***
p<0,01. Teste: One way ANOVA seguido de Newman Keuls (n=5).
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Figura 4.15 — Alteragdes na Frequéncia cardiaca ap6s injecdo de L-AG 1ug/100nl ou Salina no DMH a
Direita e a Esquerda seguido da infusdo de Lactato de Sodio 0,5M. No painel superior € possivel observar
as resposta ao longo de todo o registro, enquanto o painel inferior é possivel observar o delta das
alteracGes mais relevantes. * p<0,05, **p<0,03 e *** p<0,01. Teste: One way ANOVA seguido de

Newman Keuls (n=5).
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Embora a comparagdo entre os grupos L-AG no DMH-D e DMH-E, néo tenha
demonstrado diferenca significativa na atividade locomotora, como mostrado na figura
4.16, foi possivel observar durante os experimentos que 0s animais que receberam a
nanoinjecdo de L-AG 1pg/100n no DMH-D apresentaram menor atividade locomotora
que os animais que receberam a nanoinje¢do no DMH-E (DMH-D: 5 + 4 episédios/min;
DMH-E: 12 + 3 episodios/min), acreditamos que essa resposta ndo foi significativa, pois
um dos animais que recebeu a injecdo de L-AG no DMH-D apresentou resposta
semelhante aos animais que receberam a inje¢cdo no DMH-E.

O teste de interacdo social foi positivo para ansiedade nos animais submetidos a
injecdo de L-AG (DMH-D: 72 + 9 seg; DMH-E: 90 + 19 seg; Salina: 142 + 24 seg), que
como descrito previamente, € positivo quanto o tempo de interacdo é menor ou igual a
90 segundos de interacdo durante os 5 minutos de teste. No entanto, o teste estatistico

escolhido ndo evidenciou diferenga estatistica do grupo salina.

ATIVIDADELOCOMOTORA |NTERACAO SOCIAL
_ 20 - — 200 -
E = 150
S 2
_O N
B é_ 100
o
o 2 s
. 0
L-AG L-AG Salina L-AG L-AG Salina
DMH-D DMH-E DMH-D DMH - E

Figura 4.16: Atividade locomotora apresentada pelos animais durante a infusdo de lactato e a resposta em
segundos ao teste de interacdo social, indicando o tempo de interacdo apresentado pelos animais apés a
infusdo de lactato. Os grupos representam animais que receberam a inje¢éo de L-AG 1ug/100nl ou DMH
a Direita e a Esquerda ou Salina noDMH-D, em todos os grupos a injecdo foi seguido da infusdo de
Lactato de Sédio 0.5M. **p<0,03 (n=5).
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4.5: Analise Histoldgica

Os locais de microinjecao foram demonstrados juntamente com os resultados de
cada protocolo experimental utilizando um diagrama esquematico baseado no Atlas de
Paxinos e Watson ao nivel de 3.3 posterior ao bregma como demonstrado na figura 4.16
(Paxinos, 1986).

Em todos os experimentos os sitios de microinjecdo dos animais adicionados aos
grupos estavam localizados préximo a zona compacta do DMH. Os animais em que a

microinjecdo encontrava-se fora dos limites do DMH néo foram utilizados na analise.

Bregma -3,3

—
1 mm

Figura 4.17: Desenho esquematico de uma seccao de cérebro de rato mostrando a localizagéo do
hipotdlamo dorsomedial (Paxinos e Watson, 1986) e Fotomicrografia representativa de animais que
receberam a microinjecdo a direita ou a esquerda do Hipotalamo Dorsomedial, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo foram: i) a nanoinjecdo aguda de L-AG 10
pg/100 nl no DMH de ratos acordados é capaz de produzir respostas semelhantes as
observadas no comportamento defensivo; ii) a dose mais elevada de L-AG avaliada
(10ug/100nl ) produziu taquicardia mais pronunciada quando injetada no DMH-D; iii)
a duracdo da taquicardia produzida pelo blogueio dos receptores GABAA utilizando a
nanoinjecdo de BMI 10 pmol/ 100 nl no DMH-D foi quase duas vezes maior que a
produzida pela nanoinjecdo no DMH-E; iv) o bloqueio dos receptores GABAg com
Saclofeno (10 pmol/100 nl) ndo produziu alteracdes significativas na pressdo arterial e
frequéncia cardiaca quando nanoinjetada no DMH-D e DMH-E em animais acordados;
v) a dose de 1 pg/ 100 nl de L-AG no DMH foi capaz de induzir nos animais
sensibilidade a infusdo de lactato de sddio periférica em ambos os grupos. Mas as
respostas cardiovasculares ndo foram diferentes quando comparamos 0S grupos que
receberam a injecéo de L-AG no DMH-D e DMH-E.

Para realizacdo dos experimentos de comparacdo da resposta cardiovascular
promovida pela L-AG, e posterior tentativa de observar um ataque de panico ap6s a
infusdo de lactato de sodio, foi necessario a realizacdo de uma curva dose resposta dos
efeitos cardiovasculares produzidos pela inje¢do de L-AG no DMH. A L-AG ja é
amplamente utilizada na literatura para estudos que visam observar os efeitos da
disfuncdo GABAérgica no sistema nervoso central (Abshire et al., 1988, Shekhar et al.,

1996). No entanto, € importante ressaltar que o presente trabalho demonstra pela
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primeira vez uma curva dose-resposta para o uso da L-AG de forma aguda em animais
acordados observando os parametros cardiovasculares.

A escolha das doses para configuragdo da curva baseou-se principalmente nos
estudos que utilizaram a L-AG de forma aguda no SNC. Abshire e colaboradores com
estudos realizados utilizaram 12.5 pg e 25 pg em 200nl no DMH de ratos anestesiados.
Recentemente Cunha e colaboradores utilizaram a L-AG em animais acordados, no
entanto para estudos de ansiedade envolvendo a PAG. Neste tltimo estudo foi realizada
uma curva dose resposta com 1, 3 e 5 ug/200 nl, mas sem avaliar as respostas
cardiovasculares. Com volume de injecéo reduzido (100 nl), nés procuramos uma curva
dose resposta que pudesse compreender a faixa utilizada entre esses dois estudos para
possivel efeito de comparacdo. Desta forma, realizamos a nossa curva com as doses 0,1,
1 e 10 ng/100 nl. O volume de nossas injecoes foi reduzido pela metade, de 200nl para
100 nl, visando minimizar o espalhamento da droga para regides adjacentes e assim
aumentar a confiabilidade dos resultados (Abshire et al., 1988, CUNHA, 2010).

A menor dose testada em nosso estudo, 0,1 ng/100 nl, ndo produziu resposta
significativa em nenhum dos pardmetros avaliados, assemelhando se ao controle
realizado com salina. A dose intermediaria de 1 pg/100 nl, pode ser comparada a
utilizada por Cunha e colaboradores (1 pug/200 nl) na substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) que € um nacleo amplamente conhecido como mediador de repostas de
comportamento defensivo em ratos (Bandler and Carrive, 1988). Neste estudo de Cunha
e colaboradores foi demonstrado durante os primeiros 15 minutos como comportamento
predominante o “Freezing”, que ¢ descrito como um aumento no tempo em que o
animal permanece imdvel, caracteristica observada em situacfes de medo (CUNHA,

2010.
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Em nossos experimentos, o comportamento foi avaliado quantificando a
atividade locomotora dos animais. No grupo 1 pg/100 nl de L-AG no DMH,
observamos um pequeno aumento na atividade locomotora mas sem diferenca
estatistica, quando comparamos aos animais que receberam a dose de 0,1 ug/100 nl ou
salina. No entanto, nenhuma alteracdo cardiovascular significativa foi observada neste
grupo.

A maior dose testada de 10 pg/100 nl, dose mais préxima a dose utilizada por
Abshire e colaboradores em animais anestesiados (12,5 pg/200 nl). Em nosso estudo,
realizado em animais acordados, esta dose produziu uma importante resposta
cardiovascular e comportamental, que se assemelhou as caracteristicas observadas
durante comportamentos de defesa.

A utilizacdo de um inibidor da sintese de GABA, que ¢ sintetizado a partir de
outro neurotransmissor, o glutamato, nos faz questionar se as respostas cardiovasculares
encontradas no DMH sdo produto da diminui¢do de um neurotransmissor ou 0 aumento
do seu precursor. Chapman e colaboradores avaliaram a concentragdo dos principais
neurotransmissores aminoacidos: Aspartato, Glutamato, GABA, Glutamina e Taurina
em regides como Cortex, Cerebelo e Hipocampo apés a infusdo de L-AG. Este estudo
demonstrou que a infusdo de L-AG periférica produziu uma queda de 20-40% nos
niveis de GABA encefalico (Chapman et al., 1984), o que justifica a forma com que
alguns autores relatam que a injecdo de L-AG promove uma disfuncdo GABAérgica
(Abshire et al., 1988, Shekhar et al., 1996, Johnson and Shekhar, 2006).

Diferente do que era esperado, ndo foram observadas alteracdes nos niveis de
Glutamato em nenhuma das regides avaliadas. No entanto foi observado um aumento de
Glutamina e estes autores especulam que ndo foi possivel observar o aumento de

Glutamato, pois este poderia estar sendo liberando para fluido extracelular (Chapman et
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al., 1984). Dessa forma ndo podemos descartar a possivel contribui¢do do glutamato nas
respostas observadas ap6s a injecdo de L-AG e futuros estudos serdo necessarios para
elucidar esta questéo.

Em estudos realizados especificamente no hipotalamo, Abshire e colaboradores,
conseguiram demonstrar em uma analise de regressdo linear a existéncia de correlacéo
entre a taquicardia produzida pela injecdo de L-AG no DMH e a diminui¢do na
concentracdo de GABA, demonstrando entdo que as alteragdes nos niveis de GABA no
hipotalamo séo cruciais para o desencadeamento das respostas provenientes da injecdo
de L-AG (Abshire et al., 1988). Adicionalmente, Soltis & Dimicco mostraram que a
ativacdo dos neurbnios do DMH apds bloqueio dos receptores GABAA é dependente de
sinapses excitatdrias (Soltis and DiMicco, 1991b, a, Soltis et al., 1998).

Para observar a interferéncia nos niveis de GABA em ambos os lados do DMH,
realizamos a comparacao das respostas cardiovasculares produzidas pela nanoinjecédo de
10 pg/100 nl de L-AG no DMH-D, com as respostas produzidas pela injecdo no DMH-
E. Foi observada uma estabilizacdo da taquicardia produzida pela injecdo a esquerda,
préximo aos 40 minutos pds-injecdo, por outro lado, os animais que receberam a injecédo
a direita, apresentaram uma resposta taquicardica que se acentuou 40 minutos apos a
injecao.

A resposta cronotrépica positiva apdés a injecdo no DMH-D foi
significativamente diferente da resposta produzida pela inje¢do no DMH-E préximo aos
60 minutos poés-injecdo. Demonstrando que o DMH-D pode exercer um controle
diferenciado nas mudangas da FC durante o estresse emocional, corroborando com
estudos prévios do nosso laboratério realizados em animais anestesiados (Xavier et al.,
2009), indicando que o DMH-D pode receber um input GABAEérgico diferencial

comparado ao DMH-E.
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As vias do DMH séo predominantemente lateralizadas, e sdo organizadas com
espelhos ipsilaterais, onde um lado parece ndo se comunicar com o outro (Thompson et
al., 1996). Estudos utilizando a expressao de C-Fos, um marcador da atividade neuronal,
demonstrou que a ativagdo do DMH com BMI unilateral, promove o aumento na sua
expressdo em diferentes nlcleos relacionados ao controle das respostas fisiologicas ao
estresse como RPa, PVN, NTS, RVLM, com marcagdo bilateral, no entanto, com
aumento significativo ipsilateral a injecdo (Zaretskaia et al., 2008).

Os estudos prévios do nosso laboratério, citados anteriormente, avaliaram a
participacdo mais especificamente dos receptores GABAA em animais anestesiados, e
propuseram que as vias descendentes de controle cardiovascular, que sdo originadas no
DMH, sdo predominantemente lateralizadas, e que o DMH-D pode exercer um controle
predominante na reatividade cardiaca durante o estresse emocional. Nesse presente
estudo, entretanto, a nanoinjecdo de BMI em ratos acordados promoveu respostas
semelhantes dos lados direito e esquerdo do DMH quando observamos a magnitude das
respostas cardiovasculares. Embora a resposta maxima ndo tenha diferido entre os
grupos DMH-D e DMH-E, a duracédo da taquicardia observada apés a injecdo de BMI
no DMH-D foi praticamente o dobro daquela apés a injecdo no DMH-E, como
demonstrado na Figura 4.4. Dessa forma, nossos resultados confirmam dados anteriores,
sugerindo a existéncia de um input GABAérgico diferencial para 0 DMH-D no controle
da funcdo cardiaca.

Estudos em humanos demonstraram que individuos submetidos a situacéo de
estresse tém assimetria na atividade encefalica, demonstrando maior ativacdo do
hemisfério direito. Essa assimetria no controle simpético ao longo da superficie cardiaca
ocasionou a perturbacdo na homogeneidade eletrofisiolégica da repolarizagédo

ventricular, aumentando a vulnerabilidade desses individuos a arritmia (Critchley et al.,
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2005). Um fenotipo similar foi detectado também em estudos do nosso laboratorio em
ratos, onde um grande nimero de batimentos ectopicos foi observado apos a injecao de
BMI no DMH-D (Xavier, 2010). No entanto, 0 mecanismo preciso pelo qual o estresse
causa estas alteracdes precisa ser avaliado em experimentos adicionais.

Nesse caso, se as respostas mediadas pelo DMH-D promovem alteragcdes mais
sustentadas que a ativacdo do DMH-E e estudos sugerem que situacOes de estresse
repetidas ou ocorridas de forma prolongada podem resultar em arritmias cardiacas,
podemos especular que a ativagcdo dos receptores GABAA do DMH-D pode estar
predominantemente implicada com a patofisiologia dos distarbios cardiovasculares
resultantes do estresse.

Em nossos experimentos, avaliamos também a contribuicdo dos receptores
GABAg no DMH de ratos acordados, pois estudos de DiMicco e colaboradores (1998)
demonstraram em animais anestesiados que estes receptores estavam ativos e funcionais
no DMH e que a microinjecdo do agonista Baclofeno foi capaz de suprimir a taquicardia
produzida pela microinjecéo do antagonista GABAa BMI em animais anestesiados com
uretana (DiMicco and Monroe, 1998). Neste mesmo estudo, foi relatado que em
experimentos piloto, a injecdo do agonista ou antagonista de receptores GABAg,
Baclofeno e Saclofeno respectivamente ndo produziram efeitos cardiovasculares. No
entanto, esses experimentos foram realizados em animais anestesiados com uretana, e
estudos de Hara e colaboradores demonstraram que este anestésico pode aumentar o
tonus GABAEérgico e inibir a neurotransmissdo Glutamatérgica de forma dose-
dependente, ou seja resultados diferentes podem ser observados em animais acordados
ou anestesiados com uretana (Hara and Harris, 2002).

Neste protocolo, observamos as alteracbes na PA e FC ap0s a injecdo do

antagonista GABAg Saclofeno 10 pmol/100 nl no DMH-E e DMH-D. No entanto, as
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respostas ndo foram estatisticamente significativas em nenhum dos pontos da curva
quando avaliadas pelo teste two-way ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni
comparando os grupos DMH-D e DMH-E. Além disso, quando comparamos as
respostas produzidas pelo bloqueio dos receptores GABAA com as respostas produzidas
pelo bloqueio dos receptores GABAg (figura 4.6), fica claro que os receptores GABAAa
s80 0s receptores mais importantes para manutencdo do tonus GABAEérgico para 0s
neurdnios do DMH no controle cardiovascular.

As vias descendentes para 0 DMH a partir de outras areas encefalicas como o
cortex insular (CI) precisam ser consideradas como uma possivel explicacdo para a
ativagdo assimétrica da atividade simpatica cardiaca. Existem evidéncias anatdmicas e
funcionais de conexdes entre o Cl e o DMH. Além disso, dados da literatura
demonstram que o CI participa no controle da atividade cardiaca e lesdes no Cl causa
alteragBes na repolarizagdo cardiaca, havendo um consenso na literatura acerca da
atividade arritmogénica do Cl em pacientes com acidentes vasculares, principalmente
envolvendo o cortex insular direito (Cechetto and Chen, 1990, Oppenheimer and
Cechetto, 1990, Oppenheimer et al., 1992, Butcher and Cechetto, 1995, Oppenheimer,
2006).

Nosso estudo enfatizou a atividade dos neurénios do DMH e o balanco entre as
vias inibitdrias, com intuito de avaliar a possibilidade de assimetria no tonus
GABAérgico para o0 DMH. Estudos envolvendo o ténus glutamatérgico, entretanto,
também serdo necessarios para compreender a atividade assimétrica observada neste
nucleo. Soltis e colaboradores demonstraram que a principal fonte do ténus excitatdrio
para o DMH através dos receptores de EAA é a Amigdala (Soltis et al., 1998), que é

apontado como o provavel nucleo responsavel por ativar o DMH apos estimulos
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emocionais. Dessa forma, estudos comparando as respostas produzidas pela ativacao da
amigdala a direita e & esquerda serdo necessarios.

Uma questdo importante a ser levantada seria 0 mecanismo pelo qual o DMH-D
produz um controle predominante sobre o cronotropismo cardiaco. Sabe-se que a
ativacdo do DMH produz um aumento na expressdo de Fos maior ipsilateratal a injecdo
(Zaretskaia et al., 2008). No entanto, o controle da atividade cronotropica cardiaca
promovida pela ativacgdo do DMH parece ser dependente de um relé sinaptico
medializado, a Rafe Pallidus (RPa). E durante esses estudo de Zaretskaia e
colaboradores foi demonstrado que a injecdo unilateral de BMI promoveu a ativacao de
neurdnios dispersos por toda a RPa , sem prevaléncia em um dos lados. Dessa forma
uma especulacgdo plausivel sobre a resposta cronotrépica assimétrica poderia ser que de
acordo com a intensidade do estimulo proveniente do DMH, um ndmero maior ou
menor de neurdnios de limiares diferentes sdo recrutados na RPa. Ou seja, se estimulo
proveniente do DMH-D for maior que o estimulo proveniente do DMH-E, isso poderia
resultar em maior recrutamento neuronal e dessa forma apresentar um cronotropismo
positivo maior para o coracao.

Neste estudo procuramos também avaliar as alterages morfofuncionais
cardiacas utilizando um ecocardiograma para melhor compreendermos 0s eventos
cardiacos durante a desinibicdo dos neurénios do DMH, em resposta ao bloqueio dos
receptores GABAA,, utilizando a BMI. Foi observado um aumento caracteristico da FC
corroborando com dados prévios da literatura (DiMicco et al., 1986, DiMicco et al.,
1987, Shekhar, 1993, De Novellis et al., 1995, Fontes et al., 2001, Cao et al., 2004,
Horiuchi et al., 2004, Fontes et al., 2011), além disso, pudemos observar tambem o
aumento da fracdo de encurtamento e uma diminui¢cdo no volume de sangue e do

didmetro ao fim da sistole, indicando um aumento na contratilidade. Ndo observamos,
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entretanto, alteragdes significativas na fracdo de ejecdo (FEj), pois os valores do volume
sistolico e do volume diastolico final também n&o diferiram.

Em geral, os experimentos demonstraram um aumento na atividade contratil
cardiaca. No entanto, de forma inesperada esse aumento ndo se traduziu em aumento no
débito cardiaco (DC). A manuten¢do da FEj e do DC pode ser explicado pelo menor
tempo de enchimento devido ao aumento da FC. Ainda é plausivel especular sobre a
diminuicdo do volume de sangue circulante, diminuindo o retorno venoso ou seja a pré-
carga, que pode ser causada pelo anestésico utilizado. Nesse sentido, € descrito que a
Uretana promove extravasamento de liquido intersticial (Maggi and Meli, 1986¢, b, a).
Este fato foi observado apds o sacrificio dos animais, que apresentavam grande
quantidade de liquido na cavidade abdominal, o que nos permitem especular sobre a
interferéncia do anestésico sobre a resposta observada no débito cardiaco.

Nesses experimentos ndo evidenciamos diferencas entre 0s grupos que
receberam a injecdo de BMI no DMH-D ou DMH-E. Acreditamos que isso ocorreu
possivelmente devido as limitagfes técnicas do estudo, uma vez que esse estudo exige
que animal esteja anestesiado. E bem sabido que a anestesia produz alteracdes
importantes no controle cardiovascular dos individuos. E importante ressaltar, que este é
0 primeiro trabalho a utilizar o ecoDopplercardiografia de alta resolucdo para
quantificar morfologia e funcdo cardiaca em tempo real na observacdo dos efeitos de
uma ativacao central de um nucleo especifico. Os efeitos cardiovasculares produzidos
pela ativacdo do DMH ja haviam sido amplamente estudados, mas até entdo, ndo havia
sido observado pela analise fornecida pela ecocardiografia.

Finalmente, visto que a injecdo de L-AG aguda foi capaz de promover uma
disfuncdo no DMH de ratos acordados de forma significativa, tentamos propor em

nosso laboratério um modelo de ataque de panico, utilizando uma dose aguda de L-AG
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que ndo promovesse alteracdo cardiovascular, mas que realizasse uma alteragéo central
especifica para induzir a sensibilidade a infusdo periférica de lactato. Esta abordagem
foi descrito por Shekhar e colaboradores no protocolo descrito como Transtorno do
panico (Shekhar et al., 1996). De forma interessante, a dose escolhida, de 1 ug/100 nl,
foi capaz de alterar a sensibilidade ao lactato de sodio, fazendo com que ap6s 60
minutos da sua injegdo, os animais respondessem com aumento da frequéncia cardiaca e
pressdo arterial a infusdo de lactato de sodio de maneira diferente do que foi observado
no controle. No entanto, a magnitude das respostas cardiovasculares avaliadas apos este
procedimento n&o diferiram entre os grupos DMH-D e DMH-E.

O mecanismo preciso pelo qual a infusdo de lactato desencadeia a sindrome ou o
ataque de panico em animais com disfungdo GABA ainda é desconhecido, no entanto o
grupo de Shekhar e colaboradores tém trabalhado extensivamente neste sentido. Foi
especulado que a infusdo de lactato poderia promover alteragdes na osmolaridade
sanguinea, e que dessa forma centros respiratorios poderiam ser ativados devido ao
aumento de niveis centrais de CO,. No entanto, este grupo demonstrou que infusdes
hipertonicas de NaCl (como um estressor de Na) e NaLac (como um controle positivo)
(0.5M), mas ndo de D-mannitol (um estressor osmatico) resultaram em respostas
cardiovasculares e comportamentais semelhantes ao panico, suportando a hip6tese de
que o sbdio, e ndo a osmolaridade ou o lactato sejam criticos no desencadeamento das
respostas associadas a sindrome do panico (Molosh et al., 2010).

Vale ressaltar que o motivo para a escolha da dose de 1ug/100nl ocorreu devido
aos fatores ja descritos anteriormente sobre as caracteristicas comportamentais
apresentadas por esses animais ap0s a injecdo, demonstrando sinais de ansiedade,

semelhante aos estudos realizados por Cunha e colaboradores (CUNHA, 2010).
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O comportamento ansioso especulado anteriormente foi observado em ambos os
grupos, os animais demonstraram resposta compativel ao teste de interagdo social (IS),
com diminuic¢do no tempo de exploracdo ao animal estranho (valor médio abaixo de 90
seg de exploracdo durante os 5 min de teste), como descrito por Shekhar e
colaboradores, no entanto, quando realizamos o teste one-way ANOVA seguido do pds-
teste de Newman Keuls, ndo foi observada resposta diferente entre os grupos.

Durante a infusdo de lactato, a locomocdo dos animais foi quantificada, e 0s
animais que receberam a injecdo de L-AG no DMH-E apresentaram um aumento
significativo na atividade locomotora quando comparado ao grupo salina. De maneira
oposta, 0s animais que receberam a injecdo no DMH-D permaneceram, de maneira
geral, imdveis, mas é importante comentar que um desses animais apresentou
comportamento semelhante ao grupo que recebeu a injecdo no DMH-E, o que
acreditamos justificar o fato de que o teste estatistico ndo apontou diferenca entre os
grupos DMH-D e DMH-E.

Em conclus&o, nossos resultados estendem os resultados de estudos anteriores
mostrando que o DMH-D tem um controle diferenciado sobre o cronotropismo
cardiaco. Nossos dados permitem especular sobre a existéncia de um input
GABAérgico diferencial para o DMH Direito também em animais acordados. No
entanto mais estudos ainda precisam ser realizados na tentativa de elucidar o mecanismo

e os efeitos da assimetria encefélica no controle cardiovascular.
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