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RESUMO 

 

O estresse emocional exige que o Sistema Nervoso Central (SNC) produza uma 

série de alterações comportamentais, autonômicas e endócrinas para manter a 

homeostase corporal (Clark et al., 1997). Nesse sentido estudos demonstraram que os 

neurônios do hipotálamo dorsomedial (DMH) estão envolvidos na geração de uma 

resposta integrada ao estresse. A ativação de neurônios do DMH, via bloqueio de 

receptores GABAA, provoca mudanças fisiológicas 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 laboratório demonstraram que em ratos anestesiados, a 

ativação dos neurônios do DMH evocada pela nanoinjeção do antagonista GABAA 

bicuculina methiodide (BMI) causou uma taquicardia maior quando injetada à direita 

(DMH-D) em comparação com o lado esquerdo do DMH (DMH-E) indicando que o 

DMH-D possui um controle predominante sobre o controle da freqüência cardíaca (FC) 

(Xavier et al, Neuroscience 2009).  

Os principais achados deste estudo foram: i) a nanoinjeção aguda de L-AG 10 

µg/100 nl no DMH de ratos acordados é capaz de produzir respostas semelhantes às 

observadas no comportamento defensivo; ii) a dose mais elevada de L-AG avaliada 

(10µg/100nl )  produziu taquicardia mais pronunciada quando injetada no DMH-D; iii) 

a duração da taquicardia produzida pelo bloqueio dos receptores GABAA utilizando a 

nanoinjeção de BMI 10 pmol/ 100 nl no DMH-D foi quase duas vezes maior que a 

produzida pela nanoinjeção no DMH-E; iv) o bloqueio dos receptores GABAB com 

Saclofeno (10 pmol/100 nl) não produziu aumentos significativos na pressão arterial ou 

frequência cardíaca quando nanoinjetada no DMH-D e DMH-E, v) a dose de 1 µg/ 100 

nl de L-AG no DMH foi capaz de induzir nos animais sensibilidade à infusão de lactato 

de sódio periférica em ambos os grupos. As respostas cardiovasculares não foram 

diferentes quando comparamos os grupos que receberam a injeção de L-AG no DMH-D 

e DMH-E.   

Em conclusão nossos resultados estendem os resultados de estudos anteriores 

mostrando que o DMH-D tem um controle diferenciado sobre o cronotropismo cardíaco 

via receptores GABAA. Nossos dados permitem especular sobre a existência de um 

input GABAérgico diferencial para o DMH Direito também em animais acordados.  
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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 µg/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 μg/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 

GABAB 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 µg/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. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Estresse 

 

Desde os primórdios da fisiologia é descrito que o estado de saúde é associado ao 

equilíbrio. No entanto, o impacto do mundo moderno sobre o homem tem feito com que 

este equilíbrio seja afetado e o estresse seja cada vez mais parte do cotidiano dos seres 

humanos tornando-se foco de estudos há mais de um século (Strang, 2004).  

O primeiro a levantar a ideia de que um meio interno constante era um pré-requisito 

para a saúde, foi um médico e fisiologista francês, Claude Bernard, conceito que foi 

posteriormente refinado por Cannon em 1929 utilizando o termo “homeostase” para 

descrever “processos fisiológicos coordenados que mantêm a maior parte dos estados 

estacionários 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 referência à perturbação 

da homeostase, termo esse que era utilizado somente na física referindo-se à força que 

produz uma deformação em um determinado material. O termo “estresse” foi então 

introduzido e popularizado como uma condição resultante, ou seja, as respostas 

fisiológicas frente a um estímulo estressor, enquanto o termo “estressor” foi utilizado 

para o agente causador. Em seus experimentos, Selye expôs os animais a estímulos 

como: frio, injuria tecidual, excesso de exercícios e intoxicações, observando uma tríade 

comum nas respostas como: ulceração gastrointestinal, hipertrofia das supra-renais e 
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involução do timo e glândulas linfáticas, independente do estímulo utilizado. (Selye, 

1936, Pacak and Palkovits, 2001). 

Em contraste com as ideias de Selye, Cannon reconhecia a importância do 

psicológico de cada indivíduo como opositor as repostas fisiológicas durante o estresse. 

De forma semelhante, Mason criticava principalmente a ideia de não especificidade da 

resposta descrita por Selye, e que o medo e ansiedade poderiam ser os principais fatores 

para respostas não específicas a diferentes estressores (Cannon, 1929b, a, Mason, 1971). 

Chrousos e Gold definiram estresse como um “estado de desarmonia ou de ameaça a 

homeostase, evocando respostas específicas e não-específicas (Chrousos and Gold, 

1992). Goldstein definiu o estresse como uma “condição em que as expectativas, seja 

geneticamente programada ou estabelecidas por aprendizado prévio podem  não 

coincidir com percepções atuais do ambiente interno ou externo.  E que essa 

discrepância entre o que é observado, e o que é esperado ou programado provocam de 

forma padronizada, as respostas compensatórias” (Goldstein, 1995). Além desses, 

muitos autores tentaram definir o termo estresse. Embora nenhuma das definições é 

completamente aceita, todas têm contribuído para o entendimento desse fenômeno 

(Pacak and Palkovits, 2001).  

 

1.1.1 A resposta fisiológica ao estresse emocional 

O estresse emocional exige que o Sistema Nervoso Central (SNC) produza uma 

série de alterações comportamentais, autonômicas e endócrinas para manter a 

homeostase corporal. Durante a evolução, circuitos específicos se aperfeiçoaram 

permitindo que o organismo responda de forma rápida e eficaz as diferentes ameaças ao 

organismo, facilitando a sobrevivência das espécies (Clark et al., 1997).  
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O Sistema Nervoso Autonômico (SNA) está relacionado ao controle da vida 

vegetativa, ou seja, controla funções como a respiração, circulação sanguínea, 

temperatura e digestão. Este é subdividido em dois componentes, simpático e 

parassimpático. As respostas fisiológicas apresentadas frente a um estímulo estressor 

são devido ao aumento expressivo da atividade simpática, onde a norepinefrina é o 

principal neurotransmissor envolvido entre a fibra pós-ganglionar e os órgãos alvo 

(Maier and Watkins, 2005, Goto et al., 2007).  

A ativação generalizada do sistema simpático é classicamente descrito como 

resposta de luta-ou-fuga, que se refere às alterações observadas durante situações 

consideradas extremas (Cannon, 1914). Para tal todos os recursos são mobilizados: 

aumento do fluxo sanguíneo para músculos esqueléticos, coração e encéfalo e 

diminuição do fluxo sanguíneo para pele (descrito como direcionamento de fluxo); 

aumento da liberação de glicose pelo fígado; diminuição da atividade do trato 

gastrointestinal; dilatação da pupila (midríase); aumento da Pressão Arterial (PA) e 

Frequência Cardíaca (FC) (Selye, 1936, Linthorst and Reul, 2008). 

Uma importante marca da resposta ao estresse é a ativação do córtex da adrenal, 

através do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (eixo HPA) que ocorre quando o 

hipotálamo através da secreção do hormônio liberador de corticotrofina (CRH) estimula 

a hipófise anterior (pituitária) a liberar o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), que 

estimula o córtex da supra-renal a secretar o cortisol. O principal efeito do aumento de 

cortisol durante o estresse é o aumento da mobilização de combustíveis, ou seja, 

aumenta as concentrações plasmáticas de aminoácidos, glicose, glicerol e ácidos graxos 

livres, efeitos que são essenciais para atender a uma situação estressante (Spiess et al., 

1981, Vale et al., 1981, Liang and Lee, 1988, Pacak and Palkovits, 2001). 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o
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Em conjunto, todas as alterações descritas acima são de extrema importância 

para a sobrevivência do indivíduo, pois uma resposta adequada ao estresse é vantajosa e 

proporciona a capacidade de responder prontamente às diferentes ameaças do meio. No 

entanto, quando ocorre dificuldade para que o indivíduo se adapte as situações, e estas 

se tornarem sustentadas e altamente repetitivas, o estresse pode estar diretamente 

relacionado com o aparecimento de estados patológicos em seres humanos, como 

desordens da motilidade gastrointestinal ou formação de ulcerações duodenais (Fossey 

and Lydiard, 1990), aumento da suscetibilidade a infecções (Kiecolt-Glaser and Glaser, 

1995), além de desordens cardiovasculares que são foco do nosso trabalho. 

 

1.1.2 A resposta cardiovascular ao estresse emocional 

 

As alterações cardiovasculares são importantes componentes dessa resposta 

complexa que é ativada frente a um estímulo estressor. A norepinefrina liberada pelos 

nervos simpáticos diretamente no miocárdio, associada à epinefrina plasmática, atuam 

sobre os receptores beta-adrenérgicos aumentando a contratilidade ventricular e a 

velocidade de condução do impulso nervosa no Nó Átrio Ventricular (NAV) e 

aumentam a frequência cardíaca através dos receptores β1 no Nó Sino Atrial (NSA). 

Além disso, a epinefrina plasmática também aumenta a resposta pressora através da 

alteração do tônus vascular em leitos específicos (Callahan et al., 1989). 

 Como parte essencial ativada durante o estresse, muitos estudos têm 

correlacionado o aumento do estresse emocional com o aumento de patologias 

cardiovasculares, como a hipertensão Arterial (HA) arritmias cardíacas (Leor et al., 

1996, Critchley et al., 2005, Xavier, 2010), infarto do miocárdio e pode levar inclusive a 

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

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

 

1.2 O Hipotálamo e a resposta cardiovascular ao estresse emocional 

 

Estudos de Bard em 1928 demonstram que uma resposta adequada a um 

estímulo agressor necessita de um hipotálamo intacto. Com isso, diversos outros estudos 

mostraram a participação do hipotálamo como integrador de componentes somáticos, 

autonômicos e neuroendócrinos frente a um estímulo aversivo (Bard, 1928, Bandler et 

al., 1972, Soltis and DiMicco, 1991a, b, Pacak and Palkovits, 2001). 

Nesse sentido, já foram identificados sub-regiões que participam na organização 

das respostas comportamentais e cardiovasculares frente ao estresse emocional, dentre 

essas regiões pode ser destacado o Hipotálamo Dorsomedial (DMH) (Shekhar and 

DiMicco, 1987, Shekhar et al., 1987, DiMicco et al., 2002).  

No rato, o DMH é adjacente ao terceiro ventrículo, caudal e ventral ao núcleo 

paraventricular (PVN), dorsal ao núcleo ventromedial do hipotálamo (VMH) e ventral 

ao trato mamilotalâmico. Lateralmente, o DMH é delimitado pelo fórnix e região 

perifornical da área lateral do hipotálamo (Figura 1). Sua fronteira caudal é menos 

distinta e delimitada pela área hipotalâmica posterior (DiMicco et al., 2002, Fontes et 

al., 2011). 

 

 

 

 

 

A 



16 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Vista lateral dos principais núcleos hipotalâmicos (Fontes et al., 2001).  

 

O DMH é ainda subdividido em duas porções distintas; uma porção difusa e uma 

porção compacta (Paxinos & Watson, 1986), sendo este último 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 à microinjeção de aminoácidos excitatórios (De Novellis et al., 

1995) ou de antagonistas do receptor GABAA (Fontes et al., 2001, Horiuchi et al., 

2004). Uma vez que esta organização é homóloga ao que é encontrada em macacos e 

humanos (Koutcherov et al., 2004), o DMH parece ser altamente conservado durante 

curso da evolução dos mamíferos, nos permitindo especular que este núcleo possa 

exercer a mesma função cardiovascular ao estresse emocional em seres humanos 

(Fontes et al., 2011). 

Estudos demonstraram que os neurônios do DMH estão implicados na geração 

de respostas integradas ao estresse em ratos. A microinjeção do agonista GABAA, 

muscimol, no DMH é capaz de reduzir significativamente a taquicardia em ratos 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: O hipotálamo dorsomedial e suas sub-porções: porção compacta (DMC) e difusa (DMD). 3V: 

Terceiro ventrículo; VMH: Hipotálamo ventromedial. . Adaptado de PAXINOS G., WATSON C. The 
rat brain in stereotaxic coordinates. 1986.  (Xavier, 2008). 

  

Por outro lado, a desinibição ou ativação do DMH utilizando a microinjeção do 

antagonista GABAA, bicuculina metiodide (BMI) ou agonistas de aminoácidos 

excitatórios (EAA) (Soltis and DiMicco, 1991b) resulta em aumento considerável na 

frequência cardíaca e frequência respiratória em ratos, e aumento modesto na pressão 

arterial média (PAM) (DiMicco et al., 1986, DiMicco, 1987, Soltis and DiMicco, 

1991b) além da elevação da atividade simpática para o nervo renal (RSNA) (Wible et 

al., 1988, Fontes et al., 2001) e para o nervo cardíaco (Cao and Morrison, 2003), 

aumento de catecolaminas plasmáticas (Wible et al., 1988) e aumento dos níveis 

circulantes de ACTH (Bailey and Dimicco, 2001). Além disso, microinjeções de BMI 

na região compacta do DMH em doses variando 0,1 - 40 pmol resultam em aumentos 

dose-resposta na pressão arterial média (PAM), FC e atividade simpática (Horiuchi et 

al., 2004), entretanto, o bloqueio dos receptores EAA no DMH suprime essa resposta 

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

de receptores EAA. 

O aumento da PA concomitante ao aumento FC durante a ativação do DMH só é 

possível devido à modulação do barorreflexo que é parte do controle neural da pressão 

arterial e é considerado um sistema de ajuste rápido, no qual em resposta a aumentos na 

PA responde com bradicardia barorreflexa, o que não ocorre durante a ativação do 

DMH (Hatton et al., 1997, McDowall and Dampney, 2006, McDowall et al., 2006).  

De maneira conjunta esses dados demonstram que a ativação ou desinibição dos 

neurônios do DMH gera uma resposta integrada, semelhante às alterações fisiológicas 

classicamente descritas como reação 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 o DMH não possui ou possui poucos neurônios que se projetam 

diretamente com a coluna intermediolateral da medula (IML) responsável por transmitir 

os sinais eferentes gerados por neurônios pré-motores simpáticos. Dessa forma o 

controle simpatoexcitatório exercido pelo DMH é realizado de forma indireta através de 

outros núcleos encefálicos. 

 

1.3 O Hipotálamo dorsomedial e as vias neurais envolvidas na resposta 

cardiovascular ao estresse emocional 

 

As projeções eferentes do DMH são direcionadas para áreas do SNC envolvidas 

na manutenção da atividade simpática e estresse emocional, funcionando como relés 

sinápticos do DMH, dentre eles podemos destacar: o bulbo rostroventrolateral (RVLM) 

promovendo alterações na PA e atividade simpática do nervo renal (RSNA); enquanto 

que a Rafe Pallidus (RPa) parece estar envolvida nos efeitos cronotrópicos produzidos 
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pela ativação 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 Substância Cinzenta Periaquedutal (PAG) parece ser também uma área que 

atua como relé sináptico do DMH. Da Silva e colaboradores demonstraram que a 

resposta cardiovascular produzida pelo DMH era abolida quando a porção l/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 núcleo controla entre 

outras funções a modulação da dor, respostas autonômicas e comportamentais 

relacionadas com padrões de defesa (Basbaum and Fields, 1984, Carrive et al., 1988).  

Estudos demonstram que a modulação da bradicardia barorreflexa durante a 

ativação do DMH, ocorre via estímulo dos neurônios da PAG. No entanto, estudos 

anatômicos demonstraram que o DMH envia projeções para as porções lateral e ventral 

da PAG mas não para a porção l/dl (Thompson et al., 1996), que é a porção mais 

responsiva as alterações cardiovasculares como descrito previamente (da Silva et al., 

2003, Da Silva et al., 2006, de Menezes et al., 2006). Utilizando estudos anatômicos e 

funcionais prévios de que o núcleo cuneiforme recebe projeções do DMH (Bernard et 

al., 1989), e que este núcleo participa do controle da resposta defensiva em ratos, 

recentemente, Netzer e colaboradores pioneiramente demonstraram a via neural 

envolvida na modulação barorreflexa durante a ativação do DMH. Foi demonstrado que 

a inibição barorreflexa realizada pelo DMH ocorre via ativação dos neurônios do núcleo 

cuneiforme e que este núcleo possui neurônios que se conectam com a porção l/dl da 

PAG, funcionando como um relé sináptico nesta via (Netzer et al., 2011).  

A relação do DMH com o núcleo paraventricular do hipotálamo (PVN) está 

principalmente relacionada com alterações endócrinas promovidas pela ativação do 

DMH, onde os neurônios do DMH teriam um papel crucial na ativação dos neurônios 
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do PVN que são responsáveis pelo recrutamento do eixo HPA em algumas formas de 

estresse, como o estresse emocional (DiMicco et al., 2002). 

As projeções aferentes do DMH são principalmente da medula espinhal, lócus 

ceruleus, RPa, Núcleo do Trato Solitário (NTS), PAG, PVN, Hipotálamo lateral, 

Hipocampo e Amígdala (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 

amígdala que tem sido implicado como provável núcleo responsável por ativar o DMH 

após estímulos emocionais, pois esta estrutura está envolvida nas respostas de medo 

condicionado ou amplamente conhecida como memória emocional (Soltis et al., 1998, 

LeDoux, 2000, LeDoux, 2003). 

O córtex pré-frontal medial (mPFC) era um dos núcleos candidatos a origem do 

tônus inibitório para o DMH, pois é uma estrutura envolvida na regulação da 

informação emocional e cognitiva, envia projeções para o 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 laboratório 

sugerem que essa região não está tonicamente envolvida no controle cardiovascular e 

termogênico durante o estresse (Muller-Ribeiro, 2012).  

Observações clínicas apontavam para uma estreita relação entre o córtex cerebral 

e o controle cardíaco. Atualmente é bem descrito que a estimulação do Córtex insular 

(IC) resulta em alteração da PA e FC. A ativação da região mais rostral do CI resulta em 

taquicardia, enquanto a ativação da região mais caudal resulta em bradicardia 

(Oppenheimer and Cechetto, 1990, Oppenheimer et al., 1992), além disso, estudos 

anatômicos e funcionais evidenciam uma conexão entre o CI e o DMH (Cechetto and 

Chen, 1990). 
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Outro núcleo proposto é a área pré-óptica medial (mPOA). Este núcleo parece 

ser a principal fonte do tônus inibitório para o DMH, pois a inibição farmacológica da 

mPOA, associada a injeção de veículo no DMH, produziu respostas semelhantes a 

ativação do DMH, dessa forma os autores sugerem que a inibição da mPOA promoveu 

a retirada do tônus inibitório sobre o DMH, permitindo assim que as respostas 

cardiovasculares características da ativação deste núcleo pudessem ser evidenciadas 

(Hunt et al., 2010).  

 

1.4 Participação do GABA no controle do Sistema Cardiovascular 

 

O Ácido Gama-amino-butírico (GABA) (Fig. 3A) é considerado o mais 

importante neurotransmissor inibitório do SNC de mamíferos (Jorgensen, 2005, Bowery 

and Smart, 2006). Como já citado anteriormente, é um neurotransmissor de extrema 

importância nos núcleos que controla a função cardiovascular(Gordon and Sved, 2002). 

A síntese do GABA inicia-se pela descarboxilação de seu precursor, o 

glutamato, pela enzima glutamato-descarboxilase (GAD), que é amplamente encontrada 

em áreas hipotalâmicas (Tappaz et al., 1977). Interessantemente a GAD está reduzida 

em ratos espontaneamente hipertensos (Kramer et al., 2000). Com isso podemos 

especular sobre a patogênese de doenças cardiovasculares como a hipertensão arterial, 

como sendo proveniente da disfunção GABAérgica em núcleos hipotalâmicos. 

Os receptores GABAA são o principal alvo do GABA no controle de respostas 

cardiovasculares como descrito previamente. Estes receptores são estruturas pentâmeras 

que possuem sua ação inibitória devido ao seu acoplamento a canais de Cl-, e são 

formados por diferentes subunidades (α, β, γ, δ, ε). A ativação desse receptor ocorre 

após a ligação sequencial de duas moléculas de GABA ao complexo, levando a abertura 
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do canal. Hiperpolarizando os neurônios pós-sinápticos, resultando na ação inibitória 

(Figura 3a) (Schofield et al., 1987).  

Os receptores GABAB são receptores ligados a Proteína G (Figura 3b), e são 

expressos em concentrações mais baixas que os receptores GABAA. Os receptores 

GABAB atuam como heterodímeros que inibem adenilato ciclase.  Sendo expressos 

tanto no nível pré quanto pós-sináptico. Os receptores pré-sinápticos inibem a liberação 

de neurotransmissores através da inibição de canais de Ca
2+

 voltagem dependente. 

Enquanto que os receptores pós-sinápticos produzem potenciais inibitórios pós-

sinápticos (PIPS) lentos, através da ativação dos canais iônicos de K
+
, que semelhante 

ao aumento da condutância aos íos Cl, impulsiona a voltagem da membrana para 

potenciais de “repouso” (próximo de -65 mv) devido ao seu potencial de equilíbrio 

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

 

 

 

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

receptores GABAA. B: Figura representativa dos receptores GABAB. GAD: enzima que catalisa a reação 

para conversão do Glutamato em GABA (glutamato-descarboxilase);       GABA.  

A) B) 

Receptor 

GABAB 

A) B) 
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Poucos estudos demonstram papel fisiológico para os receptores GABAB no 

controle cardiovascular. Estudos piloto de Abshire e colaboradores não observaram 

alterações cardiovasculares quando antagonista ou agonista GABAB foram 

administrados no DMH de ratos anestesiados. Mas a injeção do agonista Baclofen no 

DMH foi capaz de suprimir a taquicardia induzida pela injeção do antagonista GABAA 

BMI (DiMicco and Monroe, 1998). 

As respostas produzidas pela disfunção GABAérgica no DMH pode ser 

observada interferindo na síntese GABAérgica utilizando a L-allylglicina (L-AG) que é 

o precursor do 2-keto-4-acido pentanóico,  um inibidor não específico das isoformas das 

enzimas glutamato-descarboxilase (GAD65 e GAD67) (Orlowski et al., 1977) como 

demonstrado por Abshire e cols., onde a microinjeção de L-AG no DMH resulta em 

aumento na FC, PAM e diminuição nos níveis locais de GABA em animais 

anestesiados (Abshire et al., 1988).  

A intervenção na síntese GABA parece ser crucial para o desencadeamento da 

síndrome do Pânico. Shekhar e colaboradores têm demonstrado que ratos submetidos à 

infusão crônica de L-allylglicina (L-AG) por cinco dias no DMH, seguido da infusão de 

Lactato de Sódio, desenvolvem respostas similares aos pacientes com síndrome do 

pânico (Shekhar et al., 1996).  

Os animais submetidos à disfunção crônica de GABA apresentaram 

significativamente menor tempo no teste de interação social (SI) e de movimentação nos 

braços abertos no labirinto em cruz elevada (Shekhar and DiMicco, 1987), indicando 

aumento da ansiedade (Pellow et al., 1985). Quando esses animais receberam a infusão 

de lactato de sódio, eles apresentaram um significativo aumento na PA e FC quando 

comparado aos animais sem a disfunção GABA no DMH. Essa resposta fisiológica em 
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consequência da infusão de lactato é semelhante à resposta observada em pacientes com 

Síndrome do Pânico, onde a taquicardia é observada espontaneamente (Freedman et al., 

1985) ou pode ser induzida pela infusão de lactato (Liebowitz et al., 1986). Este modelo 

demonstrou pela primeira vez que uma específica alteração central pode induzir uma 

sensibilidade à infusão periférica de lactato. Apontando assim, o DMH como parte do 

“circuito do pânico” através da modulação dos níveis de GABA neste núcleo (Shekhar 

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

 

1.5 Influências da assimetria de função encefálica no controle cardiovascular 

 

Diferenças entre os lados esquerdo-direito nas propriedades funcionais de 

regiões bilaterais do sistema nervoso constituem um fenômeno conhecido como 

assimetria de função. Esse fenômeno tem sido observado em diferentes estruturas 

cerebrais e em diferentes níveis (Harris et al., 1996, Toga and Thompson, 2003). Em 

algumas condições, uma possível função assimétrica das regiões do encéfalo 

pode resultar em desequilíbrio lateralizado de eferência autonômica para o coração, 

podendo levar a arritmias cardíacas e isto inclui condições 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 autonômico para o coração. Foram observadas diferenças 

funcionais entre os dois hemisférios cerebrais, onde o lado esquerdo apresenta papel 

predominante na modulação parassimpática, enquanto o lado direito apresenta papel 

predominante na geração da atividade simpática para o miocárdio (Wittling et al., 

1998a, Wittling et al., 1998b). 
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Estudos de Barrion e colaboradores, acompanhando pacientes com acidente 

vascular encefálico (AVE) isquêmico, demonstraram que lesões encefálicas unilaterais 

podem causar um desbalanço autonômico cardíaco e os pacientes que sofreram AVE no 

hemisfério direito apresentaram maior incidência de arritmias cardíacas (Barron et al., 

1994). 

Mais especificamente, Butcher e colaboradores demonstraram, em ratos, que a 

lesão isquêmica no CI produz aumento na atividade simpática do nervo renal e aumento 

significativo na pressão arterial (Butcher and Cechetto, 1995). Corroborando com estes 

dados, estudos em humanos demonstraram que pacientes com AVE isquêmico 

apresentam aumento significativo da atividade simpática, e que esse aumento era mais 

pronunciado quando a lesão era localizada no hemisfério direito (Christensen et al., 

2005). 

Recentemente, estudos do nosso laboratório, em animais anestesiados, 

demonstraram que a microinjeção de BMI no DMH-D e DMH-E, resultaram em 

aumento significativo na FC, atividade simpática do nervo renal (RSNA) e 

redistribuição de fluxo com redução do fluxo sanguíneo da artéria renal (RBF), e 

aumento no fluxo femoral direito (FBF). Dentre essas variáveis, podemos destacar a FC 

que apresentou valores maiores quando o DMH-D foi ativado, demonstrando que 

possivelmente as respostas cronotrópicas máximas atingidas durante o estresse 

emocional são possivelmente mediadas pela ativação predominante do DMH-D (Xavier 

et al., 2009). 

Além disso, a inibição farmacológica do DMH-D atenuou de forma mais 

pronunciada a taquicardia evocada pelo estresse por jato de ar comparado com a 

inibição do DMH-E. Esses resultados indicam que as vias de controle cardiovascular 

descendente que são originadas no DMH são predominantemente lateralizadas, e que o 
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DMH-D pode exercer um controle predominante na reatividade cardíaca durante o 

estresse emocional (Xavier et al., 2009).  

Entretanto a comparação da resposta cardiovascular produzida pelo bloqueio dos 

receptores GABA ou inibição de suas vias de síntese do lado direito e esquerdo do 

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

 

Objetivo Geral 

 

Observar em animais acordados os efeitos cardiovasculares produzidos pelo 

bloqueio dos receptores GABA ou interferência com sua via de síntese no hipotálamo 

dorsomedial, sob a perspectiva da ocorrência de assimetria funcional neste núcleo.   

 

Objetivos Específicos 

 

 Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pela 

interferência farmacológica com a síntese de GABA no Hipotálamo dorsomedial à 

direita e à esquerda. 

 Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pelo 

bloqueio de receptores GABAA no Hipotálamo dorsomedial à direita e à esquerda. 

 Comparar, em animais acordados, os efeitos cardiovasculares produzidos pelo 

bloqueio de receptores GABAB no Hipotálamo dorsomedial à direita e à esquerda. 

 Avaliar as alterações morfofuncionais do coração produzidas pela ativação dos 

neurônios do Hipotálamo Dorsomedial resultantes do bloqueio dos receptores GABAA. 

 Avaliar a contribuição da disfunção GABAérgica no Hipotálamo dorsomedial à 

direita e à esquerda em um modelo experimental de ataque de pânico. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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 Ciências Biológicas 

(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 água e 

comida. Os experimentos e cirurgias foram realizados no laboratório de Hipertensão. 

Todos os experimentos realizados nesse projeto foram aprovados pelo Comitê de 

ética em Experimentação Animal (CETEA – UFMG) - 160/2011. 

 

3.2 Anestésicos e Analgésico 

 Tribromoetanol na dose de 2,5mg/Kg de peso, por via i.p.  

 Uretana na dose de 1.4g/kg de peso por via i.p. 

 Tiopental na dose de 50mg/kg i.p . 

 Banamine na dose de 2,2mg/kg s.c. 

 

Suplementações anestésicas foram ofertadas em doses menores quando necessário. O 

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

protocolo. 
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3.3 Confecção e implante de cânulas-guia: 

Para o direcionamento das agulhas de microinjeção ao Hipotálamo Dorsomedial 

(DMH), foram confeccionadas cânulas guia de 16 mm, a partir de agulhas 22G 

hipodérmicas de aço inoxidável.  

Os animais foram anestesiados utilizando tribromoetanol na dose de 2,5mg/Kg 

de peso, por via i.p., após confirmação da anestesia, foram posicionados em um 

aparelho estereotáxico (STOELTING, IL, USA), onde essas cânulas foram acopladas a 

torre do extereotáxico com o auxílio de um suporte. A barra incisiva do estereotáxico 

foi posicionada em 3,3mm acima da linha interaural.  

Após a assepsia do local, foi realizada a injeção subcutânea de anestésico local 

contendo vasoconstritor (cloridrato de lidocaína 2% + epinefina 1:200000), seguido de 

uma incisão mediana para exposição do crânio, e localização do bregma, que será o 

ponto de referencia para a leitura dos parâmetros: ântero-posterior, látero-lateral e 

dorso-ventral. Dois parafusos foram fixados ao crânio para ancoragem das cânulas-guia. 

O implante das cânulas guia foi realizado de acordo com as coordenadas 

estabelecidas para o DMH pelo Atlas de Paxinos e Watson (1986).  As coordenadas de 

localização do DMH são: -3.2 mm ântero-posterior, -7.8mm dorso-ventral e + 0.6mm 

ou - 0.6mm látero-lateral a partir do bregma.  

De acordo com o grupo experimental os animais receberam o implante de cânula 

guia unilateral no DMH-D ou no DMH-E.  Posteriormente, as cânulas-guia foram 

fixadas com auxílio de um acrílico dental autopolimerisável e de pequenos parafusos de 

aço inoxidável inseridos na calota craniana. Um oclusor metálico de 16 mm foi 

introduzido na cânula-guia para evitar uma possível obstrução.  

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

a recuperação da anestesia utilizando Heat Pad (Insight Equipamentos/SP). Ao término 
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dos procedimentos cirúrgicos, os animais receberam uma dose intramuscular de 

pentabiótico veterinário (1:200000 UI) e uma dose subcutânea de 0,2 ml do 

antiinflamatório Banamine na dose de 2,2mg/kg s.c. posteriormente  retornaram para o 

biotério do laboratório, onde foram mantidos em caixas de polipropileno com livre 

acesso a água e comida.  

 

3.4 Canulação da artéria e veia femoral 

Para medida dos parâmetros cardiovasculares, após 5 a 7 dias de recuperação da 

cirurgia para implante das cânulas guia, os animais foram novamente anestesiados com 

tribromoetanol (250mg/kg i.p. suplementado se necessário) e submetidos à cirurgia para 

implante de cânulas de polietileno na artéria e na veia femoral. Este cateter era 

preenchido previamente com solução salina (0,9%).  Após a introdução dos cateteres, 

estes eram passados pelo tecido subcutâneo do animal até a sua exteriorização na região 

interescapular. Todas as incisões foram suturadas. Ao término dos procedimentos 

cirúrgicos, os animais eram levados para recuperação.  

As cânulas 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 cirúrgicos descritos nos itens 3.3 e 3.4 

estão sumarizados no seguinte protocolo: 

   5/7 dias                                               1 dia    

                                Recuperação                                      Recuperação       

     

 Implante de cânulas-guia          Canulação da artéria               Registro dos parâmetros 

               no SNC                            e veia  femoral             Cardiovasculares (FC e PAM) 
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3.5 Registro dos parâmetros Cardiovasculares 

Sempre no turno da manhã, os animais foram transferidos para uma caixa preta, 

onde os experimentos eram realizados para análise da atividade locomotora. Após 30 

minutos a cânula inserida na artéria femoral foi conectada a um transdutor de pressão, 

ligado a um sistema de aquisição de dados (Biopac Systems model MP-100/MP-150 A-

CE, CA, USA). Por todo o experimento, a Frequência Cardíaca e Pressão arterial foram 

registradas continuamente. 

 

3.6 Confecção de cânulas injetoras e procedimento de injeção: 

 Para a microinjeção de drogas no sistema nervoso central, cânulas 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 I.D) 

e a uma seringa Hamilton de 5 µl preenchida com água destilada. O polietileno foi 

preenchido com droga ou veículo, e entre a água destilada e a substância contida no 

polietileno havia uma pequena bolha de ar.  

 Para o controle do volume injetado, a seringa Hamilton foi posicionada em uma 

bomba de infusão (Kd Scientific). O volume de 0.1µl foi injetado durante um minuto. A 

injetora foi mantida no sítio de injeção por 45 segundos para maximizar a difusão 

(CUNHA, 2010). Durante a administração das substâncias, o movimento da bolha de ar 

indicou o sucesso da injeção. Adicionalmente, para verificar se não havia obstrução na 

injetora, estas eram testadas após a sua remoção do parênquima cerebral. Cada animal 

recebeu apenas uma microinjeção, no DMH-D ou DMH-E. 
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3.7 Infusão de Lactato 

No protocolo 5, os animais com movimentação livre na caixa preta, receberam a 

infusão intravenosa de lactato de sódio 0.5M em veículo (10ml/kg durante 15 min). Este 

procedimento é similar às infusões realizadas na clinica para teste de Transtorno do 

pânico (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 Análise 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 

centímetros de comprimento, 30 centímetros de largura e 16 centímetros de altura. 

Foram realizadas filmagens dos animais através de uma webcam (Genius NB-300), por 

um período de 5 minutos em cada fase do experimento. Os vídeos foram armazenados 

no computador e posteriormente foram analisados.  

Para análise da atividade locomotora, a caixa foi dividida em 4 quadrantes de 

igual tamanho (Figura 4), e foi considerado 1 episódio de locomoção cada vez que o 

rato passava de um quadrante para outro (running), ou elevava-se sobre as patas 

traseiras na tentativa de observação do ambiente externo à caixa (jumping), os valores 

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

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

 

3.8.2 Teste de Interação social (SI): 

 O teste de interação 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 está 

ambientalizado (Figura 5). Com auxílio de um cronômetro o tempo de interação é 

mensurado, este é disparado a cada vez que o animal testado interage com o animal 

estranho.  

É considerada como interação, a exploração olfatória exercida pelo animal 

testado. Os valores foram expressos como uma média do tempo real de interação dos 

animais (segundos de interação/5 minutos). 

 

Figura 5: Figura de um animal representativo 

demonstrando o momento de interação 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 confirmação dos sítios das microinjeções. 

   Após esternotomia, a aorta abdominal foi bloqueada com uma pinça 

hemostática, para preconizar a perfusão cerebral. Com o auxilio de uma agulha 

introduzida no ventrículo esquerdo, os animais foram perfundidos com PBS-

heparinizado (5 ml de 100 USP de heparina por litro de PBS, aquecido a 37ºC) seguido 

por uma solução de formaldeído 10%.  

Os cérebros dos ratos foram removidos e armazenados em formaldeído 10% por 

no mínimo 24 horas e posteriormente foram transferidos para uma solução de sacarose 

20% por 48 horas. 

Após esse período, foram feitos cortes transversais de 50 µm de espessura das 

regiões de interesse, utilizando um criostato. Esses cortes foram colocados em lâminas 

gelatinizadas e corados com vermelho neutro 1% através da técnica de Nissl. Os cortes 

foram analisados por microscopia óptica para confirmação dos sítios de microinjeção 

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

 

3.10 Procedimentos Experimentais 

 

Protocolo 1: Objetivo: Comparar os efeitos cardiovasculares produzidos pela 

interferência com a síntese GABA do Hipotálamo Dorsomedial à Direita e à 

Esquerda 

          Antes de realizar a comparação dos efeitos cardiovasculares produzidos pela  
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L-AG nos lados direito e esquerdo do hipotálamo, a primeira parte do protocolo 

consistiu em realizar uma curva dose resposta de L-AG com as doses de 0,1, 1, 

10µg/100nl em um dos lados do hipotálamo com o foco nas respostas cardiovasculares, 

onde cada animal recebeu apenas uma injeção (n = 6, para cada dose). 

A curva foi realizada no DMH-D, após a analise dos dados, foi escolhida para 

comparação com o lado esquerdo à dose de 10 µg/100 nl (n = 6), capaz de produzir os 

efeitos descritos na literatura após desinibição do hipotálamo (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 à 

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

 

 

             30 min                                                    90 min 

 

    

          Controle basal                                      Registro dos Parâmetros Cardiovasculares 

                                                                             e Atividade Locomotora 

                                        Microinjeção  

                                 L-AG 0,1, 1, 10ug  

                                        DMH-D  

 

 

 

 

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

dos efeitos no lado esquerdo do Hipotálamo Dorsomedial: 

 

             30 min                                                        90 min 

 

    

          Controle basal                                      Registro dos Parâmetros Cardiovasculares 

                                                                             e Atividade Locomotora 

                                       Microinjeção  

                                      L-AG 10ug  

                                         DMH-E 
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Protocolo 2:  Objetivo 1: Comparar a participação dos receptores GABAA nos 

lados direito e esquerdo do DMH: investigação de assimetria funcional 

 

Após a estabilização dos parâmetros cardiovasculares por cerca de 30 minutos, o 

primeiro grupo de animais recebeu a microinjeção de BMI no DMH-D enquanto o 

segundo recebeu a microinjeção no DMH-E. O registro seguiu até o retorno aos valores 

basais.  A magnitude e a duração da resposta pressora e taquicárdica produzida pela 

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

 

             30 min                                                        90 min 

 

             Controle basal                                   Registro dos Parâmetros Cardiovasculares  

                                       Microinjeção  

                                        de BMI  

                               DMH-D ou DMH - E 
                                 

Protocolo 2: Objetivo 2: Avaliar a participação dos receptores GABAB nos lados 

direito e esquerdo do DMH: Investigação de Assimetria funcional 

 

Semelhante ao protocolo descrito no objetivo 1, os parâmetros cardiovasculares 

foram registrados, entretanto neste protocolo, observando se havia resposta 

cardiovascular após a microinjeção do antagonista GABAB Saclofeno (10 pmol/100 nl).  

 

             30 min                                           90 min 

 

             Controle basal                                      Registro dos Parâmetros Cardiovasculares  

                                      Microinjeção  

                                     de Saclofeno  

                              DMH-D ou DMH – E 
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 Protocolo 3: Objetivo: Avaliar as alterações morfofuncionais do coração durante 

ativação dos neurônios do DMH Direito ou Esquerdo  

 

Morfologia e função cardíaca foram avaliados utilizando ultrassonografia de alta 

resolução, com um sistema Vevo 2100 equipado com transdutor bifrequencial (16/21 

MHz, Visual Sonics, Toronto, Canadá).  Após indução anestésica com Uretana 1.4g/kg 

de peso, os ratos foram colocados em posição supina em uma mesa equipada, onde 

foram submetidos a  tricotomia do tórax e abdômen, seguido de traqueostomia para 

permitir melhor ventilação durante todo o experimento (n=5). 

A mesa é equipada com eletrodos para monitorização com eletrocardiograma e 

sistema de aquecimento para manutenção da temperatura corporal do animal  em 37 ° C. 

Imagens de alta resolução foram obtidas em posição paraesternal direita e esquerda e 

foram obtidas imagens do eixo longo, eixo curto e apicais. As imagens registradas e os 

cálculos foram realizados de acordo com as recomendações da Sociedade Americana de 

Ecocardiografia.  

Foram demonstradas as seguintes medidas em Modo-M: as dimensões internas 

do VE, em diástole e sístole (LVED e LVES respectivamente), espessura da parede 

posterior do VE (PPVE)  e septo interventricular (SIV) na diástole e sístole. A partir 

dessas medidas foram calculados pelo software: os volumes diastólico final e sistólico 

final (VDF e VSF), fração de encurtamento (FE), fração de ejeção (FEj) do VE, o 

volume de ejeção (VS), o débito cardíaco (DC) e a frequência cardíaca (FC).  

 

 

 

 

 

  2ª mensuração 1ª mensuração 

Microinjeção 

de BMI 

DMH-D/DMH-E 



38 

 

Protocolo 4: Objetivo: Avaliar os efeitos produzidos pela disfunção GABA 

no Hipotálamo Dormedial direito e esquerdo após a infusão de Lactato 

 

Para realizar um experimento agudo produzindo um ataque de pânico 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 µg/100nl, descrita no protocolo 1. 

Selecionamos a dose de 1µg/100nl, que não resultou em alteração 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 após a injeção desta mesma dose 

na PAG, observou que esses animais apresentaram um aumento principalmente no 

“Freezing” que é uma comportamento característico de animais com ansiedade. Dessa 

forma, a dose de 1 µg/100 nl foi selecionada e testada no protocolo de ataque de Pânico 

descrito abaixo (n=5): 

Após a estabilização dos parâmetros cardiovasculares por 3 cerca de 30 min, os 

animais receberam a microinjeção de L-allylglicina 1ug/100nl ou Salina no DMH à 

Esquerda ou à Direita, após 60 minutos, foi iniciada a infusão de Lactato de Sódio 

(NaLac) 0.5 M durante 15 min utilizando uma bomba de infusão. Ao final da infusão, 

foi realizado o teste de interação social. 

 

          30 min                                60 min                                  15 min                5 min 

 
 

     Controle basal                                 Tempo de                                Infusão de NaLac         Teste de SI 

                                                 Difusão e ação da Droga                      0.5M (10ml/kg) 

              

                         Microinjeção   

                       L-AG 1ug/100nl  

                          DMH D ou E     
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3.11 Drogas 

 

 Bicuculina Metiodide (BMI);  

Sintetizado a partir da Bicuculina antagonista de 

receptores GABAA – C21H20INO6 – PM: 209.29 – Dose: 

10 pmol/100 nL.  

 

 Saclofeno; 

Antagonista seletivo de receptores GABAB – 

C9H12ClNO3S – Peso molecular: 249,71 –  

Dose:  10 pmol/100 nL. 

 

 L-allylglicine (L-AG);  

Inibidor não específico das isoformas da enzima 

glutamato-descarboxilase (GAD65 e GAD67) – 

C5H9NO2 – Peso Molecular: 333.38 – 

 Dose: 0,1µg, 1 µg e 10 µg/100 nl.  

 

 Lactato de sódio (NaLac); 

Produzido a partir do piruvato durante a glicólise 

anaeróbica – C3H5NaO3 – Peso Molecular: 112.06 - 0 

Dose: 0,5 M –10 ml/kg. 
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3.12 Análise dos Dados 

 Para construção da curva com os valores de Frequência Cardíaca (FR) e Pressão 

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 visualização dos dados, os períodos mais relevantes também 

foram expressos no gráfico de barras e/ou em delta das variações, subtraindo os valores 

pós injeção da média dos valores basais.  

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

empregada. 

 

 

3.13 Análise Estatística 

 As comparações entre os dois grupos foram analisadas pelo teste t de Student. 

Comparações no mesmo grupo pré e pós intervenção, foram analisadas utilizando o 

teste t de Student pareado. Para comparação das respostas entre mais de dois grupos 

utilizamos o teste de análise de variância de uma via (one way ANOVA) seguido de 

Newman keuls. 

 A comparação entre dois grupos com os fatores droga e tempo foi utilizado o 

teste de análise de variância de duas vias (two way ANOVA) seguido de Bonferroni.  

 Todas as análises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prisma. O 

nível de significância foi fixado quando o P<0,05. Todos os valores foram expressos 

como médias ± erro padrão da média (EPM). 
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4. RESULTADOS 

 

 

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

DMH de ratos acordados 

 

 A figura 4.1 mostra as alterações na PAM, FC e Atividade Locomotora 

produzidas pela injeção de L-AG no DMH de ratos acordados.  A menor dose utilizada 

na curva, 0,1ug/100nl, não produziu qualquer alteração cardiovascular ou 

comportamental nos animais avaliados, apresentando resposta semelhante aos valores 

basais.  

A dose intermediaria de 1ug/100nl também não resultou em alterações 

cardiovasculares, no entanto, vale a pena ressaltar que, mesmo embora não tenhamos 

realizado uma análise quantitativa da ansiedade, esses animais pareciam estar em alerta 

a qualquer movimento externo e pequeno aumento da atividade locomotora, mas sem 

diferença estatística do grupo salina. 

 A nanoinjeção aguda de L-AG 10ug no DMH foi a única capaz de produzir 

resposta cardiovascular e comportamental significativamente diferente do controle 

(Tabela 1). Desta forma, esta foi a dose de escolha para comparação com o DMH-E, 

esses dados são mostrados na figura 4.2, onde é possível observar também que a 

nanoinjeção 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 µg/100 nl L-AG 1 µg/100 nl L-AG 0,1 µg/100 nl Salina 

 FC (bpm) 132 ± 10 * 20 ± 3 2 ± 5 7 ± 1 

 PAM (mmHg) 20 ± 2 * 7 ± 1 1 ± 2 2 ± 1 

 AL (episódios/min) 17 ± 2 * 3 ± 1 0 ± 1 0 ± 0 

 

Tabela 1: Tabela com os dados de Pressão Arterial Média (PAM), Frequência Cardíaca (FC) e Atividade 

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

ANOVA seguido do pós teste de Newmn-Keuls. 
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Figura 4.1 – Alterações na Pressão Arterial Média (PAM), Frequência Cardíaca (FC) e Atividade 

locomotora produzidas pela nanoinjeção de doses crescentes de L-Allylglicina (L-AG) (0,1, 1, 

10µg/100nl) no DMH-D. No painel superior é possível observar a resposta pressora e um diagrama 

esquemático ilustrando os sítios de injeção dos animais incluídos neste protocolo. No painel inferior, 

podemos observar a FC apresentada de forma dose dependente e o mesmo na resposta comportamental 

analisada pela atividade locomotora apresenta pelos animais. § P<0,01 para 10µg vs 0,1 e 1µg/100nl. 

Teste: two way ANOVA seguido de Bonferroni; *** P<0,01 para 10µg vs salina, 0,1 e 1µg. Teste: one 

way ANOVA. (n=6). 
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Quando comparamos os grupos, foi possível observar que a resposta 

cardiovascular produzida pela microinjeção de L-AG 10 µg/100 nl à esquerda começa a 

estabilizar por volta de 40 minutos, enquanto que a taquicardia produzida pela 

microinjeção à direita continuou aumentando até o termino do período experimental. 

Dessa forma, somente aos 60 minutos a resposta promovida pela microinjeção à direita 

foi significativamente  maior  quando  comparado  com o lado esquerdo ( FC=  DMH 

– D: 132 ± 10 bpm; DMH – E: 51 ± 18 bpm; Salina: 2 ± 5). 

A resposta comportamental não diferiu nos grupos direito e esquerdo (DMH-D: 

17 ± 2 episódios/min; DMH-E: 15 ± 2 episódios/min), os animais apresentaram  reações 

de defesa e exploração descoordenadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.2 – Comparação das respostas cardiovasculares e comportamentais produzidas pela nanoinjeção 

de L-AG 10ug nos lados direito e esquerdo do DMH. No painel superior é possível observar o delta da 

resposta pressora e abaixo, podemos observar a FC apresentada após a injeção nos diferentes lados do 

DMH. No painel inferior está representada a analise da atividade locomotora apresenta pelos animais e 

um diagrama esquemático ilustrando os sítios de injeção dos animais incluídos 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 participação dos receptores GABAA nos lados 

direito e esquerdo do DMH: investigação de assimetria funcional 

 

 Como descrito em estudos prévios a nanoinjeção 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 alterações médias máximas na PAM e FC entre 

os grupos não diferiu, como pode ser visto na figura 4.4. No entanto, a duração da 

taquicardia produzida pela nanoinjeção à direita durou quase o dobro da taquicardia 

produzida pela nanoinjeção à esquerda (DMH - D: 37 ± 3 min; DMH - E: 19 ± 3 min) 

como pode ser observado pelo traçado representativo na figura 4.3.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3 - Traçado representativo das alterações evocadas 

pela injeção de BMI. No painel superior, registro de um animal 

representativo do grupo DMH-D 10pmol/100nl e no painel 

inferior, registro de um animal representativo do grupo DMH-

E 10pmol/100nl. Ao lado, diagrama esquemático dos sítios de 

injeção dos animais incluídos neste grupo. PAP = Pressão 

Arterial Pulsátil; PAM = Pressão Arterial Média; FC = 

Frequência Cardíaca. 
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Figura 4.4 – No painel superior está demonstrado a comparação da resposta pressora produzida pela 

nanoinjeção de BMI (10pmol/100nl) no DMH à Direita e à Esquerda. E no painel inferior está 

demonstrada a comparação da resposta taquicárdica produzida pela nanoinjeção de BMI (10pmol/100nl) 

no DMH à direita e à esquerda. Em ambos, à direita é possível observar o traçado com os dados obtidos, 

enquanto à esquerda está ilustrado os mesmos dados  mas expressos no gráfico de barras no período mais 

relevante do traçado à 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 participação dos receptores GABAB nos lados direito e 

esquerdo do DMH: investigação de assimetria funcional 

 

O bloqueio dos receptores GABAB no DMH utilizando o antagonista Saclofeno 

(100 pmol/100 nl) não resultou em alterações significativas na pressão arterial (DMH – 

D:  5 ± 2 mmHg; DMH – E:  4 ± 3 mmHg), e na frequência cardíaca (DMH-D:   2 

± 9 bpm; DMH-E:  26 ± 5 bpm como pode ser observado na figura 4.5 e 4.6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.5 – Comparação das respostas cardiovasculares produzidas pela nanoinjeção 

de Saclofeno (10pmol/100nl) no DMH à direita e à esquerda. No painel superior é 

possível observar a resposta pressora, no painel inferior podemos observar a 

Frequência Cardíaca apresentada após a injeção nos diferentes lados do DMH, e ao 

lado o digrama esquemático com os síteos de injeção dos animais adicionados ao 

grupo. Teste: Two way ANOVA seguido de Bonferroni (n=6). 
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 Quando comparamos os deltas das respostas cardiovasculares máximas 

produzidas pela nanoinjeção de BMI com as respostas produzidas pelo Saclofeno, é 

possível observar que a magnitude da resposta cardiovascular produzida pela 

nanoinjeção de BMI foi muito maior quando comparada à injeção 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) .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6 – Delta das respostas cardiovasculares médias máximas produzidas pela nanoinjeção de 

Saclofeno (10pmol/100nl) ou BMI no DMH à direita e à esquerda. As alterações na Pressão Arterial 

Média são demonstradas no painel superior, enquanto o painel inferior demonstra o efeito sobre a 

Frequência Cardíaca 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 pós injeção de Saclofen. 

Teste: test t não-pareado 
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Protocolo 3: Objetivo: Avaliar as alterações morfofuncionais do coração durante 

ativação dos neurônios do DMH direito ou esquerdo  

 

A ecocardiografia realizada antes e após a nanoinjeção de BMI 40pmol/100nl 

evidenciou um aumento importante na atividade cardíaca proveniente do bloqueio dos 

receptores GABAA do DMH. Foi observado aumento da FC (DMH - D: 445±8; DMH – 

E: 434±13) e da Fração de encurtamento (DMH - D: 80%±2; DMH – E: 81%±2) em 

ambos os grupos como demonstrado nas figuras representativas dos grupos 4.7 e 4.8, e 

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

 Em concordância com esses dados, na avaliação morfológica foi observada uma 

diminuição do diâmetro (DMH - D: 0.98mm ± 0.1; DMH – E: 0.83mm ± 0,1) e do 

volume da câmara ventricular esquerda ao final da Sístole (DMH - D: 2ul ±2; DMH – 

E: 1.6ul ±0.8) como pode ser observado na figura 4.11, mas que não foi traduzido em 

aumento de DC (Figura 4.10). No entanto, a comparação entre os grupos DMH-D e 

DMH-E, não apresentou diferença significativa em nenhum dos parâmetros avaliados 

pelo ecocardiograma. 

A figura 4.9, apenas foi adicionada para descrever um fato ocorrido em um dos 

animais que receberam a microinjeção de BMI no DMH-D, a presença de focos 

ectópicos ventriculares com pausa compensatória após a injeção. 
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Figura 4.7 – Figura representativa da avaliação morfofuncional cardíaca realizada utilizando o 

Ecocardiograma Modo M - eixo longo nos períodos pré (painel superior) e pós injeção (painel inferior) de 

BMI (40pmol/100nl) no DMH - D. ECG = eletrocardiograma; a chave representa o complexo QRS do 

traçado eletrocardiográfico. 
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Figura 4.8 – Figura representativa da avaliação morfofuncional cardíaca realizada utilizando o 

Ecocardiograma Modo M - eixo longo nos períodos pré (painel superior) e pós injeção (painel inferior) de 

BMI (40pmol/100nl) no DMH - E. ECG = eletrocardiograma; a chave representa o complexo QRS do 

traçado eletrocardiográfico. 
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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 períodos pré (painel superior) e pós injeção (painel 

inferior), onde foi evidenciado a presença de arritmia cardíaca pós injeção. ECG = eletrocardiograma; a 

chave representa o período em que ficou evidenciada a arritmia cardíaca; A = complexo ventricular 

isolado e B = pausa compensatória. 
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Figura 4.10 – Avaliação Morfofuncional Cardíaca para comparação das respostas 

cardiovasculares produzidas pela nanoinjeção de BMI (40pmol/100nl) no DMH à direita e à esquerda. O 

débito cardíaco se refere ao volume de sangue bombeado por cada ventrículo por minuto. Este é 

determinado pela FC e o volume de sangue ejetado durante cada sístole (VS), e pode ser expresso pela 

forma matemática: DC = FC x VS. O VS é calculado pela diferença do volume diastólico final (VDF) e 

volume sistólico final (VSF). *p<0,05 Pré e pós – BMI. Teste: One way ANOVA seguido de Newman 

Keuls (n=5). 
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Figura 4.11 – Avaliação Morfofuncional Cardíaca para comparação das respostas 

cardiovasculares produzidas pela nanoinjeção de BMI (40pmol/100nl) no DMH à direita e à esquerda.  

A fração de encurtamento do ventrículo esquerdo representa a mudança percentual do diâmetro do eixo 

menor do ventrículo esquerdo que ocorre na sístole. É calculada pela diferença entre a dimensão 

diastólica final (LVED) e a dimensão sistólica final (LVES), normalizada pela dimensão diastólica final, 

e expressada como SF = (LVED - LVES)/LVED X 100.* p<0,05 Pré e pós – BMI. Teste: One way 

ANOVA seguido de Newman Keuls (n=5). 
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Figura 4.12 – Avaliação Morfofuncional Cardíaca para comparação das respostas cardiovasculares 

produzidas pela nanoinjeção de BMI (40pmol/100nl) no DMH à direita e à esquerda. Fração de ejeção se 

refere à fração do volume de sangue recebido durante a diástole que é ejetada durante a sístole: FE = 

VS/VDF Teste: One way ANOVA seguido de Newman Keuls (n=5). 
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Protocolo 4: Objetivo: Avaliar a participação da disfunção GABA no Hipotálamo 

Dormedial direito e esquerdo após a infusão de lactato 

 

Como demonstrado anteriormente, a injeção de L-AG 1ug/100nl, não foi capaz 

de promover alterações cardiovasculares ou comportamentais quando realizado 

isoladamente, no entanto, com este protocolo foi possível observar que esta dose foi 

capaz de alterar a responsividade das variáveis cardiovasculares (Figura 4.13) e 

comportamentais à infusão periférica de lactato de sódio. Este fenômeno é semelhante 

aquele descrito por Shekhar e colaboradores em estudos abordando o modelo de 

transtorno do pânico em ratos.  

Durante a infusão de lactato, foi possível observar um aumento na pressão 

arterial (Figura 4.14), da frequência cardíaca (Figura 4.15) e da atividade locomotora 

(Figura 4.16) somente nos grupos que receberam a nanoinjeção de L-AG no DMH-D ou 

DMH-E. A infusão de lactato 60 minutos após a injeção de salina no DMH não resultou 

em resposta cardiovascular e comportamental significativamente diferente do basal, 

demonstrando assim, que a disfunção produzida pela L-AG no DMH foi preponderante 

para induzir essa sensibilidade a infusão de lactato. Analisando as respostas 

cardiovasculares produzidas pelos animais que receberam a injeção de L-AG no DMH-

D ou DMH-E, não conseguimos observar diferença significativa entre os grupos. No 

entanto, ambos foram diferentes estatisticamente do grupo salina.   

A infusão de lactato após a injeção de L-AG 1µg/100nl no DMH-E produziu um 

aumento significativo da resposta locomotora quando comparado ao grupo salina, 

enquanto que a injeção de L-AG 1µg/100nl no DMH-D seguido da infusão do lactato 

produziu uma diminuição significativa no teste de interação social comparado também 

ao grupo salina.  
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Figura 4.13 - Traçado representativo das alterações evocadas pela injeção de L-AG 1 µg/100 nl seguido 

da infusão de lactato de sódio. 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 – Alterações na Pressão Arterial Média após injeção de L-AG 1ug/100nl  no Hipotálamo 

Dorsomedial à Direita e à Esquerda ou Salina no Hipotálamo Dorsomedial à Direita seguido da infusão 

de Lactato de Sódio 0,5M. No painel superior é possível observar as resposta ao longo de todo o registro, 

enquanto o painel inferior é possível observar o delta das alterações 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 – Alterações na  Frequência cardíaca após injeção de L-AG  1ug/100nl ou Salina  no DMH à 

Direita e à Esquerda seguido da infusão de Lactato de Sódio 0,5M. No painel superior é possível observar 

as resposta ao longo de todo o registro, enquanto o painel inferior é possível observar o delta das 

alterações 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 comparação entre os grupos L-AG no DMH-D e DMH-E, não tenha 

demonstrado diferença significativa na atividade locomotora, como mostrado na figura 

4.16, foi possível observar durante os experimentos que os animais que receberam a 

nanoinjeção de L-AG 1µg/100n no DMH-D apresentaram menor atividade locomotora 

que os animais que receberam a nanoinjeção no DMH-E (DMH-D: 5 ± 4 episódios/min; 

DMH-E: 12 ± 3 episódios/min), acreditamos que essa resposta não foi significativa, pois 

um dos animais que recebeu a injeção de L-AG no DMH-D apresentou resposta 

semelhante aos animais que receberam a injeção no DMH-E. 

O teste de interação social foi positivo para ansiedade nos animais submetidos à 

injeção de L-AG (DMH-D: 72 ± 9 seg; DMH-E: 90 ± 19 seg; Salina: 142 ± 24 seg), que 

como descrito previamente, é positivo quanto o tempo de interação é menor ou igual a 

90 segundos de interação durante os 5 minutos de teste. No entanto, o teste estatístico 

escolhido não evidenciou diferença estatística do grupo salina. 

 

Figura 4.16 – Análise comportamental:  

 

 

Figura 4.16: Atividade locomotora apresentada pelos animais durante a infusão de lactato e a resposta em 

segundos ao teste de interação social, indicando o tempo de interação apresentado pelos animais após a 

infusão de lactato. Os grupos representam animais que receberam a injeção de L-AG 1ug/100nl ou  DMH 

à Direita e à Esquerda ou Salina noDMH-D, em todos os grupos a injeção foi seguido da infusão de 

Lactato de Sódio 0.5M. **p<0,03 (n=5). 
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4.5: Análise Histológica  

 

Os locais de microinjeção foram demonstrados juntamente com os resultados de 

cada protocolo experimental utilizando um diagrama esquemático baseado no Atlas de 

Paxinos e Watson ao nível de 3.3 posterior ao bregma como demonstrado na figura 4.16 

(Paxinos, 1986). 

Em todos os experimentos os sítios de microinjeção dos animais adicionados aos 

grupos estavam localizados próximo à zona compacta do DMH. Os animais em que a 

microinjeção encontrava-se fora dos limites do DMH não foram utilizados na análise. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.17: Desenho esquemático de uma secção de cérebro de rato mostrando a localização do 

hipotálamo dorsomedial (Paxinos e Watson, 1986) e Fotomicrografia representativa de animais que 

receberam a microinjeção à direita ou à esquerda do Hipotálamo Dorsomedial, respectivamente. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Os principais achados deste estudo foram: i) a nanoinjeção aguda de L-AG 10 

µg/100 nl no DMH de ratos acordados é capaz de produzir respostas semelhantes às 

observadas no comportamento defensivo; ii) a dose mais elevada de L-AG avaliada 

(10µg/100nl )  produziu taquicardia mais pronunciada quando injetada no DMH-D; iii) 

a duração da taquicardia produzida pelo bloqueio dos receptores GABAA utilizando a 

nanoinjeção de BMI 10 pmol/ 100 nl no DMH-D foi quase duas vezes maior que a 

produzida pela nanoinjeção no DMH-E; iv) o bloqueio dos receptores GABAB com 

Saclofeno (10 pmol/100 nl) não produziu alterações significativas na pressão arterial e 

frequência cardíaca quando nanoinjetada no DMH-D e DMH-E em animais acordados; 

v) a dose de 1 µg/ 100 nl de L-AG no DMH foi capaz de induzir nos animais 

sensibilidade à infusão de lactato de sódio periférica em ambos os grupos. Mas as 

respostas cardiovasculares não foram diferentes quando comparamos os grupos que 

receberam a injeção de L-AG no DMH-D e DMH-E.  

Para realização dos experimentos de comparação da resposta cardiovascular 

promovida pela L-AG, e posterior tentativa de observar um ataque de pânico após a 

infusão de lactato de sódio, foi necessário a realização de uma curva dose resposta dos 

efeitos cardiovasculares produzidos pela injeção de L-AG no DMH. A L-AG já é 

amplamente utilizada na literatura para estudos que visam observar os efeitos da 

disfunção GABAérgica no sistema nervoso central (Abshire et al., 1988, Shekhar et al., 

1996). No entanto, é 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 parâmetros cardiovasculares.  

A escolha das doses para configuração 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 µg e 25 µg 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 último estudo foi realizada 

uma curva dose resposta com 1, 3 e 5 µg/200 nl, mas sem avaliar as respostas 

cardiovasculares. Com volume de injeção reduzido (100 nl), nós procuramos uma curva 

dose resposta que pudesse compreender a faixa utilizada entre esses dois estudos para 

possível efeito de comparação. Desta forma, realizamos a nossa curva com as doses 0,1, 

1 e 10 µg/100 nl. O volume de nossas injeções foi reduzido pela metade, de 200nl para 

100 nl, visando minimizar o espalhamento da droga para regiões adjacentes e assim 

aumentar a confiabilidade dos resultados  (Abshire et al., 1988, CUNHA, 2010). 

 A menor dose testada em nosso estudo, 0,1 µg/100 nl, não produziu resposta 

significativa em nenhum dos parâmetros avaliados, assemelhando se ao controle 

realizado com salina. A dose intermediária de 1 µg/100 nl, pode ser comparada à 

utilizada por Cunha e colaboradores (1 µg/200 nl)  na substância cinzenta periaquedutal 

(PAG) que é um núcleo 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 é descrito como um aumento no tempo em que o 

animal permanece imóvel, característica observada em situações de medo (CUNHA, 

2010. 



63 

 

Em nossos experimentos, o comportamento foi avaliado quantificando a 

atividade locomotora dos animais. No grupo 1 µg/100 nl de L-AG no DMH, 

observamos um pequeno aumento na atividade locomotora mas sem diferença 

estatística, quando comparamos aos animais que receberam a dose de 0,1 µg/100 nl ou 

salina. No entanto, nenhuma alteração cardiovascular significativa foi observada neste 

grupo. 

A maior dose testada de 10 µg/100 nl, dose mais próxima à dose  utilizada por 

Abshire e colaboradores em animais anestesiados (12,5 µg/200 nl). Em nosso estudo, 

realizado em animais acordados, esta dose produziu uma importante resposta 

cardiovascular e comportamental, que se assemelhou às características observadas 

durante comportamentos de defesa.  

A utilização de um inibidor da síntese de GABA, que é sintetizado a partir de 

outro neurotransmissor, o glutamato, nos faz questionar se as respostas cardiovasculares 

encontradas no DMH são produto da diminuição de um neurotransmissor ou o aumento 

do seu precursor. Chapman e colaboradores avaliaram a concentração dos principais 

neurotransmissores aminoácidos: Aspartato, Glutamato, GABA, Glutamina e Taurina 

em regiões como Córtex, Cerebelo e Hipocampo após a infusão de L-AG. Este estudo 

demonstrou que a infusão de L-AG periférica produziu uma queda de 20-40% nos 

níveis de GABA encefálico (Chapman et al., 1984), o que justifica a forma com que 

alguns autores relatam que a injeção de L-AG promove uma disfunção GABAérgica 

(Abshire et al., 1988, Shekhar et al., 1996, Johnson and Shekhar, 2006).  

Diferente do que era esperado, não foram observadas alterações nos níveis de 

Glutamato em nenhuma das regiões avaliadas. No entanto foi observado um aumento de 

Glutamina e estes autores especulam que não foi possível observar o aumento de 

Glutamato, pois este poderia estar sendo liberando para fluido extracelular  (Chapman et 
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al., 1984). Dessa forma não podemos descartar a possível contribuição do glutamato nas 

respostas observadas após a injeção de L-AG e futuros estudos serão necessários para 

elucidar esta questão. 

Em estudos realizados especificamente no hipotálamo, Abshire e colaboradores, 

conseguiram demonstrar em uma análise de regressão linear a existência de correlação 

entre a taquicardia produzida pela injeção de L-AG no DMH e a diminuição na 

concentração de GABA, demonstrando então que as alterações nos níveis de GABA no 

hipotálamo são cruciais para o desencadeamento das respostas provenientes da injeção 

de L-AG (Abshire et al., 1988). Adicionalmente, Soltis & Dimicco mostraram que a 

ativação dos neurônios do DMH após bloqueio dos receptores GABAA é dependente de 

sinapses excitatórias (Soltis and DiMicco, 1991b, a, Soltis et al., 1998). 

Para observar a interferência nos níveis de GABA em ambos os lados do DMH, 

realizamos a comparação das respostas cardiovasculares produzidas pela nanoinjeção de 

10 µg/100 nl de L-AG no DMH-D, com as respostas produzidas pela injeção no DMH-

E. Foi observada uma estabilização da taquicardia produzida pela injeção à esquerda, 

próximo aos 40 minutos pós-injeção, por outro lado, os animais que receberam a injeção 

à direita, apresentaram uma resposta taquicárdica que se acentuou 40 minutos após a 

injeção.  

A resposta cronotrópica positiva após a injeção no DMH-D foi 

significativamente diferente da resposta produzida pela injeção no DMH-E próximo aos 

60 minutos pós-injeção. Demonstrando que o DMH-D pode exercer um controle 

diferenciado nas mudanças da FC durante o estresse emocional, corroborando com 

estudos prévios do nosso laboratório realizados em animais anestesiados (Xavier et al., 

2009), indicando que o DMH-D pode receber um input GABAérgico diferencial 

comparado ao DMH-E. 
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As vias do DMH são predominantemente lateralizadas, e são organizadas com 

espelhos ipsilaterais, onde um lado parece não se comunicar com o outro (Thompson et 

al., 1996). Estudos utilizando a expressão de C-Fos, um marcador da atividade neuronal, 

demonstrou que a ativação do DMH com BMI unilateral, promove o aumento na sua 

expressão em diferentes núcleos relacionados ao controle das respostas fisiológicas ao 

estresse como RPa, PVN, NTS, RVLM, com marcação bilateral, no entanto, com 

aumento significativo ipsilateral à injeção (Zaretskaia et al., 2008).  

Os estudos prévios do nosso laboratório, citados anteriormente, avaliaram a 

participação mais especificamente dos receptores GABAA em animais anestesiados, e 

propuseram que as vias descendentes de controle cardiovascular, que são originadas no 

DMH, são predominantemente lateralizadas, e que o DMH-D pode exercer um controle 

predominante na reatividade cardíaca durante o estresse emocional. Nesse presente 

estudo, entretanto, a nanoinjeção 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 máxima não tenha diferido entre os 

grupos DMH-D e DMH-E, a duração da taquicardia observada após a injeção de BMI 

no DMH-D foi praticamente o dobro daquela após a injeção no DMH-E, como 

demonstrado na Figura 4.4. Dessa forma, nossos resultados confirmam dados anteriores, 

sugerindo a existência de um input GABAérgico diferencial para o DMH-D no controle 

da função cardíaca.  

Estudos em humanos demonstraram que indivíduos submetidos à situação de 

estresse têm assimetria na atividade encefálica, demonstrando maior ativação do 

hemisfério direito. Essa assimetria no controle simpático ao longo da superfície cardíaca 

ocasionou a perturbação na homogeneidade eletrofisiológica da repolarização 

ventricular, aumentando a vulnerabilidade desses indivíduos à arritmia (Critchley et al., 
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2005). Um fenótipo similar foi detectado também em estudos do nosso laboratório em 

ratos, onde um grande número de batimentos ectópicos foi observado após a injeção de 

BMI no DMH-D (Xavier, 2010). No entanto, o mecanismo preciso pelo qual o estresse 

causa estas alterações precisa ser avaliado em experimentos adicionais.  

 Nesse caso, se as respostas mediadas pelo DMH-D promovem alterações mais 

sustentadas que a ativação do DMH-E e estudos sugerem que situações de estresse 

repetidas ou ocorridas de forma prolongada podem resultar em arritmias cardíacas, 

podemos especular que a ativação dos receptores GABAA do DMH-D pode estar 

predominantemente implicada com a patofisiologia dos distúrbios cardiovasculares 

resultantes do estresse. 

Em nossos experimentos, avaliamos também a contribuição dos receptores 

GABAB 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 microinjeção do agonista Baclofeno foi capaz de suprimir a taquicardia 

produzida pela microinjeção do antagonista GABAA, BMI em animais anestesiados com 

uretana (DiMicco and Monroe, 1998). Neste mesmo estudo, foi relatado que em 

experimentos piloto, a injeção do agonista ou antagonista de receptores GABAB, 

Baclofeno e Saclofeno respectivamente não 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 

tônus GABAérgico e inibir a neurotransmissão 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 alterações na PA e FC após a injeção do 

antagonista GABAB Saclofeno 10 pmol/100 nl no DMH-E e DMH-D. No entanto, as 
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respostas não foram estatisticamente significativas em nenhum dos pontos da curva 

quando avaliadas pelo teste two-way ANOVA seguido do pós-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 GABAB (figura 4.6), fica claro que os receptores GABAA 

são os receptores mais importantes para manutenção do tônus GABAérgico para os 

neurônios do DMH no controle cardiovascular. 

As vias descendentes para o DMH a partir de outras áreas encefálicas como o 

córtex insular (CI) precisam ser consideradas como uma possível explicação para a 

ativação assimétrica da atividade simpática cardíaca. Existem evidências anatômicas e 

funcionais de conexões entre o CI e o DMH. Além disso, dados da literatura 

demonstram que o CI participa no controle da atividade cardíaca e lesões no CI causa 

alterações na repolarização cardíaca, havendo um consenso na literatura acerca da 

atividade arritmogênica do CI em pacientes com acidentes vasculares, principalmente 

envolvendo o córtex 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 neurônios do DMH e o balanço entre as 

vias inibitórias, com intuito de avaliar a possibilidade de assimetria no tônus 

GABAérgico para o DMH. Estudos envolvendo o tônus glutamatérgico, entretanto, 

também serão necessários para compreender a atividade assimétrica observada neste 

núcleo. Soltis e colaboradores demonstraram que a principal fonte do tônus excitatório 

para o DMH através dos receptores de EAA é a Amigdala (Soltis et al., 1998), que é 

apontado como o provável núcleo responsável por ativar o DMH após estímulos 
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emocionais. Dessa forma, estudos comparando as respostas produzidas pela ativação da 

amígdala à direita e à esquerda serão necessários. 

Uma questão importante a ser levantada seria o mecanismo pelo qual o DMH-D 

produz um controle predominante sobre o cronotropismo cardíaco. Sabe-se que a 

ativação do DMH produz um aumento na expressão de Fos maior ipsilateratal à injeção 

(Zaretskaia et al., 2008). No entanto, o controle da atividade cronotrópica cardíaca 

promovida pela ativação do DMH parece ser dependente de um relé sináptico 

medializado, a Rafe Pallidus (RPa). E durante esses estudo de Zaretskaia e 

colaboradores foi demonstrado que a injeção unilateral de BMI promoveu a ativação de 

neurônios dispersos por toda a RPa , sem prevalência em um dos lados. Dessa forma 

uma especulação plausível sobre a resposta cronotrópica assimétrica poderia ser que de 

acordo com a intensidade do estímulo proveniente do DMH, um número maior ou 

menor de neurônios de limiares diferentes são recrutados na RPa. Ou seja, se estímulo 

proveniente do DMH-D for maior que o estímulo proveniente do DMH-E, isso poderia 

resultar em maior recrutamento neuronal e dessa forma apresentar um cronotropismo 

positivo maior para o coração.   

Neste estudo procuramos também avaliar as alterações morfofuncionais 

cardíacas utilizando um ecocardiograma para melhor compreendermos os eventos 

cardíacos durante a desinibição dos neurônios do DMH, em resposta ao bloqueio dos 

receptores GABAA, utilizando a BMI. Foi observado um aumento característico 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 também o 

aumento da fração de encurtamento e uma diminuição no volume de sangue e do 

diâmetro ao fim da sístole, indicando um aumento na contratilidade. Não observamos, 
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entretanto, alterações significativas na fração de ejeção (FEj), pois os valores do volume 

sistólico e do volume diastólico final também não diferiram.  

Em geral, os experimentos demonstraram um aumento na atividade contrátil 

cardíaca. No entanto, de forma inesperada esse aumento não se traduziu em aumento no 

débito cardíaco (DC). A manutenção da FEj e do DC pode ser explicado pelo menor 

tempo de enchimento devido ao aumento da FC. Ainda é plausível especular sobre a 

diminuição do volume de sangue circulante, diminuindo o retorno venoso ou seja a pré-

carga, que  pode ser causada pelo anestésico utilizado. Nesse sentido, é descrito que a 

Uretana promove extravasamento de líquido intersticial (Maggi and Meli, 1986c, b, a). 

Este fato foi observado após o sacrifício dos animais, que apresentavam grande 

quantidade de líquido na cavidade abdominal, o que nos permitem especular sobre a 

interferência do anestésico sobre a resposta observada no débito cardíaco.   

Nesses experimentos não evidenciamos diferenças entre os grupos que 

receberam a injeção de BMI no DMH-D ou DMH-E. Acreditamos que isso ocorreu 

possivelmente devido às limitações técnicas do estudo, uma vez que esse estudo exige 

que animal esteja anestesiado. É bem sabido que a anestesia produz alterações 

importantes no controle cardiovascular dos indivíduos. É importante ressaltar, que este é 

o primeiro trabalho a utilizar o ecoDopplercardiografia  de alta resolução para 

quantificar morfologia e função cardíaca em tempo real na observação dos efeitos de 

uma ativação central de um núcleo específico. Os efeitos cardiovasculares produzidos 

pela ativação do DMH já haviam sido amplamente estudados, mas até então, não havia 

sido observado pela análise fornecida pela ecocardiografia. 

Finalmente, visto que a injeção de L-AG aguda foi capaz de promover uma 

disfunção no DMH de ratos acordados de forma significativa, tentamos propor em 

nosso laboratório um modelo de ataque de pânico, utilizando uma dose aguda de L-AG 
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que não promovesse alteração cardiovascular, mas que realizasse uma alteração central 

especifica para induzir a sensibilidade à infusão periférica de lactato. Esta abordagem 

foi descrito por Shekhar e colaboradores no protocolo descrito como Transtorno do 

pânico (Shekhar et al., 1996). De forma interessante, a dose escolhida, de 1 µg/100 nl, 

foi capaz de alterar a sensibilidade ao lactato de sódio, fazendo com que após 60 

minutos da sua injeção, os animais respondessem com aumento da frequência cardíaca e 

pressão arterial à infusão de lactato de sódio de maneira diferente do que foi observado 

no controle. No entanto, a magnitude das respostas cardiovasculares avaliadas após este 

procedimento não diferiram entre os grupos DMH-D e DMH-E.  

O mecanismo preciso pelo qual a infusão de lactato desencadeia a síndrome ou o 

ataque de pânico em animais com disfunção GABA ainda é desconhecido, no entanto o 

grupo de Shekhar e colaboradores têm trabalhado extensivamente neste sentido. Foi 

especulado que a infusão de lactato poderia promover alterações na osmolaridade 

sanguínea, e que dessa forma centros respiratórios poderiam ser ativados devido ao 

aumento de níveis centrais de CO2. No entanto, este grupo demonstrou que infusões 

hipertônicas de NaCl (como um estressor de Na) e NaLac (como um controle positivo) 

(0.5M), mas não de D-mannitol (um estressor osmótico) resultaram em respostas 

cardiovasculares e comportamentais semelhantes ao pânico, suportando a hipótese de 

que o sódio, e não a osmolaridade ou o lactato sejam críticos no desencadeamento das 

respostas associadas a síndrome do pânico (Molosh et al., 2010). 

Vale ressaltar que o motivo para a escolha da dose de 1ug/100nl ocorreu devido 

aos fatores já descritos anteriormente sobre as características comportamentais 

apresentadas por esses animais após a injeção, 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 compatível ao teste de interação social (IS), 

com diminuição no tempo de exploração ao animal estranho (valor médio abaixo de 90 

seg de exploração durante os 5 min de teste), como descrito por Shekhar e 

colaboradores, no entanto, quando realizamos o teste one-way ANOVA seguido do pós-

teste de Newman Keuls, não foi observada resposta diferente entre os grupos. 

Durante a infusão de lactato, a locomoção dos animais foi quantificada, e os 

animais que receberam a injeção de L-AG no DMH-E apresentaram um aumento 

significativo na atividade locomotora quando comparado ao grupo salina. De maneira 

oposta, os animais que receberam a injeção no DMH-D permaneceram, de maneira 

geral, imóveis, mas é importante comentar que um desses animais apresentou 

comportamento semelhante ao grupo que recebeu a injeção no DMH-E, o que 

acreditamos justificar o fato de que o teste estatístico não apontou diferença entre os 

grupos DMH-D e DMH-E.  

Em conclusão, nossos resultados estendem os resultados de estudos anteriores 

mostrando que o DMH-D tem um controle diferenciado sobre o cronotropismo 

cardíaco. Nossos dados permitem especular sobre a existência 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 encefálica no controle cardiovascular. 
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