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Figura 25: Diagrama esquematico indicando as possiveis vias existentes entre a amigdala
basomedial e o hipotdlamo dorsomedial. As setas continuas representam projecdes
excitatorias glutamatérgicas e as setas tracajadas representam projecdes inibitorias
gabaérgicas. LA: amigdala lateral; BMA: amigdala basomedial; BST: nucleo do leito da estria
terminal; CeA: amigdala central; DMH: hipotalamo dorsomedial. .............ccccooeeiiiieiieiieennee, 43
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RESUMO

A amigdala tem sido associada a uma grande variedade de funcgdes ligadas a
respostas fisioldgicas, comportamentais e enddcrinas, relacionadas a estimulos emocionais.
Esta regido encefélica é composta por varios sub-ndcleos, que embora pertencentes a mesma
estrutura, podem se envolver em funcdes diferentes, 0 que torna o estudo de cada sub-ndcleo
de grande importancia. Nesse sentido, alguns deles vém sendo ao longo dos anos bem
estudados e caracterizados, mas o enfoque a um dos sub-nucleos, o basomedial (BMA), é
ainda muito pequeno. O hipotalamo € uma importante regido que também vem sendo
relacionada ao comportamento emocional. Um grande numero de evidéncias indica uma
importante participacdo do hipotdlamo dorsomedial (DMH) na integracdo das respostas
fisiologicas oriundas do estresse emocional. Foi constatado que 0s estressores de origem
psicoldgica e social sdo os mais comuns no ser humano. Neste sentido, alguns estudos em
animais demonstraram que a perda temporaria do controle social € uma importante condicao
que pode levar a alteragcdes psicopatolégicas. Diante disso, 0 nosso objetivo € avaliar a
influéncia da amigdala basomedial no controle cardiovascular durante estresse social e sua
possivel interacdo com o hipotalamo dorsomedial. Para isso, ratos Wistar (300 + 20g) foram
anestesiados (cetamina-xilazina) e canulas guia foram implantadas na BMA unilateralmente
ou bilateralmente, em regides proximas a BMA (NBMA) e no DMH bilateralmente. Apds
seis dias, os animais foram re-anestesiados (2% do isoflurano em 3l de O2) e um cateter
inserido na artéria femoral para afericdo de pressdo arterial média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC). Demos inicio aos procedimentos experimentais 48 horas ap6s o ultimo
procedimento cirargico. Nossos resultados mostraram que a inibicdo quimica da BMA pela
microinjecdo do agonista GABAA, muscimol (100pmol/100nL) promove aumento da PAM e
FC, enquanto a inibicdo quimica da NBMA ndo alterou tais parametros cardiovasculares.
Observamos, também, que ao ativar quimicamente esta regido, pela microinjecao bilateral do
antagonista GABAA,, bicuculline methiodide (10pmol/100nL), os aumentos de PAM e FC
provocados pelo estresse social por rato intruso foram blogueados. Adicionalmente, a resposta
de inibicdo da BMA foi abolida pela inibicdo quimica do DMH através da microinjecao de
muscimol. Sabendo-se que o DMH é tonicamente inibido, estes resultados sugerem que a
BMA esta constantemente ativada, participando integralmente do controle cardiovascular
durante situaces de estresse, exercendo influéncia na inibicdo ténica recebida pelo DMH
nestas condicdes.
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ABSTRACT

The amygdala has been associated with a variety of functions linked to
physiological, behavioral and endocrine responses related to emotional situations. This brain
region is comprised of multiple sub-nuclei, which although belonging to the same structure
may be involved in different functions, which makes the study of each sub-nuclei of great
importance. In this sense, some of them have been well studied and characterized over the
years, but the approach to one of the sub-nuclei, the basomedial (BMA), is still very small.
The hypothalamus is an important region which also has been related to emotional behavior.
It was found that psychological and social origin stressors are the most common in humans. In
this sense, some studies in animals have shown that the temporary loss of social control is an
important condition that can lead to psychopathology. Therefore, our aim is to evaluate the
influence of basomedial amygdala in cardiovascular control during social stress and its
possible interaction with the dorsomedial hypothalamus. For this, male Wistar (300 £ 20g)
were anesthetized (ketamine-xylazine) and guide cannulae were implanted bilaterally or
unilaterally in the BMA, in nearby regions the BMA (NBMA) and bilaterally in the DMH.
Six days later, the animals were anesthetized (2% isoflurane in O2 3l) and a catheter was
inserted into the femoral artery for recording of mean arterial pressure (MAP) and heart rate
(HR). We began the experimental procedures 48 hours after the last surgical procedure. Our
results showed that chemical inhibition of BMA by microinjection of the GABAA agonist,
muscimol (100pmol/100nL), promotes increased in MAP and HR, whereas chemical
inhibition of NBMA did not alter such cardiovascular parameters. We also noted that when
this region is chemically activated by bilateral microinjection of the GABAA antagonist,
bicuculline methiodide (10pmol/100nL), the increases in MAP and HR caused by a intruder
rat social stress were blocked. Additionally, the response of BMA inhibition was abolished by
chemical inhibition of the DMH by microinjection of muscimol. Knowing that the DMH is
tonically inhibited, these results suggest that the BMA is constantly active, participating fully
in the cardiovascular control during stress situations, influencing the tonic inhibition received
by the DMH in these conditions.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Amigdala: caracterizacéo

A amigdala é uma estrutura do sistema nervoso central identificada pela primeira
vez por Karl Friedrich Burdach no inicio do século XIX, e foi assim nomeada por ser uma
estrutura esferdide e alongada, assemelhando-se a uma améndoa (Sah e cols., 2003). Esta
regido foi primeiramente descrita como uma massa de matéria cinzenta no fundo do lobo
temporal medial do cérebro humano que corresponde ao que é agora comumente referido
como o complexo basolateral da amigdala (Swanson & Petrovich, 1998; Swanson, 2003).
Subsequentemente, um grande numero de estruturas foi identificado em varias espécies,
constituindo o que é agora denominado de complexo amigdaldide. Tal complexo, em ratos,
fica situado na parte ventral do telencéfalo, proximo a porcao terminal do corno inferior do
ventriculo lateral, adjacente ao hipocampo e lateralmente ao trato optico (TO) (Knapska e
cols., 2007). A amigdala consiste de varios sub-nacleos, cada um dos quais podendo fazer
conexdes internuclear e intranuclear em varias situacfes (LeDoux, 2000). Embora
pertencentes a mesma estrutura, cada sub-nicleo pode se envolver em funcgdes diferentes,
fazendo com que a amigdala ndo constitua uma unica unidade anatémica ou funcional
(Schiller, 2011). O estudo de cada sub-nicleo, detalhadamente, torna-se de grande
importancia, ja que formam circuitos especificos na modulagéo de respostas envolvidas com
comportamento e ajustes diversos.

Diferentes autores ao longo dos anos propuseram diversas maneiras de divisao do
complexo amigdal6ide e de seu limite anatémico, existindo controversas até 0 momento sobre
tal divisdo em varias espécies animais (Rasia-Filho e cols., 2000; Newman, 1999; Swanson &
Petrovich, 1998). Uma das primeiras descrigdes anatdmicas foi proposta em 1923, por
Johnston, com base em uma andlise comparativa de materiais vertebrados, na qual a amigdala
seria um sistema de duas partes: 1) grupo corticomedial (mais antigo filogeneticamente),
composto dos nucleos central, medial, cortical e nucleo do trato olfatorio lateral; e 2) grupo
basolateral (mais novo filogeneticamente) composto pelos ndcleos lateral, basal e basomedial
(Knapska e cols.,, 2007). Levando em consideracdo o0s dados citoarquitetonicos,
quimioarquitetdnicos e de conexdes de fibras disponiveis na época, um estudo em 1998

dividiu a amigdala em trés partes: 1) grupo profundo ou basolateral, que € constituido pelos
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nacleos lateral, basal e basomedial; 2) grupo centromedial, composto pelos nucleos central e
medial, bem como a parte do nlcleo do sono da estria terminal; e 3) o grupo superficial ou
cortical, que ¢é constituido pelo nucleo cortical anterior e posterior, ndcleo do trato olfatério e
0 cortex periamigdaloide (McDonald, 1998). A partir deste modelo, diversas subdivisdes
foram também distinguidas, como ¢é ilustrado na figura 1.

Ja alguns estudos propuseram a classificacdo da amigdala em quatro regides
(Figura 2), de acordo com sua disposic¢do citoarquiteténica e hodologica, como: 1) amigdala
“expandida”, assim denominada por se estender além de seus limites anatomicos e
subdividindo-se nos nucleos da divisdo central e divisdo medial; 2) amigdala cortical,
subdividida em complexo basolateral e em porcdes que se ligam as vias olfativas e
vomeronasal; 3) areas de transicdo, localizadas entre as por¢des ventral dos ndcleos da base e
a amigdala “expandida”; e 4) nucleos ainda ndo classificados, constituidos por um grande
namero de células dispersas na substancia branca, substancia inominata e por¢des do nucleo
proprio da estria terminal (BST; Alheid e cols., 1995; Raissa-Filho e cols., 2000).

dorsal
medial lateral

ventral

BOT

Figura 1: Divis0es e subdivisdes do complexo amigdaléide de ratos. O complexo foi dividido em trés grupos: o
centromedial (laranja), o basolateral (verde) e o cortical (marrom). Em cinza escuro sdo indicados os nicleos
intercalados (In). CEc: nlcleo central, subdivisdo capsular; CEl: nlcleo central, subdivisdo lateral; CEm: nlcleo
central, subdivisdo medial; COa: nucleo cortial, subdiviséo anterior; COp: nlcleo cortical, subdivisdo posterior;
BOT: nucleo do sono do trato olfatdrio; Bi: nucleo basal, subdivisdo interediaria; Bpc: nucleo basal, subdivisdo
parvocelular; BMmc: nucleo basomedial, subdivisdo magnocelular; BMpc: nicleo basomedial, subdivisdo
parvocelular; Ld: nlcleo lateral, subdivisdo dorsal; Lvm: nicleo lateral, subdivisdo ventromedial; Lvl: nucleo
lateral, subdivisdo ventrolateral; Md: ntcleo medial, subdivisdo dorsal; Mv: nicleo medial, subdivisdo ventral;
In: ndcleo intercalado; Pir: cortex piriforme (Knapska e colaborados, 2007).
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Areade transicéo

Ndcleos ndo-classificados
(amigdala e nucleo préprio da estria terminal)

Ncleo préprio da estria terminal lateral

Amigdala central

Divisdo central da amigdala “expandida”
sublenticular

Diviséo central do nucleo proprio da estria
terminal supracapsular
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préprio da estria terminal medial

Amigdala medial

Nucleo préprio da estria terminal intra-
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Divis@o medial da amigdala “expandida”
sublenticular

Divisdo medial do nucleo préprio da estria
terminal supracapsular

Ncleo do trato olfativo lateral
Nucleo cortical anterior

Nucleo cortical pdstero-lateral
Areade transicdo amigdalo-piriforme

Nucleo préprio do trato olfativo acessoério
Ncleo cortical péstero-medial
Areade transicdo amigdala-hipocampal

Ndcleo lateral

Nucleo basolateral
Nucleo basolateral ventral
Nucleo basomedial

Porcdes ventromedial do pélido ventral
Partes caudal e medial do ndcleo accumbens
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Grupo celular intercalado
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Ncleo paraestriado

Nucleo préprio da comissura anterior

Ndcleo subventricular

Nucleo do componente comissural da estria terminal
Ndcleo fusiforme

Figura 2: Classificacdo da divisdo do complexo amigdaldide com suas subdivisdes anatdmicas e seus
componentes, conforme descrito por Alheid e colaboradores (1995) e adaptado por Rasia-Filho e colaboradores

(2000).

1.2 — Amigdala: funcéo

A amigdala como um todo tem sido associada a uma grande variedade de funcées

ligadas a respostas fisioldgicas, comportamentais (sexuais e sociais) e enddcrinas, as quais

estdo relacionadas a estimulos emocionais (Petrovich e cols., 1996). Como tais respostas séo

acompanhadas por diferentes reacdes cardiovasculares, diz-se que esta regido € componente

importante nos mecanismos do controle cardiovascular. O controle central da funcéo
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cardiovascular é seletivo e especifico, envolvendo, além da amigdala, uma gama de nucleos
centrais capazes de responder de forma diferenciada dependendo do estimulo que esteja
provocando alteracdes na homeostasia (Chiou e cols., 2009).

Alteracdes na pressdo arterial e frequéncia cardiaca ocorrem frente a diferentes
condigdes enfrentadas pelos animais, tais como medo, recompensa, estresse, ansiedade,
estimulo aversivo e interacdo presa-predador. Para realizacdo de tais alteragdes, o complexo
amigdaloide, recebe variados tipos de informacBes interoceptivas e exteroceptivas,
modificando sua prépria atividade ao analisar a informacéo recebida e estimulando outras
regides do sistema nervoso central (SNC) para que se inicie a resposta ao estimulo inicial
(Rasia-Filho e cols., 2000; Knuepfer e cols., 1995). A amigdala é a regido responsavel por
processar, categorizar e estocar as sensaces e emocOes geradas pelas experiéncias cotidianas.
Um dos primeiros indicios do envolvimento da amigdala na modula¢do do comportamento
emocional foi obtido com a ablacgéo bilateral do terco anterior do lobo temporal de macacos,
ocorrendo, a partir disso, perda da agressividade e as manifestacdes comportamentais
relacionadas ao medo, alteracdo da percepcdo de estimulos aversivos e comportamento sexual
inapropriado (Kluver & Bucy, 1997). Em humanos a estimulacdo da regido amigdaldide
provocou respostas emocionais similares as que ocorrem naturalmente na ansiedade e leses
nessa regiao suavizaram tais respostas (Shekhar e cols., 2003).

As sensacOes de estresse, medo, ansiedade e a consolidacdo de memdrias
aversivas ativam de maneira seletiva diferentes sub-nucleos amigdal6ides (Sah e cols., 2003).
Nesse sentido, alguns desses sub-ndcleos vem sendo, ao longo dos anos, bem estudados e
caracterizados, a fim de demonstrar sua participacdo nas respostas a diversos estimulos.
Sanders e colaboradores, em 1991, demonstraram que microinje¢cdes de bicuculline
methiodide (BMI), um antagonista de receptores GABAA, na subdivisdo basolateral da
amigdala (BLA) produzem aumento dose-dependente de pressdo arterial e frequéncia
cardiaca, bem como aumento na atividade locomotora (Sanders & Shekhar, 1991). Em relacéo
a subdivisdo medial da amigdala (MeA), Kubo e colaboradores, em 2004, demonstraram que
a microinjecdo de muscimol, um agonista de receptores GABAA, induz uma diminui¢do da
pressdo arterial durante exposicdo a estresse agudo por restricdo (Kubo e cols., 2004). Um
grupo de pesquisadores, em 2012, manipulou a atividade do ndcleo lateral da amigdala (LA)
através da microinjecdo de muscimol, uma vez por semana, anteriormente a sessdo de

treinamento de estimulo condicionado (choque na pata seguido de incidéncia de luz). Apoés
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seis semanas, a infusdo de muscimol reduziu a reposta de medo ao estimulo condicionado a
niveis pré-condicionamento (Erlich e cols., 2012). Ja em 2013, estudos demonstraram que a
lesdo exocitica do nucleo central da amigdala (CeA) por &cido iboténico, diminuiu repostas de
ansiedade em animais expostos a estresse cronico (Ventura-Silva e cols., 2013).

Em relacdo ao nucleo basomedial da amigdala (BMA), objeto de estudo deste
trabalho, existem poucos estudos na literatura a cerca de sua funcdo e caracterizagdo. Em
ratos, a BMA foi dividida em dois grupos citoarquiteténicos: anterior (BMAa), que ocupa a
metade rostral da BMA, e posterior (BMAp), ocupando a metade caudal da BMA. Sabe-se,
através de estudos com tracador anterogrado, que a BMA possui conexdes com diferentes
nacleos encefélicos. Dentre esses, foi demonstrado que a BMAp envia projecGes para 0S
nacleos CeA, LA, VMH (hipotadlamo ventromedial) e BST (nicleo do leito da estria
terminal), e que a BMAa além dos ndcleos CeA, VMH e BST, também envia projecdes para
MeA, mpoA e esparsas fibras para o DMH (hipotalamo dorsomedial) (Petrovich e cols.,
1996). Aglada-Figueroa e Quirk, em 2005, demonstraram que lesdes na BMA anteriormente
ao estimulo de medo condicionado (pré-condicionamento) ndo alteram as respostas a ele, mas
que lesbes na BMA combinadas a lesdes na BLA, pos-condicionamento, diminuiram as
respostas ao medo condicionado, indicando que a BMA pode participar da via neural de
controle do medo (Anglada-Figueroa & Quirk, 2005). Estudos recentes mostraram que em
ratos submetidos a testes de esquiva inibitoria, relacionados a ansiedade no labirinto em T
elevado, observou-se aumento na expressdo da proteina c-fos, um indicativo de aumento da
atividade neuronal, em varios nucleos encefélicos, incluindo a BMA (de Andrade e cols.,
2012; Silveira e cols., 2001).

1.3 — Hipotalamo dorsomedial

Estudos indicam que o hipotalamo é uma importante regido que vem sendo
relacionada a fungbes autondmicas e enddcrinas, estando essas fungbes associadas ao
comportamento emocional (Bernardis & Bellinger, 1998). Esta regido encefalica situa-se na
base ventral do diencéfalo, constituindo a parte inferior das paredes laterais e a base do
terceiro ventriculo. Como o seu nome sugere, o hipotdlamo localiza-se ventralmente ao
talamo, do qual se separa pelo sulco hipotaldmico. E ainda limitado caudalmente pelos

processos mamilares. Ventralmente, o hipotalamo € constituido pelo tubo cinéreo, cuja parte
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central consiste na eminéncia média e que se continua pelo infundibulo, que o liga a hipofise.
A posicdo estratégica do hipotalamo permite ainda numerosas conexdes com diferentes areas
cerebrais, o que faculta a intensa comunicagdo funcional existente, facilitando a recepgéo e
expressao dos numerosos e distintos impulsos nervosos (Getty, 1986; Ojede e cols., 2000).
Assim com a amigdala, o hipotdlamo é dividido em diversos sub-nulcleos,
apresentando cada um deles fungdes e relacbes muitas vezes distintas. Alguns desses sub-
nucleos tém sido apontados como mediadores da resposta fisioldgica ao estresse, dentre eles o
hipotdlamo dorsomedial (DMH). O DMH se encontra adjacente ao terceiro ventriculo,
caudalmente ao ndcleo hipotalamico paraventricular (PVN), dorsalmente ao ndcleo
hipotalamico ventromedial (VMH) e ventralmente ao trato mamilotaldmico. Lateralmente é

delimitado pelo férnix e area hipotalamica lateral (figura 3) (Fontes e cols., 2011).

Nucleo paraventricslar

Hipotalame posterior

Nucleo asterior

Nucleo lateral

Naodes dorsomodial

Nécleo vearromeodial

Bregma-3.1 mm Bregma -3.4 mm

Figura 3: Representacdo da localizagdo do hipotalamo dorsomedial. (A) Diagrama de corte sagital de cérebro
humano com os principais nicleos hipotalamicos. (B) Localizacdo do DMH em cérebro de rato. IlI: terceiro
ventriculo; DMN: nucleo hipotalamico dorsomedial; DMC: porgdo compacta do ndcleo hipotalamico
dorsomedial; DMD: por¢do difusa do ndcleo hipotalamico dorsomedial; PH: area hipotalamica posterior; VMH:
nGcleo hipotalamico ventromedial; f: fornix; MT: trato mamilotaldamico; LH: hipotadlamo lateral; DA: area
hipotalamica dorsal; ARC: nicleo hipotalamico arqueado (Fontes e cols., 2006; Fontes e cols., 2001).



Existe um grande nimero de evidéncias que indicam uma importante participacéo
do DMH na integragdo das respostas fisioldgicas cardiovasculares, neuroenddcrinas e
comportamentais oriundas do estresse emocional em ratos (Bailey & DiMicco, 2001;
DiMuicco e cols., 2002a; Stotz-Potter e cols., 1996). Estudos apontam a possibilidade de que
neurénios do DMH tém papel crucial na ativacdo de neurénios do PVN, responsaveis pelo
recrutamento do eixo HPA em algumas situacOes de estresse. Utilizando-se de tracadores
anterégrados PHA-L (Phaseolus vulgaris), Thompson, em 1996, mostrou que o PVN
representa um alvo primario de eferéncias a partir do DMH (Dimicco e cols., 2002). Estudos
demonstraram que a microinjecdo bilateral de muscimol, agonista de receptores GABAA, no
DMH suprimiu o aumento da PA e FC em 68 e 85%, respectivamente, durante estresse de jato
de ar (Stotz-Potter e cols., 1996). Ja a ativacdo de neurénios do DMH através da microinjecédo
de bicuculline methiodide (BMI) ou de aminoacidos excitatorios resulta em um padrdo de
mudancas neuroenddcrinas, autonémicas e comportamentais vistas em situacdes de estresse
experimental (de Menezes e cols., 2006; Soltis & DiMicco, 1991b; Soltis & DiMicco, 1991a).
Em relacdo a participacdo do DMH nas possiveis vias de controle das respostas ao estresse,
estudos demonstraram que a microinjecdo de acido cianurénico, um antagonista ndo-seletivo
de receptores de aminoacidos excitatérios, no DMH blogqueou ou reverteu 0 aumento na PA e
FC resultantes da microinjecdo de BMI na BLA (Soltis e cols., 1998). Também neste sentido,
sabe-se que as respostas de aumento de PA e FC evocadas pela estimulagdo do DMH foram
reduzidas apds a microinjecdo de um agonista GABAA, ou um antagonista de receptores
glutamatérgicos nas colunas lateral e dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal
(I/dIPAG) (de Menezes e cols., 2009).

1.4 - Estresse

O termo estresse foi introduzido e popularizado por Hans Selye (Selye, 1936), e
para ele estresse seria uma reacdo inespecifica do organismo, a denominada “sindrome geral
de adaptac¢do”, a uma demanda intensa, tanto interna quanto externa, que colocaria em risco o
equilibrio do meio interno. Tal equilibrio, homeostase, é resultante de processos fisiologicos
coordenados, o qual é constantemente desafiado por forcas adversas. Sendo assim, foi
determinado que o agente causador (o estimulo) é denominado de agente estressor, e estresse

é a condicéo provocada pelo desafio (Selye, 1973).



O estresse € uma questdo crucial nas sociedades modernas, jA que a vida em
sociedade propicia situacdes de estresse e ansiedade cotidianamente, exigindo constante
ativacdo de vias neuronais e de sistema compensatorios de adaptacéo. Disfuncdes em tais vias
e sistemas, seja por exposicdo excessiva aos estressores, por predisposicdes genéticas ou por
alteracdo/disfungdo nos nucleos encefalicos envolvidos nessas respostas, constituem uma
ameaca a integridade fisiologica e psicoldgica do individuo (Chrousos, 2009; Szczepanska-
Sadowska, 2008). Assim, a resposta normal ao estresse é essencial para garantir a
sobrevivéncia do organismo.

Segundo Mayorov, dois tipos principais de estresse sdo considerados: (1) estresse
fisico (aquele que apresenta uma ameaca direta ao organismo, como a hipdxia), e (2) estresse
psicoemocional (aquele que necessita de interpretacdo por varias estruturas cerebrais)
(Mayorov, 2011). De acordo com a hipétese da reatividade, respostas fisiologicas persistentes
e exageradas, as situacBes de estresse emocional podem ser marcadores de individuos ou
subgrupos com risco aumentado para doencas (Fontes e cols., 2011; Lovallo & Gerin, 2003).
Em relacdo ao sistema cardiovascular, situacdes de estresse cronico podem resultar em varios
estados patoldgicos, como a hipertensdo arterial sistémica, arritmias cardiacas e infarto do
miocardio (Amiragova, 1985; DiMicco e cols., 2002b). Estudos em ratos corroboram a estas
observacdes, demonstrando, por exemplo, que a ativacdo repetida do sistema cardiovascular
devido ao estresse produz hipertenséo arterial sistémica sustentada (Folkow, 1982).

Sabe-se que em resposta ao estresse emocional (ou ambiental), o sistema nervoso
central de mamiferos produz respostas de defesa caracterizadas por uma rede complexa de
alteracbes enddcrinas, autonémicas e comportamentais (Dimicco e cols., 2002). Tais
alteracbes envolvem aumento da concentracdo plasmatica do horménio adrenocorticotrofico,
da pressdo arterial (PA), da frequéncia cardiaca (FC), da temperatura do tecido adiposo
marrom e da temperatura corporal (Tco) (de Menezes e cols., 2008; Ootsuka e cols., 2008).
Essas alteracfes sdo acompanhadas por comportamentos defensivos que incluem fuga,
congelamento, ataque defensivo e avaliacdo de risco (Blanchard & Blanchard, 1989).

O impacto dos eventos estressantes no desenvolvimento de psicopatologias tem sido
constantemente estudado em modelos animais. Foi constatado que 0s estressores de origem
psicologica e social sdo os mais comuns no ser humano (Bjorkqgvist, 2001). Neste sentido,
alguns estudos em animais demonstraram que a perda temporaria do controle social (derrota

social) é uma importante condi¢do que pode levar a tais altera¢Bes psicopatologicas (Fuchs &
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Flugge, 2002). A relacdo entre co-especificos para sobrevivéncia e reproducdo dos
organismos, possui, em mamiferos, papel importante no contato sexual e definicdo de
territorio, principalmente entre machos. Esta definicéo de territorio pode se manifestar através
da agressividade, definindo um dominate-vencedor e um perdedor-excluido (Krebs e cols.,
1996). Visto a importancia da derrota social em um contexto da fisiolgia do estresse e das vias
neurais envolvidas em comportamentos de defesa, existem algumas formas de estuda-la em
animais. Em uma delas mimetiza-se o ambiente natural, sendo o mesmo formado por machos
e fémeas, onde rapidamente a hierarquia € estabelecida por um macho dominante, sendo 0s
subordinados submetidos entdo a uma situacdo de estresse cronico (Martinez e cols., 1998).
Em outro modelo conhecido, denominado interacdo residente-intruso, um macho adulto
(intruso) € introduzido na caixa de um animal ndo-familiar e agressivo (residente). Esta
situacdo € suficiente para desencadear comportamentos agressivos no residente e
comportamentos defensivos, como congelamento, no intruso, tornando-se uma situacdo de
estresse agudo (Koolhaas e cols., 1997; Motta e cols., 2009).

Diversos nucleos encefalicos estdo envolvidos na integracdo das respostas
produzidas por diferentes tipos de estresse em ratos (Pacak & Palkovits, 2001). Entre esses,
encontram-se a amigdala e o hipotdlamo, os quais sdo ndcleos cruciais na integracdo das
respostas autonémicas, enddcrinas e comportamentais ao estresse emocional (Bernardis &
Bellinger, 1998; Fontes e cols., 2011; Salome e cols., 2007). Sabe-se, por exemplo, que 0
DMH parece estar envolvido na mediacdo das mudancas cardiovasculares resultantes a partir
da ativacdo da BLA (Soltis e cols., 1998). Entretanto, apesar do extenso volume de trabalhos
existentes, o circuito neural envolvido com as respostas ao estresse ainda nao esta totalmente
esclarecido.

Sabendo que ha um aumento da ativacdo neuronal na BMA em situacbes de
ansiedade e que esta regido pode estar envolvida nas respostas de medo condicionado, torna-
se importante o estudo do papel da mesma no controle cardiovascular sob situacdes de
estresse. Além disso, devido ao grande numero de evidéncias da participagdo do DMH nas
respostas ao estresse, uma possivel integracdo entre essa regido com a BMA deve ser
analisada com o intuito de correlaciona-la dentro do circuito neural envolvido com o estresse
emocional. Entender como tal circuito gera e modula as respostas ao estresse pode melhorar o

entendimento das disfuncGes decorrentes da exposicéo a ele.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral:

Avaliar a influéncia da amigdala basomedial no controle cardiovascular durante
estresse e sua possivel interacdo com o hipotdlamo dorsomedial.

2.2 — Objetivos Especificos:

- Avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela inibicdo quimica da BMA, por meio da
microinjecéo unilateral de muscimol, agonista GABAA,;

- Avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela inibicdo quimica de regides proximas a
BMA, por meio da microinje¢do unilateral de muscimol;

- Avaliar a influéncia da inibicdo quimica do HDM nas respostas produzidas por meio da
inibicdo quimica da BMA sob PAM e FC;

- Avaliar os efeitos cardiovasculares produzidos pela ativacdo quimica da BMA, através da
microinjecdo bilateral de BMI, em animais expostos a estresse social por rato intruso.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 — Modelo Animal

Para a execucédo deste trabalho utilizamos ratos Wistar pesando entre 300 e 320g,
os quais foram cedidos pelo Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
— CCA UFOP. Tais animais foram levados para o Biotério de Experimentacdo do Laboratorio
de Fisiologia Cardiovascular, sendo alojados coletivamente em gaiolas com dimensdes de
41x34x17cm (trés animais por caixa), mantidos a uma temperatura média de 23 + 1°C, em um
ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo comida (racdo comercial Nuvilab®) e agua ad
libitum. Apoés a realizacdo do primeiro procedimento cirdrgico (descrito adiante), 0s animais
passaram a ser alojados individualmente em gaiolas com dimensdes iguais a 30x19x13cm.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a aprovacdo prévia do
Comité de Etica da Universidade Federal de Ouro Preto no protocolo nimero 2012/51. Os
experimentos foram sempre realizados de acordo com a Lei Auroca (Lei 11.794) e o Guia de

Uso e Cuidados de Animais de Laboratorio do National Research Council, EUA.

3.2 — Preparo de drogas e soluges utilizadas

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): solucdo preparada a partir da diluicdo de
8,189 de NaCl P.A. (SIGMA-ALDRICH, USA), 1,989 de NaHPO4.7H>O P.A. (Vetec
Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) e 0,26g de NaH2PO4.H.O P.A. (Vetec Quimica
Fina — SIGMA-ALDRICH, Brasil) em agua ultra-purificada (Milli — Q®) g.s.p. 1000mL. O
pH (Sensoglass, Sensores Analiticos — Modelo SC02) da solucéo foi ajustado para 7,2 com
solucdes de HCI e NaOH, conforme necessidade. A solucdo foi esterilizada por autoclavacao
a 120°C e 1,0 Kg/cm? durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratério de

Fisiologia Cardiovascular.

Salina Heparinizada: a Heparina Sédica 5000UI (Parinex, Heparina sédica uso intravenoso
— Hipolabor) foi diluida em PBS para a preparacdo de uma solucdo final com 125Ul em
25mL.
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Anestésico (Solucdo de Cetamina + Xilazina): preparado por meio de adi¢do de 3mL de
Xilazina (Dopaser - Solugdo Injetavel; Laboratérios Caller AS, Barcelona/Espanha) 3% (p/v)
a 10mL de Cetamina (Cloridrato de Cetamina 10%; Syntec do Brasil Ltda, Fabricante:
Rhobifarma Industria Farmacéutica Ltda, Hortolandia/Sédo Paulo) 10% (p/v). Utilizada da
sequinte forma: dose (Cetamina: 80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100g de

animal; i.m.).

Anestésico Inalatorio: Isoflurano100% (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda,
Itapira/S8o Paulo). Administrado via aérea na dose de 2-2,5% em 2L de oxigénio (O.) por

minuto.

Anestésico Local — Cloridrato de Lidocaina 2%: no momento da utilizacdo, diluimos
0,imL do Cloridrato de Lidocaina 2% (Rhobifarma Inddstria Farmacéutica LTDA,
Hortolandia/Séo Paulo) em 0,2mL de PBS.

Antibidtico (Pentabidtico Veterinario): (Fortecilin Pequeno Porte, Penicilinas +
Estreptomicina — Laboratério Bio-Vet S/A) utilizado na prevencdo de infeccGes no pds-
operatorio, na dose equivalente a 48.000UI de penicilina, 20mg de estreptomicina e 20mg de

diidroestreptomicina/kg. Volume injetado: 0,1 mL/100g de animal; i.m.

Antiinflamatorio [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]:(Ketoflex 1%, Antiinflamatorio a base
de Cetoprofeno - Mundo Animal Veterindrio Ltda.) utilizado com o objetivo de reduzir
inflamacdo e dor decorrente dos procedimentos cirargicos. Utilizado na seguinte forma: dose
(4mg/Kg) e volume (0,1 mL/100g de animal; i.m).

Muscimol (agonista dos receptores GABAA): (SIGMA-ALDRICH, USA) diluido em PBS
até a concentracdo utilizada (100pmol/100nL), separado em aliquotas de 10 puL e mantido

congelado a -20°C (de Menezes e cols., 2009).

Bicuculina methiodide — BMI (antagonista dos receptores GABAA): (SIGMA-ALDRICH,
USA) diluido em PBS até a concentracéo utilizada (10pmol/100nL), separado em aliquotas de
10pL e mantido congelado a -20°C (DiMicco e cols., 2006).

Solucdo paraformaldeido 0,1M a 4%: solugdo preparada a partir do aquecimento, sob
agitacdo, de 40g de paraformaldeido em pd (Vetec Quimica Fina — SIGMA-ALDRICH,
Brasil), duas ou trés gotas de NaOH 1M, 500 mL de PB 0,1M e &gua destilada até que fosse
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atingido o volume final de 1000mL.Verificou-se se o pH (Sensoglass, Sensores Analiticos —
Modelo SC02) da solucdo estava entre 7,0 e 8,0.

Solucédo de gelatina: preparada a partir da diluigdo de 5g de gelatina de pele bovina tipo B
(SIGMA — ALDRICH, Brasil) em 500mL de agua destilada sob aquecimento. Apos completa
dissolucdo a mesma foi mantida na geladeira a 4°C para gelatinizacdo das laminas

histoldgicas.

3.3 — Confecgdo dos materiais utilizados

Confeccao de canulas arteriais

As cénulas arteriais foram confeccionadas a partir da juncdo, por aquecimento, de
um tubo de polietileno de 50mm (PE 50 - Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) a outro de
10mm (PE 10 - Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA) de circunferéncia. As medidas utilizadas
foram: 14cm de PE 50 e 4cm de PE10.

Confeccgao de canulas-guia (CG)
As CG foram confeccionadas utilizando-se agulha 23G ajustadas, mediante
eletrocorrosdo, até o comprimento de 15mm. A CG foi encaixada a um suporte preso ao

aparelho estereotaxico (StoeltingCo., lllinois, EUA).

Confeccado de canulas injetoras

As canulas injetoras foram confeccionadas a partir de agulha gengival 30G e
ajustadas a 17,5mm para microinjecdo na BMA e 16mm para microinjecdo no DMH, ambas
por eletrocorrosdo. Assim, no momento da microinjecdo, a extremidade da canula injetora
permaneceria abaixo da CG, correspondendo a exata localizacdo da BMA e/ou DMH, de

acordo com as coordenadas utilizadas (ver item 3.4.1).
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3.4 - Cirurgias

3.4.1 — Implante de canulas-guia dirigidas a Amigdala Basomedial e ao Hipotalamo
Dorsomedial
Com o auxilio de um aparelho estereotaxico, as CG de 156mm foram implantadas

em direcdo a BMA e/ou ao DMH. Para tal, os animais foram anestesiados com a solucéo de
Ketamina e Xilazina (i.m.), acomodados e fixados ao estereotadxico com a barra incisiva a
3.3mm abaixo da linha interaural e tricotomizados na regido entre os pavilhdes auditivos e 0s
olhos. A regido tricotomizada foi submetida a assepsia com PVPI degermante e a injecdo
subcuténea de cloridrato de lidocaina 2% associado a epinefrina, com a finalidade de provocar
vasoconstri¢do local. A partir de uma incisdo mediana, a regido superior do crénio foi exposta,
na qual foram feitos dois orificios para fixacdo de parafusos de aco inoxidavel, pontos de
ancoragem das CG. A torre do estereotaxico foi angulada em zero e as CG posicionadas de
acordo com as coordenadas estereotéxicas estabelecidas segundo o Atlas de Paxinos e Watson
(Paxinos e Watson, 2008), utilizando o bregma como referéncia. Para a BMA: 2.3 mm
posterior, 4.1 mm lateral e 7.3 ventral; e para 0 DMH: 3.3mm posterior, 0.6mm lateral e
7.6mm ventral. Em sequéncia, os orificios para o implante das CG foram feitos e, apds a
introdugdo, a abertura cirurgica foi fechada com resina odontoldgica (acrilico dental
polimerizavel). Com o intuito de evitar a obstrucdo das CG por residuos de sangue ou sujeira,
foi introduzido um oclusor de aco inoxidavel (15mm). Ao final da cirurgia os animais foram
submetidos a cuidados pds-operatorios (ver item 3.4.3) e passaram por um periodo de

recuperacao entre seis a oito dias.

3.4.2 — Implante de canula na artéria femoral
Passado o periodo de recuperacdo, os animais foram re-anestesiados, no entanto

utilizando-se de anestésico inalatdrio (Isoflurano 2-2.5% - 2L/min de 02), para realiza¢do do
implante de canulas femorais. Fez-se a tricotomia da regido inguinal e do dorso dos animais,
seguida de assepsia destas regides com PVPI degermante. Através de uma pequena incisao na
regido inguinal, o trigono femoral foi exposto, os vasos femorais identificados e
cuidadosamente separados do nervo femoral (figura 4). Um cateter de polietileno (PE 10)
(soldado por aquecimento ao PE 50, como descrito no item 3.3) foi introduzido na artéria

femoral, até alcancar a aorta abdominal. A fim de impedir a oclusdo (formacao de trombo) do
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cateter, 0 mesmo foi previamente preenchido com solucdo de salina heparinizada (125U1/mL)
e sua ponta exposta obstruida com um pino de aco inoxidavel. Apds insercdo, o PE 50 foi
passado pelo tecido subcutaneo do animal, com auxilio de um pequeno tubo de metal
(trocater), até sua exteriorizacdo na regido interescapular. Terminado o procedimento
cirargico, os locais de incisdo foram suturados.

Os animais foram submetidos a um periodo de recuperacdo de 48 horas antes do
inicio dos procedimentos experimentais. No momento do experimento a extremidade
exteriorizada do cateter foi conectada ao sistema de aquisicdo de dados para obtencdo dos
sinais de PA e FC.

(Fuentes, 2004)

Figura 4: Desenho esquematico da canulacédo da artéria femoral. A: identificacdo e separacdo da artéria femoral
do trigono femoral; B: pequena incisdo realizada na regido de inser¢do do cateter de polietileno; C: procedimento
de insercdo do cateter na artéria femoral.

3.4.3 — Cuidados pds-operatorios

Apbs o término dos procedimentos cirurgicos, 0s animais receberam injecao i.m.
de cetoprofeno (Ketoflex®) e uma dose de antibidtico (Pentabiodtico veterinario), para
prevencédo de inflamacéo e infeccdo. Ao final da primeira cirurgia (implante de CG), os ratos
foram alojados em gaiolas individuais e mantidos sob manta térmica, a fim de se evitar
hipotermia, até o final do efeito anestésico. Posteriormente, os animais foram mantidos na
sala de experimentos sob condi¢bes controladas de temperatura, luminosidade e niveis de

ruido, com comida e agua ad libitum.
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3.5 — Registro da pressao arterial média e frequéncia cardiaca
Para obtencdo do registro dos parametros cardiovasculares, a canula inserida na

artéria femoral foi conectada a um transdutor que, uma vez ligado a um sistema de aquisicao
de dados Power Lab 4/20 (ADInstrument) permite a afericdo da pressdo arterial pulsatil
(PAP). As oscilacbes de pressdo captadas foram amplificadas e convertidas em sinais
enviados a uma placa de aquisicdo de dados, por meio de uma placa de conversdo
analogico/digital. O software de leitura Chart 7 for Windows realizou uma coleta continua da

PAP, calculando a partir dela, os valores de FC e PAM (Figura 5).

LAl
A b ARy —

(Adaptado de Telemetry Research, 2011)

Figura 5: Desenho esquematico do registro dos parametros cardiovasculares. A parte externa da canula inserida
na artéria femoral é conectada a um transdutor, ligado a um sistema de aquisi¢do de dados, permitindo aferi¢do
daPAM e FC.

3.6 — Procedimentos de microinjecao
Para microinjecdo de veiculo (PBS), muscimol ou BMI as canulas injetoras foram

conectadas a um pequeno tubo de polietileno (Norton, 0.010) e a uma seringa Hamilton de
10uL preenchida com &gua deionizada. O tubo foi preenchido com a substancia (veiculo,
muscimol ou BMI) a ser microinjetada, e entre tal substancia e a 4gua deionizada formou-se
uma pequena bolha de ar. Durante a administracdo, cujo contetdo total era equivalente a
100nL, o movimento descendente da bolha de ar indicou o sucesso da microinjecéo.
Finalmente, ap0s a retirada da cénula injetora a mesma foi testada para testar possiveis

obstrugdes.
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3.7 — Procedimentos experimentais
Todos os animais foram submetidos ao mesmo delineamento experimental.

Conforme demonstrado na figura 6 realizou-se o implante das CG (estereotaxia) e a canulacao

da artéria femoral anteriormente aos procedimentos experimentais.

Procedimentos cirdrgicos Procedimentos experimentais
. s s
0\‘&5 g(‘) %
© -3 A&a m&‘xﬁ
Ratos Wistar . . Experimento Experimento
(300+20g) Estereotaxia Canulacéo I T

Figura 6: Delineamento experimental. Procedimentos cirdrgicos e experimentais.

3.7.1 — Participacédo da inibi¢cdo quimica da BMA no controle cardiovascular
Com o proposito de verificar qual a influéncia da inibicdo quimica da BMA nos

parametros cardiovasculares, realizou-se o seguinte protocolo experimental (figura 7):

Basal inicial | Basal final

30 min 30 min

Microinjecdo de muscimol ou veiculo na
BMA

Figura 7: Escala temporal do protocolo experimental para avaliacdo da inibicdo quimica da BMA por
microinjecdo de muscimol sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC). Os animais foram submetidos a
microinjecdo de veiculo (100nL) ou muscimol (100pmol/100nL).

Apo6s conectar 0s animais ao sistema, realizamos o registro dos valores basais
(basal inicial) de PAM e FC durante aproximadamente 30 minutos para adaptacdo do animal e
estabilizacdo dos parametros mensurados. Em seguida, fizemos a microinjecdo de muscimol
ou veiculo (Experimento I) na BMA, de forma randdémica. O animal que recebeu a
microinjecdo de muscimol no Experimento | (1° dia) recebeu a microinjecdo de veiculo no
Experimento Il (2° dia), e vice-versa, pois os ratos foram utilizados como controle deles

mesmos, possibilitando assim a reducdo no numero de animais utilizados. O registro se
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estendeu por mais 30 minutos (basal final) para captacdo do efeito da substancia administrada

e posterior recuperacdo dos parametros mensurados.

3.7.2 - Participacdo da inibicdo quimica de regides préoximas a BMA no controle
cardiovascular

Ja para verificar qual a influéncia da inibicdo quimica de regides préximas, mas
fora da BMA (NBMA) nos parametros cardiovasculares, realizamos o seguinte protocolo

experimental (figura 8):

Basal inicial | Basal final

30 min 30 min

»_

Microinjecdo de muscimol ou veiculo na
NBMA

Figura 8: Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo da inibi¢do quimica da NBMA por
microinjecdo de muscimol sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC). Os animais foram submetidos a
microinjecdo de veiculo (100nL) ou muscimol (100pmol/100nL).

Os animais foram expostos ao mesmo procedimento detalhado no item anterior
(3.7.1), porém a microinjecdo das substancias foi realizada em regides proximas a BMA, a
fim de testar a especificidade das respostas cardiovasculares oriundas da inibicdo quimica da

mesma.

3.7.3 — Participacéo da ativacao quimica da BMA no controle cardiovascular de animais
expostos a estresse agudo

Com o propésito de verificar qual a influéncia da ativacdo quimica da BMA nos
parametros cardiovasculares, realizamos o seguinte protocolo experimental (figura 9):
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Estresse
/

| Basal inicial | | | Basal final |
[
30 min 5min 15 min 30 min
Microinjecdo de BMI ou veiculo
na BMA

Figura 9: Escala temporal do protocolo experimental para avaliagdo da ativacdo quimica da BMA por
microinjecdo de BMI sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC). Os animais foram submetidos a
microinjecdo de veiculo (100nL) ou BMI (10pmol/100nL).

Apbs o periodo de estabilizacdo dos parametros cardiovasculares (basal inicial),
0s animais receberam microinjecdo bilateral de BMI ou veiculo na BMA, de forma
randémica. Seguidos 3 minutos, os ratos foram submetidos ao procedimento de estresse social
através da sua insercdo em uma caixa de outro animal ndo familiar, tornando-se um “rato
intruso” em tal situacdo, por 15 minutos.

Esse procedimento foi adaptado a partir de dois modelos. No primeiro modelo,
denominado social defeat, um animal é treinado a se tornar agressivo a outros animais antes
do inicio dos experimentos. O rato analisado (intruso) é entdo introduzido na gaiola de tal
animal (residente) até que ocorra a primeira reacdo agressiva do residente em direcdo ao
intruso. Eles sdo entdo separados por uma divisoria de aco perfurada, permitindo aos animais
se ver, ouvir e sentir o cheiro um do outro (Kenneyet al., 2006). No segundo modelo, o animal
analisado € o residente e um rato intruso, confinado a uma pequena gaiola, é introduzido em
sua caixa durante 30 minutos. Como o contato entre os animais € apenas pelas frestas da
gaiola o estimulo é mais psicoldgico e social do que fisico (Mohammed e cols., 2014).

No nosso modelo, o animal analisado é introduzido em uma caixa na qual esta
alojado um animal ndo familiar, o qual ndo teve nenhum tipo de treinamento agressivo. Esses
ratos ndo tém contato direto entre si, jA que o residente se encontra dentro de uma gaiola,

como mostrado na figura 10:

21



-Ll-a—-j -LJ-_

T L Py

(Adaptado de Telemetry Research, 2011)

Figura 10: Desenho esquematico do procedimento de estresse social por “rato intruso”. O animal analisado em
guestdo é colocado em uma caixa na qual esta alojado outro animal, mas sem contato direto, ja que o segundo se
encontra dentro de uma gaiola.

Tal procedimento se torna estressante ao animal, uma vez que, 0S ratos Sao
territoriais e nessa situacdo poderiam ver, ouvir e sentir o cheiro do outro. Ao final do
estresse, 0 animal seguiu por mais 30 minutos de registro para recuperacdo dos parametros
cardiovasculares (basal final). Similarmente aos outros protocolos, os animais que receberam
microinjecdo de BMI no Experimento | (1° dia) receberam microinjecdo de veiculo no

Experimento 1 (2° dia) e vice-versa.

3.7.4 —Influéncia da inibi¢do quimica do DMH sobre as respostas causadas pela inibicéo
quimica da BMA

Com o propésito de verificar se hd uma influéncia do DMH nas respostas
cardiovasculares geradas a partir da BMA, realizamos o seguinte protocolo experimental
(figura 11):
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Basal inicial | | Basal final |

30 min PS 5min P 30 min
Microinjecdo de muscimol ou Microinjecdo de muscimol na
veiculo no HDM BMA

Figura 11: Escala temporal do protocolo experimental para avaliacdo da inibicdo quimica do DMH
anteriormente a inibicdo quimica da BMA sobre os parametros cardiovasculares (PAM e FC). Os animais foram
submetidos a microinjecdo de veiculo (100nL) ou muscimol (100pmol/100nL) no DMH e a microinjecdo de
muscimol (100pmol/100nL) na BMA.

De maneira semelhante aos protocolos anteriores, no inicio do registro
acompanhamos a estabilizacdo dos valores basais (basal inicial) de PAM e FC dos animais
durante aproximadamente 30 minutos. Em seguida, realizamos a microinjecdo de muscimol
ou veiculo (Experimento 1) no DMH, randomicamente. Apds cinco minutos, microinjetamos
muscimol na BMA e o registro se estendeu por mais 30 minutos (basal final). O animal que
recebeu a microinjecdo de muscimol no DMH durante o Experimento | (1° dia) recebeu a
microinjecdo de veiculo no DMH durante o Experimento 11 (2° dia), e vice-versa, mas todos

0s animais receberam microinjecao de muscimol na BMA nos dois experimentos.

3.8 — Procedimentos histoldgicos
Para confirmacdo histologica dos locais de microinjecdo, ao final dos

procedimentos experimentais, injetou-se 100nL de corante Comassie blue (2%) nos sitios de
injecdo (BMA e/ou DMH). Anestesiaram-se os animais com o dobro da dose utilizada da
solucdo ketamina + xilazina descrita anteriormente (item 3.2). Realizou-se entdo a
toracotomia para exposi¢do do coracdo e, mediante puncdo cardiaca, fez-se a perfusdo com
solucdo salina (0.9%) seguida da solucdo de paraformaldeido (4%). ApGs a retirada do
cérebro, o0 mesmo foi fixado em solucdo de paraformaldeido (4%) por 48 horas, sendo
posteriormente transferidos para uma solucdo de sacarose (20%), na qual permaneceu por 24
horas. Cortes coronais nas regifes de analise foram feitos com 50um de espessura com 0
auxilio de um aparelho Criostato (Leica CM 1850, Alemanha). Tais cortes foram montados
em laminas histologicas previamente gelatinizadas, posteriormente corados com vermelho

neutro (1%) e examinados sob microscopia optica.
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3.9 — Analises dos dados
Para a realizacdo das analises de FC e PAM basais, calculamos as médias dos

menores valores obtidos durante 5 minutos de cada periodo basal registrado de todos os
animais que foram submetidos aos experimentos.

Nos protocolos de inibicdo quimica da BMA e NBMA (microinjecdo de
muscimol) realizamos as analises de FC e PAM a cada 30 segundos considerando os trés
minutos anteriores a microinjecdo e 0s cinco minutos pos-microinjecdo. Calculamos o delta
de um minuto das respostas, a partir de trés minutos ap6s a microinjecdo, em relacdo aos
cinco minutos pré-microinjecéo.

No protocolo de ativacdo quimica da BMA (microinjecdo de BMI) seguido do
estresse realizamos as analises de FC e PAM a cada trés minutos considerando os trés
minutos anteriores ao estresse, 0s 15 minutos de estresse e 0s nove minutos pos-estresse.
Foram utilizados trés minutos (pico da resposta) em relacdo aos trés minutos pré-estresse para
os célculos dos deltas.

Ja no protocolo de inibicdo quimica do DMH seguida da inibicdo quimica da
BMA (microinjecdo de muscimol), também realizamos as anélises de FC e PAM a cada 30
segundos considerando os trés minutos anteriores a microinjegdo na BMA e 0s cinco minutos
pos-microinjecdo. Calculamos o delta de um minuto das respostas, a partir de trés minutos

apos a microinjecdo na BMA, em relacdo aos cinco minutos pré-microinjecao.

3.10 — Analises estatisticas
Realizamos as analises estatisticas com o auxilio do programa GraphPad Prism

5.00 (Graphpad Inc.). Utilizamos teste t de Student — pareado para analise intra-grupo das
variaveis dependentes e analises de variancia two way ANOVA (tempo como fator repetido)
para o tratamento intra-grupo seguidas de pos-teste de Bonferroni. Estabelecemos o nivel de
significancia de 5% (p < 0,05). Os resultados foram expressos em Média + Erro Padrdo da
Média (Média + EPM).
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4 — RESULTADOS

4.1 — Caracterizacao dos parametros fisioldgicos

A média dos valores basais, de todos os grupos de animais, para PAM e FC nao
foram diferentes significativamente entre o veiculo (PBS) e o tratamento (droga), de acordo
com a tabela 1.

Tabela 1: Média dos parametros fisioldgicos basais de FC e PA referente a todos os grupos experimentais

Veiculo Muscimol | Veiculo Muscimol Veiculo BMI Veic DMH/ | Musc DMH/
BMA BMA NBMA NBMA | BMABiIlat. | BMABiIlat. | MusBMA | MusBMA
N=7 N=7 N=5 N=5 N=6 N=6 n=7 N=7
PAM (mmHg)| 110+4 112+5 115+3 117+2 10543 107+3 111+2 111+3
FC (bpm) 363+9 346+14 355+9 359+14 342+13 355+14 371+14 359+10
Pvalor Pvalor (PAM) = 0,2706 | Pvalor (PAM) = 0,3283 Pvalor (PAM) =0,0691 | Pvalor (PAM) = 0,8488
Pvalor (FC) = 0,1249 Pvalor (FC) =0,7190 Pvalor (FC) = 0,2247 Pvalor (FC) =0,1551

Valores expressos em meédia £ EPM; n, nimero de animais por grupo, PAM (pressdo arterial media) e FC
(frequéncia cardiaca). Os dados estatisticos foram expressos como média + erro padrdo; N= nimero de ratos.

4.2 — Efeitos da inibi¢do quimica da BMA

De maneira ilustrativa, a figura 12A representa os diferentes valores de PAM
antes e apds a microinjecdo de muscimol ou veiculo na BMA. Apos aproximadamente trés
minutos da realizacdo da microinjecdo, observamos um aumento na resposta pressora apés a
injecdo de muscimol quando comparado a injecdo de veiculo, sendo que sua amplitude
méaxima foi de 9,9+1,8 vs -1,7+0,7mmHg (p=0,0037; teste t de Student pareado) (figura 12B).
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Figura 12: Efeito, na pressdo arterial média (PAM), da microinjecdo de muscimol na amigdala basomedial
(BMA). (A) Valores de PAM, antes e ap0s a microinjecdo (seta) de muscimol - Musc (100pmol/100nL) ou
veiculo - Veic (100nL) na BMA em dias consecutivos. (B) Delta de um minuto da resposta pressora (a partir de
trés minutos ap6s a microinje¢do) em relacdo aos cinco minutos pré-microinjecdo. *Diferenca estatistica entre o
tratamento intra-grupo, teste t de Student pareado (p<0.05). As barras representam média erro padréo.

De maneira semelhante, a figura 13 representa os diferentes valores de FC
antes e apos a microinjecdo de muscimol e veiculo na BMA. Observamos que apés trés
minutos da microinje¢do de muscimol houve uma variacao taquicardica quando comparado a
microinjecdo de veiculo, sendo que o aumento méaximo foi de 83,910 vs -4,6+4,8 mmHg;

(p=0,0003; teste t de Student pareado).
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Figura 13: Efeito, na frequéncia cardiaca (FC), da microinjecdo de muscimol na amigdala basomedial (BMA).
Média dos valores de FC sobre o tempo (min) antes a ap6s a microinjecdo (seta) de muscimol - Musc
(100pmol/100nL) ou veiculo - Veic (100nL) na BMA. *Diferenga estatistica entre o tratamento intra-grupo na
BMA por two way ANOVA para droga F (1, 276) = 8.59, p<0.05, com pos-teste de Bonferroni (p<0.05).

A figura 14A e B exemplifica os resultados acima citados, ilustrando o registro
original de um dos animais a partir das microinjecdes de muscimol e veiculo na BMA. J& os
locais aproximados de injecdo sdo representados na figura 14C, indicando que as
microinjecOes foram realizadas corretamente na regido pré-estabelecida, a BMA.
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Figura 14: MicroinjecBes de muscimol e veiculo na amigdala basomedial (BMA). (A) Registro da variagdo da
resposta cardiovascular apos trés minutos & microinjecdo (linha pontilhada) de muscimol (100pmol/100nL) na
BMA. (B) Registro da resposta cardiovascular ndo alterada a partir da microinjecéo (linha pontilhada) de veiculo
(100nL) na BMA. (C) Representacéo esquematica de corte coronal da BMA ilustrando os locais de microinjegao
de veiculo e muscimol nos animais (circulos pretos, n=7). Figura adaptada do mapa de Paxinos e Watson, 2008.
FC: frequéncia cardiaca; PAM: pressdo arterial média, PAP: pressdo arterial pulsatil.

4.3 — Efeitos da inibicdo quimica de regibes préximas a BMA

Os diferentes valores de PAM antes a apds a microinjecdo de muscimol ou
veiculo em regides proximas a BMA (NBMA), mas fora dela, sdo representados na figura
15A. Nao observamos variacBes na PAM ap06s a microinjecdo de muscimol, resposta esta
semelhante a da microinjecdo de veiculo, sendo os valores correspondentes ao tempo de
variacdo maxima na PAM, tendo como referéncia o tempo de resposta do grupo de inibigédo
da BMA (trés minutos ap0s a microinjecao), de -1,1+1,7 vs -1,4+0,9 mmHg; p=0,8884 (teste t
de Student pareado) (figura 15B).
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Figura 15: Efeito, na pressdo arterial média (PAM), da microinjecdo de muscimol em regiGes proximas a
amigdala basomedial (BMA), mas fora dela (NBMA). (A) Valores de PAM, antes e ap6s a microinjecédo (seta)
de muscimol - Musc (100pmol/100nL) ou veiculo - Veic (100nL) na NBMA em dias consecutivos. (B) Delta de
um minuto da resposta pressora (a partir de trés minutos apds a microinje¢éo) em relagdo aos cinco minutos pré-
microinjecdo. *Diferenca estatistica entre do tratamento intra-grupo, teste t de Student pareado (p<0.05). As
barras representam média *erro padrdo.

Da mesma forma, a figura 16A ilustra os perfis de FC antes e apds a
microinjecdo de muscimol ou veiculo em regides proximas a BMA (NBMA), ou seja fora
dela. Semelhante ao observado na PAM, ndo houve alteragdes na FC a microinjecdo de
muscimol, resposta esta semelhante a microinjecdo de veiculo, sendo os valores
correspondentes ao tempo de variacdo maxima na FC tendo, também, como referéncia o
tempo de resposta do grupo de inibicdo da BMA (trés minutos apds a microinjecdo) de -

0,8+1,7 vs -5,3+4,4AmmHg (p=0,4930; teste t de Student pareado) (figura 16B).
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Figura 16: Efeito na frequéncia cardiaca (FC) da microinjecdo de muscimol em regides proximas a amigdala
basomedial (BMA), mas fora dela (NBMA). (A) Valores de FC, antes e ap0s a microinjecao (seta) de muscimol
- Musc (100pmol/100nL) ou veiculo - Veic (100nL) na NBMA em dias consecutivos. (B) Delta de um minuto da
resposta (a partir de trés minutos apds a microinjecdo) em relagdo aos cinco minutos pré-microinjecao.
*Diferenca estatistica entre do tratamento intra-grupo, teste t de Student pareado (p<0.05). As barras representam
média erro padréo.

Os resultados acima séo ilustrados na figura 17A e B, exemplificando o registro
original de um dos animais a partir das microinjecdes de muscimol e veiculo na NBMA. Ja os
locais aproximados de injecdo sdo representados na figura 17C, indicando que as
microinjecOes foram préximas e fora da BMA.
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Figura 17: Microinje¢des de muscimol e veiculo em regiGes proximas amigdala basomedial (BMA), mas fora
dela (NBMA). (A) Registro das respostas cardiovasculares ndo alteradas a partir da microinjecdo (linha
pontilhada) de muscimol (100pmol/100nL) na NBMA, assim com & microinje¢cdo de veiculo (B). (C)
Representacdo esquemética de corte coronal da NBMA ilustrando os locais de microinjecdo de veiculo e
muscimol nos animais (circulos pretos, n=5). Figura adaptada do mapa de Paxinos e Watson, 2008. FC:
frequéncia cardiaca; PAM: pressdo arterial média, PAP: presséo arterial pulsatil.

4.4 — Efeitos da ativagdo quimica da BMA no controle cardiovascular de animais
expostos a estresse social

De maneira ilustrativa, a figura 18A representa os diferentes valores de PAM
antes, durante e ap0s a exposicao ao estresse social por rato intruso, nos animais pré-tratados
com BMI ou veiculo na BMA bilateralmente. Observamos que a microinje¢cdo de BMI
reduziu significativamente os aumentos de PAM, provocados pelo estresse social por rato
intruso, em relacdo a microinjecdo de veiculo, sendo o valor méximo de cada resposta de
4,3+0,8 vs 18,5+4 mmHg (p=0,0211; teste t de Sutdent pareado) (figura 18B).
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Figura 18: Efeito, na presséo arterial média (PAM), da microinje¢do bilateral de bicuculine metiodide (BMI)
amigdala basomedial (BMA). (A) Valores de PAM, antes, durante (entre as linhas tracejadas) e ap6s o estresse
(15 minutos) em animais pré-tratados com a microinjecdo de BMI (10pmol/100nL) ou veiculo (100nL) na BMA
em dias consecutivos. (B) Delta do pico (trés minutos) da resposta pressora em relagdo aos trés minutos pré-
microinjecdo. *Diferenca estatistica entre do tratamento intra-grupo, teste t de Student pareado (p<0.05). As
barras representam média *erro padréo.

De maneira semelhante, a figura 19 representa os diferentes valores de FC
antes, durante e apds a exposicdo ao estresse social por rato intruso, nos animais pré-tratados
com BMI ou veiculo na BMA bilateralmente. Observamos que a microinjecdo de BMI
reduziu significativamente os aumentos de FC provocados pelo estresse agudo, em relacdo a
microinjecdo de veiculo, sendo o valor méximo de cada resposta de 22,4+14 vs 116,4+10 bpm
(p=0,0117; teste t de Student pareado).
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Figura 19: Efeito, na frequéncia cardiaca (FC), da microinjecdo bilateral de bicuculine metiodide (BMI)
amigdala basomedial (BMA). Média dos valores de FC sobre o tempo (min) antes, durante (entre as linhas
tracejadas) e ap0s o estresse (15 minutos) em animais pré-tratados com a microinje¢do de BMI (10pmol/100nL)
ou veiculo (100nL) na BMA em dias consecutivos. *Diferenca estatistica entre o tratamento intra-grupo na BMA
por two way ANOVA para droga F (1, 72) = 12.02, p<0.05; com pés-teste de Bonferroni (p<0.05).

Os resultados acima sdo ilustrados na figura 20A e B, exemplificando o registro
original de um dos animais a partir das microinjeces de BMI e veiculo na BMA
bilateralmente anteriormente a exposicdo dos animais ao estresse social por rato intruso. Ja os
locais aproximados de injecdo sdo representados na figura 20C, indicando que as

microinjecdes foram realizadas corretamente na BMA.
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Figura 20: Microinjecdes de bicuculine metiodide (BMI) e veiculo bilateralmente na amigdala basomedial
(BMA). (A) Registro da variagdo da resposta cardiovascular observada apds a microinjecdo de veiculo (100nL)
na BMA anteriormente ao estresse, durante o estresse e apds o estresse. (B) Registro da variagdo da resposta
cardiovascular observada ap6s a microinjecdo de BMI (10pmol/100nL) na BMA anteriormente ao estresse,
durante o estresse e apos o estresse. (C) Representagdo esquematica de corte coronal da BMA ilustrando os
locais de microinjecdo de veiculo e BMI bilateralmente nos animais (circulos pretos, n=7). Figura adaptada do
mapa de Paxinos e Watson, 2008. FC: frequéncia cardiaca; PAM: presséo arterial média, PAP: pressdo arterial
pulséatil.
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4.5 — Influéncia da inibicdo quimica do DMH sobre a resposta cardiovascular produzida
pela inibicdo da BMA
Do mesmo modo, representamos os diferentes valores de PAM (figura 21)

provocados pela microinjegdo de muscimol na BMA, sendo essa realizada cinco minutos apos
a microinjecdo bilateral de muscimol ou veiculo no DMH. Ao inibirmos o DMH
anteriormente a microinjecdo de muscimol na BMA, a resposta pressora evocada a partir da
inibicdo da BMA foi suprimida, o que ndo foi observado na microinjecdo de veiculo no
DMH. Os valores correspondentes ao tempo de variagdo maxima na PAM tendo, mais uma
vez, como referéncia o tempo de resposta do grupo de inibicdo da BMA (trés minutos apés a
microinjecdo) foram de -4,5+0,6 vs 5,3+1,0 mmHg (p=0,0006; teste t de Student pareado).
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Figura 21: Efeito, na pressdo arterial média (PAM), da microinjecdo bilateral de muscimol no hipotdlamo
dorsomedial (DMH) anteriormente a inibigdo da amigdala basomedial (BMA). Média dos valores de PAM sobre
0 tempo (min) antes a apds a microinjecdo (seta) de muscimol - Musc (100pmol/100nL) na BMA, esta realizada
cinco minutos apés a microinjecdo de muscimol - Musc (100pmol/100nL) ou veiculo — Veic (100nL) no DMH.
*Diferenca estatistica entre o tratamento intra-grupo no DMH por two way ANOVA para droga F (1, 230) =
9.94, p<0.05; com pos-teste de Bonferroni (p<0.05).
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Os diferentes valores de FC evocados a partir da microinjegdo de muscimol na
BMA, sendo essa realizada cinco minutos apds a microinjecdo bilateral de muscimol ou
veiculo no DMH, séo ilustrados na figura 22. Semelhante a resposta pressora, ao inibir o
DMH anteriormente a microinjecdo de muscimol na BMA, a resposta taquicardica provocada
pela inibicdo da BMA foi suprimida, o que ndo foi observado na microinjegdo de veiculo no
DMH também anteriormente a inibicdo da BMA. Os valores correspondentes ao tempo de
variacdo maxima na FC tendo, novamente, como referéncia o tempo de resposta do grupo de
inibicdo da BMA (trés minutos ap6s a microinjecdo) foram de 13,2+6,4 vs 49,2 £7,2mmHg;

(p=0,0005; teste t de Student pareado).
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Figura 22: Efeito, na frequéncia cardiaca (FC), da microinjecdo bilateral de muscimol no hipotadlamo
dorsomedial (DMH) anteriormente a inibi¢do da amigdala basomedial (BMA). Média dos valores de FC sobre o
tempo (min) antes a ap6s a microinjecdo (seta) de muscimol (100pmol/100nL) na BMA, esta realizada cinco
minutos ap6s a microinje¢cdo de muscimol - Musc (100pmol/100nL) ou Veiculo - Veic (100nL) no DMH.
*Diferenca estatistica entre o tratamento intra-grupo no DMH por two way ANOVA para droga F (1, 230) =
8.49, p<0.05; com pos-teste de Bonferroni (p<0.05).

A figura 23A e B exemplifica os resultados acima citados, ilustrando o registro
original de um dos animais a partir das microinjecdes bilaterais de muscimol ou veiculo no

DMH seguidas da microinjegdo de muscimol na BMA. J& os locais aproximados de injecéo
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sdo representados na figura 23C e D, indicando que as microinjecOes foram realizadas

corretamente nas regides pré-estabelecidas, a BMA e o DMH bilateral.
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Figura 23: Microinjecdo de muscimol ou salina no hipotdlamo dorsomedial (DMH) anteriormente a
microinjecdo de muscimol na amigdala basomedial (BMA). (A) Registro das respostas cardiovasculares ndo
alteradas a partir da microinjecéo (linha pontilhada) de muscimol (100pmol/100nL) na BMA cinco minutos ap0s
a microinjecdo da muscimol (100pmol/100nL) no DMH. (B) Registro da variacdo cardiovascular trés minutos
apos a microinje¢do de muscimol (100pmol/100nL) na BMA cinco minutos apds a microinje¢do de veiculo
(100pmol/100nL) no DMH. (C) Representacdo esquematica de corte coronal do DMH ilustrando os locais de
microinjecdo bilateral de salina e muscimol nos animais (circulos pretos, n=7). (D) Representagdo esquematica
de corte coronal da BMA ilustrando os locais de microinjecdo de salina e muscimol nos animais (triangulos
pretos, n=7). Figura adaptada do mapa de Paxinos e Watson, 2008. FC: frequéncia cardiaca; PAM: pressdo
arterial média, PAP: pressdo arterial pulsatil.

ApoOs a realizagdo perfusao e seccBes coronais dos cérebros foi possivel confirmar
os locais de microinjecdo nas regides de estudo. A figura abaixo ilustra exemplos dos locais

tipicos de microinjecdo na BMA, DMH bilateral e BMA bilateral respectivamente (figura 24).
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Figura 24: Fotomicrografia representativa dos locais de microinje¢cdo na amigdala basomedial unilateral,
hipotdlamo dorsomedial bilateral e amigdala basomedial bilateral. A: sitio de microinje¢cdo na BMA unilateral;
B: sitio de microinjecio no DMH bilateral; C: sitio de microinjecdo na BMA bilateral.
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5 - DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstramos que a inibicdo quimica da BMA pela microinjecao
do agonista GABAA, muscimol, altera os parametros cardiovasculares, aumentando PA e FC.
Observamos também que ao ativarmos quimicamente esta regido, pela microinjecao bilateral
do antagonista GABAA, bicuculline methiodide, os aumentos de PA e FC provocados pelo
estresse social por rato intruso foram bloqueados. A partir disso podemos sugerir que a BMA
estd sob constante ativacdo. A resposta produzida pela inibicdo de tal regido pode ser abolida
pela inibicdo quimica do DMH. Sabendo-se que o DMH ¢ tonicamente inibido (Dimicco e
cols., 2002), este resultado nos permite inferir que a atividade neuronal do DMH esta sobre o
controle da BMA. Portanto, nossos dados sugerem que a BMA esta constantemente ativada,
participando integralmente do controle cardiovascular durante situagfes de estresse,
exercendo, direta ou indiretamente, influéncia na inibicédo tdnica GABAérgica do DMH nestas
condicdes.

ApoOs inibirmos os neurdnios na regido da BMA, observamos que tal inibicéo
induziu um aumento expressivo na PA e FC. Estudos relacionados a outros sub-nucleos
amigdaloides mostraram que tal resposta foi observada ndo pela inibicdo, mas sim pela
ativacdo, quimica ou elétrica, destas regiGes. Por exemplo, a ativacdo quimica da BLA,
realizada pela microinjecdo de bicuculline methiodide e a estimulacdo elétrica dos neurdnios
do nicleo CeA, resultam em aumento de PA e FC, respostas essas também obtidas em
situacOes de estresse agudo, como por exemplo, o estresse por jato de ar (Soltis e cols., 1998;
Sanders e cols., 1994; de Menezes e cols., 2006). Tais estudos corroboram aos Nnossos
resultados de que ao inibir os neurénios de regiGes proximas a BMA a resposta pressora e
taquicardica obtida pela inibicdo da BMA ndo é observada, demonstrando que tal resposta é
sitio especifica. Além disso, um estudo, utilizando o tragador anterégrado Phaseolus vulgaris
leucoagglutinin, indicou que a BMA recebe projecdes glutamatérgicas oriundas da LA
(Pitkanen e cols., 1997). Esse estudo aliado aos nossos resultados, da ocorréncia de aumento
na PA e FC apos inibicdo da BMA, reforca nossa hipotese que tal regido, em condigcfes
normais, esta ativada, podendo participar da inibicdo ténica de outro nucleo encefalico
envolvido no controle cardiovascular.

Em nosso entendimento, este € o primeiro estudo descrevendo os efeitos da

ativacdo de receptores GABAA em neurdnios da BMA em ratos conscientes. No entanto, é de
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conhecimento que, em ratos anestesiados, bicuculline methiodide microinjetada nessa regiao
provocou um aumento dose-dependente na PA e FC e que a microinje¢do de muscimol inibiu
tais respostas pressora e taquicardica (Yoshida e cols., 2002). Esta falta de parciménia
existente entre alguns estudos na literatura pode ser devido a diferencas nas espécies animais
utilizadas, parametros ou locais de estimulacédo e o estado dos animais, principalmente se eles
estdo ou ndo conscientes. Sem duvida, o uso de anestésicos é extremamente importante em
experimentos voltados para a tentativa de elucidar os mecanismos centrais envolvidos na
regulacao cardiovascular. Por outro lado, € necessario vir a enfrentar o fato de que as fungoes
cardiovasculares e autondmicas sdo significativamente alteradas por anestésicos (Menezes &
Fontes, 2007). Chiou e colaboradores demonstraram que a resposta cardiovascular produzida
pela estimulacdo de alguns sitios da amigdala foi alterada por varios anestésicos (Chiou e
cols., 2009). De forma semelhante, estudos demonstraram que a ativacdo dos receptores
GABAA na RVLM, pela microinjecdo de muscimol, em ratos anestesiados resultou em uma
grande queda na PA e FC (Fontes e cols., 2001; Schreihofer e cols., 2005). J& a microinjecao
bilateral de muscimol na RVLM em ratos conscientes produziu uma queda na PA
acompanhada por um aumento significativo na FC (Menezes & Fontes, 2007). Portanto, 0s
resultados obtidos em animais anestesiados devem ser, sempre que vidveis, reavaliados em
animais conscientes.

Tendo em vista que a inibicdo dos neurdnios da BMA provoca aumento nos
parametros cardiovasculares, e que tal regido € ativada em situacdes de ansiedade (de
Andrade e cols., 2012; Silveira e cols., 2001, nos hipotetizamos que a BMA poderia influir
nas respostas fisioldgicas observadas durante situacbes de estresse emocional. Para verificar
tal hipotese, nos testamos os efeitos da ativacdo da BMA sob as alterages cardiovasculares
observadas durante o estresse social. Observamos que tal ativacdo foi capaz de inibir as
mudancas cardiovasculares de aumento de PA e FC evocadas pelo estresse social por rato
intruso. De maneira oposta, a inibicdo e ndo a ativacdo dos neurdnios da CeA, por leséo
eletrolitica, atenuaram significativamente a reposta pressora ao estresse agudo (choque nas
patas) em ratos espontaneamente hipertensos (Sanders e cols., 1994). De maneira semelhante,
Kubbo e colaboradores, em 2004, demonstraram que a inibi¢do, por um agonista de
receptores GABAA, na MeA induziu uma diminuicdo da presséo arterial durante exposicao a
estresse agudo por restricdo. Mais uma vez nossos resultados sugerem que a BMA esta sob

constante ativagéo, participando efetivamente do controle cardiovascular, podendo fazer parte
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do tonus inibitério de outra regido encefalica que atuaria conjuntamente no controle do
estresse. Tal controle modula reacGes exacerbadas a situacGes adversas, evitando, por
exemplo, respostas de panico.

O nosso modelo de estresse emocional é tecnicamente simples e econémico, mas
0s aumentos cardiovasculares induzidos por tal procedimento sdo substanciais e confidveis.
Considerando-se a vida moderna, foi constatado que, dentre 0s estressores mais comuns no
ser humano, estdo aqueles de origem psicologica ou social o que demonstra uma “vantagem”
na escolha do uso de conflito social entre membros da mesma espécie como gerador de
estresse sobre aqueles modelos que utilizam estimulos fisicos aversivos, como choque nas
patas, contencdo, privacdo hidrica ou exposicdo ao frio (Bjorkqvist, 2001). Numerosos
estudos tém mostrado que a perda temporaria do controle social (derrota social) € um
importante fator que pode levar as alteracdes psicopatoldgicas (Fuchs & Flugge, 2002).

Com o intuito de verificar a hipétese de que a BMA, enquanto ativa, enviaria
projecdes inibitdrias para outra regido encefélica de papel importante na integracdo das
respostas a estimulos emocionais, testamos uma possivel via entre a BMA e o DMH.
Observamos que 0 aumento da resposta pressora e taquicardica obtido pela inibicdo da BMA
foi bloqueado quando tal inibicao foi precedida da inibicdo do DMH. Ha um grande ndmero
de evidéncias da participacdo de neurdnios da regido do DMH na integracdo das respostas
fisiologicas cardiovasculares (Stotz-Potter, Willis et al., 1996), neuroenddcrinas (Bailey e
Dimicco, 2001) e comportamentais presentes durante o estresse emocional em ratos (Dimicco,
Samuels et al., 2002). Sabe-se que tal regido esta sob inibicdo tdnica GABAErgica, isso
porque estudos mostraram que a estimulacdo do DMH através de microinjecdo de antagonista
do receptor GABAA, como a bicuculine metiodide, resulta em alteragdes cardiovasculares e
comportamentais similares as observadas durante o estresse: aumento significativo da FC,
aumento da atividade simpatica do nervo renal e cardiaco e elevacdo da PA (Shekhar e
Dimicco, 1987; Shekhar, Hingtgen et al., 1987; De Menezes, Zaretsky et al., 2006). J& a
microinjecdo do inibidor muscimol (agonista do receptor GABAA) nesta regido reduz as
respostas cardiovasculares (taquicardia e hipertensdo) produzidas durante o estresse (Soltis e
Dimicco, 1992; Stotz-Potter, Morin et al., 1996; Dimicco, Samuels et al., 2002; Abreu e cols.,
2014). Aliados aos nossos resultados, tais informacGes nos levam a inferir que a BMA, em
condigdes normais, estd sob ativacdo tdnica, enviando projecOes inibitorias, direta ou

indiretamente, a0 DMH. A relacdo entre as duas regides seria crucial para o controle
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cardiovascular, uma vez que ja se sabe de conexdes existentes entre mais de uma regiao
encefélica no controle das respostas a situagcdes de estresse, estando o DMH envolvido na
maioria delas.

Partindo do principio que nosso enfoque séo as regides envolvidas no controle
cardiovascular, sabe-se que, a microinjecdo de um antagonista glutamatérgico na I/dPAG
reduz o aumento na PA e FC provocados pelo bloqueio GABAérgico do DMH em ratos
conscientes, sendo possivel considerar uma dependéncia excitatoria da PAG nos efeitos
cardiovasculares evocados a partir do DMH (de Menezes e cols., 2009). Alem disso, um
estudo combinando tragador retrégrado e imunohistoquimica/hibridizagdo in situ, identificou
que o DMH recebe projecBes inibitdrios GABAérgicas a partir da area predptica medial
(mPOA), nucleo do leito da estria terminal (BST), CeA e MeA (Myers e cols., 2013). Apesar
de serem escassos na literatura os estudos em relacdo a BMA, Myers e colaboradores, em
2013, identificaram que o BST recebe projecOes excitatérias a partir da BMA.
Adicionalmente, foi identificado que a BMA recebe projectes da LA e envia projecdes para a
CeA, ambas do tipo excitatorias (Pitkanen e cols., 1997).

Sendo assim, considerando-se que o0 DMH recebe projecdes inibitorias do BST e
da CeA, que a BMA envia projecdes excitatorias para a CeA e BST, e recebe projecbes
excitatorias da LA, sugerimos a existéncia de duas vias. Ambas as situa¢des aconteceriam em
condi¢gdes normais, ou seja, a BMA ativada participaria indiretamente da manutengdo do
ténus inibitério no DMH contribuindo para o controle da PA e FC, o que é crucial para o
controle de respostas exacerbadas a situacBes do tipo estresse e ansiedade, evitando, por
exemplo, respostas de panico. Na primeira delas, a BMA estaria sob influéncia excitatoria da
LA, enviando projecdes glutamatérgicas para o BST, que por sua vez enviaria projecdes
inibitérias ao DMH. Na segunda, a BMA também estaria sob influéncia excitatéria da LA,
enviando projecdes glutamatérgicas para a CeA, que entdo enviaria projecdes inibitorias ao
DMH (figura 24A e B).
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Figura 25: Diagrama esquematico indicando as possiveis vias existentes entre a amigdala basomedial e o
hipotalamo dorsomedial. As setas continuas representam projecdes excitatorias glutamatérgicas e as setas
tracajadas representam proje¢des inibitorias gabaérgicas. LA: amigdala lateral; BMA: amigdala basomedial,
BST: ndcleo do leito da estria terminal; CeA: amigdala central; DMH: hipotalamo dorsomedial.
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6 — CONCLUSAO

Estes resultados indicam que a inibicdo quimica da BMA provoca alteracdes
cardiovasculares, aumentando PAM e FC, e que sua ativacdo quimica é capaz de bloquear as
respostas de aumento de PAM e FC provocados por estresse social por rato intruso.
Adicionalmente, a resposta de inibicdo da BMA é abolida pela anterior inibicdo quimica do
DMH. Tais dados sugerem que a BMA esta constantemente ativa, exercendo influéncia na
inibicdo tonica do DMH, participando efetivamente do controle cardiovascular durante

situacdes de estresse.
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