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Resumo  

Estudos anteriores de nosso laboratório demonstraram que a obesidade, induzida por uma 

dieta hiperlipídica, potencializa a resposta cardiovascular produzida pelo estresse de jato 

de ar em ratos. Esta resposta aumentada é devido a uma redução da inibição mediada por 

GABA no DMH, já que a ativação de receptores de GABAA foi menos eficaz na redução 

das respostas fisiológicas provocadas pelo estresse de ar em ratos obesos. Além disso, há 

evidências que indicam uma associação entre essa redução crônica da função GABA no 

DMH e desenvolvimento de desordens de ansiedade, como o transtorno do pânico. 

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a vulnerabilidade às respostas do tipo pânico 

em ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Ratos Wistar (100 ± 10 g) foram 

alimentados com uma dieta de controle – DC, ou uma dieta hiperlipídica - DH (45 %) 

durante 9 semanas. Em um primeiro momento, um grupo de animais foi anestesiado 

(cetamina/xilazina) e submetidos a implante unilateral de cânula guia no DMH para 

posterior microinjeção de agonistas de receptor glutamatérgico (NMDA e não NMDA: 

AMPA). Observamos que tanto a microinjeção de NMDA quanto de AMPA no DMH 

dos ratos controles e obesos provocaram aumentos de PAM e FC. Interessantemente, a 

microinjeção de NMDA gerou uma resposta taquicárdica de curta duração e a 

microinjeção de AMPA produziu uma resposta pressórica exacerbada nos animais obesos 

em relação aos controles. Com o intuito de avaliar o efeito da infusao de lactato em 

animais com obesidade induzida por dieta hiperlipídica, seja alojado individualmente ou 

coletivamente, outro grupo de animais foi anestesiado (isoflurano) e submetidos a 

implante de cateter na artéria e veia femoral para aquisiçāo dos parâmetros 

cardiovasculares (PAM e FC), e infusões de soluções, respectivamente. Após período de 

recuperação, os ratos foram submetidos a dois testes diferentes, e de modo aleatório, em 

que recebiam infusões de solução salina 0,9% e 0,5 M de lactato de sódio-NaLac (10 

ml/kg ao longo de 15 min). As respostas máximas para lactato (PAM e FC) relatadas são 

as diferenças entre as alterações induzidas pelas infusões de lactato e salina. Os resultados 

demonstraram que apesar da infusão de NaLac não alterar a PAM, nem nos grupos obesos 

coletivos tampouco nos individuais, induziu um aumento significativo da FC em ambos 

os grupos obesos (coletivo e individual), e ao final do período de recuperação essas 

alterações taquicardias anteriormente observadas em animais individuais obesos, foram 
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mantidas. Em um terceiro momento, um outro grupo de animais foram anestesiados da 

mesma maneira (isoflurano), mas receberam, por sua vez, implantes de telemetria para 

posterior exposição a 7,5% CO2. Observamos que os ratos obesos apresentaram alta PAM 

basal o que levou a uma maior resposta PAM final seguida de CO2 nesse grupo. Não 

houve diferenças observadas na frequência cardíaca (FC) antes do desafio com o gás, já 

durante o desafio, os animais obesos, mas não os controles, tiveram um aumento na FC 

(interação dieta x gás).  

Nós, então, avaliamos as alterações comportamentais de animal obeso e controle durante 

o teste comportamental do Labirinto em T elevado (LTE). Nossos resultados 

demonstraram que os animais obesos apresentam comportamento do associado a 

ansiedade, evidenciado pelo aumento no tempo de latência no braço fechado neste aparato 

quando comparado aos animais controle, no entanto não apresentaram comportamento 

associado ao pânico. Esses resultados sugerem que a obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica leva a desinibição do circuito de pânico que contribui para a vulnerabilidade 

as respostas do tipo pânico seguidas pela infusão de NaLac ou durante exposição dos 

ratos a 7,5 % CO2.   
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Abstract 

Previous studies from our laboratory have shown that obesity induced by a high fat diet 

(HFD), enhances cardiovascular response produced by air jet stress in rats. This increased 

response appears to be due to a reduction of GABA-mediated inhibition in the 

dorsomedial hypothalamus (DMH), since the activation of these receptors was less 

effective in reducing air stress-induced physiological responses in obese rats. 

Furthermore, it is known that chronic dysfunction of GABA in DMH leads to the 

development of anxiety disorders such as panic disorder. Therefore, aim of this study was 

to evaluate the vulnerability to panic-like responses in rats with HFD-induced obesity. 

Wistar rats (100 ± 10 g) were fed a control diet -DC, or high fat diet-DH (45%) for 9 

weeks. At first, a group of animals was anesthetized (ketamine/xylazymne) and subjected 

to unilateral implant cannula guide in DMH for subsequent microinjection of glutamate 

receptor agonists (NMDA and non-NMDA: AMPA). We note that both the NMDA 

microinjection as AMPA into DMH in the control rats and obese led increases in mean 

arterial pressure (MAP) and hear rate (HR) in obese rats. Interestingly, NMDA 

microinjection elicited a short tachycardic response and microinjection of AMPA 

produced an exaggerated MAP response, in obese rats when compared to controls. 

Subsequently another group of animals was anesthetized (isoflurane 2% 3l O2) and a 

polyethylene catheter was insert into the femoral artery and veinfor the acquisition of 

MAPand HR, and infusion of solutions, respectively. After the recovery period, each rat 

was subjected to two different tests, randomly, which received 0.9% of saline infusions 

and 0.5 M of sodium lactate -NaLac (10 ml/kg over 15 min). The maximum responses 

for lactate (MAP and HR) reported the differences between the changes induced by lactate 

and saline infusions. The results showed that despite the NaLac infusion does not alter 

MAP, in the collective and individual obese groups, it induced a significant increase in 

HR in both obese groups (individual and collective) and in the end of the recovery period 

these tachycardia changes, previously observed in obese individual animals, were kept. 

In a third step, another group of animals was anesthetized in the same way, but received 

telemetry implants for subsequent exposure to 7.5% CO2. We note that obese rats had a 

high MAP, which led to a higher global MAP of CO2 response.  

There were no differences in heart rate (HR) prior to challenge with gas, already during 

the challenge, obese animals, but not controls, had an increase in HR (diet x gas 

interaction). We then evaluated the behavioral changes of obese and control animals in 
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the behavioral test of elevated T-maze (ETM). Our results demonstrated that obese 

animals showed anxiety-like behavior, evidenced by increased time latency in the 

enclosed arm of the apparatus when compared to control animals; however, those animals 

showed no panic-like behavior. These results suggest that HFD-induced obesity leads to 

disinhibition of panic circuits, which contribute to vulnerability to panic-type responses 

following NaLac infusions or during 7.5% CO2 exposure in rats. 
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1 - Introdução 

1.1 - Obesidade 

A obesidade é uma doença cada vez mais predominante (Parikh, Pencina et al. 

2007), caracterizada por excesso de peso corporal, e reconhecida como um dos maiores 

problemas de saúde pública a nível mundial (Lykouras & Michopoulos 2011). A 

obesidade e suas complicações médicas estão a atingir proporções endêmicas. Essas são 

causadas por alterações na modulação do balanço energético, a regulação do equilíbrio 

entre ingestão calórica e gasto energético. O consumo de alimentos altamente energéticos 

e palatáveis está entre os mais importantes fatores predisponentes epidemiológicos para 

esta doença (Galgani & Ravussin 2008). No entanto, estudos epidemiológicos mostraram 

que as populações que consomem, preferencialmente, dietas ricas em gordura são 

particularmente propensas a ganho de massa corporal (Damião, Castro et al. 2006, Ogden, 

Yanovski et al. 2007).  

O Índice de Massa Corporal (IMC) ou Índice de Quetelet dado pelo peso 

(kg)/altura2(m) é a medida mais empregada em estudos de grupos populacionais para 

classificação primária do estado nutricional (Anjos 1992), ou seja, é o mais utilizado 

como indicador da relação entre o aumento da variação no peso dos indivíduos de mesma 

altura e o ganho de massa gorda, onde o acúmulo excessivo de gordura corporal (IMC > 

30kg/m²), é capaz de comprometer a saúde em geral (Amri, Bordeianou et al. 2014). No 

entanto, o uso do IMC como indicador de massa gorda corporal é bastante criticado e já 

considerado uma ferramenta imperfeita na categorização da obesidade, já que dois 

indivíduos com o mesmo IMC podem apresentar percentual de gordura corporal total 

distintos, o que leva a utilização de outras medidas, como por exemplo, a aferição da 

circunferência da cintura, que se mostra uma ferramenta eficiente na determinação do 

acúmulo de gordura visceral (Mitchell & Shaw 2015) e que está fortemente ligada ao 

risco cardiovascular (Despres, Lemieux et al. 2001). 

Em animais, a obesidade pode ser caracterizada pelo aumento de peso, o 

aumento do índice de Lee, e mais importante ainda, por um aumento da quantidade de 

gordura visceral em animais alimentados com a DH (Nagae, Fujita et al. 2009, Marco, 

Kisliouk et al. 2013, Martinez-Martinez, Miana et al. 2013, McCully, Hasan et al. 2013, 

Song, Park et al. 2013, Abreu, de Abreu et al. 2014).  
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Recentemente, o Ministério da Saúde divulgou uma pesquisa que revela que 

quase metade da população brasileira está acima do peso. Segundo o estudo, 42,7% da 

população estava acima do peso no ano de 2006. Em 2011, esse número passou para 

48,5%. O levantamento é da Vigitel (Vigilância de Fatores de Risco e Proteção 

para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico), e os dados foram coletados em 26 

capitais brasileiras e no Distrito Federal (Vigitel Brasil 2014, 2015).  

O estudo também revelou que o sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m²) é maior entre os 

homens. 52,6% deles estão acima do peso ideal. Entre as mulheres, esse valor é de 44,7%. 

A pesquisa também diz que o excesso de peso nos homens começa na juventude: na idade 

de 18 a 24 anos, 29,4% já estão acima do peso; entre 25 e 34 anos são 55%; e entre 34 e 

65 anos esse número sobe para 63%. Já entre as mulheres, 25,4% apresentam sobrepeso 

entre 18 e 24 anos; 39,9% entre 25 e 34 anos; e, entre 45 e 54 anos, o valor mais que 

dobra, se comparando com a juventude, passando para 55,9% (Vigitel Brasil 2014, 2015). 

As mulheres por natureza têm maior adiposidade e menor massa muscular do que os 

homens e estas alterações são hormônio - dependentes (estrogênios x testosterona). Os 

homens, têm maior tendência à adiposidade visceral (gordura abdominal), mesmo quando 

em sobrepeso. Isto é tão ou mais preocupante que o aumento de peso nas mulheres, já que 

é fato a relação da obesidade visceral com dislipidemia, intolerância à glicose, diabetes, 

aterosclerose, hipertensão e transtornos de ansiedade (Beske, Alvarez et al. 2002, Sethi 

& Vidal-Puig 2005), Buchenauer, Behrendt et al. (2009), (Foster, Shi et al. 2010, Gariepy, 

Nitka et al. 2010, Foster, Shi et al. 2011, Sasaki, de Vega et al. 2013). Em consequência 

a essas enfermidades, pelo menos 2,8 milhões de pessoas morrem a cada ano no mundo, 

em virtude do excesso de peso ou da obesidade (World Health Organization, 2012). 

A obesidade, além de aumentar o risco de hipertensão, é um dos principais 

motivos da morbidade e mortalidade por doenças cardiovasculares (Dustan 1983, Poirier, 

Giles et al. 2006). Sabe-se que o sobrepeso e a obesidade visceral estão correlacionados 

ao aumento da atividade simpática em humanos (Masuo, Mikami et al. 1997, Masuo, 

Mikami et al. 2000, Esler, Straznicky et al. 2006). Esse aumento tem sido considerado 

um fator fundamental no desenvolvimento de um quadro de hipertensão arterial associada 

à obesidade. Em roedores, por exemplo, estudos com obesidade induzida por dieta 

sugerem que o aumento da atividade do nervo simpático (ANS) é um importante 

mediador da hipertensão induzida pela obesidade, com atuação significativa dos 

antagonistas dos receptores adrenérgicos, como α e β,  e a desenervação renal no aumento 
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na pressão sanguínea associado com ganho de peso (Kassab, Kato et al. 1995, Carlyle, 

Jones et al. 2002, Esler, Straznicky et al. 2006).  

Por outro lado, os ácidos graxos são conhecidos por exercer uma modulação 

funcional dos diversos tecidos e tipos de células, principalmente células nervosas, 

resultando em alterações na bioquímica do encéfalo que podem conduzir a alterações 

comportamentais e cognitivas. Sob certas condições, os ácidos graxos alimentares podem 

induzir alterações nas variáveis comportamentais neurofisiológicas, cognitivas e outros 

(Yehuda, Rabinovitz et al. 1999). A exposição crônica a uma DH conduz a uma desordem 

metabólica, que pode afetar o sistema imunitário, comprometer a regulação da expressão 

de genes inflamatórios (Sivanathan, Thavartnam et al. 2015). Esta inflamação sistémica 

promovido pela acumulação de tecido adiposo, especialmente do tipo visceral, tem sido 

associada com alterações de comportamento, como desordens de ansiedade (Capuron, Su 

et al. 2008, Sivanathan, Thavartnam et al. 2015).  

 

1.2 - Transtornos de Ansiedade 

A ansiedade é um termo genérico que descreve subjetivamente uma grande 

variedade de diferentes estados mentais, que normalmente surgem em resposta a algum 

tipo de estresse externo ou interno. Em casos onde ocorre uma reposta em momentos 

inapropriados, ou onde não há um sentido real de ameaça, e ainda, quando existe uma 

constante ativação responsiva excitatória injustificada, causando prejuízos ao indivíduo, 

então, clinicamente estes casos se enquadram em algum provável tipo de transtorno de 

ansiedade (Terlevic et al. 2013).  

Os transtornos de ansiedade incluem transtornos que compartilham 

características de medo e ansiedade excessivos e perturbações comportamentais 

relacionados. Medo é a resposta emocional a ameaça iminente real ou percebida, 

enquanto ansiedade é a antecipação de ameaça futura. Obviamente, esses dois estados se 

sobrepõem, mas também se diferenciam, com o medo sendo com mais frequência 

associado a períodos de excitabilidade autonômica aumentada, necessária para luta ou 

fuga, pensamentos de perigo imediato e comportamentos de fuga, e a ansiedade sendo 

mais frequentemente associada a tensão muscular e vigilância em preparação para perigo 

futuro e comportamentos de cautela ou esquiva. Às vezes, o nível de medo ou ansiedade 

é reduzido por comportamentos constantes de esquiva. Os ataques de pânico se destacam 
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dentro dos transtornos de ansiedade como um tipo particular de resposta ao medo. Não 

estão limitados aos transtornos de ansiedade e também podem ser vistos em outros 

transtornos mentais. Os transtornos de ansiedade diferem entre si nos tipos de objetos ou 

situações que induzem medo, ansiedade ou comportamento de esquiva e na ideação 

cognitiva associada. Assim, embora os transtornos de ansiedade tendam a ser altamente 

comórbidos entre si, podem ser diferenciados pelo exame detalhado dos tipos de situações 

que são temidos ou evitados e pelo conteúdo dos pensamentos ou crenças associadas. Os 

transtornos de ansiedade se diferenciam do medo ou da ansiedade adaptativos por serem 

excessivos ou persistirem além de períodos apropriados ao nível de desenvolvimento. 

Eles diferem do medo ou da ansiedade provisórios, com frequência induzidos por 

estresse, por serem persistentes (p. ex., em geral durando seis meses ou mais), embora o 

critério para a duração seja tido como um guia geral, com a possibilidade de algum grau 

de flexibilidade, sendo às vezes de duração mais curta em crianças (como no transtorno 

de ansiedade de separação e no mutismo seletivo). Como os indivíduos com transtornos 

de ansiedade em geral superestimam o perigo nas situações que temem ou evitam, a 

determinação primária do quanto o medo ou a ansiedade são excessivos ou fora de 

proporção é feita pelo clínico, levando em conta fatores contextuais culturais. Muitos dos 

transtornos de ansiedade se desenvolvem na infância e tendem a persistir se não forem 

tratados. A maioria ocorre com mais frequência em indivíduos do sexo feminino do que 

no masculino (proporção de aproximadamente 2:1). Cada transtorno de ansiedade é 

diagnosticado somente quando os sintomas não são consequência dos efeitos fisiológicos 

do uso de uma substância/medicamento ou de outra condição médica ou não são mais 

bem explicados por outro transtorno mental (DSM-V, 2014). 

Estima-se que 20% da população mundial irá apresentar pelo menos um episódio 

relacionado a transtornos de ansiedade durante a vida (Arikian & Gorman 2001) e, nesse 

contexto, os custos econômicos da doença mental nunca foram fáceis de contabilizar 

(Insel 2008). Os custos e a prevalência de transtornos de ansiedade, por exemplo, é difícil 

de ser apontado, uma vez que, mesmo pequenas mudanças nos critérios diagnósticos, 

ferramentas de entrevista, ou metodologia de estudo afetam os resultados. As análises dos 

maiores estudos de prevalência de doenças psiquiátricas nos Estados Unidos acham que 

transtornos de ansiedade afligir 15,7 milhões de pessoas nos Estados Unidos a cada ano, 

e 30 milhões de pessoas nos Estados Unidos em algum momento de suas vidas (Lépine 

2002). Já a Agência de Investigação de Saúde e Qualidade cita um custo de US $ 57.5 em 
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2006 para cuidados de saúde mental em nos Estados Unidos, o equivalente aos custos de 

cuidados com o câncer (Soni, 2009).  

Vale ressaltar que a maior parte do peso econômico da doença mental não é o 

custo de cuidados, mas a perda de rendimentos devido ao desemprego, despesas com 

apoios sociais, e uma série de custos indiretos devido a uma deficiência crônica que 

começa cedo na vida. Levantamentos econômicos já indicaram que mais de 30% da verba 

destinada para a saúde mental nos Estados Unidos foi exclusivamente utilizada para o 

tratamento de pacientes diagnosticados com algum tipo de transtorno de ansiedade 

(DuPont, Rice et al. 1996) Desta maneira, estudos abordando esses transtornos são 

justificados, não apenas pelo seu aspecto básico relacionado com a descoberta de seus 

mecanismos fisiopatológicos, mas, também, por sua aplicabilidade clínica e sua 

possibilidade de oferecer melhora da saúde humana. 

Existe um grande interesse em novas pesquisas que utilizam diferentes modelos 

de ansiedade, que sejam capazes de diferenciar, estímulos ansiogênicos inatos e 

aprendidos dos animais, e os efeitos responsivos evocados em função da administração 

de drogas (Silveira et al. 2001). O estudo sistemático dos diferentes transtornos de 

ansiedade iniciou-se com Sigmund Freud (1856-1939). Através de uma série de 

observações clínicas, Freud (1886/1976) fez uma descrição clara das várias disfunções 

relacionadas com a ansiedade: a crise aguda de angústia, a neurose de angústia e a 

expectativa ansiosa. De forma muito provável, essas disfunções descritas por Freud no 

final do século XIX seriam conhecidas hoje, respectivamente, como o ataque de pânico 

(AP), o transtorno de pânico (TP) e o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) (APA, 

1994). Assim, muito embora AP seja um termo recente, a partir desse momento, 

adotaremos o mesmo para simplificar o entendimento sobre as respostas geradas durante 

situações de medo, ansiedade ou pânico. 

Após os estudos de Freud, Klein foi o primeiro a demonstrar que o TAG e o TP 

poderiam ser tratáveis por diferentes classes de fármacos (Klein & Ross 1986). 

Anteriormente, mas não menos importante, já havia sido  demonstrado que os “AP” 

tinham “marcadores fisiológicos”, uma vez que podiam ser precipitados pela infusão 

endovenosa de lactato de sódio (0,5 M) em pacientes predispostos, mas não em 

voluntários saudáveis (Pitts & McClure 1967). Agentes com mecanismos diferentes de 

ação, como lactato de sódio, cafeína, isoproterenol, ioimbina, dióxido de carbono (CO2) 

e colecistoquinina, provocam AP em indivíduos com o transtorno em um grau muito 

maior do que em sujeitos-controle saudáveis (e, em alguns casos, do que em indivíduos 
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com outros transtornos de ansiedade, transtorno depressivo ou transtorno bipolar sem 

AP). Além disso, para uma proporção dos indivíduos com TP, os ataques estão 

relacionados a detectores hipersensíveis de CO2 medular, resultando em hipocapnia e 

outras irregularidades respiratórias. Entretanto, nenhum desses achados laboratoriais é 

considerado diagnóstico de TP (DSM-V, 2014). 

Os marcadores fisiológicos e tratamentos específicos do TP sugeriam a existência 

de um funcionamento anormal de circuitos específicos do encéfalo. As principais 

estruturas responsáveis pelo processamento e avaliação dos estímulos estressores, e 

organização adequada de respostas fisiológicas e comportamentais são a amígdala, insula, 

substância cinzenta periaquedutal, locus coeruleus e hipotálamo (Etkin, 2010). No que se 

refere ao hipotálamo, estudos já demonstraram que a administração de agonistas 

glutamatérgicos e de antagonistas gabaérgicos no hipotálamo de roedores, capazes é 

capaz de induzir reação de defesa, como comportamento de fuga, e excitação autonômica, 

semelhantes as respostas presentes em animais que são expostos as ameaças naturais. 

DiMicco et al. (2002) consideram o DMH como uma área clássica de defesa. Em 

particular, estes autores mostraram que a desinibição ou a estimulação dos neurônios do 

DMH evoca um padrão de respostas cardiovasculares que se assemelham à reação de 

defesa. Contudo, os aumentos da frequência cardíaca (FC) evocados por estimulação do 

DMH são mais expressivos que aqueles observados para a pressão arterial (PA) (Soltis & 

DiMicco 1992, De Novellis, Stotz-Potter et al. 1995, Keim & Shekhar 1996, Bailey & 

DiMicco 2001, Shekhar, Katner et al. 2002, Zaretskaia, Zaretsky et al. 2002, Goren, 

Yananli et al. 2003).  

Ainda neste sentido, outra região do hipotálamo que merece destaque é a porção 

ventromedial (VMH). Um estudo avaliou os efeitos da ativação dos receptores 

GABA/Benzodiazepinas (BZD) no VMH, em relação ao comportamento de animais 

submetidos ao teste de ansiedade no Labirinto em T-elevado (LTE) (dois diferentes tipos 

de comportamentos – esquiva inibitória e fuga). O comportamento de esquiva inibitória 

(ou de evitar algo), mensurado neste teste tem sido associada aos comportamentos do tipo 

ansiedade generalizada. Em contrapartida o comportamento de fuga (ou tentativa de 

evasão) tem sido correlacionado ao comportamento associado ao pânico (respostas 

semelhantes em AP). Neste estudo, observou-se que a ativação química do receptor 

GABAA, e do receptor GABAB por muscimol e midazolam respectivamente, 

promoveram uma redução do comportamento associado ao pânico (efeito panicolítico) e 
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uma melhora no comportamento associado a ansiedade (efeito ansiolítico) (da Silva et al. 

2011), o que reforça a participação do hipotálamo no controle dessas respostas 

Diversos estudos sugerem que as anormalidades encefálicas de GABA e 

glutamato são de extrema relevância na fisiopatologia do desenvolvimento de transtornos 

de ansiedade (Shekhar et al. 2006). Evidencias demonstram que o aumento nos níveis de 

GABA no DMH relaciona-se com a diminuição da ansiedade, e contrariamente, o 

comprometimento da síntese deste neurotransmissor gera um aumento do comportamento 

de pânico, decorrente do predomínio excitatório da via glutamatérgica nesta região. Este 

contraste comportamental gerado pelas alterações GABAérgicas, seja por bloqueio e/ou 

inibição GABA, ou por indução da disfunção do DMH, sugere um envolvimento crítico 

deste núcleo na modulação dos comportamentos associados a ansiedade generalizada e 

associados ao pânico nos diferentes modelos animais (Freitas et al. 2009; Shekhar, 1993).  

 

1.2.1 - Transtorno de Pânico  

 Na população em geral, a estimativa de prevalência de 12 meses para o TP nos 

Estados Unidos e em vários países europeus é de 2 a 3% em adultos e adolescentes. Nos 

Estados Unidos, taxas significativamente mais baixas de TP são relatadas entre latinos, 

afro-americanos, negros caribenhos e asiáticos americanos em comparação com brancos 

não latinos; os índios americanos, em contrapartida, têm taxas bem mais altas. 

Estimativas mais baixas foram relatadas para países asiáticos, africanos e latino-

americanos, variando de 0,1 a 0, 8%. Indivíduos do sexo feminino são afetados mais 

frequentemente do que os do masculino, em uma razão em tomo de 2:1. A diferenciação 

de gênero ocorre na adolescência e já é observável antes dos 14 anos de idade. Embora 

ocorram AP em crianças, a prevalência geral do transtorno é baixa antes dos 14 anos (< 

0,4%). As taxas do transtorno apresentam aumento gradual durante a adolescência, em 

particular no sexo feminino, e possivelmente após o início da puberdade, e alcançam seu 

pico durante a idade adulta. As taxas de prevalência declinam em indivíduos mais velhos 

(i.e., 0,7% em adultos acima de 64 anos), refletindo, de modo provável, a diminuição na 

gravidade até níveis subclínicos. A idade média de início do TP nos Estados Unidos é de 

20 a 24 anos. Um pequeno número de casos começa na infância, e o início após os 45 

anos é incomum, mas pode ocorrer. O curso habitual, se o transtorno não é tratado, é 

crônico, mas com oscilações. Alguns indivíduos podem ter surtos episódicos com anos 
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de remissão entre eles, e outros podem ter sintomatologia grave contínua. Apenas uma 

minoria dos indivíduos tem remissão completa sem recaída subsequente no espaço de 

poucos anos. O curso do TP geralmente é complicado por uma variedade de outros 

transtornos, em particular outros transtornos de ansiedade, transtornos depressivos e 

transtornos por uso de substâncias (ver a seção "Comorbidade" para esse transtorno) 

(DSM-V, 2014) O TP é caracterizado por recorrentes ataques súbitos de ansiedade (grave 

e intensa), que resultam em manutenção dessa ansiedade por preocupação e medo de que 

os ataques acorram novamente, impactando negativamente a vida do indivíduo. Estudos 

demonstram que o TP coexiste com os transtornos depressivos, favorecendo assim, uma 

diminuição da qualidade de vida e deficiência cognitiva funcional (Lee et al. 2014). Neste 

transtorno, os indivíduos que são afetados interpretam as sensações corporais, tais como, 

taquicardia, ondas de calor e tonturas, como indicativo de uma catástrofe iminente, como 

por exemplo, sofrer um ataque cardíaco. Estudos que utilizam modelos psicológicos de 

TP observam que estas interpretações distorcidas servem, principalmente, para manter a 

doença. Isso significa que aqueles que sofrem de TP, ao interpretar as sensações corporais 

automaticamente como sendo uma ameaça, incitam um círculo vicioso que culmina 

impreterivelmente nos AP (Woud et al. 2014).  

Os critérios para diagnóstico do TP, segundo a DSM-V, são: A) AP recorrentes 

e inesperados. Um ataque de pânico é um surto abrupto de medo intenso ou desconforto 

intenso que alcança um pico em minutos e durante o qual ocorrem quatro (ou mais) dos 

seguintes sintomas: Nota: O surto abrupto pode ocorrer a partir de um estado calmo ou 

de um estado ansioso. 1. Palpitações, coração acelerado, taquicardia. 2. Sudorese. 3. 

Tremores ou abalos. 4. Sensações de falta de ar ou sufocamento. 5. Sensações de asfixia. 

6. Dor ou desconforto torácico. 7. Náusea ou desconforto abdominal. 8. Sensação de 

tontura, instabilidade, vertigem ou desmaio. 9. Calafrios ou ondas de calor. 10. Parestesias 

(anestesia ou sensações de formigamento). 11. Desrealização (sensações de irrealidade) 

ou despersonalização (sensação de estar distanciado de si mesmo). 12. Medo de perder o 

controle ou “enlouquecer”. 13. Medo de morrer. Nota: Podem ser vistos sintomas 

específicos da cultura (p. ex., tinido, dor na nuca, cefaleia, gritos ou choro incontrolável). 

Esses sintomas não devem contar como um dos quatro sintomas exigidos. B) Pelo menos 

um dos ataques foi seguido de um mês (ou mais) de uma ou de ambas as seguintes 

características: 1. Apreensão ou preocupação persistente acerca de AP adicionais ou sobre 

suas consequências (p. ex., perder o controle, ter um ataque cardíaco, “enlouquecer”). 2. 

Uma mudança desadaptativa significativa no comportamento relacionada aos ataques (p. 
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ex., comportamentos que têm por finalidade evitar ter AP, como a esquiva de exercícios 

ou situações desconhecidas). C) A perturbação não é consequência dos efeitos 

psicológicos de uma substância (p. ex., droga de abuso, medicamento) ou de outra 

condição médica (p. ex., hipertireoidismo, doenças cardiopul- monares). D) A 

perturbação não é mais bem explicada por outro transtorno mental (p. ex., os AP não 

ocorrem apenas em resposta a situações sociais temidas, como no transtorno de ansiedade 

social; em resposta a objetos ou situações fóbicas circunscritas, como na fobia específica; 

em resposta a obsessões, como no transtorno obsessivo-compulsivo; em resposta à 

evocação de eventos traumáticos, como no transtorno de estresse pós traumático; ou em 

resposta à separação de figuras de apego, como no transtorno de ansiedade de separação 

(DSM-V, 2014).  

Normalmente as respostas que podem originar os AP são respostas adaptativas de 

sobrevivência (Stein & Bouwer 1997) que é conceituada como uma percepção de ameaça 

externa iminente ou exteroceptiva (por exemplo, ataque de um predador ou de uma 

coespecífico agressivo) que produz sintomas cognitivos de medo ou pânico acompanhado 

por: 1) respostas motoras somáticas comportamentais (por exemplo, luta ou fuga); 2) 

respostas coordenadas autonômicas simpáticas e retiradas parassimpáticas para aumentar 

a atividade cardiovascular; 3) aumento da atividade respiratória para oxigenação do 

corpo; e 4) respostas hormonais [por exemplo, epinefrina, respostas de cortisol pelo eixo 

hipotálamo-pituitária-adrenal, etc.] para mobilizar estoques de energia e suprimir o 

sistema imune. Ainda, um estímulo sensorial interno (interoceptivo) pode também 

sinalizar eventos ameaçadores de vida e pode gerar medo cognitivo e sintomas físicos 

similares ao TP (Street, Craske et al. 1989, Ehlers & Breuer 1996). 

Uma das mais consistentes anormalidades vistas em indivíduos com TP sob 

condições de laboratório é que eles são hiper-responsivos a estímulos interoceptivos 

normais (Hoehn-Saric, McLeod et al. 2004, Pollock, Carter et al. 2006) e são vulneráveis 

a sofrer AP em resposta a estímulos interoceptivos leves como infusões hipertônicas de 

Lactato de Sódio (NaLac) 0,5M (Liebowitz, Gorman et al. 1984) ou inalação de CO2 com 

concentrações maiores que a presente em condições atmosféricas normais (que é <1%), 

ou seja, indução por hipercapnia (Gorman, Papp et al. 1994) que são agentes que 

normalmente não induzem AP em indivíduos saudáveis. Por exemplo, em 1984, Gorman 

e cols expuseram 12 pacientes com TP e 4 indivíduos saudáveis a 5% de CO2, infusões 

intravenosas de NaLac 0,5M ou a uma sala hiperventilada, e encontraram que dos 

indivíduos com TP 7/12 (58%) tiveram AP com o CO2, 8/12 (67%) com o NaLac, e 3/12 
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(25%) com a hiperventilação (Gorman, Askanazi et al. 1984). Que sugere que pacientes 

com TP podem tanto ser hipersensíveis ou hiper-responsivos a esses estímulos 

fisiológicos interoceptivos que podem normalmente sinalizar um evento de ameaça à 

vida, e gerar uma resposta de “pânico” adaptativa, somente quando severamente alterado. 

 

1.2.1.1 – Como o lactato de sódio e a exposição ao CO2 induz ataques de pânico em 

indivíduos com transtorno de Pânico 

Em 1967, Pitts e McClure notaram que durante o exercício, indivíduos com 

ansiedade desenvolviam sintomas de ansiedade que coincidiam com um rápido aumento 

de ácido lático plasmático (Jones and Mellersh 1946) (Jones & Mellersh 1946) e 

hipotetizaram que o ácido lático poderia ser um gatilho para ataques de ansiedade (Pitts 

& McClure 1967). Eles então recrutaram indivíduos que tinham sentimentos severos de 

ansiedade quase diariamente, e 10 de 16 sintomas similares a eles foram usados para 

definir os AP (por exemplo, medo, palpitações, dispneia e parestesias). Infusões 

racêmicas de NaLac 0,5M gerou ataques de ansiedade (definidos como medo catastrófico 

com > 5 sintomas físicos) em 13 dos 14 (93%) pacientes com ansiedade e em 2 dos 10 

(20%) controles saudáveis. Uma infusão de salina glicosada falhou em induzir ataque de 

ansiedade em qualquer um dos indivíduos. Estudos posteriores, agora usando indivíduos 

diagnosticados com TP, também observou que infusões de NaLac 0.5M NaLac levou a 

AP na maioria dos indivíduos com TP comparado com os controles saudáveis ou com 

outras desordens neuropsiquiátricas. Administração i.v. de 0,5M de NaLac em 24 

indivíduos com TP (nenhum controle foi usado) gerou AP em 7/10 (70%) dos homens e 

7/14 (50%) das mulheres (Goetz, Gorman et al. 1989). 

Em seguida, outros estudos determinaram que, em situações basais, indivíduos 

com TO (36 homens e 40 mulheres) tinham alto pH venoso e baixo nível de PCO2 quando 

comparado com controles (18 homens e 4 mulheres) (Gorman, Cohen et al. 1986) e que 

embora infusões de NaLac 0,5M induziu a uma alcalose e diminuiu a PCO2 em todos os 

grupos, não houve interação entre o grupo x tempo, não houve diferenças basais no pH 

ou diferenças na PCO2 entre os indivíduos com TP que tiveram e não tiveram AP. No 

geral, as diferenças basais significativas entre os indivíduos com TP e os saudáveis, é 

consistente com uma alta hiperventilação basal e uma alta razão respiratória como 

mostrado em um recente estudo de meta-análise (Grassi, Caldirola et al. 2013), mas ao 
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contrário do desafio com o CO2 em ar normóxico, NaLac é um desafio multissensorial 

(por exemplo, alcalose, lactato por si só, estresse osmótico ou mesmo hipernatremia) e 

um gatilho sensório específico ou um gatilho associado com NaLac que provoca AP não 

está inteiramente claro. 

Estudos clínicos com pacientes com TP sugerem que um aumento de sódio, e não 

de lactato ou estresse osmótico, pode ser uma mudança crítica para provocar AP. Peskind 

et al., desafiaram 8 pacientes com TP e 7 saudáveis com infusões i.v de NaLac 0.5M, 

solução hipertônica de cloreto de sódio (NaCl), ou isotônica NaCl, que respectivamente 

provocaram AP em 6/8 (75%), 7/8 (88%) e 0/8 (0%) indivíduos (Jensen, Peskind et al. 

1998), e notaram que o Na+ sérico estava equivalentemente aumentado seguido de NaLac 

e NaCl hipertônico. Eles também notaram que apesar de ambos produzirem AP, somente 

o NaLac aumentou o pH venoso e diminuiu as concentrações venosas de PCO2, que 

sugere que o Na+ pode ser panicogênico. Adicionalmente, tanto NaLac quanto NaCl 

hipertônico aumento vasopressina arginina, mas o NaCl hipertônico (3%) causa grande 

aumento. Bicarbonato de sódio(Gorman, Battista et al. 1989) provocou respostas 

equivalentes associadas ao pânico em pacientes com TP. Além disso, 11 de 20 indivíduos 

(65%) foram mais propensos a experiência de AP em resposta ao NaLac dissolvido em 

NaCl 0.9% em comparação com lactato dissolvido em dextrose 5%, que induziu AP em 

4 de 20 indivíduos (20%) (George, Lindquist et al. 1995) 

Aumentos sutis na quantidade de CO2 sanguíneo (ou seja, hipercapnia), causada 

por hipoventilação ou por “prender” a respiração resulta em acidose em estruturas 

cerebrais periféricas e centrais que, inicialmente, leva a um aumento na atividade de 

respiração para ajudar a "explodir" o excesso de CO2 sem muita consciência do evento 

[ver (Guyenet, Stornetta et al. 2010)]. No entanto, caso os níveis de CO2 continuarem a 

aumentar, ocorrerá uma sensação de "asfixia" e as respostas fisiológicas adicionais são 

iniciadas, incluindo respostas comportamentais e autonômicas adaptativas. Por exemplo, 

em seres humanos saudáveis inalar gás hipercárbico (7,5% CO2 com ar normóxico e N2 

equilibrado) por 20 min (em relação ao ar normal) aumentou sintomas cognitivos tais 

como sentimentos de medo e de ser paralisado, mas também um desejo de fuga. Os 

sintomas adicionais incluíram falta de ar auto-relatada e sintomas cardiovasculares (isto 

é, aumento da pressão arterial sistólica (PAS) e taquicardia) (Bailey, Argyropoulos et al. 

2005). Woods et al.(1988) expuseram indivíduos saudáveis a 7,5% de CO2 no ar 

normóxico por 15 min, que, em relação ao ar controle, o que levou a um aumento em 

relatos subjetivos de medo, ansiedade e nervosismo em uma escala visual analógica 
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(EVA: nenhum relato de medo de perder o controle ou enlouquecer), bem como sintomas 

físicos associados com critérios para classificação do AP no DSM-V, como sudorese, 

palpitações, parestesias, sensação de asfixia, e dispnéia (Woods, Charney et al. 1988). 

Semelhantes aos dados encontrados por Gorman et al (1984) Woods et al. anteriormente, 

também expuseram indivíduos saudáveis e TP a 5% de CO2 com ar normóxico de 15 min, 

que em indivíduos saudáveis só aumentou o nervosismo, sensação de desmaio, e dispnéia, 

e não provocou AP, mas o provocaram a AP em 3/5 (60%) do sexo masculino e 4/9 (44%) 

indivíduos do sexo feminino com TP. Eles mostraram que em comparação com os 

saudáveis, aqueles indivíduos com TP que apresentaram AP demonstraram maior medo 

e ansiedade na EVA, bem como maior dispneia, medo de perder o controle, palpitações, 

sudorese, apesar de não ter havido diferenças nas respostas de parestesias, sensação de 

desmaio, ou tontura. Em estudos utilizando medidas cardiovasculares e endócrinas, o 

desafio de CO2 a 5% aumentou da PAS e taxa de respiração, em indivíduos sãos e TP que 

tiveram um AP, mas indivíduos TP que tiveram um AP tinham uma maior resposta da 

FC. É importante notar que os sujeitos com TP que não tiveram um AP durante a 

exposição ao CO2 não apresentaram um aumento significativo na PAS, ou no aumento na 

FC. Num estudo semelhante, os indivíduos com TP mostraram uma taxa de 73,3% de 

medo leve (11/15) e uma taxa de 40% do AP (15/06) a 5% de CO2 (Antony, Brown et al. 

1997). Em indivíduos controles saudáveis, as respostas de medo auto-relatados são 

agravadas pela inalação de 20% de CO2 por 20 segundos, e isto é um forte preditor do 

desenvolvimento posterior de AP espontâneos (Zvolensky & Schmidt 2007). Por fim, os 

controles saudáveis também mostram ansiedade autonômica e auto-relatada quando 

habituados ao longo das sessões, mas não dentro da sessão, depois de repetida a inalação 

de ar contendo 20% de CO2 (Forsyth, Lejuez et al. 2000), o que sugere que estas sessões 

poderiam ser utilizadas para estabilizar a sensibilidade aumentada existente à ansiedade 

para mudanças na homeostase ácido-base que podem ocorrer com a respiração alterada 

durante o estresse. Por outro lado, o emparelhamento um estímulo visual exteroceptivo 

de ameaça (por exemplo, foto da serpente), mas não uma sugestão exteroceptivo neutra 

(ou seja, foto de uma flor) com uma exposição de 20% de CO2 (estímulo incondicionado) 

leva a exacerbadas respostas autonômicas e auto-relatos de ansiedade em seres humanos 

(Forsyth & Eifert 1998). Assim, sensibilidade aumentada à ansiedade a estímulos 

interoceptivos poderia levar a respostas fóbicas de evasão dependendo se ou não o 

contexto ambiental estava causando ameaça (por exemplo, sala lotada ou tráfego pesado) 

durante a interrupção ácido-base suave tal como ocorre durante a respiração irregular. 
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Uma observação importante é que o método de provocação respiratória produz 

intensas sensações corporais e induz AP mais frequentemente em pessoas com TP do que 

em outra categoria diagnóstica (transtorno obsessivo-compulsivo, etc.). É referido que o 

conceito de “senso de controle” das sensações corporais tem um papel proeminente no 

conhecimento atual da conexão pânico-respiração, já que a mera ilusão de que se possa 

controlar as sensações corporais é suficiente para bloquear AP induzidos por CO2. Em 

indivíduos com TP, a ilusão de controle sobre um desafio interoceptiva panicogênico 

parece alterar o grau de resposta de ansiedade e causar sintomas de medo cognitivos 

potencialmente catastróficas. Por exemplo, Sanderson et al. (1988) exposuram 20 

indivíduos com TP a 15 minutos de 5,5% de CO2 em ar normóxico. Os sujeitos foram 

informados de que, se uma luz se acendeu eles poderiam diminuir a quantidade de CO2 

que receberiam. A luz foi ligada durante o desafio de CO2 para metade dos indivíduos e 

nunca se ligou para a outra metade. Eles não foram instruídos que esse sinal (luz acesa) 

iria realmente diminuir o fluxo de CO2. Em comparação com indivíduos com TP que 

tiveram uma ilusão de controle, os indivíduos com TP que achavam que não podia 

controlar o fluxo de CO2 relataram mais sintomas de pânico, maior ansiedade foi 

percebida, e avaliaram que o evento foi mais como uma ocorrência natural TP (Sanderson, 

Rapee et al. 1988). 

 

1.3 - Hipotálamo Dorsomedial, Estresse e Transtorno de Pânico 

1.3.1 - Hipotálamo Dorsomedial  

Estudos indicam que o hipotálamo é uma região importante na integração das 

respostas autonômicas/endócrinas (Bernardis & Bellinger 1998) e comportamentais ao 

estresse emocional. Esta região encefálica situa-se na base ventral do diencéfalo, 

constituindo a parte inferior das paredes laterais e a base do terceiro ventrículo. Como o 

seu nome sugere, o hipotálamo localiza-se ventralmente ao tálamo, do qual se separa pelo 

sulco hipotalâmico. É ainda limitado caudalmente pelos processos mamilares. 

Ventralmente, o hipotálamo é constituído pelo tubo cinéreo, cuja parte central consiste na 

eminência média e que se continua pelo infundíbulo, que o liga à hipófise. A posição 

estratégica do hipotálamo permite ainda numerosas conexões com diferentes áreas 

cerebrais, o que faculta a intensa comunicação funcional existente, facilitando a recepção 

e expressão dos numerosos e distintos impulsos nervosos (Getty, 1986; Ojede et al. 2000). 
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O apetite e a ingestão de alimentos são controlados por conexões neuronal entre 

o hipotálamo, tronco encéfálico e centros corticais. O hipotálamo é tido como o “centro 

do apetite”, e regula diretamente a percepção de fome, o comportamento relativo à 

ingestão de alimento e o balanço energético do organismo (Suzuki et al. 2010; Jauch-

Chara & Oltmanns, 2014). A principal hipótese sistêmica sobre esta regulação está 

relacionada à sinalização gerada pelos amplos estoques de gordura nos adipócitos e a 

disponibilidade de nutrientes, que levam à inibição do consumo de energia e da produção 

endógena de glicose, e simultaneamente à um aumento do gasto de energia com 

consequente mobilização das reservas de gordura. Em situações responsivas não 

patológicas o encéfalo detecta se o teor de energia do corpo e a disponibilidade de 

nutrientes são suficientes, e sistematicamente o organismo armazena o excesso de energia 

(na forma de massa gorda) e inicia uma resistência ao excesso de nutrientes, tais como 

glicose (Schwartz & Porte, Jr., 2005). 

O hipotálamo é dividido em diversos sub-núcleos, apresentando cada um deles 

funções e relações muitas vezes distintas. Alguns desses sub-núcleos têm sido apontados 

como mediadores da resposta fisiológica ao estresse, dentre eles o DMH. O DMH se 

encontra adjacente ao terceiro ventrículo, caudalmente ao núcleo hipotalâmico 

paraventricular (PVN), dorsalmente ao núcleo hipotalâmico ventromedial (VMH) e 

ventralmente ao trato mamilotalâmico. Lateralmente é delimitado pelo fórnix e área 

hipotalâmica lateral (Figura 1) (Fontes, Xavier et al. 2011). 
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Figura 1: Representação da localização do hipotálamo dorsomedial. (A) Diagrama de corte sagital de 
encéfalo humano com os principais núcleos hipotalâmicos. (B) Localização do DMH em encéfalo de rato. 
III: terceiro ventrículo; DMN: núcleo hipotalâmico dorsomedial; DMC: porção compacta do núcleo 
hipotalâmico dorsomedial; DMD: porção difusa do núcleo hipotalâmico dorsomedial; PH: área 
hipotalâmica posterior; VMH: núcleo hipotalâmico ventromedial; f: fórnix; MT: trato mamilotalâmico; LH: 
hipotálamo lateral; DA: área hipotalâmica dorsal; ARC: núcleo hipotalâmico arqueado (Fontes et al. 2001; 
Fontes et al. 2006). 

 

 
Estudos ressaltam a importância do DMH na regulação de diversas respostas 

fisiológicas, como, reprodução, ingestão de alimentos, modulação endócrina e 

autonômica, na regulação do ciclo circadiano e termogêneses (Zaretskaia et al. 2008; 

Martinez et al. 2008; Martinez et al. 2008; Thompson & Swanson, 1998). Outra 

importante participação deste núcleo se dá em relação ao seu envolvimento nas repostas 

comportamentais, onde diversas evidencias destacam sua participação na reatividade ao 

estresse emocional, respostas defensivas, integração de respostas inatas, formação de 

memória ao medo, e nos transtornos de ansiedade (Johnson & Shekhar, 2006; Nascimento 

et al. 2010; Bergado-Acosta et al. 2014). 

O SNC, bem como os núcleos hipotalâmicos são tonicamente regulados pelo 

ácido α-amino-butírico (GABA) (Mohler, 2012; Dimicco et al. 2002). O GABA, que é 

gerado a partir do glutamato pela enzima ácido glutâmico descarboxilase (GAD) é o 
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principal neurotransmissor inibitório em mamíferos, e parece desempenhar um papel 

fundamental na formação das respostas de medo, incluindo sua aquisição, tempo de 

armazenamento e subsequente modulação. Os neurônios gabaérgicos estão diretamente 

envolvidos nos circuitos relacionados à resposta de medo durante o estresse 

emocional/ambiental, e o comprometimento deste mecanismo parece estar envolvido em 

transtornos de ansiedade, tanto em roedores quanto em humanos (Bergado-Acosta et al. 

2014). O glutamato, que também exerce papel fundamental na regulação tônica dos 

núcleos hipotalâmicos, é o principal neurotransmissor excitatório do SNC, e alterações 

da homeostase deste estão fortemente associadas às fisiopatologias neurodegenerativas 

(Pocock & Kettenmann, 2007). 

 

1.3.2 - Hipotálamo Dorsomedial e Estresse 

Vários núcleos e sub-regiões hipotalâmicas têm sido apontados como 

mediadores da resposta fisiológica ao estresse. Na última década, foi sugerido o 

envolvimento do DMH (DMH) na mediação das respostas funcionais ao estresse em ratos 

(Dimicco, Samuels et al., 2002; Da Silva, Menezes et al., 2006; De Menezes, Zaretsky et 

al., 2006; 2009). Sabe-se que a estimulação elétrica ou química desta região, por meio da 

microinjeção de drogas que bloqueiam a transmissão GABAérgica ou que estimulam 

receptores glutamatérgicos, produz um padrão de mudanças fisiológicas e 

comportamentais semelhante a situações de estresse (Soltis e Dimicco, 1991; De 

Novellis, Stotz-Potter et al., 1995; Da Silva, Menezes et al., 2006; De Menezes, Zaretsky 

et al., 2006).  

Em estudo realizado anteriormente, avaliamos se as alterações na composição 

da dieta poderiam ter relação com as alterações neuroendócrinas, e ainda se a obesidade 

induzida por DH (45% de gordura) seria capaz de comprometer os mecanismos de 

controle da reatividade neuronal do DMH na regulação de respostas cardiovasculares 

frente ao modelo de estresse por jato de ar. Nós demonstramos que a obesidade, induzida 

por uma DH, potencializa a resposta cardiovascular produzida por estresse de jato de ar 

em ratos. Esta resposta aumentada é provavelmente devido a uma reduzida inibição 

mediada pelo GABA dentro da DMH, uma vez que a ativação de receptores GABAA foi 

menos eficiente na redução do aumento da PAM evocado por estresse ar em ratos obesos 

(Abreu, de Abreu et al. 2014). Embora os estudos anteriores demonstrarem que a 
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obesidade pode produzir uma resposta cardiovascular maior ao estresse emocional 

(Sedova, Berube et al. 2004, D'Angelo, Mintz et al. 2006), o nosso estudo anterior foi o 

primeiro a demonstrar que o aumento da reatividade cardiovascular ao estresse, em 

animais obesos, deriva de uma disfunção do sistema gabaérgico dentro do DMH (Abreu, 

de Abreu et al. 2014).  

1.3.3 - Hipotálamo Dorsomedial e Transtorno de Pânico  

O DMH é tido como uma região crítica na regulação e coordenação das respostas 

autonômicas associadas à excitação emocional, reação de defesa e comportamentos de 

“luta ou fuga” (Johnson & Shekhar, 2012). Esta região encefálica, quando estimulada, 

gera aumento da FC, respiratória, e outros sinais de excitação autonômica, tais como 

sentimentos de apreensão e medo (Shekhar, 1993). Esses sintomas são característicos dos 

AP em humanos, em particular, o aumento da atividade respiratória e a taquicardia, são 

similares às respostas observadas pela estimulação química do DMH de ratos (Johnson, 

Samuels et al. 2012). Estudos demonstram que o neurotransmissor inibitório GABA, 

exerce um importante papel na regulação do centro cardio-estimulatório no DMH, e o 

bloqueio desta região induz, além das alterações cardiovasculares, respostas 

comportamentais aversivas de fuga/evasão e aumento da ansiedade experimental no teste 

de “conflito” (Shekhar et al. 1990). Em contrapartida, o aumento de GABA e o adequado 

funcionamento de seus receptores GABAAR no DMH, são capazes de reduzir este tipo 

de aversão, e ainda, regular o comportamento do tipo ansiedade (resposta complexa 

expressa pela apreensão psicológica e excitação fisiológica) no teste do Labirinto em Cruz 

Elevado (LCE). Estes dados sugerem que os neurônios gabaérgicos no DMH estão 

envolvidos em uma série de respostas fisiológicas e comportamentais associadas à 

ansiedade e ao estresse (Shekhar, 1993). 

Em razão desta e de outras evidências, Shekhar et al. (1996) sugeriram que a 

disfunção crônica da neurotransmissão GABAérgica do DMH é responsável pelo 

transtorno do pânico, uma vez que simula parte de seus aspectos comportamentais, 

cardiovasculares e respiratórios observadas durante o AP (Shekhar, Keim et al. 1996). 

Estes autores utilizaram bombas osmóticas para induzir uma disfunção GABAérgica do 

DMH mediante a microinfusão crônica de alilglicina, um inibidor da síntese do GABA 

(Shekhar, Keim et al. 1996, Johnson, Truitt et al. 2010). Os ratos assim tratados 

apresentaram respostas (i.e: taquicardia, hipertensão e ansiedade) semelhantes a AP 
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quando foram tratados, por via endovenosa, com uma solução de lactato de sódio (0,5 M; 

10 ml/kg) similar àquela que precipita os AP em pacientes. Adicionalmente, um estudo 

do mesmo grupo mostrou que os receptores glutamatérgicos, do tipo NMDA, são 

fundamentais na regulação das respostas associado ao pânico induzidas pela infusão de 

lactato (Johnson & Shekhar 2006). Esses autores mostraram então que essas respostas 

foram bloqueadas por microinjeções de antagonistas de receptores NMDA no DMH, e 

que o lactato aumentou seletivamente a atividade celular (indução de c-Fos) em neurônios 

que expressam o receptor NMDA, mas não o receptor AMPA. Em adição aos aumentos 

na FC e na pressão arterial média (PAM), observados após a infusão de lactato, a 

disfunção gabaérgica crônica, no DMH, eliciou efeitos ansiogênicos no teste de interação 

social, sugerindo, segundo Shekhar et al. (1996), o desenvolvimento de um transtorno 

semelhante ao pânico nestes ratos.  

A despeito dos estudos acima, sugerindo o envolvimento do DMH no transtorno 

do pânico, vários autores propõem que estes ataques também dependam da ativação de 

neurônios de outras regiões encefálicas, como a amígdala, a substância cinzenta 

periaquedutal (PAG) e núcleo basal da estria terminal (BNST) (Schenberg, Bittencourt et 

al. 2001, Johnson, Lowry et al. 2008). 
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2 - Justificativa 

2.1 - A obesidade e sua possível vulnerabilidade às respostas do tipo pânico 

Já está bem descrito na literatura que o bloqueio da inibição mediada pelo 

receptor GABAA no DMH de ratos provoca aumento da FC, PA, respiração (RR), 

motilidade intestinal, e os padrões de fluxo sanguíneo periférico semelhante a uma reação 

de defesa. Além dos súbitos aumentos nos parâmetros fisiológicos, tal bloqueio provoca 

efeitos comportamentais como aumento da locomoção, acentuadas respostas ao medo, e 

um aumento da ansiedade experimental medido em três diferentes paradigmas 

comportamentais. Assim podemos afirmar que uma atividade diminuída de receptores 

GABA no DMH induz respostas fisiológicas e comportamentais semelhantes aos AP em 

humanos. Adicionalmente, a resposta de pânico semelhante ao bloqueio do receptor 

GABAA no DMH pode ser bloqueada por fármacos antipânico clinicamente eficazes.  

Como já foi dito anteriormente, uma característica interessante de pacientes com 

TP é que AP podem ser obtidos, de forma confiável, através de infusões intravenosas de 

agentes indutores ou a exposição a CO2 (modelos de vulnerabilidade ao pânico). Além 

disso, sabe-se que a disfunção crônica de GABA (injeções de alilglicina) no DMH não só 

é um modelo animal de transtorno do pânico, mas também demonstra que um defeito 

centro específico pode induzir sensibilidade tanto à infusão periférica de NaLac. Uma 

falha central associada à síndrome de transtorno do pânico, como por exemplo, a 

deficiência na função de GABA no DMH leva a suscetibilidade à excitação fisiológica 

por infusões de lactato semelhantes aos pacientes com TP (Shekhar et al, 1995). Por sua 

vez, a breve inspiração de um estímulo de falta de ar (por exemplo: ar contendo 20% as 

concentrações de CO2) induz um espectro completo dos sintomas associados com AP 

(como: medo de morrer, e robustas respostas cardiorrespiratórias (Forsyth et al., 2000). 

Em contraste, as concentrações mais baixas de CO2 (5-7%), provocam AP, na maioria 

dos doentes com distúrbio do pânico, mas não nos controles saudáveis (Gorman, 

Askanazi et al. 1984). A inalação das concentrações de 20% de CO2 induzem alterações 

comportamentais e fisiológicas associadas ao pânico em ratos saudáveis e de 7,5% de 

CO2, em um modelo de pânico com reduções crônicas na inibição GABA no hipotálamo 

perifornical/núcleo hipotalâmico dorsomedial (PeF/DMN). Essa região é responsável por 

produz aumento das respostas de ansiedade e congelamento em situações de medo, assim 

como uma vulnerabilidade a gerar aumentos agudos do tipo pânico na cardioexcitação, 
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atividade respiratória e "fuga", comportamentos esses, associados após estímulos 

interoceptivos subliminares que não provocam respostas de pânico em ratos controles 

(Johnson, Fitz et al. 2011, Johnson and Shekhar 2012). 

Sabemos também que a obesidade, especialmente a do tipo visceral, está 

associada a várias doenças, tanto cardiovascular quanto psicológicas e, em um estudo 

recente do nosso laboratório, mostramos que a obesidade potencializa a resposta 

cardiovascular produzida pelo estresse de jato de ar em ratos. Nesses animais ocorreram 

aumentos exagerados, tanto de FC [controle: 53 ± 8 bpm e obeso: 94 ± 10 bpm, quanto 

na PAM [controle: 12 ± 1 mmHg e obeso: 18 ± 2 mmHg] durante à exposição a um 

modelo de estresse emocional (Figura 2).  

 

Figura 2: Alterações na frequência cardíaca (FC) e na pressão arterial média (PAM) evocadas pelo estresse 
de jato de ar em ratos controle e obesos após a microinjeção de veículo-salina (100nl) e muscimol 
(100pmol/100nl) no DMH em dias consecutivos. (A) Pico máximo de aumento de FC e PAM e (B) Delta 
dos 3 minutos finais de estresse em relação aos 5 minutos pré-estresse. * Comparação estatística entre os 
grupos em relação à dieta, feito por ANOVA duas vias, com pós-teste de Bonferroni (p<0,05). Comparação 
estatística do tratamento intra-grupo controle ou obeso feito com teste t de Student pareado (p<0,05). 

 

A resposta cardiovascular exagerada ao estresse em animais obesos tem sido 

atribuída a alterações funcionais nos neurônios do DMH, sendo que esse núcleo 
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encefálico é considerado um local integrador essencial para a resposta nessas situações. 

Portanto, se os neurônios do DMH são, na verdade, mais excitáveis em animais obesos, 

esta parece ser a causa do aumento da reatividade cardiovascular ao estresse emocional 

observada nesses animais. 

Este estudo também mostrou que a injeção de um agonista do receptor GABAA 

(muscimol) no DMH de ratos obesos reduziu de maneira menos expressiva a taquicardia 

e o aumento na PA, observadas durante o estresse emocional (Figura 2). Esta resposta 

aumentada é provavelmente devida a uma redução da inibição mediada por GABA no 

DMH, uma vez que a ativação de receptores GABAA foi menos eficaz na redução do 

aumento da PAM evocada pelo estresse de ar em ratos obesos (Abreu, de Abreu et al. 

2014). Por outro lado, a desinibição química dos receptores no DMH, realizado por meio 

de microinjeção unilateral do antagonista GABAA, bicuculine methiodide (BMI), foi 

eficiente em aumentar a PAM e a FC, no entanto, este aumento foi exacerbado e de curta 

duração em animais obesos. Neste sentido, observou-se que os animais com obesidade 

induzida por DH apresentaram um maior aumento da resposta taquicárdica à BMI, ou 

seja, estes animais desenvolveram uma maior sensibilidade a resposta excitatória 

glutamatérgica durante o estresse emocional, sendo este um possível efeito do 

comprometimento gerado pela obesidade na regulação GABAérgica do DMH nestes 

animais (Abreu, de Abreu et al. 2014). 

Uma vez que há evidência clínica de que a obesidade está associada a um risco 

aumentado a ansiedade e a atividade cardiovascular anormal (Goldstein, Horwitz et al. 

1983, Davies, Ghahramani et al. 1999), que pacientes com TP têm déficits na atividade 

central de GABA (Goddard, Mason et al. 2001) e  que a restauração farmacológica 

dessa atividade impede AP (Johnson & Shekhar 2012), que a disfunção GABAA na região 

do DMH facilita o aparecimento de sinais que se assemelham ao transtorno do pânico, 

em modelos onde a infusão de lactato de sódio 0,5M ou a exposição a 7.5% de CO2 

mimetiza esse distúrbio, em indivíduos propensos a AP, e que ratos com uma dieta rica 

em gordura (DH) demonstram ter reduzida a inibição GABA no DMH (Abreu, de Abreu 

et al. 2014), hipotetizamos que ratos obesos serão mais suscetíveis à resposta do tipo 

pânico. Assim nesse projeto, avaliamos a vulnerabilidade às respostas do tipo pânico em 

ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica.  
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3 - Objetivos 

 

3.1 - Objetivo geral  

Avaliar a vulnerabilidade às respostas do tipo pânico em ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica. 

 

3.2 - Objetivos específicos 

 
• Avaliar o efeito da ativação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e do 

tipo não NMDA, através da microinjeção dos agonistas glutamatérgicos NMDA 

e AMPA no DMH de ratos obesos; 

 

• Avaliar os efeitos da infusão intravenosa de lactato de sódio 0,5M sobre as 

respostas comportamentais e fisiológicas de ratos obesos; 

 

• Avaliar os efeitos da exposição a 7,5% de CO2 sobre as respostas 

comportamentais e fisiológicas de ratos obesos; 

 

• Avaliar a atividade neuronal, por meio da expressão da proteína c-Fos, gerada pela 

exposição a 7,5% de CO2, em regiões encefálicas, tais como hipotálamo 

perifornical, núcleo dorsomedial do hipotálamo e área hipotalâmica dorsal, em 

ratos obesos, pela técnica de imunohistoquímica; 

 

• Avaliar se a obesidade, por si só, é capaz de propiciar alterações de 

comportamento fazendo dos ratos obesos propensos às respostas de ansiedade, 

através do teste de LTE. 
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4 - Materiais e Métodos 

4.1 - Experimentos realizados no Laboratório de Fisiologia Cardiovascular, UFOP  

4.1.1 - Modelo Animal 

Para todos os esses experimentos, foram utilizados ratos Wistar com peso de 

100±10g, provenientes do Centro de Ciência Animal (CCA) da Universidade Federal de 

Ouro Preto. Os mesmos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos nutricionais: 

um grupo controle individual (CI) que foi alimentado com ração comercial Socil® e 

alojado sozinho em gaiola individual, um grupo controle coletivo (CC) que foi alimentado 

com ração comercial Socil® 3,0kcal/g e alojado em gaiola coletiva (máximo de 4 

animais), um grupo dieta hiperlipídica individual (HI) que foi alimentado com dieta 

hiperlipídica 4,8kcal/g com ingredientes em similaridade à Research Diets, Inc. fórmula 

D12451 ( ver tabela 1 ) e alojado sozinho em gaiola individual e um grupo dieta 

hiperlipídica coletivo (HC) que foi alimentado com dieta hiperlipídica com ingredientes 

em similaridade à Research Diets, Inc. fórmula D12451, e que foi alojado em gaiola 

coletiva (máximo de 4 animais). Todos os grupos foram mantidos na sala de 

Experimentação I do CCA-UFOP por um período de 9 semanas seguindo seus respectivos 

protocolos nutricionais. Após esse período, foram submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos descritos a seguir. Em ambos os locais, os animais foram mantidos sob 

temperatura controlada (23 ± 1°C), com ciclo claro-escuro de 12 (doze) horas e acesso ad 

libitum à água e a comida.  

Todos os procedimentos foram realizados com a devida aprovação do Comitê de 

Ética no uso de Animais da Universidade Federal de Ouro Preto – UFOP nº 2010\06 e 

2014/02, de acordo com as diretrizes da Lei 11.794 (Lei Arouca) e com os regulamentos 

determinados pelo Guia de Uso e Cuidado de Animais de Laboratório do National 

Research Council, EUA. 
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               Tabela 1: Composição química da dieta hiperlipídica com 45% Kcal/g. 
 

Ingredientes g/kg kcal/g 
Colina 2,5 0 

Mix de Vitamina (AIN 93)1 10,0 0 
Mix de Mineral (AIN 93)2 35,0 0 

Celulose 50,0 0 
Maltodextrina 115,0 460,0 

Amido 127,5 510,0 
Sacarose 200,0 800,0 
Caseína 220,0 880,0 
Banha 200,0 1800,0 

Óleo de Soja 40,0 360,0 
TOTAL 1000,0 4810,0 

1Mistura de minerais (g/Kg de mistura): NaCl – 139,3 / KI – 0,79 / MgSO4.7H2O – 57,3 / CaCO3 – 381,4 
/ MnSO4.H2O – 4,01 / FeSO4.7H2O – 27,0 / ZnSO4.7H2O - 0,548 / CuSO4.5H2O – 0,477 / CoCl2.6H2O – 
0.023 / KH2PO4 – 389,0. 
 2Mistura de vitaminas (g/Kg de mistura): Acetato de retinol – 0,6 / Colecalciferol – 0,005/ Ácido p-
aminobenzóico – 10,00 / I-Inositol – 10,00 / Niacina – 4,00 / Pantotenato de cálcio – 4,00 / Riboflavina – 
0,80/ Tiamina HCl – 0,50 / Piridoxina HCl – 0,50 / Ácido fólico – 0,20 / Biotina – 0,04 / Vitamina B12 – 
0,003 / Sacarose – q.s.p. 1000. / Colina – 200,0 / α-Tocoferol – 6,7. 
 

4.1.2 - Delineamento Experimental  

 

4.1.2.1 - Desenvolvimento de obesidade induzida por dieta hiperlipídica 

A utilização de ratos como modelo biológico em estudos de obesidade apresenta 

bons resultados, que geralmente se assimilam àqueles encontrados no metabolismo de 

humanos obesos. A dieta hiperlipídica, com 45% das calorias provenientes de lipídios, 

representa um dos modelos mais utilizados para a indução de obesidade por dietas 

(Roberts, Barnard et al., 2006; Smith, Brands et al., 2006; Nagae, Fujita et al., 2009). 

 Os tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal, inguinal, e o adiposo 

marrom interescapular foram pesados para a determinação do índice de adiposidade. 

A obesidade foi determinada utilizando-se o índice de adiposidade (IA). O IA é 

calculado através da relação: MG x 100/peso corporal final (PCf). Diversos autores 

utilizam este índice para avaliar a quantidade de gordura corporal em roedores (Levin, 

Richard et al., 2000; Carroll, Zenebe et al., 2006). Este método é facilmente realizado e 

permite analisar os depósitos de gordura corporal de maneira consistente. Além disso, 

utilizamos o índice de Lee (Lee, 1929) para avaliar o grau de obesidade dividindo-se a 

raiz cúbica do PCf em gramas pelo comprimento naso-anal (CNA) em milímetros, mesmo 

que esse parâmetro não seja muito confiável para essa determinação. 
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Faz necessário ressaltar que, todos os animais utilizados para testar essa hipótese 

passaram por procedimentos cirúrgicos. Com o intuito de testar essa hipótese foram 

aproveitados todos os animais utilizados nos próximos experimentos. 

Conforme a figura abaixo, é possível observar o delineamento experimental ao 

qual alguns dos grupos experimentais (4.1.2.2, 4.1.2.3 e 4.1.2.4), foram submetidos.  

 

 

Figura 3: Delineamento experimental das microinjeções. Protocolo nutricional, procedimentos cirúrgicos e 
protocolo experimental. 

 

Além disso, em todas as séries experimentais a seguir, as microinjeções foram 

realizadas por ordem randômica e os animais também foram utilizados como controle 

deles mesmos, permitindo assim um menor uso de animais.  

4.1.2.2 - Avaliação da reatividade cardiovascular produzida pela ativação química 

dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do DMH de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica 

Experimentalmente, examinamos o efeito da microinjeção de NMDA 

(10pmol/100nL) no DMH, nas respostas cardiovasculares de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica, (Grupo 1 e 2, n=8 e n=5). Para tanto, após o término do 

protocolo nutricional (9 semanas), os ratos foram submetidos à estereotaxia (ver 4.1.5.1), 

para o implante de cânulas-guia no DMH (DMH). Após 7 dias de recuperação, foram 

submetidos à canulação da artéria femoral (ver 4.1.5.3) para posterior detecção dos 

parâmetros cardiovasculares. Dois dias após a canulação, foram feitas microinjeções 

unilaterais de N-metil D-Aspartato - NMDA (agonista dos receptores glutamatérgicos do 

tipo NMDA) ou veículo (PBS) no DMH via cânula-guia nos animais dos grupos coletivos 

controle e obeso. Os parâmetros mensurados durante todo o procedimento experimental 

foram FC e PAM (ver 4.1.6). Esses animais, também, foram utilizados como controles 
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deles mesmos. Para essa hipótese foram utilizados 13 animais, sendo 8 animais CC e 5 

animais HC. 

 

4.1.2.3 - Avaliação da reatividade cardiovascular produzida pela ativação química 

dos receptores glutamatérgicos do tipo não NMDA do DMH de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica. 

Examinamos o efeito da microinjeção de AMPA (3pmol/100nL) no DMH, nas 

respostas cardiovasculares de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica, 

(Grupo 3 e 4, n=8 e n=5). Para tanto, após o término do protocolo nutricional (9 

semanas), os ratos foram submetidos à estereotaxia (ver 4.1.5.1), para o implante de 

cânulas-guia no DMH. Após 7 dias de recuperação, foram submetidos a canulação da 

artéria femoral (ver 4.1.5.3) para posterior para detecção dos parâmetros 

cardiovasculares. Dois dias após a canulação, foram feitas microinjeções unilaterais de 

Ácido alfa-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propiônico - AMPA (agonista dos 

receptores glutamatérgicos do tipo não-NMDA) ou veículo (PBS) no DMH via cânula-

guia nos animais dos grupos coletivos controle e obeso. Os parâmetros mensurados 

durante todo o procedimento experimental foram FC e PAM (ver 4.1.6). Esses animais, 

também, foram utilizados como controles deles mesmos. Para essa hipótese foram 

utilizados 13 animais, sendo 8 animais CC e 5 animais HC. 

 

4.1.2.4 - Avaliação da vulnerabilidade de ratos com obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica às respostas do tipo pânico produzidas pela infusão intravenosa de 

lactato de sódio 

Nestes experimentos observamos o efeito da obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica sobre as respostas cardiovasculares seguidas pela infusão intravenosa de 

lactato de sódio (Grupo 5 e 6 - coletivos n=5 e n=4; 7 e 8 – individuais n=6 e n=5). Para 

isso, após o período de 9 semanas de protocolo nutricional, os animais foram submetidos 

a canulação da artéria e veia femoral (ver 4.1.5.2) e 48hs depois receberam infusões de 

0,9% de solução salina e 0,5 M de lactato de sódio (10 ml/kg ao longo de 15 minutos, 

semelhante a infusões de lactato clínicos) (Liebowitz et al, 1986; Shekhar et al, 1996), 

em ordem aleatória, com, pelo menos, 70 min de tempo de recuperação entre as infusões. 
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Os parâmetros mensurados durante todo o procedimento experimental foram FC e PAM 

(ver 4.1.6), as infusões foram realizadas com o auxílio de uma bomba de infusão 

(Insight®) e as respostas para lactato (FC e PAM) foram as diferenças entre as alterações 

induzidas pelas infusões de lactato em comparação com a salina (veículo). Para essa 

hipótese foram utilizados 20 animais, 5 ratos CC, 4 ratos HC, 6 ratos CI e 5 ratos HI. 

Ao final da última infusão intravenosa os animais em experimentação, foram 

anestesiados (super dosagem de cetamina/xilasina), e em seguida, eutanasiados por 

perfusão transcardíaca para posterior remoção dos cérebros. Esses foram removidos e 

congelados (isopentano a -80°C). 

 
 

 

 

Figura 4: Delineamento experimental - infusão de lactato. Em A, a escala temporal para o protocolo 
nutricional, procedimentos cirúrgicos e protocolo experimental. Em B, a escala temporal dentro do 
protocolo experimental para a avaliação do efeito da infusão intravenosa de lactato (0,5M) ou salina (0,9%). 
O registro do protocolo experimental foi dividido em 2 momentos. No primeiro momento tem-se o período 
basal (25min), o período infusão (15min) e o período recuperação (25min). Ao término do primeiro 
momento, espera-se 70min e, no segundo momento, tem-se novamente o período basal (25min), o período 
infusão (15min) e o período recuperação (25min). As setas vermelhas representam o momento da infusão 
intravenosa de lactato e salina, em sequencia e ordem randomizada. 
 
 

4.1.3 - Preparo de drogas/substâncias utilizadas 

Anestésico (Solução de Cetamina + Xilazina): solução preparada pela adição de 3 mL 

de Xilazina (Dopaser – Solução Injetável, Produto Importado: Laboratórios Caller AS 

Barcelona Espanha) 3% (p/v) a 10 mL de Cetamina (Cloridrato de Cetamina 10% - 
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Proprietário: Syntec do Brasil Ltda, Fabricante: Rhobifarma Industria Farmacêutica Ltda, 

Hortolândia São Paulo) 10% (p/v). Utilizada da seguinte forma: dose (Cetamina: 

80mg/kg; Xilazina: 7mg/kg) e volume (0,1mL/100g de animal; i.m.).  

 

Anestésico Inalatório: (Isofluorano 100% (Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos 

Ltda. Itapira São Paulo) utilizado para indução e manutenção de anestesia geral. Este 

anestésico foi utilizado durante a canulação da veia e artéria femoral, em uma taxa de 2 – 

2,5% associado a 2l/min de O2.  

 

Anestésico Local – Cloridrato de Lidocaína 2%: utilizada na região tricotomizada 

precedente a estereotaxia. O animal recebeu uma injeção subcutânea de 0,4mL de 

cloridrato de lidocaína 2% (Rhobifarma Indústria Farmacêutica LTDA, Hortolândia – 

São Paulo) associado à epinefrina, para provocar uma vasoconstrição local e facilitar a 

exposição do crânio do animal. 

 

Antibiótico (Pentabiótico Veterinário): (Fortecilin Pequeno Porte, Penicilinas + 

Estreptomicina – Laboratório Bio-Vet S/A) utilizado no tratamento pós-operatório dos 

animais na prevenção de infecções, na seguinte dose: 48.000UI de penicilina, 20mg de 

estreptomicina e 20mg de diidroestreptomicina/kg. Volume injetado: 0,1 mL/100g de 

animal; i.m). 

 

Antiinflamatório [Ketoflex 1% p/v (Cetoprofeno)]:  (Ketoflex 1%, Antiinflamatório à 

base de Cetoprofeno - Mundo Animal Veterinário Ltda.) utilizado no tratamento pós-

operatório dos animais, com o objetivo de reduzir inflamação e dor decorrente dos 

procedimentos cirúrgicos. Utilizado da seguinte forma: dose (4mg/Kg) e volume (0,1 

mL/100g de peso corporal do animal; s.c).  

 

Ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propiônico - AMPA (agonista dos 

receptores glutamatérgicos do tipo não-NMDA): (SIGMA-ALDRICH, USA) diluído 

em PBS até atingir a concentração utilizada neste trabalho (3pmol/100nL), separado em 

alíquotas de 10 µl e mantido congelado a -20°C. 
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Ácido D-L láctico, sal sódico: (SIGMA-ALDRICH, USA) diluído 0,5603g de lactato 

completando o volume para 10mL de salina 0,9%. 

 

N-metil D-aspartato - NMDA (agonista dos receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA): (SIGMA-ALDRICH, USA) diluído em PBS até atingir a concentração utilizada 

neste trabalho (10pmol/100nL), separado em alíquotas de 10 µl e mantido congelado a -

20°C. 

 

Paraformaldeído 0,1M a 4%: para utilização em várias etapas da imunohistoquímica 

para c-Fos, foi preparada uma solução de paraformaldeído 4%. Inicialmente aqueceu-se 

450 mL de água destilada num becker até 80ºC. Em seguida, acrescentou-se 40g de 

paraformaldeído em pó (Vetec Química Fina – SIGMA-ALDRICH Brasil), mantendo 

sob agitação e sempre aquecida. Depois, acrescentou-se 2 ou 3 gotas de NaOH 1M, 

agitando, até que ficasse transparente. Logo depois, a esta mistura foi adicionada à 500 

mL de PB 0,1M, em uma proveta de 1000mL. O volume restante foi completado com 

água destilada, filtrado e armazenado em geladeira (4°C) até o uso. 

 

PBS (Salina tamponada com fosfato; pH 7,2): esta solução foi preparada pela diluição 

de 8,18g de NaCl P.A., 1,98 g de Na2HPO4.7H2O P.A. e 0,26 g de NaH2PO4.H2O P.A. 

(Vetec Química Fina – SIGMA-ALDRICH Brasil) em água ultra-purificada (Milli – Q®) 

q.s.p. 1000,0 mL. O pH da solução foi ajustado para 7,2 com soluções de HCl e NaOH, 

conforme necessidade. A solução foi esterilizada por autoclavação 120ºC e 1,0 Kg/cm2 

durante 15 minutos, conforme protocolo em vigor no Laboratório de Fisiologia 

Cardiovascular, e utilizada como veículo em todos os experimentos de microinjeção. 

 

PBS 0,1M (pH=7,4): para utilização em várias etapas da imunohistoquímica para c-Fos, 

foi preparada esta solução. Inicialmente aqueceu-se 500 mL de água destilada em um 

becker. Em seguida, acrescentou-se 2,62g de NaH2PO4H2O (Vetec Química Fina – 

SIGMA-ALDRICH Brasil), mantendo sob agitação. Depois de estar totalmente 

dissolvido o primeiro sal, acrescentou-se 11,5g de Na2HPO4 anidro (Vetec Química Fina 

– SIGMA-ALDRICH Brasil), sempre mantendo a agitação e o aquecimento. Depois de 

estar totalmente dissolvido o segundo sal, acrescentou-se 2,92g de NaCl (SIGMA-

ALDRICH, USA). Após a dissolução total dos sais, completou o volume final (1000mL). 

Mediu-se o pH (Sensoglass, Sensores Analíticos – PhD em pH, Modelo SC02) depois do 
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preparo, uma vez que este deve ser 7,4. A solução foi mantida em geladeira (4°C) até o 

uso. 

 

Sacarose 20%: para crioproteção dos cérebros e posterior processamento no criostato, 

foi preparada uma solução de sacarose 20%. Colocou-se 20g de sacarose em uma proveta 

de 100 mL; o volume foi completado com PB 0,1M e, em seguida, manteve-se a agitação 

da solução, até a completa dissolução da sacarose. A solução foi armazenada em geladeira 

a 4°C. 

 

Salina 0,9%: diluído 0,09g de cloreto de sódio completando o volume com 10mL de 

água Milli-Q. 

 

Salina Heparinizada: para evitar a formação de trombos na cânula inserida na artéria 

femoral, foi preparada uma solução de salina heparinizada para preenchimento da mesma. 

Para isso, foi utilizada a preparação 25mL de PBS 0,9% filtrado e 0,625mL de heparina 

pura 500UI (Parinex, Heparina sódica uso intravenoso – Hipolabor). A Heparina foi 

colocada em um balão volumétrico e completou-se o volume para 25 mL com o PBS; a 

solução foi distribuída em vidros e armazenada em geladeira.  

 

Solução de gelatina: para a pré-lavagem foi utilizada uma solução contendo ácido 

acético 1% (1mL) em álcool 70 (99mL). Já para a gelatinização foi preparada uma solução 

contendo 600mL de água destilada, 5,0 g de gelatina de pele bovina tipo B (SIGMA – 

ALDRICH, Referência do produto: G9382-500, Número de lote: 097K0108) e 0,3g de 

sulfato de cromo e potássio. Para o preparo, a água destilada foi aquecida a 60°C e agitada 

no Biomixer 78HW-1, sendo que a gelatina foi adicionada aos poucos. Após completa 

dissolução, foi adicionado o sulfato, também até sua completa homogeneização. 

Posteriormente, a mesma foi filtrada e mantida junto às lâminas para atingirem a mesma 

temperatura.  

 

4.1.4 - Confecção de cânulas-guia e cânula injetora 

As cânulas-guia (CG) foram confeccionadas utilizando-se agulha 23G 

(BDprecisionGlidePM Agulha hipodérmica, o.60x25mL – 23G x 1’’. Fabricado por 
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Becton Dickinson Industrias Cirúrgicas Ltda – Curitiba Paraná Brasil). Através da 

eletrocorrosão, as mesmas foram ajustadas até o comprimento de 15 mm para 

microinjeções realizadas no DMH. Já as cânulas injetoras foram confeccionadas a partir 

da agulha 30G (PROCARER - Agulha gengival descartável trifacetada, Importador 

Lamedid Com. e Serviços LTDA, Barueri São Paulo 30G curta). Também, através da 

eletrocorrosão, as mesmas foram ajustadas a 16 mm para o DMH. Com isso, no momento 

da microinjeção, a extremidade da injetora permanecia 1mm abaixo da extremidade da 

CG, de acordo com as coordenadas utilizadas para ambos locais. 

 

4.1.5 - Procedimentos Cirúrgicos 

4.1.5.1 - Implante de cânulas-guia  

Com o auxílio de um aparelho estereotáxico (Stoelting Co. Illinois, EUA), 

implantamos a CG de 15 mm em direção ao DMH como previamente descrito (da Silva 

et al. 2003; da Silva et al. 2006; de Menezes et al. 2006; de Menezes et al. 2008, Abreu 

et al. 2013), quando necessário. Para isso, os animais foram anestesiados com solução 

anestésica de Cetamina e Xilazina (i.m.) e, em seguida, a região entre os pavilhões 

auditivos e os olhos foi tricotomizada. Os animais foram acomodados e fixados no 

estereotáxico com a barra dental a 3,3mm abaixo da linha interaural. A região 

tricotomizada foi submetida à assepsia com PVPI degermante e, após foi realizada injeção 

subcutânea de cloridrato de lidocaína 2%, associado à epinefrina, para provocar uma 

vasoconstrição local. Feito isso, a região superior do crânio foi exposta a partir de uma 

incisão mediana; dois orifícios foram feitos para a fixação de parafusos de aço inoxidável 

no crânio dos animais para ancoragem da CG.  

A torre do estereotáxico foi angulada em zero e cânulas-guia foram posicionadas 

usando o bregma como referência, de acordo com as coordenadas esteriotáxicas segundo 

o atlas de Paxinos e Watson (Paxinos & Watson, 2007). Para o DMH as coordenadas 

utilizadas foram: -3,3mm ântero-posterior; 0,6mm lateral; -7,6 mm ventral. Em 

sequência, foram realizados os orifícios para o implante das CG. Para os experimentos de 

ativação química foi realizado um orifício unilateral no DMH, enquanto que nos 

experimentos de inibição química foram realizados dois orifícios bilaterais no DMH. 

Introduzimos a CG e fechamos a abertura cirúrgica com resina odontológica (acrílico 

dental polimerizável). Com o intuito de evitar a obstrução da CG, introduzimos um 
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oclusor de aço inoxidável com 1mm a mais do comprimento da CG (16mm). Feito isso, 

os animais foram submetidos aos cuidados pós-operatórios, descritos adiante, e passaram 

por um período de recuperação de 7 dias.  

 

4.1.5.2 - Canulação da veia e artéria femoral  

Passado o período de 9 semanas de protocolo nutricional, os animais foram 

anestesiados, utilizando-se de anestésico inalatório (Isofluorano 2 – 2,5% - 2l/min de O2) 

para a realização do implante do cateter na veia e artéria femoral. Realizamos a tricotomia 

da região inguinal e do dorso, seguida de assepsia destes locais com PVPI degermante. O 

trígono femoral foi exposto de acordo com a figura 4, através de uma pequena incisão na 

região inguinal, e os vasos femorais foram identificados e separados do nervo femoral. 

Um cateter de polietileno (PE-10 Clay Adams, Parsipanny, NJ, EUA), de 

aproximadamente quatro centímetros (soldado por aquecimento a um tubo de PE-50 de 

13 a 14 cm aproximadamente), foi introduzido na veia femoral e outro, na artéria femoral, 

até alcançar a aorta abdominal. A fim de garantir a não oclusão do cateter (formação de 

trombo), ambos foram preenchidos com solução de salina heparinizada (125 UI/mL). 

Após a introdução dos cateteres, estes foram transpassados pelo tecido subcutâneo do 

animal, com o auxílio de um pequeno tubo de metal (trocáter), até a sua exteriorização na 

região interescapular. Terminado o procedimento, os locais de incisão foram suturados.  

Antes do início dos procedimentos experimentais, os animais foram submetidos 

a um período de recuperação por 48hs. No momento do registro, a extremidade do cateter 

da artéria femoral foi conectada ao sistema de aquisição de dados, para obtenção dos 

sinais de PA e FC, enquanto a extremidade do cateter da veia femoral foi conectada a 

bomba de infusão, para infusão intravenosa de lactato de sódio e salina. 
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Figura 5: Esquema do implante de cateter na veia e artéria femoral. Em A, tem-se o local de dissecção do 
trígono femoral. Em B, isolamento da veia e artéria femoral, bem como, a inserção de seus respectivos 
cateteres (Fortes, 2010). 

 

4.1.5.3 - Canulação da artéria femoral  

Passado o período de recuperação de 7 dias, os animais que passaram pelo 

procedimento de esteriotaxia, foram novamente anestesiados, utilizando-se de anestésico 

inalatório (Isofluorano 2 – 2,5% - 2l/min de O2) para a realização do implante da cânula 

na artéria femoral. Todos os procedimentos cirúrgicos seguintes são semelhantes aos 

descritos no item acima (ver 4.5.2), no entanto, realizamos somente o implante do cateter 

na artéria femoral. Antes do início dos procedimentos experimentais, os animais também 

foram submetidos a um período de recuperação pós canulação de 48hs. No momento do 

registro, a extremidade do cateter foi conectada ao sistema de aquisição de dados, para 

obtenção dos sinais de PA e FC.  

 

 

Figura 6: Esquema do implante de cateter na artéria femoral. Em A, tem-se o local de dissecção do trígono 
femoral. Em B, isolamento da veia e artéria femoral, bem como, a inserção do cateter na artéria femoral. 
Adaptado de: Fortes,2010. 

 

Veia 

Artéria 

Cateter 

Veia 

Cateter 
Venoso 

Cateter 
Arterial 

Artéria 



 

34 
 

4.1.5.4 - Cuidados pós-operatórios 

Ao final de cada procedimento cirúrgico, os animais receberam injeção s.c. de 

cetoprofeno (Ketoflex®) e uma dose profilática de penicilina (Pentabiótico Veterinário) 

para prevenção de infecções e inflamações. Os ratos foram alocados em suas gaiolas 

individuais e mantidos sobre manta térmica, até a passagem completa do efeito do 

anestésico, a fim de evitar hipotermia (apenas após o procedimento de implante de 

cânulas-guia). Posteriormente, os animais foram mantidos na sala de experimentos sob 

condições de temperatura, luminosidade e níveis de ruído controlados, com dieta de 

acordo com o protocolo previamente estabelecido e água ad libitum. 

 

4.1.6 - Registro dos parâmetros cardiovasculares  

A cânula inserida na artéria femoral dos ratos foi utilizada para obtenção do 

registro dos parâmetros cardiovasculares; a mesma foi conectada a um transdutor que, 

ligado a um sistema de aquisição de dados Power Lab 4/20 (ADInstruments), possibilitou 

o registro da pressão arterial pulsátil (PAP). As oscilações de pressão captadas foram 

amplificadas e convertidas em sinais enviados a uma placa de aquisição de dados, através 

de uma placa de conversão analógico/digital. O software de leitura Chart 7 para Windows 

realizou uma coleta contínua da PAP, calculando, a partir desta, os valores de FC e PAM. 

 

4.1.7 - Procedimentos das Microinjeções 

Para a microinjeção de drogas nas regiões do DMH, ou próxima a ela, foram 

utilizadas cânulas injetoras de 16mm. Essas se apresentam 1 mm maior que a cânula guia 

e é conectada a um tubo de polietileno (Norton, 0.010) e a uma seringa Hamilton de 10 

μL, preenchida com água deionizada. O polietileno foi preenchido com a droga ou veículo 

a ser utilizado e, entre a água deionizada e a substância contida no polietileno, formou-se 

uma pequena bolha para monitorar as microinjeções na região de interesse, pois a mesma 

se desloca à medida que é realizada. A cânula injetora foi introduzida na cânula-guia e a 

droga ou PBS foram microinjetados. Após a retirada da cânula injetora, a mesma foi 

testada para verificar possíveis obstruções e garantir o sucesso da microinjeção. 
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4.1.8 - Preparação de lâminas para Histologia 

Todas as lâminas utilizadas na histologia foram pré-lavadas e gelatinizadas. Para 

isso, inicialmente as lâminas foram banhadas em uma solução contendo ácido acético 1% 

(1mL) em álcool 70 (99mL), após, lavadas em água corrente e depois foram feitos dois 

banhos em água deionizada. As lâminas permaneceram a 37°C até sua secagem completa. 

Em seguida, foi preparada uma solução contendo 600mL de água destilada, 5,0 g de 

gelatina de pele bovina tipo B (SIGMA – ALDRICH, Referência do produto: G9382-500, 

Número de lote: 097K0108) e 0,3g de sulfato de cromo e potássio. Para o preparo, a água 

destilada foi aquecida a 60°C e agitada no Biomixer 78HW-1, sendo que a gelatina foi 

adicionada aos poucos. Após completa dissolução, foi adicionado o sulfato, também até 

sua completa homogeneização. Posteriormente, a mesma foi filtrada e mantida junto às 

lâminas para atingirem a mesma temperatura. Feito isso, foram feitos 3 banhos com 

intervalo de 30 minutos para secagem. Após a gelatinização, as lâminas foram 

recolocadas em suas caixas e mantidas em geladeira a 4°C. 

 

4.1.9 - Procedimentos Histológicos 

Ao término das séries experimentais, injetamos 100 nL do corante Comassie 

blue (1µL, 2%), nos sítios de microinjeção, para subsequente confirmação histológica 

quando necessário. Anestesiamos os animais com o dobro da quantidade de solução de 

Cetamina + Xilazina, submetendo-os a uma toracotomia para a exposição do coração. 

Através de punção cardíaca, realizamos a perfusão com solução salina (0,9%), seguida de 

solução de paraformaldeído tamponado (4%). Posteriormente, retiramos e fixamos o 

cérebro em solução de formaldeído tamponado 4% por 48 horas. Após este período, os 

cérebros foram transferidos para uma solução de sacarose a 20%, permanecendo por 24 

horas. Cortes coronais na região do DMH, com a espessura de 45 µm, foram obtidos com 

o auxílio de um Criostato (Leica CM 1850, Alemanha). Os cortes foram colocados em 

lâminas de histologia previamente gelatinizadas, corados com vermelho neutro (1%) e, 

posteriormente, examinados por microscopia óptica (ver Figura 10, 13 e 14). 

 



 

36 
 

4.1.10 - Análises dos resultados 

Para a realização das análises de FC e PAM basais, calculamos as médias dos 

menores valores obtidos durante 5 minutos de cada período basal pré-estresse registrado 

de todos os animais que foram submetidos aos experimentos.   

Nos protocolos de ativação química do DMH com agonistas glutamatérgicos 

(tanto durante a microinjeção de PBS/NMDA - grupos 1 e 2 - quanto durante a 

microinjeção de PBS/AMPA - grupos 3 e 4) realizamos as análises de FC e PAM a cada 

3 minutos considerando os 6 minutos antes ao tratamento (basal) e os 15 minutos 

seguintes pós-tratamento. Foram utilizados os 3 primeiros minutos de estresse como pico 

e os 3 minutos de recuperação (após terem se passado 6 minutos do tratamento) para os 

cálculos dos deltas. Vale ressaltar que as microinjeções dos agonistas glutamatérgicos, 

bem como do seu respectivo veículo ocorrem em dias consecutivos e de maneira 

randômica. 

Já nos protocolos de avaliação da vulnerabilidade de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica às respostas do tipo pânico produzidas pela infusão 

intravenosa de lactato de sódio (grupos 5, 6, 7 e 8) realizamos as análises de FC e PAM 

a cada 1 minuto considerando1 minuto antes (basal), 15 minutos durante e os 20 minutos 

seguintes ao tratamento. Foi utilizado o minuto mais alto dos 5 primeiros minutos de 

infusão de lactato como pico e o minuto final de recuperação (último minuto de registro) 

para os cálculos dos deltas. A partir desses dados, as respostas para lactato (FC e PAM 

máximas ou finais) relatadas são as diferenças entre as alterações induzidas pelas infusões 

de lactato e salina. 

 

4.1.11 - Análises Estatísticas  

Utilizamos o programa GraphPad Prism 5.00 (Graphpad Inc.) para as análises 

estatísticas. Utilizamos o teste t de Student - não pareado para análise das variáveis 

independentes, o teste t de Student – pareado para análise das variáveis dependentes, a 

análise de variância ANOVA duas vias para análise de mais de dois grupos sob influência 

de um (dieta) ou dois fatores (dieta e droga), respectivamente. Para ANOVA duas vias, 

utilizamos o pós-teste de Fisher LSD para comparações entre os grupos PBS e 

NMDA/AMPA em relação à dieta e para comparações entre os outros grupos PBS e 

NMDA/AMPA, bem como, salina e NaLac 0,5M. Estabelecemos o nível de significância 
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de 5% (p < 0,05). Os resultados foram expressos em Média ± EPM da Média (Média ± 

EPM).  

 

4.2 - Experimentos realizados na Escola de Medicina da Universidade de Indiana  

4.2.1 - Modelo Animal 

Ratos Wistar (100±10g, provenientes da Harlan Laboratories) foram alojados 

individualmente e após dois dias de seu recebimento foram divididos em dois grupos 

experimentais: dieta controle (DC) que foi alimentado com ração comercial (3,0kcal/g; 

#7001) e DH que foi alimentado com dieta hiperlipídica 45% de calorias provenientes de 

lipídio (4.6kcal/g; TD.06415) ambas da Harlan Laboratories, Madison, WI. Os animais 

foram alimentados por suas respectivas dietas por um período de 9 semanas antes das 

manipulações experimentas sobre condições ambientais padrões (22 ºC; ciclo 

claro/escuro de 12/12h; luzes acesas as 7:00 da manhã). Os ratos foram pesados e sua 

ingestão alimentar e energética foram monitoradas toda semana. Água e alimento foram 

providos ad libitum. Os procedimentos de cuidado animal foram conduzidos de acordo 

com o NIH Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals, 8th Edition I o guia 

IUPUI Institutional Animal Care and Use Committee, protocolo aprovado sob o número 

10518. 

4.2.2 - Composição Corporal 

4.2.2.1 - Echo MRI 

A composição corporal total foi determinada, com os ratos acordados, usando 

tecnologia de ressonância magnética nuclear com o equipamento EchoMRI700™ (Echo 

Medical Systems, Houston, TX, USA) (Figura 7) após 8 semanas de protocolo dietético 

(como após 9 semanas os animais passariam por experimentos comportamentais, 

julgamos que seria melhor fazer essa análise uma semana antes do término do protocolo 

dietético evitando assim interferências referentes a contensão dos animais). Scans foram 

realizados colocando os animais em um cilindro de plástico de parede fina (3 mm de 

espessura, 6,8 ou 8,2 cm de diâmetro interno, com base no peso corporal), com uma 

inserção plástica cilíndrica adicionada para limitar o movimento. Dentro do tubo, os 

animais foram submetidos brevemente a um campo eletromagnético de baixa intensidade 
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(0,05 Tesla) para medir, massa de gordura, massa magra, água livre e água corporal total. 

Os dados foram analisados pelo software do fabricante e são expressos como uma 

porcentagem do peso corporal do animal (Nixon, Zhang et al. 2010).  

 

 

Figura 7: Aparelho EchoMRI700™ para scans de corpo inteiro e avaliação da porcentagem de gordura, 
massa magra, água livre e água total de roedores. 

 

4.2.2.2 - Índice de Adiposidade 

Para avaliar de maneira mais específica a quantidade de gordura visceral dos 

ratos alimentados com DH, já que o Echo MRI nos permite quantificar apenas a gordura 

corporal total, tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e inguinal foram 

isolados e pesados, após os animais serem eutanasiados. O índice de adiposidade foi 

calculado dividindo a soma do peso da gordura visceral (epididimal, retroperitoneal e 

inguinal) pelo peso do rato e multiplicando o resultado por 100, assim a adiposidade foi 

expressa em porcentagem (Taylor & Phillips 1996, Abreu, de Abreu et al. 2014). 
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4.2.3 - Delineamento Experimental 

4.2.3.1 - Labirinto em T-Elevado (LTE) 

O modelo comportamental utilizado neste trabalho para investigar alterações na 

esquiva inibitória e fuga de ratos foi o LTE (Labirinto em T-elevado; previamente 

padronizado por Graeff, 1994). O LCE é um aparato constituído por dois braços fechados 

com laterais altas perpendiculares a dois braços aberto, não circundados por paredes, todo 

o aparato encontra-se elevado 50cm em relação ao chão. O LTE foi obtido por meio da 

exclusão e/ou selagem de uma das entradas aos braços fechado do LCE, resultando assim 

em um aparato composto por três braços de iguais dimensões (50 cm de comprimento x 

12 cm de largura).  

Assim como descrito no LCE, no LTE o braço fechado é circundado por uma 

parede de 40 cm de altura e encontra-se perpendicular a dois braços abertos, que possuem 

apenas uma moldura acrílica de 1 cm de altura em sua borda (importante recurso que evita 

quedas dos animais durante as exposições), e todo o aparato encontra-se elevado 50cm 

do chão (Figura 4B). Este modelo foi desenvolvido para acessar dois diferentes tipos de 

comportamentos, esquiva e fuga, que vem sendo relacionados à ansiedade e ao pânico 

respectivamente. O teste foi descrito da seguinte maneira: quando o animal é colocado na 

extremidade distal do braço fechado, em relação ao eixo central, ele perde alcance e 

capacidade visual de ver além das paredes que o circundam, ou seja, o animal não é capaz 

de ver os braços abertos, a menos que se direcione até a plataforma central e explore o 

aparato além destas paredes. Em contrapartida, quando o animal é exposto ao braço 

aberto, ele tem ampla visibilidade (Graeff et al. 1998).  

Diversos estudos demonstraram que o rato possui uma aversão inata a locais sem 

proteção e abertos, e neste sentido os braços abertos do LTE simulam um ambiente 

aversivo que remete a este contexto, tornando os braços abertos do LTE um local 

extremamente desagradável. Quando o animal é repetidamente colocado no braço 

fechado ele é capaz de aprender um tipo de comportamento de aversão a exploração e/ou 

saída do braço fechado, descrito como um comportamento de esquiva inibitória. Com este 

aprendizado o tempo gasto pelo animal (latência) ao longo das tentativas tende a 

aumentar, ou seja, a exploração (saída do braço fechado) no aparato diminui ou cessa por 

completo. Por outro lado, quando o animal é colocado na extremidade distal de um dos 

braços abertos, a tendência é que ele se desloque rapidamente para dentro do braço 
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fechado, local que lhe garante uma sensação de segurança. Os animais não apresentam 

no comportamento de fuga um perfil tão característico e direto com a capacidade de 

aprendizado, como ocorre na esquiva inibitória, possivelmente por este tipo de 

comportamento (fuga) relacionar-se fortemente a uma aversão intrínseca (ou inata) de 

determinadas espécies de animais (Graeff et al. 1998; Zangrossi, Jr. & Graeff, 1997; 

Zangrossi, Jr. & Graeff, 2014).  

Depois de decorridos 9 semanas de protocolo dietético, nos 1º e 2º dias, os ratos 

foram gentilmente manuseados (handling) por 5 min/dia. No terceiro dia, os animais 

foram expostos a um dos braços abertos do LTE durante 30 minutos e no 4° dia seguiram 

para o teste padrão no LTE que foi realizado a partir de três exposições (tentativas) 

consecutivas ao braço fechado chamadas de linha de base, esquiva inibitória 1 e esquiva 

inibitória 2, seguida por três exposições (tentativas) chamadas de fuga 1, 2 e 3 ao braço 

aberto do aparato. Inicialmente o animal foi colocado na extremidade distal do braço 

fechado, e a latência em cada tentativa para explorar o LTE, e ultrapassar o limite 

proximal da plataforma central com as quatro patas foram cronometradas. As tentativas 

foram separadas por meio de curtos intervalos de 30 segundos, e cada uma delas possuiu 

como tempo limite 300 segundos. Em situações em que o animal permaneceu no mesmo 

braço durante uma tentativa (300 segundos), a exposição foi interrompida e o animal foi 

gentilmente retirado do aparato e recolocado em sua caixa para o intervalo de 30 

segundos.  

Para acessar o comportamento do tipo pânico, que também pode ser avaliado no 

LTE, após 30s da realização das três tentativas da esquiva inibitória, o mesmo animal 

realizou também três tentativas de fuga, para tal o mesmo foi exposto à extremidade distal 

de um dos braços abertos, usualmente no mesmo braço ao qual este animal foi 

previamente exposto há 24 horas. Da mesma forma como realizado na esquiva inibitória, 

a latência gasta pelo animal para fugir do braço aberto ultrapassando a extremidade 

proximal da plataforma central com as quatro patas foi cronometrada, e o limite máximo 

de latência para cada tentativa também foi de 300s. Estudos demonstraram que a 

exposição prévia (24 horas antes da realização padrão do teste no LTE) dos animais ao 

braço aberto, por 30 minutos, é capaz de incitar e potencializar a reação ao 

comportamento de fuga, por reduzir o comportamento exploratório relacionado à 

novidade, sendo um importante fato na exequibilidade do teste por promover uma 

diminuição na latência durante o comportamento de fuga dos animais. Após cada rotina 

de testes comportamentais, os equipamentos foram higienizados com etanol a 20%. 
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4.2.3.2 - Teste de Atividade Locomotora 

Para estimar a atividade locomotora dos animais, o teste padrão mais utilizado é 

o Campo Aberto (CA), que é caracterizado por meio do número de vezes que o animal 

cruza os segmentos (linhas) da arena. Este teste é realizado em um tempo máximo de 

300s, e distância percorrida pelos animais é a base para determinar sua atividade 

locomotora (durante a análise pelo Software ANY-maze, Stoelting). Este teste permite 

que se faça um comparativo entre a relação à distância percorrida pelos animais em 

relação à interferência (efeitos) promovida pelo protocolo dietético, por exemplo, nos 

reflexos de locomoção. O teste no CA foi realizado logo após a realização do LTE, e foi 

possibilitado ao animal que este explorasse a arena livremente por 300s (Zangrossi & 

Graeff 1997, Sergio, Spiacci et al. 2014). 

4.2.3.3 - Telemetria 

Antes e durante a cirurgia, os ratos foram anestesiados com isoflurano (Research 

Machine MGX; Vetamic). O cateter do transdutor foi implantado na artéria femoral ligada 

a uma sonda de telemetria que continha um transdutor de pressão [Cat. no. HD-S11 Data 

Sciences International], sendo o sensor fixado ao músculo abdominal. Ao final do 

procedimento cirúrgico, os animais receberam injeção s.c. de Buprenorfina (0,1mg/Kg) 

para efeitos analgésicos. Os ratos foram alocados em suas gaiolas individuais e mantidos 

sobre manta térmica, até a passagem completa do efeito do anestésico, a fim de evitar 

hipotermia. Depois deste procedimento, o rato foi submetido à recuperação por 2 

semanas, quando o traçado telemétrico indicava restabelecimento da oscilação da PA nas 

24 horas. Os animais foram mantidos no biotério sob condições de temperatura, 

luminosidade e níveis de ruído controlados, com dieta de acordo com o protocolo 

previamente estabelecido e água ad libitum. 

O experimento foi realizado com animal acordado e com livre movimentação na 

gaiola. Para estudo da variabilidade nas 24 horas, o sistema foi programado para 

monitorar continuamente a PAM e FC, bem como, temperatura central do corpo (TCC) e 

da atividade geral locomotor, PAS e pressão arterial diastólica (PAD) registrando os 

valores a cada intervalo de 1 minutos. Já para o experimento de exposição a 7.5% de CO2 

o sistema foi programado para monitorar os mesmos parâmetros, porém registrando os 

valores a cada intervalo de 10 segundos. 
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4.2.3.4 - Descrição das infusões hipercárbica e de gás atmosférico  

Nós, previamente, usamos sensores de CO2 (ProCO2) e O2 (ProO2) em caixas de 

acrílico de fluxo fechado (30,5cm de largura x 30,5cm de altura x 61cm comprimento), 

onde verificou-se que as concentrações de O2 e CO2 permanecem normais com a infusão 

de ar atmosférico, e que apenas as concentrações de CO2 aumentaram rapidamente a partir 

de <1% para 7,5 % no ponto de tempo de 5 min para desafio com a infusão de CO2 

(Johnson, Hollis et al. 2005). Todos os ratos tiveram as seguintes infusões: 1) 5 min 

infusão de gás atmosférico (<1% de CO2, 21% O2, 79% N2: Praxair, Inc.) para medições 

de linha de base (~ 45-60 min pós-tratamento), em seguida, 2 ) gás de controle ou 

normóxica experimental, gás hipercárbico (7,5% CO2, 21% O2, 71,5% N2: Praxair) 

durante 5 min (nota: para ratos controle com infusões de gás atmosférico foi desligado e 

ligado novamente no início e no fim da infusão a fim de serem idênticas às manipulações 

para o desafio com gás hipercárbico), e, finalmente, 3) 5 min infusão de gás atmosférico.  

4.2.3.5 - Teste de Interação Social 

Após a exposição aos gases de ar atmosférico e hipercárbico, os ratos foram 

imediatamente colocados no campo aberto para avaliação do teste de interação social. O 

teste de interação social (IS) é um teste completamente validado para teste experimental 

de comportamentos semelhantes à ansiedade em ratos (Sanders & Shekhar 1995, Shekhar 

& Katner 1995) rato “experimental” e um “parceiro” não familiar foram colocados na 

arena, simultaneamente, e a duração total (s) de contato físico não agressivo (grooming 

(auto-limpeza), cheirando, rastejando sobre ou sob, etc.) iniciado pelo rato 

“experimental” foi quantificado durante 300s. Todos os comportamentos foram gravados 

e analisados usandoo Software ANY-maze (Stoelting), ou por SDF (que estava cega 

quanto aos tratamentos) para interação social. 

4.2.4 - Perfusão 

Noventa minutos após o início do desafio com exposição a 7,5% de CO2, os ratos 

foram anestesiados com uma overdose de pentobarbital de sódio (40 mg, ip), em seguida 

perfundidos transcardialmente com 0,05 M de tampão salina fosfato (PBS; 250 ml), 

seguido por paraformaldeído a 4% em tampão de fosfato de sódio 0,1 M (PB; 250 mL). 

Os cérebros foram removidos e pós-fixados durante 24 horas no mesmo fixador e em 
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seguida, colocados em solução crioprotetora (30% de sacarose em 0,1 M PB) durante 

mais 4-5 dias. Para manter um plano consistente para secções coronais, os cérebros foram 

colocados numa matriz de cérebro de rato (ASI instrumentos, Modelo No. RBM-4000C, 

Warren MI, E.U.A.) e cortado com uma lâmina de barbear na borda caudal dos corpos 

mamilares. Cortes coronais em série (30 µm) foram cortados usando criostato e foram 

imediatamente colocados em crioprotetor consiste em 30% de etileno-glicol e 30% de 

sacarose em 0,1 M PB, para se obter seis conjuntos alternativos de secções. As secções 

foram armazenadas a -20°C até processamento imunohistoquímico. Todas as soluções 

tinham um pH de 7,4. Os tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e inguinal 

foram removidos após a perfusão dos animais de modo a que o índice de adiposidade 

pudesse ser calculado (ver acima). 

4.2.5 - Procedimentos Imunohistoquímicos 

Para determinar a ativação relativa do proto-oncogene, c-Fos, foi realizada a 

quantificação imunohistoquímica do seu produto. As fatias foram inicialmente lavadas 

em PBS 0,1 M; pH 7,4, durante 3 vezes. É importante lembrar que, todas as vezes que as 

amostras foram lavadas, em cada vez, as mesmas foram mantidas por agitação durante 10 

minutos. 

A partir disso, foram tratadas com H2O2 1% (120mL de PBS + 4mL H2O2 30% 

- H325-500 Hydrogen Peroxide 30%, H325-500, Fisher Scientific, EUA) por 20 min (em 

agitação) para eliminação da atividade da enzima peroxidase endógena. Após serem 

enxaguadas em PBS três vezes (10 minutos cada), as fatias foram incubadas em Triton-

X-100 0.3%, diluído em PBS 0,1 M – PBST (120ml de PBS + 3,6ml de Triton-X-100), 

por 10 minutos para melhorar a penetração do anticorpo. 

Imunocoloração para proteína c- Fos foi utilizando anticorpo primário anti c- 

Fos (IgG de coelho, Cat # SC- 52, Santa Cruz Biotechnology ; diluído 1: 5.000). As fatias 

foram então transferidas para essa solução (47,5ml de PBST 0,1M + 9,5µL de anticorpo 

primário policlonal de coelho anti-Fos) e foram mantidas em incubação por 12-16 horas 

(overnight). Após este período foi retirado o sobrenadante e as fatias novamente lavadas 

(3 vezes de 10 minutos cada) em PBST antes de serem incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilizado de carneiro anti-coelho (anti-rabbit IgG, Cat #BA-1000, Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.; diluído 1:200), (47,5ml de PBST + 237,5μl de 

Anticorpo Secundário) por 90min em temperatura ambiente. 
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Feito isso, as fatias foram novamente lavadas, 3 vezes (10min cada), em PBST. Em 

seguida, foram incubadas com o complexo avidina-biotinaperoxidase Vector Elite kit 

(Cat # PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.; diluído 1:500). (95μl de 

solução A + 95μL de solução B + 47,5ml de PBST), por 1.5hr. As fatias foram então 

lavadas, mais uma vez (10 min) em PBST e em seguida, mais 2 vezes (10min cada) em 

PBS 0,1M. A marcação foi revelada com adição do sobrenadante em 4ml de uma solução 

de kit SG (SK-4700, Vector Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.) ou em PBS 0,1M 

contendo 0.003% H2O2, pH 7,4 ( 2,775 ml de cromógeno + 4,44ml de H2O2 + 185ml de 

PBS) mantida em agitação por aproximadamente 17 minutos para obter uma cor azul 

escura nos núcleos celulares que reagiram, e em seguida, foi feito o “quench” da reação 

com PBS 0,1M para finalizar a reação tentando minimizar a marcação não específica. Por 

fim, as fatias foram novamente lavadas por mais 2 vezes em PBS e ao final de todo o 

processamento imunohistoquímico os cortes foram fixados em lâminas histológicas de 

vidro, gelatinizadas e deixadas em temperatura ambiente para secagem durante a noite. 

Todas as lavagens e incubações foram realizadas em placas de poliestireno de 24 e 12 

poços, respectivamente, com baixa frequência de agitação num agitador orbital. 

Posteriormente, as mesmas foram submetidas a um procedimento para coloração 

com vermelho neutro para consequente montagem. A coloração foi realizada com a 

submersão dos cortes histológicos em vermelho neutro por 2-3 minutos, seguido de 10 

segundos em água destilada, depois 10 segundos em concentrações crescentes de etanol 

(A405P-4 Ethanol, Anhydrous, cat # DAS-NJ-2517, Fisher Scientific, EUA): álcool a 

70º, álcool a 95º, álcool a 100º, depois 2 minutos em álcool a 100º novamente, 1 minuto 

em uma solução de álcool 100º/CitriSolv 1:1, e finalmente por 2-5 minutos em CitriSolv 

(Solvente e agente de clareamento, Cat # 22-143975 , FISHERbrand, Fisher Scientific, 

EUA). Em seguidas as lâminas foram montadas com DPX-mountant (VWR BDH 

Prolabo, E.C.) e cobertas com lamínulas. Todos estes procedimentos serão realizados em 

capela de fluxo contínuo (LABCONCO).  

4.2.6 – Processamento dos dados imunohistoquímicos 

  Fotomicrografias de células c-Fos imunopositivas coradas por vermelho neutro 

foram obtidas utilizando um microscópio de campo claro com lentes objetivas de 5x, 10x, 

20x e 40x (microscópio Leica, modelo DMLB), uma câmera digital DFC310 e o 

programa Leica Applications Suite X (Leica Microsystems) para Windows. A 
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quantificação do número de células c-Fos+ em vermelho neutro foi realizada por PLJ 

(cego para os grupos experimentais) a uma ampliação de 400 x (por exemplo, 40x objetiva 

+ 10x ocular) centrando o campo de visão através do DMN, PeF e DA e contando apenas 

as células c-Fos-ir neste campo de visão (contagens regionais não se sobrepuseram e 

representaram uma área/lado de 0,25 mm2). Placas fotográficas foram preparadas no 

CorelDraw 11.633 para Windows. 

4.2.7 - Análises Estatísticas 

Utilizamos o programa GraphPad Prism 6.00 (Graphpad Inc.) para as análises 

estatísticas. Utilizamos o teste t de Student - não pareado para análise das variáveis 

independentes e para comparação entre os grupos dietéticos ANOVA de duas vias 

seguida por pos-teste de Fisher’s LSD ou ANOVA de duas vias seguida por pos-teste de 

Tukey. Estabelecemos o nível de significância de 5% (p < 0,05). Os resultados foram 

expressos em Média ± EPM em sua maioria ou Média ± DP, quando analisamos as 

concetrações de O2 e CO2 na caixa de desafio. 
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5 – Resultados 

5.1 - Dados provenientes de experimentos realizados no Laboratório de Fisiologia 

Cardiovascular: 

5.1.1 - Desenvolvimento de obesidade induzida por dieta Hiperlipídica 

Decorrido um período de 9 semanas de protocolo dietético observamos, 

inicialmente, que ao avaliarmos os animais dos grupos coletivos (CC e OC) a dieta de 

obesidade foi capaz de aumentar significativamente o peso corporal final, bem como o 

ganho de peso (p=0,0389). Adicionalmente, a dieta hiperlipídica aumentou 

significativamente o peso dos tecidos adiposos brancos epididimal (p=0,0002), 

retroperitoneal (p=0,0011) e inguinal (p=0,0004) e o IA (p<0,0001) no grupo coletivo. Já 

em relação aos animas dos grupos individuais (CI e HI) observamos aumento no índice 

de Lee (p=0,0470) mesmo não observando diferença entre o peso corporal final 

(p=0,48323). Além disso, a dieta hiperlipídica também aumentou significativamente o 

peso dos tecidos adiposos brancos epididimal (p=0,0002), retroperitoneal (p=0,0002) e 

inguinal (p=0,0006) e o IA (p<0,0001) no grupo individual. (Tabela 2). 

Tabela 2: Efeitos da dieta (controle e hiperlipídica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre o 
perfil nutricional de ratos Wistar por um período de 9 semanas. 

 Coletivo  Individual  

 
Controle 

 (n=5) 
Obeso 
(n=4)  

P valor Controle 
(n=6) 

Obeso 
 (n=5) 

P valor 

Peso inicial (g) 100,0 ± 0 100,0 ± 0 - 100,0 ± 0 100,0 ± 0 - 

Peso final (g) 324,8 ± 3,7 345,6 ± 8,0* 0,0389 362,5 ± 11,6 376,3 ± 15,3  0,4823 

Ganho de Peso (g) 224,8 ± 3,7 245,6 ± 8,0* 0,0389 262,5 ± 11,6 276,3 ± 15,3  0,4823 

CNA (mm) 230,2 ± 1,4 233,8 ± 2,2 0,1951 240,5 ± 5,0 235,6 ± 2,8 0,4404 

Índice de Lee˟ 0,30 ± 0 0,30 ± 0 0,2629 0,30 ± 0 0, 31 ± 0* 0,0470 

Epididimal (g) 2,6 ± 0,2 4,5 ± 0,1*  0,0002 2,8 ± 0,3 6,8 ± 0,6*  0,0002 

Retroperitoneal (g) 2,5 ± 0,5 5,6 ± 0,3*   0,0011 2,9 ± 0,5 8,4 ± 0,8* 0,0002 

Inguinal (g) 6,0 ± 0,4 9,8 ± 0,5*   0,0004 5,5 ± 0,6 12,3 ± 1,2*  0,0006 
Índice de 

Adiposidade˟˟ 
3,6 ± 0,2 6,0 ± 0,2*   < 0,0001 3,2 ± 0,3 7,6 ± 0,4# < 0,0001 

Valores expressos em média ± EPM; n, número de animais por grupo, CNA (comprimento nasoanal). 
˟ [peso corporal final(g)]1/3 comprimento nasoanal (mm) x 10 
˟˟massa gorda (epididimal + retroperitoneal + inguinal) (g) /peso corporal final (g) x 100 

* Diferença estatística da dieta intra-grupo, teste t de Student não pareado (p<0,05). 
 

A obesidade não alterou os níveis basais de PAM (p=0,9985) e FC (p=0,2822) 

no grupo coletivo e, nem tampouco, alterou os níveis basais de PAM (p=0,4080) e FC 

(p=0,2111) no grupo individual, de acordo com a tabela 3. 
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Tabela 3: Efeitos da dieta (controle e hiperlipídica) e do isolamento social (coletivo e individual) sobre os 
parâmetros fisiológicos basais PAM e FC. 

 Coletivo  Individual  

 Controle 
(n =21) 

Obeso 
(n = 14) 

P valor 
Controle 
(n =13) 

Obeso 
(n = 11) 

P valor 

PAM (mmHg) 113,4 ± 2,1 113,4 ± 2,1 0,9985 109,3 ± 4,0 114,3 ± 4,1 0,4080 
FC (bpm) 360,7 ± 6,6 372,6 ± 9,0 0,2822 398,8 ± 7,2 376,6 ± 15,0 0,2111 

Valores expressos em média ± EPM; n, número de animais por grupo, PAM (pressão arterial média) e FC 
(frequência cardíaca). * Diferença estatística da dieta intra-grupos coletivos, teste t de Student não pareado 
(p<0.05). 
 

5.1.2 - Avaliação da reatividade cardiovascular produzida pela ativação química dos 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA do DMH de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica. 

De maneira representativa, a figura 8A ilustra os diferentes perfis de PAM após 

a ativação dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no DMH nos animais do grupo 

coletivo pré-tratados com veículo-PBS ou NMDA. Nos 3 minutos iniciais (Figura 8B), a 

microinjeção de NMDA comparada ao PBS promoveu uma maior variação da resposta 

pressórica tanto nos animais controle [t (22) = 7,382; p < 0,0001] quanto nos obesos [t 

(22) = 3,898; p = 0, 0008]. No entanto, a análise da alteração de PAM nos 3 minutos de 

recuperação (Figura 8C) evidenciou diferença nos níveis de PAM apenas nos animais 

controle [t (22) = 2,987; p = 0,0068], não sendo evidenciada nos obesos [t (22) = 0,2777; 

p = 0,7838]. Isso demonstra que ambos os grupos foram capazes de responder ao NMDA, 

porém a resposta pressórica apresentada nos animais obesos não se manteve por muito 

tempo. 
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Figura 8: (A) Mudanças de pressão arterial média (PAM-mmHg) em ratos coletivos controle (n=8) e obesos 
(n=5) pré-tratados com veículo-PBS (100nl) e NMDA (10pmol/100nl) no DMH, em dias consecutivos. A 
seta representa o momento da microinjeção de PBS/NMDA. (B) Delta dos 3 minutos iniciais de PAM 
imediatamente após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos 
recuperação de PAM 10 minutos após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA 
de duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferenças expressas como média ± EPM n: número de animais. 

 
Já a figura 9A representa os diferentes perfis de FC após a ativação dos 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no DMH nos animais do grupo coletivo pré-

tratados com veículo-PBS ou NMDA. 

Nos 3 minutos iniciais (Figura 9B) quando comparamos os valores de PBS em 

relação aos de NMDA em ambos os grupos dieta, observamos uma variação da resposta 

taquicárdica tanto no grupo controle [t(22) = 6,171; p < 0,0001] quanto no grupo obeso 

[t(22) = 2,713; p=0,0127]. Já nos 3 minutos de recuperação (Figura 9C), quando 

comparamos os valores de PBS em relação aos de NMDA em ambos os grupos dieta, 

observamos manutenção da variação da resposta taquicárdica apenas no grupo controle 

[t(22) = 4,261; p = 0,003], não sendo observado nos obesos [t(22) = 0,0459; p = 0,6565]. 

Além disso, na presença da obesidade, notamos valores bem reduzidos na FC de 

recuperação em resposta ao NMDA comparado ao grupo controle [t(22) = 2,286; p = 
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0,0322] demonstrando uma resposta de curta duração provocada pela microinjeção de 

NMDA no DMH dos ratos obesos. 

 

 

 

Figura 9: (A) Mudanças de frequência cardíaca (FC-bpm) em ratos coletivos controle (n=8) e obesos (n=5) 
pré-tratados com veículo-PBS (100nl) e NMDA (10pmol/100nl) no DMH, em dias consecutivos. A seta 
representa o momento da microinjeção de PBS/NMDA. (B) Delta dos 3 minutos iniciais de FC 
imediatamente após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos 
recuperação de FC 10 minutos após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA de 
duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferenças expressas como média ± EPM n: número de animais. 
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Figura 10: Representação esquemática dos cortes coronais do DMH mostrando os locais de microinjeção 
de PBS e NMDA nos animais coletivos (A) controle (n=8) e (B) obeso (n=5), (ver também figura 12). n: 
número de animais. 

 

5.1.3 - Avaliação da reatividade cardiovascular produzida pela ativação química dos 

receptores glutamatérgicos do tipo não NMDA do DMH de ratos com obesidade 

induzida por dieta hiperlipídica.  

De maneira representativa, a figura 11A ilustra os diferentes perfis de PAM após 

a ativação dos receptores glutamatérgicos do tipo não NMDA no DMH nos animais do 

grupo coletivo pré-tratados com veículo-PBS ou AMPA. 

Nos 3 minutos iniciais (Figura 11B), a microinjeção de AMPA produziu uma 

maior variação da resposta pressórica em relação à microinjeção de salina nos animais 

controle [t (22) = 3,742; p=0,0011] e nos obesos [t (22) = 5,119; p<0,0001]. No entanto, 

a presença da obesidade promoveu maiores aumentos de PAM, após o AMPA, quando 

comparado ao grupo controle [t (22) = 2,532; p=0,0190]. 

Entretanto, nos 3 minutos de recuperação (Figura 11C), o AMPA manteve 

aumentado significativamente os valores de PAM em relação à salina apenas no grupo 

controle [t (22) = 2, 321; p=0,0299]. Esses resultados mostram uma resposta exacerbada 
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a microinjeção de AMPA no DMH em comparação com o PBS, porém esse aumento não 

se mantém por muito tempo nos ratos obesos. 

 

 

Figura 11: (A) Mudanças de pressão arterial média (PAM-mmHg) em ratos coletivos controle (n=8) e 
obesos (n=5) pré-tratados com veículo-PBS (100nl) e AMPA (3pmol/100nl) no DMH, em dias 
consecutivos. A seta representa o momento da microinjeção de PBS/AMPA. (B) Delta dos 3 minutos 
iniciais de PAM imediatamente após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento e (C) Delta dos 
3 minutos recuperação de PAM 10 minutos após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento. * 
ANOVA de duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferenças expressas como média ± EPM n: número de 
animais. 

 
Já a figura 12A representa os diferentes perfis de FC após a ativação dos 

receptores glutamatérgicos do tipo não NMDA no DMH nos animais do grupo coletivo 

pré-tratados com veículo-PBS ou AMPA. Em seguida (Figura 12B), observamos um 

aumento significativo do pico de resposta de FC mediados pela injeção de AMPA quando 

comparada à salina, em ambos os grupos dieta [controle coletivo: t (22) = 5,737; 

p<0,0001] e [obeso coletivo: t(22) = 4,883; p<0,0001]. Todavia, a análise da alteração de 

FC nos 3 minutos finais (Figura 12C) evidenciou diferença nos níveis de FC apenas no 

grupo controle [t(22) = 2,254; p<0,0345] não sendo observada manutenção da resposta 

(resposta de curta duração) no grupo obeso [t(22) = 0,1583; p=0,8757].  
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Figura 12: (A) Mudanças de frequência cardíaca (FC-bpm) em ratos coletivos controle (n=8) e obesos (n=5) 
pré-tratados com veículo-PBS (100nl) e AMPA (3pmol/100nl) no DMH, em dias consecutivos. A seta 
representa o momento da microinjeção de PBS/AMPA. (B) Delta dos 3 minutos iniciais de FC 
imediatamente após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento e (C) Delta dos 3 minutos 
recuperação de FC 10 minutos após o tratamento em relação aos 6 minutos pré-tratamento. * ANOVA de 
duas vias e pos-teste de Fisher LSD, diferenças expressas como média ± EPM n: número de animais. 
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Figura 13: Representação esquemática dos cortes coronais do DMH mostrando os locais de microinjeção 
de PBS e AMPA nos animais coletivos (A) controle (n=8) e (B) obeso (n=5), (ver também figura 12). n: 
número de animais. 

 

 

 

Figura 14: Fotomicrografia com local típico de microinjecção dos agonistas glutamatérgicos NMDA/PBS 
(A) e AMPA/PBS (B) no DMH em ratos controles e local típico de microinjecção de NMDA/PBS (C) e 
AMPA/PBS (D) em ratos obesos. A seta indica o local de microinjecção e 3V: terceiro ventrículo. 
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5.1.4 - Avaliação da vulnerabilidade de ratos com obesidade induzida por dieta 

hiperlipídica às respostas do tipo pânico produzidas pela infusão intravenosa de 

lactato de sódio. 

De maneira representativa, a figura 15A ilustra os diferentes perfis de PAM 

durante e após a infusão de salina/lactato de sódio nos animais coletivos dos grupos 

controle e obeso. 

A infusão de lactato de sódio não alterou os valores de PAM nem durante os 5 

minutos iniciais de infusão [t(7) = 0,5649; p=0,5898] (Figura 15B) tampouco durante o 

último minuto de recuperação após o término da infusão [t(7) = 0,7897; p=0,4556] 

(Figura 15C), em ambos os grupos dieta.  

 

Figura 15: (A) Mudanças de pressão arterial média (PAM-mmHg) em ratos coletivos controle (n=5) e 
obesos (n=4) durante 15 minutos de infusões de 0,9% de solução salina e 0,5M de lactato de sódio 
(10mL/Kg), em dias consecutivos. O intervalo entre as linhas tracejadas representa o período de infusão de 
salina/lactato. (B) Delta do minuto mais alto de PAM, dos 5 primeiros minutos de tratamento, em relação 
ao último minuto pré-tratamento e (C) Delta do último minuto de recuperação da PAM, dos 20 minutos 
após o término do tratamento, em relação ao último minuto pré-tratamento. Valores dos grupos tratamento 
inter-grupo em relação à dieta, teste t de Student não pareado (p<0,05). n: número de animais. 
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A figura 16A ilustra os diferentes perfis de FC durante e após a infusão de 

salina/lactato de sódio nos animais coletivos dos grupos controle e obeso.  

Durante os 5 minutos iniciais de infusão de lactato (Figura 16B), no minuto 

máximo para a FC, observamos aumento significativo no grupo obeso em relação de 

grupo controle [t(7) = 2,763; p=0,0280]. Entretanto, ao final da recuperação (Figura 16C) 

essas alterações de FC anteriormente observadas na presença de obesidade, não foram 

mantidas, não apresentando diferenças entre ambos os grupos dieta [t(7) = 0,9106; p= 

p=0,3928].  

 

 

Figura 16: (A) Mudanças de frequência cardíaca (FC-bpm) em ratos coletivos controle (n=5) e obesos (n=4) 
durante 15 minutos de infusões de 0,9% de solução salina e 0,5M de lactato de sódio (10mL/Kg), em dias 
consecutivos. O intervalo entre as linhas tracejadas representa o período de infusão de salina/lactato. (B) 
Delta do minuto mais alto de FC, dos 5 primeiros minutos de tratamento, em relação ao último minuto pré-
tratamento e (C) Delta do último minuto de recuperação da FC, dos 20 minutos após o término do 
tratamento, em relação ao último minuto pré-tratamento. *Diferença estatística do tratamento inter-grupo, 
teste t de Student não pareado (p<0,05). O intervalo entre as linhas tracejadas representa o período de 
infusão de salina/lactato. n: número de animais. 
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De maneira representativa a figura 17A ilustra os diferentes perfis de PAM 

durante e após a infusão de salina/lactato de sódio nos animais individuais dos grupos 

controle e obeso. 

Semelhantemente ao que ocorreu na análise dos animais coletivos (Figura 15) 

os resultados demonstraram que a infusão de lactato de sódio não alterou os valores de 

PAM nem durante os 5 minutos iniciais de infusão [t(9) = 0,2802; p=0,7857] (Figura 

17B) tampouco durante o último minuto de recuperação após o término da infusão [t(9) 

= 1,443; p=0,1829] (Figura 17C), quando comparamos os grupos dieta. 

 

 

Figura 17: (A) Mudanças de pressão arterial média (PAM-mmHg) em ratos individuais controle (n=6) e 
obesos (n=5) durante 15 minutos de infusões de 0,9% de solução salina e 0,5M de lactato de sódio 
(10mL/Kg), em dias consecutivos. O intervalo entre as linhas tracejadas representa o período de infusão de 
salina/lactato. (B) Delta do minuto mais alto de PAM, dos 5 primeiros minutos durante o tratamento, em 
relação ao último minuto pré-tratamento e (C) Delta do último minuto de recuperação da PAM, dos 20 
minutos após o término do tratamento, em relação ao último minuto pré-tratamento. Valores do tratamento 
inter-grupo, teste t de Student não pareado (p<0,05). n: número de animais. 
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A figura 18A ilustra os diferentes perfis de FC durante e após a infusão de 

salina/lactato de sódio nos animais individuais dos grupos controle e obeso. Durante os 5 

minutos iniciais de infusão de lactato (Figura 18B), no minuto máximo para a FC 

observamos aumento significativo da mesma no grupo obeso em relação de grupo 

controle [t(9) = 0,3476; p=0,0070]. Adicionalmente, diferentemente ao observado nos 

animais coletivos (Figura 14C), ao final da recuperação (Figura 18C) essas alterações 

taquicardias anteriormente observadas em animais individuais obesos, foram mantidas 

[t(9) = 0,2794; p=0,0209] em relação ao grupo controle. 

 

 

Figura 18: (A) Mudanças de frequência cardíaca (FC-bpm) em ratos individuais controle (n=6) e obesos 
(n=5) durante 15 minutos de infusões de 0,9% de solução salina e 0,5M de lactato de sódio (10mL/Kg), em 
dias consecutivos. O intervalo entre as linhas tracejadas representa o período de infusão de salina/lactato. 
(B) Delta do minuto mais alto de FC, dos 5 primeiros minutos de tratamento, em relação ao último minuto 
pré-tratamento e (C) Delta do último minuto de recuperação da FC, dos 20 minutos após o término do 
tratamento, em relação ao último minuto pré-tratamento. *Diferença estatística do tratamento inter-grupo, 
teste t de Student não pareado (p<0,05). n: número de animais. 
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5.2 - Dados provenientes de experimentos realizados na Escola de Medicina da 

Universidade de Indiana: 

Após os resultados encontrados no Brasil, ficou acordado que todos os 

experimentos realizados em Indianapolis, EUA seriam feitos apenas em animais alojados 

individualmente. Vale ressaltar também, que apesar de ter sido utilizada uma dieta 

hiperlipídica de 45% e ração comercial (dieta controle) em todos os experimentos, as 

mesmas foram diferentes durante os experimentos do Brasil (DH 45%; 4,8Kcal/g 

preparadas pela Prag Soluções e DC: Socil, 3.0Kcal/g) em relação aos experimentos dos 

Estados Unidos (DH 45%; 4,6kcal/g, TD.06415) e DC: 3.0Kcal/g, #7001) ambas da 

Harlan Laboratories. Porém, ambas as DH 45% foram feitas em similaridade com a 

Research Diets, Inc formula D12451. 

5.2.1 - Efeitos da dieta hiperlipídica sobre o peso corporal, ingestão, composição 

corporal e comportamentos associados à ansiedade 

No começo dos experimentos, o peso corporal inicial foi semelhante entre os 

grupos, mas a partir da quinta semana de protocolo dietético, os ratos DH apresentavam 

um peso corporal significativamente maior que os DC (p <0,05, ANOVA de duas vias, 

pos-teste de Fishers LSD, e estas diferenças continuaram até ao final desse protocolo 

(Figura 19A). 

 

5.2.1.1 - Peso corporal, ingestão alimentar e ingestão energética 

A mensuração da ingestão alimentar revelou que ratos alimentados com DH 

consomem a mesma ou menos quantidade de alimento quando comparados aos DC, 

durante o período de 9 semanas (p < 0.05, somente terceira, quarta e quinta semanas, 

ANOVA de duas vias, pos-teste de Tukey) (Figura 19 B). No entanto, no que se refere à 

ingestão energética, a mesma foi significantemente maior no grupo DH comparado como 

o grupo DC durante todas as semanas (p < 0.05, ANOVA de duas vias, pos-teste de 

Tukey) (Figura 19B). Como esperado, o aumento da ingestão energética nos ratos DH foi 

acompanhado por uma taxa mais rápida do ganho de peso nestes animais, em comparação 

com ratos DC. 
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5.2.1.2 - Composição Corporal e peso dos tecidos  

Como mostrado na tabela 5, a obesidade foi induzida com sucesso nos animais 

alimentados com DH, não somente quando comparamos todos os animais analisados 

como em cada experimento separadamente. Ao final de todos os experimentos 

observamos que não houve diferença no peso inicial dos animais [t(49) = 0.007798, p = 

0.9938], mas houve um aumento significativo no peso corporal final [t(49) = 4.103, p = 

0.0002], no ganho de peso [t(49) = 3.809, p = 0.0004] e no índice de adiposidade [t(49) 

= 7.925, p < 0.0001] dos animais DH quando comparados aos animais alimentados com 

DC (n = 26;25, pelo teste t de Student não pareado). Adicionalmente, vale ressaltar que o 

aumento do índice de adiposidade estava presente nos animais DH como reflexo do 

aumento significativo dos tecidos adiposos abdominais epididimal [t(49) = 6.575, p < 

0.0001], retroperitoneal [t(49) = 6.797, p < 0.0001] e inguinal [t(49) = 6.492, p < 0.0001] 

(n = 26;25, pelo teste t de Student não pareado).  

 

 

 

 

 

Figura 19: Efeitos da dieta hiperlipíca A) no ganho de peso corporal e B) na ingestão alimentar e calórica 
após 9 semanas de protocolo dietético; DC, n=26; DH, n=25; * p<0.05 indica diferença estatística. 
Comparação entre os grupos dietéticos por ANOVA de duas vias seguida por pos-teste de Fisher’s LSD 
(dieta X tempo) para peso corporal e comparação entre grupos dietéticos por ANOVA de duas vias 
seguida por pos-teste de Tukey test (dieta X tempo) para as ingestões alimentar e calórica. Dados 
representam média ± EPM; DC: dieta controle; DH: dieta hiperlipídica; n: número de animais. 
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Tabela 4: Peso corporal e da massa gorda abdominal (gorduras: epididimal, retroperitoneal e inguinal), e 
índice de adiposidade de ratos alimentados com DC e DH após 9 semanas no total e em cada experimento. 

 
Total  Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3 

 
DC 

(n=26) 

DH 

(n=25) 

DC 

(n=8) 

DH 

(n=8) 

DC 

(n=12) 

DH 

(n=11) 

DC  

(n=6) 

DH 

 (n=6) 

Peso Inicial (g) 
122.2 ± 

3.0 

122.1 ± 

3.2 

111.9 ± 

1.8 

109.3 

± 1.5 

135.8 ± 

2.5 

138.0 ± 

2.6 

108.7 ± 

4.4 

110.2 ± 

2.4 

Peso final (g) 
450.1 ± 

8.2 

502.4 ± 

9.8* 

442.0 ± 

10.6 

492.1 

± 11.2* 

436.5 ± 

9.5 

493.7 ± 

17.1* 

470.5 ± 

17.4 

530.3 ± 

14.1* 

Ganho de Peso (g) 
327.9 ± 

9.4 

380.3 ± 

10.1* 

330.1 ± 

11.4 

382.9 

± 11.2* 

300.8 ± 

8.3 

355.7 ± 

15.1* 

361.8 ± 

18.5 

420.2 ± 

13.9* 

Epidididimal (g) 
3.952 ± 

0.2 

8.256 ± 

0.6* 

3.488 ± 

0.2 

5.866 

± 0.7* 

3.866 ± 

0.3 

8.514 ± 

1.0* 

4.741 ± 

0.6 

10.970 

± 0.5* 

Retroperitoneal (g) 
4.148 ± 

0.3 

9.820 ± 

0.8* 

3.210 ± 

0.3 

8.734 

± 1.1* 

4.548 ± 

0.5 

8.744 ± 

1.2* 

4.600 ± 

0.8 

13.240 

± 1.0* 

Inguinal (g) 
6.474 ± 

0.3 

11.690 

± 0.7* 

6.001 ± 

0.4 

11.110 

± 0.9* 

6.060 ± 

0.4 

10.440 

± 1.1* 

7.933 ± 

1.0 

14.740 

± 1.4* 

Índice de 

Adiposidade (%)# 

3.212 ± 

0.1 

5.832 ± 

0.3* 

2.803 ± 

0.2 

5.177 

± 0.4* 

3.284 ± 

0.2 

5.501 ± 

0.5* 

3.612 ± 

0.4 

7.312 ± 

0.3* 

Valores apresentados como média ± EPM; n, número de ratos. # peso da massa gorda(g) / peso corporal final 
(g) x 100- *Diferença significativa entre os grupos DC (dieta controle) versus DH (dieta hiperlipídica) por 
teste t de Student não pareado, p<0,05. 

Devido aos resultados encontrados acima, a partir desse momento, os animais DC serão 

apenas chamados de controle e os animais DH serão chamados de obesos. 

 

5.2.2 - Experimento 1: Efeitos da obesidade nas respostas de comportamento e nas 

respostas celulares ex-vivo de c-Fos em animais submetidos a um desafio 

panicogênico sublimiar 

5.2.2.1 Echo MRI 

Scans de corpo inteiro mostraram que anteriormente ao início dos experimentos 

a DH aumentou a porcentagem de massa gorda, mas diminuiu a massa magra e a água 

total quando comparado com os animais DC (p<0.05, por teste t de Student não pareado, 

n=12;11), após 8 semanas de protocolo dietético (Tabela 6). 

Além disso, ao final do experimento 1 (Tabela 5), não observamos diferenças no 

peso inicial do animais [t(14) = 1.104, p = 0.2880], mas observamos não só um aumento 
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significativo do peso corporal final [t(14) = 3.245, p = 0.0059], bem como o aumento do 

ganho de peso [t(14) = 3.303, p = 0.0052] e das gorduras epididimal [t(14) = 3.283, p = 

0.0054], retroperitoneal [t(14) = 4.656, p = 0.0004] e inguinal [t(14) = 4.962, p = 0.0002], 

consequentemente elevado índice de adiposidade [t(14) = 5.176, p = 0.0001] nos animais 

obeso quando em comparação com os animais controle (n=8/grupo, pelo teste t de Student 

não pareado).  

Tabela 5: Porcentagem de massa gorda, massa magra e água total corporal por Echo-MRI scans do corpo 
inteiro de ratos controle e obeso após 8 semanas. 

 
Controle 

(n=12) 

Obeso 

(n=11) 
P valor 

Massa gorda (%) 

Massa magra (%) 

Total de Água (%) 

10.51± 0.62 

84.15± 0.60 

69.14± 0.54 

15.22 ± 1.05* 

79.72 ± 0.93*  

65.55 ± 0.84*  

0.0007 

0.0006 

0.0015 

Valores apresentados como média ± EPM; n, número de ratos. *Diferença significativa entre os grupos DC 
(dieta controle) versus DH (dieta hiperlipídica) por teste t de Student não pareado, p<0,05. 
 

5.2.2.2 Teste de campo aberto e caixa de desafio panicogênico (exposição ao CO2) 

Na figura 20A, pode-se observar o perfil de ocupação dos grupos analisados no 

teste de campo durante os 5minutos de monitoramento. Esse teste mostrou somente efeito 

do gás nas linhas de cruzamento [F (1,19) = 10.67, p = 0.0041, Controle-ATM; Controle-

CO2; Obeso-CO2, n = 6/grupo; Obeso ATM, n = 5, Figura 20B], efeito do gás e interação 

entre a dieta x gás no tempo de congelamento [F (1,19) = 6.042, p = 0.0237 e F (1,19) = 

11.21, p = 0.0034, respectivamente, Controle-ATM; Controle-CO2; Obeso-CO2, n = 

6/grupo; Obeso ATM, n = 5, Figura 20C], mas não houve diferença no tempo no centro 

[F (1,19) = 2.439, p = 0.1319, Controle-ATM; Controle-CO2; Obeso-CO2, n = 6/grupo; 

Obeso ATM, n = 5, Figura 20D]. Quando nós analisamos a caixa do desafio após o 

término do experimento de exposição ao CO2, houve diferenças no efeito do gás e 

interação entre a dieta X o gás no número de peletes fecais [F (1,19) = 11.31, p=0.0033 e 

F (1,19) = 5.139, p=0.0352, respectivamente, Controle-ATM; Controle-CO2; Obeso-CO2, 

n = 6/grupo; Obeso ATM, n = 5, figura 20]. 
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Figura 20: Efeito da obesidade sobre o A) perfil de ocupação das regiões do campo aberto por cada grupo 
monitorado (gerado pelo Any-maze), B) linhas de cruzamento, C) tempo de congelamento (s), D) tempo 
no centro por 5 min no teste de campo aberto E) número de peletes fecais na caixa de desafio após a 
exposição ao CO2 (5 min após CO2 ou ATM). (Controle-ATM; Controle-CO2; Obeso-CO2, n = 6; Obeso 
ATM = 5). Teste t de Student não pareado e ANOVA com medidas repetidas e pos-teste de Fisher LSD, 
diferenças expressas como média ± EPM; *p<0.05 diferenças da dieta e do gás (desafio); ATM, ar 
atmosférico; CO2, dióxido de carbono. 

 

5.2.2.3 Interação Social 

O desafio com CO2 reduziu o comportamento de interação social em ratos obesos, 

mas não nos controles [interação gás x dieta F(1,18) = 4.4, p = 0.0498] para duração e 

para frequência efeito do gás [F(1,18) = 5.7, p = 0.0276, n = 5,6,6,6; um outlier removido 

pelo teste de Grubb, p < 0.05], Figura 21A. 

5.2.2.4 Respostas celulares de c-Fos 

Aqui a exposição ao CO2 aumentou significativamente células c-Fos-ir no 

hipotálamo perifornical [PeF: efeito do gás somente F(1,18) = 5.0, p = 0.038], núcleo 

dorsomedial [DMN: efeito do gás somente F(1,18) = 9.1, p = 0.007] de ratos obesos, 

mas não dos controles (n = 5,6,6,6, Figura 21 C-D).  
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Figura 21: A) 5 min de desafio com 7.5% de CO2 diminuiu o comportamento de interação social em ratos 
obesos, mas não nos controles. B) baixa ampliação de uma secção coronal com círculo indicando onde as 
contagens de células foram feitas. C) gráficos de barras com os resultados das contagens das médias c-Fos, 
média ± EPM. * Indica significância por ANOVA de duas vias com pos-teste de Fisher LSD . D) fotos de 
alta ampliação de c-Fos + vermelho neutro nuclear no PeF (hipotálamo perifornical), DMN (núcleo 
dorsomedial) e DA (área hipotalâmica dorsal) de cada grupo. (Controle-ATM, n = 6; Controle-CO2, n = 6; 
Obeso-ATM, n = 5; Obeso-CO2, n = 6) 
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5.2.3 – Experimento 2: Efeitos da obesidade sobre o comportamento e as respostas 

fisiológicas de animais submetidos a um desafio panicogênico sublimiar 

Ao final do experimento 2 (Tabela 5), nenhuma diferença foi mostrada no peso 

inicial dos animais [t(21) = 0.6194, p = 0.5423] mas houve um aumento significativo do 

peso corporal final [t(21) = 2.988, p = 0.0070], do ganho de peso [t(21) = 3.258, p = 

0.0038], dos tecidos adiposos: epididimal [t(21) = 4.544, p = 0.0002], retroperitoneal 

[t(21) = 3.231, p = 0.0040], e inguinal [t(21) = 3.785, p = 0.0011] e consequentemente do 

índice de adiposidade [t(21) = 4.525, p = 0.0002], nos animais obesos quando comparado 

aos animais controles (n = 12;11, pelo teste t de Student não pareado). 

5.2.3.1 - Registro de 24hs da atividade locomotora, cardiovascular e 

termoregulatória 

 

Figura 22: Efeitos da obesidade nas alterações basais de A) pressão arterial media (PAM, mmhg), B) 
frequência cardíaca (FC, batimentos/min, BPM), C) atividade locomotora (contagem/min), e D) 
temperatura corporal central (TCC, Celsius) ratos com implante cirúrgico de sondas de telemetria capazes 
de se moverem livremente. Houve diferença significativa apenas na PAM basal, não sendo observadas 
diferenças na FC basal, atividade locomotora basal e TCC basal. Áreas sombreadas de cinza representam 
12 horas no ciclo escuro (19h00 - 07h00) e área clara representa ciclo de luz (07h00 – 19h00) (indicada na 
parte inferior do eixo-x). (Controle, n = 8; Obeso, n = 8. * P <0,05 indica diferenças estatisticamente 
significativas em comparação entre grupos dietéticos pela ANOVA de duas vias com medidas repetidas 
seguida por teste pos-teste de Fisher LSD (deita e tempo como fatores). Dados apresentados como média ± 
EPM. Cada ponto representa média de 10 min de registros. 
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Registros de 24 horas (ciclo escuro-claro-escuro) mostraram que os animais 

obesos apresentaram um aumento significativo na PAM basal 2 [efeito da dieta F(1,13) 

= 10.51, p = 0.0064] em ambos os ciclos [efeito do tempo F(216,2808) = 7,159, p < 

0.0001], (Figura 22A), e este aumento mostrou-se presente tanto na pressão diastólica 

[efeito da dieta F(1,13) = 8.988, p = 0.0103 e efeito do tempo F(216,2808) = 6.866, p < 

0.0001], (Figura 22B) quanto na pressão sistólica [efeito da dieta F(1,13) = 7.728, p = 

0.0156 e efeito do tempo F(216,2808) = 7.848, p < 0.0001], (Figura 22C) em comparação 

com os animais controles. No entanto, nenhuma diferença foi mostrada na FC (Figura 

22D), na atividade locomotora (Figura 22E) e na TCC (Figura 22F) (p > 0,05 por ANOVA 

de duas vias com medidas repetidas e pos-teste de Fisher LSD). 

5.2.3.2 – Concentração de O2 e CO2 na caixa de desafio 

A concentração de oxigênio manteve-se em 21% em toda a infusão de gás no 

controle e nas caixas experimentais (Figura 23A). A concentração de permaneceu 

constante em <1% na caixa de controle durante a exposição dos ratos ao ar atmosférico 

(<1% de CO2 / 21% de O2 / 79% de N2). A infusão de gás hipercárbico pré-misturado 

(7,5% de CO2 / 21% O2 / N2 71.5%) resultou num aumento rápido na concentração de 

CO2 de <1% de CO2 até 7,5% de CO2 no ponto de tempo de 5 minutos (Figura 23A). 

Depois de terminar a infusão de gás e abrir, as caixas de desafio, as concentrações de CO2 

que chegaram rapidamente a 7,5% e diminuiu para aproximadamente 3,75% de CO2 

durante os 5 min seguintes. 

5.2.3.3 - Interação Social 

O desafio com CO2 reduziu os comportamentos de interação social nos animais 

obesos, mas não nos controles [efeito da dieta F (1,24) = 6,6, p = 0,017 para a frequência, 

e efeito dieta x gás para a duração F (1,24) = 4,3, p ≤ 0,050, n = 7/grupo, figura 23B]. 

5.2.3.4 – Respostas Cardiovasculares 

Antes de passar pelo desafio de exposição ao gás, observou-se que os animais 

obesos apresentaram alta PAM (efeito da dieta F (1,11) = 7,1; p = 0.022, figura 23C, n = 

6; 7, um outlier foi removido após CO2 no grupo controle), o que levou a uma maior 
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resposta de PAM global para o CO2 no grupo obeso. Não houve diferenças observadas 

FC antes dos desafios de gás, mas durante o desafio com CO2 os obesos tiveram um 

aumento na FC (interação dieta x gás F (9,90) = 3.0, p = 0.004, figura 23D, n = 5;7, um 

outlier removido por apresentar alto basal e um após a exposição ao CO2 no grupo 

controle). Não houve diferenças significativas na atividade locomotora ou nas respostas 

de temperatura corporal central (dados não mostrados). 

 

Figura 23: A) O gráfico de linhas representa a média das concentrações de O2 e CO2 dentro da caixa de 
desafio, 5 minutos antes, 5 minutos durante, e 5 minutos após a perfusão normoxia (21% de O2) de ar com 
7,5% de CO2. B) a 5 min de desafio com 7,5% de CO2 diminuiu comportamentos de interação social nos 
obesos, mas não nos ratos controle (n = 7/grupo). C) ratos obesos tiveram alta pressão arterial média (PAM) 
basal e em sequência a 7.5% de CO2, resultou em uma maior PAM após CO2 em ratos obesos e apenas 
esses ratos exibiram taquicardia após resposta de CO2, (Controle-ATM, n = 6; Controle-CO2, n = 6; Obeso-
ATM, n = 5; Obeso-CO2, n = 6). * Indica significância por ANOVA de duas vias com pos-teste de Fisher 
LSD). Em A) os dados foram apresentados como média ± DP e em B), C) e D) como média ± EPM.  
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5.2.4 – Experimento 3: Efeitos da obesidade no comportamento associado a 

ansiedade 

Ao final do experimento 3 (Tabela 5), nenhuma diferença foi observada no peso 

inicial dos animais [t(10) = 0.3008, p = 0.7698], mas observamos aumento significativo 

do peso corporal final [t(10) = 2.671, p = 0.0235], do ganho de peso [t(10) = 2.522, p = 

0.0303], tecido adiposo epididimal [t(10) = 8.535, p < 0.0001], retroperitoneal [t(10) = 

6.680, p < 0.0001], e inguinal [t(10) = 3.938, p = 0.0028], e consequentemente do índice 

de adiposidade [t(10) = 7.437, p < 0.0001], dos animais obesos quando comparado com 

os animais controle (n=6/grupo, pelo teste t de Student não pareado).  

Os efeitos da obesidade no comportamento de esquiva inibitória e de fuga são 

mostrados na Figura 24. ANOVA de duas vias com médias repetidas e pos-teste de Tukey 

revelou um significante efeito nas tentativas [F(2,20) = 14.83; p = 0.0001, n = 6/group], 

dieta [F(1,10) = 7.16; p = 0.0232, mas não houve interação entre as tentativas x dieta 

[F(2,20) = 0.4485; p = 0.6448, n = 6/group].  

Na E1, pelo test t de Student não pareado, observamos que os animais obesos 

permaneceram mais tempo no braço fechado LTE quando comparados aos controles 

[t(30) = 2.627; p = 0.0134, n = 6/grupo] (Figura 24A). Já para a fuga, ANOVA de duas 

vias com medias repetidas e pos-teste de Tukey não revelou efeito significativo nas 

tentativas [F(2,20) = 0.5380; p = 0.5921], dieta [F(1,10) = 0.1857; p = 0.6724] e tão pouco 

interação entre as tentativas X dieta [F(2,20) = 0.3382; p = 0.7171], (n = 6/grupo), (Figura 

24B).  

O teste t de Student não pareado também não revelou diferença na atividade 

locomotora entre os grupos dietéticos [t(10) = 0.3392; p = 0.7415, n = 6/grupo). 
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Figura 24: Efeitos da dieta hiperlipídica na A) esquiva inibitória e B) fuga, medidas de comportamento de 
ratos testados no LTE (n = 6/grupo). O tempo gasto pelos animais para deixar o braço fechado do LTE na 
linha de base (LB), esquiva 1 (E1) e 2 (E2), estão apresentados em três ensaios consecutivos (com intervalos 
de 30 segundos e um tempo de corte de 300 segundos). O tempo gasto pelos animais para deixar o braço 
aberto de LTE na fuga 1 (F1), 2 (F2) e 3 (F3) estão apresentados em três ensaios consecutivos (com 
intervalos de 30 segundos e um tempo de corte de 300 segundos). ANOVA de duas vias com pós-teste de 
Tukey com diferenças expressas como média ± EPM; * P <0,05 diferente dos controles; Dados 
apresentados como média ± EPM. 
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6 - Discussão  

Nossos resultados mostraram que a DH foi eficiente em induzir obesidade 

dietética a qual aumentou os níveis basais de PAM, PAD e PAS. Além disso, a obesidade 

tornou os ratos mais propensos a respostas do tipo ansiedade, mais especificamente a 

respostas do tipo pânico. Essa vulnerabilidade se deu provavelmente devido a uma 

inibição ineficiente mediada por GABAA dentro do DMH semelhante ao que ocorre em 

pacientes com TP. Essa disfunção GABAA na região do DMH facilitou o aparecimento 

de sinais que se assemelham ao TP.Diversos estudos epidemiológicos e em modelos 

animais, que investigam os comprometimentos gerados pela obesidade, sugerem que o 

alto teor no consumo de gordura saturada, que é tida como mais nociva ao organismo, é 

um dos principais fatores no desenvolvimento desta patologia (Ikemoto et al. 1995; 

Mochcovitch et al. 2014; Abildgaard et al. 2011; Abildgaard et al. 2014; Locke et al. 

2015). Nossos resultados confirmaram que o aumento do teor de gordura na dieta por 

várias semanas foi capaz de induzir obesidade em ratos (Nagae et al., 2009). A obesidade 

foi caracterizada por um aumento de peso e por um aumento da quantidade de gordura 

animais alimentados com DH (Nagae et al., 2009, Marco et al., 2013, Martinez-Martinez 

et al., 2013, McCully et al., 2013, Song et al., 2013). Pode-se avaliar a quantidade de 

gordura corporal pelos scans em EchoMRI, bem como, a gordura visceral pelo índice de 

adiposidade. Essas avaliações são importantes, pois além de caracterizar a obesidade, 

possibilita a sua correlação com outros fatores de risco como o que liga a obesidade 

visceral tanto com um aumento do risco cardiovascular quanto a alterações psicológicas 

(Despres et al., 2001), bem como com outros estados, tais como a resistência à insulina e 

diabetes (Eckel 1997, Sethi e Vidal-Puig, 2005, Gariepy, Nitka et al., 2010, Foster et al., 

2010, 2011). Nossos resultados corroboram nosso estudo anterior que também 

demonstrou que a dieta hiperlipídica causa efetivamente o desenvolvimento da obesidade 

(Abreu et al. 2014).  

Estudos demonstram que o ganho de peso em ratos alimentados com dieta rica em 

gordura de porco é maior do que em animais alimentados com dieta rica em óleo de canola 

(Hariri et al. 2010). Outros estudos não encontraram diferença no peso corporal final de 

ratos Sprague-Dawley adultos alimentados por 4 semanas com dietas hiperlipídicas que 

apresentavam teor moderado ou baixo de gordura saturada (AGS), entre 33% a 45% de 

gordura proveniente do óleo de cártamo (baixo teor de AGS), óleo de peixe (moderado 

teor de AGS), ou gordura de carne (moderado teor de AGS) (Awad et al. 1990). Ratos 
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Wistar adultos alimentados com uma dieta rica em manteiga, com 52% de calorias desta 

fonte, durante 5 semanas apresentaram um maior ganho de peso corporal do que ratos 

alimentados com óleo de milho nesta mesma porcentagem (Hariri et al. 2010). Buettner 

et al (2006), demonstraram que ratos Wistar adultos alimentados com DH baseada em 

banha de porco (42% de gordura), não apresentaram aumento no ganho de peso 

significativo quando comparados com o grupo alimentado com dieta baseada em óleo de 

oliva (baixo teor de AGS) durante 12 semanas, mas não demonstrou esta relação em 

comparação aos ratos alimentados com dieta padrão (11% de gordura) (Buettner et al. 

2006). Outro estudo demonstrou que a dieta hiperlipídica rica em gordura saturada é 

capaz de induzir o ganho de peso, porém, este aumento não está relacionado a um maior 

consumo de ração. Isto significa que animais alimentados com DH rica em gordura 

saturada estocam uma maior quantidade de gordura sem necessariamente aumentar o 

consumo de calorias, o que sugere que o aumento de gordura corporal e o 

desenvolvimento da obesidade está intimamente relacionada à fonte lipídica ingerida 

(Catta-Preta et al. 2012). 

Na primeira etapa desse estudo não observamos nenhuma alteração cardiovascular 

(PAM e FC) a nível basal dos parâmetros fisiológicos nos ratos obesos, mas durante a 

segunda etapa, utilizando da telemetria para avaliação dessas alterações observamos que 

a obesidade aumentou os níveis basais de PAM, bem como PAS e PAD, o que está de 

acordo com dados anteriores (Smith et al., 2006, Nagae et al., 2009). No entanto, não foi 

observada alterações nos níveis basais de FC, atividade locomotora e TCC. Os 

mecanismos pelos quais a gordura abdominal se associa a aumentos da prevalência de 

hipertensão arterial não são totalmente claros.  

Alguns autores sugerem, também, que a resistência à insulina e à hiperinsulinemia 

poderia ter um papel na gênese da hipertensão arterial associada à obesidade (Defronzo 

& Ferranini, 1991). A hiperinsulinemia provoca aumentos da atividade do sistema 

nervoso simpático e da reabsorção tubular de sódio (Defronzo & Ferranini, 1991; Reaven 

et al., 1996), ações que contribuem para o aumento da PA. Por outro lado, a insulina é um 

hormônio vasodilatador e induz aumentos do fluxo sanguíneo para a musculatura 

esquelética, um efeito que parece ser mediado pelo óxido nítrico (Baron et al., 1995; 

Steinberg et al., 1996). Estes efeitos são acentuadamente diminuídos em pacientes obesos 

e hipertensos (Steinberg et al., 1996), portadores de resistência à insulina. O aumento da 

atividade simpática, consequente à hiperinsulinemia e que induz vasoconstrição, seria 

contrabalançada pela ação direta vasodilatadora da insulina. Isto explicaria a elevação da 
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PA em nossos animais, à medida que se eleva o acúmulo de gordura. Entretanto, no estudo 

de Faria em mulheres obesas, não se observou correlação entre os valores da insulinemia 

e os níveis de PA, embora a correlação positiva e significante tenha sido encontrada entre 

a quantidade de gordura visceral e os valores da PA (Faria, 2000). Esses dados são 

concordantes com os nossos, nos quais o aumento da circunferência da cintura (no nosso 

caso avaliado pelo índice de adiposidade) se associou a aumentos da PA. 

Outros mecanismos têm sido propostos para explicar a associação entre aumento 

de gordura visceral e hipertensão arterial. Hall et al, defendem a possibilidade de a 

gordura visceral mediar a elevação da PA através da diminuição da natriurese (Hall et al., 

1996). A maior retenção de sódio não seria dependente dos níveis séricos elevados de 

insulina (Hall, 1993; Hall et al., 1995), mas seria provocada por ativação do sistema 

renina - angiotensina, por ativação do sistema nervoso autônomo simpático e ainda por 

alterações da hemodinâmica intra-renal, consequente à compressão da medula renal (Hall 

et al., 1996; Hall et al., 1999). Embora estes mecanismos não tenham sido avaliados em 

nosso estudo, poderiam explicar também nossos achados. 

Outra possibilidade a ser considera refere-se aos níveis de leptina, uma vez que, a 

mesma é capaz de regular a temperatura do tecido adiposo marrom (BAT) e o sistema 

cardiovascular, com participação crítica do DMH, presumivelmente através da ativação 

do nervo simpático (ANS). (Enriori et al, 2011.; Fontes et al., 2001; Horiuchi et al., 2006; 

Marsh et al., 2003; Rezai-Zadeh et al., 2014). Injeções intracerebroventricular (ICV) de 

leptina aumenta a ANS, levando a aumentos na PA e FC (Haynes, 2000; Mark et al, 

1999). Já, antagonista de receptores de leptina (LEPR) central causam uma redução na 

PA e FC em ratos hipertensos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Dentro o 

núcleo arqueado do hipotálamo (ARH), a leptina estimula a expressão de pró-

opiomelanocortina (POMC) e aumenta a atividade de neurónios POMC, que liberam os 

peptídeos POMC (α, β, e γ -hormônio estimulador de melanócitos [MSHs]) que atuam 

sobre o receptor de melanocortina-4 (MC4R) – expressos em neurônios do núcleo 

paraventricular do hipotálamo (PVN) e outras regiões do encéfalo para aumentar a ANS 

(Cone, 2005; Cowley et al, 1999, 2001.; Haynes et ai., 1999). No entanto, os neurônios 

POMC ficam sem resposta à leptina na obesidade, e leptina pode agir independentemente 

da sinalização MC4R (Enriori et al.,2011; Patterson et al, 2011.; Scott et al., 2009). 

Reforçando esses resultados, Simonds et al. (2014), mostraram que os efeitos da leptina 

sobre PA são mediados por circuitos neuronais no DMH, uma vez que, o bloqueio de 

leptina com um anticorpo específico, antagonista, ou a inibição da atividade de neurônios 
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expressando LEPR no DMH causou uma redução rápida da PA em camundongos com 

obesidade induzida por dieta hiperlipídica, independente das alterações no peso. Re-

expressão de LepRs no DMH de DIO ratos LEPR deficiente causou um aumento na PA. 

Estes estudos demonstram que os casais de leptina alterações no peso a mudanças na PA 

em mamíferos espécies (Simonds, et al.2014). Como podemos vers, já está bem claro que 

a atividade do nervo simpático (ANS) é aumentada durante a obesidade e que este 

aumento poderia levar a PA elevada. Estudos com roedores com obesidade induzida por 

dieta sugerem que o aumento da (ANS) é um importante mediador da hipertensão 

induzida por obesidade semelhante aos antagonistas de receptores adrenérgicos α e β e 

desnervação renal que minimiza significativamente a elevação da PA associada ao ganho 

de peso (Carlye et al. 2002, Esler et al, 2006). O aumento da atividade simpática, o que 

provavelmente leva a essas alterações na PA, poderia ser devido a uma ativação mais 

elevada do DMH durante as condições de repouso. Estudos têm demonstrado que a 

estimulação de neurônios do DMH leva a um aumento na descarga simpática de diferentes 

órgãos (Fontes et al., 2001, Cao e Morrison, 2006). Curiosamente, ratos obesos podem 

apresentar uma ativação neuronal aumentada dentro da DMH em condições de repouso, 

como foi demonstrado pelo aumento da expressão de c-Fos (Xin, Storlien et al., 2000), 

mesmo que esse não seja um dado semelhante ao que encontramos nesse estudo. 

Em estudo anterior, demonstramos que a obesidade, induzida por uma DH, 

potencializa a resposta cardiovascular produzida por estresse de jato de ar em ratos. Esta 

resposta aumentada é provavelmente devido a uma inibição reduzida mediada pelo 

GABA dentro da DMH, uma vez que a ativação de receptores GABAA foi menos eficiente 

na redução do aumento da PAM evocado por estresse ar em ratos obesos. Além disso, a 

microinjeção de muscimol no DMH de animais obesos reduziu a taquicardia apenas no 

início do protocolo de estresse por jato de ar. De acordo com estes resultados, o bloqueio 

dos receptores GABAA, no interior da DMH, produziu um aumento na FC e PAM, como 

seria de esperar, no entanto, a duração da resposta de FC foi menor nos animais obesos 

(Abreu, de Abreu et al. 2014). Uma sensibilidade reduzida a um agonista de GABA 

exógeno sugere uma deficiência da inibição mediada por GABA no interior da DMH, que 

normalmente restringe o drive simpático durante o estresse nos animais de controle 

(DiMicco et al., 2002), e pode ser a causa da resposta potenciada à estresse nos ratos 

obesos. Adicionalmente, o bloqueio dos receptores GABA A, por bicuculina, dentro do 

DMH produziu uma resposta taquicárdica e aumento da PA em ambos os animais magros 
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e obesos. No entanto, a resposta da FC nos animais obesos foi mais curta do que nos 

animais controle, o que é consistente com uma inibição GABA-mediada prejudicada. 

O neurotransmissor inibidor GABA é o principal no SNC de vertebrados, e 

apresenta-se amplamente distribuído nos neurônios (aproximadamente 40%), sendo 

capaz de ativar receptores ionotrópicos, por meio da abertura de canais de cloreto, 

promovendo a hiperpolarização da membrana neuronal (Franciolini & Petris 1990). 

Diversos estudos farmacológicos já demonstraram que alterações no influxo de cloreto, 

mediada pela neurotransmissão GABAérgica, provocam alterações no comportamento de 

ansiedade em modelos animais, estes dados estão em convergência aos estudos que 

demonstram que agentes facilitadores da absorção neuronal de cloreto geralmente 

produzem efeitos ansiolíticos e antidepressivos (Shekhar et al. 1990; Shekhar et al. 1993, 

Malatynska et al. 1995, Imamura & Prasad 1998). Nossa hipótese, de que os animais 

induzidos a obesidade apresentam comportamento do tipo ansiedade, se baseia na 

premissa de que a obesidade possivelmente esteja comprometendo o sistema inibitório 

gabaérgico, como sugerido em nosso estudo anterior. A diminuição hipotalâmica de 

GABA, seja por comprometimento do influxo de cloreto, ou por comprometimento dos 

receptores, ou ainda por diminuição da liberação de vesículas, poderia ser um importante 

fator na susceptibilidade ao desenvolvimento dos transtornos de ansiedade (Abreu et al. 

2014; Imamura & Prasad, 1998). Nossa hipótese acerca do envolvimento do DMH nestes 

transtornos está relacionada ao fato de que a administração de agonista GABAA muscimol 

neste núcleo age enquanto ansiolítico em ratos submetidos ao teste do LCE, e os 

antagonistas GABAA, bicuculina e picrotoxina, promovem um efeito oposto 

(ansiogênico), além disso, o bloqueio deste receptor no DMH aumenta a ansiedade no 

teste de conflito, e ainda, que a obesidade crônica provoca um aumento da reatividade ao 

estresse (aumento da PAM e FC) (Shekhar et al. 1990; Shekhar et al. 1993; Malatynska 

et al. 1995; Imamura & Prasad, 1998). 

Diante desses achados e a fim de compreender melhor o papel do DMH na 

reatividade cardiovascular de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipídica, 

avaliamos o efeito da ativação química dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA 

(NMDA) e não NMDA (AMPA) nessa região. A presença de receptores NMDA e não-

NMDA no DMH é bem estabelecida por uma variedade de técnicas, incluindo ensaios de 

ligação (Meeker e cols, 1994), estudos eletrofisiológicos (Bailey e cols, 2003) e 

farmacológicos (Soltis & DiMicco, 1991; Bailey & DiMicco, 2001). Estudos de Soltis & 

DiMicco (1991 e 1992) mostram que as respostas cardiovasculares induzidas pela 
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desinibição do DMH ou pelo estresse experimental dependem da ativação tanto dos dois 

subtipos (NMDA e não NMDA) uma vez que bloqueio de apenas um subtipo de 

receptores reduz parcialmente as respostas cardiovasculares, enquanto o duplo bloqueio 

desses receptores promove efeito adicional. Esses estudos sugerem a existência de dois 

componentes distintos nas respostas cardiovasculares ao estresse: um relacionado à 

atividade dos receptores NMDA e outro mediado por receptores não-NMDA.  

Estudos anteriores mostraram que a estimulação dos receptores glutamatérgicos 

do DMH promove aumento da atividade simpática além de respostas comportamentais 

(Soltis e DiMicco, 1991; Soltis e DiMicco, 1992). Em nosso trabalho observamos que 

tanto a microinjeção de NMDA quanto de AMPA no DMH dos ratos controles e obesos 

provocaram aumentos de PAM e FC. Interessantemente, a microinjeção de NMDA gerou 

uma resposta taquicárdica de curta duração e a microinjeção de AMPA produziu uma 

resposta pressórica exacerbada nos obesos em relação aos controles, o que pode ser um 

fator importante nas alterações basais na PAM nos ratos obesos. Esses dados vão de 

encontro aos achados de Johnson e Shekhar em 2006 que sugeriram que diferentes 

estímulos podem ativar apenas um subtipo de receptor glutamatérgico no DMH para 

evocar a resposta fisiológica específica no animal. 

Uma vez reforçada a ideia de que a obesidade potencializa as respostas ao 

estresse cardiovascular em ratos, devido a uma inibição mediada por GABAA ineficiente 

dentro do DMH e como pacientes com TP têm déficits na atividade central de GABA 

(Goddard, Mason et al. 2001) e  que a disfunção GABAA na região do DMH facilita 

o aparecimento de sinais que se assemelham ao transtorno do pânico, em modelos onde 

a infusão de NaLac 0,5M (Liebowitz, Gorman et al. 1984; Goetz, Gorman et al. 1989; 

Shekhar et al. 1995) ou a exposição a 7,5% de CO2 (Wood et al 1988, Bailey, 

Argyropoulos et al. 2005) mimetiza esse distúrbio, em indivíduos propensos a AP 

analisamos a vulnerabilidade de ratos obesos a respostas do tipo pânico após ambos os 

estímulos interoceptivos. Os resultados desse estudo sugerem que essa disfunção no 

sistema gabaérgico de ratos obesos aumenta a ansiedade e produz sintomas de estado de 

pânico, por exemplo, nessas condições. 

Após a infusão de NaLac, não observamos alteração na PAM em nenhum dos 

grupos (coletivo/individual ou controle/obeso). No entanto, observamos um aumento na 

FC seguida da infusão de NaLac nos grupos obesos coletivos e nos individuais. Todavia, 

após a infusão de NaLac, observamos, também, aumento da FC no período de 

recuperação nos ratos obesos individuais. Esses dados de FC vão de encontro com outros 
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estudos que demonstraram resposta taquicárdica em animais com disfunção crônica 

GABAérgica após esse mesmo estímulo (Shekhar et al. 1995, Sajdyk et al. 2003, Johnson 

& Shekhar 2012). 

Nosso trabalho, também, apresentou os efeitos da exposição aguda (5min) em 

concentração hipercárbica moderada, gás normóxica, no comportamento relacionado à 

ansiedade, bem como, a indução de c-Fos em regiões do encéfalo anterior importantes na 

mobilização de mudanças de adaptação na respiração, excitação comportamental, e 

respostas aversivas do tipo pânico para restaurar a homeostase ácido-base de ratos obesos. 

No Experimento 1, mostramos que ratos obesos expostos à inalação de 7,5% de CO2, por 

um período de curta duração (5min), apresentaram comportamento de ansiedade, ou seja, 

responderam com diminuição do número de cruzamento de linhas, aumento do tempo de 

congelamento e diminuição no tempo e frequência de interação social no campo aberto, 

bem como, com aumento do número de peletes fecais na caixa de teste. Em apoio a nossa 

hipótese, a indução da ativação de c-Fos no DMN e PeF, mas não no DA de ratos obesos, 

observada no Experimento 1, em consequência a exposição hipercárbica é semelhante ao 

observado depois de expor um rato a um estímulo-provocando medo incondicionado, 

como, odor de gato relacionados com o predador (Dielenberg et al., 2001). Por exemplo, 

o desafio de gás hipercárbica aumentou as respostas celulares no DMH envolvidas na 

regulação incondicionada, de comportamentos relacionados ao estresse (Keay e Bandler, 

2001), neuroendócrinas (Bailey e DiMicco 2001, Makara et al. 1986) e respostas 

autonômicas (Dampney et al. 2002, DiMicco et al., 2002).  

As diferenças entre os dados e a indução de c-Fos seguintes à exposição de ratos 

a um estímulo que provoca uma resposta de medo incondicionado pode refletir a rota da 

entrada sensorial panicogênico (isto é, quimiorrecepção central (PCO2/H+ versus 

percepção olfativa). No geral, o desafio agudo hipercárbico em ratos obesos aumentou os 

comportamentos de ansiedade, bem como, ativou seletivamente regiões que participam 

de circuitos neurais responsáveis por gerar respostas de pânico/defesa a estímulos 

aversivos e, portanto, fornecer uma hipotética estrutura para compreender os mecanismos 

neurais subjacentes à mobilização de respostas autonômicas, neuroendócrinas e 

comportamentais. Esses aumentos na expressão de c-Fos no DMH, PeF pode ser 

secundária a estímulos sinápticos com consequente ativação periférica ou alteração de 

quimiorreceptores centrais locais, ou por um efeito direto e local da alteração de PCO2/ 

H+ nos próprios neurônios. Outra explicação envolve mecanismos quimiorreceptores 

intrínsecos. Embora existam células quimiorreceptoras na periferia (por exemplo, células 
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glômicas no corpo carotídeo) capazes de detectar a elevação de PCO2/H + (Gonzalez et 

al., 1992, Peers e Buckler, 1995). Além disso, os neurônios quimiorreceptores presentes 

em regiões visceromotora do hipotálamo, como o DMH e PeF (Dillon e Waldrop, 1992) 

pode ser importante para ativação da mobilização adaptativa e do comportamento 

associado ao pânico. 

Já no experimento 2, avaliamos se a exposição a 7,5% de CO2 seria capaz de gerar 

respostas autononômicas nos animais obesos. Antes de passar pelo desafio de exposição 

ao gás, observou-se que os animais obesos já apresentaram alta PAM, como já era de se 

esperar baseando-se nos dados encontrados no registro de 24hs. Esse aumento prévio 

levou a uma maior resposta de PAM global para o CO2 no grupo obeso. Já para FC não 

houve diferenças observadas antes dos desafios de gás, mas durante o desafio com CO2 

os obesos tiveram um considerável aumento na FC quando comparado controle. Para que 

a ativação do nervo simpático possa induzir taquicardia e hipertensão simultaneamente, 

o mecanismo baroreflexo que estimula a ativação parassimpática vagal e inibe a liberação 

simpática precisa ser dessensibilizado (MacDowall et al. 2006) A região do núcleo do 

trato solitário (NTS) é fundamental para o funcionamento do barorreflexo (Catelli & Sved 

1988) e contém neurônios motores parassimpáticos. O DMH/PeF inerva diretamente o 

NTS (Fontes et al. 2001) e a estimulação elétrica ou química (MacDowall et al. 2006) do 

DMH/PFE diminui a sensibilidade do barorreflexo através de um mecanismo 

GABAérgica no NTS (Jordan et al 1988). Este circuito representa um meio de adaptação 

de inibir o barorreflexo durante as respostas de "luta ou fuga" e exercício (Potts et al. 

2003). O NTS também contém numerosos neurônios GABAérgicos (Fong et al. 2005) 

que poderiam enfraquecer atividade parassimpática inibindo neurônios pré-ganglionares 

vagais acetilcolinérgicos. A constatação de que as condições relacionadas com o pânico 

apresentam desequilíbrio simpático e parassimpático, bem como, interrupção do 

barorreflexo em ratos obesos após exposição ao CO2 deve ser considerada. 

Eletrocardiograma em pacientes com TP revela dominância simpática e remoção 

parassimpática (Hamada et al. 1998, McCraty et al. 2001). Pacientes com TP também 

mostram função barorreceptora alterada que persiste mesmo quando eles estão em 

remissão (Shioiri et al. 2005). 

Diante dos resultados expostos e com o intuito de confirmar se a obesidade, por 

si só, seria capaz de propiciar alterações de comportamento fazendo dos ratos obesos 

propensos às respostas de ansiedade, submetemos os mesmos ao LTE (Experimento 3). 

O LTE é uma derivação do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), já extensivamente 
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utilizado como modelo de teste para avaliar a ansiedade (Handley & Mithani, 1984). O 

teste no LCE utiliza-se da premissa de que animais (tais como os roedores) possuem medo 

inato à altura e a locais abertos, onde estes não conseguem realizar com eficiência a 

exploração tigmotáxica do ambiente por meio de suas vibrissas (Treit et al. 1993). Apesar 

de os animais não apresentarem comportamento do tipo pânico no LTE, observamos um 

aumento na latência durante as exposições do animal ao braço fechado neste aparato o 

que pode estar relacionado com a capacidade de aprender a evitar o perigo, o que vem 

sendo positivamente associado a um comportamento mais ansiogênico, ou do tipo 

ansiedade (Pobbe et al. 2014). Esses dados corroboram aoutro estudo anterior de nosso 

grupo de pesquisa que demonstrou que a obesidade foi eficiente em promover o 

comportamento do tipo ansiedade no LTE, evidenciado novamente pelo aumento do 

tempo de latência dos animais quando expostos ao braço fechado do LTE e não 

apresentaram comportamento do tipo pânico. (Noronha 2015). Outros autores, também, 

já observaram que a exposição crônica a DH (pré e pós-desmame) de ratos aumentam o 

comportamento do tipo ansiedade em testes comportamentais realizados no campo aberto 

e no LCE (Bilbo & Tsang, 2010; Sasaki et al. 2014), o que demonstra que alterações 

nutricionais precoces podem provocar mudanças epigenéticas (fenômeno biológico que 

determina a relação entre os estímulos físicos e químicos durante períodos críticos do 

ciclo biológico), que favorecem o desenvolvimento não só de comorbidades como 

obesidade, diabetes, hipertensão mas também podem favorecer a vulnerabilidade aos 

transtornos pscicopatológicos. Esse aumento na vulnerabilidade destas desordens pode 

ser decorrente de alteração dos sistemas regulatórios, como o serotoninérgico, o 

noradrenérgico, o dopaminérgico, o glutamatérgico e o gabaérgico, que estão 

intimamente conectados aos transtornos de ansiedade e depressão (Fraga et al. 2014; 

Mlyniec et al. 2015).  

Assim, propomos um mecanismo hipotético para os efeitos dos estímulos 

interoceptivos causadores de AP em ratos obesos com disfunção gabaérgica (Figura 24). 
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Figura 25: Representação do mecanismo hipotético através do qual a infusão de lactato de sódio (NaLac) 
0,5M ou da breve exposição (5min) ao gás hipercárbico (7,5% CO2) induz respostas cardiovasculares e 
comportamentais semelhantes a ataques de pânico (AP) em ratos obesos com disfunção gabaérgica no 
núcleo dorsomedial do hipotálamo (DMN) e do hipotálamo perifornical (PeF). Além de vias e regiões do 
encéfalo que são importantes sítios sensoriais e de retransmissão para componentes de AP. MPOA: área 
preóptica medial, RP: raphe palidus. BRVL: bulbo rostroventrolateral, l/dlPAG: região dorsolateral da 
substância cinzenta periaquedutal, FC: frequência cardíaca, PA: pressão arterial. -: inibição, +: 
estimulação/excitação. 
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7 – Conclusões 

• A dieta hiperlipídica (45% de lipídio Kcal/g) por 9 semanas, promoveu aumento 

no peso corporal, IA e nos níveis basais da PAM, PAD e PAS pelos registros de 

telemetria. 

 

• A microinjeção de agonistas glutamatérgicos do tipo NMDA (NMDA) e não 

NMDA (AMPA) no DMH promoveu aumento da PAM e FC tanto nos animais 

controles quanto nos animais obesos, no entanto, NMDA gerou uma resposta de 

curta duração na FC e AMPA uma resposta elevada na PAM na presença da 

obesidade. 

 

• Infusões i.v de NaLac 0,5M não provocou alteração na PAM em nenhum dos 

grupos (coletivo/individual ou controle/obeso). No entanto, observamos um 

aumento na FC seguida da infusão de NaLac tanto nos grupos obesos coletivos 

quanto nos individuais. Todavia, após a infusão de NaLac, a resposta pode-se 

observar, resposta taquicárdica durante o período de recuperação nos ratos obesos 

individuais. 

 

• Ratos obesos expostos à inalação de 7,5% de CO2 por um período de curta duração 

(5min), além de aumentar o comportamento de ansiedade (ou seja, responderam 

com diminuição do número de cruzamento de linhas, aumento do tempo de 

congelamento e diminuição no tempo e frequência de interação social no campo 

aberto, bem como, com aumento do número de peletes fecais na caixa de teste), 

apresentaram aumento da ativação de células c-Fos no DMN e PeF, mas não na 

região do DA. 

 

• Além disso, após o desafio de exposição ao gás CO2, os animais obesos 

apresentaram aumento tanto na PAM quanto na FC, sendo que a resposta de 

taquicardia foi bem expressiva. 

 

•  A obesidade, por si só, foi capaz de gerar respostas comportamentais do tipo 

ansiedade, evidenciadas pelo aumento no tempo de latência no braço fechado no 
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LTE quando comparado aos animais controle, no entanto não apresentaram 

comportamento do tipo pânico.  

 

Estes resultados sugerem que obesidade induzida por dieta hiperlipídica leva a 

desinibição de circuitos de pânico que contribuem para vulnerabilidade a respostas do 

tipo pânico tanto seguido de infusões de NaLac quanto durante a exposição a 7,5% de 

CO2 em ratos Wistar. 
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