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ACTH — hormdnio adrenocorticotréfico

APO - area preoptica

APOMN — area predptica mediana

CRH — horménio liberador de corticotrofina

GABA — acido gama-aminobutirico

GABA-A — receptor GABAérgico do tipo A

GDEE - dietil-éster-acido glutamico

HDM - nucleo dorsomedial do hipotalamo

HDMc — nucleo dorsomedial do hipotalamo, parte compacta
HDMd — nucleo dorsomedial do hipotalamo, parte difusa
HVM — nucleo ventromedial do hipotalamo

HVMdm — nucleo ventromedial do hipotalamo, parte dorsomedial
HVMvI — nucleo ventromedial do hipotalamo, parte ventrolateral
LCE - labirinto-em-cruz elevado

MCPA — matéria cinzenta periaquedutal

MCPAce — matéria cinzenta periaquedutal central
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NTS — nucleo do trato solitario

PHA-L — leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris

PMd — nucleo pré-mamilar dorsal

PVN — nucleo paraventricular do hipotalamo



RESUMO



Fungdes Comportamentais das Divisbes Compacta e Difusa do Nducleo
Dorsomedial do Hipotalamo de Ratos. Alves, A.C.A., Dissertacdo de Mestrado,

Universidade Federal do Espirito Santo, Vitdria, Brasil, 2007.

O hipotalamo dorsomedial (HDM) tem sido proposto como uma estrutura crucial
na organizagao dos comportamentos defensivos de animais e nos transtornos de
ansiedade de humanos. Contudo, ndo existem estudos quantitativos que
permitam avaliar o seu papel nos comportamentos defensivos, alimentares,
reprodutivos e agressivos. Portanto, o presente estudo utilizou a analise logistica
dos limiares para examinar o repertorio comportamental eliciado pela estimulacéo
das partes difusa (HDMd) e compacta (HDMc) deste nucleo com pulsos senoidais
de intensidade crescente (0-75 pA, 60 Hz), pulsos quadrados de frequéncia
crescente (30 pA, 1 ms, 0-130 Hz) e microinfusdo de NMDA (10 mM, 0,5
nmol/min, 2,3 nmol). Comportamentos alimentares, sexuais e agressivos foram
avaliados na presenga de alvos especificos (agua, comida, fémea e
camundongo). As curvas de limiar foram obtidas por andlise logistica das
frequéncias acumuladas das respostas limiares e comparadas pelo teste do xz da
razdo de verossimilhangas (critério de Bonferroni de 5%). A estimulagdo com
pulsos senoidais de ambas as divisbes produziu imobilidade, exoftalmia,
defecacéo, micgéo, trote, galope e salto. Contudo, enquanto a estimulagdo do
HDMc por variacdo de frequéncia eliciou imobilidade, exoftalmia, defecacédo e
micgao, a estimulagéo por frequéncia do HDMd somente eliciou a exoftalmia, ndo
tendo sido observadas as respostas estritamente defensivas de trote, galope e
salto. A microinfusdo de NMDA no HDMd somente produziu respostas dose-

dependentes para imobilidade, exoftalmia, defecacao e trote. Entretanto, também



foram observados comportamentos ingestivos (comer e beber), reprodutivos
(cheirar a genitdlia da fémea) e, eventualmente, respostas de micg¢ao, galope e
salto nas doses mais elevadas de NMDA (>1,4 nmol). A participagdo dos
receptores NMDA do HDMc nao péde ser avaliada devido ao numero limitado de
ratos com canulas nesta regidao (n = 3). Por outro lado, a estimulagao da divisao
dorsomedial do hipotdlamo ventromedial (HVMdm), tanto por variagdo da
intensidade quanto da frequéncia, produziu exoftalmia, mic¢ao, defecacgao, trote e
saltos com estimulos inferiores aqueles observados para o HDMd e HDMc. Em
contraste, ndo foram observadas apds a estimulacdo da divisdo ventrolateral do
HVM (n = 15). Estes dados sugerem que as respostas obtidas por estimulagao do
HDMd possam ter sido devido a difusao de corrente tanto para o HYMdm quanto
HDMec. Portanto, como a estimulacéo por frequéncia tem alta resolucédo espacial,
0s nossos resultados sugerem que o HDMc possa estar implicado na organizagao
das respostas de exoftalmia, defecacdo, miccao e, possivelmente, imobilidade,

mas nao nas respostas de defesa as ameagas proximais como o galope e saltos.

Palavras-chaves: Hipotalamo  Dorsomedial, Hipotalamo  Ventromedial,

Comportamentos de Defesa, Estimulagao Elétrica, Estimulagdo Quimica, NMDA.



INTRODUCAO GERAL



CARACTERIZACAO NEUROANATOMICA DO NUCLEO DORSOMEDIAL DO

HIPOTALAMO

Delimitacdo e Subdivisdes do Nucleo Dorsomedial do Hipotadlamo

A primeira descrigdo do nucleo dorsomedial do hipotalamo (HDM)
pode ser encontrada em Cajal (1909) que o descreve como ‘uma massa ovoide
de matéria cinzenta separada da linha mediana por uma camada de fibras
particularmente espessa’. O HDM ¢é dividido em dois subnucleos. Gurdjian (1927)
descreveu a parte posterior, que se funde caudalmente com o nucleo
periventricular posterior. Esta regido do HDM foi denominada posteriormente de
parte compacta (HDMc), e descrita como um denso agrupamento na porgao
intermediaria do HDM, formando uma estrutura semelhante a uma asa (Paxinos,
1985; Paxinos e Watson, 1986). Adicionalmente a parte compacta, o HDM inclui
uma porgao difusa (HDMd) (Paxinos e Watson, 1986), posteriormente subdividida
em partes dorsal e ventral (Paxinos e Watson, 1998; Thompson e Swanson,
1998). A parte dorsal corresponde a parte anterior do HDM descrita por
Thompson e Swanson (1998).

O HDM é um nucleo do hipotalamo periventricular com localizagao
bem estabelecida em relagdo aos nucleos adjacentes. O HDM encontra-se em
uma regiao adjacente ao terceiro ventriculo, caudal ao nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN), dorsal ao nucleo ventromedial do hipotalamo (HVM) e ventral a
zona incerta (Paxinos, 1985; Thompson et al., 1996). Thompson et al. (1996)
propdéem que o HDM funde-se, caudalmente, de forma quase indistinta com o

nucleo periventricular posterior. Segundo Paxinos (1985), o nucleo estende-se



caudalmente para partes mais ventrais, unindo-se ao nucleo arqueado na regiao
do recesso mamilar. Nesta regido, o nucleo tuberal magnocelular do hipotalamo
esta intimamente associado com o podlo dorsal do HDM. Deste nivel até o bordo
caudal do HDM, na regiao ventral aos nucleos mamilares, ndo ha distingao clara
entre o nucleo arqueado e o HDM. Krieg (1932) sugeriu que a borda lateral
poderia estender-se a area perifornicial. Contudo, em um estudo recente,
Thompson et al. (1996) sugerem que esta area nao faga parte do HDM, uma vez
que suas projegbes para o tronco cerebral e medula espinhal sdo bastante
distintas daquelas do HDM (Hancock, 1976; Saper et al., 1976; Hosoya, 1980;
Swanson e Kuypers, 1980; Schwanzel-Fukuda et al., 1984; Tucker e Saper, 1985;

Hosoya et al., 1987).

Aferéncias do Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

As projegcbes do HDM foram extensivamente estudadas por
Thompson e Swanson (1998). Estes estudos neuroanatémicos, utilizando
marcagao anterégrada com leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris (PHA-L),
mostram que a principal fonte de aferéncias do HDM surge no hipotalamo,
havendo poucas projegdes significantes com origem no telencéfalo e tronco
cerebral. Mais que isso, com exceg¢ao do nucleo predptico magnocelular, parte
magnocellular do PVN, nucleo supradptico e nucleos mamilares medial e lateral,
todos o0s nucleos principais do hipotalamo contém pelo menos um pequeno
nuamero de neurbnios que se projeta para o HDM. Entretanto, a despeito de
projecdes numerosas dos nucleos hipotalamico anterior, predptico periventricular,

predptico posterodorsal e regido caudal do nucleo predptico supraquiasmatico, a



unica projecao densa para o HDM origina-se no nucleo paraestrial (Risold et al.,
1994; Thompson e Swanson, 1998). Aferéncias hipotalamicas moderadas provém
da parte medial do nucleo predptico medial e nucleos predptico mediano (Gu e
Simerly, 1997; Thompson e Swanson, 1998), periventricular anteroventral,
predptico anteroventral (incluindo as regidbes predpticas ventromedial e
ventrolateral), predptico anterodorsal e area predptica medial (Thompson e
Swanson, 1998). Gu e Simerly (1997) também relataram proje¢des com origem
no orgao vasculoso da lamina terminal. Todos os nucleos predpticos projetam
para a parte anterior (dorsal, difusa) do HDM e tendem a evitar a parte posterior
(compacta) deste nucleo, e nenhum se projeta significantemente para o HVM ou
para a regidao de baixa densidade neuronal ventralmente ao HDM (Thompson e
Swanson, 1998). Adicionalmente, o HDM possui conexdes reciprocas com o HVM
e a area hipotalamica lateral (Luiten e Room, 1980; Ter Horst e Luiten, 1987),
sugerindo uma relagao entre estes nucleos na regulacéo da ingestdo de comida
(Luiten e Room, 1980). Também existem projecdes reciprocas entre PVN e HDM
(Ter Horst e Luiten, 1987) que podem ser importantes para o controle da fungao
cardiovascular e/ou neuroenddcrina (Womack e Barrett-Jolley, 2007).

As projegcdes taldamicas ao HDM originam-se principalmente dos
nucleos talamico paraventricular e subparafascicular e habénula lateral, e em
menor quantidade das partes magnocelular e parvicelular do nucleo
subparafascicular. Em geral, projegcdes com origem no telencéfalo provém de
areas restritas e sdo mais esparsas. O HDM recebe aferéncias subcorticais
principalmente do nucleo do leito da estria terminal e nucleo septal lateral e, em
menor escala, da substancia inominada nos niveis rostrais da area hipotalamica

anterior. No cortex, tanto o cortex pré-frontal (principalmente area infralimbica,



mas também a area prelimbica e tenia tecta), quanto o claustrum e subiculum
ventral contribuem com fibras para o HDM (Thompson e Swanson, 1998).

As fibras provenientes do tronco cerebral estdo primariamente
limitadas a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA), nucleo parabraquial e bulbo
ventrolateral, e de forma mais esparsa, em varios nucleos da rafe, nucleo reticular
mesencefalico, regidao do grupo celular noradrenérgico A7, nucleo de Barrington e
matéria cinzenta central pontina, além de um grupo muito restrito de neurénios na
parte caudal do nucleo incerto. Na MCPA, as projeg¢des para o HDM tém origem
de todos os niveis rostrocaudais. Contudo, estas projecbes nao séao
particularmente densas, embora aumentem caudalmente. No bulbo foram
observadas projecdes leves das partes caudais do nucleo do trato solitario (NTS)
e ao longo da regidao do paragigantocelular e nucleo reticular medular que é
geralmente referido como o bulbo ventrolateral (Thompson e Swanson, 1998).
Portanto, o HDM pode receber informagao sobre o estado metabdlico do animal,
tanto via projegdes do bulbo ventrolateral quanto do nucleo parabraquial. Embora
o NTS envie eferéncias leves para o HDM, regides que recebem aferéncias
viscero-sensoriais proeminentes da primeira regido, tais como o bulbo
ventrolateral e partes centrolateral e dorsolateral do nucleo parabraquial, enviam

fibras profusas ao HDM (Loewy et al., 1981; Herbert et al., 1990).

Eferéncias do Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

Thompson et al. (1996), em estudos utilizando PHA-L, mostram que

as projegoes do HDM do rato s&o principalmente intra-hipotalamicas, com

componentes menores direcionados para o tronco cerebral e telencéfalo. Esses



autores verificaram que as eferéncias do HDM seguem trés vias ascendentes
distintas: 1) periventricular, que cursa pela zona hipotalamica periventricular e
inerva 0s nucleos predptico supraquiasmatico, periventricular anteroventral,
predptico mediano, paraestrial, nucleo fusiforme do nucleo do leito da estria
terminal, predptico posterodorsal e, particularmente, a camada parvocelular do
PVN (Ter Horst e Luiten, 1986, 1987; Thompson et al., 1996) através de densas
projecbes glutamatérgicas excitatérias (Womack e Barrett-dolley, 2007); 2)
ventral, que apdés contribuir com poucas fibras para os nucleos arqueado
(Thompson et al., 1996), HVM (Ter Horst e Luiten, 1986; Thompson et al., 1996),
hipotalamico anterior, area retroquiasmatica (incluindo peri-supraquiasmatica) e
nucleo supradptico, projeta-se rostralmente a superficie ventral do cérebro; e 3)
lateral, que transita pela parte medial da area hipotalamica lateral, contribuindo
para o feixe prosencefalico medial e inervando, principalmente, a area predptica
medial, parte lateral do nucleo predptico medial e nucleos predpticos anterodorsal
e anteroventral. Algumas fibras ascendentes periventriculares seguem uma rota
dorsal para a habénula e nucleos paratenial e paraventricular do talamo, mas
emitem, ao nivel da area predptica, um pequeno, porém significante, contingente
de fibras que contorna a comissura anterior e penetra na area septal. Alguns
poucos axdénios do grupo ascendente lateral cursam a fimbria até o hipocampo,
enquanto outros seguem pela estria terminal e ansa peduncularis até a amigdala.
Embora muitas fibras convirjam para a lamina terminal, algumas podem seguir
rostralmente até o nucleo olfatério anterior. As proje¢cdes descendentes do HDM
sao consideravelmente menos substanciais e mais esparsas que as projecdes
ascendentes. As projecbdes descendentes convergem em varios niveis e seguem

duas vias: 1) dorsal, que cursa pelo sistema periventricular do mesencéfalo e
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inerva o nucleo paraventricular do talamo, coliculo superior, nucleo reticular
mesencefalico, area retrorubral, nucleo dorsal da rafe e nucleo cuneiforme, e de
forma mais densa o0 nucleo hipotaldmico posterior, nucleo de Barrington,
substancia cinzenta central pontina (Thompson et al., 1996) e MCPA (Ter Horst e
Luiten, 1986; Beitz, 1989; Thompson et al., 1996), uma projeg¢ao possivelmente
glutamatérgica que, juntamente com as projecdes de outras regides cerebrais
para a MCPA, pode influenciar o papel desta em muitas fungdes importantes
incluindo antinocicepgao, mecanismos defensivos ou vocalizagao (Beitz, 1989); e
2) ventral, que se estende através de partes caudais do hipotdlamo e regides
ventromediais do tronco cerebral, projetando-se levemente para os corpos
mamilares, nucleos pré-mamilares dorsal (PMd) e ventral, nucleos tuberomamilar
dorsal e ventral, nucleo periventricular posterior, area tegmental ventral, nucleo
central superior da rafe e nucleos medulares magno e palido da rafe (Thompson
et al., 1996). O nucleo palido da rafe € um importante sitio termorregulatério no
tronco cerebral, cuja desinibicdo promove ativagdo simpatica do tecido adiposo
marrom e vasoconstricdo cutdnea na cauda do rato (DiMicco e Zaretsky, 2007).
Estas duas vias permanecem, em grande parte, segregadas ao longo do tronco
cerebral. Embora a via dorsal parega terminar ao nivel do nucleo parabraquial,
uns poucos axoénios, presumivelmente do caminho ventral, podem ser localizados
caudalmente em nucleos tao distantes como o NTS (Thompson et al., 1996).
Ainda, segundo Fontes et al. (2001), o HDM envia proje¢des diretas para o bulbo
ventrolateral rostral, um componente essencial para mediar efeitos simpaticos
renais eliciados pelo HDM (Horiuchi et al., 2004, 2006).

Outros estudos revelam ainda que eferéncias do HDM atingem o

nucleo motor dorsal do vago, nucleo ambiguo e formacgéao reticular parvocelular
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em niveis medulares mais baixos, nucleo oculomotor no mesencéfalo, nucleo
hipotalamico lateral, e, de forma mais densa, &rgédos circunventriculares,
particularmente o 6rgao vasculoso da lamina terminal e o 6rgao subfornicial.
Adicionalmente, foram descritas proje¢cdes descendentes para neurbnios pré-
ganglionares inervando o pancreas, envolvendo o HDM na liberagao de horménio
pancreatico (Ter Horst e Luiten, 1986). Estas proje¢bes poderiam surgir de
neurénios adjacentes ao HDM (Thompson et al., 1996). De fato, estudos com
marcagao retrograda mostram que a medula espinhal recebe proje¢des da porgao
parvocelular do PVN e area hipotalamica lateral (Hancock, 1976), néo tendo sido
encontrada nenhuma aferéncia do HDM. Apesar das diversas areas de projecao
do HDM, (Thompson et al., 1996) ndo observaram marcagao alguma, ou apenas
uma ténue marcacdo, nas areas motoras, cortex somatosensorial e visceral,
nucleo pré-mamilar ventral, cértex cerebelar, nucleo de Kolliker-Fuse, e regides
em torno do Iécus ceruleo. Ainda, embora estes autores tenham relatado algumas
fibras no érgéo subfornicial e fibras ocasionais na area postrema, ndo observaram
fibra alguma no érgéo vasculoso. Como o 6rgao vasculoso é pequeno e de dificil
localizagéo, as proje¢des do HDM a este nucleo, relatadas por outros autores,
podem representar a densa projecdo do HDM para uma area imediatamente
vizinha ao érgéo vasculoso (Thompson et al., 1996).

Estudos de tracejamento pds-mortem revelaram que projecoes
eferentes intrahipotaldamicas do HDM humano atingem de forma mais densa o
PVN, HVM e a area abaixo do PVN (Dai et al., 1998). Nao obstante, Thompson et
al. (1996) sugerem que estas projecdes contornam o HVM, sem estabelecer
conexdes profusas. Por outro lado, estes autores, tal como Ter Horst e Luiten

(1987), aceitam a possibilidade de que elas possam fazer contatos sinapticos com
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dendritos distais do HVM. No entanto, estes contatos ndo foram demonstrados
efetivamente. Em adicdo, nenhum dos experimentos com injegcbes de PHA-L
centradas no HDM de ratos marcaram mais que uma ou outra fibra ocasional no
HVM (Thompson et al., 1996). Outros campos terminais significantes do HDM
humano incluem o nucleo periventricular, a area hipotalamica lateral e a parte
medial da area hipotalamica anteroventral. Fibras escassas projetam para o
nucleo supraquiasmatico, nucleo infundibular, nucleo hipotalamico posterior e
parte posterior do nucleo do leito da estria terminal. As projecdes das partes
dorsal e ventral do HDM mostram algumas diferengas. A parte dorsal do HDM
possui projecdes mais densas para a parte dorsal do PVN, comparado a parte
ventral do PVN. Em contraste, a parte ventral do HDM possui projegcdes mais
densas para a parte ventral do PVN. Eferéncias do HDM para o PVN passam
proximo a muitos neurénios liberadores dos horménios vasopressina, ocitocina e
corticotrofina, sugerindo que os neurénios do HDM podem influenciar diretamente
estes neurénios do PVN. As projecdes intrahipotalamicas do HDM de humanos
assemelham-se muito as do rato, indicando que a organizagao destas projegdes é
similar em ambas as espécies (Dai et al., 1998).

De acordo com Thompson et al. (1996), o HDM apresenta conexdes
muito diferentes dos nucleos da zona medial hipotalamica. O estudo de suas
projecbes mostra que ele é muito mais semelhante, tanto nas conexdes

neuroanatdmicas como nas suas fungdes, a zona periventricular do hipotalamo.
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FUNCOES DO NUCLEO DORSOMEDIAL DO HIPOTALAMO

O HDM tem sido implicado em uma ampla variedade de respostas,
incluindo aquelas das funcgdes ingestivas (Bernardis, 1972; Dalton et al., 1981),
ritmicidade circadiana (Bellinger et al., 1976, 1986; Buijs et al., 1993), funcao
reprodutiva (Gallo, 1981; Gunnet e Freeman, 1985; Pan e Gala, 1985), controle
cardiovascular (Anderson e DiMicco, 1990; Soltis e DiMicco, 1991; Stotz-Potter et
al., 1996; Goren et al., 2000, 2003), locomogéao (Sinnamon, 1984), estresse e/ou
ansiedade e, consequentemente, no sitio de acdo dos ansioliticos (Soltis e
DiMicco, 1992; Inglefield et al., 1994; Jardim e Guimaraes, 2001). A seguir

apresentaremos as principais evidéncias de sua participacao nestas funcoes.

Funcdes Alimentares

Estudos recentes envolvem o HDM e outras regides hipotalamicas
na regulacdo da ingestdo alimentar. Receptores sensiveis ao metabolismo de
glicose, reservas de lipideo corporal, distensdo do estdbmago, bem como
receptores de neuropeptideos e canabindides tém sido identificados e localizados
no hipotalamo. Segundo estas observagdes, neurbnios com agdes anoréxicas
(alpha-MSH, peptideo CART, horménio liberador de corticotrofina, urocortina lll,
colecistocinina, peptideos glucagon-similes) ou que estimulam a ingestédo
alimentar (neuropeptideo Y, orexinas, horménio concentrador da melanina,
galanina) estao localizados no HDM, bem como no nucleo hipotaldmico arqueado,
PVN e HVM, além da area hipotalamica dorsolateral (Palkovits, 2003). De fato, a

injecao intracerebroventricular de galanina induz aumento significante nos niveis
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de c-Fos no HDM e nucleo central da amigdala (Blackshear et al., 2007). Ainda, a
injecao intravenosa de leptina, uma substancia envolvida na alimentacgao,
termogénese e estado neuroenddcrino (Zhang et al., 1994), ativa muitos grupos
celulares no cérebro do rato, incluindo HDM, HVM e PVN. Como o PVN recebe
projecdo do HDM, a ativagdo de elementos autondmicos e neuroenddcrinos,
especificos do PVN, pode ser desencadeada por aferéncias do HDM ativadas por
leptina (EImquist et al., 1998). O HDM também é considerado parte de um
sistema beta-adrenérgico envolvido na modulagédo da disponibilidade de glicose e
acidos graxos livres. Estudos conduzidos por Zaia et al. (1997) mostram que o
aumento na concentragdo plasmatica de glicose e a diminuicdo nos niveis de
triglicerideos 5 minutos ap6s a microinjecdo de 12,5 nmol de norepinefrina ou
epinefrina no HDM sao inibidos por microinjecao prévia, no HDM, do antagonista
beta-adrenérgico propranolol, mas nao pelo antagonista alfa-adrenérgico
prazosina. Ainda, a microinje¢cao de outros neurotransmissores como glutamato,
dopamina ou acetilcolina, ndo causam alteracdes nestes parametros metabdlicos.
Estas mudangas metabdlicas podem ser explicadas pelas conexdes diretas entre
o HDM e os nucleos ventromedial e paraventricular do hipotalamo, além da area
hipotalamica lateral, regides envolvidas na regulagdo da ingestdo de comida,
controle da glicemia e insulinemia (Ter Horst e Luiten, 1987). O HDM poderia
exercer um controle nestas regides hipotalamicas, através de seus neurbnios
sensiveis a glicose (Oomura e Yoshimatsu, 1984; Bernardis e Bellinger, 1987).
Adicionalmente aos processos que controlam a ingestdo de comida,
o HDM possui um importante papel na regulagdo do peso corporal (Bellinger e
Bernardis, 2002). Assim, a expressdo do gene do neuropeptideo Y no HDM é

aumentada em resposta ao exercicio continuado, bem como por restricdo crbnica
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de comida, sugerindo que o neuropeptideo Y expressado no HDM possui um
importante papel na alimentagédo e controle do peso corporal (Bi, 2007). De fato,
diversos autores tém demonstrado que a transecgao de fibras ventrais ou
posteriores ao HDM de ratos ou lesdes eletroliticas neste nucleo provocam
hipofagia, retardo no aumento de peso e tamanho do corpo (Bellinger et al., 1979,
1986; Dalton et al., 1981; Bernardis e Luboshitzky, 1983; Bernardis et al., 1987;
Bellinger e Bernardis, 1999) e hipodipsia (Bernardis et al., 1963; Bernardis, 1970,
1972; Dalton et al., 1981), além da redugado do peso da gordura epididimal, da
lipdlise estimulada por epinefrina, do conteudo de proteina da gordura epididimal
e do peso do tecido adiposo intercapsular marrom; porém, a composi¢ao corporal
mantém-se normal (Bellinger et al., 1986). Em contraste, a lipdlise basal aumenta
(Bernardis e Luboshitzky, 1983). Entretanto, estes ratos possuem parametros
metabdlicos normais (Bernardis e Bellinger, 1990) e conseguem recuperar o peso
corporal, apds privacao parcial de comida, com a mesma competéncia e 0 mesmo
intervalo de tempo que ratos intactos. Estes estudos sugeriram que a lesdo do
HDM levaria ao aparecimento de um novo ponto de ajuste (set point) do peso
corporal, com valor inferior aquele dos ratos com HDM intacto, porém, adequado
para a homeostase alimentar do animal (Bellinger et al., 1979, 1986; Bernardis et
al., 1987). Neste caso, a baixa ingesta de comida pode ser reflexo deste
mecanismo regulatério (Bernardis e Bellinger, 1990). Por outro lado, a
hiperinsulinemia, hiperlipidemia e aumento da gordura evocados por lesdes do
HVM néao foram atenuadas por lesdes eletroliticas bilaterais no HDM, sugerindo a
independéncia da ‘sindrome do HVM’ em relagédo ao HDM (Bernardis et al., 1974).

Segundo Ter Horst e Luiten (1986), parece que o HDM também esta

envolvido na liberagdo de horménio pancreatico através de uma via
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neuroenddcrina que se projeta para a camada parvocelular do PVN na area que
contém células positivas para o horménio liberador de corticotrofina (CRH). De
fato, lesbes do HDM, HVM e PVN aumentam a atividade do nervo vagal
pancreatico e reduzem a atividade do nervo esplancnico pancreatico. Ao
contrario, lesdo da area hipotalamica lateral diminui a atividade vagal pancreética
e produz tanto aumento quanto diminuigdo da atividade do nervo esplancnico
pancreatico. Assim, a modulacdo hipotalamica da secre¢do do horménio
pancreatico envolve tanto o sistema nervoso simpatico quanto o parassimpatico,
fornecendo evidéncias que além do HVM e area hipotalamica lateral, o HDM e o
PVN também estao envolvidos neste mecanismo (Yoshimatsu et al., 1984).
Outros estudos mostraram que a microinjecdo de bicuculina, um
antagonista de receptores do acido gama-aminobutirico (tipo GABA-A), no HDM
de ratos anestesiados promove aumentos dose-dependentes na motilidade do
jejuno e colon, além da elevagao nos batimentos cardiacos e na presséao arterial.
Entretanto, a microinje¢ao similar em sitios anteriores ao HDM, dentro ou préoximo
ao PVN, atenua os efeitos cardiovasculares sem promover mudanca na funcao
intestinal. Por outro lado, tanto a vagotomia quanto o bloqueio de receptores
muscarinicos por administragdo intravenosa de atropina atenuaram (mas nao
aboliram) a motilidade do jejuno e célon induzida pela microinje¢ado da bicuculina
no HDM. Os aumentos nos batimentos cardiacos e pressao arterial em resposta a
bicuculina ndo foram afetados por estas intervencdes. Assim, enquanto a
desinibicdo de neurénios no HDM aumenta a motilidade do jejuno através de vias
colinérgicas vagais, a motilidade do célon é aumentada por meio de vias
colinérgicas e nao colinérgicas, tanto vagais quanto nédo vagais (Greenwood e

DiMicco, 1995).
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Funcbes Reprodutivas

A influéncia do HDM nas fungdes reprodutivas foi pouco estudada.
Nao obstante, Gallo (1981) mostrou que a estimulagao elétrica do HDM pode
inibir a liberacdo pulsatii do horménio luteinizante de forma independente da
neurotransmissao serotonérgica. Contudo, este efeito pode ter sido devido a
estimulacao de fibras de passagem. Adicionalmente, lesdes eletroliticas do HDM,
ou HVM, néo influenciaram a inibicao dos pulsos noturnos de prolactina induzida
pela estimulacdo elétrica da area preodptica mediana (APOMn) de fémeas
ovariectomizadas, nem a secrecdo diurna de prolactina apds a estimulagdo da
APOMn (Gunnet e Freeman, 1985). Entretanto, esta estimulacdo da APOMnN
aumentou os niveis diurnos deste horménio em fémeas com HDM e HVM
intactos. Contudo, lesbes extensas da area preodptica medial/nucleo
supraquiasmatico ou lesdes discretas do HVM em ratas ovariectomizadas
tratadas com estradiol, bloquearam a onda vespertina de prolactina induzida pelo
estradiol. Ao contrario, lesbes do HDM aumentaram a magnitude da onda
vespertina de prolactina (Pan e Gala, 1985). De fato, estudos mais recentes com
imuno-histoquimica de proteina c-Fos em ratas submetidas a estimulacao cérvico-
vaginal (pseudo-gravidez) confirmam a participacdo do HDM e HVM (bem como
da MCPA, éarea predptica medial, amigdala medial e nucleo do leito da estria
terminal) nos circuitos envolvidos com o comportamento reprodutivo em ratos

(Tetel et al., 1993).
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Func¢des Neuroenddcrinas

O bloqueio de receptores GABA-A no HDM promove o aumento
significativo de niveis plasmaticos dos horménios adrenocorticotrofico (ACTH) e
corticosterona (DiMicco e Abshire, 1987; Keim e Shekhar, 1996; Bailey e DiMicco,
2001; Zaretskaia et al., 2002). Ainda, lesdes eletroliticas no HDM (ou HVM)
desorganizam a secregao diurna de corticosterona plasmatica (Bellinger et al.,
1976; Bernardis e Bellinger, 1987). Os aumentos nos niveis plasmaticos do ACTH
e corticosterona nao sao eliciados por injecao de antagonistas GABAérgicos em
sitios anteriores ao HDM, sugerindo que a liberagdo destes horménios nao seja
devido a difusdo do antagonista ao PVN (Keim e Shekhar, 1996). Como o PVN é
o local primario da sintese do CRH, o qual regula a liberacédo do ACTH, o PVN e o
HDM foram propostos como partes de um circuito hipotaldamico que coordena as
respostas fisiolégicas, comportamentais e neuroenddcrinas associadas com
estresse (Keim e Shekhar, 1996). O HDM também tem sido relacionado a
ritmicidade circadiana. Segundo Verwey et al. (2007), ratos com privagao
alimentar, mas com acesso por 2 h diarias a alimentos altamente palataveis como
o chocolate, apresentam um aumento na expressdo de Period2, uma proteina
associada a um gene com influéncia estabelecida no ritmo circadiano. Estas
alteracbes foram observadas principalmente no HDM, mas também em outras
regides, como o nucleo oval do leito da estria terminal, nucleos central e
basolateral da amigdala e giro denteado. Ao contrario, a expressao da Period2
nao € afetada em ratos com livre acesso a comida. Estes resultados sugerem que
o0 aumento da expressao da Period2 foi ocasionado pelo alivio do estado

metabdlico negativo associado a apresentagdo do chocolate no grupo privado.
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Funcdes na Termogénese

O mecanismo da termogénese em ratos parece envolver a ativagao
do tecido adiposo marrom mediada por mecanismos simpatoadrenais. De fato, a
injecao prévia de propranolol (1 mg/kg) na artéria femoral abole o aumento da
temperatura do tecido adiposo marrom observado apdés a microinjegao de
bicuculina no HDM (Zaretskaia et al., 2002). A termogénese independente de
tremores, em ratos, parece ser controlada pelas eferéncias do HDM para o nucleo
palido rostral da rafe, podendo também influenciar a vasomotricidade cutanea,
tremores e ajustes enddcrinos termorregulatérios (DiMicco e Zaretsky, 2007).
Cerri e Morrison (2006) propdéem que duas areas hipotalamicas, o HDM e a area
predptica (APO), sdo capazes de produzir o aumento na atividade nervosa
simpatica, da frequéncia cardiaca, da termogénese do tecido adiposo marrom e
do gasto de energia, em resposta a aumentos locais do CRH. Entretanto, a
liberacdo deste horménio na APO promove uma ativagdo depende de receptor
glutamatérgico dos neurdnios do HDM que, por sua vez, produzem o aumento da
descarga dos neurdnios no nucleo palido da rafe, provavelmente neurénios pré-
motores simpaticos cardiacos e da atividade simpatica do tecido adiposo marrom
(Cao et al., 2004). Nakamura et al. (2005) sugerem que neurbénios da APO que
expressam o receptor de prostaglandina e projetam-se ao HDM e area
hipotaldamica dorsal, medeiam a resposta de febre através de um mecanismo
GABAérgico. Contudo, a microinjecdo bilateral de muscimol, um agonista
GABAérgico, no HDM e area hipotalamica dorsal, mas ndo na area hipotalamica
lateral, inibe tanto as respostas termogénicas (aumento da temperatura corporal,

aumento da atividade simpatica e da temperatura do tecido adiposo marrom e
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aumento do CO, expirado) quanto cardiovasculares (pressao arterial e freqléncia
cardiaca) a microinjecdo de prostaglandina E2 na area predptica. Adicionalmente,
a ativacao de neurdnios no HDM pode mediar a hipertermia relacionada a uma
variedade de estressores em ratos. A microinjegdo de volumes pequenos de
bicuculina (10 pmol/50 nl) no HDM ou nucleo hipotaldmico posterior produz
aumentos na temperatura corporal e temperatura do tecido adiposo marrom,
efeitos ausentes apds injegdes similares no PVN, HVM, regido entre o HDM e
HVM, ou regides laterais ao HDM (Zaretskaia et al., 2002).

Estudos recentes mostraram que a microinjegdo de agonistas
GABA-A ou antagonistas de receptores glutamatérgicos do tipo acido N-metil-D-
aspartico (NMDA) na metade dorsal da MCPA (MCPAd) reduz os aumentos na
temperatura corporal e frequéncia cardiaca produzidos pela microinjegdo de
bicuculina no HDM. Em contraste, a injecdo de antagonistas de receptores
glutamatérgicos ndao-NMDA na MCPAd foi incapaz de alterar as respostas
cardiovasculares evocadas por ativagao do HDM, indicando que somente os
receptores do tipo NMDA da MCPAd sao fundamentais nos efeitos termogénicos
eliciados por desinibicdo dos neurénios no HDM (da Silva et al., 2006; de
Menezes et al., 2006). Outro estudo mostrou que a exposi¢do de ratos a uma
temperatura baixa (10 °C), mas nao a temperatura elevada (33 °C), ativa os
neurénios do HDM de forma mais pronunciada do que nas outras regides que se
projetam a MCPA, corroborando a importancia das proje¢cbes do HDM a ultima

estrutura (Yoshida et al., 2005).
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Funcbes Cardiovasculares

A atividade dos neurbnios do HDM pode ser determinada pelo
balanco do tébnus para receptores GABA-A e receptores de aminoacidos
excitatérios (DiMicco et al., 1996). Os efeitos cardiovasculares observados apos
ativagdo do HDM séo similares aos observados durante o estresse (DiMicco et al.,
1996) e podem ser regulados por niveis extracelulares de GABA (Anderson e
DiMicco, 1990). Por outro lado, a atividade dos receptores de aminoacidos
excitatérios desta regido parece ser necessaria para o aumento da freqiéncia
cardiaca associado ao estresse (Soltis e DiMicco, 1992). Assim, microinje¢cbes de
bicuculina e dos aminoacidos excitatérios cainico, AMPA e NMDA (0,7-10
pmol/50 nl) no HDM aumentam as frequéncias cardiaca e respiratéria e, de forma
menos acentuada, a pressao sanguinea (Soltis e DiMicco, 1991, 1992; Shekhar et
al., 1993, 2002; De Novellis et al., 1995; DiMicco et al., 1996; Keim e Shekhar,
1996; Goren et al., 2000, 2003; Bailey e DiMicco, 2001; Zaretskaia et al., 2002).
Estas respostas sdo mais eficazes que aquelas evocadas por estimulacao similar
na amigdala ou no PVN, tornando-se progressivamente menores a medida que o
sitio de injecao afasta-se do HDM em diregdo ao PVN (De Novellis et al., 1995;
DiMicco et al., 1996; Keim e Shekhar, 1996; Godren et al., 2000; Bailey e DiMicco,
2001). Goren et al. (2003) sugerem que a estimulagédo do HDM por NMDA ativa o
PVN, uma vez que aumenta a liberagado de acido L-glutdmico neste nucleo, sem
interferir na liberagdo do GABA. Adicionalmente, a microinje¢gdo, no HDM, de
acido quinurénico, um antagonista de aminoacido excitatério, bloqueia as

respostas cardiovasculares observadas apds a injecdo de antagonistas do
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receptor GABA-A na amigdala basolateral de forma mais eficaz que injecdes de
acido quinurénico em regides lateral ou dorsal ao HDM (Soltis et al., 1998).

Embora Bailey e DiMicco (2001) tenham sugerido que as
microinje¢des unilaterais de concentragcbes pequenas de NMDA (5 pmol/100 nl)
no HDM ndo sio capazes de alterar a pressao arterial ou a freqiéncia cardiaca,
estudos anteriores do mesmo grupo (Soltis e DiMicco, 1991, 1992) mostraram
que as respostas cardiovasculares de defesa podem ser obtidas com
concentragdes bastante inferiores (entre 0,68 e 5 pmol/50 nl). Em contraste os
aumentos na frequéncia cardiaca somente foram observados apds a estimulacao
elétrica do hipotalamo dorsal (pulsos quadrados com trens de 0,5 ms, 0,5-100 Hz,
100 pA), mas ndo do HDM (Van Der Plas et al., 1995).

A despeito dos dados contraditérios com estimulagao intracraniana,
as respostas cardiovasculares induzidas pelo estresse de jato de ar séao
consistentemente reduzidas pela microinjegcao bilateral de muscimol ou de
antagonistas de receptores de aminoacidos excitatérios, no HDM (Soltis e
DiMicco, 1992; DiMicco et al., 1996; Stotz-Potter et al., 1996). Contrariamente, as
respostas cardiovasculares ndo sao influenciadas por microinje¢do de muscimol
no PVN (De Novellis et al., 1995; DiMicco et al., 1996; Stotz-Potter et al., 1996) ou
por microinje¢ao do acido quinurénico nas regides adjacentes ao HDM (Soltis e
DiMicco, 1992), apds o estresse de jato de ar. Estes resultados sugerem que as
respostas induzidas pelo estresse resultam da ativagcao de neurdnios do HDM, e
nao do PVN, ou de areas hipotalamicas adjacentes ao HDM (Soltis e DiMicco,
1992; De Novellis et al., 1995; DiMicco et al., 1996; Stotz-Potter et al., 1996).

A despeito dos resultados descritos acima, a microinjecdo de doses

altas de NMDA (68 pmol) ou glutamato no HDM nao tém efeitos consistentes na
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pressao arterial e frequéncia cardiaca (Soltis e DiMicco, 1991; De Novellis et al.,
1995; DiMicco et al., 1996; Goéren et al., 2000, 2003). Portanto, o uso de altas
doses de aminoacidos excitatérios pode ser um método n&o confiavel para evocar
excitacdo neuronal em certas regides do sistema nervoso central (Soltis e

DiMicco, 1991).

Funcdes Defensivas

As primeiras evidéncias do envolvimento de estruturas subcorticais
na organizagao neural de reagdes emocionais similares ao medo ou a raiva foram
descritas por Goltz (1892), em gatos cronicamente decorticados. Estas
observacdes foram corroboradas nos estudos posteriores com a eliciacao da
falsa-ira (sham rage), uma reacdo assim denominada devido a presumivel
caréncia da apreciagao subjetiva do estado emocional de gatos decorticados
(Bard e Rioch, 1937). Estes estudos mostraram que a falsa-ira ndo era abolida
pela remogdo de estruturas rostrais ao talamo ou hipotalamo, sugerindo a
presenca indispensavel do diencéfalo caudal para a expressdao deste
comportamento (Cannon e Britton, 1925; Bard, 1928). De fato, alguns anos mais
tarde, Hess e Brugger (1943) demonstraram que estas respostas podiam ser
eliciadas pela estimulacao elétrica da regiao perifornicial do hipotalamo de gatos
livres € ndo anestesiados. Estes estudos foram replicados em varias espécies ao
longo do século passado, inclusive em saguis, nos quais foi demonstrado o
envolvimento do HVM e regides adjacentes nos comportamentos de defesa (Lipp
e Hunsperger, 1978). Nao obstante, estudos com lesdo hipotaldamica ou secgéo

diencefalica mostraram que o hipotalamo, por si s, ndo era indispensavel para
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expressao dos comportamentos defensivos. Em particular, gatos com lesdo ou
isolamento cirurgico do hipotalamo ainda eram capazes de reagir adequadamente
as ameacas ambientais, a despeito de déficits manifestos dos comportamentos de
busca e apreensao de objetos especificos (Fernandez De Molina e Hunsperger,
1962; Ellison e Flynn, 1968). Fernandez De Molina e Hunsperger (1962) também
mostraram que a reacao de defesa podia ser eliciada pela estimulacao elétrica de
baixa intensidade tanto do hipotdlamo quanto da amigdala e MCPA. Contudo,
observaram que a lesao bilateral da MCPA ocasionava a perda da reacao de
defesa induzida por estimulagao elétrica do hipotalamo ou da amigdala; mas as
lesdes das ultimas estruturas nao prejudicavam a reagao de defesa induzida por
estimulacao da MCPA. Adicionalmente, as respostas induzidas por estimulacao
da amigdala eram abolidas por lesbes do hipotalamo, mas nédo o contrario.
Baseados nestas observagdes, Fernandez De Molina e Hunsperger (1962)
propuseram um modelo longitudinal de organizagdao do sistema cerebral de
defesa, no qual a MCPA seria a via final de integracdo destas respostas,
constituindo-se num sistema auto-suficiente (self reliant system). De fato, a
estimulacdo neuro-seletiva com aminoacidos excitatérios (L-glutamato ou L-
homocistéico) somente foi capaz de eliciar o padrdao completo da reagao
comportamental e cardiovascular de defesa, incluindo a vasodilatagao do leito
muscular, quando foi aplicada a MCPAd. Em contraste, ndo foi possivel obter a
vasodilatacdo do leito muscular por estimulagcdo quimica dos nucleos do
hipotalamo (Hilton e Yardley, 1986; Redfern e Yardley, 1986).

Desenvolvimentos posteriores revelaram que a MCPA é organizada
em colunas funcionais longitudinais ao longo do aqueduto, quais sejam, as

colunas dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAJI), lateral (MCPAI) e
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ventrolateral (MCPAvI) (Bandler et al., 1991; Bandler e Depaulis, 1991; Carrive,
1991). Outros autores incluem uma regido periventricular (MCPApv) envolta por
um anel denominado MCPA central (MCPAce) (Veening et al., 1991). A
estimulacdo, com aminoacidos excitatorios, da MCPAI do gato promove uma
vigorosa postura de ameacga (dilatagdo da pupila, piloereg¢édo, vocalizagdo e
retracdo das orelhas e/ou arqueamento do dorso) e comportamentos de fuga
(Bandler e Carrive, 1988), enquanto os ratos apresentam recuo defensivo
(backward defense) e fuga (forward avoidance) (Bandler e Depaulis, 1991).
Ressalte-se, no entanto, que os testes em ratos foram conduzidos em uma caixa
bastante pequena (25 x 30 x 35 cm). Bandler e Depaulis (1991) também relataram
que a imobilidade evocada por estimulagdo da MCPAvI de gatos ou ratos é
hiporeativa, diferente da imobilidade reativa (freezing) eliciada pela estimulagao
da MCPAI. O controle da fung¢ao cardiovascular também difere entre a MCPAI e a
MCPAVvI, com efeitos hipertensivos eliciados pela MCPAI e efeitos hipotensivos
eliciados pela MCPAvI (Carrive, 1991). Contudo, Bittencourt et al. (2004),
utilizando uma arena de 50 cm de didmetro e altura, mostraram que enquanto a
resposta de defecacdo € restrita a MCPAI, as respostas de exoftalmia,
imobilidade, micgao, trote, galope e salto podem ser eliciadas por estimulagao
elétrica ou quimica tanto da MCPAI quanto MCPAdI, numa estreita faixa de
intensidades ou doses. A relacdo intensidade-dependente das respostas
comportamentais ja havia sido mostrada para as respostas cardiovasculares da
MCPA (Schenberg et al., 1993). Por outro lado, embora Bittencourt et al. (2004)
também tenham obtido imobilidade, exoftalmia e trote por estimulacido da
MCPAVI, os limiares elevados destas respostas sugerem a difusdo da corrente ou

aminoacido para a MCPAI. Estes autores também mostraram que os limiares
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mais baixos, tanto elétricos quanto quimicos, sdo observados na MCPAdI,
sugerindo um papel crucial desta coluna na iniciagao e integragao das respostas
defensivas. Contrariamente, descartaram o envolvimento da MCPAvI nos
comportamentos defensivos inatos, tanto ativos (fuga) quanto passivos (reagéo de
imobilidade tensa ou reativa).

As relacbes funcionais entre os nucleos hipotalamicos e MCPA
ainda nao estio totalmente estabelecidas. Dentre os estudos pioneiros sobre este
tema, Carobrez (1987) sugeriu a existéncia de uma projecao glutamatérgica, do
hipotalamo medial a MCPAd, envolvida na mediagdo das reacdes
comportamental e cardiovascular de defesa. Este autor observou que a
microinjecdo, na MCPAd, de dietil-éster do acido glutdmico (GDEE), um
antagonista competitivo do receptor glutamatérgico, reduziu a hipertenséo e
aboliu as respostas defensivas (fuga ou congelamento) eliciadas pela estimulagao
elétrica ou quimica do mesmo local. Todavia, o GDEE n&o antagonizou as
respostas a microinjecao de acido cainico. Mais que isso, a microinje¢cao de
GDEE na MCPAd reduziu a reagao de defesa cardiovascular e comportamental
evocada por estimulagdo elétrica do hipotalamo medial (incluindo o HDM e
hipotalamo dorsal).

Estudos de marcacgao retrograda e anterégrada revelaram conexdes
profusas entre o hipotalamo e a MCPA. Embora a marcagao retrégrada do HDM
tenha mostrado projecoes apenas moderadas para a MCPAvI, a marcagao
anterograda com PHAL revelou uma projecao bastante definida para a MCPAce,
originaria da regiao central do HDM, provavelmente, da parte compacta deste
nuacleo. Proje¢cdes mais leves também foram observadas para a MCPAvI.

Contudo, regides periféricas da MCPA, incluindo as colunas dorsomedial,
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dorsolateral e lateral, apresentaram pouca ou nenhuma marcagdo. Estas
projecbes foram similares aquelas do HVM ventrolateral (Veening et al., 1991).
Em contraste, estes autores mostraram que o HVM dorsomedial (HVMdm) envia
projecbes abundantes para a MCPA, abrangendo tanto a regido central quanto
periférica das colunas dorsomedial, lateral e, principalmente, dorsolateral. Neste
sentido, é importante ressaltar que o HDM projeta-se para o HVM (Thompson et
al., 1996).

A despeito da crescente importdncia da MCPA na execucao dos
comportamentos defensivos, DiMicco et al. (2002) consideram o HDM como uma
area classica de defesa. Em particular, estes autores mostraram que a
desinibicdo ou a estimulacdo dos neurbnios do HDM evoca um padrdo de
respostas cardiovasculares que se assemelham a reagao de defesa. Contudo, os
aumentos da freqléncia cardiaca evocados por estimulagdo do HDM sao mais
expressivos que aqueles observados para a pressao arterial (Soltis e DiMicco,
1992; De Novellis et al., 1995; Keim e Shekhar, 1996; Bailey e DiMicco, 2001;
Shekhar et al., 2002; Zaretskaia et al., 2002; Goren et al., 2003). Também nao ha
referéncia acerca da producdo de vasodilatacdo muscular pela estimulacdo do
HDM. Contudo, conforme mencionamos, Hilton e Yardley (1986) foram incapazes
de eliciar esta resposta em seu estudo com a exploragao extensa do hipotalamo
através de microinje¢cées do aminoacido DL-homocistéico.

Os estudos sobre o controle da locomogao mostraram que enquanto
a locomocao exploratéria é induzida, principalmente, pela estimulagao elétrica do
hipotalamo lateral, a fuga e os saltos sdo evocados pela estimulacédo do
hipotalamo medial. Enquanto a locomocgao exploratéria por estimulagdo do

hipotalamo lateral esta correlacionada as projegdes subpalidas para a regiao
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locomotora mesencefalica, os comportamentos de fuga parecem estar associados
a um substrato difuso que ocupa quase todo o hipotalamo medial (Lammers et al.,
1988). Os componentes locomotores e fisiologicos da reagdo de defesa
hipotalamica parecem estar sob inibicio GABAérgica tbnica na regidao do
hipotalamo posterior. Isto foi demonstrado por meio da microinjecéo bilateral, no
nucleo hipotalamico posterior, dos antagonistas GABAérgicos bicuculina e
picrotoxina ou do inibidor da sintese do GABA isoniazida. Estas drogas
produziram aumentos dose-dependentes da atividade locomotora, sugerindo uma
reacdo de escape. Em contraste, as inje¢cbes de estricinina (antagonista do
receptor da glicina) no hipotalamo posterior, ou de bicuculina (1-25 ng) na area
hipotalamica lateral, HDM ou HVM, n&o eliciaram esta resposta (Shekhar e
DiMicco, 1987). Por outro lado, a microinjecédo de 10 pmol de bicuculina no HDM
de ratos provocou um aumento da atividade locomotora (Bailey e DiMicco, 2001;
Zaretskaia et al., 2002; de Menezes et al., 2006), contudo, de forma modesta e
inconsistente (de Menezes et al., 2006). As respostas induzidas por estimulagao
do HDM parecem ser controladas pela MCPA caudal. De fato, a microinjecao de
muscimol na ultima regido reduz os aumentos da atividade locomotora produzidos
pela microinjecao de bicuculina no HDM (de Menezes et al., 2006).

Além das respostas locomotoras, existem evidéncias do
envolvimento do HDM com a imobilidade tdnica e outros comportamentos
defensivos. A imobilidade ténica €& uma resposta de intensa inibicdo
comportamental que parece ter grande valor adaptativo quando a presa nao pode
revidar ao ataque do predador, sendo subjugada por este (Thompson et al.,
1981). Assim, a microinjegao do carbacol, um agonista nicotinico, no HDM/HVM

de cobaias reduz a duracdo dos episddios de imobilidade tbnica, enquanto a
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microinje¢ao no hipotalamo anterior aumenta esta resposta. Este efeito indica que
tanto o HDM/HVM como a MCPAd podem estar envolvidos no término do
episodio de imobilidade ténica, favorecendo a resposta de fuga num momento de
desatencgéao do predador (de Oliveira et al., 1997). No mesmo sentido, a exposigao
de um rato ao gato, ou apenas ao odor do gato, promove aumento da
imunorreatividade-Fos no HDM, HVMdm e MCPAd, bem como de outras areas
envolvidas com os comportamentos defensivos como o nucleo medial da
amigdala e PMd (Canteras et al., 1997; Dielenberg et al.,, 2001). Contudo,
diferentemente do estimulo natural, os comportamentos defensivos eliciados por
microinje¢gdo de NMDA (7 nmol) na MCPAd promovem aumento da expressao da
proteina Fos no HYMdm e PMd, dentre outras regides, mas nao no HDM ou no
PVN (Ferreira-Netto et al., 2005). Ainda, Canteras et al. (1997) mostram que
lesdes citotoxicas bilaterais no PMd de ratos reduzem as respostas de
congelamento e escape e aumentam o tempo total de exploragdo do ambiente
durante exposicao ao predador. Estes animais tornam-se mais doceis e vocalizam

menos quando manuseados.

Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo, Estresse e Transtornos de Ansiedade

Conforme ja mencionamos, o HDM tem sido implicado na resposta
de estresse em ratos (DiMicco e Abshire, 1987; Soltis e DiMicco, 1991, 1992;
Shekhar, 1993; De Novellis et al., 1995; Keim e Shekhar, 1996; Bailey e DiMicco,
2001; Zaretskaia et al., 2002; Bailey et al., 2003). De fato, a estimulagao elétrica
ou quimica desta regido, por meio da microinje¢cao de drogas que bloqueiam a

transmissao GABAérgica ou estimulam receptores glutamatérgicos, produz um
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padrdao de mudancas fisiolégicas e comportamentais tipico do estresse (Milani e
Graeff, 1987; Soltis e DiMicco, 1991, 1992; Shekhar, 1993; De Novellis et al.,
1995; Shekhar e Katner, 1995; Keim e Shekhar, 1996; Shekhar et al., 2002). Em
particular, a estimulacdo quimica do HDM de ratos n&do anestesiados causa uma
elevacao do ACTH de até 700% (Zaretskaia et al., 2002). Em adi¢cdo, Gasser et
al. (2006) sugerem que a corticosterona modula as respostas comportamentais e
fisiologicas a estressores mediante a alteragdo da neurotransmissao
serotonérgica do HDM. De fato, o HDM envia eferéncias para o distrito
parvocelular do PVN onde estdo concentrados os neurdnios de CRH (Ter Horst e
Luiten, 1987; Thompson et al., 1996). Além disto, um numero significante destes
neurdnios é ativado por choque nas patas ou estresse de natagcéo (Cullinan et al.,
1996; Li e Sawchenko, 1998). No conjunto, estas observagbes sugerem que a
mobilizagcdo do eixo HPA, que é emblematica do estresse, pode ser controlada
por projecoes excitatérias do HDM ao PVN (Bailey e DiMicco, 2001). No mesmo
sentido, o HDM também parece ser um componente essencial da resposta
cardiovascular ao estresse (Soltis e DiMicco, 1991, 1992; Shekhar et al., 1993,
2002; De Novellis et al., 1995; DiMicco et al., 1996; Keim e Shekhar, 1996; Stotz-
Potter et al., 1996; Soltis et al., 1998; Goéren et al., 2000, 2003; Bailey e DiMicco,
2001; Zaretskaia et al., 2002).

O HDM também tem sido implicado nos transtornos de ansiedade.
Os fundamentos da classificacdo atual dos transtornos de ansiedade foram
desenvolvidos por Sigmund Freud, em colaboracdo com Joseph Breuer, nos
‘Estudos Selecionados sobre a Histeria’ (1895). Freud denominou os transtornos
de ansiedade ‘neuroses de angustia’ (Angstneuroses) e separou-as das

neurastenias que incluiam uma ampla variedade de disturbios, inclusive
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transtornos do humor como a depressdo maior (melancolia). Em sua descrigao
sobre as neuroses de angustia, (Freud, 1895) discriminou duas principais
sindromes, a ‘expectativa ansiosa’ (Angstliche), que ele considerou como a forma
essencial do transtorno de ansiedade, e 0 menos frequente ‘ataque de angustia’
(Angstanfall). De acordo com a descrigdo de Freud, a expectativa ansiosa era ‘um
gquantum de ansiedade livre e flutuante que controla a escolha das idéias por
antecipacao’. Pessoas artomentadas por este tipo de ansiedade antecipam o pior
de qualquer evento, interpretando cada acontecimento como um mau pressagio.
Em contraste, no ataque de angustia ‘a ansiedade surge repentinamente na
consciéncia sem ter sido despertada por qualquer idéia’. Freud enfatizou que
estes ataques poderiam manifestar-se como ‘um sentimento de pura ansiedade’,
sem qualquer pensamento associado, ou como uma combinagcdo deste
sentimento com ‘a interpretacdo mais proxima da terminacdo da vida, como a
idéia de morte iminente ou insanidade ameacadora’. Estes ataques poderiam
estar associados a ‘alguma parestesia... [ou] um distirbio de uma ou muitas
funcdes somaticas, como a respiracao, atividade cardiaca, inervacdo vasomotora
e atividade glandular. Freud também distinguiu estes ataques das fobias,
transtorno obsessivo-compulsivo (‘neurose obsessiva’) e transtorno do estresse
pos-traumatico (‘neurose comum’), entre outras condi¢des. A descrigao clinica de
Freud da ‘expectativa ansiosa’ e do ‘ataque de angustia’ assemelha-se aos
diagndsticos atuais de transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno
do pénico (TP), respectivamente (APA, 1994). Nao obstante, os transtornos de
ansiedade continuaram a ser diagnosticados como neurastenias até a metade do
século passado (Frances et al., 1993). Entretanto, este cenario comegou a mudar

apos o estudo de Klein (1964) que mostrou que o TAG e o TP séo trataveis por
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diferentes classes de farmacos. Assim, enquanto a ‘expectativa ansiosa’
respondeu a ansioliticos (barbituricos, meprobamato e clordiazepdxido) e
sedativos (fenotiazinas), os ataques de panico somente foram atenuados pelo
tratamento crénico com o antidepressivo ftriciclico imipramina. Na mesma época,
Pitts e McClure (1967) demonstraram que os ataques de panico tinham
‘marcadores fisiolégicos’, ja que eles podiam ser precipitados pela administragao
intravenosa de lactato de sédio em pacientes propensos aos ataques
espontaneos de panico, mas ndao em voluntarios normais.

Os sintomas que acompanham os ataques de panico espontaneos

em humanos incluem a taquicardia (Freedman et al., 1985; Stein et al., 1992;
Rechlin et al., 1994), alteragdo da atividade respiratéria (Goetz et al., 1994), dor
toracica, suor, tremores e vertigem, fuga imediata da situagdo, congelamento,
sensacboes de sufocamento ou uma dificuldade em respirar profundamente.
Alguns pacientes também temem perder o controle dos esfincteres anal ou
vesical (Cassano e Savino, 1993). Em adicdo a infusbes intravenosas de
lactato de sddio (Pitts e McClure, 1967; Liebowitz et al., 1984, 1986; Reiman et
al.,, 1984), a maioria dos pacientes com transtorno do panico também
experimenta ataques de panico apés inalagao de CO, (Gorman et al., 1994) ou
estimulagdo quimica com ioimbina, um antagonista de receptores
noradrenérgicos alfa-2 (Charney et al., 1984).

Alguns sintomas caracteristicos dos ataques de péanico em
humanos, em particular, aumento da atividade respiratéria e taquicardia, sao
similares as respostas observadas pela estimulagdo quimica do HDM de ratos
(Shekhar et al., 2002; Fontes et al., 2006). Em razao desta e de outras evidéncias,

Shekhar et al. (1996) sugeriram que a disfungédo crénica da neurotransmissao
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GABAérgica do HDM ¢é responsavel pelo transtorno do péanico, uma vez que
simula parte de seus aspectos comportamentais, cardiovasculares e respiratorios.
De fato, além da taquicardia, taquipnéia e hipertensao, a ativacdo do HDM por
microinje¢gdo de acido cainico ou bicuculina promove aumentos na atividade
locomotora sugestivos de resposta de fuga (Bailey e DiMicco, 2001; Shekhar et
al., 2002; Zaretskaia et al., 2002; de Menezes et al., 2006). Entretanto, conforme
ja mencionamos, o aumento da locomogdo é modesto e inconsistente (de
Menezes et al., 2006), havendo, inclusive, relatos negativos apds a microinje¢cao
de bicuculina no HDM (Shekhar e DiMicco, 1987). Por outro lado, as respostas
cardiovasculares e respiratorias eliciadas pela bicuculina foram bloqueadas por
lesdo dos terminais catecolaminérgicos do HDM ou pelo tratamento prévio com os
panicoliticos imipramina (5 e 15 mg/kg, 7 dias) e clonazepam (5 mg/kg, 3 dias)
(Shekhar, 1994). De fato, tanto o susto potencializado pelo medo (Shekhar et al.,
1994) quanto o bloqueio dos receptores GABA-A no HDM (Shekhar et al., 2002)
promovem o aumento significativo dos niveis extracelulares de norepinefrina
desta regiao, sugerindo que a liberagdo aumentada de norepinefrina pode ser um
importante indutor da resposta de panico (Shekhar, 1994; Shekhar e Katner,
1995; Shekhar et al., 2002).

Presumivelmente, a inconsisténcia das respostas comportamentais
levou Shekhar e colaboradores a utilizar bombas osméticas para induzir uma
disfungcdo GABAérgica do HDM mediante a microinfusédo crénica de alilglicina, um
inibidor da sintese do GABA (Shekhar et al., 1996, 2006; Shekhar e Keim, 1997,
2000; Johnson e Shekhar, 2006). Os ratos assim tratados apresentaram
respostas semelhantes ao panico quando foram infundidos, por via endovenosa,

com uma solugdo de lactato de sédio (0,5 M; 10 ml/kg) similar aquela que
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precipita os ataques de péanico em pacientes. Estas respostas foram bloqueadas
por microinjegcbes de antagonistas de receptores NMDA no HDM (Johnson e
Shekhar, 2006), ou de tetrodotoxina, um bloqueador de canais de sddio, no 6rgao
vasculoso da lamina terminal (Shekhar e Keim, 1997). Ao contrario, a
administragao de tetrodotoxina no 6rgao subfornicial ndo teve efeito algum sobre
as respostas cardiovasculares induzidas pela injecdo endovenosa de lactato. Por
fim, a microinfusdo de lactato no 6érgdo vasculoso da lamina terminal dos ratos
tratados com alilglicina eliciou respostas cardiovasculares e atividade locomotora
de forma mais robusta que no 6rgdo subfornicial. Portanto, Shekhar e Keim
(1997) propuseram que as projegcdes do 6rgao vasculoso da lamina terminal ao
HDM constituem o sistema de deteccdo do lactato no cérebro. Adicionalmente,
um estudo recente do mesmo grupo implica os receptores de angiotensina Il do
HDM na patofisiologia do transtorno do péanico, uma vez que a injegcao de
angiotensina Il no HDM de ratos propensos ao panico resultou em aumentos
dose-dependentes da pressao arterial e frequéncias cardiaca e respiratoria, de
forma similar as respostas a infusdo de lactato. Estes efeitos foram antagonizados
pela microinjegdo prévia de saralasina, um antagonista de receptores de
angiotensina Il, no HDM (Shekhar et al., 2006). Em adicdo aos aumentos na
frequéncia cardiaca e pressao arterial observados apo6s a infusdo de lactato, a
disfungdo GABAérgica crdnica, no HDM, eliciou efeitos ansiogénicos no teste de
interacdo social e no LCE, sugerindo, segundo Shekhar et al. (1996), o
desenvolvimento de um transtorno semelhante ao panico nestes ratos.

A despeito dos estudos acima sugerindo o envolvimento do HDM no
transtorno do panico, varios autores propdéem que estes ataques sao mediados

pela MCPA (Gentil, 1988; Graeff, 1990; Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995;
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Schenberg et al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001; Mobbs et al., 2007). De fato,
antes mesmo da inclusdo do transtorno do péanico na psiquiatria norteamericana
(APA, 1987), Nashold et al. (1969) mostraram que a estimulagdo elétrica da
MCPAd em seres humanos é capaz de produzir sintomas muito semelhantes aos
ataques de panico, por exemplo, intensa ansiedade, panico, sentimentos de terror
e de morte iminente acompanhados pelo aumento dos batimentos cardiacos, dor
difusa na face e no peito, dispnéia, sensag¢ao de sufocamento referida a cavidade
toracica, abertura total dos olhos, sensagdes de rubor/frio, vontade de urinar e
vibragao da cabeca, face ou toérax. Em ratos, a estimulagao elétrica ou quimica da
MCPAd também elicia comportamentos de defesa que se assemelham aos
ataques de panico em humanos, tais como imobilidade reativa e comportamentos
de fuga caracterizados por trote, galope e saltos acompanhados pelas respostas
autondmicas de exoftalmia, defecacdo, miccdo, taquicardia, hipertensdo e
hiperpnéia (Schenberg et al., 1981, 1983; Brandao et al., 1982; Bittencourt et al.,
2004). Assim, Deakin e Graeff (1991) propuseram que a MCPAd seria a estrutura
responsavel pelos comportamentos de defesa contra predadores em condicdes
de medo extremo (ataque proximal). Mais que isto, a administragdo crénica do
panicolitico clomipramina (5 ou 10 mg/kg/dia por 21 dias, i.p.) aumentou os
limiares de imobilidade, trote, galope, salto e micgdo induzidos por estimulacao
elétrica da MCPAd de ratos. Adicionalmente, o galope foi seletiva e virtualmente
abolido pelo tratamento crénico com uma dose clinica de fluoxetina (1 mg/kg/dia
por 21 dias, i.p.), um inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina com agao
panicolitica comprovada (Vargas e Schenberg, 2001). E importante ressaltar que
estes efeitos foram observados para um regime de doses e curso temporal

similares aos da terapia do panico. Por outro lado, a maprotilina (10 mg/kg/dia),
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um inibidor seletivo da recaptagcdao de noradrenalina que carece de atividade
antipanico conspicua, somente atenuou a resposta de congelamento. As
administragdes agudas de antidepressivos e diazepam néo tiveram efeitos sobre
os comportamentos eliciados por estimulagdo da MCPAd (Schenberg et al., 2001;
Vargas e Schenberg, 2001). Segundo estes autores, estes resultados sugerem
que a reagao de defesa eliciada pela estimulagdo da MCPAd do rato seja um
modelo valido dos ataques de panico de humanos. Adicionalmente, dentre as
inumeras respostas da reagao de defesa, Schenberg et al. (2001) sugerem que o
galope é o melhor candidato a modelo de ataque do panico.

Comportamentos associados a ansiedade podem ser observados
apos a estimulacdo do HDM (Soltis e DiMicco, 1991, 1992; Shekhar, 1993; De
Novellis et al., 1995; Shekhar e Katner, 1995; Keim e Shekhar, 1996; Shekhar et
al., 2002). Assim, tanto a microinjecdo de muscimol e do benzodiazepinico
midazolam (60 nmol/0,3 ul) no HDM quanto lesdes neurotdxicas deste nucleo com
acido iboténico, promovem respostas ansioliticas no labirinto-em-cruz elevado
(LCE) e no teste de interacdo social (Shekhar, 1993; Inglefield et al., 1994;
Shekhar e Katner, 1995; Jardim e Guimaraes, 2001). Adicionalmente, enquanto a
microinjegao de picrotoxina ou bicuculina no HDM promoveu o aumento da
ansiedade no LCE e no teste de interagdo social (Shekhar, 1993; Shekhar e
Katner, 1995), as microinjegdes de muscimol e bicuculina ndo produziram efeitos
nem ansioliticos, nem ansiogénicos em outras regiées do hipotalamo. Em adigao,
a ansidlise promovida pelo midazolam foi antagonizada pelo pré-tratamento com
uma microinjegdo de flumazenil (60 nmol), um antagonista do receptor
benzodiazepinico (Jardim e Guimaraes, 2001). Contudo, os antagonistas dos

receptores NMDA exerceram um efeito maior sobre a atividade exploratoria que



37

na ansiedade (Jardim e Guimaraes, 2001) e os antagonistas dos receptores nao-
NMDA nao tiveram efeito algum sobre a ansiedade (Jardim e Guimaraes, 2004).
Em contraste, como a inje¢cdo de antagonistas do receptor NMDA na MCPAd
produziu efeitos ansioliticos em ratos submetidos ao LCE, a MCPA pode ser o
sitio da acdo ansiolitica destes compostos administrados sistemicamente,
participando de comportamentos de defesa mais sutis, semelhantes a ansiedade
(Guimaraes et al., 1991; Matheus et al., 1994; Carobrez et al., 2001). E possivel,
por outro lado, que a ansiedade mediada pela MCPA tenha uma qualidade
propria, correspondendo a ansiedade antecipatéria dos pacientes de TP quando
se encontram em locais que julgam favorecer os ataques de panico.

Contudo, é interessante notar que embora o ‘desejo de fugir seja um
dos principais sintomas dos ataques de panico, ndo houve relato de respostas de
fuga apdés a administragdo endovenosa do lactato nos ratos com disfungao
GABAérgica no HDM (Shekhar et al., 1996, 2006; Shekhar e Keim, 1997, 2000;
Johnson e Shekhar, 2006). Adicionalmente, Shekhar et al. (1996) utilizam os
conceitos de ansiedade generalizada (avaliada pelos testes de interagao social e
LCE) e panico como estados emocionais equivalentes, uma nog¢ao questionavel
tanto do ponto de vista farmacoldgico (Klein, 1964) quanto clinico (Deakin e
Graeff, 1991) ou biolégico (Mobbs et al., 2007). Por fim, as doses de midazolam
administradas no HDM (60 nmol) s&do varias ordens de grandeza maiores que
aquelas que induzem efeitos ansioliticos por administragao periférica, impedindo
inferéncias conclusivas acerca do papel especifico do HDM nos comportamentos
estudados.

Adicionalmente, nem os ataques de panico situacionais ou induzidos

por lactato em humanos, nem os comportamentos de congelamento e fuga
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induzidos pela estimulacao elétrica da MCPAd de ratos produzem aumentos nos
niveis de cortisol (humanos), ACTH e prolactina (humanos e ratos), diferenciando
estas respostas do estresse (Silva, 2003). Contrariamente, a estimulagao quimica
do HDM de ratos nao anestesiados produz aumentos dos niveis plasmaticos
ACTH de até 700% (Zaretskaia et al., 2002), sugerindo que, ao invés do panico,
este nucleo seja um mediador da resposta de estresse.

Em vista destes fatos e da necessidade de uma caracterizacdo mais
precisa do repertdrio comportamental do HDM, os experimentos que se seguem
utilizaram a analise logistica de limiares para determinar o repertério de respostas
comportamentais da estimulacéo elétrica e quimica do HDMd e HDMc, tanto na
presenca de agua, comida, uma fémea e um camundongo quanto na auséncia

destes estimulos.
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A despeito dos estudos que sugerem a participagdo do HDM em
comportamentos relacionados ao estresse, ansiedade, reproducao e alimentacgao,
ndao ha uma caracterizacdo dos comportamentos eliciados por estimulagao
elétrica ou quimica das secdes difusa e compacta do HDM. Assim, o presente
estudo avaliou o repertorio comportamental da estimulacao elétrica e quimica do
HDM. Para tanto, foram estabelecidos os seguintes objetivos:

1. Caracterizar o envolvimento do HDM do rato nos
comportamentos inatos de defesa, mediante a analise logistica dos limiares das
respostas induzidas por estimulacio por variagao da intensidade ou freqliéncia de
um pulso elétrico, ou da dose de NMDA.

2. Verificar se as estimulacbes elétrica e quimica do HDM
também produzem comportamentos agressivos (boxear, posturas laterais,
ataques, mordidas), sexuais (manipulagdo oro-genital, montar, penetragdo) ou
alimentares (comer, beber) na presengca de alvos apropriados (camundongo,
fémea, comida e agua).

3. Determinar se existem diferengcas nestes repertorios para as
partes compacta e difusa do HDM.

4. Objetivo de publicacéo: Neuroscience (impacto 3,9).



RESULTADOS



Efeitos Comportamentais da Estimulacdo Elétrica e Quimica
das Divisdes Compacta e Difusa do Nucleo Dorsomedial do
Hipotalamo do Rato

Ana Carolina de Assis Alves

Participagéo Individual: Os experimentos referentes a estimulagcéo
elétrica e quimica foram conduzidos por Ana Carolina de Assis

Alves e contaram com a colaboragao de Fabiane De Nadai Pezzin.

Pesquisa apoiada por CAPES e CNPq

56



57

INTRODUCAO

O hipotalamo dorsomedial (HDM) foi recentemente proposto como
uma estrutura crucial na mediacdo das respostas ao estresse. De fato, a
estimulacédo quimica do HDM de ratos, tanto pela microinjecdo de agonistas
glutamatérgicos quanto de antagonistas gabaérgicos, produz aumentos
acentuados na frequéncia cardiaca e atividade respiratéria e, em menor grau, na
pressao arterial (Soltis e DiMicco, 1991, 1992; De Novellis et al., 1995; Shekhar e
Katner, 1995; DiMicco e Monroe, 1996; DiMicco et al., 1996; Keim e Shekhar,
1996; Goren et al.,, 2000, 2003; Bailey e DiMicco, 2001; Shekhar et al., 2002;
Zaretskaia et al., 2002). A estimulagdo do HDM também induz um aumento da
temperatura que parece ser independente da resposta termogénica de tiritar,
assemelhando-se, portanto, a termogénese induzida pelo estresse (Zaretskaia et
al., 2002; Nakamura et al., 2005; Cerri e Morrison, 2006; DiMicco e Zaretsky,
2007). Contudo, Yoshida et al. (2005) encontraram imunorreatividade c-Fos no
HDM de ratos que foram expostos ao frio (10 °C). Mais importante, no entanto, a
estimulacdo do HDM de ratos ndo anestesiados causou aumentos acentuados
dos niveis plasmaticos dos ‘horménios do estresse’, que se elevaram em 700%
para o horménio adrenocorticotrofico (ACTH) e 160% para a corticosterona (Keim
e Shekhar, 1996; Bailey e DiMicco, 2001; Zaretskaia et al., 2002).

O HDM também tem sido implicado nas respostas relacionadas ao
medo e ansiedade. De fato, além da ativagcdo autondmica e respiratoria, a
microinje¢do de acido cainico ou bicuculina no HDM promove aumentos na
atividade locomotora similares a resposta de fuga (Bailey e DiMicco, 2001;

Shekhar et al., 2002; Zaretskaia et al., 2002; de Menezes et al., 2006). Contudo,
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os aumentos na locomogao foram apenas modestos e inconsistentes (de
Menezes et al., 2006), incluindo até relatos negativos com microinjecdo de
bicuculina (Shekhar e DiMicco, 1987).

A estimulacdo do HDM também produz comportamentos que tém
sido associados ao transtorno de ansiedade generalizada (Soltis e DiMicco, 1991,
1992; Shekhar, 1993; De Novellis et al., 1995; Shekhar e Katner, 1995; Keim e
Shekhar, 1996; Shekhar et al., 2002). Assim, a microinjegcdo no HDM do agonista
gabaérgico muscimol (0,09 nmol/0,25 ul) ou doses elevadas de midazolam (60
nmol/0,3 pl) reduziu a ansiedade nos testes de interagcao social e labirinto-em-cruz
elevado (LCE) (Shekhar, 1993; Shekhar e Katner, 1995; Jardim e Guimaraes,
2001). Efeitos similares foram obtidos pela lesdo deste nucleo com 4&cido
iboténico (Inglefield et al., 1994). Ao contrario, as microinje¢des de picrotoxina ou
bicuculina promoveram efeitos ansiogénicos (Shekhar, 1993; Shekhar e Katner,
1995).

As respostas a estimulagdo do HDM também foram associadas aos
ataques espontaneos de panico em humanos (Shekhar et al., 1996, 2002; Fontes
et al., 2006). De fato, os efeitos cardiovasculares e respiratérios eliciados pela
bicuculina foram bloqueados pelo tratamento crénico com os panicoliticos
imipramina (5 e 15 mg/kg, 7 dias) e clonazepam (5 mg/kg, 3 dias) (Shekhar,
1994). Para testar esta hipdtese, Shekhar et al. (1996) utilizaram bombas
osmoticas para desenvolver um modelo de disfungdo gabaérgica do HDM
mediante a infusdo a cronica de alilglicina, um inibidor da sintese do GABA. Os
ratos assim tratados apresentaram respostas similares ao panico quando foram
submetidos a infusdo endovenosa da mesma solugao de lactato de sddio (0,5 M,

10 ml/kg) que precipita ataques de panico em pacientes (Shekhar et al., 1996,
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2006; Shekhar e Keim, 1997, 2000; Johnson e Shekhar, 2006). Adicionalmente,
as respostas ao lactato foram bloqueadas pela microinjegdo do HDM com
antagonistas de receptores glutamatérgicos NMDA (Johnson e Shekhar, 2006).

A despeito destas evidéncias, outros autores propdéem que o0s
ataques de panico sejam mediados pela metade dorsal da matéria cinzenta
periaquedutal (MCPAd) (Gentil, 1988; Graeff, 1990; Deakin e Graeff, 1991; Jenck
et al., 1995; Schenberg et al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001; Mobbs et al.,
2007). De fato, a estimulagdo elétrica desta estrutura em humanos produz
sintomas praticamente idénticos aqueles observados nos ataques de panico, tais
como ansiedade, panico, sentimentos de terror e sensacdo de morte iminente
acompanhados pelo aumento dos batimentos cardiacos, dor difusa na face e no
peito, dispnéia, sensacdo de sufocamento referida a cavidade toracica, abertura
dos olhos, sensacgdes de rubor ou frio, vontade de urinar e vibracdo da cabeca,
face ou térax (Nashold et al., 1969). Adicionalmente, a estimulagcédo elétrica ou
quimica da MCPAd de ratos elicia comportamentos de defesa analogos aos dos
ataques de panico de humanos, tais como a imobilidade tensa e comportamentos
de fuga (trote, galope e saltos) associados as respostas de taquicardia,
hipertensdo e hiperpnéia (Schenberg et al., 1981, 1983; Brandao et al., 1982;
Bittencourt et al., 2004). Mais importante, a administracdo cronica (mas nao
aguda) dos panicoliticos clomipramina (5 ou 10 mg/kg/dia por 21 dias, i.p.) e
fluoxetina (1 mg/kg/dia por 21 dias, i.p.) causou aumentos pronunciados dos
limiares da reagado de defesa em regime de doses e curso temporal similares aos
da terapia do panico (Schenberg et al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001). Por fim,
ao contrario do HDM, estudos recentes de nosso laboratério mostraram que a

estimulacdo da MCPAd n&o é acompanhada da ativacdo do eixo hipotalamo-
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hipdfise-adrenal, reproduzindo a auséncia de ativacao deste eixo nos ataques de
panico situacionais ou induzidos por lactato em homens (Silva, 2003).

Em adicdo, o HDM tem sido relacionado a fungbes ingestivas
(Yoshimatsu et al., 1984; Ter Horst e Luiten, 1986; Greenwood e DiMicco, 1995;
Zaia et al., 1997; EImquist et al., 1998; Bellinger e Bernardis, 2002; Bi, 2007;
Blackshear et al., 2007) e reprodutivas (Gallo, 1981; Gunnet e Freeman, 1985;
Pan e Gala, 1985; Tetel et al., 1993). De fato, diversos estudos tém demonstrado
que a transeccdo de fibras ventrais ou posteriores ao HDM de ratos ou lesdes
eletroliticas neste nucleo provocam hipofagia, hipodipsia, retardo no aumento de
peso e tamanho do corpo (ver Bellinger e Bernardis, 2002). A participagao do
HDM nos circuitos envolvidos com o comportamento reprodutivo em ratos é
confirmada por estudos recentes com imuno-histoquimica de proteina c-Fos em
ratas submetidas a estimulagdo cérvico-vaginal (pseudo-gravidez) (Tetel et al.,
1993). Adicionalmente, enquanto a estimulagéo elétrica do HDM inibiu a liberagéo
pulsatil do hormébnio luteinizante, lesbes quimicas deste nucleo aumentaram a
magnitude da onda vespertina de prolactina induzida pela estimulagéo elétrica da
area preoptica mediana (Gallo, 1981; Pan e Gala, 1985).

A despeito da diversidade de estudos que sugerem a participagao do
HDM em comportamentos relacionados ao estresse, ansiedade, transtorno do
panico, reproducdo e alimentacdo, ndo ha uma caracterizagdo precisa do
repertério comportamental desta regido. Portanto, o presente estudo utilizou a
analise logistica dos limiares para examinar os comportamentos eliciados por
estimulacado das partes difusa (HDMd) e compacta (HDMc) do HDM com pulsos
senoidais de intensidade crescente, pulsos quadrados de frequéncia crescente ou

microinfusdo de NMDA.
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MATERIAL E METODOS

Animais. Ratos Wistar albinos machos (n = 40), pesando entre 200 e 250 g, foram
mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro e livre acesso a agua e
comida. Os experimentos e cuidados com o0s animais seguiram os Principios

Internacionais para Pesquisa Biomédica com Animais (CIOMS, 1985).

Quimitrodo. Os quimitrodos eram confeccionados com uma canula-guia de ago
inoxidavel de 0,6 mm de didametro externo e cerca de 6 mm de comprimento, a
qual era colado um fio de ago inoxidavel (California Fine Wire Company, Grover
City, EUA) de 0,25 mm de didametro externo, isolado em toda extensdo exceto na
secao transversal de sua extremidade. O eletrodo era montado de forma que sua
extremidade ficasse 2,6 mm abaixo da canula-guia. O eletrodo e canula-guia
eram soldados aos pinos de um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT 50;
Tyco Eletronics, Sao Paulo, Brasil), permitindo a estimulagao elétrica ou quimica
do cérebro. Durante a estimulagdo elétrica, a canula-guia servia de podlo

indiferente.

Cirurgia. Os ratos eram anestesiados com 100 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg
de xilazina (i.p.) (Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil). Em seguida, eram fixados ao
estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) e cobertos com uma manta para evitar
a hipotermia. Apds a tricotomia e exposigcao da calota craniana, realizava-se uma
trepanagdao com o auxilio de uma broca adiamantada (KG Sorensen 1016, SP,
Brasil), expondo-se o0 seio venoso. O eletrodo era posicionado medialmente a

canula-guia e dirigido ao HDM segundo as coordenadas 3,2 mm posterior ao



62

bregma, 0,5 mm lateral ao plano sagital e 8,6 mm abaixo da calota craniana. O
seio venoso era afastado durante a implantagdo, para evitar a ruptura deste
durante a introdug¢ao do quimitrodo. A implantacao do quimitrodo era facilitada por
uma pequena incisao na dura-mater com o auxilio de uma agulha hipodérmica. O
quimitrodo era ancorado por parafusos de aco inoxidavel e resina acrilica
autopolimerizavel (JET, Sao Paulo, Brasil). Um tubo plastico de 1 cm de altura e
didmetro, contendo ganchos para a conexao do cabo de estimulagao e da agulha
de microinfusao, era fixado sobre a prétese para protecdo do quimitrodo. Ao final
da cirurgia, um estilete de ago inoxidavel era introduzido na céanula-guia para

evitar sua obstrucao.

Estimulacéo elétrica. Cinco dias apds a cirurgia, os animais eram conectados a
um estimulador e colocados numa arena de acrilico transparente, com 60 cm de
didmetro e altura, situada numa sala com som atenuado e temperatura controlada
(23-25 °C). Ap6s um periodo de habituagédo de 15 min, os ratos eram submetidos
a duas sessdes diarias de estimulacao elétrica, uma no periodo da manha, numa
arena de acrilico transparente, com 50 cm de altura e didmetro (ambiente pobre),
e outra no periodo da tarde quando eram apresentados agua, comida, fémea e
camundongo (ambiente rico). Este procedimento era realizado em 2 dias
consecutivos. No primeiro dia, os ratos eram estimulados com trens de 30 s de
pulsos senoidais de intensidades crescentes (0—75 pA), em passos de 5 YA, mas
freqUéncia fixa (60 Hz). No segundo dia, a estimulagao era feita com trens de 20 s
de pulsos catddicos, quadrados, de frequéncia variavel (0—130 Hz), em passos de

10 Hz, porém duragao (1 ms) e intensidade (30 yA) constantes.



63

Estimulacdo quimica. No terceiro dia, os ratos eram submetidos a uma sessao de
estimulacdo quimica por microinfusdo de NMDA (10 mM) a velocidade de 50
nL/min (0,5 nmol/min), até o volume maximo de 230 nL (2,3 nmol), ou até a
apresentacao de respostas defensivas intensas (galopes e/ou saltos). A
microinfusdo do NMDA foi realizada através de uma agulha endodontica
(didametro externo de 0,25 mm) com o mesmo comprimento do eletrodo,
permitindo a estimulagdo quimica de regido contigua a estimulada eletricamente.
Uma microseringa de precisao de 1uL (Hamilton, EUA), acoplada a uma bomba
de infusdo de velocidade constante (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) era conectada
a agulha endodbdntica por meio de uma canula de polietileno (PE 10, Clay Adams,
EUA). O sistema permitia a livre movimentagao dos ratos durante a microinfusao.
O tempo de microinfusdo era monitorado com o auxilio de um crondmetro,
registrando-se a laténcia das respostas comportamentais. As laténcias eram

posteriormente convertidas nos volumes infundidos e doses correspondentes.

Registros comportamentais. Os comportamentos dos animais eram avaliados por
observacao direta do experimentador, colocado a 50 cm da arena. As respostas
limiares, i.e., aquelas emitidas com a menor intensidade de corrente, eram
registradas de modo binario, como ‘emitidas’ ou ‘ndo’, independente de sua
frequéncia ou duracdo em um unico periodo de estimulacdo. Os comportamentos
defensivos foram registrados de acordo com o etograma de Bittencourt et al.
(2004). Este etograma foi ampliado com os comportamentos alimentares (beber
ou comer), reprodutivos (montar, cheirar a genitadlia da fémea, intromissao) e

agressivos (investigar, morder, perseguir, capturar, boxear, ameacga lateral, salto
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de ataque) que pudessem ser registrados durante a estimulagdo na presenca de

agua, comida, uma fémea e um camundongo.

Droga. O NMDA (Sigma, St. Louis, EUA) foi preparado segundo Bittencourt et al.
(2004), dissolvendo-se o0 aminoacido em solugdo tampdo com a seguinte
composicao (mM): NaCl (145), KCI (4,7), CaCl, (1,8), glicose (5), HEPES (15),
EDTA (0,03). O pH da solugéao foi neutralizado com pequenos volumes de NaOH
(5 N), evitando-se variagbes significativas do volume e concentragdo final da

solucao de NMDA.

Andlise histoldgica. Ao término da estimulagdo quimica, a agulha de microinjegao
era mantida no local e os ratos eram anestesiados e perfundidos
intracardialmente, por meio de uma bomba peristaltica (Masterflex CE, 77120-70,
Barrington, IL, EUA), com 100 ml de solucao salina (NaCl 0,9%) seguidos por 100
ml de solucao formaldeido (10%). As cabecgas com a agulha de microinje¢do eram
mantidas em formaldeido por no minimo, cinco dias, para a moldagem do trato do
eletrodo e agulha. Apés isto, os cérebros eram removidos, colocados em solugéo
formaldeido por mais cinco dias e, em seguida, preparados em blocos da regido
mesencefalica e seccionados (80 ym) em um vibratomo (Vibratome, EUA). Os
cortes eram colocados em laminas previamente gelatinizadas, submetidos a
secagem em baixa temperatura (38 °C) por 24 h, desidratados, corados com
vermelho neutro (Sigma, EUA) e montados com DPX (Aldrich Chemical Company,
Milwaukee, EUA). Os sitios estimulados eram identificados com o auxilio de um
microscopio (Nikon Eclipse 1300, Japao) e registrados em diagramas coronais do

atlas do cérebro do rato (Paxinos e Watson, 1998).
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Andlise estatistica. As curvas de probabilidade das respostas limiares foram
obtidas pelo ajuste logistico das frequéncias acumuladas. Regressdes
significantes foram avaliadas pelo y?> de Wald. As curvas de limiares dos
subnucleos do HDM, nos ambientes pobre e rico, foram comparadas por testes de
razdo de verossimilhangas. A descricdo abrangente dos métodos de regressao
logistica pode ser encontrada em outros estudos (Collett, 2003; Bittencourt et al.,
2005). As diferencas foram consideradas significantes para o nivel descritivo de
5%. As variagdes nos limiares foram descritas pelas medianas das intensidades,

frequéncias e doses de NMDA (lsoxEP, F50xEP, DEsoxEP).

RESULTADOS

Sitios estimulados

Frequentemente, o eletrodo e a agulha dos quimitrodos localizaram-
se em estruturas diferentes, porém contiguas. Portanto, os sitios estimulados
elétrica e quimicamente foram agrupados separadamente. A maioria dos
eletrodos (59%) e, principalmente, agulhas (84%), localizou-se no HDMd (Tab.1,

Fig.1).

Tabela 1. Grupos de ratos de acordo com o tipo de estimulo e o sitio estimulado no HDM.

Estrutura Pulso senoidal Pulso quadrado NMDA
HDMc 16 16 3
HDMd 23 23 16

Total 39 39 19
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Figura 1. Sitios de estimulagéo elétrica por variagéo de intensidade (a), variagéo de frequéncia (b)
ou microinfusdo de NMDA (c). Simbolos vermelhos representam eletrodos ou agulhas localizados
no HDMc; simbolos verdes representam eletrodos ou agulhas localizados no HDMd; circulos
cheios indicam a presenga de respostas de defesa; circulos vazios indicam a auséncia de
respostas de defesa. Os diagramas foram extraidos do Atlas do cérebro do rato de Paxinos e
Watson (1998). Os numeros acima dos diagramas indicam as coordenadas antero-posteriores em

relagéo ao bregma.
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Comparacéo das respostas evocadas por HDMc e HDMd

Estimulacdo senoidal no ambiente pobre. A estimulagdo com pulso senoidal das
partes compacta e difusa do HDM evocou todas as respostas de defesa do rato.
Contudo, os limiares de resposta do HDMd foram acentuadamente maiores para
a exoftalmia (Alsp = 140%; %* = 52,5; g.l. 1; P<0,0001), micgao (Alsy = 56%; 3° =
19,6; g.l. 1; P<0,0001), trote (Also = 63%; x* = 41,1; g.l. 1; P<0,0001) e salto (Also
= 154%; y? = 72,0; g.l. 1; P<0,0001). Limiares ligeiramente maiores, porém
significantes, também foram observados para as respostas de galope (Alsp = 9%);
x* = 8,5; g.l. 1; P<0,01) e defecagdo (Alsp = 13%; x* = 10,51; g.l. 1; P<0,005) do
HDMd. Em contraste, embora os limiares de imobilidade do HDMd também
tenham sido maiores que aqueles do HDMc (Alsp = 11%), os valores nao diferiram

estatisticamente (Fig.2).

Estimulacédo por freqiiéncia no ambiente pobre. A estimulagao por frequéncia foi
eficaz entre 10 a 100 Hz, aproximadamente, ocorrendo o bloqueio das respostas
nas frequéncias superiores. Diferentemente da estimulagdo senoidal, na qual
foram obtidos ajustes significantes para todas as respostas em ambas as divisbées
do HDM, a estimulagdo com pulsos quadrados somente forneceu ajustes
significantes para as respostas de exoftalmia, imobilidade, defecagao e micg¢ao do
HDMc e para a exoftalmia do HDMd, impedindo a obtencdo de estimativas
consistentes da Fs5p para as demais respostas. Nao obstante, os limiares do

HDMd foram acentuadamente maiores para a resposta de exoftalmia (AFsy =

375%; y? = 42,0; g.l. 1; P<0,0001). Adicionalmente, a despeito da auséncia de
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ajuste significante, os limiares do HDMd também foram maiores para as respostas

de imobilidade (y? = 17,6; g.l. 1; P<0,0001), miccdo (3* = 24,2; g.l. 1; P<0,0001),

defecacdo (x* = 14,2; g.l. 1; P<0,001) e trote (x* = 8,2; g.I. 1; P<0,05). Por fim, as

respostas de galope e salto somente ocorreram no HDMc (Fig.3).
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Figura 2. Curvas de probabilidade dos comportamentos defensivos produzidos pela estimulagao

por variagao da intensidade de pulsos elétricos (30 s, 60 Hz, 0-75 pA) aplicados ao HDMc (n = 16)

e HDMd (n = 23) no ambiente pobre. As curvas sigmoides foram ajustadas segundo o modelo

logistico. rsp, numero de animais que apresentaram a resposta; n, numero total de ratos

estimulados. As linhas em vermelho indicam diferengas significantes em relagdo ao HDMd

(P<0,05, testes do y° da razdo de verossimilhancas).
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Figura 3. Curvas de probabilidade dos comportamentos defensivos produzidos pela estimulagéo
por variagdo da freqiiéncia de pulsos elétricos (20 s, 30 yA, 0-130 Hz) aplicados ao HDMc (n =
16) e HDMd (n = 23) no ambiente pobre. As curvas sigmoides foram ajustadas segundo o modelo
logistico. Os graficos sem linha representam as respostas cujo ajuste da fungéo logistica ndo
alcangou a significancia estatistica. rsp, numero de animais que apresentaram a resposta; n,
numero total de ratos estimulados. A linha em vermelho indica diferenga significante em relagdo ao

HDMd (P<0,05, testes do X2 da razao de verossimilhangas).

Comparacédo dos limiares nos ambientes pobre e rico. A estimulagéo elétrica na
presenca de agua, comida, fémea e camundongo somente eliciou as respostas de
defesa, ndo tendo sido observados comportamentos consumatoérios, reprodutivos
ou agressivos, tanto em relagao a fémea quanto ao camundongo. Os limiares nos
ambientes pobre e rico foram similares para a maioria das respostas de defesa,

independente do tipo de estimulagéo (senoidal ou frequéncia). De fato, os limiares
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da estimulacao senoidal do HDMc s6 diferiram para a micgao, sendo maiores no
ambiente rico (Alsp = 86%; x* = 17,2; g.l. 1; P<0,0001) (Fig.4). Os limiares da
estimulacao por frequéncia deste nucleo também foram maiores para defecacao
(AFso = 98%; x? = 5,4; g.l. 1; P<0,05) e, principalmente, micgdo (AFso = 213%; % =
9,6; g.l. 1; P<0,005), no ambiente rico. Contudo, os limiares de imobilidade (AFso =
-15%; y? = 3,9; g.l. 1; P<0,05) foram reduzidos na presenca da fémea e do
camundongo (Fig.5).

€ Ambiente Pobre O Ambiente Rico

= 10 Imobilidade Exoftalmia Defecacéao Miccao
£t
@
©
S * 945
a 0b
o o0/
(%] / /|
&) 0.5 . L
© o /
© */ co
) / @
3 / o0
O

g ’ <* P /O/
o e
S o0 : : : ‘
o 10 30 80 10 30 80 10 30 80 10 30 80
o

Trote Galope Salto

Intensidade (uA)

Figura 4. Curvas de probabilidade dos comportamentos defensivos produzidos pela estimulagao
por variagao da intensidade de pulsos elétricos (30 s, 60 Hz, 0-75 pA) aplicados ao HDMc (n = 16)
nos ambientes pobre (linhas cheias) ou rico (linhas tracejadas). As curvas sigmoéides foram
ajustadas segundo o modelo logistico. rsp, numero de animais que apresentaram a resposta; n,
numero total de ratos estimulados. A linha em vermelho indica diferenga significante em relagdo ao

ambiente pobre (P<0,05, testes do xz da razao de verossimilhangas).
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Figura 5. Curvas de probabilidade dos comportamentos defensivos produzidos pela estimulagdo
por variagdo da frequéncia de pulsos elétricos (20 s, 30 pA, 0-130 Hz) aplicados ao HDMc (n =
16) nos ambientes pobre (linhas cheias) ou rico (linhas tracejadas). As curvas sigmoides foram
ajustadas segundo o modelo logistico. Os graficos sem linha representam as respostas cujo ajuste
da fungdo logistica n&o alcangou a significAncia estatistica. rsp, niumero de animais que
apresentaram a resposta; n, nimero total de ratos estimulados. A linha em vermelho indica
diferenga significante em relagdo ao ambiente pobre (P<0,05, testes do xz da razédo de

verossimilhangas).

Com relagdo ao HDMd, somente foram observadas diferencas
significantes para os limiares da estimulagdo senoidal, que foram maiores no
ambiente rico para as respostas de trote (Also = 18%; > = 4,4; g.I. 1; P<0,05) e, de

forma mais acentuada, micgéo (Alsy = 70%; x* = 42,4; g.I. 1; P<0,0001) (Fig.6).
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Figura 6. Curvas de probabilidade dos comportamentos defensivos produzidos pela estimulagdo
por variagao da intensidade de pulsos elétricos (30 s, 60 Hz, 0—75 pA) aplicados aoc HDMd (n = 23)
nos ambientes pobre (linhas cheias) ou rico (linhas tracejadas). As curvas sigmoéides foram
ajustadas segundo o modelo logistico. rsp, nUmero de animais que apresentaram a resposta; n,
numero total de ratos estimulados. As linhas em vermelho indicam diferengas significantes em

relagdo ao ambiente pobre (P<0,05, testes do xz da razéo de verossimilhangas).

Estimulagdo com microinfusdo de NMDA. As curvas dose-dependentes dos
comportamentos de defesa somente foram obtidas para a estimulagdo do HDMd
para imobilidade, exoftalmia, defecacdo e trote. Respostas isoladas também
foram obtidas nas doses elevadas (>1,4 nmol) para mic¢do (n = 1), galope (n = 1)
e salto (n = 1). A estimulagdo do HDMd também produziu os comportamentos de
comer, beber e cheirar a genitdlia da fémea, cujo ajuste logistico foi

estatisticamente significante (Fig.7). Dentre estes, comer e, principalmente,
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exoftalmia, apresentaram os menores limiares. Embora beber tenha apresentado
0s maiores limiares, sua magnitude foi similar aquela dos comportamentos de
imobilidade, defecacgéo, trote e cheirar genitalia (Fig.8). Por outro lado, em virtude
do numero limitado de ratos com cénulas no HDMc (n = 3), ndo foi possivel

realizar a andlise logistica para este subnucleo. Nestes ratos somente foram

observadas as respostas de exoftalmia (n = 2), trote (n = 1), comer (n = 1) e beber

(n=2).
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Figura 7. Comportamentos defensivos e nao-defensivos produzidos por microinfusdo de NMDA
(10 mM, 0,5 nmol/min) no HDMd. As curvas sigméides foram ajustadas segundo o modelo
logistico. rsp, nimero de animais que apresentaram a resposta; n, numero total de ratos

estimulados.

Os quimitrodos adjacentes ao HDM localizaram-se, principalmente,
na divisdo ventrolateral do hipotalamo ventromedial (HVMvl, n = 15) e alguns

poucos em sua divisdo dorsomedial (HVMdm, n = 3). Destes, a estimulagdo do
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HVMdm, tanto por variagdo de intensidade quanto de frequéncia, eliciou as
respostas defensivas de exoftalmia, miccédo, defecacdo, trote e saltos com
estimulos de magnitude menor (30 pA) que a registrada para o HDMc e HDMd.
Contudo, ndo foram observadas as respostas de imobilidade e galope. A
estimulagdo do HVMvI néo eliciou comportamento algum de defesa, agressivo,

ingestivo ou reprodutivo.
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Figura 8. Doses limiares medianas (DE5y+xIC95%) de NMDA cuja microinjegdo no HDMd eliciou

Dose Mediana (DE,+1,96EP)
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]

comportamentos defensivos e nao-defensivos. IMO, imobilidade; EXO, exoftalmia; DEF,

defecacgéo; TRT, trote; COM, comer; BEB, beber; CHE, cheirar a genitalia da fémea.
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DISCUSSAO

A estimulacdo elétrica senoidal tanto do HDMc quanto do HDMd
eliciou todas as respostas de defesa do rato. Entretanto, exceto pela imobilidade,
cujos limiares foram similares para ambas as divisdes, os limiares do HDMd foram
maiores para todas as respostas. Em contraste, a estimulagao por freqtiéncia do
HDMc somente eliciou as respostas de exoftalmia, imobilidade, defecacédo e
miccdo e do HDMd, apenas a exoftalmia. Mesmo assim, os limiares da ultima
resposta foram maiores que aqueles do HDMc. Na estimulacao por frequéncia, as
respostas defensivas somente foram observadas até o estimulo de 100 Hz. Acima
deste valor, os ratos permaneciam em repouso, sugerindo o bloqueio funcional
dos neurbnios pelas frequéncias mais elevadas (despolarizagao persistente). A
estimulagao quimica do HDMd somente eliciou respostas dose-dependentes de
imobilidade, exoftalmia, defecacdo e trote. Exceto pela exoftalmia, os
comportamentos observados foram eliciados por doses de NMDA muito maiores
que as observadas na MCPA (Bittencourt et al., 2004). Como o numero de ratos
estimulados quimicamente no HDMc foi muito pequeno, nao foi possivel comparar
a microinfusdo de NMDA das subdivisbes compacta e difusa do HDM. Contudo,
embora a estimulagao elétrica ndo tenha eliciado comportamentos alimentares,
reprodutivos ou agressivos, em ambas as divisbes do HDM, a estimulagéo
quimica do HDMd com NMDA eliciou respostas dose-dependentes de comer,
beber e cheirar a genitalia da fémea, comportamentos usualmente incompativeis
com as respostas de defesa. Por outro lado, a estimulagao elétrica do HVYMdm,
tanto por variacdo de intensidade quanto de frequéncia, eliciou praticamente

todas as respostas defensivas do rato, quais sejam, exoftalmia, micgéo,
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defecacao, trote e saltos, em estimulos menores que aqueles registrados para o
HDMc e HDMd. Nao obstante, nao foram observadas as respostas de imobilidade
e galope. Em contraste, a despeito do numero razoavel de ratos (n = 15), a
estimulacédo do HVMvI nao eliciou nenhum comportamento defensivo, agressivo,
ingestivo ou reprodutivo.

Comparada a estimulacdo com pulsos senoidais, a estimulacao por
frequéncia eliciou um numero menor de respostas defensivas em ambas as
divisbes do HDM, corroborando a maior resolucido espacial deste tipo de
estimulacao (Bittencourt et al., 2004). Como a estimulagédo elétrica induziu um
repertdrio mais completo de defesa e com menores limiares no HDMc e HVYMdm,
as respostas produzidas pela estimulacido senoidal do HDMd devem ter sido
devido a difusdo de corrente para os primeiros. Estas observagdes foram
particularmente claras para a estimulagdo por variacdo da frequéncia. De fato,
estudos de marcacédo anterégrada com leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris
(PHA-L) revelaram que o HVMdm envia proje¢gdes abundantes para a MCPA,
principalmente, para a coluna dorsolateral (Veening et al., 1991), uma estrutura
crucial na eliciagdo das respostas defensivas do rato (Bittencourt et al., 2004). Em
adicdo, Veening et al. (1991) mostraram uma projecdo bastante densa,
provavelmente, da parte compacta do HDM, para a regido central da MCPA
(MCPACce). Esta regido € a principal origem das proje¢cdes da MCPA ao nucleo de
Barrington (NBar), uma estrutura central do controle do célon e da bexiga (Blok e
Holstege, 1994, 1998; Valentino et al., 2000). Assim, a obtengdo de micgao e
defecacao pela estimulacdo elétrica do HDMc, bem como da defecacao pela
estimulacdo com NMDA, sugere a participagdo de um circuito HDMc-MCPA-NBar

nestas respostas. Adicionalmente, Greenwood e DiMicco (1995) mostraram que a
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microinjegcdo de bicuculina, um antagonista de receptores do acido gama-
aminobutirico (tipo GABA-A), no HDM de ratos anestesiados promove aumentos
dose-dependentes na motilidade do jejuno e célon. Contrariamente as projeg¢des
do HDM para a MCPAce, as regides ‘periféricas’ da MCPA, abrangendo as
colunas dorsomedial, dorsolateral e lateral, apresentaram pouca ou nenhuma
marcagao com PHA-L (Veening et al., 1991). Estes autores também observaram
projecoes leves do HDM para a MCPAVI. Por outro lado, embora a estimulagao do
HVMvl ndo tenha eliciado nenhuma resposta de defesa, o HVMvl e o HDM
enviam projecdes similares a MCPA (Veening et al., 1991). Portanto, as respostas
distintas do HDM e HVMvl devem ser atribuidas a diferencas funcionais e
neuroquimicas especificas destas projecdes. Alternativamente, eventuais
projecdes do HDMc para o HVM (Thompson et al., 1996) poderiam influenciar os
comportamentos de defesa organizados ao nivel da MCPA. De fato, estudos com
imuno-histoquimica da proteina c-Fos mostraram o envolvimento do HVYMdm nos
comportamentos defensivos eliciados pela presenca ou odor do predador
(Canteras et al., 1997; Risold et al., 1997; Dielenberg et al., 2001; Ferreira-Netto
et al., 2005).

Baseado em estudos recentes (De Novellis et al., 1995; Horiuchi et
al., 2004), Fontes et al. (2006) sugeriram que o HDMc é a estrutura mais
responsiva do HDM a microinjecdo de aminoacidos excitatérios ou aos
antagonistas do receptor GABA-A. Contudo, nenhum dos estudos mencionados
cita qualquer diferenga entre o HDMc e HDMd e nao fornece dados que permitem
tal conclusdo. Portanto, o presente estudo apresenta as primeiras evidéncias da

diferenciagao funcional das subdivisbes compacta e difusa do HDM.
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Por outro lado, o aumento dos limiares da miccdo e defecacao
durante as estimulagdes do HDMc no ambiente rico parece ter sido devido a
presenca da fémea e do camundongo. Os estimulos externos também podem ter
sido responsaveis pela ativacdo comportamental, reduzindo os limiares do HDMc
para imobilidade e promovendo as respostas de trote e salto ausentes no
ambiente pobre.

Embora a estimulagdo quimica seja neuroseletiva, poupando as
fibras de passagem, a microinjecdo de NMDA no HDMd eliciou respostas que nao
foram observadas com os estimulos elétricos senoidal e quadrado. Em particular,
o NMDA eliciou respostas dose-dependentes de comer, beber e cheirar genitalia.
A despeito das doses elevadas, estes resultados sugerem um papel especifico
dos receptores NMDA nestes comportamentos. De fato, existem evidéncias do
envolvimento dos receptores glutamatérgicos do HDM de forma mais acentuada
na atividade exploratéria que na ansiedade (Jardim e Guimaraes, 2001, 2004).
Adicionalmente, enquanto a injegcao intracerebroventricular de galanina aumenta
0s niveis de c-Fos no HDM (Blackshear et al., 2007), a transeccédo de fibras
ventrais ou posteriores ao HDM ou lesdes eletroliticas neste nucleo provocam
hipofagia, hipodipsia e retardo no aumento de peso e tamanho do corpo (Bellinger
e Bernardis, 2002). Embora a estimulagio do HDM nao tenha eliciado
comportamentos reprodutivos, este nucleo parece estar envolvido com fungdes
neuroenddcrinas relacionadas a reproducdo. Assim, enquanto a estimulagao
elétrica do HDM inibiu a liberagao pulsatil do horménio luteinizante (Gallo, 1981),
lesdes quimicas desta regido aumentaram a magnitude da onda vespertina de
prolactina induzida por estimulagcdo da area predptica mediana (Pan e Gala,

1985). A rigor, Bailey et al. (2003) ndo encontraram evidéncia alguma de
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correntes sinapticas mediadas por receptores glutamatérgicos NMDA em
neurénios do HDM. A baixa densidade dos receptores NMDA do HDM (Bailey et
al., 2003) poderia explicar tanto as doses elevadas do aminoacido quanto o
provavel mascaramento das respostas de beber, comer e cheirar genitalia pelo
repertério dominante da estimulacdo elétrica. E aconselhavel, portanto, a
replicacdo destes estudos com agonistas de receptores glutamatérgicos néao-
NMDA. Por outro lado, também nao podemos descartar a difusdo do NMDA para
outras areas do hipotalamo envolvidas nestes comportamentos, como parece ser
o caso do HVM (Bernardis et al., 1974; Luiten e Room, 1980; Tetel et al., 1993;
Palkovits, 2003). Em particular, neurbnios com ag¢des anoréxicas ou que
estimulam a ingestao alimentar estao localizados no HDM, bem como no HVM,
PVN, nucleo hipotaldmico arqueado e area hipotalamica dorsolateral (Palkovits,
2003). Além disto, a injecao intravenosa de leptina, uma substancia envolvida na
alimentagao, termogénese e estado neuroenddcrino (Zhang et al., 1994), induz
aumento significante nos niveis de c-Fos no HDM, HVM e nucleo paraventricular
do hipotalamo (Elmquist et al., 1998). Ainda, a estimulagdo cérvico-vaginal
(pseudo-gravidez) de ratas induz a imunorreatividade para c-Fos no HDM e HVM,
bem como MCPA, area preodptica medial, amigdala medial e nucleo do leito da
estria terminal (Tetel et al., 1993).

A despeito dos diversos estudos que sugerem a participagao do
HDM no transtorno de panico, a estimulagao por frequéncia do HDMc nao eliciou
as respostas de fuga (trote, galope e saltos) que sao tipicas da defesa proximal
quando o escape é viavel (Blanchard et al., 1990). E interessante notar que estas

respostas também ndo foram observadas apds a administragdo endovenosa de
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lactato de sddio em ratos panico-propensos (Shekhar et al., 1996, 2006; Shekhar
e Keim, 1997, 2000; Johnson e Shekhar, 2006).

A auséncia de trote, galope e salto no repertério do HDM contraria a
nocado de que este nucleo é uma area classica da reacédo de defesa (DiMicco et
al., 2002). Mais que isso, mostramos que o HDM ndo é uma estrutura
homogénea, uma vez que somente sua parte compacta, mas nao a difusa, esta
envolvida nos comportamentos de exoftalmia, micgdo, defecacdo e,

provavelmente, imobilidade.
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As respostas de defesa eliciadas pela estimulacido elétrica ou quimica do
HDMd ocorreram devido a difusdo da corrente para estruturas vizinhas,
como o HDMc ou HVMdm.

O HDMc somente esta envolvido na organizagao das respostas defensivas
de exoftalmia, defecacdo, micgcao e, provavelmente, imobilidade.

O HDMc é a estrutura responsiva do HDM ao estimulo elétrico.

A estimulacao elétrica do HVMdm elicia comportamentos defensivos com
estimulos de magnitude menores que aqueles observados para o HDMd ou
HDMc.

A estimulacdo elétrica do HVMvl ndo promove o aparecimento de
respostas defensivas, alimentares, agressivas ou reprodutivas.

Este estudo é a primeira evidéncia da diferenciagao funcional entre o

HDMc e o HDMd.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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