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Resumo

Estudos tém apontado os nucleos hipotalamicos paraventricular (PVN) e dorsomedial (DMH)
como relés importantes para a elaboracédo da resposta ao estresse. O principal objetivo deste
estudo foi avaliar alteracdes metabolicas produzidas pela desinibicdo desses nicleos com o
antagonista de receptor GABA,, bicuculina metiodide (BMI). Ratos Wistar (n = 4 -10) (280 -
300g) foram anestesiados (tribromoetanol 250mg/Kg) e receberam implante da canula guia
central unilateral no PVN ou DMH. Apés 2 dias, sob anestesia, os animais receberam implante
de catéter na artéria femoral. Depois de 24h, os animais receberam microinjecdes centrais de
salina (0,9%) 100 nL ou BMI (10pmol/100nL). Foram registrados o0s parametros
cardiovasculares por 15 minutos apdés a microinjecdo. Posteriormente, os animais foram
anestesiados (pentobarbitol sédico 40mg/Kg) e submetidos a laparotomia mediana para
isolamento e canulacdo de 15 cm da alca jejunal. Apds perfusao basal, procedeu-se a perfusao
com solucdo de Tyrode 2 (pH=8), contendo glicose, sddio e potassio duas vezes mais
concentrada que o usual, que foi infundida através da alca isolada por 40 minutos. Amostras do
perfusato foram coletadas a cada 10 minutos e amostras do sangue foram coletadas nos
tempos 0’, 15’ e 40’ apds inicio da perfusdo. Ao final do experimento, amostras do figado e o
musculo gastrocnémio foram coletados. Outro grupo de animais, enquanto tinha os parametros
cardiovasculares registrados recebeu microinjecdo de salina no DMH e foi posteriormente
submetido ao estresse por jato de ar, apds, passou pelos mesmos procedimentos
experimentais. Os resultados desse grupo foram comparados com aqueles que receberam BMI
no DMH. A microinjecdo de BMI tanto no PVN ou DMH produziu aumento de PAM e FC.
Animais que receberam BMI no PVN apresentaram elevada absorcdo jejunal de glicose nos
tempos 20’ (0,019 + 0,003 vs. 0,042 + 0,003 mM) (p<0,001), 30’ (0,021 + 0,002 vs. 0,035 +
0,003 mM) (p<0,01) e 40’ (0,023 £ 0,004 vs. 0,037 £ 0,003 mM) (p<0,01), aumento na absor¢cédo
jejunal de sédio nos tempos de 30’ (32,5 + 6,4 vs. 105,6 £ 21,2 mM) (p<0,05) e 40’ (34,5+ 9,1
vs. 122,9 + 31,3 mM) (p<0,05) e na concentragdo plasmaética de lactato nos tempos 15 (2,0 +
0,1vs. 1,5+ 0,1 mM) (p<0,05) e 40’ (2,2 £ 0,2 vs. 1,5 £ 0,2 mM) (p<0,05). Foi observado nos
mesmos animais, diminuicdo da insulina sérica aferida apenas no tempo de 15 minutos apés o
inicio de perfusdo do Tyrode 2 (0,3 + 0,04 vs. 0,5 £+ 0,04 ng/mL) (p<0,01), diminui¢cdo da G-6-P
(0,253 £ 0,020 vs. 0,380 + 0,063 umol/g) (p<0,05) e ATP (0,038 + 0,013 vs. 0,166 + 0,065
pmol/g) (p<0,05) musculares. Os animais que receberam microinje¢do de BMI no DMH
apresentaram diminuigao da absorgao de s6dio nos tempos 10’ (42,3 + 4,7 vs. 19,6 £ 2,2 mM)
(p<0,01) e 20’ (39,5 * 3,5 vs. 23,5 £+ 4,6 mM) (p<0,05), diminuigdo da G-6-P (0,011 + 0,002 vs.
0,002 + 0,001 pmol/g) (p<0,05) no figado e um aumento deste mesmo metabdlito no musculo
(0,427 + 0,099 vs. 0,201 + 0,051 pmol/g) (p<0,05). Animais submetidos ao estresse por jato de
ar quando comparados aos que receberam BMI no DMH apresentaram alteracfes
cardiovasculares similares, no entanto, as alteracdes metabdlicas foram diferentes. Embora
diferentes efeitos tenham sido encontrados na ativagdo desses ndcleos, ambos apresentaram

alteracbes relevantes que podem estar envolvidas na resposta ao estresse emocional.



Abstract

Studies have pointed to hypothalamus nucleus paraventricular (PVN) and dorsomedial (DMH)
as important relays to elaborate the stress response. The aim of this study was to evaluate
metabolic changes produced by these nucleus disinhibition with the antagonist receptor GABAx
bicuculline methiodide (BMI). Wistar rats (n = 4 - 10) (280 - 300g) were anesthetized
(tribromoethanol 250mg/Kg) and received unilateral guide cannula implant into PVN or DMH.
After 2 days, under anesthesia the animal received a cateter implantation in femoral artery. After
24 hours, the animal received vehicle (0.9%) 100 nL or BMI (10pmol/100nL) into PVN or DMH.
Cardiovascular parameters were measured during 15 minutes after the microinjection.
Afterwards, the animals were anesthetized (pentobarbitol sodium 40mg/Kg) e submitted a
medium laparotomy to isolate 15 cm of the jejunal loop. After the basal perfusion, proceeded the
perfusion with Tyrody 2 (pH=8) solution, twice concentrated to glucose, sodium and potassium
for 40 minutes. Perfused samples were taken each 10 min. intervals during the 40 min.
experiments. Blood samples were taken on times 0’, 15’ e 40’ after the beginning of tyrode 2
perfusion. At the end of the experiment, liver and gastrocnemius muscle samples were
collected. Another group of animals while had the cardiovascular parameters recorded received
saline microinjection into the DMH and were submitted to air jet stress. The results of this group
were compared with those one who received BMI into PVN or DMH. BMI into PVN and DMH
produced increase in blood pressure and heart rate. The animals which received BMI into PVN
showed increase in glucose jejunal absorption on times 20’ (0.019 + 0.003 vs. 0.042 + 0.003
mM) (p<0.001), 30’ (0.021 £ 0.002 vs. 0.035 £+ 0.003 mM) (p<0.01) and 40’ (0.023 + 0.004 vs.
0.037 + 0.003 mM) (p<0.01), increase in sodium absorption on times 30’ (32.5 + 6.4 vs. 105.6 +
21.2 mM) (p<0.05) and 40’ (34.5 £ 9.1 vs. 122.9 + 31.3 mM) (p<0.05) and in plasmatic lactate
ontimes 15’ (2.0 £ 0.1 vs. 1.5+ 0.1 mM) (p<0.05) and 40’ (2.2 £ 0.2 vs. 1.5 £ 0.2 mM) (p<0,05).
In the same animal were observed decrease in serum insulin measured 15 minutes after the
beginning of Tyrode 2 perfusion (0.3 £ 0.04 vs. 0.5 + 0.04 ng/mL) (p<0.01), decrease in muscle
G-6-P (0.253 + 0.020 vs. 0.380 + 0.063 pumol/g) (p<0.05) and ATP (0.038 + 0.013 vs. 0.166 *
0.065 umol/g) (p<0.05) levels. The animals wich received BMI into DMH presented decrease in
sodium jejunal absorption on times 10’ (42.3 + 4.7 vs. 19.6 £ 2.2 mM) (p<0.01) and 20’ (39.5
3.5 vs. 23.5 + 4.6 mM) (p<0.05). Decrease in liver G-6-P (0.011 + 0.002 vs. 0.002 + 0.001
pmol/g) (p<0.05) and increase of this same metabolite in muscle (0.427 + 0.099 vs. 0.201 +
0.051 pmol/g) (p<0.05). Animals submitted to air jet stress when compared with those who
receive BMI into DMH presented cardiovascular alterations similar, but the metabolic changes
were different. Although different effects have been found after stimulate of these nucleus, both
presented important changes, which implicate them in the organization of the response to
emocional stress.
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| - INTRODUCAO

A experiéncia de passar por uma situacdo de estresse € comum a todos
0S seres vivos. A percepcao de uma situacdo estressora desencadeia
respostas adaptativas através de alteracdes autondmicas e enddcrinas
(HERMAN; CULLINAN et al., 1997).

O hipotdlamo € uma regido importante na integracdo da resposta ao
estresse. Dentre 0s ndcleos hipotalamicos envolvidos nesta resposta
destacam-se o0 paraventricular (PVN) e dorsomedial (DMH) (MARTIN;
HAYWOOD et al., 1993; DIMICCO et al.,, 2002). O PVN € uma regido de
integracdo de informacdes do ambiente externo e interno que responde a um
estressor secretando horménio adrenocorticotropico (ACTH) (HERMAN;
CULLINAN et al., 1997). JA& o DMH parece estar diretamente envolvido na
resposta cardiovascular ao estresse emocional, sua ativagcdo provoca
mudancas comportamentais e endodcrinas semelhantes aquelas evocadas pelo
estresse emocional agudo (DIMICCO et al., 1996).

Estudos tém demonstrado a participacdo desses nucleos em alteracfes
gastrointestinais (MONNIKES et al., 1992; GREENWOOD; DIMICCO, 1995) e
metabodlicas (KALSBEEK et al.,, 2004; ZAIA et al., 1997) encontradas em

situacles de estresse.



1 - Estresse e Nucleos Hipotalamicos Envolvidos na Resposta ao

Estresse Emocional

Estresse

O estresse pode ser definido como um estado de ameaca a homeostase
do individuo. Durante situacbes de estresse, respostas compensatdrias sao
ativadas para sustentar a homeostase. Estas respostas resultam da ativacéo
de circuitos centrais especificos que sao genética e constitutivamente
programados e constantemente modulados por fatores ambientais (PACAK;
PALKOVITZ, 2001).

A resposta fisiologica ao estresse emocional consiste em uma
integracdo de mudancas autondémicas e endocrinas (DIMICCO et al., 2002).
Embora essas mudancas possam aumentar a probabilidade de sobrevivéncia
do individuo frente a determinadas circunstancias, quando exacerbadas elas
também podem estar ligadas a varios estados patoldégicos em humanos,
incluindo doencas cardiovasculares (FOLKOW, 1998) diabetes mellitus
(SURWIT et al.,, 1992; ZARDOOZ et al., 2006) e desordens funcionais
gastrointestinais (MAYER, 2000).

Estudos indicam que o hipotalamo é uma regido importante na
integracdo das respostas autondémicas/endocrinas (BERNARDIS; BELINGER,
1998) e comportamentais ao estresse emocional. J& em 1928 experimentos de
BARD demonstraram que a ativacdo dos componentes responsaveis pelas

respostas de luta e fuga dependia de um hipotalamo intacto.



Varios nucleos e sub-regides hipotalamicas tém sido apontados como
mediadores da resposta fisiologica ao estresse, entre eles o nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) (Figura 1) (CALLAHAN et al., 1989;
MARTIN; HAYWOOD, 1993). No entanto, na ultima década foi sugerido o
envolvimento do nudcleo hipotalamico dorsomedial (DMH) (Figura 1) na

mediacao das respostas funcionais ao estresse (DIMICCO et al., 2002).
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Figura 1: Principais nacleos do hipotalamo vistos de uma projecéo a partir do

terceiro ventriculo (adaptado de BERNE et al., 2004).



Nucleo paraventricular do hipotalamo

O PVN est4 localizado bilateralmente ao terceiro ventriculo (Figura 1).
Ele € composto por grandes neurdnios magnocelulares e neurdnios menores,
parvocelulares. Os neurdnios magnocelulares localizam-se nas porc¢des laterais
do PVN e enviam projecdes para a hipdéfise posterior. Eles sdo responsaveis
pela secrecdo de vasopressina e ocitocina. Os neurdnios parvocelulares
localizam-se medialmente e enviam proje¢cdes para outros sitios do sistema
nervoso central, incluindo regibes que s&o importantes para o controle
autonomico (BLAIR et al., 1996; BADOER, 2001).

Quanto as aferéncias, sabe-se que o0s neurdnios do PVN recebem
projecOes de varias areas bulbares como o nucleo do trato solitario (NTS) e
bulbo rostroventrolateral (RVLM), areas importantes para resposta
cardiovascular (DAMPNEY, 2004) e de outras areas hipotalamicas como o
DMH (DiMicco et al., 2002). O PVN envia projecdes diretas para 0s neurdnios
pré-ganglionares simpaticos da coluna intermediolateral (IML) e para o
complexo dorso vagal (DVC) (ZHANG et al., 1999; ZHANG; FOGEL, 2002).

O PVN €& um nudcleo primariamente envolvido no controle do eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenocortical (HPA) (HERMAN et al., 2002). Este
sistema responde a ameaca real ou perceptiva secretando glicocorticoides, que
servem para alertar o organismo as mudancas ambientais e fisiologicas
visando manter a homeostase (HERMAN; CULLINAN, 1997). Os
glicocorticéides agem em numerosos 6rgaos incluindo cérebro. (MUNCK et al.,
1984; MCEWEN; STELLAR,1993). O PVN integra uma variedade de

informacgBes do ambiente interno e externo, mediando um sinal secretorio para



o cortex da adrenal (HERMAN et al., 2002). O controle da secrecdo de
glicocorticéides é regulado, principalmente, por uma seleta populacdo de
neurdnios do PVN. Quando estimulados por algum fator estressante, estes
neurbnios secretam o hormonio de liberagdo de corticotropina (CRH), um
importante mediador da resposta central ao estresse (BHATIA; TANDON,
2005) na eminéncia média (porcdo inferior do hipotdlamo), estimulando os
secretagogos da hipdfise anterior a liberar o hormdénio adrenocorticotrépico
(ACTH), que ird estimular a sintese e secrec¢ao dos glicocorticéides pelo cortex
da adrenal (HERMAN et al., 1997).

Estudos indicam que o PVN é ndcleo de integracdo para respostas
endocrinas e cardiovasculares (IONESCU et al., 1989). Em 1989 KANNAN et
al. demonstraram que a ativacdo do PVN levava a um aumento da atividade
simpatica. Em estudos de MARTIN et al., 1991 foi observado que a
microinjecdo de BMI no PVN produziu aumento da presséao arterial, freqiéncia
cardiaca e catecolaminas plasmaticas (epinefrina e norepinefrina). MARTIN;
HAYWOOD, 1992 observaram que a estimulacdo do PVN com glutamato

produziu os mesmos efeitos.

Nucleo dorsomedial do hipotalamo

O DMH integrava a classica “area de defesa do hipotalamo”. A
estimulacdo elétrica desta regido provocava reacao de defesa, caracterizada
por mudancas autondmicas e comportamentais tipicamente vistas quando o
organismo era confrontado com uma situacdo ameacadora (DIMICCO et al.,

1996).



O DMH esta localizado adjacente ao terceiro ventriculo, caudal ao
nudcleo paraventricular do hipotalamo, dorsal ao nucleo ventromedial e ventral a
zona incerta. Suas bordas laterais e caudais sao pouco distintas. Lateralmente,
ele é circundado pela regido perifornical da area hipotalamica lateral, com os
limites de seu polo caudal terminando no nudcleo periventricular posterior
(FONTES et al., 2006) (Figura 1). Ele é subdividido em duas porc¢des distintas:
uma difusa e uma compacta (PAXINOS; WATSON, 1986), sendo esta ultima
claramente delimitada no pdélo posterior do DMH. Estudos indicam que a
por¢cdo compacta do DMH seria a estrutura mais responsiva do mesmo a
microinjecdo de aminoéacidos excitatérios (DE NOVELLIS et al., 1995) ou de
antagonistas do receptor do acido gama aminobutirico A (GABA,) (FONTES et
al., 2006).

O DMH recebe projecbes do nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH),
do nucleo lateral do hipotalamo (LHA) e do PVN, sendo o VMH a maior fonte
de projecdes para o DMH (TER HORST; LUITEN, 1986). Estudos anatémicos
indicam que o DMH tem pouca ou nenhuma projecao direta para a medula
espinhal, o que leva a crer que a via simpatoexcitatéria do DMH deve incluir
uma ou mais conexdes sinapticas com outros nucleos supra espinhais (CAO;
MORRISON, 2004; DA SILVA et al. 2003, 2006; FONTES et al., 2006;
HORIUCHI et al., 2004).

Estudos tém demonstrado que a desinibicdo dos neurénios do DMH por
bicuculina metiodide (BMI), antagonista do receptor GABA,, resulta em
aumento da presséao arterial, frequéncia cardiaca (DE NOVELLIS et al., 1995;
DIMICCO et al, 1996) e da atividade simpatica (DIMICCO et al, 1996), além de

produzir  alteragbes neuroenddcrinas  (BAILEY; DIMICCO, 2001),



gastrointestinais (GREENWOOD; DIMICCO, 1995) e mudancas
comportamentais similares aquelas evocadas pelo estresse emocional agudo
(DIMICCO et al., 1996).

Estudos em ratos acordados, mostraram que a desinibicdio do DMH
produz aumento da temperatura corporal, de freqUéncia cardiaca e pressao
arterial que sdo acompanhados de aumento na atividade locomotora e nos
niveis plasmaticos do ACTH — este Ultimo considerado um importante
sinalizador das respostas neuroenddécrinas ao estresse (MENEZES et al., 2006;
BAILEY; DIMICCO et al., 2002).

DIMICCO et al., 2002 aponta para a possibilidade de neurénios do DMH
terem um papel importante na ativacdo dos neurbnios do PVN, que séo
responsaveis pelo recrutamento do eixo HPA em algumas formas de estresse.
Em estudo de STOTZ-POTTER et al., 1996b o estresse provocado pelo jato de
ar levou a um aumento dos niveis de ACTH plasmaticos que foi
significativamente reduzido pela microinjecdo de muscimol, agonista do
receptor GABAA, no PVN. A microinjecdo de muscimol no DMH também inibiu
0 aumento plasmatico do ACTH. MORIN et al., 2001 observaram que animais
gue receberam microinjecdo de salina no DMH e foram, posteriormente,
submetidos ao estresse por jato de ar apresentaram expressdo de Fos
(marcador de ativacdo neuronal) no PVN. No entanto, quando recebiam
microinjecdo de muscimol no mesmo local a expressdao de Fos no PVN
apresentava-se diminuida. Desse modo, a atividade neuronal do PVN e DMH
parece ter um papel importante na ativacdo do eixo HPA (DIMICCO et al.,

2002).



Em conjunto, esses achados indicam que o PVN e DMH podem ser
regides criticas na integracdo das respostas funcionais em presenca de um

estimulo emocional agudo.

Nucleo dorsomedial do hipotalamo e estresse por jato de ar

Estudos tém demonstrado que o DMH € um importante componente das
vias centrais que estdo envolvidas na resposta cardiovascular ao estresse por
jato de ar. Animais que receberam microinjecdo de muscimol no DMH e foram,
posteriormente, submetidos ao estresse por jato de ar apresentaram atenuacao
da resposta pressora e taquicardica em 68 e 85% respectivamente. A mesma
microinjecdo na area intermediaria entre o DMH e PVN atenuou a resposta
pressora e taquicardica em 52 e 46% respectivamente. Em contraste,
microinjecdes similares nas proximidades do PVN néo alterou a resposta
cardiovascular ao estresse (STOTZ-POTTER et al., 1996a). Estes resultados
implicam a ativacdo neural do DMH na geracdo das mudancas
cardiovasculares observadas no estresse por jato de ar (STOTZ-POTTER et

al., 1996a).



2 - Estresse e Absorcdao Intestinal de Glicose e Sédio

O trato gastrointestinal tem como principal funcdo a digestéo e absorcéo
de nutrientes ingeridos através da dieta. Ele é regulado por peptideos
gastrointestinais secretados pelo proprio intestino ou por vias neurais: sistema
nervoso central (SNC) e sua influéncia sobre o sistema nervoso entérico (SNE).
O SNE é formado por grupamentos de neurdnios do trato gastrointestinal que
podem funcionar independentemente do SNC, embora este coordene diversas
fungcbes do SNE (GERSHON et al.,, 1994). Ambos se conectam por vias
simpaticas e parassimpaticas (GOYAL; HIRANO, 1996). O SNE controla a
motilidade e secrecao intestinal além de estar envolvido na regulagéo imune,
no processo inflamatério e na microcirculacdo do trato gastrointestinal (COSTA;
BROOKS, 1994) (Figura 2).

Cérebro e o0 intestino sdo oOrgaos altamente integrados, que se
comunicam bidirecionalmente via SNC e SNE, sofrendo ainda influéncia do

eixo HPA (JONES et al., 2006).
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Figura 2: Organizacdo neuronal do eixo cérebro-intestino, mostrando vias de

comunicacdo do SNC e SNE (adaptado de KONTUREK et al., 2004)



Os carboidratos sdo um importante componente da dieta, eles sao
absorvidos no trato gastrointestinal na forma dos monossacarideos galactose,
frutose e glicose (DROZDOWSKI; THONSON, 2006). ApGs a digestdo, a
glicose é captada do lumen intestinal para o enterdcito por transporte ativo
secundario dependente de Na’, a energia para esse transporte provém do
gradiente eletroquimico do Na* entre a luz e o meio intracelular, mantido pela
bomba de Na'-K* ATPase presente na membrana basolateral do enterdcito.
Esse processo ira acorrer através do co-transportador Na'-glicose (SGLT1)
presente na membrana apical da célula. A glicose deixa o enterdcito, entrando
na corrente sanguinea por difuséo facilitada através do transportador de glicose
2 (GLUT2) (BOUDRY et al., 2007; ZAHEDI; ALIPOUR, 2007) (Figura 3). No
entanto, outra via de captacdo da glicose luminal pode ser utilizada. Sob
determinadas situacdes como alteracdes enteroenddcrinas, energéticas,
diabetes experimental, longo periodo em dieta rica em carboidrato e
realimentacdo apos jejum ocorre a insercdo de GLUT2 na membrana apical.
Dessa forma, a absorcao de glicose no enterécito sera otimizada, ja que além
de entrar por transporte ativo secundario via SGLT1, ela também entrara por
difusdo facilitada via GLUTZ2, promovendo o aumento na absorcéo intestinal

desse monossacarideo (Figura 3) (MORGAN et al., 2007).
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Figura 3: Modelo da absorcdo de monossacarideos e sédio no enterdcito

(adaptado de DROZDOWSKI; THONSON, 2006)



A glicose desencadeia respostas enddcrinas e neuronais desde seu
aparecimento na cavidade oral até seu aumento na circulagdo. Na boca, ela
estimula reflexos nervosos, em parte iniciados pela ativagcdo de receptores
gustativos e suas fibras aferentes, ativacao desses reflexos é responsavel pela
secrecdo da fase cefélica da insulina. No intestino, a glicose estimula o SNE e
a secrecdo do horménio polipeptideo insulinotropico dependente de glicose
(GIP), que aumenta a liberacao da insulina dependente da glicose. A presenca
da glicose no intestino também estimula a liberacédo do peptideo semelhante ao
glucagon (GLP-1), que além de aumentar a liberacdo de insulina dependente
de glicose, inibe a secrecdo de glucagon, regula o esvaziamento gastrico e
inibe a ingestédo de alimento (MARTY et al., 2007). A manutencao do equilibrio
glicémico é executada através de varios fatores, incluindo a taxa de absorcéo
do carboidrato da dieta no intestino e a taxa de utilizacdo da glicose pelos
tecidos periféricos (NORDLIE et al., 1999).

No duodeno e jejuno, o Na* podera ser absorvido de varias maneiras:
através de co-transporte juntamente com a glicose, galactose ou aminoacidos,
via SGLT1; através do co-transportador Na*:Cl', onde a energia dissipada no
influxo de sédio é utilizada para transportar o Cl"; O Na* podera ser absorvido
ainda via um co-transportador de troca Na‘'/H*, que opera em paralelo com o
trocador CI'/ HCOg', desta forma a partir de CO, e H,O presentes no interior da
célula, na presenca da anidrase carbonica forma-se HCO3 e H*, sendo o H*
trocado com Na* e o HCO3 com CI, possibilitando a entrada de Na* e ClI' na
célula. O Na' deixa a célula indo para corrente sanguinea através da bomba de
Na'-K* ATPase presente na membrana basolateral do enterdcito (Figura 3).

(FRIZZELL, et al., 1979, LIEDTKE, et al., 1982, , HATCH; FREEL, 2008).



Estudos indicam que a estimulacdo do PVN modula a atividade de
neurdnios do DVC que estao diretamente relacionados com a regulagédo do
funcionamento do trato gastrointestinal (ZHANG; FOGEL, 2000). Dessa forma,
o PVN poderia afetar as fungcdes do TGl ndo somente pela liberacdo de
horménios hipofisarios, mas também pela sua conexdo com o DVC, que envia
projecOes eferentes diretas para o TGI.

Diversos trabalhos tém associado o efeito do estresse ao funcionamento
do trato gastrointestinal. Eventos estressantes tém sido relacionados com a
exacerbacdo sintomatica de algumas das mais comuns doencas intestinais,
incluindo desordens funcionais gastrointestinais, doenca inflamatéria do
intestino, refluxo gastro-esofagico e ulcera péptica (MAYER, 2000; BHATIA;
TANDON, 2005).

SHEPHERD et al., 2004 observaram que animais submetidos ao
estresse cronico (causado pela construcdo e modernizacdo de prédios
proximos ao biotério) apresentaram diminuicdo da absorcdo intestinal de
glicose e do transportador GLUT2 na membrana apical do enterdcito. Animais
controle tratados com dexametasona apresentaram as mesmas alteracdes. Ja
BOUDRY et al., 2007, observaram aumento do transportador GLUT2 na
membrana apical de animais submetidos a um modelo de estresse emocional
cronico (water-avoidance stress). HELLIWELL et al., 2003 demonstraram que a
insercdo do GLUT2 na membrana apical ocorre em minutos.

BARCLAY; TUNBERG, 1987 observaram que individuos submetidos a
um modelo de estresse psicolégico apresentaram diminuicdo na absorcédo de
sédio, cloro e agua durante o estresse. No ano seguinte, 0S mesmos autores

verificaram alteracdes similares em individuos submetidos a um modelo fisico



de estresse (cold-induced pain stress), sendo nesse estudo as alteracdes
absortivas acompanhadas de aumento nos niveis plasmaticos de norepinefrina.

SAUNDERS et al.,, 1994 demonstraram que animais submetidos ao
estresse por contencdo ou estresse por contencdo associado ao frio
apresentaram aumento da permeabilidade intestinal para macromoléculas e
secrec¢do intestinal do ion cloreto estimulada. KILIAAN et al., 1998 observaram
gue o efeito de aumento da permeabilidade intestinal era revertido na presenca
de atropina, o que sugeria um mecanismo envolvendo a liberagcdo de
acetilcolina. Em 2000, MEDDINGS; SWAIN, verificaram que o aumento da
permeabilidade intestinal de animais que sofreram estresse de contencdo era
mediado por glicocorticoides, uma vez que, animais adrenalectomizados ou
gue recebiam bloqueio farmacologico de glicocorticéides nédo apresentaram
diferenca em relacdo ao seu controle.

Estudos também relacionam alteragbes da motilidade intestinal a
presenca de estressores. Humanos submetidos a estresse psicoldgico ou fisico
apresentaram aumento da motilidade colénica (SATISH et. al.,, 1998).
MONNIKIES et al., 1993 observaram que animais que receberam infusdo de
CRH no PVN apresentaram retardo do esvaziamento gastrico e aumento da
motilidade do célon; vagotomia e injecdo de atropina diminuiram o efeito
gastrico e aboliram o efeito colénico, jA a microinjecdo de antagonista de CRH
aboliu alteracGes gastricas e colonicas. Estudos também envolvem o DMH em
alteracoes de motilidade intestinal. GREENWOOD; DIMICCO, 1995
demonstraram que animais que tiveram o DMH desinibido por BMI
apresentaram aumento de motilidade jejunal e coldnica, sendo que o aumento

da motilidade jejunal foi abolido quando o animal era submetido a vagotomia



bilateral ou injecdo de atropina, j& a motilidade do cdélon foi drasticamente

reduzida por ambos



3 - Metabolismo da Glicose

A glicose € um nutriente essencial para o corpo humano. Ela é a fonte
de energia mais importante para muitas células, principalmente do sistema
nervoso central e hemacias que dependem de um suplemento regular de
glicose no sangue (NORDLIE et al, 1999). A manutencdo do equilibrio
glicémico é executada através de fatores neurais e enddcrinos.

A glicose entra nas células através de transporte passivo de acordo com
0 seu gradiente de concentracdo mediado por proteinas transportadoras
especializadas (GLUT2 figado e GLUT4 musculo) (ROACH, 2002). ApGs sua
entrada na célula ela pode ser utilizada para a producdo de energia, entrando
na via glicolitica.

Glicolise € a sequéncia metabdlica onde ocorre a conversédo da glicose
em lactato ou piruvato, provendo energia para o organismo (PILKIS et al.,
1988). A glicdlise é iniciada com a fosforilacdo da glicose em glicose-6-fosfato,
reacdo catalisada pela enzima glicocinase (células hepaticas) ou hexocinase
(demais células). O préximo passo € a isomerizacdo da glicose-6-fosfato em
frutose-6-fosfato, reacdo catalisada pela fosfoglicose isomerase. Na proxima
reacdo, a frutose-6-fosfato é fosforilada a frutose-1-6-bisfosfato, reacédo
catalisada pela fosfofrutocinase. Em um segundo estagio, a frutose-1-6-
bisfosfato é clivada em duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato, reacéo
catalizada pela aldolase. Ja em um terceiro estagio, cada molécula de
gliceraldeido passa por uma série de reacBes até formar piruvato. A via
glicolitica € regulada pelas enzimas hexocinase, fosfofrutocinase e

piruvatocinase (conversao do fosfoenolpiruvato em piruvato). A fosfofrutocinase



€ a principal enzima de controle da via glicolitica, ela € inibida por altos niveis
de adenosina trifosfato (ATP), pela diminuicdo do pH e pelo citrato. A
adenosina monofosfato (AMP) e a frutose-2-6-bisfosfato (formada a partir da
frutose-6-fosfato) séo potentes ativadores da fosfofrutoquinase (DEPRET et al.,
1998) (Figura 4). Subsequentemente, em condicbes aerdbicas o piruvato
entrara no ciclo do &cido citrico originando NADH e FADH,, estes na
fosforilacdo oxidativa formaréo ATP.

Apo6s uma refeicdo, a elevacao da glicose sanguinea provoca alteracdes
autondmicas e hormonais que favorecem a captacéo de glicose pelos tecidos e
sua conversao em glicogénio (ROACH, 2002). Na sintese de glicogénio a
glicose-6-fosfato € convertida em glicose-1-fosfato, reacdo catalisada pela
fosfoglicomutase. A sintese de glicogénio requer uma forma ativada da glicose,
a uridina difosfato glicose (UDP-glicose), que € sintetizada a partir da uridina
trifosfato (UTP) e glicose-1-fosfato. A UDP-glicose € adicionada a molécula de
glicogénio, esta reacdo é catalisada pela enzima glicogénio sintase, uma
importante enzima reguladora da sintese de glicogénio (FERRER et al., 2003)
(Figura 4).

Quando a glicemia tende a cair, alteracGes centrais e enddocrinas levam
o figado a liberar glicose para a corrente sanguinea, seja através da
glicogendlise ou gliconeogénese (ROACH, 2002).

Na glicogendlise ocorrera: (1) liberacdo da glicose-1-fosfato a partir do
glicogénio, reacdo catalisada pela enzima glicogénio fosforilase, importante
reguladora da glicogendlise (2) remodelacdo do glicogénio para que ele nao

continue sendo substrato para degradacéo e (3) conversao da glicose-1-fosfato



em glicose-6-fosfato, que podera ser substrato para a glicdlise ou ser
convertida em glicose e liberada para a corrente sanguinea (ROACH, 2002).

A gliconeogénese é a via onde lactato, glicerol e alguns aminoécidos
serd@o convertidos em glicose ou glicogénio, ocorre principalmente no figado. A
principal importancia dessa via € manter um nivel glicémico adequado durante
jejum ou quando estoques de glicogénio estao depletados (PILKIS et al., 1988).

Glicdlise e gliconeogénese sdo vias reciprocamente reguladas
(NORDLIE et al., 1999).

Durante exposicdo a um estressor respostas adaptativas sao
desencadeadas mobilizando e redirecionando energia. A garantia de
suprimento energético para Orgados cruciais como SNC se da,
preferencialmente, pela liberacdo de catecolaminas e glicocorticoides
(hormbnios ligados a situacdes de resposta ao estresse) que, geralmente
aumentam a gliconeogénese e glicogenolise e inibem a captacao periférica da

glicose (PACAK; PALKOVITZ, 2001).



Glicose

Glicose-6-fosfatase Glicocinase ou Hexocinase
DP\GIicogénio sintase

77 Glic ) .
Glicose-6-fosfato . Glicogénio
&/
Glicogénio
fosforilase
Frutose-6-fosfato
Frutose-1,6-bisfosfatase Fosfofrutocinase
)] ®

\ Frutose-2,6-bisfosfato
Frutose-1,6-bisfosfato

!

Fosfoenolpiruvato

Frutose-2,6-bisfosfato

7' Fosfoenolpiruvato
OAQ carboxicinase
Piruvato
Figura 4. substratos das vias glicolitica/gliconeogénica e

glicogénica/glicogendlica. OAA, oxalacetato. (Adaptado de NORDLIE et al.,

1999)



Em 1989, IONESCUS et al., demonstraram que a microinjecdo de
norepinefrina no PVN levou a um aumento da glicemia e diminuicdo nos niveis
plasmaticos de insulina, sendo as alteracdes glicémicas mediadas por
receptores alfa e beta adrenérgicos. KALSBEEK et al., 2004 demonstraram que
animais submetidos a infuséo crénica (2 horas) de BMI no PVN apresentaram
hiperglicemia durante este periodo. Em estudo de ZARDOOZ et al., 2006, foi
observado que animais submetidos ao estresse por contencdo durante uma
hora, duas vezes ao dia, por 30 dias apresentaram aumento de glicemia e
corticosterona, diminui¢do da insulina plasmatica e perda de peso corporal.

Estudos também demonstram o envolvimento do DMH em alteracdes
metabolicas. ZAIA et al., 1997 observaram que a estimulacdo do DMH por
norepinefrina ou epinefrina levou a um aumento de glicemia e diminuicdo de
lipideos plasmaticos. Provavelmente, estes efeitos eram mediados por
receptores beta-adrenérgicos, uma vez que a injecdo de propanolol reverteu
esses resultados. BAILEY; DIMICCO et al., 2001 demonstraram que a ativacéo
do DMH por BMI ou kainato provocou um aumento da atividade locomotora e
do ACTH plasmatico.

Estudos utilizando método de perfuséo intestinal revelaram o efeito do
peptideo intestinal vasoativo (VIP), microinjetado no NTS, sobre a absorcao
jejunal de glicose, sodio e potassio (BORGES et al,. 2003; MACHADO et al.,
2004). Estes autores demonstraram, pelo mesmo método, o efeito da influéncia
da ictericia obstrutiva sobre a absorcdo intestinal de glicose e eletrdlitos
(BORGES et al,. 1998).

Apesar dos diversos estudos apontando o PVN e o DMH na participacao

das respostas funcionais ao estresse, poucos mostram a relacdo especifica



desses nucleos e do estresse por jato de ar com a absorcao intestinal de

glicose e sodio e metabolismo da glicose.



Il - OBJETIVOS

1 - Objetivo Geral

(BMI),

Investigar os efeitos da desinibicdo quimica por bicuculina metiodide

antagonista dos receptores GABA,, nos nucleos hipotalamicos

paraventricular e dorsomedial sobre o metabolismo de glicose e absorcao

intestinal de glicose e sédio. Comparar os efeitos provocados pela microinjecédo

de BMI no DMH com aqueles provocados pelo estresse por jato de ar sobre os

mesmos parametros.

2 - Objetivos Especificos

Investigar a absorcao jejunal de glicose e s6dio em animais submetidos
a desinibicédo prévia do PVN e DMH por BMI;

Quantificar o conteudo de glicogénio muscular e hepatico dos animais
submetidos a desinibicao prévia do PVN e DMH por BMI,

Quantificar 0s metabdlitos intermediarios da via
glicolitica/gliconeogénica, glicogénica/glicogendlica: glicose-6-fosfato,
frutose-6-fosfato e ATP no figado e musculo gastrocnémio dos animais
submetidos a desinibicdo do PVN e DMH por BMI;

Quantificar os niveis plasmaticos de glicose, lactato e insulina dos
animais submetidos a estimulagcéo do PVN por BMI;

Quantificar niveis plasmaticos de glicose dos animais submetidos a

estimulagcéo do DMH por BMI;



e Comparar a absorcéo intestinal de glicose e sédio, glicose plasmatica e
conteudo de glicogénio hepatico e muscular dos animais que receberam

BMI no DMH com aqueles submetidos ao estresse por jato de ar.



Il - MATERIAL E METODOS

1 - Animais

Foram utilizados ratos Wistar (280 a 300g) provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG (CEBIO). Os animais
foram mantidos em ambiente com ciclo de luz artificial (12 a 14 horas por dia),
em temperatura controlada (23 + 3°C) no Biotério Setorial do Departamento de
Fisiologia e Biofisica, recebendo racao e agua sem restricdes.

Os experimentos realizados seguiram os principios adotados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido o

projeto aprovado pelo mesmo (protocolo nimero 021/05).

2 - Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em cinco grupos:
e Grupo | - Microinjecéo de salinano PVN (n=7)
e Grupo Il - Microinjecdo de BMI no PVN (n = 10)
e Grupo Il - Microinjecéo de salina no DMH (n = 9)
e Grupo IV - Microinjecdo de BMI no DMH (n =7)

e Grupo V - Microinjecdo de salina no DMH de animais submetidos ao

estresse por jato de ar (n = 5)



3 - Anestesia

Para os procedimentos cirargicos foram utilizados dois tipos de
anestésicos. O Tribromoetanol (250 mg/Kg i.p. suplementado quando
necessario), para o implante da canula-guia e da canula na artéria femoral e o
pentobarbitol sédico (40 mg/Kg, i.p. suplementado quando necessario) para o
implante das cénulas intestinais. Para sacrificio dos animais foi utilizada
overdose de pentobarbital sédico (120 mg/Kg, i.p. suplementado quando

necessario).

4 - Procedimentos Cirurgicos

Implante da canula-guia

A canula-guia foi fixada em um suporte preso a torre do aparelho
estereotaxico (Stoelting, IL, USA). Sob anestesia, os ratos foram posicionados
no aparelho estereotaxico com a barra incisiva fixada 3,3 mm abaixo da linha
aural.

Apés uma injecdo subcutanea de cloridrato de lidocaina 2% associado a
epinefrina 1:2000000, para provocar uma vasoconstricdo local, foi feita uma
incisdo mediana para a exposicdo do cranio e localizacdo do bregma. Dois
parafusos foram fixados no cranio para ancoragem da canula-guia. Em
seguida, a canula-guia confeccionada a partir de agulhas 22 G cortadas em
tamanho de 16 mm foi implantada no ndcleo de acordo com as coordenadas do

atlas PAXINOS; WATSON, 1986, PVN: 1,8 mm posterior, 0,5 mm lateral e 7,2



mm ventral, para DMH: 3,2 mm posterior, 0,6 mm lateral e 7,8 mm ventral e
fixada com acrilico dental polimerizavel. Um oclusor metélico, no tamanho de
16 mm, foi introduzido na canula-guia para evitar sua obstrucao.

Com a finalidade fixar a canula-guia e evitar que o movimento do animal
pudesse danifica-la, um anel de plastico de um cm de diametro por um cm de
altura com uma fenda longitudinal de cinco mm foi fixado com acrilico dental
autopolimerizavel ao redor da mesma.

Ao término do procedimento cirargico, os animais receberam uma dose

intramuscular de 0,2 mL de pentabiotico veterinario (1:200000 Ul).

Canulacao da artéria femoral

Sob anestesia, uma pequena incisdo na regiao inguinal foi efetuada para
a exposicao da artéria femoral. Um cateter de polietiieno (PE-10 Clay Adams,
0.011 ID) de aproximadamente quatro centimetros (soldado por aquecimento a
um tubo de PE-50 de 15 cm) foi introduzido na artéria femoral, até alcancar a
aorta abdominal. A perviedade desse cateter foi mantida com solucdo salina
(0,9%), contendo heparina 25 Ul/mL. Apds a introducédo do cateter na artéria,
este foi passado pelo tecido subcutaneo do animal até a sua exteriorizacdo na
regido interescapular. Todas as incisdes foram fechadas com pequenas
suturas.

No momento do registro a extremidade do catéter foi conectada ao
sistema de aquisicdo de dados para obtencédo dos sinais de pressédo arterial e
freqiéncia cardiaca. Durante a perfusdo intestinal a retirada de amostras de

sangue foi realizada através do mesmo cateter.



Implante da canula intestinal

Sob jejum de 12 horas e anestesia, foi feita uma incisdo na linha
mediana da cavidade abdominal do animal. Um segmento do jejuno, quinze cm
apos a flexura duodenal-jejunal, foi isolado, mantendo-se o0 suprimento
sanguineo e nervoso. Duas céanulas, de dois centimetros cada, foram
introduzidas e amarradas as extremidades da alca jejunal isolada. A parede
abdominal foi fechada para a manutencdo da temperatura corpérea e para
evitar a desidratacdo do tecido. As canulas foram exteriorizadas através das

extremidades da sutura abdominal.

5 - Registro da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

A cénula inserida na artéria femoral foi conectada a um transdutor de
pressao, ligado a um sistema de aquisicdo de dados (Biopac Systems model
MP100 A-CE, CA, USA). Frequéncia cardiaca e pressao arterial foram

monitoradas por aproximadamente 15 minutos apds a microinjecao.

6 - Procedimento das microinjecdes

Para a microinjecdo da salina ou da BMI foram confeccionadas céanulas-
injetoras a partir de agulhas gengivais 30 G. As agulhas foram cortadas no
tamanho de 17 mm e conectadas a um tubo de polietileno (Norton, 0.010) e a
uma seringa Hamilton de 10 pL preenchida com agua deionizada. O polietileno

foi preenchido com a salina ou BMI, e entre a 4gua destilada e a substancia



contida no polietileno formou-se uma pequena bolha. A canula-injetora foi
introduzida na canula-guia e a salina ou BMI injetada. Durante a administragéao
das substancias, o movimento descendente da bolha de ar indicou o sucesso
da microinjecdo. Apos a retirada da canula-injetora ela foi testada, para verificar

alguma obstrucéo.

7 - Droga

A droga utilizada na microinjecéo foi a Bicuculina Metiodide (antagonista
do receptor GABA,) na concentracdo de 10 pmol/100 nL, diluida em salina
estéril. O volume microinjetado nos animais experimentais foi de 100 nL. Nos
animais controle foi injetada salina estéril na concentracdo de 0,9%, no mesmo

volume de 100 nL.

8 - Perfuséo Jejunal do Tyrode 1 e Tyrode 2

Solucédo de Tyrode 1 (NaCl: 137 mM, KCI: 2,7 mM, CaCl,: 1,36 mM,
MgCly: 0,49 mM, NaHCO,: 11,9 mM, D-glicose: 5mM), a 37°C, pH 8, foi
perfundida na velocidade de 0,5 mL/min por 15 minutos para equilibrar o
[imen jejunal (Borges et al, 2003). Posteriormente, procedeu-se a uma
perfusdo utilizando solucdo de Tyrode 2 a 37°C, pH 8, por 40 minutos. Esta
solucdo era duas vezes mais concentrada para glicose, sodio e potassio

guando comparada ao Tyrode 1.



9 - Procedimentos Experimentais

Os animais eram submetidos & estereotaxia (72 horas) e implante de

canula-guia (24 horas) antes do experimento.

‘ 48 horas ‘ 24 horas ‘

Implante da Canulagéo da Experimento
canula-guia artéria femoral

Com o proposito de se verificar a influéncia da desinibicdo do PVN e do

DMH pela BMI foi realizado o seguinte protocolo.

Experimento:

| s | wswn | swin | wwe | 40 min |

Inicio do BMI ou Fimdo Implante das Tyrode 2 Fim do experimento
registro salina no registro, cénulas
PVNouDMH  anestesia intestinais,
tyrode 1

Com o objetivo de comparar os efeitos da estimulacdo quimica do DMH
com o modelo de estresse por jato de ar, os animais foram colocados em um

contensor, sendo exposto ao jato de ar (10 L/min) durante 10 minutos.



Seguiu-se dessa forma o protocolo abaixo. Lembrando que estes
animais também passaram por estereotaxia e canulacdo da artéria femoral,
como descrito previamente.

Experimento:

| 15 min | 2 min| 10 min ’ 10 min | 10 min ‘ 5min ‘ 15 min ’ 40 min ‘
Inicio do Salina Contencio Jatode ar Fim do Jato Fimdo Implante Tyrode 2 Firrl do
registro no deare registro, das experimento
DMH contengdo  anestesia canulas
intestinais,
tyrode 1

Apés o0 inicio do registro, acompanhou-se a estabilizacdo dos
parametros cardiovasculares do animal, por um periodo de 15 minutos ou mais,
se necessario.

Amostras do perfusato (Tyrode 2) foram coletadas separadamente, em
tubos mantidos em gelo a cada dez minutos e 0os volumes mensurados.

Amostras de sangue (0,2 mL) foram coletadas, através da canula
inserida na artéria femoral, apés a perfusédo do Tyrode 1 (tempo 0), e nos
tempos de 15 e 40 minutos apos o inicio da perfusdo do Tyrode 2.

Ao final do experimento, foram coletados um grama de figado e um
grama do musculo gastrocnémio para dosagens bioquimicas. Posteriormente,

o animal foi sacrificado por overdose de anestésico.



10 - Histologia

ApoOs o sacrificio do animal, foi realizada microinje¢cdo do corante alcian
blue 2% (100 nL) no sitio da microinjecdo de BMI para subsequente
confirmagéo histologica. Os cérebros foram removidos e fixados em
formaldeido a 4% (diluido em agua deionizada) por no minimo 24 horas. Apés
este periodo, os cérebros foram transferidos para uma solucdo de sacarose a
20% (diluido em agua deionizada) permanecendo por no minimo trés dias.
Cortes com a espessura de 100 um foram obtidos de diferentes niveis no
sentido coronal, na regido do hipotdlamo, em um micrétomo de congelamento.
Os cortes foram colocados em laminas de histologia previamente gelatinizadas,
corados com vermelho neutro (1%) e posteriormente examinados por

microscopia optica.

11 - Dosagens

Glicose do perfusato

Apbs a coleta do liquido de perfusdo, as amostras foram centrifugadas a
3500 rpm durante cinco minutos, quando necessario. A determinacdo da
concentracdo de glicose do perfusato foi feita por método enzimatico (Glicose
God-Ana). A glicose absorvida foi calculada pela diferenca entre as

concentracfes da mesma no influxo e efluente.



Sadio do perfusato

As concentracfes dos ions sédio do perfusato foram medidas por
fotometria de chama. As amostras foram diluidas em agua deionizada (1:200) e
lidas no fotometro de chama (Fotometro Celm 180). O aparelho foi previamente
calibrado com solucdo padréo, diluida em agua deionizada (1:200) contendo
sodio na concentracdo de 140 mM. O monitoramento foi feito por uma célula
fotoelétrica onde cada elemento emite uma cor caracteristica. As quantidades
absorvidas de sédio foram calculadas pela diferenca das concentracdes desses

ions no influxo e efluente.

Preparacdo do homogenato

A um grama de figado ou do musculo gastrocnémico foram adicionados
trés mL de solucdo de acido perclérico a 6%. Os tecidos juntamente com o
acido foram homogeneizados e centrifugados a 3500 rpm durante 15 minutos.
O volume do sobrenadante foi mensurado e neutralizado com solucédo de KOH

a 10%.

Glicogénio muscular e hepatico

O conteudo de glicogénio dos tecidos foi medido de acordo com a
técnica de HASSID et al.,1957. O volume da amostra, proveniente do
homogenato utilizado na dosagem variou de 35 a 80 pL. Este volume foi

completado com &gua destilada para o volume final de 1 mL. Em seguida,



adicionava-se 2 mL de solucdo de antrona em &cido sulftrico a 0,2%. Apos
incubacdo por 10 minutos em banho de agua fervente, foi realizada a leitura
por espectrofotometria a 620 nm. As concentragfes de glicose, estimadas por
uma curva padrao, foram corrigidas pela diluicdo do volume adicionado de
KOH, para neutralizar o pH. Os resultados foram expressos em miligrama de
glicogénio por grama de tecido.

Metabdlitos da via glicolitica/gliconeogénica, glicogénica/glicogendlica

Os metabolitos intermediarios da via glicolitica foram dosados no
material proveniente do homogenato de figado e muasculo por métodos
espectrofotométricos baseados na reducdo ou oxidacdo dos nucleotideos
pirimidinicos NADP (H) ou NAD (H) por uma desidrogenase especifica. A forma
reduzida das coenzimas tem o seu pico maximo de absor¢céo a 340 nm com um
coeficiente de extincdo molar de 6,22 x cm*umol.

Glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato e ATP foram medidos numa mesma
cubeta contendo 500 pL de uma mistura de tampdes (Tris-HCI 100mM, pH = 8,
EDTA 2 mM, KCI 100 mM, acetato de magnésio 10 mM) adicionado de 50 uL
glicose 2mM, 50 uL de NADP 5mM e 200 uL da amostra. O volume final na
cubeta era acertado para 1 mL adicionando agua milique.

Ao contetdo da cubeta adicionava-se sucessivamente glicose-6-fosfato
desidrogenase (10 pL), que oxida a glicose-6-fosfato em 6-fosfoglicono-o-
lactona reduzindo o NADP® em NADPH. Em seguida, adicionava-se
fosfoglicose isomerase (10 pL) para formar glicose-6-fosfato a partir da frutose-

6-fosfato. Para a dosagem do ATP, adicionava-se a enzima hexocinase (10



uL), que a partir da glicose do meio formava glicose-6-fosfato, utilizando para
isso ATP.
O método para a dosagem da glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato foi

descrito por HOHORST, 1973 e o de ATP por LAMPRECH et al., 1963.

Glicose e lactato plasmaticos

O sangue coletado, durante a perfuséo, foi centrifugado a 13000 rpm por
cinco minutos e apenas o0 plasma foi utlizado. A determinacdo das
concentragbes plasmaticas de glicose e lactato foram feitas por método
enzimatico autoanalyzer 2300 STARPLUS (Yelow String Inst.).

Os niveis plasmaticos de glicose dos animais que receberam BMI no
DMH e daqueles que foram submetidos ao estresse por jato de ar foram

dosados pelo método enzimatico (Glicose God-Ana).

Insulina

Os niveis plasmaticos de insulina foram dosados pela técnica de

radioimunoensaio (Linco Research, St. Charles, MO, EUA).



12 - Andlise Estatistica dos Resultados

Os resultados foram expressos por média (+) erro padrao da média e
analisados estatisticamente por analise de variancia (one-way ANOVA) e teste

t de Student. Estabeleceu-se o nivel de significAncia em 5% (p < 0,05).



IV - RESULTADOS

1 - Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Efeito da estimulacdo do PVN sobre os parametros cardiovasculares

A microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN produziu aumento da
pressao arterial média (PAM) e da frequiéncia cardiaca (FC) sobre os valores
basais (Tabela 1). Houve aumento da PAM (A 1 £ 1 vs. 5 £ 1 mmHg) (p<0,05) e
da FC (A 0 £ 1 vs.17 £ 3 bpm) (p<0,001) quando comparados animais que
receberam BMI com aqueles que receberam salina (0,9%/100 nL) na mesma

regido  (Figurab).

Parametro Microinjecao Valor Basal Resposta Maxima
Salina 95+4 9% 4

PAM (mmHg) Bicuculina 103+5 109 + 5*
Salina 372+ 15 373+ 15

FC (bpm) Bicuculina 356+ 8 373+ 8*

Tabela 1: Valores médios + erro padrdo dos parametros cardiovasculares
basais

e apbs microinjecdo de salina e BMI no PVN (n salina = 7; n BMI = 10), (PAM e
FC: *p<0,001)
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Figura 5: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre a
pressao arterial média (A) e frequiéncia cardiaca (B). Houve aumento da PAM
e a FC quando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu

salina na mesma regido (PAM: *p<0,05; FC: *p<0,001).



Efeito da estimulacdo do PVN sobre a absorcao jejunal de glicose

A Figura 6 ilustra o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no
PVN sobre a absorcéo jejunal de glicose, expressa pela diferenca de
concentracdo da glicose presente no influxo e efluente. Foi observada uma
elevacdo na absorgcédo da glicose nos tempos: 20’ (0,019 + 0,003 vs. 0,042 +
0,003 mM) (p<0,001); 30’ (0,021 + 0,002 vs. 0,035 + 0,003 mM) (p<0,01) e 40’
(0,023 £ 0,004 vs. 0,037 + 0,003 mM) (p<0,01); quando comparados 0s animais
gue receberam BMI com aqueles que receberam salina (0,9%/100 nL) na
mesma regido. Ndo houve diferenca entre os grupos salina e BMI no tempo 10’

(0,027 £ 0,003 vs. 0,031 + 0,003 mM).

Efeito da estimulacdo do PVN sobre a absorcéo jejunal de sédio

Observa-se na Figura 7, o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN sobre a absorcédo jejunal de sédio, expressa pela diferenca de
concentracdo do sodio presente no influxo e efluente. Foi verificada elevacéo
na absorcdo do sédio nos tempos: 30’ (32,5 = 6,4 vs. 105,6 + 21,2 mM)
(p<0,05) e 40’ (34,5 £ 9,1 vs. 122,9 + 31,3 mM) (p<0,05) quando comparados
0s animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina (0,9%/100
nL) no mesmo local. Nao houve diferenca entre os grupos salina e BMI nos
tempos 10’ (33,9 + 5,8 vs. 66,5 £ 30,2 mM) e 20’ (35,4 £ 9,9 vs. 50,2 + 10,4

mM).
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Figura 6: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre a
absorcao jejunal de glicose. Houve elevacéo na absorcdo da glicose a partir do
tempo 20’ quando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que

recebeu salina no mesmo local (Tempo 20: *p<0,001; Tempo 30’ e 40’:

*p<0,01).



—a— Salina (n =4-5)
—— Bicuculina (n=6-7)

200 -
150 T
=
E k3
2 100+
T
e
Lo
<] 50 -
B - - —n
0
0 10 20 30 40

Tempo (minutos)

Figura 7: Efeito da microinje¢édo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre
a absorcéo jejunal de sodio. Houve elevacgéo na absor¢cao do sodio nos tempos
de 30’ e 40’ quando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que

recebeu salina no mesmo local (Tempo 30’ e 40’; *p<0,05).



Efeito da estimulacdo do PVN sobre o contetdo de glicogénio hepatico e

muscular

A Figura 8 mostra o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no
PVN sobre o contetido de glicogénio hepatico e muscular. Nao houve diferenca
entre 0 grupo que recebeu BMI quando comparado ao que recebeu salina
(0,9%/100 nL) tanto em relacao ao glicogénio hepatico (3,1 £+ 0,5vs. 3,2+ 0,4

mg/g), quanto ao glicogénio muscular (2,1 £ 0,3 vs. 1,7 + 0,2 mg/q).

Efeito da estimulacdo do PVN sobre os niveis plasmaticos de glicose e

lactato

Na Figura 9, observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN sobre os niveis plasmaticos de glicose e lactato. A glicose
plasmatica dos animais que receberam BMI no PVN nao diferiu em nenhum
dos pontos aferidos dos animais que receberam salina (0,9%/100 nL) no
mesmo local: 0’ (6,9 + 0,5 vs. 6,8 + 0,3 mM); 15’ (5,9 £ 0,3 vs. 6,2 £ 0,2 mM) e
40’ (6,2 £ 0,7 vs. 7,1 + 0,4 mM).

Foi observado, elevacdo do lactato plasmatico nos tempos 15’ (1,5 £ 0,1
vs. 2,0 £ 0,1 mM) (p<0,05) e 40’ (1,5 £ 0,2 vs. 2,2 £ 0,2 mM) (p<0,05) quando
comparados animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina
no mesmo local. Nao ocorreu diferenca entre os grupos salina e BMI no tempo

0’ (1,7 £ 0,3 vs. 2,0 + 0,2 mM).
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Figura 8: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre o
contetdo de glicogénio hepatico (A) e muscular (B). Nao houve diferenca no
contetdo de glicogénio hepatico ou muscular quando comparado grupo que

recebeu BMI com aquele que recebeu salina no mesmo local.
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Figura 9: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre os
niveis plasmaticos de glicose (A) e lactato (B). Nao ocorreram alteracées nos
niveis séricos de glicose. No entanto, ocorreu aumento do lactato plasmatico
nos tempos 15’ e 40’ quando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele

gue recebeu salina no mesmo local (*p<0,05).



Efeito da estimulag@o do PVN sobre os niveis plasmaticos de insulina

A Figura 10 mostra o efeito da BMI (10pmol/100nL) no PVN sobre os
niveis plasmaticos de insulina. Esta, foi aferida apenas no tempo de 15 minutos
apos o inicio de perfusdo do Tyrode 2. Foi observada diminuicdo dos niveis
séricos de insulina (0,5 * 0,04 vs. 0,3 = 0,04 ng/mL) (p<0,01) quando
comparados animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina

(0,9% /100 nL) no mesmo local.

Efeito da estimulagcdo do PVN sobre metabdlitos hepaticos e musculares

Na Figura 11, observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN sobre o contetdo hepatico e muscular dos metabdlitos via
glicolitica G-6-P, F-6-P e ATP. No figado ndo houve diferenca no contetdo de
G-6-P (0,037 = 0,008 vs. 0,033 + 0,008 pmol/g), F-6-P (0,008 + 0,002 vs. 0,016
+ 0,004 pumol/g) e ATP (0,005 £ 0,002 vs. 0,003 + 0,001 pmol/g) quando
comparados animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina
no mesmo local.

No musculo houve diminuicdo da G-6-P (0,380 + 0,063 vs. 0,253 + 0,020
umol/g) (p<0,05) e ATP (0,166 + 0,065 vs. 0,038 + 0,013 pmol/g) (p<0,05)
guando comparados animais que receberam BMI com aqueles que receberam
salina na mesma area. Nao houve diferenca da F-6-P muscular (0,076 + 0,014

vs. 0,066 + 0,008 umol/g) entre os grupos salina e BMI.
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Figura 10: Efeito da microinjegdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre os
niveis plasmaticos de insulina. Houve diminui¢gdo dos niveis séricos de insulina
guando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu salina

no mesmo local (*p<0,01).
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Figura 11: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN sobre os
metabalitos da via glicolitica glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato e ATP no figado
(A, C, E) e musculo (B, D e F). Nao ocorreram altera¢cdes no contetdo hepatico
dos metabdlitos. No entanto, houve diminuicdo da G-6-P e ATP musculares
guando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu salina

na mesma regiao (*p<0,05).



Locais das microinjecdes de BMI e salina no PVN

A figura 12 mostra os locais das microinjecdes nos animais que

receberam BMI ou salina no PVN.
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2 - Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

Efeito da estimulacdo do DMH sobre os parametros cardiovasculares

A microinje¢do de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH produziu aumento da
PAM e da FC sobre os valores basais (Tabela 2). Houve aumento
pronunciado da PAM (A 0 £1 vs. 13 + 4 mmHg) (p<0,01) e FC (A1 + 1 vs. 141
+ 21 bpm) (p<0,001) quando comparados 0s animais que receberam BMI com

aqueles que receberam salina (0,9%/100 nL) na mesma regiéo (Figura 13).

Parametro Microinjecao Valor Basal Resposta Maxima
Salina 100+ 4 99+3

PAM (mmHg)  Bicuculina 95+3 106 + 5*
Salina 352+ 10 353+ 10

FC (bpm) Bicuculina 329+15 470 + 19*

Tabela 2: Valores médios + erro padrdao dos parametros cardiovasculares
basais e apds microinjecdo de salina e BMI no DMH (n salina = 9; n BMI = 7),
(PAM: *p<0,05; FC: *p<0,001)
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Figura 13: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre a
pressao arterial média (A) e freqtiéncia cardiaca (B). Houve aumento da PAM
e da FC quando comparado grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu

salina na mesma regido (PAM: *p<0,01; FC: *p<0,001).



Efeito da estimulacdo do DMH sobre a absorcéo jejunal de glicose

A Figura 14 mostra o efeito da microinjecdo de BMI (10pmol/100nL) no
DMH sobre a absorcdo jejunal de glicose, expressa pela diferenca de
concentragao da glicose presente no influxo e efluente. Nao houve diferenca na
absorcdo de glicose, quando comparados animais que receberam BMI com
aqueles que receberam salina (0,9%/100 nL) no mesmo local: 10’ (0,024 +
0,002 vs. 0,028 + 0,003 mM); 20’ (0,021 + 0,003 vs. 0,029 + 0,005 mM); 30’
(0,019 + 0,004 vs.0,024 + 0,007 mM) e 40’ (0,017 + 0,002 vs. 0,019 + 0,004

mM).

Efeito da estimulacdo do DMH sobre a absorc¢éo jejunal de sodio

Pode ser observado na Figura 15 o efeito da microinjecdo de BMI (10
pmol/100 nL) no DMH sobre a absorcédo jejunal de soédio, expressa pela
diferenca de concentracdo do sodio presente no influxo e efluente. Foi
verificada absorcdo diminuida de sodio nos tempos 10’ (42,3 £ 4,7 vs. 19,6 £
2,2 mM) (p<0,01) e 20’ (39,5 = 3,5 vs. 23,5 = 4,6 mM) (p<0,05) quando
comparados animais que receberam de BMI com aqueles que receberam
salina (0,9%/100 nL) no mesmo local. Ndo houve diferenca nos tempos 30’
(31,7 £ 3,7 vs. 329 + 45 mM) e 40’ (25,6 + 3,6 vs. 18,3 £ 6,3 mM) entre os

grupos salina e BMI.
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Figura 14: Efeito da microinje¢cdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre a
absorcao jejunal de glicose. Nao houve diferenca quando comparado o grupo

gue recebeu BMI com aquele que recebeu salina no mesmo local.
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Figura 15: Efeito da microinje¢cédo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre a
absorcao jejunal de sodio. Foi observada diminuicdo na absorcéo de sodio nos
tempos 10’ e 20’ quando comparado grupo que recebeu BMI com aquele que

recebeu salina no mesmo local (Tempo 10’: *p<0,01; Tempo 20’: *p<0,05).



Efeito da estimulagcdo do DMH sobre o contetdo de glicogénio hepatico

e muscular

A Figura 16 mostra o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no
DMH sobre o contetdo de glicogénio hepéatico e muscular. Nao houve
diferenca tanto para glicogénio hepatico (2,8 + 0,5 vs. 1,9 + 0,2 mg/g), quanto
para glicogénio muscular (1,5 £ 0,3 vs. 1,4 £ 0,3 mg/g) quando comparados
animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina no mesmo

local.

Efeito da estimulacdo do DMH sobre os niveis plasmaticos de glicose

Na Figura 17, observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no DMH sobre os niveis plasmaticos de glicose. Nao houve diferenca
guando comparados 0s animais que receberam BMI com aqueles que
receberam salina (0,9%/100 nL) no mesmo local: 0’ (6,6 + 0,4 vs. 6,2 £ 0,3

mM); 15’ (6,1 £ 0,3 vs. 6,5+ 0,9 mM) e 40’ (6,0 £ 0,6 vs. 7,2 + 0,6 mM).
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Figura 16: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre o
contetdo de glicogénio hepatico (A) e muscular (B). Nao houve diferenca no
conteudo de glicogénio hepatico ou muscular quando comparado o grupo que

recebeu BMI com aquele que recebeu salina no mesmo local.
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Figura 17: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol100 nL) no DMH sobre os
niveis plasmaticos de glicose. Nao houve diferenca nos niveis plasmaticos de
glicose quando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu

salina no mesmo local.



Efeito da estimulagdo do DMH sobre os niveis plasmaticos de insulina

A Figura 18 mostra o efeito da BMI (10pmol/100nL) no DMH sobre os
niveis plasmaticos de insulina. Esta foi aferida apenas no tempo de 15 minutos
apos o inicio de perfusdo do Tyrode 2. Os niveis séricos de insulina
apresentaram-se aumentados (0,2 + 0,04 vs. 0,4 + 0,05 ng/mL) (p<0,05)
guando comparados animais que receberam BMI com aqueles que receberam

salina (0,9% /100 nL) no mesmo local.

Efeito da estimulacdo do DMH sobre metabdlitos hepéticos e musculares

Na Figura 19, observa-se o0 efeito da microinjecdo de BMI
(10pmol/100nL) no DMH sobre o conteddo hepatico e muscular dos
metabalitos via glicolitica G-6-P, F-6-P e ATP. No figado houve diminuicdo da
G-6-P (0,011 £ 0,002 vs. 0,002 £ 0,001 umol/g) (p<0,05) quando comparados
animais que receberam BMI com aqueles que receberam salina (0,9%/100 nL)
na mesma regido. Para os demais metabdlitos hepaticos ndo ocorreu diferenca
entre os grupos salina e BMI: F-6-P (0,008 + 0,002 vs. 0,003 + 0,001 pumol/g) e
ATP (0,011 £ 0,002 vs. 0,008 + 0,002 umol/g), respectivamente.

No musculo, ocorreu aumento da G-6-P (0,201 + 0,051 vs. 0,427 + 0,099
pmol/g) (p<0,05) dos animais que receberam BMI quando comparados com
aqueles que receberam salina no mesmo local. Ndo houve alteracdo para os
demais metabolitos F-6-P (0,046 + 0,009 vs. 0,034 + 0,005 umol/g) e ATP
(0,023 + 0,006 vs. 0,029 + 0,007 pmol/g) quando comparados 0s grupos salina

e BMI.
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Figura 18: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre os
niveis plasmaticos de insulina. Houve aumento dos niveis séricos de insulina
guando comparado o grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu salina

no mesmo local (*p<0,05).
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Figura 19: Efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre o
conteudo de metabdlitos da via glicolitica glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato e
ATP no figado (A,C e E) e musculo (B, D e F). Houve diminuicdo da G-6-P
hepatica, e aumento do mesmo metabdlito no masculo quando comparado o
grupo que recebeu BMI com aquele que recebeu salina no mesmo local

(*p<0,05).



Locais das microinjecdes de BMI e salina no DMH

A Figura 20 mostra os locais das microinjecbes nos animais que

receberam BMI ou salina no DMH.
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3 - Comparacdo dos Resultados Encontrados entre os Nucleos

Paraventricular e Dorsomedial do Hipotalamo

Comparagédo da desinibicdo do PVN e DMH sobre os parametros

cardiovasculares

Na Figura 21 observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN e DMH sobre os parametros cardiovasculares. A mesma dose de
BMI provocou resposta pressorica (A 5 £ 1 vs. 13 £ 4 mmHg) (p<0,05) e
taquicardica (A 17 + 3 vs. 141 £ 21 bpm) (p<0,001) maior no DMH quando

comparado ao PVN.

Comparacédo da desinibicdo do PVN e DMH sobre a absorc¢éo jejunal de

glicose

Na Figura 22, observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN e DMH sobre a absorcédo de glicose, expressa pela diferenca de
concentracdo da glicose presente no influxo e efluente. A absorcdo de glicose
foi menor nos tempos de 20’ (0,042 + 0,003 vs. 0,029 £+ 0,005 mM) (p<0,05),
30’ (0,035 + 0,003 vs. 0,024 + 0,007 mM) (p<0,05) e 40’ (0,037 + 0,003 vs.
0,019 = 0,004 mM) (p<0,01) quando comparados 0s animais que receberam
BMI no DMH com aqueles que receberam a mesma droga no PVN. No tempo
10’ (0,031 = 0,003 vs. 0,028 + 0,003 mM) ndo ocorreu diferenca na absorcao

da glicose entre os grupos que receberam BMI no PVN e DMH.
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Figura 21: Efeito comparativo da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre a pressao arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B). Houve
aumento da PAM e da FC quando comparado o grupo que recebeu BMI no
DMH com aquele que recebeu a mesma droga no PVN (PAM: *p<0,05; FC:

*p<0,001).
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Figura 22: Efeito comparativo da microinje¢cao de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre a absorcéo jejunal de glicose. A absorcdo de glicose foi menor
nos tempos de 20°, 30’ e 40’ no grupo que recebeu BMI no DMH quando
comparado com aquele que recebeu a mesma droga no PVN (Tempo 20’:

*p<0,05; Tempo 30’ *p<0,05 e Tempo 40’: *p<0,01).



Comparacéo da estimulacdo do PVN e DMH sobre a absorcéo jejunal de

sodio

Na Figura 23, observa-se o efeito da microinjecdo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN e DMH sobre a absorc¢ao jejunal de sodio, expressa pela diferenca
de concentracdo do sddio presente no influxo e efluente. Foi observada menor
absorcédo de sédio nos tempos de 20’ (50,2 + 21,2 vs 23,5 + 4,6 mM) (p<0,05),
30’ (105,6 + 21,2 vs. 32,9 + 4,5 mM) (p<0,05) e 40’ (122,9 + 31,3 vs. 18,3 + 6,3
mM) (p<0,05) quando comparado animais que receberam BMI no DMH, com
aqueles que receberam a mesma droga no PVN. No tempo 10’ (66,5 = 30,2 vs.
42,3 £ 4,7 mM) nao ocorreu diferenca na absorcdo de sédio entre os grupos

gue receberam BMI no PVN ou no DMH.

Comparacdo da estimulacdo do PVN e DMH sobre o conteudo de

glicogénio hepatico e muscular

A Figura 24 mostra o efeito da microinje¢cdo de BMI (10 pmol/100 nL) no
PVN e DMH sobre o conteddo de glicogénio hepatico e muscular. Houve
diminuicdo do glicogénio hepatico quando comparados animais que receberam
BMI no DMH com aqueles que receberam a mesma droga no PVN (3,2 + 0,4
vs.1,9 + 0,2 mg/g) (p<0,05).

N&o houve diferenca no contetdo de glicogénio muscular (1,7 + 0,2 vs.
1,4 £ 0,3 mg/g) quando comparados animais que receberam BMI no DMH com

agueles que receberam a mesma droga no PVN.
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Figura 23: Efeito comparativo da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre a absorcao jejunal de sodio. Foi observada menor absorcéo de
sédio nos tempos 20’, 30’ e 40’ quando comparado o grupo que recebeu BMI

no DMH com aquele que recebeu a mesma droga no PVN (Tempos 20,30’ e

40’ *p<0,05).
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Figura 24: Efeito comparativo da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre o contetdo de glicogénio hepatico (A) e muscular (B). Houve
diminuicdo do conteudo de glicogénio hepatico quando comparado o grupo que
recebeu BMI no DMH com aquele que recebeu a mesma droga no PVN. Néao

ocorreu diferenca entre os grupos para glicogénio muscular (p<0,05).



Comparacéo da estimulagdo do PVN e DMH sobre os niveis plasmaticos

de glicose

Na Figura 25, observa-se o efeito da microinjecédo de BMI (10 pmol/100
nL) no PVN e DMH sobre os niveis plasmaticos de glicose. Nao houve
alteracdo da glicose plasmatica quando comparados 0s animais que receberam
BMI no PVN ou DMH para todos os tempos: 0’ (6,8 £ 0,3 vs. 6,2 £ 0,3 mM), 15’

(6,2+0,2vs.6,5+0,9mM), 40’ (7,1 £ 0,4 vs. 7,2 £ 0,6 mM).

Comparacéo da estimulagédo do PVN e DMH sobre os niveis plasmaticos

de insulina

Observa-se na figura 26, o efeito da microinjecdo de BMI no PVN e DMH
sobre os niveis plasmaticos de insulina. Nao houve alteracédo da insulina sérica
guando comparado os animais que receberam BMI no DMH com aqueles que

receberam a mesma droga no PVN (0,3 + 0,04 vs. 0,4 £ 0,05 ng/mL).
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Figura 25: Efeito comparativo da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no
DMH sobre os niveis plasmaticos de glicose. Nao ocorreu diferenca nos niveis
séricos de glicose quando comparado o grupo que recebeu BMI no DMH com

aquele que recebeu a mesma droga no PVN.
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Figura 26: Efeito comparativo da microinjecao de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre os niveis plasmaticos de insulina. Nao ocorreu diferenca nos
niveis séricos de insulina, quando comparado o grupo que recebeu BMI no

DMH com aquele que recebeu a mesma droga no PVN.



Comparagdo da estimulacio do PVN e DMH sobre metabdlitos

hepaticos e musculares

Na Figura 27, pode ser observado o efeito da microinjecdo de BMI (10
pmol/100 nL) no PVN e DMH sobre o conteddo dos metabdlitos via glicolitica
G-6-P, F-6-P e ATP. No figado houve diminuicdo da G-6-P (0,033 + 0,008 vs.
0,002 + 0,001 mol/g) (p<0,05) e F-6-P (0,016 + 0,004 vs. 0,003 + 0,001 umol/g)
(p<0,05) e aumento do ATP (0,003 + 0,001 vs. 0,008 + 0,002 umol/g) (p<0,05)
guando comparados animais que receberam BMI no DMH com aqueles que
receberam a mesma droga no PVN.

No musculo, foi observada diminuicéo da F-6-P (0,066 + 0,008 vs. 0,034
+ 0,005 umol/g) (p<0,05) quando comparados os animais que receberam BMI
no DMH com aqueles que receberam a mesma droga no PVN. Nao foram
observadas diferencas na G-6-P (0,253 £ 0,020 vs. 0,427 + 0,099 pmol/g) e
ATP (0,038 = 0,013 vs. 0,029 £ 0,007 umol/g) entre os grupos que receberam

BMI no DMH ou PVN.
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Figura 27: Efeito comparativo da microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no PVN
e DMH sobre o conteiudo de metabdlitos da via glicolitica glicose-6-fosfato,
frutose-6-fosfato e ATP no figado (A,C e E) e musculo (B, D e F). Houve
aumento da G-6-P, F-6-P e ATP hepético e diminuicdo da F-6-F muscular
guando comparados animais que receberam BMI no DMH com aqueles que
receberam a mesma droga no PVN (G-6-P, F-6-P e ATP hepaticos *p<0,05; F-

6-P muscular p<0,01).



4 - Estresse por Jato de Ar

Comparacédo do efeito do estresse por jato com a desinibicdo do DMH

sobre os parametros cardiovasculares

Na Figura 28, observa-se a comparacado da PAM e FC entre os animais
gue receberam salina (0,9%/100 nL) no DMH e foram subseqientemente
submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que receberam
microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH. Animais submetidos ao
estresse por jato de ar ndo apresentaram alteracdes de PAM (13 £ 4 vs. 20 £ 2
mmHg) e FC (141 £ 21 vs. 182 + 10 mmHg) quando comparados com aqueles

gue receberam BMI no DMH.
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Figura 28: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecao de
BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre a presséo arterial média (A) e frequéncia
cardiaca (B). Nao houve diferenca da PAM e FC quando comparado animais

submetidos ao estresse com aqueles que receberam BMI no DMH.



Comparacédo do efeito do estresse por jato de ar com a desinibicdo do

DMH sobre a absorcao jejunal de glicose

A Figura 29 mostra a comparacdo da absorcdo jejunal de glicose,
expressa pela diferenca de concentracdo da glicose presente no influxo e
efluente entre os animais que receberam salina (0,9%/100 nL) no DMH e
foram, subsequientemente, submetidos ao estresse por jato de ar, com aqueles
que receberam BMI (10 pmol/100 nL) no DMH. N&o houve alteracdo na
absorcao de glicose, em nenhum dos tempos: 10’ (0,028 + 0,003 vs. 0,023 +
0,006 mM), 20’ (0,029 + 0,005 vs. 0,030 + 0,008 mM), 30’ (0,024 + 0,007 vs.
0,032 + 0,006 mM) 40" (0,019 + 0,004 vs.0,028 + 0,005 mM) quando
comparados animais submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que

tiveram o DMH desinibido.
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Figura 29: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecao de
BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre a absorcéo jejunal de glicose. Ndo houve
diferenca na absorcdo de glicose quando comparados os animais submetidos

ao estresse com aqueles que receberam BMI no DMH.



Comparacédo do efeito do estresse por jato de ar com a desinibicdo do

DMH sobre a absorcao jejunal de sodio

Na Figura 30, observa-se a absorcéo jejunal de sédio, expressa pela
diferenca de concentracdo do sédio presente no influxo e efluente dos animais
gue receberam salina (0,9%/ 100 nL) e foram subsequentemente submetidos
ao estresse por jato de ar comparado com aqueles que receberam
microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH. Animais submetidos ao
estresse por jato de apresentaram aumento na absorcao de sodio nos tempos
10’ (19,6 + 2,2 vs. 83,4 + 6,1 mM) (p<0,001), 20’ (23,5 + 4,6 vs. 82,8 + 4,4 mM)
(p<0,001), 30’ (32,9 £ 4,5 vs. 84,6 + 2,4 mM) (p<0,001) e 40 (18,3 + 6,3 vs.
87,7 £ 5,8 mM) (p<0,001) quando comparados aos animais que receberam BMI

no DMH.
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Figura 30: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecéo de
BMI no DMH (10 pmol/100 nL) sobre a absorcéo jejunal de sodio. Houve
aumento na absorcdo de so6dio em todos os tempos quando comparados 0s
animais submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que receberam

BMI no DMH (Tempo 10, 20’°, 30’ e 40’: *p<0,001)



Comparacédo do efeito do estresse por jato de ar com a desinibicdo do

DMH sobre o contetdo de glicogénio hepético e muscular

A Figura 31 mostra a comparacao do contetudo hepético e muscular de
glicogénio entre os animais que receberam salina (0,9%/100 nL) no DMH e
foram, subsequentemente, submetidos ao estresse por jato de ar com 0s que
receberam BMI (10 pmol/100 nL) no DMH. O conteudo de glicogénio hepatico
dos animais submetidos ao estresse por jato de ar apresentou-se aumentado
(1,9 £0,2 vs. 4,2 £ 1,0 mg/g) (p<0,05) quando comparado com o daqueles que
receberam BMI no DMH.

N&o ocorreu diferenca no conteudo de glicogénio muscular (1,4 £ 0,2
vs.1,6 £ 0,4 mg/g) quando comparados os animais submetidos ao estresse por

jato de ar com aqueles que receberam BMI no DMH.
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Figura 31: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecao de
BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre o conteudo de glicogénio hepatico e
muscular. Os animais submetidos ao estresse por jato de ar apresentaram
conteudo de glicogénio hepatico aumentado quando comparados aos que
receberam BMI no DMH. Nao houve diferenca entre os grupos para o0

glicogénio muscular (*p<0,05).



Comparacéo dos efeitos do estresse por jato de ar com a desinibicdo do

DMH sobre os niveis plasméticos de glicose

Na Figura 32, observa-se o efeito comparativo dos niveis plasmaticos de
glicose dos animais que receberam microinjecdo de salina (0,9%/100 nL) no
DMH e foram, subseqientemente, submetidos ao estresse por jato com
aqueles que receberam microinjecdo de BMI (10 pmol/100 nL) no DMH. N&o
ocorreu alteracdo dos niveis séricos de glicose quando comparado o0 grupo
submetido ao estresse por jato de ar com aquele que recebeu microinjecéo de
BMI no DMH: 0’ (6,2 £ 0,3 vs. 6,2 £ 0,4 mM); 15’ (6,5 + 0,9 vs. 6,4 £ 0,4 mM) e

40’ (7,2 £ 0,6 vs. 6,3 £ 0,5 mM).

Comparacao dos efeitos do estresse por jato de ar com a desinibicdo do

DMH sobre os niveis plasmaticos de insulina

Observa-se na Figura 33, o efeito comparativo dos niveis plasmaticos de
insulina dos animais que receberam salina (0,9%/100 nL) no DMH e foram,
subsequentemente, submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que
receberam BMI no DMH. Nao ocorreu alteracdo nos niveis séricos de insulina
guando comparados o0os animais submetidos ao estresse com aqueles que

receberam BMI no DMH (0,4 £ 0,05 vs. 0,4 £ 0,02 ng/mL).
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Figura 32: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecao de
BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre os niveis plasmaticos de glicose. Nao
houve diferenca nos niveis plasmaticos de glicose quando comparados o0s
animais submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que receberam

BMI no DMH.
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Figura 33: Efeito do estresse por jato de ar comparado com a microinjecéo de
BMI (10 pmol/100 nL) no DMH sobre os niveis plasmaticos de insulina. Nao
houve diferenca nos niveis séricos de insulina quando comparados 0s animais
submetidos ao estresse por jato de ar com aqueles que receberam BMI no

DMH.



Locais das microinje¢des de salina no DMH dos animais submetidos ao

estresse por jato de ar

A figura 34 mostra os locais das microinje¢des de salina no DMH dos

animais submetidos ao estresse por jato de ar.
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Figura 34: Representacdo esquematica dos cortes coronais mostrando 0s

locais da microinjecdo de salina no DMH dos animais submetidos ao estresse

por jato de ar.



V - DISCUSSAO

No presente estudo, registros dos parametros cardiovasculares foram
utilizados como uma ferramenta adicional para a localizagdo do PVN e DMH,
uma vez que, ja estdo bem estabelecidos na literatura os efeitos da
estimulacdo quimica desses nucleos sobre PAM e FC.

Estudos anteriores corroboram com achados do presente trabalho, onde
foi observado aumento da pressdo arterial e frequéncia cardiaca apds a
microinjecdo de BMI no PVN e DMH (MARTIN; HAYWOOD, 1991,1993;
SCHELENKER et al., 2001; DIMICCO et al., 1996; DA SILVA et al., 2003,
2006). A inibicdo do tbnus gabaérgico que atua sobre PVN e DMH provoca
uma resposta simpatoexcitatoria (KANAAN et al., 1989; MARTIN et al., 1991
MARTIN; HAYWOOD, 1992; STOTZ POTTER et al., 1996; FONTES et al.,
2001) responsavel pela alteracdo dos parametros cardiovasculares

encontradas no presente estudo.



1 - Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Pbde-se observar no presente trabalho, aumento da absorc¢éo jejunal de
glicose. Estudos (SHEPHERD et al., 2004; BOUDRY et al., 2007; HELLIWELL,
et al., 2003) tém citado alteragbes na expressao de GLUT2 na membrana
apical de animais submetidos ao estresse. No entanto, em nenhum dos
trabalhos citados foi verificada mudanca na expressdo do SGLT1. Este
transportador, € o componente ativo da absorcdo de glicose, seu Km é
aparentemente de 8-23 mM, comecando a saturar por volta de 30-50 mM, ja o
GLUT2 é o componente passivo da absorcdo de glicose, ndo apresentando
saturacao até em concentracdes maiores que 100 mM (KELLET; HELLIWELL,
2000). Considerando que a concentracéo da glicose no Tyrode 2 é de 10 mM,
€ possivel sugerir que no presente estudo a absorcdo elevada de glicose foi
mediada pelo receptor SGLT1.

Foi observado um aumento na absor¢cdo de Na'. Este eletrolito é
absorvido no jejuno e ileo através de diferentes transportadores. No presente
estudo, ocorreu aumento pronunciado na absorc¢édo de Na* quando comparado
a glicose. Este aumento pode ter ocorrido devido a absor¢cdo aumentada de
glicose, via SGLT1, e adicionalmente pelas outras formas de absor¢do do Na,
o co-transportador Na*:Cl e o trocador Na*-H".

N&do foram observadas alteracbes glicémicas, no presente estudo.
Trabalhos prévios de KALSBEEK et al., em 2004 demonstraram que a
microinjecao continua de BMI no PVN desencadeia hiperglicemia causada por
um aumento na producdo hepatica de glicose. IONESCU et al, 1989 também

verificaram que a estimulagdo do PVN com norepinefrina provocou um



aumento da glicemia. No entanto, em estudo de YAMADA et al., 1993 animais
gue estavam a 18 horas de jejum apresentaram hiperglicemia apenas 60
minutos apos estarem submetidos a um modelo de estresse (estresse por
contencgao). Os resultados do presente trabalho ndo corroboram com estudos
prévios onde ocorreu estimulacdo direta do PVN. Possivelmente isso pode ter
ocorrido devido a diferenca entre os protocolos utilizados nos trabalhos citados
e no presente estudo.

Embora tenha ocorrido um aumento evidente da absorcdo de glicose,
Nnao ocorreu O seu aparecimento na corrente sanguinea, o que pode ter
ocorrido devido ao balanco entre o aparecimento da glicose na corrente
sanguinea e sua captacao pelos tecidos periféricos.

N&do foram observadas alteracbes no conteudo de glicogénio e
metabolitos (glicose-6-fosfato, frutose-6-fosfato, ATP) hepaticos no presente
estudo. Em trabalho ja citado de YAMADA et al., 1993 foi demonstrado que
animais em jejum, submetidos ao estresse, ndo apresentavam alteracdo no
conteudo de glicogénio hepatico. No mesmo estudo, animais que tiveram livre
acesso a comida apresentaram diminuicdo nos niveis de glicogénio hepatico
guando submetidos ao estresse. Os resultados do presente trabalho
corroboram com os dados de YAMADA et al.,1993, embora no trabalho destes
autores o estimulo estressor tenha sido continuo. Possivelmente a néo
alteracao dos niveis de glicogénio hepatico pode ter ocorrido, devido ao fato de
0s animais de ambos o0s grupos (controle e que receberam BMI) se
encontrarem a algum tempo sob jejum.

Embora no presente trabalho ndo tenha sido observado alteracdo no

conteudo de glicogénio muscular foi verificada diminuicdo da glicose-6-fosfato e



ATP no musculo gastrocnémio. No musculo esquelético, a glicose é utilizada
apenas para suprir energia para o proprio 6rgdo ou ser estocada sob a forma
de glicogénio. Os resultados encontrados sugerem uma ativacao prévia da via
glicolitica no musculo, o que poderia levar ao consumo de glicose-6-fosfato e
ATP, consequentemente, diminuindo a quantidade destes metabdlitos no
musculo. O aumento do lactato plasmatico nos tempos de 15 e 40 minutos
apos o inicio da perfusao do Tyrode 2, pode ter ocorrido em virtude do aumento
do metabolismo anaerébico no musculo provocado por uma estimulacao
simpatica prévia. A ativacdo simpatica provoca aumento de catecolaminas que
estdo correlacionadas positivamente com o aumento de lactato plasmatico
(FATTOR, et al., 2005).

No mesmo estudo citado anteriormente, YAMADA et al, 1993
demonstraram ainda, aumento nos niveis plasmaticos de epinefrina,
norepinefrina, glucagon e diminuicdo nos niveis de plasmaticos de insulina dos
animais em jejum submetidos ao estresse. No estado poés-prandial quando
glicose sanguinea e insulina estdo aumentadas, a utilizacdo e armazenamento
de glicose séo priorizados, enquanto no jejum, a utilizagcdo e armazenamento
da glicose sao inibidos por alteragcdes hormonais, como aumento do glucagon.
No presente trabalho, os niveis séricos de insulina diminuido no tempo de 15
minutos apos o inicio da perfusédo do Tyrode 2 apontam para a possibilidade de
o animal se encontrar em um estado catabodlico, onde hormdnios como
glucagon e catecolaminas, associados a resposta ao estresse estariam em
maior concentracdo priorizando a glicogendlise e gliconeogénese para

liberacdo de suprimento energético para o organismo.



Em trabalho de PEREIRA et al., 2008, foi observado alteracdes no
conteudo muscular de glicogénio e em metabdlitos da via glicolitica de animais
submetidos a crise epilética. PEREIRA et al., 2008 utilizaram protocolo e
intervalo de tempo (entre o estimulo e a coleta das amostras) semelhantes aos
do presente estudo, demonstrando dessa forma a adequacdo do protocolo

proposto.



2 - Nucleo Dorsomedial do Hipotalamo

A ativacdo do DMH provoca alteracbes semelhantes aquelas
observadas em uma situagéo de estresse emocional (DIMICCO et al., 1996).
Embora ja tenha sido demonstrado que situacdes de estresse ou mesmo
ativacdo do DMH desencadeia alteragbes no trato gastrointestinal
(GREENWOOD; DIMICCO, 1995), no presente estudo ndo foi observado
mudancas na absorcao jejunal de glicose. No entanto, foi verificado diminuicao
na absorcao jejunal de sodio nos primeiros 20 minutos de perfuséo.

Em situacOes de estresse sdo priorizados suplementos energéticos para
orgaos como cérebro e masculo, em detrimento de outros como o intestino
(PAKAK; PALKOVITZ, 2001), dessa forma atividades que sdo metabolicamente
dispendiosas, como por exemplo, a absorcéo intestinal, ndo séo priorizadas.
Possivelmente, isso explicaria a ndo alteracdo da absorcdo de glicose e
diminuicdo na absorcéo de sodio. Os achados do presente trabalho corroboram
com estudos de BARCLAY; TUNBERG,1987, 1988, onde foi observado que
individuos submetidos a estresse emocional ou a um modelo de estresse por
dor (cold-induced stress), embora apresentassem um aumento de presséo
arterial e norepinefrina plasmatica, apresentaram uma diminuicdo na absorcao
de agua, sodio e cloro. De acordo com BARCLAY; TUNBERG,1987, 1988, o
efeito do estresse sobre a absorcdo diminuida de sédio, cloro e agua seria
mediado pelo sistema nervoso parassimpatico. A microinjecdo de BMI no DMH
leva a um aumento do fluxo simpatico que é responsavel pelo aumento da PA e
da FC e do fluxo parassimpatico que afeta as funcfes do trato gastrointestinal

(GREENWOOD; DIMICCO, 1995).



Estudos de ZAIA et al., 1997 demonstraram a estimulagdo do DMH por
norepinefrina desencadeou uma resposta de hiperglicemia. Esse resultado n&o
corrobora com achados do presente estudo, onde n&o foi encontrada alteracao
plasmética de glicose. Possivelmente, alteracdo glicémica ndo foi encontrada
devido a diferenca entre os protocolos utilizados nos estudos citados e no
presente trabalho.

Estudos também citam o efeito do estresse sobre os niveis séricos de
insulina. YAMADA et al., 1993 e ZARDOOZ et al., 2006 observaram diminuicéo
nos niveis plasmaticos de insulina de animas submetidos a diferentes modelos
de estresse, 0 que néo corrobora com os achados do presente trabalho, uma
vez que a estimulacdo do DMH provocou aumento nos niveis séricos de
insulina. Um aumento na insulina plasmatica indica captacdo de glicose pelos
tecidos para consumo, provendo energia para 0 organismo ou armazenamento
sob forma de glicogénio.

Embora ndo tenha ocorrido alteragcdo do glicogénio hepatico, o que
corrobora com estudo ja citado de YAMADA et al., 1993, o0s animais que
receberam BMI no DMH apresentaram glicose-6-fosfato diminuida nesse
tecido. Essa alteracdo pode ter decorrido de uma glicogendlise prévia no
figado, o que levaria a uma liberacdo de glicose para corrente sanguinea e
consequente consumo da glicose-6-fosfato.

No presente trabalho, ndo foi observado alteracdo no conteudo de
glicogénio muscular. No entanto, houve um aumento significativo na glicose-6-
fosfato. O aumento deste metabdlito no muasculo sugere um aumento da
captacdo da glicose plasméatica para o musculo, seja para consumo imediato

ou para armazenamento sob forma de glicogénio.



3 - Nucleos Hipotalamicos Paraventricular e Dorsomedial

No presente trabalho, foi observado diferentes efeitos da microinjecéo de
BMI na mesma dose, no PVN e DMH. A desinibichio do DMH provocou
respostas pressoras e taquicardicas mais exacerbadas quando comparadas as
do PVN. A microinjecdo de BMI no DMH quando comparada ao PVN levou
ainda a uma menor absorcao intestinal de glicose e sodio, a diminuigcdo do
glicogénio hepético, diminuicdo na glicose-6-fosfato e frutose-6-fosfato e
aumento do ATP hepaticos e diminui¢cdo da frutose-6-fosfato muscular.

O sistema nervoso central tem um papel crucial em desencadear e
modular uma resposta compensatoria padronizada ao estresse. Embora
grande numero de neurotransmissores e neuropeptideos sejam ativados em
varias regioes cerebrais durante a exposicdo a um estressor, a especificidade
de cada resposta ao estresse existe para otimizar a eficiéncia do organismo em
reestabelecer a homeostase e minimizar possiveis danos ao mesmo (PAKAK;
PALKOVITZ, 2001). Desta forma, a resposta a diferentes estressores €
especifica (PAKAK; PALKOVITZ, 2001), podendo ocorrer para cada resposta a
participacéo de diferentes nucleos do sistema nervoso central.

O estresse tem sido frequentemente associado com alteracfes
gastrointestinais e metabdlicas. A resposta inicial de individuos e animais ao
estresse é ativacdo do sistema nervoso simpatico seguido da rapida secrecéo
de adrenalina pela medula da adrenal. A resposta resultante de luta ou fuga
aumenta a mobilizacdo de glicose e gordura e redistribuicdo do fluxo sanguineo

da pele e intestino para cérebro e musculo (SHEPHERD et al., 2004).



A microinjecdo de BMI na mesma dose e volume provocou resultados
bastante diferentes entre os nucleos. E importante considerar que cada nucleo
apresenta populagdo neuronal e funcionalidade distinta, desse modo podendo
desencadear respostas diferentes frente a sua estimulagédo. De acordo com as
respostas encontradas na desinibicdo do PVN e DMH e levando em
consideracdo algumas respostas observadas durante situacdes estressoras
onde ocorre aumento evidente da pressdo arterial e frequéncia cardiaca
(STOTZ-POTTER et al., 1996 a,b), alteracdo de absorcao de glicose e sédio
(SHEPHERD et al., 2004 BARCLAY; TUNBERG 1987, 1988) €& permitido
sugerir que a microinjecdo de BMI no DMH desencadeou uma reposta

simpatoexcitatoria mais exacerbada e duradoura que a provocada no PVN.



4 - Nucleo dorsomedial do hipotalamo e estresse por jato de ar

Animais submetidos ao estresse por jato de ar apresentaram respostas
taquicardica e pressora similares as observadas na estimulacdo quimica do
DMH por BMI. Esses resultados corroboram com dados da literatura (DIMICCO
et al.,, 1996; STOTZ-POTTER et al.,, 1996ab) que citam o DMH como um
ndcleo importante para a resposta cardiovascular ao estresse emocional.
DIMICCO et al., 1996 observaram que a microinje¢cdo de muscimol, agonista
GABAA, no DMH atenua em 85% a resposta taquicardica e 68 % a resposta
pressora causadas pelo estresse por jato de ar. Ja as resposta metabdlicas
observadas entre os dois grupos apresentaram diferencas.

A ativacdo de um nucleo é um evento controlado, onde a resposta de
demais regibes a um estimulo & minimizada visando o estudo de apenas uma
area delimitada. Ja a submisséo de um animal a um modelo de estresse, como
no jato de ar, envolve um grande numero de estruturas que em conjunto atuam
para elaboracéo da resposta a um estressor.

Dessa forma, vistas as diferencas entre os modelos utilizados no
presente estudo é possivel sugerir que o DMH atua de forma decisiva na

constituicdo da resposta cardiovascular ao estresse emocional.



VIl - CONCLUSAO

BMI no PVN BMI no DMH
PA I i
e I I
Absodrgza;i (l:r;t;:estmal ﬁ —>
Abso;g:(; én(:ltiistmal ﬁ ﬂ
Glicogénio hepético —> —>
Glicogénio muscular —> —>
Glicose plasmatica —> —>
Lactato plasmatico ﬁ —
Insulina plasmaética ﬂ ﬂ
G-6-P hepéatica —> ﬂ
F-6-P hepética —> —>
ATP hepatico — —>
G-6-P muscular ﬂ ﬂ
F-6-P muscular = =
ATP muscular ﬂ —
ﬁaumentou
ﬂ diminuiu
—> ndo alterou

—— nao foi dosado

Na resposta ao estresse, ajustes metabdlicos sdo feitos com intuito de

melhorar a desempenho frente a um estressor e garantir a sobrevivéncia do



individuo. Durante a resposta ao estresse agudo, S80 hecessarios, processos
fisiologicos para redirecionar a utilizacdo de energia entre os varios 6rgaos e
seletivamente inibir ou estimular sistemas orgéanicos. Certos tecidos tendem a
reduzir seu consumo energético, enquanto outros como 0O Sistema nervoso
central e aqueles que sao importantes para a atividade locomotora recebem
aporte energético maior. O aumento energético para esses 6rgaos ocorre pela
liberacdo de catecolaminas e glicocorticéides, que em geral aumentam
gliconeogénese e glicogendlise, inibindo a captacdo de glicose e aumentado
protedlise e lipdlise (PAKAK; PALKOVITZ, 2001). Dessa forma durante uma
situacdo de estresse funcbes intestinais, como a absorcdo, ndo sao
priorizadas.

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que
o PVN e o DMH sé&o nucleos que participam da organizacdo central das
respostas cardiovasculares e neuroenddcrinas ao estresse. No entanto, a
participacdo de cada nucleo € peculiar. Ambos 0s nulcleos apresentaram
respostas cardiovasculares e metabdlicas quando desinibidos.

Embora tenha sido utilizada a mesma dose de BMI para estimular PVN e
DMH a resposta apresentada por ambos o0s nucleos foi diferente. A
microinjecdo de BMI parece ter provocado uma resposta simpatoexcitatoria
maior e mais duradoura no DMH que no PVN.

Dessa forma, pode-se concluir que a ativacdo do PVN e DMH provoca
alteracdes cardiovasculares e metabdlicas relevantes. Embora DMH esteja
mais envolvido na resposta cardiovascular e o PVN na absorcédo intestinal,
estes nlcleos fazem parte de um circuito central que participa das respostas

metabdlicas exigidas, durante uma situacéo de estresse.
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