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RESUMO

O trantorno do péanico (TP) é um quadro de ansiedade relativamente
comum, com prevaléncia estimada entre 1% e 3%. O sintoma principal € o
ataque de panico (AP) espontaneo, o qual pode ocorrer varias vezes ao dia ou
somente algumas vezes ao ano. Dentre as principais hipéteses sobre as bases
neurais do TP, duas merecem destaque. A primeira, proposta por Deakin &
Graeff (1991), postula que o sistema serotonérgico evoluiu como um sistema
especializado de controle de situacdes aversivas. Adicionalmente, postula que
a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) é um centro de coordenacdo de
reflexos defensivos a predadores ou estimulos nocivos proximais, cuja a
ativacdo espontanea desencadeia os AP. A segunda € a hipotese do “alarme
falso de sufocamento” proposta por Klein (1993). De acordo com esta hipotese
AP tanto espontaneos quanto provocados por infusdo de lactato ou inalagéo de
concentragdes baixas de CO; (5-7%) sdo causados por disparos inadequados
de um hipotético sistema de alarme de sufocamento. Estas hipoteses sé&o
apoiadas por evidéncias epidemioldgicas que sugerem a existéncia de AP tanto
respiratorios quanto nao-respiratorios. Por outro lado, varios estudos indicam
que eventos traumaticos na infancia predispbem o individuo ao
desenvolvimento de transtornos ansiosos e depressivos na vida adulta e, em
particular ao TP. Portanto, o presente estudo comparou os sistemas neurais
ativados nos modelos de panico respiratério e ndo-respiratdrio a administracao
de KCN e exposi¢cado ao gato, respectivamente. Adicionalmente, verificamos os
efeitos do isolamento neonatal social (INS) sobre os comportamentos e
sistemas ativados em ratos adultos expostos a um gato. Num primeiro estudo,

examinamos se o INS aumenta a imunorreatividade da proteina c-Fos (IRF) e



os comportamentos de defesa de ratos expostos ao gato na vida adulta. No
segundo estudo, examinamos os efeitos de uma dose baixa de cianeto de
potassio (KCN, 40 ug) ou de uma breve exposi¢ao a 13% de CO; (2 min), ou a
combinagao dos estimulos (CO2/KCN), na IRF. Os efeitos comportamentais da
microinjecdo de KCN na MCPA também foram examinados. Os dados
mostraram que tanto ratos submetidos ao INS, quanto ratos CTR expostos ao
gato apresentam respostas inatas de congelamento, esquiva e avaliagdo de
risco. Além disso, os ratos apresentam aumentos significantes da IRF em areas
tradicionalmente relacionadas a defesa de predadores, quais sejam, MCPA
dorso lateral, nucleo pré-mamilar dorsal e hipotalamo anterior. Contudo, os
ratos INS apresentaram IRF mais acentuada que os CTR. Estes dados
sugerem que o INS promove uma sensibilizacdo perene da circuitaria
relacionada a predacdo, adicionando evidéncias de que o estresse de
separacao na infancia predispde o individuo ao desenvolvimento de AP na vida
adulta. Os resultados do segundo estudo mostraram que, enquanto a injecéo
endovenosa de KCN provocou a fuga em todos os ratos testados, a
microinjecdo de KCN na MCPA foi ineficaz. Adicionalmente, enquanto o nucleo
do trato solitario foi ativado nos grupos CO2/SAL e CO,/KCN, o nucleo
laterodorsal tegmental (LDTg) foi ativado por todos os tratamentos.
Surpreendentemente, o KCN somente produziu ativagbes da MCPA
rostrolateral e caudoventrolateral. Embora estes dados sugiram que o sistema
de alarme de sufocamento seja composto pelo LDTg e pelas regides
rostrolateral e caudoventrolateral da MCPA, as ultimas areas foram

especificamente ativadas nos ratos que apresentam respostas de fuga



somente ao KCN. Portanto, elas sdo as principais candidatas ao sistema de

alarme de sufocamento.

Palavras chaves: Matéria cinzenta periaquedutal, Imunoreatividade, c-Fos,
Panico, Fobia, Alarme de sufocamento, Exposicdo ao gato, Ansiedade de
Separacéao, Estresse na Infancia.
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ABSTRACT

The panic disorder (PD) is a anxiety disorders relatively common, with a
prevalence estimated between 1% and 3%. The main symptom is panic attack
(PA) spontaneous, which can occur several times a day or only a few times per
year. Of the main hypotheses about the neural basis of PD, two are worth
mentioning.The first, proposed by Deakin & Graeff (1991), postulates that the
serotonergic system evolved as a specialized aversive situations control
system. Additionally, it postulates that the periaqueductal gray matter (PAG) is a
center of coordination of defensive reflexes to predators or proximal noxious
stimuli, whose spontaneous activation triggers the AP. The second is the
hypothesis of "false alarm suffocation" proposed by Klein (1993). According to
this hypothesis AP as either spontaneous caused by lactate infusion or
inhalation lower CO, concentrations (5-7%) are caused by improper firing of a
hypothetical suffocation alarm system. These hypotheses are supported by
epidemiological evidence to suggest the existence of AP both respiratory and
non-respiratory. On the other hand, several studies indicate that traumatic
events in childhood predispose the individual to the development of anxiety and
depressive disorders in adulthood, particularly of PA. Therefore, the present
study compared the neural systems activated in both respiratory and non-
respiratory models panic to administration of KCN and exposure to cat,
respectively. Additionally, checking the effects of neonatal social isolation (NSI)
we saw it on the behaviors and systems activated in adult rats exposed to a cat.
In a first study, we examined whether NSI increases the Fos-like
immunoreactivity (FLI) and the behaviors of defense rats exposed to cat in

adulthood. The second study, examined the effects of a low dose of potassium



cyanide (KCN, 40 ug) or brief exposure to 13% CO2 (2 min), or combination of
stimuli (CO2 / KCN), in the FLI. The behavioral effects of microinjection of KCN
into the PAG were also examined. Data showed that both submited to NSI and
CTR rats showed innate fear responses, such as freezing, avoidance and risk
assessment behaviors. In addition, the groups show significant increases in FLI
in areas traditionally related to defense to predators, namely, MCPA
dorsolateral, dorsal pre-mammillary nucleus and anterior hypothalamus.
However, the INS rats showed IRF more pronounced than the CTR.The
exposed to cat increased c-Fos density in defense related area (MCPAdI, PMd
and AHN). The NSI group showed higher expression c-Fos in all area
examined. Notably, data suggest that the NSI promotes a life-long facilitation of
circuits activated by predator. These data suggest that the NSI promotes a
perennial awareness related to predation circuitry, adding evidence that the
separation stress in childhood predisposes the individual to the AP development
in adulthood. The results of the second study showed that whereas the KCN
injection elicited escape in all tested rats, the KCN microinjection into the PAG
was ineffective. Additionally, while the nucleo do trato solitario (NTS) was
activated in group CO2/SAL and CO,/KCN the laterodorsal tegmental nucleus
(LDTg) was activated by all treatments. Surprisingly, the KCN only produced
activations rostrolateral and caudoventrolateral PAG (Although these data
suggest that suffocation alarm system is composed by LDTg and the
rostrolateral and caudoventrolateral regions of the PAG, the latter areas are
specifically activated in rats that have escape responses only to KCN.

Therefore, they are prime candidates to suffocation alarm system.



Key words: periaqueductal gray matter, immunoreactivity, c-Fos, panic Attack,
phobia, suffocation alarm system, exposure to a cat, separation anxiety in

childhood, separation stress in childhood.
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1- HIPOTESES DO TRANSTORNO DE PANICO

O trantorno do panico (TP) é um quadro de ansiedade relativamente
comum, com prevaléncia estimada entre 1% e 3% (Kaufman and Charney,
2000). O sintoma principal desta condigdo é o ataque de panico (AP)
espontaneo, que pode ocorrer varias vezes ao dia ou somente algumas vezes
ao ano (Mezzasalma et al., 2004; APA, 2014). Os AP s&o definidos no DSM-V
(APA, 2014) como um periodo limitado de desconforto ou medo intenso
acompanhados por pelo menos 4 dos seguintes sintomas: palpitagdes,
tremores, suores, aumento da frequéncia respiratéria, sensacdo de
sufocamento, medo de morrer e medo de perder a razdo. Contudo, Klein (1993
a, b) sugere que a marcha dos sintomas do panico clinico seja dispnéia,
panico, desejo de fuga e hiperventilagao.

Atualmente, o TP é considerado como uma sindrome distinta tanto do
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) quanto dos outros transtornos de
ansiedade (APA, 2014). Pacientes com TP também se queixam
frequentemente de “ansiedade antecipatéria”, isto €, do medo antecipado de
desamparo na eventualidade de um AP, uma condigdo que pode agravar-se
em “agorafobia” incapacitante. Adicionalmente, os AP apresentam alta
comorbidade com depresséo e, frequentemente, ansiedade de separacado da
infancia (ASI), estados relacionados a sensagdo de desamparo e,
indiretamente, a agorafobia (Cassano et al., 1989; Klein, 1993 a, b; Gorman,
1996; Gorman e Coplan, 1996; Johnson e Lydiard, 1998; Ballenger, 1998;
Dunner, 1998, 2001; Kaufman e Charney, 2000).

Dentre as hipoteses existentes sobre as bases neurais do TP, duas

merecem destaque. A primeira foi proposta por Deakin & Graeff (1991) e



baseia-se na prescri¢do dos inibidores de recaptura da serotonina (5-HT) para
uma ampla gama de transtornos psiquiatricos, incluindo o TAG, o TP, o
transtorno obsessivo compulsivo (TOC) e a depressédo. Em vista deste fato, a
hipétese de Deaking & Graeff (HDG) postula que o sistema serotonérgico
evoluiu como um sistema especializado no controle de situagbes aversivas.
Segundo a HDG, a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) seria um centro de
coordenacao de reflexos defensivos a predadores ou outros estimulos nocivos,
como dor ou asfixia. Consequentemente, esta teoria sugere que os AP sejam
estados similares ao medo a uma ameacga proxima, tal como na reagdo da
presa face ao predador. Em particular, a HDG propde que as projegdes
serotonérgicas do nucleo dorsal da rafe (NDR) faciltam a ansiedade na
amigdala, mas inibem o panico na MCPA. A HDG propbde ainda que a
depressao decorre da disfuncdo de um “sistema de resiliéncia comportamental”
composto pelas projegdes serotonérgicas do nucleo mediano da rafe (NMnR)
ao hipocampo. Este sistema teria a fungcdo de separar os eventos aversivos
das tarefas cotidianas. A subregulagcdo dos receptores 5HT1a do hipocampo,
pelos niveis elevados de corticosterdides das situagdes do estresse, conduziria
o individuo a depressédo. A segunda hipétese foi proposta por Klein (1993 a, b)
e baseia-se nos sintomas respiratérios acentuados e na sensibilidade
exagerada e especifica dos pacientes de panico aos metabdlitos respiratorios,
diéxido de carbono (CO2) e lactato. A hipdtese do “alarme falso de
sufocamento” (AFS) postula que os AP espontaneos ou provocados por infus&o
de lactato ou inalagdo de concentragdes baixas de CO; (5-7%) sdo causados

por disparos inadequados de um sistema de alarme de sufocamento.
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Devido a alta comorbidade dos AP com ASI, Preter e Klein (2008)
propuseram que o elo comum entre estes transtornos seja um mecanismo
opidide enddégeno envolvido em ambos os transtornos. De fato, os opiodides
estdo envolvidos tanto nas relagdes parentais (Panksepp et al., 1980; Kalin et
al, 1995) quanto na respiragao (Lawson et al., 1979; van der Schier et al., 2014)

Nao obstante, os AP também tem sido relacionados a estruturas que
nao estao envolvidas no controle respiratério. Assim, Shekhar e colaboradores
(1996) apresentaram evidéncias que o hipotalamo dorsomedial (HDM) seja o
responsavel pelo desencadeamento dos AP ao lactato. Em particular
mostraram que, a deplecdo gabaérgica do HDM por infusdo crénica de
alilglicina torna os ratos sucetiveis a AP ao lactato. Contudo esta hipotese foi
baseada em modelos comportamentais do TAG (teste de interagéo social, teste

de conflito) que do TP.

2- PANICO E ANSIEDADE DE SEPARAGAO NA INFANCIA

Inumeras evidéncias indicam a correlacdo entre eventos traumaticos da
infancia e anormalidades comportamentais e neuroenddcrinas na vida adulta
(Klein, 1964; R.G. Klein, 1995, Robson-Nay et al., 2012; Kendler et al., 1992).
Criangas que sofreram abusos fisicos ou que foram negligenciadas pelos pais,
ou ainda, que vivenciaram experiéncias de divércio ou privacdo dos cuidados
maternos, podem tornar-se mais susceptiveis as psicopatologias (Bowlby,
1983; Manicavasagar et al., 1998; Rinne et al., 2000; Heim e Nemeroff, 2001;
Teicher et al., 2003; Preter e Klein, 2008).

Segundo a teoria do apego de Bowlby (1983) o relacionamento afetuoso
da mae, ou figura-materna, na primeira infancia (1 a 3 anos) favorece o

desenvolvimento de uma personalidade saudavel. A auséncia destes cuidados
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resultaria em ASI e no desenvolvimento de apego ansioso (anxious
attachment) e “personalidade insegura” no adulto (Ainsworth e Bowlby, 1991;
Bowby, 1983; Bretherton, 1992). Segundo Bowlby, o estresse na infancia
também predispée no individuo o desenvolvimento de fobia, panico e
depressao.

A ASI é um transtorno no qual a separagdo da crianga da figura de
apego, geralmente a mé&e, é acompanhada de ansiedade excessiva (APA,
2014). Klein (1980) descreve a ASI como um conjunto de sintomas e
comportamentos de ansiedade que refletem a ativacdo de um sistema
neurofisiolégico de alarme que protege o jovem de rupturas reais, ou
potenciais, dos lagos familiares. Varios estudos sugerem que a ASI apresenta
alta comodrbidade com o TP em adultos (Klein, 1980; Klein RG, 1995). Mais
notavelmente, existem varios estudos que sugerem que o estresse na infancia
e a ASI predispdem o individuo o desenvolvimento do TP (Tweed et al., 1989;
Stein et al.,, 1996; Klein, 1964, 1993; Klein, 1995; Kossowsky et al., 2013;
Preter and Klein, 2008, 2014; Battaglia et al., 2014).

Estudos epidemioldgicos, por outro lado, sugerem que o panico seja
influenciado por genes e pelo meio ambiente. De fato, filhos de pais com TP
apresentam respostas ventilatérias a hipercapnia semelhantes aqueles dos
pacientes com panico (Roberson-Nay et al., 2010). Adicionalmente, estudos
epidemioldgicos com gémeos mostraram que um conjunto unico de genes que
predispde tanto a ASI quanto ao TP (Battaglia et al., 1995; Roberson-Nay et al.,
2012a). Segundo Roberson-Nay (2012a) estes genes s&o responsaveis por
60% e 38% dos casos de ASI e TP, respectivamente. Surpreendentemente, no

entando, estes autores sugerem que enquanto o ambiente infantil seja
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responsavel por 40 % dos casos de ASI, ele determina apenas 1,2% dos TP na
vida adulta. Em contraste, o ambiente adulto (estresse) contribuiria para 60%
dos casos de TP. Por sua vez, Rachel G. Klein (1995) mostrou que o aumento
da frequéncia de AP e de internacdes devidas a episodios depressivos foram
0sS unicos achados significantes em adultos do unico estudo controlado de
follow-up, duplo-cego, com entrevistas clinicas de criangas que apresentavam
ASI| comprovada por grave “recusa escolar”.

Embora Preter e Klein (2008) sugiram que o sistema opioidérgico seja o
elemento comum entre a ASI e o panico respiratério, a maior ameaga a um
filhote isolado € a predacdo. Se este for o caso, a ASI pode estar mais
relacionada ao sistema de alarme a predadores que ao sistema de alarme de

sufocamento pelos panicos nao respiratério e respiratério, respectivamente.

3- PANICO E FOBIA

Fobias especificas sdo comumente classificadas como medos de altura,
de dano corporal ou sangue, de espagos fechados e de pequenos animais,
como aranhas ou cobras. Os diagndsticos clinicos sdo, no entanto,
complicados devido a alta comorbidade dos transtornos de ansiedade e suas
associagbes com depressédo e doenga fisica (Dunne, 2001; Garakani et al.,
2003; Gorman, 1996; Kaufman et al., 2000; Noyes, 2001). Em particular, o TP é
altamente comorbido com TAG, ASI e agorafobia (Biederman et al., 2001;
Biederman et al., 2006; Bienvenu et al., 2006; Klein, 1993b; Noyes et al., 1992;
Noyes, 2001; Preter e Klein, 2008).

Embora os AP sejam frequentemente igualados ao medo, a relagéo de
panico com fobias especificas permanece incerta. Assim, enquanto Vollebergh

e colaboradores (2001) sugeriram que TP esteja relacionado com agorafobia,
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fobia social e fobia simples, Goisman e colaboradores (1998) sugeriram que
individuos com TP simples (sem agorafobia) tém menos fobia especifica que
individuos com outros diagnésticos de ansiedade. Em realidade, a fobia
simples parece ser mais frequente em pacientes com TAG (Noyes et al., 1992;
Noyes, 2001) e transtorno de estresse pos-traumatico (Goisman et al., 1998).
Consequentemente, Goisman e colaboradores (1998) propuseram que TP
reflita algum tipo de resisténcia ao desenvolvimento de fobia. Estas
observagoes estdo de acordo com estudos que demonstram que, enquanto o
TP é altamente comdrbido com agorafobia, a fobia simples € mais frequente no
TAG, TOC, fobia social ou depressao maior (Nashold, 1969; Noyes et al., 1992;
Noyes, 2001). Por outro lado, enquanto Segui e colaboradores (1999, 2001)
sugeriram que fobia simples esta associado ao TP tardio, Goodwin e
colaboradores (2001) relataram que TP tardio presentam comorbidade com
TOC e ASI, mas ndo com fobia social ou fobia simples. Por fim, estudos
epidemiologicos mostraram que filhos de fdébicos a pequenos animais
apresentam taxas altas de externalizacdo de ansiedade, enquanto filhos de
pacientes de TP tém taxas altas de internalizacéo (Unnewehr et al., 1998).

A auséncia de comorbidade entre panico e fobia também esta de acordo
com o unico estudo pré-clinico, em ratos, sobre comorbidade de panico e fobia
(Tannure e colaboradores 2008). Estes autores examinaram a suscetibilidade
ao panico experimental (estimulagdo da MCPA) de ratos com fobia ao
experimentador (resisténcia a captura) secundaria ao “abrasamento” (kindling)
da amigdala. Os resultados mostraram que os ratos fobicos sdo menos
suscetiveis ao panico experimental induzidos por estimulacdo elétrica da

MCPA, isto é, apresenta elevagdo dos limiares. Estes resultados sugerem que
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os ataques de panico e crises fobicas sejam mediados por mecanismos

distintos.

4- IMUNOISTOQUIMICA DO SUFOCAMENTO E DA PREDAGAO

4.1- Areas cerebrais ativadas por hipoxia e hipercapnia

Estudos de imunorreatividade da proteina c-Fos (IRF) relatam a ativagéo
de varias areas tanto na hipdxia quanto na hipercapnia prolongadas (2 h). No
bulbo, Berquin e colaboradores (2000) mostraram que a hipoxia (11% Oo)
aumentou a IRF no nucleo do trato solitario (NTS) rostral e caudal e em
neurdnios parapiramidais da superficie ventral do bulbo (SVB). Adicionalmente,
Teppema e colaboradores (1997) relataram que a exposi¢éo prolongada (3 h) a
hipoxia (9% O,) ativou os grupos ventrolaterais do bulbo, incluindo os nucleos
adrenérgico C1 e noradrenérgico A1 (as células marcadas foram encontradas
principalmente nos nucleos ventrolaterais rostral e caudal, mas nenhuma no
nucleo paragigantocelular lateral). Notadamente, estruturas mesencefalicas
que n&o fazem parte dos nucleos respiratérios classicos mostraram aumentos
significantes de IRF. Particularmente, Berquin e colaboradores (2000)
relataram que tanto a MCPA dorsolateral (MCPAdI) quanto, principalmente, a
MCPA ventrolateral (MCPAvl), bem como o locus ceruleo (LC) e nucleo
subceruleo, foram ativados pela hipéxia (11%) e pela hipercapnia (5%).
Contudo, o aumento no numero de células marcadas na MCPAdI dos ratos
hipdéxicos (A = 97%) nao foi estatisticamente significante (Berquin et al., 2000).
Rostralmente, Berquin e colaboradores (2000) encontraram aumentos
significantes de IRF nos nucleos paraventricular, supradptico e dorsomedial do
hipotalamo, bem como no hipotalamo posterior e numa area ventrolateral que

se estendia dos nucleos mamilares até a area retroquiasmatica (zona
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hipotaldamica ventral). Embora robustos, os aumentos de IRF do nucleo
paraventricular de ratos hipoxicos (184%) e do nucleo supraoptico de ratos
hipercapnicos (460%) n&do alcangaram significancia estatistica.

Enquanto as ativagbes dos nucleos hipotalamicos paraventricular,
supraoptico e dorsomedial estdo aparentemente envolvidas nas respostas do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal ao CO, (Raff et al., 1983, 1984; Kaye et al.,
2004), a ativagcado do hipotalamo posterior € particularmente importante na
medida que ele abriga neurdnios sensiveis tanto a hipdxia quanto a hipercapnia
que se projetam a MCPA (Ryan e Waldrop, 1995). Em particular, os ultimos
autores sugeriram que a MCPA e a area parabraquial (APB) devem ser os
relés fundamentais entre o hipotalamo posterior e os neurdnios bulbares
envolvidos nas respostas ventilatérias & hipoxia e a hipercapnia. E importante
enfatizar, que as areas ativadas pela hipdxia e pela hipercapnia foram similares
em gatos (Larnicol et al., 1994), que tém habitos exclusivamente ‘aerobicos’, e
em ratos (Berquin et al, 2000) que tém habitos subterraneos, e
presumivelmente, alta tolerancia ao CO,. Em realidade, as espécies somente
diferiram na auséncia da expressdo de c-Fos no nucleo retrotrapezdide dos
ratos hipéxicos.

Por outro lado, Hayward e colaboradores (2002) mostraram que a
estimulagdo dos quimiorreceptores carotideos pelo cianeto de potassio (KCN)
induziu a expressao de proteina c-Fos em toda extensdo das colunas dorsais
da MCPA. Este padrédo é similar aquele da hipoxia ambiental (Berquin et al.,
2000). Como Hayward e colaboradores (2002) conduziram seus experimentos
em ratos anestesiados com uretana, as ativacbées ndo podem ser imputados

nem as respostas emocionais, nem as respostas motoras. Conclui-se, portanto,
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que elas foram devidas a projegcbes do NTS as regides dorsais da MCPA
(MCPD). Adicionalmente, Hayward e colaboradores (2002) mostraram que
menos de 10% dos neurénios na MCPA enviam proje¢des a regiao AS que € o
suposto efetor do componente pressor do quimiorreflexo (Guyenet e Koshiya,
1995). Portanto, as ativagbes da MCPD nao podem ser atribuidas a ativagao
do quimioreflexo. Estes resultados apoiam estudos anteriores, que mostram
tanto a facilitacdo da “falsa ira” pela administracdo de KCN (Bizzi et al., 1961);
quanto a facilitacdo das respostas ventilatérias do quimiorreflexo pela
estimulacdo das areas de defesa (Hilton e Joels, 1965). Os trabalhos de
Hayward e colaboradores (2002) também s&do consoantes com a elicidagéo de
respostas transientes de fuga pela estimulagédo seletiva dos quimiorreceptores
carotideos por dose subletais de KCN (30-90 ug iv) (Franchini e Krieger, 1993).
Adicionalmente, estudos recentes de Schimitel e colaboradores (2012, 2014)
também estdo de acordo comos trabalhos de Hayward e colaboradores (2002).
Schimitel e colaboradores (2012, 2014) observaram que a administracéo
endovenosa de KCN produz comportamentos de fuga, que sao facilitados por
hipercapnia (8% e 13%), bloqueados por lesbes eletroliticas da MCPD e
atenuados por tratamentos com panicoliticos clinicamente eficazes. Contudo, a
localizacdo precisa do sistema de alarme de sufocamento na MCPA foi
gravemente comprometida pela inespecificidade tanto das lesdes eletroliticas
(Schimitel et al., 2012) quanto das administracdes repetitivas de doses

elevadas de KCN (> 60 ug) em ratos anestesiados.
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4.2- Areas cerebrais ativadas pela exposiciao de roedores ao predador ou

ao seu odor

Estudos de IRF mostraram a ativagcdo de diversas areas em roedores
expostos ao predador ou ao seu odor. Canteras e colaboradores (1997, 1999)
mostraram um aumento de IRF na area pré-éptica (APO) medial, porém uma
marcacao reduzida nas areas anterodorsal e anteroventral da APO. Ao nivel do
hipotalamo anterior observaram intensa marcagao do hipotalamo anterior (HA),
area retroquiasmatica e partes adjacentes a regiao perifornicial da area
hipotalamica lateral. Porém, n&do houve marcagéo significante nem na area
hipotalamica lateral e nem no nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN). Na
regido tuberal, foi observada uma marcagao robusta na parte dorsomedial do
hipotalamo ventromedial (HVMdm), bem como, em menor grau, no HDM e na
regido intermediaria entre o hipotalamo ventromedial e HDM. Uma das areas
mais densamente marcadas foi o nucleo pré-mamilar dorsal (PMd). Também
foram encontrados aumentos moderados de IRF no nucleo hipotaldamico
posterior. No cortex foram observados aumentos significantes de IRF nas areas
infralimbica, pré-limbica, cingulo anterior, area motora secundaria, area
retrosplenial agranular e areas temporais ventral e auditiva. Na regido septal,
foram observados aumentos de IRF nos nucleos septofimbrial e lateral rostral,
bem como nos nucleos interfascicular e transverso e nucleo interticial da estria
terminal (NIET). Na regido talamica, foram observados marcagdes nos nucleos
paraventricular, intralaminar, anteromedial ventral e na habénula lateral. No
tronco encefalico foram observadas marcagbées na MCPAdI rostral e MCPAVI
caudal, nas camadas intermediarias do coliculo superior, no nucleo cuneiforme

medial (CnF), nucleo laterodorsal tegmental (LDTg) e no NDR. A exposicao de
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roedores ao gato também promove aumentos de marcacédo c-Fos de varias
regides distintas da amigdala (Martinez et al., 2011), como em toda a amigdala
medial (AMe), com destaque para a parte postero-ventral, parte posterior da
amigdala basomedial e amigdala lateral. Em contraste, ndo foram observadas
ativacdes significativas da amigdala basolateral anterior e da amigdala central
lateral.

A exposicdo de ratos ao odor de gato produz ativagées de diversas
areas que também s&o marcadas na exposicdo ao gato (Dielenberg et al.,
2001). O odor do gato produziu marcagédo acentuada nas areas do hipotalamo
medial, no HYMdm, no PMd, na MCPAdI e MCPAvI. Também foi observada
densidade moderada de neurdnios marcados no NIET, no HA, na parte
posteroventral da AMe e na MCPA dorsomedial (MCPAdm). Densidades
menores de marcagao c-Fos foram observadas nas areas medial e lateral da

APO, no PVN e no CnF.

5- MODELOS ANIMAIS DE PANICO

Pacientes de TP apresentam sensibilidade exagerada e especifica a
inalacdo de 5-7% de CO, e a infusdo de lactato de sédio 0,5 M. Outra
caracteristica do panico clinico é a auséncia de secrecdo dos hormdnios do
estresse como corticotrofina, cortisol e prolactina. O TP também €& mais
frequente em mulheres e tem alta comorbidade com ASI, transtorno disforico
do periodo luteo tardio (antiga tensdo pré-menstrual) e depressdo. O eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal é, no entanto, ativado em panicos similares ao
medo marcados por palpitacdes, tremores e sudorese, mas desprovidos de
sintomas respiratérios. Estes e outros dados sugerem a existéncia de AP tanto

respiratorios quanto nao-respiratorios (Roberson-Nay et al., 2012b). A
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elucidacdo dos mecanismos neurais do panico é um forte ensejo para o

desenvolvimento de modelos experimentais deste transtorno.

5.1- Panico nao-respiratorio por exposicao ao predador

Varios estudos utilizam a exposi¢ao de roedores a um predador natural,
geralmente, um gato. Ratos expostos ao gato apresentam comportamentos
defensivos de fuga, imobilidade tensa ou congelamento (freezing), esquiva,
comportamentos de avaliagdo de risco, ativagcdo autonbmica e ataques
defensivos (Blanchard et al., 1989a, Canteras 1997; 1999; Dielenberg et al.,
2001). Adicionalmente, o padrdo destes comportamentos varia conforme a
distancia do predador e/ou da viabilidade de fuga (Blanchard t al., 1989a).

Para Blanchard (1989a), ameacas potenciais, tais como o odor do
predador, produzem comportamentos defensivos diferentes daqueles
observados na presenga do predador (amega iminente). Ao invés dos
comportamentos de fuga e congelamento, as ameacas potenciais produzem
comportamentos de avaliagdo de risco, incluindo alongamentos atentivos ou
investigativos de ameca (strefch attend e stretch approach). Aparentemente, a
avaliacdo de risco é um componente atenuado de defesa a uma ameaca
iminente. Assim, quando a avaliagdo de risco produz informacdes que
confirmam ou localizam a ameaca, o animal pode mudar o padréao de resposta
de comportamentos “ansiosos” para comportamentos mais intensos de “medo”.
Contrariamente, quando o perigo ndo pode ser localizado ou confirmado, o
comportamento de avaliagdo de risco pode continuar por longos periodos ou
desaparecer por completo.

Blanchard e colaboradores (1999) conduziram varios estudos de

exposi¢cao de roedores ao predador usando um sistema de toca visivel (visible
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burrow system) Neste modelo, os ratos s&o alojados em um conjunto de tuneis
e camaras transparentes semelhantes a tocas naturais, com agua e comida a
vontade, que se abrem a um patio onde os ratos podem ser expostos a um
gato. Neste modelo, ratos selvagens tratados com diazepam (2 e 4 mg/kg, i.p.)
e clordiazepoxido (5 e 10 mg/kg) ndo apresentam alteracdo alguma nos
comportamentos de fuga e congelamento, apoiando sua relagcdo com o TP.
Contudo, ratos de laboratério apresentam uma redu¢do no comportamento de
fuga e aumento da avaliagéo de risco, porém sem efeito algum na imobilidade
(Blanchard et al., 1989b, 1998). J& em estudos com agonistas de receptores
5HT1a como 8-OH-DPAT (0,01 e 1,0 mg/kg) e gepirona (5,0 e 10,0 mg/kg),
ratos de laboratorio apresentaram diminuigdo nos comportamentos de esquiva,
imobilidade, autolimpeza e transito entre as areas distantes e proximas ao gato
(uma medida de avaliagao de risco) (Blanchard et al., 1992, 1998; Shepherd et
al., 1990; Eison et al., 1991). Estes dados farmacoldgicos juntos, sugerem
especificidade das drogas ansioliticas e serotonérgicas nos comportamentos

defensivos de ratos de expostos ao gato.

5.2- Panico nao-respiratorio por estimulacao elétrica da MCPA

As respostas a estimulacao elétrica da MCPA tém sido propostas como
um modelo valido de AP tanto em ratos como em humanos (Gentil, 1988;
Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Schenberg et al., 2001; Nashold et
al., 1969). De fato, Nashold e colaboradores (1969) mostraram que a
estimulacao intracraniana da MCPA de humanos produz ansiedade, panico,
terror e sentimentos de morte iminente acompanhados por sinais neurolégicos

e respostas viscerais que reproduzem os sintomas cardinais dos AP. A
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localizacdo dos eletrodos por raio-X mostrou que os sitios eficazes
encontravam-se na metade dorsal da MCPA (MCPD).

Em ratos, a estimulagdo da MCPD com estimulos de baixa magnitude
produz uma reac¢ao de imobilidade tensa e exoftalmia. Em contraste, estimulos
mais intensos produzem comportamentos de fuga, compreendendo trotes,
galopes e saltos (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al.,, 2005).
Notavelmente, a resposta de galope foi seletivamente atenuada pela
administragao crénica de antidepressivos em doses e regime de administragéo
similares aos empregadas na terapia do TP (Schenberg et al., 2001, 2002;
Vargas e Schenberg, 2001). Consequentemente, o galope tem sido sugerido
como a resposta mais representativa dos AP (Schenberg et al., 2001). E
igualmente notavel que estimulagbes da MCPD que produziram fuga numa
arena de 60 cm de didmetro nado tiveram efeito algum sobre a secre¢cédo dos
"hormbnios do estresse" corticotropina, corticosterona e prolactina quando os
ratos foram estimulados num cilindro com 20 cm de diametro que inibiu a
resposta de fuga (Armini et al, 2015). Os ultimos dados reproduzem a auséncia
de secregcdo dos horménios do estresse no panico clinico (Liebowitz et al,

1985; Levin et al, 1987; Sinha et al, 1999).

5.3- Panico respiratorio por administraciao endovenoso de KCN

Franchini e Krieger (1993) mostraram que a estimulagédo seletiva dos
quimiorreceptores carotideos com doses subletais de KCN (30-90 pg i.v.)
produz comportamentos de defesa em ratos. O envolvimento dos
quimiorreceptores arteriais na resposta ao KCN foi claramente demonstrado

pela auséncia das respostas respiratorias induzidas pelo KCN em ratos com
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desnervacado sinusal. Os autores também mencionam que a desnervacgao
aboliu os efeitos comportamentais.

Neste sentido, varios estudos sugerem que as respostas de fuga a
estimulagdo seletiva dos quimioreceptores por baixas doses de KCN seja um
modelo respiratério de panico (Schimitel et al., 2012, Schimitel et al, 2014,
Schenberg et al.,, 2014). Em particular, Schimitel e colaboradores (2012)
examinaram os efeitos comportamentais da hipercapnia (8% e 13% de CO3) e
da estimulagdo dos quimiorreceptores carotideos (10-80 ug KCN, i.v.), tanto
isolados como combinados, em controles e ratos estimulados ou lesionados na
MCPD. Estes estudos mostraram que a exposi¢ao dos ratos ao CO; (13%) ndo
produziu comportamentos manifestos de defesa a despeito do aumento visivel
da atividade respiratoria. Contudo, enquanto a exoftalmia (abertura completa
dos olhos) foi aumentada, a autolimpeza foi reduzida. As ultimas respostas
sugerem o aumento da atencdo aos estimulos ambientais. Inesperadamente,
ratos expostos a misturas hipercapnicas (8% e 13%) apresentaram atenuagdes
significantes das respostas de congelamento (exoftalmia e imobilidade) e fuga
(trote, galope) a estimulacao elétrica da MCPD. A administracdo endovenosas
de KCN produziu resultados opostos. De fato, enquanto a administracéo
isolada de KCN eliciou respostas de fuga, a resposta de fuga ao KCN foi
potenciada pela pré-exposi¢cdo ao CO;, (8% e 13%). Adicionalmente, a infus&o
de uma dose subliminar de KCN (20 ug/30s) facilitou as respostas de fuga a
estimulagcédo elétrica da MCPD (Schimitel et al., 2012). Notavelmente, as
respostas de fuga produzidas pela administragcdo de KCN foram abolidas tanto
por lesdes eletroliticas restritas da MCPD, como pelo tratamento agudo e

cronico com panicoliticos clinicamente efetivos (clonazepam 0.01-0.3 mg/kg,
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i.p. e fluoxetina 1—4 mg/kg/dia/21 dia, i.p., respectivamente) (Schimitel et al.,
2014). Os resultados de Schimitel e colaboradores (2012, 2014) sugerem que a
MCPA abriga um sistema de alarme de sufocamento sensivel a hipoxia, cuja a
ativacao precipita ataques de panico e potencializa as respostas a hipercapnia.
A atenuacado das respostas ao KCN por tratamento clinicamente eficaz com
panicoliticos, acrescenta novas provas para a teoria do alarme falso de

sufocamento do transtorno do panico.
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OBJETIVOS
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OBIJETIVO GERAL

Comparar os sistemas neurais ativados nos modelos de panico respiratério e
nao respiratério a administragcdo de KCN e exposi¢cao ao gato, respectivamente
e verificar o efeito do isolamento social neonatal sobre os comportamentos de

defesa e ativagbes neurais de ratos adultos expostos a um gato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a expressdo da proteina c-Fos na MCPA de ratos n&o
anestesiados expostos a hipercapnia (CO2 13 %) ou administrados com
uma dose baixa (40 pg) de KCN, ou expostos a ambos os estimulos.

2. Verificar a expressao da proteina c-Fos na MCPA e em outras areas de
defesa tanto em controles como em ratos submetidos ao isolamento

social neonatal e expostos a um gato quando adultos;
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ESTUDOS



ESTUDO I:

A BEIRA DE UM ATAQUE DE PANICO DO TIPO RESPIRATORIO:
ATIVAGAO SELETIVA DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL,
NUCLEO TEGMENTAL LATERODORSAL E DO NUCLEO DO TRATO

SOLITARIO APOS FUGA DE CURTA DURAGAO A DOSES BAIXAS DE

CIANETO DE POTASSIO

27
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RESUMO

Administragdo endovenosa de cianeto de potassio (KCN), produz fuga por si s6
como facilita a fuga por estimulagéo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal
(MCPA). Alem disso, enquanto fuga produzido por KCN é potenciado por CO,,
esta fuga € suprimida tanto por lesbes eletroliticas da MCPA quanto por
tratamento com panicoliticos clinicamente eficazes. Estes e outros dados
sugerem que a MCPA abriga um sistema de alarme sensivel a hipoxia, onde
sua ativagao poderia precipitar o panico ou promover hipersensibilidade ao
CO,. Embora estudos anteriores de imunohistoquimica de proteina c-Fos
relatam ativagdes generalizadas da MCPA apds inje¢cdes KCN, o emprego de
injecbes repetidas de altas doses de KCN (> 60 pg) em ratos anestesiados
compromete tanto a localizagdo das areas sensiveis ao estimulo, como a sua
correlagdo com o comportamento fuga. Desta forma, aqui foram examinados os
efeitos de uma baixa dose de KCN (40 ug) ou de uma breve exposi¢céo a 13%
de CO; (2 min), ou a combinagdo dos estimulos (CO2/KCN), na expressao de
c-Fos na MCPA, nucleo tegmental laterodorsal (LDTg), nucleo do trato solitario
(NTS) e area parabraquial lateral (APBI) de ratos conscientes. Efeitos
comportamentais de microinjegcbes de KCN na MCPA também foram avaliados.
Os dados mostraram que, enquanto as injegdes endovenosas de KCN
provocaram fuga de curta duragdo em todos os ratos testados, as
microinjecdbes de KCN na MCPA foram ineficazes. Além disso, embora
somente a exposicdo de CO; tenha sido ineficaz, a pré-exposicao ao CO;
potenciou a fuga produzido por KCN. Comparado com os controles, o NTS foi
ativado nos grupos CO2/SAL e CO,/KCN, ao passo que o APBI nao foi ativado

por qualquer tratamento. Por sua vez, ao passo que o LDTg foi ativado por
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todos os tratamentos, a MCPA rostrolateral e caudoventrolateral foram ativados
somente por ar/KCN. Os dados sugerem que o sistema de alarme de
sufocamento €& composta pelo LDTg e pelas MCPA rostrolateral e

caudoventrolateral.
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ABSTRACT
Intravenous injections of potassium cyanide (KCN) both elicit escape by its own
and facilitate escape to electrical stimulations of the periaqueductal gray matter

(PAG). Additionally, whereas the KCN-evoked escape is potentiated by CO», it

is suppressed by both electrolytic lesions of PAG and clinically-effective
treatments with panicolytics. These and other data suggest that the PAG
harbors a hypoxia-sensitive alarm system which activation could either

precipitate panic or render the subject hypersensitive to CO». Although prior c-

Fos immunohistochemistry studies reported widespread activations of PAG
following KCN injections, the employment of repeated injections of high doses
of KCN (>60 pg) in anesthetized rats compromised both the localization of
responsive areas and their correlation with behavior. Accordingly, here we
examined the effects of either a low dose of KCN (40 ug) or a short exposure to

13% CO5 (2 min), or a combined stimulus (CO5/KCN), on c-fos expression of

PAG, laterodorsal tegmental nucleus (LDTg), nucleus of tractus solitarius (NTS)
and lateral parabrachial area (APBI) of conscious rats. Behavioral effects of
KCN microinjections into the PAG were assessed as well. Data showed that
whereas the KCN injections elicited short-lasting escape in all tested rats, KCN

microinjections were ineffective. Moreover, although the CO, alone was

ineffective, it potentiated the KCN-evoked escape. Compared to controls, the

NTS was activated in COy/saline and CO5/KCN groups, whereas the PBA was

not activated by any treatment. In turn, whereas the LDTg was activated by all
treatments, the rostrolateral and caudoventrolateral PAG were activated by
air/KCN only. Data suggest that the suffocation alarm system is made up by

LDTg and both rostrolateral and caudoventrolateral PAG.
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1-INTRODUGAO

Evidéncia sugerem que a matéria cinzenta periaquedutal do
mesencéfalo (MCPA) é composta de colunas funcionalmente especializadas
que se estendem ao longo do aqueduto cerebral (Bandler e Depaulis, 1991;
Bandler e Keay, 1996; Carrive, 1993; Keay e Bandler, 2004). Em particular, a
divisdo da MCPA em colunas dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAdI),
lateral (MCPAI) e ventrolateral (MCPAvI) foi confirmada por estudos que
comprovam uma organizagdo colunar por conexdes e composi¢coes de
neurotransmissores (Smith et al, 1994;. Keay e bandler, 2004). As abundantes
ligacdes intrinsecas da MCPA sugerem, por outro lado, que as colunas ndo s&o
independentes (Jansen et al., 1998). De fato, ha evidéncias de que os
comportamentos defensivos de rato s&o controladas por atividades
diferenciadas concentrada nas colunas dorsomedial, dorsolateral e laterais da
MCPA, geralmente unificada e chamada de "MCPA dorsal" (MCPD)
(Bittencourt et al, 2004; Keay e Bandler, 2004) . Embora ainda ndo esteja bem
esclarecido, as colunas da MCPA parecem apresentar especializagdes ao
longo de seu comprimento. Por exemplo, o setor caudal da MCPAdI apresenta
tanto alta densidade de substancia P (Smith et al.,, 1994) quanto alta
sensibilidade a agonistas de receptor do acido N-metil-D-aspartico (Teixeira e
Carobrez, 1999). Por sua vez, enquanto o MCPAI rostral (MCPAIr) recebe a
maioria das projegdes findas do tronco encefalico e do hipotalamo (Mota-Ortiz
et al., 2009), a MCPAI caudal (MCPAIc) recebe proje¢gdes vindas do bulbo
(Keay e Bandler, 2004). No entanto, Holstege e colaboradores (1997)
mostraram que tanto MCPAIr como a MCPAIc enviam proje¢des densas para o

nucleo retroambigus (NRA), uma projecdo mais caudal a MCPA.



32

Embora menos enfatizado, a MCPA também pode ser dividida quanto a
densidade de células, que se apresenta com aumentos de concentragao das
regides mais proximas ao aqueduto (justaquedutal), para as regides medial e
periférica (Keay e Bandler, 2004). Em particular, Ruiz-Torner e colaboradores
(2001) associou a divisdo colunar da MCPA com sua divisédo radial ao fazer
uma revisdo baseada na imunoistoquimica das subdivisdes tradicionais da
MCPA. Além de corroborar a coloracdo especifica da MCPAdlI a NADPH
diaforase (NADPHd) (Onstott et al., 1993), estes autores também mostraram
que o MCPAI difere da MCPAVI, ja que o primeiro & acentuadamente corado
para acetilcolinesterase (AChE). Além disso, eles mostraram que os setores
medial da MCPAI e da MCPAVvI formam uma unica entidade neuroquimica, aqui
designada por MCPA central (MCPAce), que é marcada para tirosina
hidroxilase (TH), serotonina (5-HT) e glutamato (GLU). Estudos anteriores ja
haviam demonstrado que a MCPAce apresenta alta sensibilidade a
antagonistas GABA (Behbehani et al., 1990). Mais notavelmente, contudo,
Ruiz-Torner e colaboradores (2001) propdem que a MCPAce expande
caudalmente (-8 mm do bregma), ocupando o antigo territério da MCPAI. Como
resultado, a MCPAI é deslocada para cima para uma regido dorsolateral vizinha
ao restante da MCPAdI. A importéncia da MCPAce € ainda mais realgada pela
sua coloragdo especifica tanto para os endomorfinas (EDM) como para a
colecistoquinina (CCK) (Smith et al, 1994; Lv et al., 2010). Mais importante, no
entanto, a MCPAce e a MCPAvI sdo as unicas regides da MCPA que
supostamente recebem aferencias do nucleo do trato solitario (NTS) (Bandler e

Tork, 1987; Lv et al, 2010).
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Por outro lado, estimulagdes elétricas e quimicas da MCPD evocam
emocgdes aversivas em humanos e respostas defensivas e autondmicas em
animais que fazem lembrar ataques de panico (Deakin e Graeff, 1991; Jencks
et al, 1995;. Schenberg, 2010; Schenberg et al ., 2001, 2014; Canteras e
Graeff, 2014). Em particular, os estimulos da MCPD de seres humanos
produzem péanico, desconforto intenso, desejo de escapar, dispnéia, dor
toracica e sensacgao de asfixia ou "fome de ar" que séo tipicos de panico clinico
(Nashold et al., 1969; Amano et al., 1978; Kumar et al., 1997). A MCPD
também ¢é ativada em voluntarios que experimentam sintomas claros de
sufocamento (Brannan et al., 2001) ou em voluntarios que fogem de um
predador virtual capaz de promover choques reais em seus dedos (Mobbs et
al., 2007). Estudos epidemiolégicos mostraram, por outro lado, que o panico
pode ser respiratério ou nao-respiratorio, dependendo da proeminéncia dos
sintomas respiratorios (Roberson-Nay e Kendler, 2011). Por conseguinte, a
MCPD tem sido proposta como a melhor candidata para mediar a ambos os
tipos de panico (Schenberg, 2010;. Schenberg et al., 2014; Schimitel et al.,
2012).

Em animais, estimulagdes elétricas e quimicas da MCPD produz
imobilidade (‘freezing’) e/lou comportamentos de fuga juntamente com
acentuadas respostas cardiorrespiratorias (Bandler e Depaulis, 1991;
Schenberg et al, 1993, 2005;. Schenberg e Lovick, 1995; Bittencourt et al.,
2004; Subramanian et al, 2008;. Subramanian e Holstege, 2013). Mais
notavelmente, comportamentos defensivos evocadas pela MCPD foram
acentuadamente atenuados pelas administragdes por 21 dias de panicoliticos

em doses iguais as utilizadas na terapia de TP (Schenberg et al., 2001).
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Notavelmente, também, estimulacbes da MCPD que produziram fuga num
campo aberto de 60 cm de didmetro falharam no aumento nos "horménios do
estresse" corticotropina, corticosterona e de prolactina quando estes mesmos
ratos foram estimulados de um cilindro com didmetro de 20 cm que inibiu a
fuga (Armini et al., 2015). Os ultimos dados reproduzem a falta de respostas
hormonais de estresse que € uma marca do péanico clinico (Liebowitz et al.,
1985; Levin et al, 1987; Sinha et al, 1999). Notavelmente, assim, Schimitel e
colaboradores (2012) apresentaram evidéncias convincentes de que a MCPD
abriga um sistema de alarme sensivel a hipéxia que pode ser implicado em
ataques de panico do tipo respiratorio. Em particular, ao passo que as lesdes
electroliticas da MCPD suprimiram os comportamentos defensivos produzidos
por injecgdes intravenosas de doses baixas (20-60 pg) de cianeto de potassio
(KCN), as respostas defensivas a estimulos elétricos da MCPD foram
facilitados pela perfusdo concomitante de um dose subliminar de KCN (20
pg/30 s). Além disso, a fuga produzida por KCN foi acentuadamente facilitada
pela exposi¢cdo prévia didxido de carbono (CO;; 8% e13%). Como as
exposi¢coes de CO, por si s6 ndo produziram fuga, Schimitel e colaboradores
(2012) propuseram que a MCPD abriga um sistema de alarme de sufocamento
sensivel a hipdéxia que tem sua ativacédo precipitada tanto por um ataque de
panico do tipo respiratério como por hipersensibilidade ao CO,. Finalmente,
estudos recentes mostraram que panico evocado por KCN e hipdxia séo
atenuadas tanto por tratamentos clinicamente eficazes com panicoliticos
(Schimitel et al 2014; Spiacci et al., 2015) como por injecgdes
intraperiaquedutal de agonistas de receptor 5-HT1a € 5-HT2a (Spiacci et al.,

2015). Esses estudos estdo em consonéncia com a teoria do falso alarme de
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sufocamento dos ataques de panico (Klein, 1993a, b; Preter e Klein, 2008,
2014).

Embora Schimitel e colaboradores (2012) tenham sugerido que o panico
respiratorio (suffocamento) e o panico n&o respiratorios (reacado de defesa) sé&o
processados na MCPAI e MCPAJI, respectivamente, a falta de especificidade
das lesdes electroliticas comprometeu a localizagéo dos sitios reativos ao KCN.
A identificacdo dos sitios de resposta ao KCN também foi comprometido em
estudos de imunoistoquimica da proteina c-Fos que empregaram injeg¢des
repetidas de doses elevadas (> 60 ug) de KCN em ratos anestesiados com
uretana (Hayward e Von Reizenstein, 2002). Por outro lado, no entanto, os
ratos que desenvolveram fuga para a hipoxia ambiental severa (6% de O,)
mostraram ativagdes selectivas somente da MCPAdI e MCPAI (Casanova et
al., 2013). Como os neuronios da MCPA in vitro s&o intrinsecamente sensivel a
hipéxia (Kramer et al., 1999), ndo ficou claro se as ativagcbes da MCPA do
ultimo estudo foi devido a acdes periféricas ou centrais da hipdxia ambiental.
Portanto, aqui nés examinamos a expressdo da proteina c-Fos no tronco
cerebral de ratos duas horas apoés a injegéo intravenosa de uma dose baixa de
KCN (40 ug), @a uma exposigao curta (2 min) a 13% de CO; ou aos dois
estimulos combinados (CO2/KCN). Os efeitos comportamentais de

microinje¢cdes de KCN na MCPD também foram avaliados.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1. Animais

Ratos Wistar machos adultos (n = 70), pesando entre 230 e 260 g,
foram alojados em grupos de 4-5 ratos em gaiolas de polipropileno (60 cm x 50
cm x 22 cm) com assoalho de maravalha e comida e agua ad libitum. As
gaiolas foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (20-25 ° C) e
som atenuado (46 dB) sob um ciclo claro/escuro de 12 h ciclo (luzes acesas as
06:00). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento e o numero
de animais. Experimentos estavam em conformidade com o Guia de Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude (NIH
Publicagdes No. 80-23, 1996) e foram aprovados pelo comité de ética sobre o
uso dos animais na pesquisa cientifica da Universidade Federal do Espirito

Santo (CEUA-UFES, 55/2013).

2.2. Canulacao da veia jugular para a administragcao endovenosa de KCN.

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital de sédio (35 mg/kg, ip) e
xilazina (8 mg/kg, i.p.) e entdo implantados com um cateter de silastic
preenchido com heparina (1 mm de didmetro externo) que foi inserido através
da veia jugular direita. Apds a implantagéo, o cateter foi conduzido por meio de
um trocater sob a pele para regido dorsal e exposta ao nivel da nuca. Apos a
sutura das incisdes, os animais eram mantidos numa placa aquecida a 30°C

até a recuperacao da anestesia.
2.3. Quimitrodos

Os quimitrodos permitiram tanto as microinjegdes de KCN, como a

avaliacado de eventuais efeitos citotoxicos produzidos pelo KCN por meio das
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mudangas nos limiares de comportamentos defensivos produzidos pela
estimulacao elétrica da mesma area. Os quimitrodos eram constituidos por um
arame de aco inoxidavel (Califérnia Fine Wire Company, Grover, EUA) de 0,20
mm de didmetro colada a uma guia-canula de ago inoxidavel nao isolado (0,6
milimetros de didmetro externo). Os eletrodos eram isolados em toda sua
extensao, exceto no corte transversal da ponta. A fim de facilitar a implantacao
do quimitrodo, a canula possuia um bisel que ficava 3 mm abaixo da ponta do
eletrodo. O eletrodo e a céanula guia foram montados em um pedago de
soquete (BCPT; Cromatek, Guarulhos, Brasil). O canula guia também serviu de

eletrodo indiferente.

2.4. Implantacao do quimitrodo

Os ratos (n = 50) foram tratados com diclofenaco de sodio (1 mg/kg, im)
e ceftriaxona (30 mg/kg, im), anestesiados com pentobarbital de sodio (35
mg/kg, ip) e xilazina (8 mg / kg, i.p.) e fixados a um aparelho estereotaxico
(David Kopf, Tujunga, EUA) com o plano horizontal do cranio entre bregma e
lambda. Apds a exposicao do cranio, limpeza e anti-sepsia, 4 parafusos de aco
inoxidavel para ancoragem (3,5 mm x 1,35 mm) foram fixados nos ossos
parietais e interparietal. O quimitrodo foi inserido através de um pequeno
orificio de trepanagao e uma incisdo na dura-mater de acordo com as seguintes
coordenadas do bregma: - 7,8 mm antero-posterior, -2,1 mm lateral e -5 mm
profundidade em um angulo de 15°. Ao final da cirurgia, a area foi preenchida
com resina dentaria autopolimerizante e um estilete de acgo inoxidavel foi
inserida na canula guia, para evitar a sua obstrug&o. Por fim, os ratos foram

colocados sobre uma plataforma aquecida (32 °C) até sua plena recuperagéo.
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2.5. Administracao de CO,

A camara de CO; de acrilico com 50 cm de altura e didametro situava em
uma sala com temperatura controlada (22-25°C) e som atenuado. A camara
tinha uma tampa com selos de borracha nos rebordos superiores e inferiores e
era ligada por uma valvula a um cilindro de CO,. A tampa também tinha um
ventilador de exaustdo para a renovacao do ar apos exposi¢cdes ao CO, e um
ventilador no lado interno para assegurar a distribuicdo homogénea do CO,. O
chao da camara foi dividido em 12 espacos de 164 cm? dos quais, 8
compunham um anel periférico e 4 uma zona central. O CO; era administrado a
pressdo de vapor ao longo de 30 s a uma taxa de 27 I/min. A camara foi
calibrada por meio de um kit de analise quimica CO,/O, (Testoryt, Confor

Instrumentos Confor, Sdo Paulo, Brasil).

2.6. Protocolo Experimental

2.6.1. Administraciao endovenosa de KCN

No dia apds a implantacido dos cateteres intra-atrial, os ratos foram
ligados a uma tubo de polietileno de 80 cm de comprimento (PE-10, Clay
Adams, EUA) e colocados na camara de gas. Apos um periodo de habituacao
de 10 min, os ratos (n = 10) receberam uma injegao endovenosa em bolus (0,1
ml) de solugéo salina a 0,9% (controles) ou 40 pg de KCN (Cromoline, S&o
Paulo, Brasil). Os outros dois grupos (n = 10) foram injetados com solugao
salina ou KCN imediatamente 30 s apds o preenchimento da camara com 13%
de CO,. Os comportamentos dos ratos foram filmados ao longo de 2 min apos

as injecoes e medidos off-line.
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2.6.2. Injecoes intra-periaquedutal de KCN

As microinjecbes de KCN foram realizados com uma microseringa de
1 pL (7001 KH, Hamilton, Reno, EUA) ligado a um tubo de polietileno (PE-10,
Clay Adams, EUA) e uma agulha de injegao de 0,3 mm de didmetro e 1Tmm de
comprimento maior que a canula guia. O KCN era injetado durante 1,5 minutos
a uma taxa de 0,07 mL/min com a ajuda de uma bomba de infuséo (Insight,
Ribeirdo Preto, Brasil). As doses intra-periaquedutal de KCN (12, 25, 50, 100,
150 e 200 pmol/100 nL, n = 5-10/grupo) foram com base na concentragao
maxima que poderia ser alcangada apds a administracdo de 40 ug KCN em um
compartimento inteiramente permeavel (isto €&, 40 pg/250 g ou,

aproximadamente, 25 pmol/100 nL).

2.7. Efeitos das microinjecoes de KCN sobre os comportamentos

defensivos induzidos por estimulacao elétrica

Para avaliar os eventuais efeitos citotoxicos das microinjegdes de KCN,
os limiares de comportamentos de fuga (trote, galope e/ou salto) induzidas por
estimulagao elétrica da MCPD foram avaliados 24 h antes, imediatamente apos
e 24 h apés a microinje¢cdo de KCN. No dia anterior a microinjegdo de KCN, os
ratos foram colocados num campo aberto e conectado a um estimulador de
corrente constante senoidal (VDF, Ribeirdo Preto, Brasil). Os ratos eram
estimulados por 30 s por um pulso de onda senoidal (0-60 pA, 60 Hz, corrente
alternada) aplicado em intervalos de 5 min. A intensidade do pulso era
aumentada ao passo de 5 pA até a produgéo da fuga (trote, galope e/ou salto)

ou até a intensidade de corte de 60 pA. Estimulacdes com intensidades de
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corrente acima do limiar de congelamento (imobilidade + exoftalmia) foram
novamente aplicadas imediatamente apdés e 24 h apds as microinjegbes de

KCN.

2.8. Imunoistoquimica c-Fos

Duas horas apds a administracdo endovenosa de KCN, os ratos foram
profundamente anestesiados com pentobarbital de sodio (130 mg/kg, ip) e
perfundidos intracardial com o auxilio de uma bomba peristaltica (Masterflex C /
G, modelo 77120-70, Barrington, EUA) com 300 ml de solugao salina a 0,9%,
seguida de 500 mL de paraformaldeido a 4% tamponados em tampé&o fosfato a
0,1 M (PBS, pH 7,4). A seguir, os cérebros foram removidos, pos-fixados por
cerca de 3 h em fixador sacarose 30% e armazenada por no minimo 7 dias em
tampdo de sacarose 30% a 4°C para crioproteccdo. Os cérebros foram
seccionados num criostato (Leica CM 1850, Wetzlar, Alemanha). Quatro
conjuntos de cortes coronais de 30 um de espessura do tronco encefalico
foram coletados em recipientes separados e armazenados em solugao
crioprotetora a -20°C. Destes, a primeira série foi processada para
imunoistoquimica de proteina c-fos e o segundo corado com vermelho neutro
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) pelo método de Nissl. Para imunoistoquimica
da proteina c-Fos, as secg¢des foram lavadas em PBS e incubadas em
‘overnight’ sob agitacédo lenta (1 rpm) em temperatura controlada (24°C) com
anticorpo policlonal de coelho contra o peptideo sintético (4-17 ) da proteina c-
Fos de humano (Calbiochem-Merck, Darmstadt, Alemanha). A seguir, as
secgdes foram submetidas a uma incubacdo de 90 min com anticorpo
secundario (Vector Laboratories, Burlingame, EUA) e um tratamento de 90

minutos do complexo avidina-biotina-peroxidase (complexo AB), alternadas
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com lavagem PBS. As secc¢des do cérebro foram entdo submetidas a uma
reacdo com uma solugdo de cromégeno de 2% de 3,3 "tetracloreto de -
diaminobenzidine (DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 600 yL de peroxido
de hidrogénio a 30%. Apds completamente secas as secg¢des em laminas
foram adicionalmente intensificadas com tetroxido de 6smio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e montadas em laminulas de vidro e DPX (Aldrich Chemical
Company, EUA). As secgdes foram examinadas por meio de microscopia de
luz de baixa ampliagéo (Leica DM 2500 microscépio acoplado a DFC 300 FX

camera, Wetzlar, Alemanha).

2.9. Contagem das células

A densidade de células marcadas para proteina c-Fos (células / 0,1
mm?) foi calculada com o auxilio do programa Image-Pro Plus 7,01 (Media
Cybernetics, Rockville, EUA). Apés um exame preliminar das regides mais
marcadas do tronco cerebral, a densidade de imunorreatividade da proteina c-
Fos (IRF) foi examinada em 2 niveis antero-posterior do MCPA (-6,48 mm e -
8.16 mm do bregma), 1 nivel anteroposterior do APBI (-8,88 mm do bregma) e
1 nivel anteroposterior do NTS (-14,4 do bregma) baseado no atlas de cérebro
de ratos de Paxinos e Watson (2007). Para a contagem de células foi usado
uma mascara do programa Imagem-Pro Plus da area mais ativada de um
determinado grupo de ratos que se repitiu na regido correspondente dos

grupos restantes.
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2.10. Estatisticas

2.10.1. Efeitos do CO, sobre o comportamento de fuga evocados por KCN

Os efeitos de CO; tanto na duracdo quanto no numero de travessias
durante o comportamento de fuga provocado por KCN foram avaliados pelo
Teste t de Stundet bicaudal. Os resultados sao apresentados como médias *

EP.

2.10.2. Efeitos das microinjecoes de KCN na MCPD

Os efeitos das microinje¢gdes de KCN na MCPD sobre os limiares de
trote desencadeados pela estimulagdo elétrica do mesmo local que a
microinje¢cado foram examinados por ANOVA de 2-vias para medidas repitidas
(dose KCN vs tempo) seguido por um contraste com os limiares basais com um

grau de liberdade.

2.10.3. Efeitos do CO, e do KCN na expressao da proteina c-Fos.

Os dados da marcagao c-Fos sdo apresentados como a média da
densidade de células marcadas/0,1 mm? (+ SEM) ou como a percentagem de
alteracdo (A) em relagcdo a outros grupos. A densidade de células marcadas
pela proteina c-Fos de cada nucleo foi examinado por ANOVA de uma via
(tratamentos) seguido por teste t. Os efeitos do tratamento sobre a expresséo
de c-Fos de MCPAVvI caudal e nucleo LDTg foram avaliados por analise de
variancia de duas vias seguida por comparagdes post hoc. As diferengas foram
consideradas significativas para o critério de Bonferroni de 5%. As estatisticas

foram realizadas com o software SAS (Statistical Analysis System, Cary, EUA).
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3- RESULTADOS

3.1. Efeitos comportamentais da administracao de KCN e/ou CO,

A administragcdo endovenosa de 40 pg de KCN produziu resposta de
fuga de curta duragdo (2,7 + 0,5 s) em todos os ratos testados. O pré-
exposicao a 13% de CO; produziu aumentos significativos tanto na distancia

percorrida (numero de cruzamentos) (A = 153%; Ts = 3,7; P <0,01) como na

duracéo (A = 189%; T8 = 6,8; P <0,0001) da fuga produzida por KCN (Fig.1).
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Figura 1. Numero de cruzamentos (distancia percorrida) e duragao da resposta

de fuga induzida por uma inje¢cdo endovenosa de cianeto de potassio (KCN, 40
Mg, in bolus), quer isoladamente ou precedida por uma exposi¢cdo de 30 s de
CO2 a 13%. * P <0,05, significativamente diferente do ar/KCN(teste t pariado).
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TABELA 1

KCN Limiares de Trote Produzidos Eletricamente (pA)

n
(pmol/100 nL) 24 h antes KCN 1 min apds KCN 24 h apds KCN

12 10 40.5+3.5 43.5+3.0 42.0+4.0
25 10 30.0+3.2 34.0+1.2 33.5+2.2
50 9 32.8+6.1 36.7+4.6 36.1+4.0
100 10 33.0+2.3 37.5+2.6 40.5+3.2
150 5 40.0+4.2 38.0+4.1 44.0+6.6
200 5 31.0+£2.9 34.0+5.3 40.0+6.1

Em contraste, nem a exposicdo a 13% de CO, sozinha, nem as
microinje¢cdes de KCN na MCPD produziram qualquer alteragdo no
comportamento dos ratos. Os limiares do comportamento de trote produzido
pela estimulacado elétrica da MCPD também nao diferiu nem entre as doses de
KCN, nem entre os dias de injegao (Tabela 1). Embora a maioria das micro-
injecbes de KCN foram localizadas na MCPAIr ou em suas proximidades (62%)
(Figura 2), algumas injecdes foram também localizadas na MCPAI, MCPAVI e
nas camadas profundas do coliculo superior. Em contraste, ndo houve

microinje¢des na MCPAdm e nos sectores caudais da MCPA.
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Figura 2. Locais de microinjecbes cianeto de potassio (100 nl) na matéria
cinzenta periaquedutal.
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3.2. Efeitos da administacdo de KCN e CO, na expressao de c-Fos na

MCPA

A ANOVA de 1 via mostrou diferengas significativas na IRF da MCPA
(F3.16 = 3,36; P = 0,05) e, notadamente, MCPAVI (F3 16 = 9,96; P <0,001).

Em comparagdo ao grupo controle de ar/SAL, a IRF da MCPAIr
apresentou um aumento moderadamente significante no grupo em ar/KCN (A=
80%; t = 3,03; P <0,01) (Fig. 3, 5). O IRF do grupo de ar/KCN também
apresentou um aumentou marginal em relagao ao grupo CO./SAL (A= 47%; t =
2,2; P = 0,04). Em contraste, a IRF apresentou um aumento robusto na
MCPAvI nos grupos ar/KCN (A = 217%; t = 4,966; P <0,0001), CO,/SAL (A=
166%, t = 3,797; P <0,005) e de CO./KCN (A= 189%; t = 4,316; P <0,0005)
(Figs. 4-5).

A expresséo de c-Fos da MCPAVvI foi maior em uma parcela da MCPAVvI
do que na MCPAvI caudal (MCPAvic) propriamente e do que no nucleo
tegmental laterodorsal (LDTg) (isto €, as regides acima e abaixo do "grande
capilar" da MCPAVvI, respectivamente). A ANOVA de 2-vias revelou diferengas
significativas tanto para os nucleos (Fi32 = 40,1; P <0,0001) como para o
tratamento (Fs32 = 7,51; P <0,01) (figura 6). Comparados ao grupo controle
ar/SAL, a IRF de MCPAVvIc foi marcadamente e significantivamente aumentada
somente no grupo de ar/KCN (A= 192%; t = 3,17; P <0,005). A IRF da MCPAVvI
para o grupo ar/KCN foi também aumentado marginalmente em relagdo aos
grupos CO,/ SAL (A= 77%;t=2,1; P =0,04) e CO,/KCN (A =57%;t=1,6;P =
0,08). Em contraste a IRF do LDTg foi similarmente e significativamente
aumentada nos grupos ar/KCN (A = 82%; t = 3,05; P <0,005), de CO,/SAL (A=

85%; t = 3,18; P <0,005) e de CO,/KCN (A= 102%; t = 3,81; P <0,001).
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Figura 3. Expresséo da proteina c-Fos (esquerda) e se¢des adjacentes corada
em Nissl (a direita) da matéria cinzenta periaquedutal rostral (-6,48 mm do
bregma) de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO,/SAL e CO,/KCN.
Abreviaturas: 3N - nucleo oculomotor, MCPAdm - matéria cinzenta
periaquedutal dorsomedial, MCPAdI - substéncia cinzenta periaquedutal
dorsolateral, MCPAI - rostrolateral periaquedutal massa cinzenta, Su -
supraoculomotor da matéria cinzenta periaquedutal.
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Figura 4. Expressdo da proteina de c-Fos (esquerda) e secgbes adjacentes
coradas em Nissl (direita) da matéria cinzenta periaquedutal caudal (-8,16 mm
a partir da bregma) de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO,/SAL e
CO2/KCN. As setas indicam a expresséo de c-Fos no topo do nucleo tegmental
laterodorsal (LDTg). Abreviaturas: 4n - nervo troclear, DRN - nucleo dorsal da
rafe, MCPAI - matéria cinzenta periaquedutal lateral, Me5Cp - Nducleo
mesencefalico do trigémeo, MCPAvl - matéria cinzenta periaquedutal
ventrolateral.
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Figura 5. Densidade da expressdo da proteina c-Fos na matéria cinzenta
periaquedutal rostral e caudal de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO,/SAL
e CO./KCN. * P <0,05, significativamente diferente do grupo de ar/SAL (nivel
significativo de Bonferroni de comparagdes post-hoc).

3.3. Efeitos da administacdo de KCN e CO;, na expressao de c-Fos no NTS

e no APBI

Os grupos também mostraram diferengas significantes na expresséo de
c-Fos no NTS caudal (NTSc, -14,4 mm do bregma) (F3,16 = 4,86; P<0,01). A
marcacao foi mais intensa no NTS medial, ventral, ventrolateral e dorsolateral
(Figs.7-8).

Comparado ao grupo controle de ar/SAL, a IRF foi significativamente
aumentada no NTSc do grupo CO2/SAL (t = 2,76; P <0,01) e altamente
marcada no grupo CO2/KCN (t = 3,59; P <0,002). A IRF do grupo CO,/KCN
apresentou também aumento marginal em relag&o ao grupo ar/KCN (A = 24%, t
= 2,02, P = 0,06). Embora o aumento IRF do grupo ar/KCN nao tenha atingido

significancia estatistica em relagdo ao grupo controle (t = 1,56, p = 0,13), a IRF
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apresentou aumentos progressivos no ar/KCN (46%), CO2/SAL (82%) e
CO2/KCN (107%). Em contraste, os tratamentos n&o alteraram a expressao de

c-Fos de APBI (Fig. 8).
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Figura 6. Densidade da expressdo da proteina de c-fos na matéria cinzenta
periaquedutal ventrolateral caudal (cVLPAG) e nucleo laterodorsal tegmental
(LDTg) de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO,/SAL e CO,/KCN. * P <0,05,
significativamente diferente do grupo de ar/SAL (nivel significativo de
Bonferroni de comparagdes post-hoc).
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Figura 7. Expressdo da proteina c-Fos (esquerda) e secgdes adjacentes
coradas em Nissl (direita) da nucleo do trato solitario comissural (-14,4 mm a
partir da bregma) de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO2/SAL e CO2/KCN.
10N - nucleo motor dorsal do nervo vago, 12N - nucleo do hipoglosso, CC -
canal central, conts - commissural nucleo do trato solitario, mnts - medial
nucleo do trato solitario, Gr - nucleo gracilis, Cu - nucleo cuneatus, TS - tractus
solitarius.
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Figura 8. Densidade da expressao da proteina c-Fos (células / 0,1 mm2) em
commissural nucleo do trato solitario (conts) e lateral area parabraquial (APBI)
de ratos tratados com ar/SAL, ar/KCN, CO2/SAL e CO,/KCN. * P <0,05,
significativamente diferente do grupo de ar/SAL (nivel significativo de
Bonferroni de comparagdes post-hoc). Detalhes como na Figura 5.
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4- DISCUSSAO

Uma unica injegdo endovenosa de 40 ug de KCN produziu fuga de curta
duracdo em todos os ratos testados. As respostas de fuga foram
predominantemente trote, sendo galope e salto raros ou totalmente ausentes,
respectivamente. Na verdade, a dose de KCN presente neste estudo € o dobro
da dose mediana eficaz (EDsp) de trote, mas apenas 0,7 EDsy da resposta de
galope (Schimitel et al., 2012). Embora a exposicdo somente ao CO; (13% )
nao tenha produzido alteragdes evidentes no comportamento espontaneo dos
ratos, esta exposigdo mais do que duplicou a distancia percorrida (2,5 vezes) e
a duragao (2,8 vezes) da fuga quando em conjunto com a administracéo
endovenosa de KCN. As notaveis diferengas das respostas comportamentais
para a administragées separadas e combinadas de KCN e CO, sugerem que
estes agentes ativam sistemas que se sobrepdem apenas parcialmente.

Embora as lesdes eletroliticas da MCPD bloquearam a fuga evocada por
KCN (Schimitel et al., 2012), microinjegdes de uma ampla gama de doses de
KCN na MCPD (12-200 pmol) foram totalmente ineficazes. Estes resultados
estendem as observacdes anteriores, mostrando que os comportamentos
produzidos por KCN dependem da integridade tanto do nervo do seio carotideo
como dos quimiorreceptores carotideos (Franchini e Krieger, 1993; Franchini et
al., 1997). As microinjegcbes de KCN na MCPD também n&o alteraram os
limiares de trote para a estimulacdo elétrica no mesmo local da injecdo. Na
verdade, 40 pg i.v. KCN (ou cerca de 25 pmol / 100 nL i.c.) € 15 vezes menor
do que a dose letal média (DL50) de KCN i.v. em mamiferos (Barnes e
Eltherington, 1973). A ineficacia das microinjecbes de KCN descarta os efeitos

tanto excitatério como citotéxico na MCPA.
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Os ratos que tiveram reagdes de fuga, tanto ao KCN sozinho quanto ao
KCN + CO., apresentaram aumentos significativos na expressao da proteina c-
Fos em apenas quatro areas do tronco cerebral, ou seja, o NTSc, a MCPAIr, a
MCPAvIc e o LDTg. No entanto, enquanto os NTSc mostrou ativagdes mais
robustas em ratos expostos ao CO; (IRF aumentou 82% e 107% nos grupos
CO2/SAL CO2/KCN, respectivamente), a MCPAIr e a MCPAvlc s6 foram
ativadas no grupo de ar/KCN (IRF aumentu 80% e 192%, respectivamente).
Estes dados estdo em consonéncia tanto a uma sensibilidade intrinseca a
hipercapnia como a uma menor sensibilidade a hipoxia (Coates et al., 1993;
Berquin et al, 2000;. Teppema et al., 1997) dos neurbénios do NTS. Importante
também ressaltar que IRF foi principalmente aumentada nos subnucleos
medial, dorsolateral e ventrolateral do NTS que s&o as principais regides
terminais das aferéncias do nervo do seio carotideo (Panneton e Loewy, 1980).

Em comparagdo ao grupo ar/SAL, o nucleo LDTg foi marcadamente
ativado nos grupos ar/KCN (98%), CO2/SAL (102%) e CO./KCN (120%). A
ativacdo nao especifica do LDTg sustenta seu ja conhecido papel como um
componente colinérgico de um sistema de ativacdo reticular ascendente
especialmente preocupado com as estruturas limbicas, géanglios basais e
mecanismos oculomotores (Cornwall et al., 1990).

Embora estudos anteriores de tract-tracing ja haviam mostrado que o
NTS se projeta tanto para MCPA (Bandler e Tork, 1987;. Lv et al., 2010; LC
Schenberg, dados ndo publicados) quanto para o nucleo LDTg, o presente
estudo (Cornwall et al., 1990) tem a vantagem de demonstrar que as respostas
evocadas por KCN sao estritamente dependentes de entradas periféricas

(Franchini e Krieger, 1993;. Franchini et al, 1997) para mostrar os alvos
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especificos dos neurbnios de segunda ordem do NTS que medeiam entradas
quimiorreceptoras para a MCPA (ou seja, o MCPAIr, MCPAvIc e LDTg). Além
disso, o presente estudo sugere que os ultimos nucleos desempenham um
papel crucial nas respostas iniciais a asfixia. Em contraste, Casanova e
colaboradores (2013) relataram que ratos expostos a hipoxia ambiental severa
(6% de O2) apresentaram "breves episédios de locomogéao rapida e violenta"
juntamente com aumentos significativos na IRF da MCPAdI (92%) e da MCPAIr
(132%), mas n&do da MCPAdm e da MCPAvI, 0,6 milimetros caudal ao nivel
examinado no presente estudo. O padréo diferente de ativagdes do presente
estudo e do estudo anterior pode ser devido as notaveis diferengas na duragao
de hipoxia (150 s) e nas injegdes in bolus de KCN (~ 2 s). De fato, a MCPD foi
extensivamente ativada apos injegcdes repetidas de doses elevadas de KCN
(60-120 pg, i.v.) em rato anestesiado (Hayward e Von Reizenstein, 2002). De
outro modo, as diferengas podem ser devido a sensibilidade intrinseca a
hipéxia dos neurbnios da MCPD (Kramer et al., 1999). Se assim for, ativagdes
por hipoxia sdo o resultado de entradas centrais e periféricas, enquanto as
ativagbes por KCN sdo devido a apenas entradas periféricas. Tomados em
conjunto, os dados sugerem que ocorra uma resposta de dois estagios a
hipdxia, onde as ativagdes do NTS medeiem ativacdes iniciais da MCPAIr,
MCPAvIc e LDTg que sao substituidos pelas ativagdes posteriores dos setores
caudais da MCPAdI e MCPAI, incluindo o MCPAce (ver, por exemplo, a
ativagcdo MCPAce na Fig.6 de Hayward e Von Reizenstein, 2002).

Como asfixia € tanto hipdéxia como hipercapnia, espera-se que a asfixia
ative outros sistemas além daqueles ativados por hipoxia. Comparado ao grupo

ar/KCN, IRF dos ratos CO,/KCN, que mostraram uma fuga mais robusta, foi
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efetivamente reduzido, embora nao significativamente, tanto em MCPAIr (-20%)
como na MCPAVvIc (-36%). Apesar dos ratos injetados com KCN apresentarem
tanto fuga quanto ativacbes da MCPAIr e da MCPAvIc, € improvavel que a
potenciacdo de CO, na fuga evocada por KCN no grupo de CO2/KCN seja
mediada pela inibigdo das ultimas areas. Por outro lado, os ratos do grupo
CO2/KCN apresentaram aumentos adicionais na IRF no LDTg (11%) e,
marcadamente, no NTSc (41%) em relagdo ao grupo de ar/KCN. Embora n&o
alcancaram significancia estatistica, é interessante salientar que os seres
humanos sob ventilagdo mecanica sentem "fome de ar" em pressao parcial
alveolar de CO2 43 mmHg, ou seja, apenas 4 mmHg (10,2%) acima da presséo
parcial no fim da expiragdo de CO; (PerCO;). Por sua vez, a PerCO, de 50
mmHg (isto €, um aumento de apenas 28%) produz uma “fome ar” insuportavel
(Banzett et al., 1996). Comparado ao grupo ar/KCN, a ativagdo adicional do
CO2 no LDTg e NTSc do grupo CO,/KCN sdo da mesma ordem que as
alteracdes que PetCO, provocam na "fome de ar" em humanos. Tomados em
conjunto, estes dados sugerem que a potenciagado produzida pelo CO; na fuga
evocada por KCN é provavelmente mediada pelo aumento da ativagcdo de
NTSc e LDTg. A mediagéo pelo LDTg no péanico tipo respiratério é ainda mais
sustentada pelo bloqueio dos ataques de panico evocado por CO, através do
agente antimuscarinico biperideno (Battaglia et al., 2001). Em todo o caso,
deve notar-se que a asfixia da vida real € sempre mais hipoxia do que
hipercapnia. Assim, € tentador especular que enquanto os ratos tratados com
KCN foram, no maximo, excitados, os ratos tratados com CO,/KCN estavam a

beira de um ataque de péanico de tipo respiratério.
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Por sua vez, € notavel que areas do tronco cerebral cruciais para o
controle respiratério, tais como a APBI, o complexo pré-Botzinger (pBOC) e a
superficie ventral do bulbo (SVB) ndo foram ativadas em ambos os grupos.
Estes dados sugerem que o sistema de alarme de sufocamento pode detectar
hipdxia antes mesmo do que os centros respiratorios da eupnéia. De outra
forma, as respostas respiratérias para asfixia poderiam depender de
mecanismos distintos que aqueles da eupnéia. Por exemplo, a MCPAI envia
uma proje¢cao muito compacta para neurénios do NRA (Holstege et al., 1997)
que pode estar envolvida na geragdo do ritmo inspiratorio caudal ao OBEX
(Jones et al., 2012). Seja como for, a falta de ativagbes conspicuas de nucleos
respiratorios de ratos que fogem tanto no grupo ar/KCN como no grupo
CO2/KCN torna improvavel a "hipotese corolario”, segundo a qual os
sentimentos de asfixia sao o resultado do processamento cortical de um "copia
eferente" da atividade dos neurdnios dos centros respiratérios (Banzett et al.,
1989; Moosavi et al., 2004).

Como o nervo do seio carotideo transmite sinais tanto de hipéxia como
de hipercapnia, era esperado que concentracdes apropriadas de CO;
pudessem provocar fuga de forma tao eficaz como o KCN. No entanto, os ratos
expostos somente ao CO; ndo fogem apesar de IRF apresentar aumentos
significativos no NTSc em relagdo ao grupo ar/SAL e, marginalmente (P <0,04)
em relacdo ao grupo ar/KCN. Por conseguinte, nem o CO; sozinho, nem a
ativacdo do NTS sao suficientes para elicidar a fuga. No mesmo sentido,
estudos anteriores mostraram que a exposi¢cao a concentragbes de CO; tao
altas quanto 20% falharam em provocar fuga em ratos e em gatos (Johnson et

al., 2011; Schimitel et al., 2012; Larnicol et al., 1994). Em particular, o aumento
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rapido (5 s) na concentragdo de CO, de até 20% nao provocou fuga, apesar de
produzir a ativagdo significante de neurdénios (presumivelmente inibitorios) da
MCPD (Johnson et al.,, 2011). Da mesma forma, exposigdes tanto de 8%
quanto de 13% de CO, atenuaram fuga tipo pénico produzidos por estimulagéo
elétrica da MCPD (Schimitel et al., 2012). Como pré-exposigdbes ao CO,
aumentou a IRF produzida por KCN no NTSc e LDTg, enquanto diminuiu a
ativacdo das MCPAIr e MCPAVvIc, a inibicdo do CO, nas fuga evocadas na
MCPD ¢é provavelmente devido a entradas principalmente de neurdnios
sensiveis ao CO,; do SVB. De fato, Loewy e colaboradores (1981) ha algum
tempos mostrado que o SVB envia proje¢gdes proeminentes tanto para a
MCPAvIr como para a MCPAvlc. Mais notavelmente, estes autores relataram
que a deplecdo de 5-HT com 5,7-dihydroxytryptamine suprimiu marcagéo de
autoradiografia de todas as regides rostrais ao coliculo inferior, incluindo a
MCPA. Estudos posteriores mostraram que, enquanto a MCPD recebe
aferéncias 5-HT da rafe dorsal, da rafe obscura, da rafe pontina e da rafe
mediana, a MCPAvI recebe aferéncias 5-HT somente do nucleo magno da rafe
(NMR) e esparsos neurbnios 5-HT dos nucleos gigantocelular e
paragigantocelular. A participagdo de NMR na quimiossensibilidade & ainda
apoiada pela sua ativacado tanto em ratos como em seres humanos expostos a
atmosferas de 15% e 35% de CO., respectivamente (Teppema et al, 1997;.
Goossens et al.,, 2014). Além disso, um estudo recente de Brust e
colaboradores (2014) apresentaram provas de que uma linhagem celular
especifica do NMR participa na quimiossensibilidade ao CO, (mas n&o nas
respostas motoras respiratérias). E importante notar, também que, embora a

estimulagdo quimica do NMR ndo produziu alteragdes significativas nem na
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conduta (Bett e Sandkhuler, 1995) nem nos valores cardiovasculares e
respiratorios (Schenberg e Lovick, 1995), ela produziu a inibicdo sustentada da
hipertensdo e da hiperpnéia a estimulos elétricos da MCPD (Schenberg e
Lovick, 1995). As projecdes serotoninérgicas do NMR para MCPA poderiam
entdo ser a base das inibicbes do CO;, e da fluoxetina na MCPA e da fuga
evocadas por KCN, respectivamente (Schimitel et al., 2012, 2014).

Embora ratos conscientes submetidos a exposi¢cdes prolongadas (2-3 h)
de COz (5-15%) (Teppema et al., 1997; Berquin et al., 2000) mostraram
ativagdes da MCPAvI e do LDTg, exposigdes prolongadas a hipdxia (9 -11% de
O2) mostraram efeitos mistos, quer aumentando (Berquin et al., 2000) quer
diminuindo a expressdo de c-Fos nestas areas (Teppema et al.,, 1997). Em
contraste, as areas caudais da MCPAdI e MCPAI tradicionalmente
considerados como os principais efetores de fuga (Bandler e Depaulis, 1991;.
Bittencourt et al, 2004), ndo foram ativadas nem nos ultimos estudos nem no
presente. Estes resultados levantam a questdo de saber se a fuga é mediada
pela MCPAIr, pela MCPAvIc ou pelo LDTg. Na verdade, embora o MCPAIr foi
principalmente relacionada com a "backward defense" (Bandler e Depaulis,
1991), é dificil de conciliar essa resposta com o fato de que a MCPAIr n&o é
ativada pela exposicdo a um predador (Canteras e Goto, 1999). Por sua vez,
Canteras e colaboradores (Sukikara et al., 2006; Mota-Ortiz et al., 2009)
apresentaram evidéncias que a MCPAIr funciona como uma area chave que
comuta (‘switches’) entre os comportamentos maternos e de caga. Além disso,
eles mostraram que a MCPAIr recebe aferéncias da MCPAvlc, incluindo a
regido sensivel a KCN no topo da LDTg (Mota-Ortiz et al., 2009). As ultimas

projegcbes poderiam, assim, estar envolvidas nas mudangas dos
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comportamentos defensivos maternos e os evocados por hipdxia. Por sua vez,
o MCPAvIc foi proposto por mediar a imobilidade em vez de fuga (Bandler e
Depaulis, 1991; e Morgan Carrive, 2001). O exame mais atento destes ultimos
estudos revelam, porém, que os estimulos quimicos de MCPAVvIc produziu fuga
tanto moderada quanto intensa, eventualmente. Além disso, estudos de nosso
laboratorio (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005) mostraram que a
estimulagdes elétricas de alta resolugao, baixa intensidade e frequéncia variada
da MCPAVvI provocou trote tanto quanto a estimulacao da MCPAdI e MCPAIc.
Notavelmente, no entanto, estimulagbes MCPAvI falhou em produzir galope ou
salto assim como as estimulagdes por KCN no presente estudos e em estudos
anteriores (Schimitel et al., 2012). Tomados em conjunto, estes dados sugerem
que o MCPAvIc e MCPAIr sdo os principais componentes de um sistema de
alarme de sufocamento sensivel a hipoxia. Propde-se também que durante a
asfixia ambiental, as entradas periféricas para MCPAvilc e MCPAIr s&o mais
potenciadas pelos efeitos excitatérios diretos de hipoxia sobre os neurénios das
regides caudais da MCPD (Kramer et al., 1999; Horn et al., 2000).

Os presentes dados também levantam a questdo se a MCPAvIc
corresponde a area de "MCPAI ventral" (MCPAvI) que quando estimulada
produz taquipnéia acentuada em ratos e em gatos (Subramanian et al., 2008;
Subramanian e Holstege 2013). Mais notavelmente, estimulos quimicos da
ultima area produziu taquipnéia, juntamente com a inibicdo paradoxal de
neurénios preé-inspiratorios do pBoC (Subramanian e Holstege, 2013). A falta
de ativacdo do pBoC no presente estudo refor¢ca a possibilidade de que o site
taquipnéico (MCPAVI) e o local responsivo ao KCN (MCPAvIc) sdo a mesma

area. Embora a MCPAvI e a MCPAVvIc estdo localizadas em planos coronais
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préximos (ou seja, -8 mm e -8,16 a partir do bregma, respectivamente), a
identificacdo precisa do local taquipnéico foi comprometida pela distor¢cao
evidente tanto da forma quanto da divisdo em parcelas da seccdo da MCPA
mostrando a ponta da micropipeta (ver Fig.9 de Subramanian e Holstege,
2013). A comparagéo da secgdo da MCPA de Subramanian e Holstege (2013)
com uma secgao similar (- 7,97 milimetros a partir da bregma) coradas para
NADPH diaforase de Paxinos e colaboradores (2009) sugere, no entanto, que
MCPAvI e MCPAVvIc no topo do LDTg sdo uma mesma area.

Por ultimo, em uma apresentacao preliminar da teoria do alarme falso de
sufocamento de pénico, Klein (1993b) sugeriu que o gerenciamento dos
sintomas de ataques de panico "parecem ser um bolo de trés camadas. A
primeira camada é a reagao do sistema de alarme de sufocamento, uma vez
que recebeu um incremento de CO,, pela falta de ar e aumento do volume
corrente. Quando o sistema de controle mantém recebendo sinais interpretados
como preditivo de asfixia, em seguida, o ataque de panico, com a sua
sensacgao de asfixia e vontade de fugir é liberado, seguido pelo aumento da
frequéncia respiratéria ". Em particular, ataques de panico, tanto por inalagao
de 35% de CO; quanto por infusdo de lactato de sodio a 0,5 M, séo
caracterizados por dispnéia precoce seguida de panico, desejo de fuga e
sustentada hiperventilacdo, que continua por varios minutos apos o final da
infusédo (Klein, 1993 a, b; Goetz et al., 1996, Perna et al., 2004). O modelo de
dois estagios de asfixia do presente estudo tem uma estreita semelhangca com
o modelo de bolo de trés camadas de Klein para os ataques de panico do tipo

respiratorio.
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ESTUDO II:

ISOLAMENTO SOCIAL NEONATAL PRODUZ AUMENTOS SELETIVOS DA
IMUNORREATIVIDADE A PROTEINA C-FOS DA MATERIA CINZENTA
PERIAQUEDUTAL DORSOLATERAL E DO NUCLEO PRE-MAMILAR

DORSAL DO HIPOTALAMO DE RATOS ADULTOS EXPOSTOS A UM GATO
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RESUMO

Varios estudos indicam que eventos traumaticos na infancia predispdéem
o individuo ao desenvolvimento de transtornos ansiosos e depressivos. Em
particular, existem evidéncias abundantes que a ansiedade de separacao da
infancia (ASI) predispde o individuo aos ataque de panico (AP) na vida adulta.
De fato, estudos anteriores do nosso laboratorio mostraram que o isolamento
neonatal social (INS) facilita fuga por estimulacdo elétrica da parte dorsal da
matéria cinzenta periaquedutal (MPCD), um modelo de AP. Como a predacéo é
a maior ameaca ao filhote isolado, ndo esta claro se o INS produz facilitagéo
perene dos circuitos ativados pela exposicdo da presa ao predador. Portanto o
presente estudo examinou se o INS produz aumentos adicionais da
imunorreatividade da proteina c-Fos (IRF) e dos comportamentos de defesa de
ratos expostos ao gato na vida adulta. Resumidamente, filhotes machos de
ratos Wistar (n = 60) foram submetidos ao INS (3 h) ou a manipulagéo diarias
(1 min) do 2° dia pos natal (PN2) até o desmame (PN22). O INS foi realizado
colocando-se metade da ninhada em caixas individuais hum compartimento
com som atenuado. Ao mesmo tempo, os irmaos (isolamento neonatal ficticio,
INF) e a mae foram colocados em outra caixa numa sala separada. Os
controles (CTR) permaneceram com as maes ao longo de todo o periodo de
amamentacado. Entre 60 a 80 dias de idade os ratos eram habituados (10 min)
por 3 dias a caixa de confrotacdo e no dia seguinte expostos ao gato por 10
min. Duas horas apds, os ratos eram perfundidos e seus cérebros removidos e
processados para imunoistoquimica da proteina c-Fos. A densidade de células
marcadas (células marcadas/0,1 mm?), bem como os comportamentos &

exposi¢cao ao gato foram avaliados por analise de variancia de 1-via seguida de
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teste de Bonferroni. A exposi¢cado dos ratos ao gato produziu respostas inatas
de medo, tais como de congelamento (freezing), esquiva e avaliagao de risco
em todos os grupos (INS, INF e CTR). Também produziu aumentos
significantes da densidade de neurdnios marcados em areas tradicionalmente
relacionadas a defesa de predadores (MCPAdI, PMd e HA). Mais
notavelmente, no entanto, estas areas nos ratos INS apresentaram IRF
aumentada quando comparados aos CTR. Em contraste, ndo houve diferengas
de marcagdo na amigdala. Estes resultados sugerem que o INS promove
sensibilizagdo perene da circuitaria relacionada a predag&do. Sugerem ainda
que a ASI aumenta a vulnerabilidade do individuo adulto aos AP néo

respiratorio.



64

ABSTRACT

Several studies indicate that early-life stress predisposes the individual to the
later development of anxiety and depression. In particular, there is abundant
evidence that childhood separation anxiety (CSA) predisposes individuals to
panic attack (PA) in adulthood. In fact, previous studies from our laboratory
have shown that neonatal social isolation (NSI) facilitates escape by electrical
stimulation of dorsal part of the periaqueductal gray matter (PAG), an AP model
As predation is the greatest threat to isolated puppy, it is unclear whether the
NSI produces perennial facilitation of circuits activated by exposure of prey to
predator. Therefore, the present study examined whether the NSI produces
further increases of the Fos-like immunoreactivity (FLI) and of the defense
behaviors of rats exposed to cat in adulthood. Briefly, Wistar rats male pups
(n = 60) were subjected to NSI (3h) or daily manipulation (1 min) from postnatal
day 2 (PN2) until weaning (PN22). The NSI was carried out allotting half of
litters in individual boxes placed inside a sound-attenuated chamber.
Meanwhile, siblings (fictive social isolation rats, FSI) and dam were moved to
another box in a separate room. The controls (CTR) remained with their
mothers throughout the lactation period. Between 60 to 80 days-old the rats
were habituated (10 min) for 3 days at confrotagdo box and the next day
exposed to cat for 10 min.Two hours later, they were perfused and its brains
were removed and processed for c-Fos immunohistochemistry. Differences of
c-Fos immunoreactivity were assessed by one-way ANOVA followed by
Bonferroni's t-test. Exposure of rats to cat produced innate fear responses, such
as freezing, escape and risk assessment in all groups (INS, INF and CTR). Also

produced marked increases in density of labeled neurons in areas traditionally
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related to defense from predators (PAG dorsolateral-DLPAD; pre-mammillary
nucleus-PMd and anterior hypothalamic nucleo-AHN). More significantly,
however, these areas in the rats of the NSI group had FLI increased compared
to the rats of the CTR group. In contrast, there were no differences marking the
amygdala. These results suggest that the NSI promote perennial awareness of
the circuitry related to predation. They also suggest that the CSA increases the

vulnerability of the adult individual to non-respiratory AP.
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1-INTRODUGAO

Estudos indicam a existéncia de uma forte correlagdo entre eventos
traumaticos da infancia e anormalidades comportamentais e neuroenddcrinas
na vida adulta (Kendler et al., 1992). Criangas que sofreram abusos fisicos, ou
que foram negligenciadas pelos pais, ou ainda, que vivenciaram experiéncias
de divorcio ou privagdo dos cuidados maternos, podem tornar-se mais
susceptiveis as psicopatologias (Bowlby, 1983; Manicavasagar et al., 1998;
Rinne et al., 2000; Heim e Nemeroff, 2001; Teicher et al., 2003; Preter e Klein,
2008). Segundo John Bowlby (1983) o relacionamento afetuoso, intimo e
préximo, da mae, ou figura-materna, na primeira infancia (1 a 3 anos de idade)
favorece o desenvolvimento de uma personalidade saudavel e a auséncia do
cuidado materno resultaria em ansiedade de separagcédo da infancia (ASI) e
desenvolvimento de ‘personalidade insegura’ e transtornos psiquiaticos na vida
adulta (Ainsworth e Bowlby, 1991; Bowby, 1983; Bretherton, 1992).

Experimentos com ratos recém nascidos mostram que o
desenvolvimento do sistema nervoso é sensivel ao estresse na infancia e, em
particular, a privagcdo materna. Além disso, as respostas adaptativas ao
estresse podem ser modificadas por eventos que ocorreram no periodo
neonatal (Meaney et al., 1993; Faure et al., 2007). De fato, os estimulos tacteis,
olfatérios e auditivos da mé&e nos primeiros dias de vida sdo os estimulos mais
importantes no desenvolvimento do sistema nervoso dos filhotes (Cald;ji et al.,
1998; Field et al., 1988; Gunnar, 2003; Kuhn e Schanberg, 1998; Newport et
al., 2002; Suchecki, 1993). As evidéncias mostram que intervengcbes neste
periodo que alteram a relacdo mae-filhote, bem como o comportamento da

mae, tém efeitos significativos no desenvolvimento do filhote. Em particular, o
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isolamento neonatal social (INS) causa a facilitacdo, tanto das respostas
respiratorias a hipdxia e hipercapnia (D'Amato et al., 2011; Kinkead et al., 2005;
Genest et al., 2004; Genest et al., 2007a,b; Dumont et al., 2011) como da
atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal de ratos adultos (Francis e
Meaney, 1999).

Em particular, a separagcdo maternal, forma mais estudada de estresse
infantil, esta relacionada a ASI. A ASI € um transtorno no qual a separagao da
crianga da figura de apego, geralmente a mae, € acompanhada de ansiedade
excessiva (DSM V - APA, 2014). Segundo Klein (1980) a ASI € um conjunto de
sintomas e comportamentos de ansiedade que refletem a ativacdo de um
sistema neurofisiolégico de alarme que protege o jovem de rupturas reais, ou
potenciais, dos lagos familiares. Mais importante, a ASI| apresenta alta
comorbidade em adultos com o TP, agorafobia, dentre outros transtornos
(Klein, 1964; Klein R., 1995; DSM V- APA, 2014).

Embora varios estudos relacionem os transtornos psiquiatricos ao
estresse infantil, Roberson-Nay e colaboradores (2012a) apresentaram
evidéncias epidemiolégicas em gémeos de que o estresse infantil s6 contribui
com 1,2 % dos AP na vida adulta. Em contraste, fatores genéticos e ambientais
da vida adulta contribuiriam com 38 % e 60 % da incidéncia de ASI e AP,
respectivamente. Contudo, Quintino-dos-Santos e colaboradores (2014)
mostraram que AP experimental produzidos por estimulacéo elétrica da parte
dorsal da matéria cinzenta periaquedutal (MCPD) s&o marcadamente
facilitados em ratos que foram submetidos ao INS de 3 horas diarias ao longo

de toda amamentacgéo.
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A estimulagdo elétrica da metade dorsal da MCPA produz
comportamentos defensivos e emocgdes similares aos ataques de péanico
(Bittencourt et al., 2004; Nashold et al., 1969). De fato, estudos de Nashold e
colaboradores (1969) demonstraram que a estimulagao elétrica da MCPA de
humanos provoca ansiedade intensa, panico, sudorese, medo de morrer,
dispnéia, taquicardia e tremores, dentre outros sintomas somaticos, fisiologicos
e cognitivos. Estudos com estimulag&o elétrica e quimica da MCPA de ratos
provocam reag¢des defensivas de 'congelamento’ (exoftalmia, imobilidade) e
fuga (Schenberg et al., 2001; Bittencourt et al., 2004).

Blanchard e colaboradores (1989a; 2005) sugeriram, por outro lado, que
as respostas naturais de defesa de ratos confrontados ao predadores sao
similares ao panico. Dentre estas respostas os ratos apresentam
comportamentos de fuga, congelamento (freezing) e ameaga ou ataque
defensivos. Contrariamente, a exposi¢cdo de roedores ao odor do gato produz
comportamentos de avaliacido de risco que tém sido relacionados ao transtorno
de ansiedade generalizada (TAG). Contudo é importante notar que os
pacientes de panico nao sao agressivos (irritaveis) (APA, 2014). Também, n&o
esta claro se o modelo da exposicdo ao predador € um modelo de AP ou de
fobia.

Em particular, fobias especificas sao clinicamente classificadas como
medos de altura, de dano corporal ou sangue, de espagos fechados e de
pequenos animais, tais como aranhas ou cobras. Embora os AP sejam
frequentemente igualados ao medo, a relagdo do panico com fobias especificas
nao esta esclarecida. Assim, enquanto, alguns estudos relacionem TP com

fobia social e fobia simples (Vollebergh et al., 2001; Segui et al., 1999, 2001),
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outros indicam uma relagdo mais acentuada da fobia com TAG (Goisman et al.,
1998; Noyes et al.,, 1992; Noyes, 2001). No mesmo sentido, Tannure e
colaboradores (2008) observaram que ratos submetidos ao abrasamento
(kindling) da amigdala que desenvolveram fobia ao experimentador (resisténcia
a captura) apresentaram uma atenuagao das respostas de pénico induzidos
pela estimulagao elétrica da MCPA, indicando que os ataques fobicos possam
ser mediados por mecanismos neurais distintos daqueles do panico.

Também, ndo estda claro se o0 estresse na infancia facilita
comportamentos de defesa e/ou estruturas neurais subjacentes. Em particular,
exposicdo de roedores ao predador ou ao seu odor ativa uma série de
estruturas neurais. Dentre estas estruturas, destacam-se as areas do
hipotalamo medial, tais como o hipotalamo anterior (HA), a parte dorsomedial
do hipotalamo ventromedial (VMHdm) e o nucleo pré-mamilar dorsal (PMd)
(Canteras et al., 1997, 2001, 2002, 2003; Canteras & Goto, 1999; Comoli et al.,
2003; Dielenberg et al., 2001 e Gross & Canteras, 2012). A exposicdo ao
predador também ativa regides especificas da amigdala como a amigdala
lateral (AL), a amigdala basomedial posterior (ABMep) e a amigdala medial
porteroventral (AMepv) (Dielenberg et al., 2001; Martinez et al., 2011; Gross &
Canteras, 2012). Estes estudos sugerem que o hipotalamo e a amigdala
estariam envolvidos no processamento de pistas relacionadas a presenca do
predador e na analise contextual do ambiente. Outra estrutura ativada na
exposicdo de ratos ao gato € a coluna dorsolateral da MCPA (MCPAdI),
tradicionalmente envolvida nas respostas de defesa (Canteras & Goto, 1999;

Dielenberg et al., 2001; Gross e Canteras, 2012).
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Como a maior ameaca ao filhote isolado é a predacdo, o presente
estudo examinou se o0 INS tem efeitos perenes sobre as respostas
comportamentais e o padrao de ativagao da proteina c-Fos em ratos expostos

ao gato na vida adulta.
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2- MATERIAL E METODOS
2.1- Animais

Ratas Wistar prenhas, primiparas, fornecidas pelo biotério do Programa
de Pds-Graduagcdo em Ciéncias Fisioldégicas foram mantidas numa sala com
temperatura controlada (aproximadamente 23 °C) e ciclo claro-escuro regular
(12 X 12 h, luzes acesas as 6:00 h). As ratas foram alojadas individualmente
em gaiolas de polietileno medindo 49 cm x 34 cm x 16 cm (caixa ninho), com
agua e comida a vontade. No 1° dia pos-natal (PN2) foram feitas as sexagens
para a padronizagdo das ninhadas (maximo de 8 animais), permanecendo
somente os machos com suas respectivas maes até o desmame (PN22).
Destas ratas primiparas foram utilizados somente 30 filhotes, onde 20 foram
submetidos ao protocolo de isolamento neonatal social e 10 permaneceram
com suas maes até o desmame e compuseram o grupo controle. Os
procedimentos foram aprovados e realizados de acordo com o comité de ética
no uso de animais da Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES

01/2015).

2.2- Isolamento Neonatal Social

Em P2 os filhotes (n = 20) eram marcados no dorso com uma caneta
dermografica (Texta Fineline 700) para a distingdo dos grupos isolados da mée
(INS) e os mantidos com a mae (INF). Durante o procedimento de isolamento
neonatal social (INS), os ratos INS eram acomodados individualmente em
caixas de separagdo (30 cm x 20 cm x 13 cm) e os ratos INF eram
manipulados por 1 minuto apenas e transportados com a méae para uma nova

caixa ninho, doravante chamada caixa controle. O cheiro e a comunicagdo com
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a mae eram atenuados colocando-se as caixas de separacdo num
compartimento fechado (49 cm x 66 cm x 96 cm) com uma abertura para
ventilagdo (10 cm x 10 cm). A privagcdo materna era realizada pela separagao
dos filhotes por 3 horas, entre 7:30 h e 11:30 h, de PN2 a PN22. Ao término
das sessOes tanto os ratos dos grupo INS como do grupo INF retornavam para
a caixa ninho juntamente com suas maes. No grupo controle (CTR) os ratos
permaneciam com suas maes durante todo o periodo de amamentacao, sendo
manipulados apenas 1 vez na semana para troca de maravalha e limpeza da
caixa. Apés o desmame, cada grupo de ratos (CTR, INS e INF) eram alojados
em gaiolas com 2 a 4 animais e com agua e comida ad libitum, onde
permaneciam até o protocolo de exposi¢ao ao gato (PN60-PN80). Os animais
eram manipulados por um unico pesquisador que também realizava a limpeza

das caixas a cada 7 dias.

2.3- Aparato de exposicao ao gato

O aparato consistiu numa arena retangular (147,5 cm X 32 cm X 49 cm)
com o assoalho e 3 paredes opacas e uma parede frontal de vidro. Os
comportamentos foram filmados por cameras instaladas em posi¢ao anterior e
superior a arena. A caixa era dividida em dois compartimentos por uma grade
metalica: um compartimento menor para o gato (37 cm X 32 cm X 49 cm) e
outro maior para o rato (110,5 cm X 32 cm X 49 cm). A arena do rato era
dividida em 3 setores (setores adjacente, préximo e distante do gato) de cerca

de 40 cm de comprimento.
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2.4- Procedimento

PNO1 PN02 PN22 PN60 PN61 PN62 PN63
I l 1dia I |21 dias| |38 dias| |1 dia\—,1 dia‘—l1 dia\—, 10 min 2h

1 A\ 1 A\ 1 A\ 1 A\¥ 1 A\ N 1 A\" L L ]

I AN T AN T AN T ANY T ANY T \\ ) 1 1

A A A A A A A A A
Nascimento Inicio Fim do Manip. Manip. Manip. | | Exposigéo Fim da Perfusao

do INS INS Habit. Habit. Habit. ao Gato Exp. ao
1 Il i Gato

Quando adultos, os ratos eram submetidos a 5 minutos de manipulagao
e 10 minutos de habituagdo a caixa de confrontacdo por 3 dias consecutivos
(PN60-PN62). Durante as sessbes de habituagdo os ratos eram colocados
frontalmente ao compartimento do gato e observados por 10 minutos. Vinte e
quatro horas apos a terceira sessado de habituacéo, os ratos eram colocados no
setor adjacente ao gato, voltados para o mesmo e filmados por 10 minutos.
Todas as sessdes de exposigao ao gato foram filmadas para analise posterior.
Metade dos animais de cada grupo foram submetidos ao procedimento de

imunoistoquimica para proteina c-Fos.

2.5- Protocolo de imunoistoquimica c-Fos

Duas horas depois da sessdo experimental os ratos (n = 15) eram
anestesiados com tiopental (50 mg/kg, i,p) e perfundidos por via cardiaca com
300 ml de salina e 500 ml de paraformaldeido 4% em tampao fostato 0,1 M
(PBS, pH = 7,4). Apds a perfusao, os cérebros eram removidos e fixados por
no minimo 3 hora em fixador sacarose 30 % e estocados por no minimo 7 dias
em tampao sacarose 30%. Sessdes coronais de 30 um de espessura foram
obtidos no criostato (Leica CM 1850, Wetzlar, Alemanha) em quadruplicata.
Uma das quadriplicatas foi processada para imunoistoquimica c-Fos e outra foi

corada em vermelho neutro (Sigma-Aldrich, St, Louis, EUA) para identificacdo
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dos sitios. As sessbes foram lavadas em PBS e incubadas ‘overnight’ com
anticorpo primario (Calbiochem-Merck, Darmstadt, Alemanha) numa sala a
temperatura ambiente (24°C). Apds a incubagéo as sessdes foram lavadas em
PBS e incubadas por 90 min em anticorpo secundario (Vector Laboratories,
Burlingame, EUA). As sessdes foram entdo processadas com o complexo
Avidina-Biotina (Vector Laboratories, Burlingame, EUA) por 90 min e reveladas
por DAB (Sigma-Aldrich, St, Louis, EUA) que permitiu a visualizagdo de uma
reacao marrom dentro do nucleo neuronal. Logo apos a secagem completa das
ldminas a coloragao foi intensificada com tetréxido de 6smio e seladas com

DPX (Aldrich Chemical Company, EUA) e laminula.

2.6- Analise Histoldgica

A densidade de células c-Fos marcadas (nimero de células/0,1 mm?) foi
calculada com o auxilio do programa Image-Pro Plus v7.01 (Media Cybernetics,
Rockville, Maryland, EUA). As regides de interesse foram delimitadas de

acordo com o atlas de cérebros de ratos de Paxinos e Watson (2007).

2.7- Registros Comportamentais

Os comportamentos dos animais foram avaliados off-line por analise de
videos obtidos por duas cameras (NIKON Modelo S-2600 e SONY Modelo
DSC-W70). A primeira camera foi posicionada a aproximadamente 1,20 m
acima do assoalho da arena e a segunda 0,80 m a frente do aparato.

Foram realizadas as seguintes medidas espago-temporais:

- Tempo de permanéncia do rato nas areas proxima, intermediaria e

distante do gato;
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Laténcia da fuga - tempo gasto pelo rato para a 1° afastamento do
gato;

Tempo de aproximagao - tempo gasto em visitas ao setor adjacente
até o afastamento permanente do gato;

Atividade locomotora - numero de cruzamentos realizado pelo rato
entre os setores;

Frequéncia de aproximacdo - numero de visitas do rato ao setor

adjacente.

Também foram registrados a duragcdo e a frequéncia dos seguintes

comportamentos (Blanchard, 1989a; Bittencourt et al., 2004):

Exoftalmia - abertura maxima das palpebras e protrusdo do globo
ocular;

Imobilidade - cessar brusco de todos os movimentos e aumento do
tébnus muscular;

Levantar - postura ereta, com extensao das patas posteriores;
Autolimpeza - manipulagao repetitiva dos pelos da cabeca, tronco e
genitalia, usando as patas dianteiras ou a boca;

Avaliacéo de risco - locomocgdo do corpo para frente, somente com
as patas dianteiras sem mover as pata traseiras do local de origem,
estendendo o pescogo para frente, ou apenas estendendo o
pescogco sem mover as quatro patas;

Fuga — afastamento do rato da area préxima ao gato apresentando
um ou varios dos seguintes comportamentos: trote (locomogao
rapida mantendo o padrdo contralateral das patas anteriores e

posteriores), galope (deslocamento rapido com alternancia dos
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pares de patas dianteiras e traseiras) e salto (impulso vertical ou

obliquo em diregao a borda do aparato).
As medidas espago-temporais foram analisadas pelo programa Any-
maze e os comportamentos por um observador treinado como o auxilio de um

crondbmetro.

2.8- Analise Estatistica

A diferencas de marcacdo c-Fos nas areas analisadas e dos
comportamentos foram avaliadas por analises de variancia de 1-via para cada
tratamento (controle, isolamento social neonatal ficticio e isolamento social

neonatal) seguido por test t de Bonferroni para o nivel descritivo de 5%.
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3- RESULTADOS

3.1- Comportamento

Durante a confrontagdo os ratos apresentavam exoftalmia (abertura
maxima dos olhos) seguido de avaliagdo risco (exploragdo olfatoria do
ambiente). Logo em seguida os ratos fugiam do setor adjacente para o setor
distante do gato. Durante a fuga, os ratos demonstraram predominantemente
trote e menos frequentemente galope e, raramente, salto. Alguns ratos faziam
ainda uma ou duas visitas ao setor adjacente antes de se afastarem
permanentemente do gato permanecendo “congelados” no extremo oposto da
caixa até o fim da exposigao.

Somente foram detectados diferengas significantes para a laténcia da
fuga (F227 = 4,04; P<0,03); frequéncia de aproximagdes (F227 = 3,62; P<0,04);
frequéncia de fugas (F227 = 3,45; P<0,05); frequéncia de avaliacdo de risco
(F227 = 3,21; P<0,05); e frequéncia de exoftalmia (F227 = 3,40; P<O0,05).
Também foram observadas diferengas marginais na duragdo da fuga (F227 =
2,87; P<0,07) e na duragéo de imobilidade (F227 = 2,99; P<0,07).

O grupo INS apresentou laténcia da fuga significativamente menor que o
grupo CTR (A= -78%, p<0,01). Contudo, ndo houve diferengas entre os grupos
INS e INF. Além disso, os grupos INF e CTR diferiram entre si. Os ratos INS
também apresentaram uma frequéncia maior de aproximacdes que os ratos
CTR (A=138%, p<0,02). Consequentemente, os ratos INS apresentaram um
aumento significante na frequéncia de fuga (A=150%, p<0,02). O ratos INS
também apresentaram aumentos na avaliagdo de risco (A=166%, p<0,02) e na
frequéncia de exoftalmia (A=233%, p<0,02). Por outro lado, os ratos CTR

apresentaram duragbes maiores dos comportamentos de fuga (A=40%,
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p< 0,03) e congelamento (A=16%, p< 0,03) que os ratos dos grupos de INS e

de INF, respectivamente (Tabela 1 e Figura 1).

Nao houve diferengcas nos tempo nas areas proxima, intermediaria e

distante do gato; atividade locomotora e duracao e frequéncia de autolimpeza

(“running”); levantar e exoftalmia (tabela 1).

Tabela 1 - Duracédo e frequéncias dos comportamentos analisados (+ EPM)
dos ratos expostos ao gato. * P < 0,05, todos séao diferengas significantes em
relacdo ao controle. CTR: controle, INF: isolamento neonatal ficticio e INS:

isolamento neonatal social.

Tempo (s) ou Frequéncia £+ EPM

Comportamento
CTR INF INS

Tempo na area proxima ao gato 47,6 £ 14,2 22,5+49 42,5+ 14,6
Tempo na area longe do gato 547,9+13,6 5553+224 542,2+18,9
Tempo na area intermediaria 45+18 22,2 +19,0 15,3+5,5
Laténcia da fuga 46,1+ 14,9 18,1+ 5,6 + 10,8 £ 2,1*
Tempo de afastamento 59,7 + 13,7 58,7 £ 25,3 58,7 + 25,3
Atividade locomotora 3,4+0,9 4,3+1,2 10,8 £ 3,4*
Frequéncia de aproximacgdes 1,3+£0,2 1,6 £0,2 3,1+0,8"
Tempo de autolimpeza 1,0£1,0 22+13 3,0+x21
Frequéncia de autolimpeza 0,1+01 0,4+0,2 0,9+0,6
Tempo de levantar 44 +21 12,23,7 24,313,1
Frequéncia de levantar 1,7+£0,7 44+13 9,8+4,2
Tempo de analise de risco 62,9+ 11,6 62,9+ 11,6 114,3 £ 28,7
Frequéncia de analise de risco 58+0,8 11,2+2,1 16,5+4,6*
Tempo de exoftalmia 576,0 £ 9,9 584,7 £ 1,1 590,8+44
Frequéncia de exoftalmia 3,1+0,2 59+1,0 10,6 £ 3,4*
Tempo de imobilidade 502,8 £ 14,9 373,3+46,3+ 424,2+43,5
Frequéncia de imobilidade 51+0,9 6,9+15 6,3+0,8
Tempo de fuga 4,7+0,8 3,9+0,5 28+0,3"
Frequéncia de fuga 1,2+0,1 1,6 £0,2 3,0+0,8"
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Figura 1 — Tempo ou frequéncia dos comportamentos dos ratos durante a

exposi¢cao ao gato. * P < 0,05; todos sdo diferengas significantes em relagdo ao
controle.

Frequéncia

3.2- Imunorreatividade c-Fos

Os grupos apresentaram diferengas significantes de IRF da MCPA
rostral (Fs1s= 5,71; p< 0,001); intermediaria (F1124= 4,74; p< 0,0007) e caudal
(F11.24= 7,92; p< 0,0001). Também foram detectados diferengas significantes do
PMd (F26= 9,93; p < 0,013) e da HA (F26= 8,41; p < 0,02). Em contraste, ndo
foram observados diferengas significantes no septo lateral ventral (SLv), na

area pre-optico medial (APOme), no hipotalamo lateral (HL), na amigdala
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basolateral (ABL), na amigdala central (ACe), na amigdala medial
posteroventral (AMepv), no nucleo paraventricular do talamo (PVT), na
habénula lateral medial (HbLm), no cuneiforme (CnF) e no locus ceruleos (LC)
(tabela 2).

Na MCPA rostral (B -6,48), a MCPAdI foi mais marcada que a MCPAI
para todos os tratamentos INS (A=220%; t=4,53; P<0,003), INF (A=255%;
t=3,75; P<0,001) e CTR (A=150%; t=2,46; P<0,02). A MCPAdI dos ratos INS
apresentou marcagdo mais acentuada que a MCPAdm (A=70%, t=2,72;
P<0,01) e MCPAI (A=220%; t=4,53; P<0,003) do mesmo grupo e que a
MCPAdI do grupo CTR (A=60%; t=-2,48; P<0,02) (tabela 3, figura 2, 3).

Embora os tratamentos ndo tenha diferidos para a mesma coluna da
MCPA intermediaria ( -7,08), a MCPAdm apresentou IRF mais acentuada que
a MCPAVI nos ratos do INS (A=174%; t=3,29; P<0,003) e INF (A=148%; t=2,98;
P<0,007). A MCPAdm também foi mais marcada que a MCPAI nos ratos INS
(A=250%; t=3,70; P<0,001) e INF (A=266%; t=3,62; P<0,001)]. Além disso, a
MPCAdI apresentou maior IRF que a MCPAI no ratos INS (A=195%; t=2,89;
P<0,008) (tabela 3, figura 2).

Ao nivel caudal ( -7,92) a MCPAdI dos ratos INS apresentou IRF mais
acentuada que a do grupo CTR (A=60%; t=-2,55; P<0,02). A MCPAdI também
foi mais marcada que a MCPAVvI para todos os tratamentos, quais sejam, INS
(A=220%; t=4,66; P<0,0001), INF (A=210%; t=3,54; P<0,002) e CTR (A=232%;
t=2,95; P<0,007). A MCPAdI também foi mais marcada que a MCPAI nos
grupos INS (A=183%; t=4,39; P<0,0002) e INF (A=172%; t=3,30; P<0,003). Por
sua vez a MCPAdm foi mais marcada que a MCPAvI nos grupos INS (A=187%;

t=3,95; P<0,0006), INF (A=221%; t=3,71; P<0,001) e CTR (A=324%; t=3,93;
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P<0,0006); e que a MCPAI nos grupos INS (A=153%; t=3,68; P<0,001), INF
(A=181%; t=3,48; P<0,002) e CTR (A=174%; t=3,31; P<0,003) (tabela 3 figura
2).

O PMd dos ratos INS apresentou IRF aumentada tanto em relacéo ao
grupo CTR (A=60%; t=-3,97; P<0,007) quanto em relagdo ao grupo INF
(A=54%; t=-3,72; P<0,01) (tabela 2, figura 4, 5).

O HA também apresentou um aumento significativo da IRF no grupo INS
em relacdo ao grupo CTR (A=104%; t=-4,04; P<0,007). Contudo, o HA dos
ratos INS apresentou aumentos apenas marginais da IRF quando comparados

ao grupo INF (A=49%; t=-2,59; P<0,04) (tabela 2, figura 4, 6).
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Tabela 2 - Densidade de neurbnios marcados em 0,1 mm?. P < 0,02.
* diferencas em relagdo ao CTR, & diferencas em relacdo ao INF. CTR:
controle, INF: isolamento neonatal ficticio e INS: isolamento neonatal social.

Numero de células marcadas/O,1mm2 + EPM

Area
CTR INF INS

Septo lateral 45,9 £ 10,1 39,4+£9,7 25,7+8,8
Pré optico medial 14,0+£5,8 14,0+£5,8 25,8 +10,9
Hipotalamo anterior 19,4 + 3,7 26,8 + 3,1 39,8 £ 3,8*
Hipotalamo lateral 17,8 £ 2,7 31,1273 25,8 + 8,1
Pré-mamilar dorsal 52,7+ 3,0 54777 83,9 +4,9*&
Amigdala basolateral 11,2+2,9 11,2+2,9 86+24
Amigdala central 6,1+1,8 6,1+1,8 10,2+ 4,3
Amigdala medial 26,5+ 5,6 217+42 26,8 +33
posteroventral
Nucleo paraventricular g g, 5 g 456+ 13,6 58,2 + 11,9
do talamo anterior
Nucleo paraventricular
do talamo posterior 47,1 +5,8 37,4+59 48,1 +9,5
Habénula lateral
medial 28,3+1,3 39,7+ 14,6 32,7 + 8,1
Cuneiforme 18,5+6,9 17,8+ 7,0 20,7 £ 6,1
Locus Ceruleus 27,0+ 10,6 27,0+ 10,6 30,9+14,9
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Tabela 3 — Densidade de neurdnios marcados em 0,1 mm? nas colunas da
MCPA. P < 0,02. Os simbolos indicam diferengas significantes para uma
mesma coluna em relagdo ao grupo CTR (*), ou para o mesmo tratamento em
relagdoas colunas lateral (+), dorsomedial (@) e ventrolateral (#) da MCPA.
CTR: controle, INF: isolamento neonatal ficticio e INS: isolamento neonatal

social.

Numero de células marcadas/0,1mm2 + EPM

Colunas ('?]‘1'::{)
CTR INF INS

Dorsomedial  -6,48 23,6+5,6 234+7,3 28,6 +6,4
Dorsolateral 30,4 £ 4,9+ 38,7 £ 5,7+ 48,8 + 5,4*+@
Lateral 12,1+3,7 12,1+ 3,7 12,1+ 3,7
Dorsomedial -7,08 28,6 +2,3 38,6 + 11,1+# 40,1 + 8,9+#
Dorsolateral 240+3,5 286+7,2 33,8 +5,1+
Lateral 791238 10,5+1,8 11,4123
Ventrolateral 8,3+3,7 15,5+ 3,7 14,6 £4,2
Dorsomedial -7,92 31,1+ 2,1+# 32,2 + 2,5+# 36,3 £ 9,0+#
Dorsolateral 25,3 £ 3,4# 31,2 + 3,8+# 40,5 £ 5,3*+#
Lateral 11,3+1,0 11,5+24 14,3+5,5
Ventrolateral 76+0,7 10,0+ 2,2 12,6 £ 5,1
Dorsomedial  -8,40 26,5+ 11,8 28,6 +5,0 39,5+8,9
Lateral 17,3+ 8,1 20,4+4,6 271+7,3
Ventrolateral 19,4 +7,3 22,8+8,8 26,5+8,0
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Figura 2 - Densidade de neurdnio marcados para proteina c-Fos em trés niveis
do bregma (B) da MCPA . P < 0,02 * diferengas em relacédo ao CTR, +
diferenca do mesmo tratamento na coluna lateral da MCPA, @ diferenga do
mesmo tratamento na coluna dorsomedial da MCPA, # diferenca do mesmo
tratamento na coluna ventrolateral da MCPA. MCPAdm: matéria cinzenta
periaquedutal dorsomedial; MCPAdI: matéria cinzenta periaquedutal
dorsolateral; MCPAI: matéria cinzenta periaquedutal lateral; MCPAvl: matéria
cinzenta periaquedutal ventrolateral.
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INF

INS

Figura 3 - Expresséao da proteina c-Fos (esquerda) e se¢des adjacentes corada
em Nissl (a direita) da matéria cinzenta periaquedutal rostral (-6,48 mm do
bregma) de ratos CTR, INF e INS. Abreviaturas: 3N - nucleo oculomotor,
MCPAdm - matéria cinzenta periaquedutal dorsomedial, MCPAdI - substancia
cinzenta periaquedutal, CTR - controle, INF - isolamento social ficticio, INS -
isolamento neonatal social
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Figura 4 - Numero de neurénio marcados para proteina c-Fos no PMd e AHN.
P < 0,02 * diferengas em relacdo ao CTR, + diferenca em relacdo ao INF,
(-) diferenca marginal em relacdo ao INF. CTR: controle, INF: isolamento
neonatal ficticio e INS: isolamento neonatal social, PMd: nucleo pré-mamilar

dorsal, HA: hipotalamo anterior.
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CTR

INF

Figura 5 - Expresséao da proteina c-Fos (esquerda) e se¢des adjacentes corada
em Nissl (a direita) do nucleo pré-mamilar dorsal (-3,96 mm do bregma) de
ratos CTR, INF e INS. Abreviaturas: PMd — nucleo pré-mamilar dorsal, PMv,
nacleo pré-mamilar ventral, f, fornix, 3V - terceiro ventriculo, CTR - controle,
INF - isolamento neonatal ficticio, INS - isolamento neonatal social
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Figura 6 - Expresséo da proteina c-Fos (esquerda) e se¢des adjacentes corada
em Nissl (a direita) do nucleo hipotalamico anterior (-1,56 mm do bregma) de
ratos CTR, INF e INS. Abreviaturas: HPa - hipotalamo paraventricular, HA -
nucleo hipotalédmico anterior, f, fornix, 3V - terceiro ventriculo, CTR - controle,
INF - isolamento social ficticio, INS - isolamento neonatal social
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DISCUSSAO

Semelhante ao observado por Blanchard e colaboradores (1989a,
2005), a exposicao dos ratos ao gato produziu respostas inatas de medo, tais
como imobilidade tensa (congelamento), esquiva e comportamentos de
avaliagcdo de risco. No nosso estudo também fizemos medidas adicionais do
tempo gasto pelo rato para reagir ao gato no primeiro confronto (laténcias de
fuga) e do numero de visitas a area proxima ao gato (frequéncia de
aproximacgodes). Comparados aos ratos CTR, os ratos INS apresentaram uma
reducdo significante da laténcia e do tempo de fuga (ou, vice-versa,
apresentaram hiperatividade e aumento na velocidade da fuga
respectivamente), indicando uma resposta mais vigorosa de medo ou panico.
Os ratos INS também apresentaram frequéncias aumentadas de exoftalmia,
fuga e avaliacdo de risco (estiramentos atentivos ou investigativos).
Diferentemente da exposigédo ao gato de brinquedo (dados ndo apresentados),
os ratos expostos ao gato real fugiram prontamente. Esta resposta era seguida
de aproximagbes e fugas sucessivas que podem ser interpretados como
avaliacdo de risco. A “confirmagdo” da ameaca resultava no afastamento
definitvo do rato para o extremo oposto ao gato, no qual permanecia
congelado até o fim do experimento.

Experimentos preliminares (n=2/grupo) mostraram que os ratos que n&o
foram expostos ao gato apresentaram ativagdes menos intensas nas areas
ativadas pela exposicdo ao predador (MCPAdI, PMd e HA) quando
comparados aos ratos INS, INF e CTR. A IRF foi também mais intensa nas
colunas dorsolateral e lateral que nas colunas lateral e ventrolateral da MCPA

em todos os grupos. Estes resultados sao similares aqueles de estudos
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anteriores de exposi¢cédo ao gato, porém, sem estresse de separagao (Canteras
et al., 1997; 1999; Comoli et al., 2003). Embora a exposigdo ao gato tenha
marcado as mesmas colunas em todos os grupos, a IRF da MCPAdI do grupo
INS foi mais intensa que aquela dos outros grupos. Como a MCPAdI é
especificamente marcada pela exposicdo aos predadores (Canteras et al.,
1999; Comoli et al., 2003), estes dados sugerem que o INS promoveu uma
sensibilizagao perene dos circuitos associados a predacgao.

A IRF do PMd e HA também foi maior nos ratos INS que no grupo CTR.
Estas areas fazem parte do circuito de defesa aos predadores descrito por
Canteras e colaboradores (Canteras et al., 1997, 2001, 2003; Canteras e Goto,
1999; Gross e Canteras, 2012). Em particular, estudos de imunoistoquimica
mostraram que o processamento hipotalamico de sinais da presenca do gato
ou do contexto de um confronto prévio com o gato compartiiham o mesmo
circuito, no qual o PMd desempenha um papel fundamental (Cezario e et al.,
2008). De fato, lesées no PMd produzem uma redugéo acentuada da resposta
de congelamento do rato ao gato e facilitam comportamentos de avaliagcéo de
risco que estdo associados a niveis menores de medo. Ratos com lesées no
PMd expostos ao gato também apresentam redugdes acentuadas da IRF da
MCPAdI e MCPAdm rostrais (B -6,48), que sédo alvos de densas projegbes do
PMd (Canteras et al., 1997; Blanchard et al., 2003; Cezario et al., 2008). Estes
dados sugerem que o aumento da IRF na MCPAdI dos ratos INS possa ser
secundario ao aumento da atividade do PMd.

Ratos expostos ao predador ou ao seu odor também apresentam
intensa ativacao da AMepv. Como esta area € mais ativada na exposicdo ao

odor do gato, ela tem sido associada ao processamento de pistas olfativas da
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presenga do predador. (Martinez et al., 2011; Dielenberg et al., 2001). Contudo,
nossos grupos nao diferiram quanto a IRF da AMepv a despeito da robusta
marcagao do PMd nos ratos INS. Este resultado € notavel, uma vez que o PMd
€ um importante caudatario da ultima estrutura (Gross e Canteras, 2012).
Tampouco foram observadas diferencas de marcacdo no SL, um alvo
preferencial das projegdes hipocampais. A auséncia de efeitos do INS na
AMepv e SL sugere que as ativagdes mais intensas do HA e PMd possam ter
sido devidas a facilitacdo perene de sistemas intrinsicos destes nucleos
durante o estresse de separacgdo na infancia.

Canteras e colaboradores (2001) propuseram que outras situagdes
ameagadoras, que ndo a exposi¢cao ao gato, tais como a exposi¢céo ao labirinto
em cruz elevado (LCE) e o manuseio dos ratos (estresse de captura), possam
induzir aumentos significantes da IRF no PMd, o qual seria ativado por
qualquer estressor psicologico que induza medo, como predadores, ambiente
aberto ou o proprio experimentador. Contudo, se houve algum efeito, lesdes
quimicas do PMd aumentaram a ansiedade no LCE (Blanchard et al., 2003).
Em contraste, elas causaram uma robusta reducéo das respostas de defesa ao
gato. Estes resultados sugerem que o PMd esteja especificamente relacionado
ao processamento de estimulos de predadores.

Por sua vez, a ASI tem sido associada ao comportamento ansioso em
adultos. Contudo, enquanto alguns autores relataram aumento da ansiedade
do LCE em ratos adultos que foram submetidos ao INS de 3 h diarias (Wigger e
Neumann, 1999; Park et al., 2005; Pascual e Zamora-Leon, 2007), outros ndo
observaram efeito algum (Savignac et al., 2011; Mclntosh et al., 1999). Os

ultimos estudos sdo consoantes com dados recentes de nosso laboratoério
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mostrando que o INS de 3 h diarias ao longo da amamentagdo, ndo produz
efeito algum no desempenho de ratos adultos expostos ao LCE (Quintino-dos-
Santos et al., 2014). Estes resultados foram corroborados por estudos
adicionais que aguardam publicagdo (Bernabée, 2013; Borges, 2015). Portanto,
a maioria das evidéncias sugere que o INS de 3 h diarias ndo altera o nivel de
ansiedade dos ratos adultos.

Em contraste, Rachel Klein (1995) mostrou num estudo de follow-up que
o aumento da frequéncia de AP na vida adulta foi o unico achado significante
em criangas com ASI| comprovada por grave recusa escolar. Por outro lado,
Preter e Klein (2008, 2014) sugeriram que a alta comorbidade de TP e ASI
deve-se a uma disfungcdo opioidérgica comum aos sistemas de alarme de
sufocamento e separagdo. De fato, os opidides causam tanto depresséao
respiratoria (Lawson et al., 1979; van der Schier et al., 2014), quanto reducéo
das respostas a ansiedade de separacao (Panksepp et al., 1980; Kalin et al,
1995). A associagéo entre estresse de separagéo e panico respiratorio também
€ apoiada por evidéncias que o INS de 3 h diarias entre PN2 e PN12 causa a
facilitacdo sexo-dependente das respostas respiratorias de ratos adultos a
hipéxia (macho) e hipercapnia (fémea) (Kinkead et al., 2005). Contudo, a maior
ameaca a um filhote isolado é a predagdo e ndo o sufocamento. Assim, do
ponto de vista evolutivo, a ASI estaria mais relacionada ao panico nao-
respiratorio, tal como sugerem os dados do presente estudo.

Embora os resultados do presente estudo sugiram que o estresse de
separacao da infancia sensibilize o sistema antipredatorio, ndo esta claro se a
exposi¢cao ao gato € um modelo de panico ou fobia. De fato, enquanto alguns

estudos clinicos relacionam o TP com fobia social e fobia simples (Vollebergh
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et al., 2001; Segui et al., 1999, 2001), outros estudos relacionam a fobia com
TAG (Goisman et al., 1998; Noyes et al., 1992; Noyes, 2001). N&o obstante,
Tannure e colaboradores (2008) apresentaram evidéncias pré-clinicas que
panico é distinto de fobia. Estes autores observaram que ratos com fobia ao
experimentador (resisténcia a captura) secundaria ao abrasamento (kindling)
da amigdala apresentavam respostas atenuadas de panico experimental a
estimulagdo életrica da MCPA. No conjunto, estes resultados sugerem que o
aumento das respostas defensivas e da IRF do circuito antipredacao
correspondem a um modelo de panico, e ndo de fobia.

De fato, enquanto o INS de 3 h diarias facilita a resposta de panico de
ratos adultos a estimulagdo elétrica da MCPA (Quintino-dos-Santos et al.,
2014), ele nao teve efeito algum no panico respiratério a injegdes endovenosas
de KCN (Schimitel, 2014). Além disso, a administracdo de uma dose baixa de
KCN (40 pg) que eliciou a resposta de fuga em todos os ratos testados, marcou
a MCPAI rostral e a MCPAvI caudal, mas ndo a MCPAdI (ver Estudo I). Sendo
assim, nossos dados sugerem que a ASI| esteja mais associada ao nao-
respiratorio.

Concluindo o presente estudo mostra que o INS promove a
sensibilizagdo perene da circuitaria relacionada a defesa de predadores e
sugere que a ASI predispde o individuo ao desenvolvimento de AP n&o-

respiratorio na vida adulta.
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