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RESUMO: Embora os ataques de panico sejam similares ao medo, eles nao
sdo acompanhados da ativagdo do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA). O
eixo HHA esta igualmente inativo no panico experimental a estimulacéo
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD). Como os
glicocorticoides tém fungBes proeminentes na consolidacdo da memoria, a
quiescéncia/inibicdo do eixo HHA pode proteger o individuo contra o
desenvolvimento de panico situacional e da agorafobia. Portanto, o presente
estudo examinou se a estimulacdo aversiva da MCPD suporta o
condicionamento ao contexto da sua aplicacdo e se as respostas
condicionadas sao facilitadas pelo estresse de restricgdo (10 min) ou pela
corticosterona (10 mg/kg, I.P.) aplicados 90 min ou imediatamente antes da
sessdo- teste. Para isto, os ratos foram submetidos a choques subcutaneos
ou estimulacbes da MCPD e expostos ao respectivo contexto 7 dias apds. Os
pareamentos foram repetidos por 5 dias consecutivos. Surpreendentemente,
enquanto os ratos submetidos ao choque apresentaram respostas robustas de
congelamento em todas re-exposicdes, 0s ratos submetidos a estimulacédo da
MCPD apresentaram um aumento expressivo da atividade (hiperatividade
condicionada) que foi progressivamente atenuado ao longo das 5 exposi¢oes.
Em contraste, ndo foram observados nem congelamento, nem hiperatividade
nas re- exposi¢cdes ao contexto da estimulacdo da MCPD em intervalos de 24
h. Notavelmente, enquanto a hiperatividade foi facilitada pelo estresse
contiguo a re- exposicao, ela foi abolida pelo estresse realizado 90 min antes.
A corticosterona teve efeitos similares ao estresse. Estes resultados sugerem
gue o estresse contingente ao ataque de panico favoreca o desenvolvimento

do panico situacional e, provavelmente, agorafobia.

Palavras chave: Agorafobia, Ataque de Panico, Corticosterona, Estresse, Matéria

Cinzenta Periaquedutal, Panico Situacional.



ABSTRACT: Although panic attacks are similar to fear, they are not
accompanied by activation of the hypothalamus-pituitary-adrenal axis (HPA).
The HPA axis remains likewise inactive in experimental panics to electrical
stimulations of dorsal periaqueductal gray matter (DPAG). Because
glucocorticoids have prominent roles in memory consolidation, the
quiescence/inhibition of the HHA axis may protect the individual against the
development of situational panic and agoraphobia. Therefore, the present study
examined whether the aversive stimulation of MCPD supports the acquisition of
conditioned responses to the context and whether these responses are
facilitated by restraint stress (10 min) or the corticosterone (10 mg / kg, IP)
applied 90 min or immediately before the test session. For this, the rats were
subjected to either a subcutaneous shock or a DPAG stimulation and exposed
to the respective context 7 days later. Pairings were then repeated for 5
consecutive days. Surprisingly, while shocked rats presented robust freezing
responses in all re-exposures, DPAG- estimulated rats showed an expressive
increase of activity (conditioned hyperactivity) that was progressively attenuated
over 5 exposures. In contrast, neither the freezing nor the hyperactivity was
observed during re-exposures to the context of stimulation carried out at 24 h
intervals. Remarkably, as well, while hyperactivity was facilitated by a stress
contiguous to the re-exposure, it was abolished by the stress performed 90 min
before. Corticosterone had effects similar to contingent stress. These results
suggest that stress contingent to panic attack favors the development of both
situational panic and agoraphobia.

Keywords: Agoraphobia, Panic Attack, Corticosterone, Stress, Periaqueductal

Gray Matter, Situational Panic.



1. PROCESSOS COGNITIVOS E NAO COGNITIVOS DO TRANSTORNO DO

PANICO

11. PANICO ESPONTANEO, PANICO SITUACIONAL E AGORAFOBIA

O medo e a ansiedade sdo emocgdes que cumprem papeéis
fundamentais na sobrevivéncia do individuo e da espécie. Segundo Darwin
(1872) o homem amedrontado “fica primeiro paralisado, sem respiracdo, ou
entdo se agacha, como para ndo ser visto ...0s musculos superficiais tremem
...0s olhos saltados fixam-se no objeto do terror...Em outros casos, produz-se
um subito e incontrolavel impulso de fugir”. Darwin (1872) também fez uma
descricdo pormenorizada das respostas viscerais e autonémicas, “O coracgéo
bate rapida e violentamente ... a pele fica instantaneamente palida ... e exsuda
... [mas] a superficie permanece fria, de onde a expresséo ‘suar frio’ ... Os
pelos sobre a pele se ericam, ... a respiracéo se acelera ... a boca fica seca ...
A medida que o medo evolui para o terror ... O coracgéo dispara, ou pode falhar
e provocar um desmaio; ha uma palidez de morte; a respiracdo é dificil ... a
garganta fecha e engolimos seco ... Os intestinos sédo afetados. Os musculos
do esfincter deixam de agir e ndo mais rettm os conteddos do corpo”.
Contudo, existem circunstancias em que estas respostas sao
desproporcionais & ameaca real ou ocorrem até mesmo na auséncia de
qualguer ameaca identifichvel. Nestas condi¢bes, diz-se que a ansiedade é
patolégica e prejudicial ao individuo.

Embora seja dificil tracar um limite preciso entre ansiedade normal e

patolégica, o medo e a ansiedade apresentam formas variadas em homens e
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animais. Em animais, o medo é geralmente associado as respostas ativas de
fuga a uma ameaca préxima ou iminente, enquanto a ansiedade é associada
as respostas de inibicdo comportamental, cautela (avaliacdo de risco) e
esquiva as ameacas distantes ou potenciais (Deakin e Graeff, 1991; Gray e
McNaughton, 2000). As respostas de defesa também dependem do contexto
da ameaca. Por exemplo, a apresentacdo de um gato (ameaca proximal) a um
rato elicia tanto a fuga para o abrigo mais proximo quanto a agressao
defensiva (‘raiva”) se o rato for encurralado, ou o “comportamento de
congelamento” (freezing behavior), que pode durar varias horas, nos ratos que
encontraram abrigo ou permaneceram em suas tocas (Blanchard e Blanchard,
1989). Embora possamos encontrar comportamentos analogos no ser humano
(Blanchard et al., 2001), a descri¢do clinica dos transtornos de ansiedade (TA)
confere mais énfase aos aspectos subjetivos (preocupacdo, sentir-se
inseguro, dificuldade de concentracdo, irritabilidade, etc.) e as respostas
viscerais e autondmicas (palpitacdes, sudorese, boca seca, dificuldade de
respirar, etc.) (APA, 2013).

Em todo caso, os TAs consistem no medo e ansiedade excessivos e
em comportamentos aberrantes associados a estratégias defensivas contra
ameacas reais ou imaginarias, presentes ou futuras. No caso das ameacas
reais, o medo e a ansiedade devem ser desproporcionais as ameacas e
persistir por mais de seis meses (APA, 2013). Em suma, a ansiedade é
considerada patoldgica quando causa prejuizos a qualidade de vida e conforto
do individuo, impedindo a realizacdo dos seus objetivos (Hales e Yudofsky,

1987).

Os alicerces da classificagdo dos TAs foram langados ha mais de um
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século por Sigmund Freud (1895). Mais notavelmente, Freud identificou dois
transtornos fundamentais: uma sindrome predominante, que ele denominou
“‘expectativa ansiosa”, e outra menos comum, denominada “ataques de
ansiedade”. Segundo Freud, enquanto a ansiedade da “expectativa ansiosa”
é flutuante e controla as ideias de forma antecipada aos acontecimentos,
gerando preocupacdo, pessimismo e distorcdo da realidade, nos “ataques de
ansiedade” a ansiedade irrompe abruptamente na consciéncia sem ter sido
associada a nenhuma ideia. Freud também observou que os ataques de
ansiedade eram frequentemente acompanhados de “agorafobia” (medo de
locais publicos) e que esta ndo era relacionada a nenhuma ideia ou contexto,
mas a presenca de vertigem durante o atague de ansiedade. Seus estudos
também conferiram importancia fundamental as “neuroses obsessivas”, pois
considerava que as obsessdes e compulsbes seriam pistas de traumas
excluidos da esfera consciente. Atualmente, estas sindromes correspondem ao
transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno do péanico (TP) e
transtorno obsessivo-compulsivo (TOC), respectivamente. A classificacdo atual
também inclui as fobias especificas, fobia social, agorafobia, transtorno do
estresse pos-traumatico (TEPT) e transtorno agudo de estresse, dentre as mais
importantes (APA, 2013).

Dentre as manifestacdes clinicas da ansiedade, os ataques de panico
(AP) séo o elemento central do TP. Os AP sao crises recorrentes e
inesperadas de medo e desconforto intensos que alcancam intensidade
maxima em aproximadamente 10 minutos e duram entre 1 a 4 h em 50% dos
pacientes (Angst e Wicki, 1993). O diagnostico do TP requer que os AP sejam

seguidos por pelo menos um més de sequelas comportamentais, incluindo o

17



18

receio de ter novos ataques ou preocupacdes sobre possiveis implicacdes
destes ataques (por ex., perder o controle, ter uma parada cardiaca,
enlouquecer). Embora os AP possam ser deflagrados por contextos similares
aos dos ataques anteriores (panico situacional), o diagnéstico de TP exclui
os AP que somente ocorrem durante a exposicado a estimulos especificos
(por ex., fobia social, fobia especifica, TOC, TEPT, etc) (APA, 2000, 2013).
Embora a prevaléncia do TP seja de 2% a 3% (APA, 2013), ele € 2
vezes mais frequente em mulheres e pode ocorrer em até 10% dos jovens
adultos (4,8% em homens e 14,9% em mulheres) (Angst e Wicki, 1993; Briggs
et al., 1993; Stirton and Brandon, 1988). Nao obstante, O TP é a emergéncia
mais frequente em clinicas de ansiedade (Bandelow e Michaelis, 2015) (Fig.1).

Transtorno do panico/

Agorafobia 240

TEPT/Transtorno

agudo de estresse 13

Transtorno obsessivo-

: 57
compulsivo

Fobia social 48

Transtorno de ansiedade

35
generalizada

Transtorno misto de
depressao e ansiedade

Figura 1. Frequéncia semestral de atendimento de pacientes com transtornos de
ansiedade na Universidade de Goettingen (de Bandelow & Michaelis, 2015).



Pacientes com TP também se queixam de “ansiedade antecipatoria”,
isto €, do medo de falta de amparo na eventualidade de um AP, uma condicéo
gue pode agravar-se em “agorafobia” incapacitante. Nao surpreendentemente,
a agorafobia tem prevaléncia de 2,6% na populacdo, de 7,4% nos pacientes
com TP simples e, notavelmente, de 28,6% no TP complicado por depressao
maior (DM) (Angst e Wicki, 1993). A prevaléncia de agorafobia em pacientes
com diagnostico simples de DM (2,8%) €, no entanto, similar a da populacao.
Estes dados sugerem que a ocorréncia de AP seja um elemento fundamental
para o desenvolvimento da agorafobia. Nao surpreendentemente, os critérios
de diagnéstico de agorafobia sdo fortemente baseados no registro de APs
antecedentes e/ou no receio de novos APs (ansiedade antecipatéria) (APA,
2000). A agorafobia tem um custo social elevado. A cada ano, 1,7% dos
adolescentes e jovens adultos sdo diagnosticados como agorafébicos e mais
de um terco dos individuos afetados vive restrito a sua casa, interrompendo
estudo se atividades profissionais.

Embora o DSM-V descreva a agorafobia como o medo ou ansiedade
intensos a exposicdo real ou potencial a locais abertos e/ou fechados, a
transportes publicos, a filas ou multidées, ou aos locais ermos e desolados
(APA, 2013), a “agorafobia” também pode ser independente do contexto,
desenvolvendo-se apds um unico AP. Isto pode ser devido ao fato de que “o
medo da falta de amparo durante o AP” acompanha o paciente aonde quer que
este va. Como consequéncia, 0 paciente opta por uma vida enclausurada em
sua residéncia, ou na residéncia de algum parente, onde se sinta seguro.
Contudo, é importante notar que apenas 14,3% dos pacientes apresentam

agorafobia (Angst e Wicki, 1993) e que muitos agorafobicos ndo tem problema
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algum em sair de casa desde que acompanhados por alguém de confianca.
Portanto, ndo podemos equiparar a agorafobia do TP a “fobia de locais
publicos” simplesmente. A agorafobia também é muito mais frequente no
panico complicado por depressdo. Em particular, Angst e Wicki (1993)
observaram que enquanto a frequéncia de agorafobia seja de apenas 2,6% e
2,8% em controles e pacientes depressivos, ela atinge 7,4% e 28,6% nos
pacientes com panico simples e panico complicado por depressao,
respectivamente. Os AP também parecem ser independentes da ansiedade
antecipatéria uma vez que a Ultima pode subsistir a remissdo completa dos
AP em pacientes tratados com imipramina (Klein, 1964).

Tabela 1. Porcentagem dos sintomas (tEPM) de ataques de pénico descritos pelos
pacientes como panicos espontdneos ou situacionais. Os sintomas originais foram
reclassificados segundo ordem decrescente dos ataques espontaneos. n, nimero de
pacientes (modificado de Krystal et al., 1991).

. Ataques Ataques Ataque
Sintomas do R : S )
Panico (DSM-III-R) Espon_taneo SltuaEIOHaIS S T_O'[aIS

s (n=46) (n=47) (n=57)
Vertigem, desmaio 61,9 £ 5,7 64,7 £ 5,4 63,0+45
Palpitacéo 58,2 £ 6,1 58,7 £ 6,3 60,5+5,4
Tremores, vibracdes 46,9 + 6,0 41,7 £ 54 44,1 + 4.8
Falta de ar (shortness of breath) 45,7 =+ 6,2 452 + 57 445 + 4.8
Medo de perder controle e/ou razdo 44,7 + 5,8 545 £ 5,6 48,5+ 4,9
Sensacéo de irrealidade 40,7 £ 5,9 315 +£5,6 31,6 +4,7
Sudorese 37,2+ 5,8 452 + 6,0 416 +5,0
Aperto no peito (chest tighness) 32,0 £ 5,8 39,8 £ 6,0 38,2+48
Ondas de calor ou frio 28,6 + 5,0 34,2 +5,6 31,5+4,4
Medo de morrer 24,4 + 55 145 £ 4,0 197+4,1
Nausea 20,5+ 45 17,7 £ 4,0 20,2+ 35
Sensacéo de sufocamento 19,8 £ 5,1 195 £+ 5,1 16,8 + 4,0
Dorméncia ou formigamento 185+ 4,3 204 £ 41 19,2 £ 3,3

No mesmo sentido, os AP séo resistentes a terapias cognitivas e/ou de

relaxamento que produziram atenuacdes

significativas da ansiedade

antecipatoria (Adler et al., 1989). Adicionalmente, Adler e colaboradores (1989)



observaram que a ansiedade antecipatéria correlaciona-se de forma apenas
fraca ou moderada com a agorafobia e a gravidade da condi¢cdo clinica,
respectivamente. A dissociacao tanto farmacologica quanto comportamental de
panico e ansiedade antecipatéria sugere que estas condicfes sejam mediadas

por processos relativamente independentes.

N&o obstante, os AP também sdo desencadeados por contextos ou
estimulos associados aqueles dos ataques anteriores. Em realidade, Krystal e
colaboradores (1991) encontraram prevaléncias similares para ataques
espontaneos (82%) e situacionais (81%) (Tabela 1). A prevaléncia total de
163% indica que 63% dos pacientes apresentaram ambos 0s tipos de ataques.
Nestes pacientes, 0os ataques espontaneos foram similares aos ataques
situacionais quanto a gravidade (5,4 + 1,7 vs 5,8 + 1,5), duracéo (39,9 + 34,6 vs
50,5 £ 41,9 min), frequéncia semanal (2,2 + 1,5 vs 2,6 £ 2,9) e nimero de

sintomas (5,0 + 2,3vs 4,8 + 2,1) (Tabela 1).

Embora frequéncia dos sintomas também tenha sido similar em ambos
os tipos de ataque, o “medo de morrer” foi marginalmente mais frequente nos
ataques espontaneos. Os ataques espontaneos também foram similares aos
AP noturnos (8% dos AP) tanto em relacdo ao nimero de sintomas quanto a
duracdo e gravidade. A existéncia de “ataques situacionais” sugere o
desenvolvimento de “panico condicionado” ao contexto e/ou estimulos
associados aos atagues anteriores. Por outro lado, como a agorafobia
correlacionou-se apenas fracamente com a ansiedade antecipatéria (Adler et
al., 1989), o seu desenvolvimento poderia ser devido a combinacdo dos
processos endogenos implicados na ansiedade antecipatéria com 0s processos

de condicionamento do panico aos contextos e/ou estimulos externos. Em
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particular, agorafébicos graves (extensive avoiders) apresentam histérico mais
prolongado tanto de ansiedade antecipatdria quanto de péanico (Adler et al.,
1989). Os ultimos autores também mostraram que a agorafobia apresenta
laténcia bastante prolongada (117+107 meses em agorafobicos graves),
sugerindo que o seu desenvolvimento seja um processo secundario devido a
generalizacdo do panico situacional a multiplos contextos. Ficamos, portanto,
com duas hipoteses: 1) a agorafobia desenvolve-se rapidamente porque o
“‘medo de desamparo na eventualidade do panico” acompanha o paciente onde
quer que ele va, 2) a agorafobia desenvolve-se lentamente mediante
generalizacdo do panico situacional. A enorme variabilidade da laténcia da
agorafobia sugere a existéncia de ambos 0s mecanismos. Estudos
epidemioldgicos de ampla escala sugerem, por outro lado, que existem 2 tipos
de TP - "respiratorio” ou "nao respiratorio” - dependendo da proeminéncia dos
sintomas respiratorios (Briggs et al., 1993; Roberson-Nay e Kendler, 2011;
Roberson-Nay et al., 2012). Em particular, enquanto o panico respiratorio
caracteriza-se por dispneia, falta de ar, sensacdo de sufocamento e
hiperventilacéo, o panico ndo-respiratorio apresenta sintomas similares aqueles
do medo, incluindo palpitacdes, tremores e transpiracdo. O panico respiratério
também é precipitado pela administracdo dos metabdlitos finais da respiracao,
diéxido de carbono (CO,) e lactato de sédio (Adicionalmente, existem
evidéncias (Briggs et al.,, 1993) que os pacientes com panico respiratorio
apresentam mais ataques espontaneos e respondam melhor a imipramina,
engquanto 0s pacientes com panico nao-respiratorio apresentem mais ataques

situacionais e respondam melhor ao alprazolam.

Consequentemente, as principais teorias neurobiologicas sugerem que
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0os AP sejam alarmes falsos tanto a asfixia (Klein, 1993; Preter e Klein, 2014)
guanto a uma ameaca iminente (Deakin e Graeff, 1991). Embora estas teorias
nao excluam a influéncia de processos cognitivos (corticais), elas sugerem que
os AP sejam primariamente devidos a ativagdo errbnea dos “alarmes
biolégicos” a asfixia ou ameacas proximas. Contudo, enquanto a teoria
Deakin/Graeff (Deakin e Graeff, 1991; Graeff et al., 1996; Canteras e Graeff,
2014) iguala o panico a uma resposta intensa de medo, a teoria do alarme falso
de sufocamento (Klein, 1993; Preter e Klein, 2008, 2014) afirma que o panico
clinico é similar ao medo da asfixia, diferindo do primeiro em varios aspectos. A
altima hipotese é fortemente apoiada pela auséncia notavel de respostas

neuroenddcrinas nos AP (Klein, 1993; Preter e Klein, 2008, 2014),

A teoria cognitiva € a principal competidora destas teorias. Segundo a
teoria cognitiva os AP seriam devidos a “catastrofizacéo” de sintomas corporais
frequentes em qualquer tipo de ansiedade (Clark, 1986; Ehlers e Breuer, 1992,
1996; Ehlers et al., 1986, 1988, 2000; Gelder et al., 1993; Clark et al.,1997). Ao
invés de “disparos falsos” (mistriggering) de alarmes bioldgicos ao sufocamento
ou a uma ameaca iminente (Deakin e Graeff, 1991; Klein, 1993), as teorias
cognitivas sugerem que os AP sejam uma ‘interpretacdo falsa”
(misinterpretation) de sintomas comuns a ansiedade. Mais notavelmente,
pacientes de TP tenderiam a interpretar as palpitacdes, dispneia e sensacdes
de falta de ar como sinais da iminéncia de um ataque cardiaco. Estas teorias
sugerem que 0 processo de “catastrofizagdo do sintoma” seja devido a
retroalimentacao positiva de processos (corticais) de percepc¢ao e avaliacao do
sintoma, resultando na piora do proprio sintoma. Estas teorias também tém sido

evocadas como o fundamento das terapias cognitivas e comportamentais do
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TP (Gelder et al., 1993; Margraf et al., 1993).

N&o obstante, Beitman e colaboradores (Beitman et al., 1987; Fleet et
al., 2000, 2003) observaram que existem AP sem medo. Num estudo de
prevaléncia de panico na emergéncia cardiolégica, 41% de 104 pacientes com
pseudoangina ou angina atipica foram diagnosticados como portadores do TP
(Beitman et al., 1987). No mesmo sentido, 32% de 38 pacientes de panico com
dor toracica ndo experimentaram nem medo intenso, nem medo de morrer,
nem medo de perder o controle ou de enlouquecer, nos AP mais recentes e de
maior gravidade (Beitman et al., 1987). Por fim, Fleet e colaboradores (2000)
compararam 333 pacientes cardiacos com 60 pacientes cardiacos com TP e
com 48 pacientes cardiacos com TP sem medo. Notavelmente, os pacientes
com TP comum apresentaram frequéncias maiores de TAG e agorafobia
comparados aos pacientes de TP sem medo. Estes estudos sugerem que 0s
AP podem ocorrer na auséncia de sensacdes subjetivas de medo e de
interpretagfes catastroficas dos sintomas cardiacos.Em vista destes dados, o
presente estudo investigara as condi¢cdes necessarias para o desenvolvimento

do panico situacional.

2. BASES NEURAIS DO MEDO CONDICIONADO A ESTIMULOS E
CONTEXTOS AVERSIVOS

Ao contrario do medo generalizado da agorafobia, o panico situacional
assemelha-se ao medo condicionado. Portanto, € da maior importancia
demonstrar se o panico experimental € susceptivel de condicionamento aos
estimulos e contextos associados a panicos anteriores. Como 0s sintomas do
panico situacional sdo praticamente idénticos aos do péanico espontaneo
(Krystal et al., 1991), € igualmente importante verificar se as respostas do
panico condicionado sao similares (fuga) ou distintas (congelamento) do panico
incondicionado e se 0s mecanismos neurais do panico condicionado sé&o

similares aqueles do medo condicionado.
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Décadas de pesquisa identificaram as areas cerebrais que estdo
envolvidas no medo, extincdo do medo, ansiedade e comportamentos
defensivos relacionados. Estudos abundantes mostram que enquanto a
amigdala e o hipocampo séo cruciais na aquisi¢cao, consolidacéo, expressao e
extingdo do medo condicionado (Bannerman et al., 2004; Ciocchi et al., 2010;
Davis, 1992; Haubensak et al., 2010; Kheirbek et al., 2013; LeDoux, 2012;
LeDoux, et al., 1990; Maren e Fanselow, 1996; Maren, 2014; Maren e Hobin,
2007), a matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) é fundamental na execucao
das respostas de medo tanto incondicionadas (Bittencourt et al., 2004;
Blanchard et al., 1981; De Molina e Hunsperger, 1962; Schenberg et al., 2005;
Sudré et al., 1993; Tovote et al.,, 2016) quanto condicionadas (De Oca et al.
1998; Iwata et al., 1986; LeDoux, et al., 1990; Vianna et al., 2001a,b). Estes
estudos basearam-se nas relacbes temporais entre as intervencoes
experimentais (estimulos, lesdes, drogas, etc) e o processo do
condicionamento. Por exemplo, enquanto as intervencdes realizadas antes do
treinamento interfferem com a aquisicdo da memoria/resposta condicionada,
intervencgdes realizadas imediatamente apds o treinamento interferem com a
consolidacdo da memoria. Por sua vez, intervencoes realizadas imediatamente
antes ou apos as sessfes de teste interferem na expressao ou extingdo da
resposta, respectivamente. Note que embora o bloqueio da aquisicdo e/ou
consolidacdo da memoria resulte bloqueie a expressdo da resposta
condicionada, a expressdo da resposta condicionada (congelamento, fuga)

pode, no entanto, ser bloqueada a despeito de um condicionamento efetivo.

Em todo caso, evidéncias abundantes apoiam a participacdo da

amigdala na aquisicdo do medo a um estimulo condicionado (CS) previamente
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associado a um choque. Por exemplo, lesbes da amigdala anteriores ao
treinamento bloquearam a aquisicdo da respostas de medo tanto passiva
(congelamento, supressdo do comportamento de beber) quanto ativa
(potenciacdo do susto a um ruido) a um CS (som, luz) (LeDoux 2000, 2012,
Maren e Fanselow, 1996; Davis et al., 2003). Estudos adicionais mostraram
gue enquanto as respostas de hipertensdo e congelamento sdo processadas
pelas projecBes da amigdala ao hipotalamo e MCPA, respectivamente (Iwata et
al., 1986; LeDoux et al., 1984, 1988, 1990), a potenciacao do susto pelo medo
seria processada por projecdes da amigdala aos neurdnios do nucleo reticular
caudal da ponte que controlam o salto a um ruido intenso (Davis, 1992). Mais
notavelmente, LeDoux e colaboradores (1986a,b) mostraram que embora
condicionamento do medo a um CS sonoro dependa das projecfes do
talamo auditivo (geniculado medial) a amigdala, o condicionamento ocorre
independentemente da integridade do cortex auditivo, sugerindo, portanto, que
0 medo possa ser processado de forma subconsciente. Contudo, estudos com
lesbes seletivas dos nucleos da amigdala mostraram que estes nucleos
desempenham papéis diferenciados na aquisicdo do medo condicionado. Em
particular, enquanto as lesdes (pré-treino) da amigdala lateral (AL) e central
(ACe) bloquearam a aquisicdo do medo condicionado, lesbes da amigdala
medial (AMe), basolateral (ABL) e acessoria (AA) foram ineficazes (Nader et
al., 2001). Adicionalmente, enquanto a lesdo da AL bloqueou tanto o
congelamento quanto a fuga a um som previamente pareado a um choque,
lesbes independentes da ACe e ABL bloguearam apenas um ou outro
comportamento, respectivamente (Amorapanth et al., 2000). Nos ultimos

experimentos, € importante notar que os autores utilizaram o mesmo estimulo
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sonoro como estimulo condicionado aversivo (CS) para eliciacdo da resposta
de congelamento, ou como refor¢cador negativo (R’ da resposta de esquiva
numa caixa de vaivém (shuttle-box). Estes resultados apoiam a participacéo de
ndcleos diferenciados da amigdala na aquisicdo das respostas de medo de
paradigmas tanto respondentes quanto instrumentais de forma similar, os
ndcleos da amigdala também exercem papéis diferenciados na expressao das
respostas de medo. Embora Jimenez e Maren (2009) mostraram que as
projecbes da ABL a ACe sdo essenciais na expressdo da resposta de
congelamento, Amorapanth e colaboradores (2000) mostraram que enquanto
as lesbes poés-treino da ACe somente afetaram a resposta (passiva) de
congelamento a um som, lesGes pos-treino da ABL afetaram apenas a resposta
(ativa) de fuga ao mesmo som, presumivelmente, mediante as projecfes da
ABL ao estriado. Adicionalmente, enquanto as lesdes pos-treino da MCPA
bloquearam a resposta de congelamento ao CS (som), elas néo tiveram efeito
algum na supressdao do comportamento alimentar pela apresentacdo do
mesmo CS (Amorapanth et al., 1999). Estes resultados sugerem que a MCPA
nao esteja implicada na supressdo comportamental do conflito experimental,

um paradigma classico de ansiedade.

Por fim, estudos recentes de optogenética mostraram que enquanto a
subdivisdo lateral do nucleo central da amigdala (ACel) seja necessaria
para a aquisicdo do medo condicionado, a subdivisdo medial (ACeM) controla
a expressao da resposta de congelamento mediante neurénios de projegcéo a
MCPA (Ciocchi et al., 2010). Estes estudos sugerem que a plasticidade
especifica de neurdnios fasicos e tonicos da ACelL para ACeM pode controlar a

expressao e generalizacdo do medo. Além dos estimulos salientes (foreground
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stimuli), os contextos (background stimuli) sdo essenciais para lembrar o
passado, interpretar o presente e antecipar o futuro. Estudos sobre aquisicédo
e extincdo do medo Pavloviano sugerem que 0S processos de
aprendizagem e memoria relacionados a contextos especificos envolvam o
hipocampo, a amigdala e o cortex pré-frontal medial (Moscarello e Maren,
2018). Disfuncdes desta rede podem estar envolvidas em varias
psicopatologias, incluindo crises de estresse pos-traumatico, fobias especificas
(acrofobia, agorafobia, claustrofobia) e panico situacional. A participacdo do
hipocampo na aquisicdo do medo contextual é apoiada pela demonstracdo de
que as lesdes do hipocampo dorsal atenuam a resposta de congelamento ao
contexto sem interferir no congelamento a um CS que foi associado ao choque
(Kim e Fanselow, 1992; Philips e LeDoux, 1992; Maren et al., 1998). As lesdes
do hipocampo também prejudicam a aquisicdo do medo ao contexto num
treinamento nao-sinalizado (Kim et al., 1993; Maren e Fanselow, 1997). Nao
obstante, McNish et al. (1997) mostraram que enquanto as lesdes do
hipocampo dorsal atenuam aresposta (passiva) de congelamento ao contexto,
elas ndo tiveram efeito algum sobre a resposta (ativa) de potenciacédo do susto
pelo contexto aversivo. McNish et al. (1997) sugeriram que ao invés de um
déficit de aprendizado, a atenuacéo da resposta de congelamento seria devida
a "competicdo” da resposta de congelamento com a hiperatividade devida as
lesbes do sistema septo-hipocampal (Gray e McNaughton, 2000). Embora
McNish e colaboradores (1997) ndo tenham quantificado a atividade geral dos
ratos hipocampais, eles mostraram que as lesdes da amigdala atenuam tanto a
resposta de congelamento quanto a potenciacdo do susto nos ratos expostos

ao contexto aversivo. De fato, estudos subseqientes mostraram que o medo
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ao contexto aversivo € atenuado por lesdes da amigdala realizadas tanto 1 dia
quanto 7 dias apos treinamentos leves ou intensivos (1 ou 25 pareamentos

contexto-choque, respectivamente) (Maren, 1998).

A apresentacdo de comportamentos defensivos adequados em face da
ameaca € essencial para a sobrevivéncia. Embora varios destes
comportamentos sejam solidamente impressos (hard-wired), eles sdo passiveis
de modulagdo, potenciacdo ou extingdo. Por exemplo, enquanto o
congelamento a um CS possa ser suprimido por extingdo, a restauracao das
respostas extintas € altamente dependente do contexto, permitindo o
desenvolvimento de respostas adequadas aos contextos de ameacgas
especificas. De fato, tanto animais quanto humanos evitam consequéncias
nocivas se tiverem a oportunidade. Por exemplo, durante a aprendizagem da
resposta instrumental de fuga, o congelamento deve ser suprimido para que o
estimulo nocivo seja evitado. Dentre 0s mecanismos intrinsecos da amigdala, a
inibicdo da resposta de congelamento pode ser efetuada por células da ACelL
gue inibem os neurbnios de projecdo da ACeM a MCPA (Haubensack et al.,
2010). Estas células estariam sob controle de influéncias extrinsecas do
hipocampo e cortex pré-frontal (Moscarello e Maren, 2018). Especificamente, o
hipocampo e o cortex pré-frontal medial seriam responsaveis pelo controle das
respostas de congelamento e fuga mediadas pela excitacdo da amigdala (CS)
e desinibicdo do nicleo accumbens (R"), respectivamente.

Como a incapacidade de regular o medo e o comportamento defensivo é
um componente central de varios transtornos de ansiedade, 0S circuitos
cerebrais que promovem respostas flexiveis a ameaca sdo de grande

significado clinico. Anormalidades destes circuitos podem desempenhar um
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papel fundamental no panico associado a varias condicfes psiquiatricas e, em

particular, no panico situacional.

21.  Func®es cognitivas do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal

As emoc0des sao devidas a mudancas tanto internas quanto externas ao
individuo. Na esteira da teoria cognitiva, Gross (2001) propds que as emoc¢des
se desenvolvem segundo um processo “circular’ que tem inicio numa alteragéo
da situacao do individuo, e prossegue pela avaliacdo cognitiva (processos de
atencdo e memoria) e respostas (processos motivacionais) de aproximacao ou
aversao a nova situacdo. Contudo, a “raiva” compreende uma diversidade de
respostas desencadeadas por conflitos ou ameacas, incluindo alteragbes
somaticas perceptiveis como “dificuldade de respirar®’, “boca seca”, “tremor” e
“‘maos suadas”. Consequentemente, a raiva ndo é independente das respostas
corporais associadas.

Dentre as respostas enddcrinas as situacfes aversivas, destaca-se a
ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). O eixo HHA controla a
secrecédo do cortisol, em humanos, e da corticosterona (CORT) em roedores e
outras espécies (de Kloet et al., 1998). A secrecdo dos corticosteroides é
controlada pelo nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) por meio da
secrecdo do hormoénio liberador da corticotrofina (CRH) no sistema porta-
hipofisario. Na hipdfise, o CRH liga-se a receptores especificos dos
corticotrofos, promovendo a secre¢cdo do hormoénio adrenocorticotrofico
(ACTH), o qual estimula a secrecdo dos CORT pelo cortex adrenal (de Kloet et
al., 1998). Os CORT também apresentam enormes variacdes circadianas, com

picos nos periodos de maior atividade tanto das espécies diurnas (humanos)



guanto noturnas (roedores) (Spiga et al., 2014). Embora o eixo HHA tenha
funcdes amplas na fisiologia normal do organismo, incluindo tanto a regulacéo
do metabolismo de carboidratos, gordura e proteinas (Dallman et al., 1993,
2007) quanto a funcdo imunolégica (Busillo e Cidlowski, 2013), um dos
aspectos mais investigados do eixo HHA é a sua ativacdo em virtualmente
todas as situagOes aversivas (Graeff et al., 2005; Herman et al., 2016; Selye,
1936). O eixo HHA é controlado por alcas de retroalimentacdo longa e curta
gue inibem a secrecdo de CRH e ACTH, no PVN e na hipdfise anterior,
respectivamente. Os CORT aumentam bruscamente ap0s 0 estresse e
penetram no cérebro com facilidade, ligando-se aos receptores citosolicos de
alta afinidade do tipo mineralocorticoide (MR) (também chamados de
receptores de CORT, ou CR), que estdo localizados principalmente no
hipocampo e septo lateral, e a receptores glicocorticoides (GR) de afinidade 10
vezes menor, que apresentam distribuicdo um pouco mais ampla que a dos MR
(de Kloet et al., 1998). Quando ativado, o GR dissocia-se da chaperona HSP e
migra para o nucleo, onde se liga aos elementos de resposta hormonal (HRES)
no ADN ou interage com outros fatores de transcricdo, alterando a expressao
génica por diversos mecanismos (Guiochon-Mantel et al., 1996, apud Pariante
e Miller, 2001).

No cérebro, o PVN é fortemente inibido por aferéncias do hipocampo e
cortex pré-frontal (Radley et al., 2009; Radley e Sawchenko, 2011, 2015).
Acredita-se, portanto, que enquanto a regulacdo do eixo HHA no repouso
ocorre pela sub- regulacdo de MR que estdo totalmente ocupados na maioria
das condi¢cbes (ocupancia > 90% na manha, noite ou estresse), a regulacao do

eixo HHA no estresse seria devida a ocupacgéao dos GR, que estéo virtualmente
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desocupados na manha (ocupancia de 10%) e moderadamente ocupados na
noite e no estresse (ocupancias de 67% e 74%, respectivamente) (Reul e de
Kloet, 1985; de Kloet et al., 1998). Foi proposto que o desequilibrio das funcdes
complementares dos MR e GR resultaria em transtornos emocionais, incluindo
0 estresse pos-traumético (Rimmele et al., 2010; Zhou et al., 2010).
Notavelmente, enquanto o eixo HPA é quiescente nas duas primeiras
semanas de vida, ele torna-se responsivo ap6s um unico episodio de privacéo
materna de 24 h no 3° ou 10° dia pds-natal (PN) (Levine et al., 1991; ,b, 1995;
Ladd et al., 2000; Liu et al, 1997). Embora o eixo HHA possa ser
permanentemente alterado por situacfes estressantes em periodos criticos da
infancia, Daskalakis e colaboradores (2011) mostraram que a resposta do eixo
HPA dos filhotes sofre rapida habituacédo apos separacdes maternas diarias se
os filhotes permanecem em suas gaiolas. Também existem evidéncias que o
CRH e os CORT desempenhem um papel essencial na atencéo e aquisi¢ao
das respostas comportamentais ao estresse. Por exemplo, Reul e de Kloet
(1985) mostraram que enquanto a ativacdo dos MR aumenta a flexibilidade
comportamental e a sensibilidade do animal ao estresse, a ativagdo dos GR
facilita a consolidacdo de memarias traumaticas (Oitz e De Kloet, 1992; Souza
et al., 2014). Nao surpreendentemente, estes receptores estdo localizados em
areas do cérebro envolvidas na regulacdo emocional, aprendizagem e memoria
(Joels et al., 2006; Brinks et al., 2009.; de Kloet et al., 1988; de Kloet, 2014).
Em particular, o hipocampo é extremamente vulneravel tanto ao estresse
(isquemia, estimulacdo repetitiva, etc) e administracdo cronica de
glicocorticoides exdgenos (Watanabe et al., 1992) quanto a hipercortisolemia

da sindrome de Cushing, na qual sdo observadas lesdes devidas a retracdo de
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processos dendriticos, inibicdo da neurogénese, neurotoxicidade e atrofia
(Sapolsky, 2001). O CRH e seus receptores também sdo encontrados em
regides cerebrais associadas as respostas de atencdo, memoaria e ansiedade

(Sherman e Kalin, 1988).

A importancia fundamental dos CORT para a consolidacdo da memoéria
aversiva foi demonstrada para resposta de imobilidade no teste de natacéo
forcada (TNF) (Veldhuis et al., 1985; de Kloet et al., 1988; de Kloet e Molendijk,
2016). Em patrticular, estes autores apresentaram evidéncias de que a ativacéo
dos MR do hipocampo reduz o efluxo dopaminérgico ao nucleo acumbens e
cortex prefrontal, promovendo a transicdo das respostas ativas (nhadar,
mergulhar, galgar as paredes) para a resposta passiva (boiar). Por sua vez, a
retencdo da imobilidade seria devida a ativacdo dos GR do giro denteado do
hipocampo (de Kloet et al., 1988). Em patrticular, as microinje¢cdes hipocampais
do antiglicocorticoide mifepristona ap6s a sessao-treino (TNF-1) bloqueiam a
expressao da resposta de imobilidade na sessédo-teste (TNF-2) do dia seguinte.
Adicionalmente, embora o comportamento de boiar dos ratos
adrenalectomizados seja normal em TNF-1, ele é dramaticamente reduzido em
TNF-2 (Veldhuis et al., 1985). O comportamento de boiar é, no entanto,
restaurado de forma dose-dependente em ratos adrenalectomizados tratados
com CORT 15 min apés TNF-1. Tal como ocorre nos pacientes com DM,
pacientes com TP apresentam hiperatividade basal do eixo HHA. Esta
hiperatividade € demonstrada pela resposta aumentada de CORT a
administragdo de CRH em individuos pré-tratados com uma dose baixa de
dexametasona (teste DEX/CRH) (Schreiber et al., 1996) (Fig.2).

Notavelmente, no entanto, o eixo HHA néo € ativado nem nos ataques
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espontaneos ou situacionais de humanos (Cameron et al., 1987; Woods et al.,
1988), nem nos ataques experimentais de humanos (Hollander et al., 1989;
Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1985; Sinha et al., 1999) e animais (Klein et
al., 2010; de Souza Armini et al., 2015; Schenberg et al., 2008). Como a
ativacdo do eixo HHA é esperada em situacdes de perigo que possam envolver
gastos energéticos, a auséncia de respostas neuroendocrinas nos AP é um dos

fatos mais intrigantes da psiquiatria.
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Figura 2. Resposta do cortisol ao teste CRH/dexametasona em controles sadios,
pacientes de panico simples e pacientes com depressdo maior. Os grupos foram
administrados com 1 mg de dexametasona no dia anterior a administracdo do fator
liberador da corticotrofina (CRH) (modificado de Schreiber et al., 1996).

Dentre varias explicacbes, Klein (1993) sugeriu que o aumento da
secrecdo dos CORT causaria aumentos do consumo de oxigénio que seriam
contraproducentes numa situacdo de sufocamento. Contudo, Raff e
colaboradores (1986, 1988) mostraram que o eixo HHA é ativado na hipoxia,
na hipercapnia e, principalmente, na hipoxia-hipercapnica que é a condicdo

mais proxima a asfixia. A auséncia de respostas neuroendocrinas seria,



portanto, uma caracteristica do panico clinico e ndo do sufocamento.

Também foi sugerido que a auséncia das respostas neuroendocrinas
deve-se aos processos adaptativos a hiperatividade do eixo HHA (Woods et al.,
1987). Nao obstante, Petrowski e colaboradores (2010, 2013) mostraram que
pacientes que sofreram apenas 1 ou 2 ataques e que apresentavam resposta
normal de CORT ao despertar, apresentavam respostas neuroendodcrinas
reduzidas no teste de estresse social. Estes dados sugerem que o eixo HHA
dos pacientes de panico somente esteja hiporresponsivo nas situacdes de
estresse agudo. H4, no entanto, uma terceira uma hipotese. Como os CORT
estdo envolvidos tanto na aquisicdo das respostas de manejo do estresse
(stress coping) quanto na consolidacdo da memaria aversiva (Veldhuis et al.,
1985; de Kloet et al., 1988; de Kloet e Molendijk, 2016), a inibicdo do eixo HHA
durante os AP poderia ser um mecanismo de protecdo do paciente contra o
desenvolvimento de péanico situacional, agorafobia ou estresse pés-traumatico,
impedindo a consolidacdo da memoaria traumatica. Durante os AP, a inibicdo do
eixo HHA poderia ser mediada por projecdes colecistocinérgicas da MCPA ao
PVT, e deste ao PVN (Bhatnhagar et al., 2000). Portanto, o presente estudo
também investigara o efeito do aumento dos niveis de CORT no

desenvolvimento de panico situacional em ratos.

2.2 Papel da matéria cinzenta periaguedutal nos ataques de panico

Embora a amigdala ocupe um papel central em varias teorias sobre do
TP (Gorman et al., 2000; Ziemann et al., 2009; Johnson et al., 2014), pacientes
com doenca de Urbach-Wiethe que tém calcificacdes bilaterais extensas da

amigdala e que ndo se recordam de experiéncias de medo, desenvolvem AP
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tanto espontaneamente (Wiest et al., 2006) quanto experimentalmente a
inalacéo de 35% de CO, (Feinstein et al., 2013). Consequentemente, Feinstein
e colaboradores (2013) sugeriram que o panico seja mediado “no tronco
cerebral” a despeito do papel estabelecido da amigdala e do hipocampo no
processamento do medo e da ansiedade em homens e animais. No mesmo
sentido, evidéncias abundantes sugerem que os AP sejam devidos a ativacao
da MCPA (Deakin e Graeff, 1991; Schenberg et al., 2001; Canteras e Graeff,
2014; Schenberg et al, 2014; Schenberg, 2016; Graeff, 2017). A MCPA é, no
entanto, uma estrutura heterogénea composta decolunas morfofuncionais
situadas nas posicdes dorsomedial (MCPAdm), dorsolateral (MCPAdI), lateral
(MCPAI) e ventrolateral (MCPAvVI) ao aqueduto (Bandler e Depaulis, 1991;
Bittencourt et al., 2004; Keay e Bandler, 2004; Ruiz- Torner et al., 2001) (Fig.3).
Como as estimulacbes elétricas, quimicas e optogenéticas das 3 primeiras
colunas produzem comportamentos robustos de defesa (congelamento e fuga)
acompanhados de respostas autonémicas intensas (Schenberg et al., 1993;
Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005; Deng et al., 2016; Tovote et al.,
2016), estas colunas tém sido genericamente denominadas de “matéria
cinzenta periaquedutal dorsal” (MCPD) e sdo apontadas como o principal
substrato dos AP.

Mais notavelmente, estimulacbes elétricas da MCPD de humanos
produzem sintomas virtualmente idénticos aos dos AP, incluindo ansiedade
intensa, desejo de fugir, dispneia, palpitacdes, aperto no peito, medo de morrer
e sensacodes de sufocamento ou falta de ar (Nashold et al., 1969; Amano et al.,
1978; Kumar et al., 1997; Young, 1989). A MCPD também foi intensamente

ativada em voluntarios relatando tanto dispnéia e sensacdes de falta de ar a
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inalacédo de 8% de CO, (Brannan et al., 2001) quanto medo de um ataque de
um predador virtual capaz, no entanto, de desferir choques reais ao dedo do

individuo (Mobbs et al., 2007).

Rostral
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Figura 3. Organizagdo colunar da matéria cinzenta periaquedutal. As figuras
ilustram as colunas: (a) dorsomedial, (b) dorsolateral, (c) lateral (acima) e
ventrolateral (abaixo). Abreviaturas: Ag, aqueduto cerebral; DR, nucleo dorsal
da rafe; Ill, nacleo 6culo-motor (modificado de Bandler et al.,1991).

No mesmo sentido, os comportamentos de defesa a estimulacdo da
MCPD de ratos foram marcadamente atenuados por antidepressivos triciclicos
(ADT) e inibidores seletivos da recaptura da serotonina (ISRS) em doses e
regimes similares aos da terapia do TP (Schenberg et al., 2001). Em contraste,
as administracdbes agudas de ADT, ISRS, maprotilina, buspirona e
benzodiazepinicos tradicionais ndo tiveram efeito algum, tal como ocorre na
clinica. Mais importante, de Souza Armini e colaboradores (2015) mostraram
gue estas respostas ndo sdo acompanhadas pela ativacdo do eixo HHA, uma
caracteristica estigméatica do panico clinico (Hollander et al., 1989; Levin et al.,

1987; Liebowitz et al.,, 1985; Sinha et al., 1999; Graeff et al., 2005). Estes

resultados sugerem que as respostas a estimulagdo da MCPD sejam distintas



das respostas de medo processadas na amigdala. Estas diferencas sao
particularmente nitidas em ratos submetidos ao abrasamento (kindling) da
amigdala. De fato, Tannure e colaboradores (2009) mostraram que embora
estes ratos apresentem limiares reduzidos de defesa a aproximacdo do
experimentador (resisténcia a captura), eles apresentam limiares aumentados a
estimulacdo da MCPD. Em contraste, estudos de nosso laboratério mostraram
que os limiares do panico experimental a estimulacdo da MCPD estdo
reduzidos em ratos adultos que foram submetidos ao isolamento social
neonatal ou privagdo materna na infancia (Borges-Aguiar et al., 2018; Quintino-
dos-Santos et al., 2014), reproduzindo observacgdes clinicas de que individuos
gue sofreram ansiedade de separacao da infancia apresentam risco aumentado
de desenvolvimento do TP na vida adulta (Klein, 1964; Roberson-Nay et al.,
2012; McLaughin et al., 2010). Mais notadamente, nossos estudos também
mostraram que a MCPA abriga um sistema de alarme a hipdéxia que é
sensibilizado pela pré-exposicdo a hipercapnia e inibido por tratamentos
clinicamente eficazes com os panicoliticos fluoxetina, clonazepam e alprazolam
(Schimitel et al., 2012, 2014; Casanova et al., 2013; Spiacci et al., 2015; Muller
et al.,, 2017). No conjunto, esses estudos sugerem que a MCPA seja o
substrato dos AP respiratorios e nao-respiratérios (Canteras and Graeff, 2014;

Schenberg et al., 2014; Schenberg, 2016; Graeff, 2017).
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3. DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO EXPERIMENTAL

DE PANICO SITUACIONAL

3L PAPEL DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL NO

MEDO CONDICIONADO

Evidéncias abundantes sugerem que a MCPA seja uma estrutura
essencial na execucdo das respostas de defesa tanto incondicionadas quanto
condicionadas (Bittencourt et al., 2004; Blanchard et al., 1981; De Molina e
Hunsperger, 1962; De Oca et al., 1998; Deng et al., 2016; Iwata et al., 1986;
LeDoux, et al., 1990; Schenberg et al., 2005; Tovote et al., 2016; Vianna et al.,
2001a). Em particular, estudos recentes de optogenética mostraram que a
MCPD abriga populacbes especializadas de neurbnios que disparam
exclusivamente antes (deteccdo da ameacga) ou depois da deflagracdo da
resposta de fuga (Deng et al., 2016). Os estudos de optogenética também
adicionaram novas evidéncias de que as respostas de medo condicionado
codificadas na amigdala sdo mediadas por projecdes inibitérias da MCPAvI aos
neurbnios glutamatérgicos da formacdo reticular medial do bulbo que se

projetam a medula espinhal (Tovote et al., 2016).

Vianna e colaboradores (2001) mostraram, no entanto, que as respostas
de defesa a estimulacdo da MCPAdI ndo sdo afetadas nem pela lesdo da
MCPAvVI, nem pela alteracdo do contexto da estimulagdo. De fato, existem
evidéncias de gue a resposta de congelamento seja até facilitada pelas lesdes
da MCPAdI (De Oca et al., 1998). Em contraste, o medo condicionado a um
som que foi pareado ao choque foi abolido pela lesdo da MCPAvI (Vianna et

al., 2001). No conjunto, estes resultados confirmam tanto a existéncia de
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sistemas distintos de defesa nas regides dorsal e ventral da MCPA quanto o
carater incondicionado das respostas de defesa a estimulacdo da MCPAdI.
Adicionalmente, a insensibilidade das respostas eliciadas pela estimulacdo da
MCPAdI a alteracdo do contexto é consistente com a auséncia de conexdes da
MCPAdI com a ACe (Rizvi et al., 1991) e regides do hipocampo (Keay e
Bandler, 2004) presumidamente envolvidas no processamento do medo a
estimulos condicionados e contextos, respectivamente (Bannerman et al.,
2003, 2004; Kheirbek et al.,, 2013). Nao obstante, a MCPAdI estabelece
conexdes profusas com as camadas profundas do coliculo superior que
integram respostas visuomotoras com diversas modalidades sensoriais
(Redgrave e Dean, 1991). A MCPAdI também é recipiente de informacdes
olfativas da presenca de predadores codificadas na AMe e nos ndcleos
hipotalamicos anterior, ventromedial e premamilar dorsal (Gross e Canteras,
2012). Os dUltimos autores também apresentam evidéncias de que a
estimulacdo da MCPD pode suportar o condicionamento de medo aos
contextos associados ao predador mediante conexdes indiretas com o
hipocampo. De fato, estudos de conectividade funcional em humanos sugerem
que o hipocampo esteja “funcionalmente” conectado a todas as colunas da

MCPA (Coulombe et al., 2016).

Embora a MCPA seja tradicionalmente interpretada como uma “via final
comum” do processamento das respostas de medo (Fernandez de Molina e
Hunsperger, 1962; De Oca et al.,, 1998; Fanselow, 1991; Ilwata et al., 1986;
LeDoux, et al., 1990; Martinez et al., 2006; Tovote et al.,2015, 2016), estudos
recentes sugerem que ela também possa estar envolvida na aquisicdo do

medo condicionado, transmitindo as informagdes nociceptivas paraa amigdala
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e outras estruturas prosencefalicas(Kim et al., 2013; Vianna et al., 2003a,b).
Esta possibilidade € apoiada pela demonstracdo de ativacdo da MCPAI por
estimulos nociceptivos (Keay e Bandler, 2004) e pelas conexdes reciprocas da

ACe com todas as colunas da MCPA, exceto a MCPAdI (Rizvi et al., 1991).

Em particular, existem evidéncias convincentes da aquisicdo de medo
condicionado tanto aos estimulos discretos (som, luz) (Di Scala et al., 1987;
Castilho et al., 2001, 2002) quanto aos contextos (Kim et al., 2013; Deng et al.,
2016) que foram pareados as estimulagdes elétricas, quimicas e optogenéticas

da MCPA.

De fato, Johansen e colaboradores (2010) mostraram que a inativacao
da PAG atenuou os disparos de neurbnios amigdalares a aplicacdo de um
choque, prejudicando a aquisi¢cdo do medo condicionado. Mais notavelmente, a
expectativa da aplicacdo do choque inibiu a atividade dos neurdnios da ABL e
MCPA. Estes dados indicam que a MCPA pode ser um relé importante na

transmissao de sinais instrutivos para a amigdala.

No mesmo sentido, Kim e colaboradores (2013) mostraram que
enquanto as lesdes ou inativacbes farmacologicas da ABL bloquearam as
respostas de fuga a estimulacdo da MCPD, as lesdes da MCPD ndao tiveram
efeito algum sobre as respostas de congelamento a estimulacdo da ABL.
Adicionalmente, mostraram que enquanto as estimulacées da MCPAvle BLA
séo ineficazes como estimulos incondicionados, as estimulagbes da MCPD
suportam condicionamento de medo (a0 som e contexto) que € abolido por
lesbes da ABL. N&o obstante, tanto a estimulagdo da MCPD quanto a
estimulacdo da ABL eliciaram a fuga para o ninho durante uma tarefa de

forrageamento num contexto seminatural. Por fim, Kim e colaboradores (2013)
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mostraram que a pré-estimulacdo (priming) da MCPD modula a plasticidade
das sinapses da via subiculo-amigdalar. No conjunto, estes resultados sugerem
que a ABL encontra-se a jusante da MCPD, contrariando a visao tradicional
de que a ultima estrutura seja somente uma “via final comum” dos
comportamentos de defesa. Contudo, € importante notar que enquanto Kim e
colaboradores (2013) realizaram pareamentos simultaneos da estimulacao da
MCPD ao som e ao contexto, Deng e colaboradores (2016) parearam a
estimulacdo da MCPD a contextos marcadamente diferentes. Portanto, as
respostas de congelamento de ambos os estudos podem ter sido devidas a um
condicionamento de segunda ordem, no qual a estimulacdo da MCPD foi
associada ao estimulo condicionado (som) ou aos estimulos salientes do
contexto (tacteis ou visuais), e ndo ao contexto propriamente dito. Mais
importante, no entanto, Kim e colaboradores (2013) nao realizaram grupos
controles (estimulacdo intracraniana ficticia). Portanto, ndo podemos nem
mesmo afirmar se houve eliciagdo das respostas condicionadas de
congelamento ou locomocgéo nos ratos estimulados na MCPD ou na MCPAVI e
ABL. De fato, Kim e colaboradores (2013) relataram que o0s ratos
apresentaram apenas 30% de congelamento durante exposicfes de 8 min
ao tom ou ao contexto que foram pareados a estimulacdo da MDPD (Kim et
al.,, 2013). Estes resultados podem representar os periodos normais de
quiescéncia do rato. Estas duvidas séo agravadas pelo registro automatico da

resposta de congelamento.

N&o obstante, Zanoveli e colaboradores (2007) relataram que apenas 2
estimulacdes quimicas da MCPD em dias consecutivos foram suficientes para

o desenvolvimento da resposta de esquiva ao local da estimulagao (conditioned
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place aversion). Adicionalmente, mostraram que a re-exposi¢cdo ao local da
estimulacdo quimica causou aumentos pequenos, porém significantes, da
expressao da proteina c-fos na MCPAdm, na ABL e no nucleo laterodorsal do
talamo. Propuseram, portanto, que o medo condicionado ao contexto da
estimulacdo da MCPD seja processado por proje¢cdes da MCPAdm ao talamo
laterodorsal e deste a amigdala. Portanto, que o medo condicionado ao
contexto da estimulacdo da MCPD seja processado por projecdes da MCPAdmM
ao talamo laterodorsal e deste a amigdala.

Alternativamente, o desenvolvimento do medo contextual poderia ser
bloqueado pela inibicdo aparente do eixo HHA durante os AP. Embora o eixo
HPA nédo seja ativado nos AP clinicos e experimentais, de humanos e animais,
Borelli e colaboradores (2013) relataram que microinjecdes de doses baixas de
CRH na MCPA aumentaram a resposta de congelamento, pressao arterial e
freqiéncia cardiaca de ratos re-expostos ao contexto de aplicacdo de um
choque nas patas. Adicionalmente, a microinjecdo da dose mais baixa na
MCPAvVI (mas ndo na MCPD) produziu um aumento pronunciado do susto
potenciado pelo medo. A estimulacio da MCPD poderia levar ao
desenvolvimento do medo condicionado no caso de uma eventual ativacao do
eixo HHA.

Embora os estudos acima sugiram que a estimulacdo da MCPD possa
servir de estimulo incondicionado para a aquisicdo do medo contextual, as

sessOes-testes destes estudos foram realizadas apenas 1 ou 2 dias apés a
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altima sesséo de treinamento (Kim et al., 2013; Deng et al., 2016; Zanoveli et
al., 2007). Adicionalmente, o condicionamento ao contexto na auséncia de
estimulos discriminativos s6 foi demonstrado por Zanoveli e colaboradores
(2007). Portanto, ndo existem informacdes sobre o tempo de retencdo da
resposta de medo condicionado ao contexto da estimulacdo da MCPD.
Tampouco existem informacfes sobre os efeitos do nivel basal de estresse
e/ou da atividade do eixo HHA na retencéo desta resposta.

Por outro lado, achados recentes indicam que os glicocorticoides
exercem influéncias complexas e, frequentemente, rapidas em fases distintas
dos processos mnemonicos. Especificamente, enquanto os glicocorticoides
facilitam a consolidagdo da memoria de experiéncias de forte conteddo
emocional, eles prejudicam a recuperacao da meméria operacional e contextual
em situacBes aversivas. Além disso, evidéncias crescentes indicam que 0s
diferentes efeitos dos glicocorticoides dependem de uma interacdo nao-
gendbmica mediada pela a ativagdo dos sistemas noradrenérgico e
endocanabinoide da amigdala basolateral e hipocampo (Atsak et al., 2012a,b;
Atucha et al., 2017). Enquanto os efeitos tardios dos glicocorticoides sao
mediados por mecanismos esteroides classicos de regulacdo da transcricao, 0s
efeitos relativamente rapidos dos glicocorticoides sdo mediados por um ou mais
receptores de membrana acoplados a proteina G que podem, por outro lado,
influenciar a transcri¢cdo génica (Tasker et al., 2006).

Em vista destes fatos, o presente estudo examinou a aquisicdo e
recuperacdo da resposta condicionada ao contexto da estimulacdo da MCPD
em testes realizados imediatamente apds ou 90 min apdés o0 estresse de

restricdo ou a administracdo de CORT.
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3.2

OBJETIVO

O presente projeto examinou algumas das condi¢cdes que poderiam ser

necessarias para o desenvolvimento do panico situacional.

3.3.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Verificar se os ratos desenvolvem respostas condicionadas ao contexto
da estimulacao elétrica da MCPD na auséncia de quaisquer estimulos

discriminativos.

Verificar se os ratos desenvolvem respostas condicionadas ao contexto
no qual foram aplicados choques subcutaneos na auséncia de quaisquer
estimulos discriminativos. Verificar os efeitos do estresse de restricdo
(10 min) aplicado imediatamente antes da sessdo de estimulagdo
elétrica da MCPD, na aquisi¢cao da resposta condicionada ao contexto da
estimulacéo.

Verificar os efeitos do estresse de restricdo (10 min) aplicado 90 min
antes da sessao de estimulacdo elétrica da MCPD, na aquisicdo da
resposta condicionada ao contexto da estimulagéo.

Verificar os efeitos da CORT (10 mg/kg) administrada imediatamente
antes da sessdo de estimulacdo elétrica da MCPD na aquisicdo da
resposta condicionada, avaliando, portanto, o0s efeitos dos

glicocorticoides em receptores de membrana.
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5. Verificar os efeitos da CORT (10 mg/kg) administrada 90 min antes da

sessdo de estimulacdo elétrica da MCPD na aquisicdo da resposta

condicionada, avaliando, portanto, os efeitos dos glicocorticoides em

receptores nucleares.



3.4. METODOS

3.4.1.Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar (Rattus norvegicus albinus) (n =
150), machos, pesando entre 250 e 300 g, fornecidos pelo biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os ratos foram alojados em grupos de
5 sujeitos por gaiola (49 cm x 34 cm x 16 cm) com assoalho coberto com
maravalha e 4gua e comida ad libitum, num ambiente com som (45 dB) e
temperatura (20-25°C) controlados e ciclo de iluminacdo de 12 h (luzes

acessas as 6:00 h).

3.4.2 Eletrodos intracranianos

Os eletrodos foram confeccionados com um fio de aco inoxidavel de 250
pm de diametro, isolado em toda extensao exceto na seg¢éo transversal de sua
extremidade livre (California Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA). Um
outro fio de aco inoxidavel, ndo isolado, serviu como eletrodo indiferente. Os
eletrodos foram soldados a um soquete de circuito integrado (BCPT 50,

Cromatek, Guarulhos, SP, Brasil).

3.4.3 Eletrodos subcutaneos

Os eletrodos subcutaneos foram confeccionados com segmentos
curtos (5 mm) de agulhas hipodérmicas (n° 7.5) soldados a um fio flexivel

isolado em toda extensao.

3.4.4. Implantacao de eletrodos intracranianos
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Os ratos foram anestesiados com 2,2,2-tribromoetanol (0,25 g/kg, I.P.,

Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), pré-tratados com ceftriaxona sodica (30 mg/kg,
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[.M. Novaguimica Sigma Pharma, Hortolandia, Brasil) e diclofenaco sddico (1
mg/kg, |.M., Medley-Sanofi, Campinas, Brasil) e fixados a um aparelho
estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) montado sobre uma placa térmica
(35°C-36°C). Apés a assepsia da parte superior da cabeca com alcool 70° e
tintura de iodo, removia-se uma pequena area da pele e tecidos subcutaneos,
expondo-se a calvaria desde o bregma até o lambda (evitou-se a tricotomia para
proteger a pele das lesGes produzidas pela autolimpeza). Apds a raspagem da
galea aponeurética, foram feitos 4 orificios (2 nos 0ssos parietais e 2 no 0sso
interparietal), com o auxilio de uma broca odontoldgica, para a fixacdo de
pequenos parafusos de aco inoxidavel para ancoragem da prétese. A seguir
realizou-se um orificio na -2,1 mm lateralmente e - 7,8 mm posteriormente ao
bregma para introducédo do eletrodo dirigido a MCPD, num angulo de 15°, até a
profundidade de 5 mm abaixo da superficie 6ssea. Apds a soldagem do eletrodo
indiferente a um parafuso de fixacéo e a limpeza e secagem da calota craniana, o
campo cirurgico foi preenchido com resina acrilica autopolimerizavel e os ratos

foram colocados numa placa térmica (32°C) até se recuperarem da anestesia.

3.4.5. Implantacéao de eletrodos subcutaneos

Os ratos anestesiados foram fixados ao aparelho estereotéxico para
exposicao e limpeza da calvaria. Os eletrodos subcutaneos foram introduzidos
sob a pele da nuca do animal e conduzidos aos flancos direito e esquerdo com
o auxilio de um trocarte. A extremidade livre dos eletrodos foi soldada a um
soquete que era fixado ao cranio com 4 parafusos de ago inox e resina acrilica

autopolimerizavel, tal como na implantacéo dos eletrodos intracranianos.



3.4.6.Caixa de Estimulacéo (CE)

Tanto as estimulagcdes intracranianas (EIC) quanto os choques
subcutéaneos (CSC) foram aplicados numa caixa retangular com 60 cm de
aresta e porta e teto de acrilico transparente. A caixa tinha paredes brancas e
um espelho ao fundo (60 cm x 30 cm) que auxiliava na observacdo das
respostas do rato. O assoalho era coberto por uma lona de plastico preto,
ligeiramente aspero, subdividida em 16 espacos iguais. Quando fechada, a
porta (“guilhotina”) deixava uma fresta superior de 5 cm que auxiliava na
ventilacdo do ambiente. Apés as sessdes, a lona do assoalho era lavada com
dgua e detergente. A caixa dispunha de uma microcamera fixada ao teto
(Topway TW3100-CA, Color CCD 1/3, lente 3,6mm), acoplada a um
computador, que possibilitava a filmagem dos comportamentos para analise

off-line.

3.4.7.Determinacao do limiar de fuga a estimulacé&o elétrica da MCPD

Os limiares de fuga a estimulacdo intracraniana (EIC) foram
determinados 4 semanas ap6s a neurocirurgia (D28). Para isto, 0s ratos eram
conectados ao cabo de estimulacdo, colocados na CE e estimulados com
pulsos senoidais (60 Hz, 30 s, a.c.) de intensidades crescentes, em passos de
5 WA, até que apresentassem a resposta fuga (trotes, galopes e/ou saltos). Um
conector giratério de mercurio fixado ao teto da CE permitia a livre

movimentacao dos ratos.

3.4.8.Determinacéao do limiar de contorcé&o ao choque subcutaneo

Os limiares de contorcdo também foram determinados 28 dias apos
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cirurgia. Para isto, os ratos eram colocados na CE e recebiam choques
subcutaneos (30 s, 0-7 V, a.c) de voltagem crescente, em passos de 2 V, até a

apresentacdo da resposta de contorcéo.

3.4.9. Estresse de restricao

Dois grupos foram submetidos a 10 min de restricdo em tubos de PVC
com 6,5 cm de diametro interno e 20 cm de comprimento. Os tubos tinham uma
tampa fixa com 5 orificios que permitiam a respiracdo do rato e, na outra
extremidade, uma tampa movel, ajustavel ao tamanho do rato, com um orificio
para passagem da cauda. Estudos nossos e de outros pesquisadores mostram
gue o estresse de restricdo causa ativacdes acentuadas do eixo HHA (Hauger

et al., 1988; Schenberg et al., 2008).
3.4.10. Tratamento com corticosterona (CORT)

Dois grupos foram tratados com corticosterona (I.P.), 90 min e
imediatamente antes da exposicdo dos ratos a CE. A CORT f,21- diol-
2,20-diona, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foi dissolvida a 45°C em
hidroxiestearato de polietilenoglicol 15 (Soluthol HS15 TM, Kolliphor®, BASF
Corporation, Florham Park, EUA). A solugdo resultante (20 mg/mL) foi
completada com salina (NaCl 0,9%, 50% v/v) e agitada vigorosamente,

resultando numa suspenséao finamente particulada de 10 mg/mL de CORT.
3.4.11. Registros comportamentais

Os comportamentos dos ratos nas sessfes de determinagdo dos

limiares e nas exposi¢cbes a CE foram registrados de acordo com o seguinte



etograma:

Dormir — Postura horizontal com olhos fechados, sem atividade
olfativa, e com relaxamento muscular indicado pelo
rebaixamento do tronco, cabeca e pescoco e pela flexdo dos
membros. Repouso — Postura horizontal com olhos semi-
abertos ou abertos, atividade olfativa reduzida e relaxamento
muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela flexao
dos membros. O rato pode apresentar uma postura de
“‘esfinge”, com o tronco rebaixado e pescogco e cabeca
erguidos.

Autolimpeza — Manipulacao repetitiva dos pelos da cabeca, tronco e
genitais usando as patas dianteiras ou a boca
(comportamentos autodirigidos).

Olfagédo — Exploracéo olfativa do ambiente indicada pelo movimento
das narinas e das vibrissas e movimentos pendulares da
cabeca em posicao elevada.

Esquadrinhar — Exploragéo visuomotora do ambiente caracterizada
por movimentos laterais da cabeca, geralmente,
acompanhados de olfacéao.

Avaliagdo de risco — Exploragdo do ambiente com breves
alongamentos do tronco (stretch-attending), olfacdo e
esquadrinhamento.

Levantar — Postura ereta, com extenséo das patas posteriores.

Locomocao — Deslocamento lento do animal por, pelo menos, dois

espacos do assoalho da arena, mediante a projecao
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simultanea das patas contralaterais anterior e posterior.

Imobilidade tensa — Cessar brusco de todos os movimentos,
frequentemente acompanhado de extensdo dos membros
(elevacdo do tronco), orelhas e pescoco e, as vezes, da
cauda, indicando o aumento do tbnus muscular. O cessar
brusco das atividades pode resultar em posturas
anOmalasTrote — Esta resposta (e/ou galope ou salto) foi
utilizada na determinacéo do limiar da fuga a estimulacéo da
MCPD. O trote consiste no deslocamento rapido do animal
mantendo o padréo contralateral da locomocao.

Galope — Deslocamento rapido com a projecdo alternada dos pares
de patas dianteiras e traseiras.

Saltos — Impulsos verticais, freqlientemente, em direcdo a borda
superior da arena.

Exoftalmia — Abertura maxima das palpebras (contragcdo do musculo
tarso palpebral) e protrusdo do globo ocular (contracdo do
musculo orbital), o qual assume aspecto esférico e cor
brilhante indicativa de uma maior entrada de luz. Estas
respostas resultam no aumento do campo Vvisual e
apresentam um sinergismo evidente com a midriase, também
de natureza simpatica, que ocorre durante a reacdo de defesa
natural ou induzida por estimulagdo intracraniana.

Defecacéo e Micgéo — Eliminacao de fezes e urina.

Contorcdo — A resposta de contorcao foi utilizada como limiar

aversivo do choque. Esta resposta consistia numa contracéo



da musculatura do dorso seguida de um brusco recuo,
movimentos com o0s membros anteriores e locomocao
trbpega. A contorcdo era tanto precedida quanto seguida de
respostas de congelamento, na vigéncia de choques
subliminares ou ap6s o0s choques supralimiares,

respectivamente.

Os comportamentos durante as exposicbes a CE somente foram
quantificados nos 6 minutos iniciais dos videos de 10 minutos de duracao.
Foram quantificados os comportamentos de autolimpeza, levantar, locomocao,

imobilidade, dormir, repouso e defecacdo. A locomocéo foi medida pelo nimero

de espacos do assoalho que foram invadidos durante a exposicdo ou re-
exposicao a Ce. A duracdo da imobilidade (repouso e/ou dormir), bem como a
frequéncia de autolimpeza, levantar e defecacdo (numero de bolos fecais),

também foram quantificadas.

3.4.12. Histologia

Apés a decapitacdo, as cabecas eram mantidas por aproximadamente
10 dias em solucdo de formaldeido 10%. Em seguida, os cérebros eram
removidos e mantidos por 2 dias adicionais em formaldeido 10%. Os blocos do
mesencéfalo foram seccionados num micrétomo de congelamento (Leica DM
2500, Wetzlar, Alemanha) em cortes de 40 um de espessura. Os cortes foram
estendidos em laminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho
neutro (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) e montados com DPX (Sigma-Aldrich, St
Louis, EUA). Os sitios das estimulac¢des foram identificados e fotografados por

microscopia de baixa magnitude (microscépio Leica DM 2500 acoplado a uma
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camera DFC 300 FX, Wetzlar, RDA).

3.4.13. Descarte das carcacgas

As carcacas dos ratos foram armazenadas em freezers especificos do

PPGCEF e recolhidas pelo servigo sanitario de uma empresa especializada.

3.4.14. Protocolos Experimentais

Foram realizados 8 grupos experimentais (Tabela 2), nos quais a cirurgia

foi designada como Dia 1 (D1):

Grupo Controle (CTR, n=29): Este grupo foi constituido pelos ratos
gue ndo exibiram nenhuma resposta de defesa durante a sesséo
de determinagdo do limiar de fuga na CE (D28). Uma semana
apos (D35), os ratos eram conectados ao cabo de estimulacgéo, re-
expostos a CE por 10 min e estimulados ficticiamente por 30 s. O
pareamento do contexto e estimulacéo ficticia foi repetido nos 4
dias subsequentes (D36-D39).

Grupo Pré-estimulado (EIC-1, n=15): AquisicAo da resposta
condicionada ao contexto da determinacdo do limiar de fuga a
estimulacdo intracraniana. Uma semana apds a sessdo de
determinacao do limiar de fuga, os ratos eram conectados ao cabo
de estimulacdo, re-expostos a CE por 10 min e submetidos a
estimulagdo da MCPD com a intensidade limiar de fuga. O
pareamento do contexto com a estimulacdo aversiva da MCPD foi

repetido nos 4 dias subsequentes (D36-D39).



Grupo Virgem (EIC-2, n=10): Aquisi¢do da resposta condicionada
ao contexto da estimulagdo intracraniana sem pré-determinacao
do limiar. Ao contrario do grupo EIC-1, o limiar de fuga dos ratos
deste grupo foi determinado logo apds a primeira exposicédo a CE
(D35). Nos dias seguintes, o procedimento foi idéntico aquele do

Grupo EIC-1.

Grupo Choque (CHQ, n=10): Aquisi¢do de resposta condicionada
ao contexto da aplicacdo do choque subcutaneo. Uma semana
apos a determinacdo do limiar de contor¢do, 0s ratos eram
conectados ao cabo elétrico, re-expostos a CE por 10 min e
submetidos a um choque subcutdaneo de 30 s com a voltagem
limiar de contor¢céo. O pareamento do contexto com o choque foi
repetido nos 4 dias subsequentes (D36-D39).

Grupo Estressado (RTR-0, n=10): Efeitos imediatos do estresse de
restricdo sobre a aquisicdo/expressdo da resposta condicionada
ao contexto da estimulagcdo intracraniana. Os ratos eram
submetidos ao estresse de restricdo (10 min), conectados ao cabo
de estimulagdo, re-expostos a CE por 10 min e, por fim,
estimulados com o limiar de fuga. Estes procedimentos foram
repetidos nos 4 dias subsequentes (D36-D39).

Grupo Pré-Estressado (RTR-90, n=15): Efeitos tardios do estresse
de restricdo sobre a aquisicao/expressdo da resposta
condicionada ao contexto. Em D35, os ratos eram submetidos ao
estresse de restricdo (10 min) e devolvidos as suas gaiolas, onde

permaneciam por 90 min. ApOs isto, eles eram conectados ao

54



cabo de estimulacdo, re-expostos a caixa de estimulacdo por 10
min e estimulados por 30 s com a intensidade limiar de fuga. Estes
procedimentos foram repetidos nos 4 dias subsequentes (D36-
D39).

Grupo Efeito Imediato da Corticosterona (CORT-0, n=10).
Avaliagdo dos efeitos imediatos (de membrana) da administracao
de CORT sobre a aquisicdo/expressao da resposta condicionada
ao contexto. Em D35, os ratos eram administrados com 10 mg/kg
de CORT (I.P.), conectados ao cabo de estimulacéo, re-expostos a
caixa de estimulacdo (10 min) e estimulados por 30 s com a
intensidade limiar de fuga. Estes procedimentos eram repetidos
nos 4 dias subsequentes (D36-D39).

Grupo Efeito Tardio da Corticosterona (CORT-90, n=10):
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Avaliacao dos efeitos tardios (gendmicos)da  administracdo

de CORT sobrea aquisicdo/expressao da resposta condicionada ao

contexto. Em D35, os ratos eram administrados com 10 mg/kg de

CORT (I.P.) e devolvidos as suas gaiolas, onde permaneciam por 90

min. Em seguida, eles eram conectados ao cabo de estimulagéo,

reexpostos por 10 min a CE e estimulados por 30 s com a intensidade

limiar de fuga. Estes procedimentos eram repetidos nos 4 dias

subsequentes (D36-D39).
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Tabela 2. Protocolos experimentais. Os limiares de galope e contor¢ao foram
determinados 28 dias apés (D28) a implantacdo dos eletrodos para aplicagédo
dos estimulos intracranianos (EIC) e choques subcutaneos (CHQ). A Unica
excecao foi grupo EIC-2, cujos limiares foram determinados em D35, apds a 12
exposicdo dos ratos a caixa de estimulacdo (CE). Foram realizados 4
pareamentos adicionais em dias consecutivos (D36-D39). A contribuicdo do
eixo HHA foi avaliada em grupos pré-estressados (10 min de restricdo) quanto
pré-tratados com corticosterona (10 mg/kg, I.P.). Estes procedimentos foram
realizados tanto 90 min antes (RTR-90, CORT-90) quanto imediatamente antes
(RTR-0, CORT-0) das exposicbes a CE.

Determinacédo dos Limiares
: : Protocolos Experimentais
Grupos Umg Ige%r?ana Imecli:i);?a?;r?ente D36-D39
antes da apos a
12 re-exposicao a CE| 12 exposicdo a CE
CTR X CE—EIC ficticia
EIC-1 X CE—EIC
EIC-2 X CE—EIC
CHQ X CE—CHOQUE
RTR-0 X RTR—CE—EIC
RTR-90 X RTR—90 min—CE—EIC
CORT-0 X CORT—CE—EIC
CORT-90 X CORT—90 min—CE—EIC

3.4.15 Analise Estatistica

Os comportamentos foram avaliados por ANOVA para medidas
repetidas (P<0,05). Comportamentos estatisticamente diferentes (between-
subject effects) foram comparados aos grupos CTR e CHQ por testes post hoc
de Dunnett. O efeito do nimero de pareamentos (within-subject effects) foi
avaliado por ANOVAs separadas dos grupos com estimulacéo (EIC-1, EIC-2),

com estimulacdo e restricdo (RTR-0, RTR-90) ou com estimulacdo e CORT



(CORT-0, CORT-90) versus CHQ e CTR. Os efeitos discretos dos
pareamentos foram avaliados por contrastes lineares (1 g.l.) entre a primeira
exposicdo (D35) e cada exposi¢cdo subsequente (D36-D39) (por ex., D35cHo-
ctr Vversus D37cho-ctr, €tc). As comparacdes no mesmo dia (within-day

comparisons) foram feitas por testes-t de Bonferroni (P<0,05).

4. RESULTADOS

O limiar médio de contor¢éo foi de 8,4+1,0 V (30 s, 60 Hz, a.c.). Ratos
submetidos a determinacdo do limiar de contorcdo (D28) apresentaram
respostas conspicuas de congelamento em todas as re-exposi¢cdes ao contexto
da aplicacdo do choque (D35-D39). As respostas de congelamento iniciavam-
se imediatamente apds a introducdo do rato na CE e caracterizavam-se por
imobilidade tensa, exoftalmia e virtual supressdo dos comportamentos
autodirigidos (autolimpeza) e exploratérios (avaliacdo de risco).Em contraste,
grupos que apresentaram respostas de fuga a estimulacdo da MCPD (D28)
apresentaram atividade exploratéria igual ou significativamente maior que 0s
controles na 12 re-exposicdo a CE (D35). Como nao houve diferenca
significativa nos limiares de fuga (Tabela 3), as diferencas comportamentais

devem ser atribuidas as diferencas dos protocolos destes grupos.

Tabela 3. Intensidades médias (xEPM) da estimulagédo elétrica da matéria

cinzenta periaquedutal dorsal (30 s, 60 Hz, a.c.).
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Limiar de Fuga

Grupo n (A)

EIC-1 15 447 + 3,0
EIC-2 10 420 £ 3,4
RTR-0 15 450 +21
RTR-90 15 43,3 +3,1
CORT-0 10 43,0 + 3,3

CORT-90 10 48,5 + 3,6




4.1 Comportamento dos ratos na primeira exposicio/re-exposicdo ao
contexto no qual foi realizada a determinagcdo dos limiares de fuga ou

contorgéo.

A ANOVA da primeira exposicao/re-exposicdo a CE (D35) mostrou
diferencas altamente significantes para imobilidade (F7106= 6,7; P<0,0001),
locomocédo (F7i106= 5,98; P<0,0001), levantar (F710s= 3,63; P<0,001),
autolimpeza (F7106= 6,33;P<0,0001) e, em menor grau, avaliagdo de risco
(F7106= 2,41; P<0,05) (Fig.4). Em contraste, ndo foram observadas diferencas
significantes para a resposta de defecacéo.

Em particular, o grupo CHQ apresentou periodos de imobilidade
significativamente maiores que todos os outros grupos, exceto CTR e CORT-0
(Dunnett). Por sua vez, o grupo CTR apresentou periodos de imobilidade
maiores que EIC-1 e RTR-O (Fig.4). Em contraste, ndo foram observadas
diferencas entre CTR e EIC-2. Estes dados sugerem que a pré-estimulacéo da
MCPD com a intensidade limiar de fuga (D28) reduziu a imobilidade dos grupos
EST-1 e RTR-0 na primeira re-exposi¢cdo ao contexto da estimulagédo (D35).
Como corolario, as respostas de locomoc¢éo e levantar dos grupos EIC-1 e
RTR-0 foram significativamente maiores que aquelas dos grupos CHQ e CTR
(Fig.4). O grupo CORT-90 também apresentou locomocao mais intensa que o
grupo CHQ. Em contraste, ndo houve diferencas significantes nem na
locomocédo, nem no levantar dos outros grupos relativamente aos grupos CTR
e CHQ. Por fim, enquanto a autolimpeza foi aumentada nos grupos EIC-1
(versus CHQ) e RTR-0 (versus CTR e CHQ), a avaliacéo de risco foi reduzida

no grupo CHQ (versus CTR e RTR-0).
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4.2  Comportamento total dos ratos em 5 pareamentos do mesmo contexto a
estimulacdes da MCPD ou choques subcutaneos.

A ANOVA das 5 exposicOes ao contexto forneceu resultados similares
agueles da primeira exposicédo. Os grupos apresentaram diferencas significantes
de imobilidade (F7i106= 6,22; P<0,0001), locomocao (F7i106= 4,71; P<0,0001),
levantar (F7106= 3,82; P<0,001), autolimpeza (F7106= 8,69; P<0,0001) e avaliacédo
de risco (F7106= 2,54; P<0,05). Contudo, os grupos também diferiram quanto a
resposta total de defecacado (F7106= 3,37; P<0,005) (Fig.5). Em particular, o grupo
CHQ apresentou periodos de imobilidade significativamente maiores que EIC-1,
EIC-2, RTR-0, CORT- 0 e CORT-90. Embora o grupo CHQ também tenha
apresentado imobilidade mais intensa que CTR e RTR-90, as diferencas néo
atingiram o nivel de significancia (Dunnett). Contrariamente, o grupo CHQ
apresentou respostas menores de locomocao (versus EIC-1, RTR-0, CORT-0,
CORT-90), levantar (versus EIC-1, EIC- 2, RTR-0, CORT-0, CORT-90),
autolimpeza (versus CTR, EIC-1 e RTR-0) e avaliacao de risco (versus CTR). O
grupo RTR-0 também apresentou respostas menores de imobilidade e respostas
maiores de locomocéao, levantar e autolimpeza relativamente aos grupos CHQ e
CTR. A resposta total de defecacdo dos grupos CHQ e CTR também foi menor
que aquela do grupo EIC-2 (Fig.5). Mais notavelmente, a autolimpeza e a
avaliacdo de risco foram as Unicas respostas do grupo CHQ estatisticamente
menores que as respostas do grupo CTR (Fig.5).Portanto, as reducbes na
autolimpeza e avaliacdo de risco podem diferenciar o congelamento da mera

imobilidade.
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Figura 4. Respostas comportamentais na primeira exposi¢éo de ratos virgens (EIC-2)
ou de ratos experientes (demais grupos) que ja haviam sido submetidos a pelo menos
um pareamento contexto-estimulo/choque durante a determinacdo dos limiares 7 dias
antes. As colunas representam médias (tEPM). A primeira re-exposicdo a CE foi
realizada tanto isoladamente (CTR, EIC-1, CHQ) quanto imediatamente apds o
estresse de restricdo ou o tratamento com corticosterona (RTR-0, CORT-0), ou 90 min
apés estes procedimentos (RTR-90, CORT-90). * P<0,05, * P<0,05, diferencas
significantes em relacdo aos grupos controle ou choque, respectivamente (teste post
hoc de Dunnett).
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Figura 5. Respostas comportamentais totais de 5 pareamentos, em dias consecutivos,
do contexto a um choque subcutdneo ou a uma estimulacdo da MCPD. As colunas
representam médias (*EPM). Demais abreviaturas como na Figura 4. * * P<0,05,
diferencas significantes em relacdo aos grupos controle ou choque, respectivamente
(teste post hoc de Dunnett).

4.3 Curso temporal dos comportamentos do rato ao longo de 5 pareamentos do
mesmo contexto as estimulagdes da MCPD ou choques subcutaneos.
Somente foram observadas diferencas significantes no curso temporal

dos comportamentos de EST-1 relativamente a CHQ e CTR. Embora os



periodos de imobilidade dos ratos EST-1 foram significativamente aumentados
ao longo dos pareamentos (F456=3,09; P<0,05), ndo houve diferencas
significativas em relacdo aos grupos CHQ e CTR (Fig.6). Em contraste, a
resposta de locomocédo do grupo EST-1 apresentou curso estatisticamente
diferente da locomocdo dos grupos CHQ (Fs240=2,79, P<0,05) e CTR
(F4240=3,92, P<0,005) (Fig.6). O curso da resposta de levantar de EST-1
também foi diferente do grupo CHQ (F4240=2,67, P<0,05) (Fig.7).

Embora a locomocéao e o levantar tenham sido virtualmente idénticos na
primeira exposi¢cdo dos grupos EST-1 e RTR-0, a hiperatividade (locomocéo,
levantar e autolimpeza) somente foi mantida nas re-exposicées seguintes do
grupo RTR-0, sofrendo um declinio acentuado no grupo EST-1. Como a
autolimpeza também foi significativamente aumentada em RTR-0, a
hiperatividade ndo foi exclusivamente relacionada a exploracdo do ambiente.
Em todo caso, estes dados sugerem que enquanto a hiperatividade dos ratos
EST-1 e RTR-0 foi devida a pré- estimulacdo da MCPD durante a determinacgéo
do limiar de fuga, a manutencdo da hiperatividade em RTR-0 foi devida ao
estresse de restricdo contiguo a re-exposicao ao contexto da estimulacao.

Os grupos CORT também apresentaram respostas de locomocédo e
levantar maiores que aquelas do grupo CHQ (Fig.6). Surpreendentemente, no
entanto, o grupo RTR-90 ndo apresentou diferenca alguma ou diferiu apenas
pontualmente, em relacdo aos grupos CTR e CHQ. Exceto pela defecacao
nitidamente aumentada de EST-2, a defecacdo e avaliacdo de risco

apresentaram curso complexo (Fig.8).
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Figura 6. Respostas de imobilidade (acima) e locomocdo (abaixo) ao longo de 5

pareamentos diarios do mesmo contexto a choques subcutaneos ou estimulacdes
elétricas aversivas da MCPD. O grupo CTR foi estimulado ficticiamente. Exceto por
EIC-2, todos os grupos ja haviam sido submetidos a um pareamento durante a

determinacdo dos limiares 7 dias antes. * P<0,05, * P<0,05, diferente da exposicéo 1

em relacdo aos grupos CHQ ou CTR, respectivamente (contrastes lineares); 5 P<0,05,”

P<0,05, diferente dos grupos CHQ ou CTR, respectivamente, no mesmo dia de

exposicao (teste post hoc de Bonferroni). As barras representam o erro do tempo

(within-subject error).
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4.4. Localizacao dos sitios estimulados

Os sitios cuja estimulacdo produziu respostas de fuga com intensidades
inferiores a 70 YA localizaram-se na MCPAdI (n=52). Os eletrodos do grupo
CTR localizaram- se nas camadas intermediarias do coliculo superior e no

nudcleo intercolicular (n=16) (Fig.9).

O cr, O Eic1, @Eic2, A RTR0,ARTR-90,[] CORT-0, ll CORT-90

Figura 9. Sitios estimulados. Embora todos os eletrodos tenham sido implantados
no lado direito do cérebro, eles foram representados em lados distintos para melhor
visualizacdo. Os numeros representam as coordenadas antero-posteriores em
relacdo ao bregma de cortes coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e
Watson (1998).
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5 DISCUSSAO

5.1 Ao invés do congelamento, ratos expostos ao contexto da estimulacdo elétrica

da MCPD apresentam hiperatividade.

Respostas conspicuas de congelamento, incluindo imobilidade tensa,
exoftalmia e reducdo da avaliagcdo de risco (Blanchard et al., 1991), somente
foram observadas nos ratos expostos ao contexto do choque subcutaneo.
Estes resultados mostram que o0s choques suportam o condicionamento
contextual mesmo quando sua aplicacdo é independente de objetos externos,
tais como grades ou bastdes eletrificados. Desta forma, a aplicacdo de
choques subcutédneos € similar & estimulacdo intracraniana, possibilitando
comparacdes mais consistentes.

O grupo CHQ também apresentou periodos mais prolongados de
imobilidade (89% a 96% do tempo de exposicdo) tanto na primeira re-
exposicao (D35) ao contexto em que foi determinado o limiar de contorcdo
qguanto nas 4 re-exposicbes (D36-D39) subsequentes. Comparados ao grupo
CTR, os ratos do grupo CHQ apresentaram reducdes significantes da avaliacéo
de risco e reducdes sensiveis, porém nao significantes, da locomocao, levantar
e autolimpeza. Portanto, a reducdo na avaliagcdo de risco parece ser um
elemento diferenciador entre imobilidade e congelamento. Estes resultados sé&o
consoantes com observacdoes de retengcdo do medo contextual por, pelo
menos, 28 dias apds um Unico pareamento do contexto a um choque nas patas
(Tulogdi et al., 2012).

Em contraste, os ratos que exibiram respostas de fuga durante a sessao

de determinacdo dos limiares (EIC-1, RTR-0) apresentaram atividade igual ou



significativamente maior (hiperatividade) que aquela de ratos virgens (EIC-2) e
controles (CTR) na primeira exposicdo ou re-exposicdo ao contexto da
estimulacdo, respectivamente. Embora a atividade do grupo EIC-1 tenha
declinado significativamente ao longo das re-exposicdes, € importante salientar
que ela jamais foi inferior a atividade dos grupos CTR, EIC-2 e, principalmente,
CHQ.

Estes resultados sdo diametralmente opostos aos relatos de eliciacédo de
respostas de congelamento pela exposicdo ao contexto da estimulacdo da
MCPD (Kim et al., 2013; Deng et al., 2016; Zanoveli et al., 2007). Embora estas
diferencas possam ser devidas a auséncia de estimulos salientes tanto
condicionados (CS) quanto discriminativos (S°) no presente estudo, a
interpretacdo do estudo de Kim e colaboradores (2013) € seriamente
comprometida duracdo marcadamente diferente do CS (som) nas sessdes
treino (10 estimulos de 20 s) e teste (1 estimulo de 480 s), pelo registro
automatizado do congelamento como a mera auséncia de movimento e,
principalmente, pela auséncia de um grupo controle que somente foi exposto
ao som ou ao contexto. Em particular, os ratos controles (CTR) e virgens (EIC-
2) do presente estudo ficaram iméveis por mais tempo (57%-77%) que 0s ratos
de Kim e colaboradores (2013) que expostos ao som (26%) ou ao contexto

(34%) associados a estimulacdo da MCPD.

Conforme esperado, a atividade dos ratos virgens (EIC-2) na primeira
exposicao ao contexto foi similar aquela dos ratos controles (CTRL) na primeira
re-exposicdo ao contexto, 7 dias apos a estimulagdo ficticia da MCPD.
Surpreendentemente, no entanto, os ratos EIC-2 também apresentaram

atividade normal em todas as exposi¢cdes subsequentes a estimulacdo da
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MCPD (D36-D39). Dentre outras possibilidades, a hiperatividade pode ter sido
bloqueada pelo desenvolvimento de algum grau de inibicdo comportamental
nas re-exposicoes realizadas em intervalos menores que 24 h. De fato, existem
relatos de respostas de congelamento a contextos tanto discriminados quanto
nao-discriminados que foram associados a estimulagcfes optogenética (Deng et
al., 2016) e quimica (Zanoveli et al., 2007) da MCPD, respectivamente. A
“‘competicao” entre respostas passivas e ativas de medo nao é inédita. Em
particular, McNish e colaboradores (1997, 2000) mostraram que enguanto as
lesGes do hipocampo atenuam o medo a um contexto aversivo, elas facilitam a
potenciacdo do susto pelo medo. Estes autores concluiram que o aparente
déficit de aprendizagem do medo contextual nos ratos com lesdo do
hipocampo seria devido a uma “competicao” entre o congelamento ao contexto
aversivo e a hiperatividade decorrente da lesdo do hipocampo. Ao invés da
‘competicdo” entre respostas independentes, Deakin e Graeff (1991)
propuseram, que o0s sistemas de ansiedade (respostas passivas) e panico
(respostas ativas) inibem-se reciprocamente. Notavelmente, Tannure e
colaboradores (2009) mostraram que o “abrasamento” (kindling) da amigdala
facilita a fuga ao experimentador (resisténcia a captura) enquanto inibe a fuga
a estimulacdo da MCPD, fornecendo, portanto, a primeira evidéncia pré-clinica
da inibicdo reciproca dos sistemas de ansiedade e panico da amigdala e
MCPD, respectivamente. A inibicdo do panico pela ansiedade explicaria tanto a
inducdo de panico por técnicas de meditacdo e relaxamento (Adler, 1987)
qguanto a ineficacia destas técnicas na terapia do panico (Craske et al., 1991).
Pacientes de panico sem agorafobia também parecem ser mais ativos que

ambos os individuos sadios e 0s pacientes de panico com agorafobia (Clark et
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al., 1990). As ultimas observacfes reforcam a ideia de que os pacientes de
panico mantém-se em atividade para reduzir o risco de um AP (Deakin e
Graeff, 1991). No conjunto, estes dados sugerem que a resposta pré- panico
de hiperatividade ao contexto da estimulacdo da MCPD possa ser bloqueada
por respostas residuais de congelamento (inibicdo comportamental) ao mesmo
contexto quando a MCPD é estimulada em intervalos menores que 24 h.

O rapido declinio da hiperatividade dos ratos EIC-1 também pode ser
explicado pelo desenvolvimento progressivo de inibicAo comportamental ao
longo dos pareamentos diarios. Se este for o caso, a hiperatividade (panico
situacional) somente se expressaria se houver um intervalo longo entre as
sessfes treino e teste, possibilitando a dissipacdo da resposta de
congelamento (medo condicionado). O intervalo do presente estudo (7 dias) foi,
no entanto, muito menor que aquele (>28 dias) que seria necessario para o
“esquecimento” do contexto previamente associado a um choque (Tulogdi et
al., 2012). Portanto, mesmo que haja algum grau de condicionamento ao
contexto da estimulacdo da MCPD, ele parece ser muito mais fraco que aquele
obtido pela aplicacdo de choques elétricos, externos ou subcutaneos. Embora
o condicionamento fraco ao contexto da estimulacdo da MCPD seja consistente
com a auséncia de conexdes diretas desta estrutura com o hipocampo
(Cameron et al.,, 1995), estudos de conectividade funcional em humanos
sugerem que o hipocampo esteja “funcionalmente” conectado a todas as

colunas da MCPA (Coulombe et al., 2016).
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5.2 Efeitos tempo-dependentes do estresse sobre a hiperatividade ao contexto da
estimulacdo da MCPD.

Embora a hiperatividade (locomocao, levantar) tenha sido virtualmente
idéntica na primeira re-exposicdo de ratos estressados (RTR-0) e néo-
estressados (EIC-1) (Fig.4), ela somente foi mantida nas exposicdes
subsequentes dos ratos estressados (Fig.6). Notavelmente, a autolimpeza
também foi significativamente aumentada em todas as exposi¢des do grupo RTR-
0 (Figs.4,7). Em contraste, ndo foram observadas diferencas significativas de
atividade entre ratos pré-estressados (RTR-90) e controles (CTR). Estes dados
sugerem que enquanto a hiperatividade ao contexto da estimulacdo da MCPD é
facilitada por estresse contiguo a exposicdo, ela € inibida por estresses mais
anteriores.

Os efeitos tempo-dependente do estresse podem ter sido devidos as acdes
da CORT em receptores de membrana ou nucleares (Tasker et al., 2006; de Kloet
et al.,, 2008). Embora a administracdo sistémica de CORT tenha produzido
aumentos moderados na locomocdo e levantar, estes aumentos foram
observados durante re- exposicdes realizadas tanto imediatamente (CORT-0)
quanto 90 min (CORT-90) apés a administracdo da CORT. A similaridade dos
efeitos dos tratamentos pode ter sido devida a dose elevada do glicocorticoide (10
mg/kg). Embora a administracdo pos-treino de uma dose elevada de CORT (10
mg™.kg™t.dia* por 5 dias) facilitou a resposta de congelamento a um CS sonoro
(Corodimas et al., 1994), Atsak e colaboradores (2012a) mostraram que a
administracdo de doses reduzidas de CORT (0,3-3 mg/kg) 1 h antes das sessoes-
teste prejudicaram a expressao do congelamento a um contexto aversivo sem

prejuizo do congelamento a um CS sonoro. Estes resultados sugerem um efeito
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estimulo-especifico do pré-tratamento com doses baixas de CORT. Esta nocéo &
reforcada pelo bloqueio dos efeitos amnésicos da CORT apds a microinjecao de
antagonistas dos receptores endocanabinoides no hipocampo (Atsak et al.,
2012b). Exceto pela qualidade das respostas aos contextos associados ao
choque (congelamento) e estimulacdo da MCPD (hiperatividade), os efeitos
tardios (60 min apos) das doses baixas de CORT do ultimo estudo foram similares

aos efeitos tardios (90 min apo6s) do estresse no presente estudo.

6 Conclusotes

Embora os sintomas do panico espontaneo (incondicionado) sejam
virtualmente idénticos aqueles do panico situacional (condicionado) (Krystal et
al., 1991), as respostas condicionadas podem ser idénticas, similares ou
opostas as respostas incondicionadas (por ex., resposta de salivacdo a comida
e CS versus respostas de agitacdo e congelamento ao choque e CS,
respectivamente). Em particular, a hiperatividade condicionada difere tanto do
congelamento quanto da fuga a estimulacdo da MCPD. N&o obstante, a
hiperatividade pode ser o equivalente animal dos sintomas altamente variaveis
gue prenunciam os AP situacionais. Em todo caso, é necessario ressaltar que
jamais observamos respostas conspicuas de fuga ou congelamento durante a
exposicdo ao contexto da estimulagdo da MCPD realizada 24 h ou 7 dias
antes.

Como os grupos EIC-1 e RTR-0 apresentaram hiperatividade virtualmente
idéntica na primeira re-exposicao ao contexto, a hiperatividade aumentada nas re-
exposicdes subsequentes do grupo RTR-0 sugere que o estresse contiguo a re-

exposicao facilita a expressao elou a consolidagao da
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memoria aversiva. Contrariamente, a inibicdo do eixo HHA durante os
AP clinicos (Hollander et al., 1989; Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1985;
Sinha et al., 1999) e experimentais (Schenberg et al., 2008; de Souza Armini;
2015; Klein et al., 2010) protegeria o individuo do desenvolvimento do panico

situacional e, possivelmente, agorafobia.
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