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RESUMO

Introducdo: A principal caracteristica do transtorno do panico (TP) é a recorréncia de
ataques de panico (AP) inesperados, ocorrendo sintomas como sensacao de falta de
ar, taquicardia, sudorese, tremores, medo de morrer, entre outros. Klein (1993)
apresentou a teoria do alarme falso de sufocamento para explicar o TP. Esta teoria
propde a existéncia de um monitor de sufocamento, que integra varios sinais de
asfixia, e que pode ativar um sistema de alarme ao sufocamento quando identificado
um potencial sufocamento. Os APs espontaneos ocorreriam em decorréncia de uma
interpretacgéo fisiologica errdbnea por este monitor, disparando o sistema de alarme ao
sufocamento mesmo em condi¢cdes normais. Por sua vez, Deakin e Graeff (1991)
propuseram que a falta da inibicdo serotoninérgica nos circuitos neuronais que
integram as reacbes de defesa as ameacas proximais na matéria cinzenta
periaquedutal (MCPA) seria a responsavel pela ocorréncia de APs inesperados.
Vérios estudos, tanto em humanos quanto em modelos animais, tém apoiado que
existe uma convergéncia entre estas duas proposi¢cdes. Objetivo: Investigar as
respostas de ratos em testes de sufocamento e o papel da MCPA caudoventrolateral
(MCPAcvIl) na resposta de fuga de ratos em teste de hipercapnia + hipoxia (HH)
ambiental. Métodos: Teste de hipdxia (HO) ou teste de HH foram aplicados em ratos
Wistar machos. No udltimo grupo, foi realizado neurocirurgia para obter lesdes na
MCPAcvl. Posteriormente, os ratos foram testados novamente. Respostas
comportamentais de salto vertical e levantamento foram registradas. Resultados:
Durante o teste HO 25 % dos animais apresentaram resposta de salto vertical,
enquanto durante o teste HH 57 % dos animais apresentaram este comportamento. A
lesé@o unilateral na MCPAcvI parece reduzir a resposta de salto vertical, que foi abolida
em 80 % dos animais que apresentaram este comportamento inicialmente. A
frequéncia do comportamento de levantamento foi maior no periodo de habituacéo do
que no periodo do teste HH e foi maior durante o teste HH em compara¢do com o
teste HO. Concluséao: Assim como outros estudos, estes resultados reforcam a teoria



do alarme falso de sufocamento e o papel da MCPA na mediacédo do TP. Apesar de
ser amplamente sugerido o papel principal da MCPA dorsal no AP, nossos dados
sugerem que o monitor de sufocamento pode estar localizado especificamente na
MCPAcvI. Desta forma, sugerimos que a MCPAcvI é responsavel por disparar o AP,

enquanto a MCPA dorsal é responséavel por mediar as respostas subsequentes.

PALAVRAS-CHAVE: Transtorno de Ansiedade; Transtorno do Panico; Ataques de

Panico; Matéria Cinzenta Periaguedutal; Sufocamento; Hipercapnia; Hipdxia.



Nunes VM. Neurobiology of panic disorder: the role of ventrolateral periaqueductal
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ABSTRACT

Introdution: The main feature of panic disorder (PD) is the recurrence of unexpected
panic attacks (PA), with symptoms such as shortness of breath, tachycardia, sweating,
tremors, fear of dying, among others. Klein (1993) presented the suffocation false
alarm theory to explain PD. This theory proposes the existence of a suffocation
monitor, which integrates several signs of asphyxia, and which can activate a
suffocation alarm system when a potential suffocation is identified. Spontaneous PAs
would occur as a result of an erroneous physiological interpretation by this monitor,
triggering the suffocation alarm system even under normal conditions. On the other
hand, Deakin and Graeff (1991) proposed that the lack of serotonergic inhibition in the
neuronal circuits that integrate defense reactions to proximal threats in periaqueductal
gray (PAG) would be responsible for the occurrence of unexpected PAs. Several
studies, both in humans and in animal models, have supported that there is a
convergence between these two propositions. Objective: To investigate the
responses of rats in suffocation tests and the role of caudoventrolateral PAG (cvIPAG)
in the escape response of rats in an environmental hypercapnia/hypoxia (HH) test.
Methods: Hypoxia test (HO) or HH test were applied to male Wistar rats. In the last
group, neurosurgery was performed to obtain lesions in the cvIPAG. Subsequently, the
rats were tested again. Vertical jump and rearing behavioral responses were recorded.
Results: During the HO test 25% of the animals showed a vertical jump response,
while during the HH test 57% of the animals showed this behavior. The unilateral lesion
in cvIPAG abolished the vertical jump response in 80% of the animals that initially
exhibited this behavior. The frequency of the rearing behavior was higher in the
habituation period than in the HH test period and was higher during the HH test
compared to the HO test. Conclusion: Like other studies, these results support the
suffocation false alarm theory and the role of PAG in the mediation of TP. Although the
main role in the PA of the dorsal PAG is widely suggested, our data suggest that the

suffocation monitor is located specifically in the cvIPAG. Thus, we suggest that cvIPAG



is responsible for triggering the PA, while dorsal PAG is responsible for mediating

subsequent responses.

KEYWORDS: Anxiety Disorder; Panic Disorder; Panic Attacks; Periaqueductal Gray;

Suffocation; Hypercapnia; Hypoxia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Prevaléncia de transtornos de ansiedade em adultos.

Figura 2: Prevaléncia ao longo da vida de transtornos de ansiedade.

Figura 3: Diferencas morfofuncionais das colunas da matéria cinzenta periaquedutal.
Figura 4: Imunoistoquimica de c-Fos ao estimulo de hipdxia.

Figura 5: Comparagéo do periodo de habituagédo e teste de hipercapnia + hipdxia (salto).

Figura 6: Comparacdo do periodo de habituacdo e teste de hipercapnia + hipdxia

(levantamento).

Figura 7: Comparacdo do comportamento levantamento entre o periodo de habituagdo e o
periodo do teste de hipercapnia + hipéxia nos subgrupos de animais que ndo apresentaram o

comportamento salto e que apresentaram o comportamento salto.
Figura 8: Comparacéo do teste de hipdxia com o teste de hipercapnia + hipdxia (salto).

Figura 9: Comparacdo do teste de hipdéxia com o teste de hipercapnia + hipoxia

(levantamento).
Figura 10: Comparacéo das condigGes pré-neurocirurgia e pés-neurocirurgia (salto).

Figura 11: Comparagdo das condicdes pré-neurocirurgia e pdés-neurocirurgia

(levantamento).

Figura 12: Histologia.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Sintomas que ocorrem durante um ataque de panico.
Tabela 2: Dados dos animais do grupo controle.

Tabela 3: Dados dos animais do grupo com lesdo na matéria cinzenta periaguedutal

caudoventrolateral.



S-HT
AP
CO2
CTRL
EPM
HAB
HH
HHA
HO
KCN

LVL

MCPA
MCPAcvI
MCPAd
MCPAdI
MCPAdm
MCPAIt
MCPArlt
MCPAVI
O2

TA

TP

LISTA DE ABREVIATURAS

Serotonina

Ataque de panico

Dioxido de carbono

Controle

Erro padréo da média
Habituacéo

Hipercapnia + hipoxia

Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
Hipoxia

Cianeto de potassio

Lesdo na matéria cinzenta periaquedutal

caudoventrolateral

Matéria cinzenta periaquedutal

Matéria cinzenta periaguedutal caudoventrolateral
Matéria cinzenta periaquedutal dorsal
Matéria cinzenta periaquedutal dorsolateral
Matéria cinzenta periaquedutal dorsomedial
Matéria cinzenta periaquedutal lateral
Matéria cinzenta periaquedutal rostrolateral
Matéria cinzenta periaguedutal ventrolateral
Oxigénio

Transtorno de ansiedade

Transtorno do panico



SUMARIO

L1210 T 01U T of Yo LR 17
1.1 Transtorn0 dO PANICO ..c.eeiuiiiiiiiieieeieet ettt sttt et b e b e s bt e st et enbeesbeesaeesateebeenee 20
1.2 Hipotese de Deakin @ Graeff ...ttt et e e e e e e 24

1.2.1 Matéria Cinzenta Periaquedutal ........cccveeiiiiiie i 25
1.3 Teoria do Alarme Falso de SUfOCAamMENTO ......ccccviiiiiiiiiiiiie e 27

2 JUSTIFICATIVA ettt ettt et st et st s st s s st s st s s st s st s st s st st s e st s s esesssesessnbnsnsnsnsnnnnnnns 33

BOBIETIVOS. ...ttt ettt et st st e st e e bt e b e e s bt e s ae e st e e bt e bt e b e e nbeesbeesaneeareereenne 35
0] o T A1V e =] - | USRS 35
3.2 ObjetiVOS ESPECITICOS ..viiiiiriieeiiiie ettt e et e e et e e et e e e eeabe e e e e ateeeeeateeeeenbaeeeennteeeeennees 35

BIMIETODOS. .....c..couirtairetseetestesees s s s s s eese s bse bbbt 37
4.1 ANTMAIS 1ottt e e b e s a e s b e e e s b e e e as 37
4.2 Testes ComMPOortameNntais ..o 37

4.2.1 TESTE 8 HIPOXIA .uuriiiiiiiieiiiiiie e et e e ettt e et e e eetee e e e etae e e esbaeeeeeabaeeessntaeeesanseaeesasaneeesseneanns 38
4.2.2 Teste de Hipercapnia + HiPOXia.......ccoccuiieiieiiiiee ettt e et e tee e e e tee e e eetaeeeeebaeeeeeneeaaenns 38
e N N =10 o T (U = { I PO O PP PPPPTRRRPP 38
4.3.1 Microlesao POr IONTOFOrESE ....ccicuiiieiiiiiie ettt e e e re e e et e e e s bae e e s eseeeaens 39
V1 o] Lo =4 - PSP 39
N S = Y ] o or- PP UR PRSP 39

S RESULTADOS ...ttt ettt et e e e e ettt et e e e e s s bt bttt e e e e e e e sabbeeeeeeeea s nnbebeeeeeeeaaannbeaeeaeeeesannnnrees 42

B DISCUSSAD........ouceiriiaitie ettt bbbttt 50

7 CONCLUSAOD ..ottt bt 56

B REFERENCIAS. ...ttt et et et e e e et et et e et e et e aeeeeeaeeeeee et et eneeeeeeeeeeeeeeee e et et eeeeeeeaeaaeeeeneennens 58



1 INTRODUCAO




17

1 INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade (TAs) envolvem uma regulagéo anormal do medo;
compreendem um conjunto de transtornos que sdo caracterizados por medo e
ansiedade excessivos, além de transtornos comportamentais. O medo € uma emocao
sentida em situacdes de perigo, levando ao desencadeamento de uma série de
respostas com o intuito de protecdo contra o perigo. Nesse sentido, 0 medo € uma
resposta emocional a uma ameaca iminente real ou percebida. Por sua vez, a
ansiedade é a antecipacdo de uma ameaca futura, ou seja, mesmo sem a presenca
de uma ameacga uma pessoa ou animal pode prever uma possibilidade de perigo, 0
gue leva ao desencadeamento de respostas relacionadas ao medo. Enquanto o medo
€ geralmente uma resposta transiente, dependente da duragéo da situacao de perigo,
a ansiedade € uma resposta de longa duracéo, tendo em vista que € desencadeada
por sinais de perigos que podem tanto ser bem definidos, mas n&o iminentes, quanto
surgir de indicagcdes vagas (HYMAN; COHEN, 2013; AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION (APA), 2013).

Os TAs séao distinguidos entre si pela natureza, intensidade e duracdo dos
sintomas, pelo fator desencadeador das respostas, sintomas associados, entre outros
critérios (HYMAN; COHEN, 2013). Seguem alguns exemplos de TAs e as suas
principais caracteristicas. O transtorno de ansiedade de separagdo ocorre
principalmente na infancia, mas pode perdurar ao longo da vida, e € caracterizado
pelo medo ou ansiedade, em niveis inapropriados, de separar-se da figura de
afeto/cuidado, como a mae, tendo como consequéncias, em muitos casos, 0
abandono escolar. O mutismo seletivo também gera prejuizos no desempenho
escolar, bem como profissional, devido a grande dificuldade da pessoa em falar em
situacBes sociais que gerem uma expectativa, como uma avaliagcado escolar por meio
de uma apresentacao oral. Objetos ou situa¢des (como baratas, aranha, injecao ou
altura) podem ser o fator desencadeador na fobia especifica, mesmo que eles ndo
oferecam ameaca ou perigo o risco € superestimado. O transtorno de ansiedade
social, ou fobia social, é caracterizado pelo medo ou ansiedade intensos em relacéo
a possibilidade de sofrer alguma humilhacdo em reunides sociais ou situagdes, como
por exemplo, decorrente de algo que tenha falado ou feito. J& na agorafobia, o

individuo evita estar em situacfes em que ndo possa sair facilmente como transporte
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publico, espacos fechados e pontes. No transtorno do péanico (TP), ha ocorréncia de
ataques de panico (APs) inesperados acompanhados, posteriormente, por periodos
de persistente preocupacdo em ter novos APs ou alteracées comportamentais devido
aos ataques. Estes transtornos apresentam comorbidades entre si e com outros
transtornos psiquiatricos (APA, 2013).

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude 264 milhdes de
pessoas vivem com TA; no Brasil, sdo quase 19 milhdes de pessoas ou 9,3% da
populacdo, o que torna o pais lider mundial em prevaléncia de TAs (WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2017). Baseado em estudos epidemiolégicos com mais de
63 mil pessoas realizados nos Estados Unidos da América e em alguns paises da
Europa, Bandelow e Michaelis (2015) afirmam que até 33,7 % da populacao é afetada
por algum TA ao longo da vida, causando muitos danos individuais e sociais, tendo
em vista a alta utilizacdo de servicos médicos. O impacto econémico também ocorre
devido aos prejuizos a capacidade laboral. Conforme dados obtidos em um dos
estudos utilizados por Bandelow e Michaelis (2015), na populagao dos Estados Unidos
da América, e apresentados nas figuras 1 e 2, os TAs apresentam maior prevaléncia
em mulheres do que em homens, tanto entre os adultos quanto entre os adolescentes
(KESSLER et al., 2005; MERIKANGAS et al., 2010).

Figura 1 — Prevaléncia de transtornos de ansiedade em adultos estadunidenses.
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Fonte: Kessler et al. (2005). Figura modificada de National Institute of Mental Health,
disponivel em: https://www.nimh.nih.gov/health/statistics/any-anxiety-disorder.shtml. FEM:
feminino; MASC: masculino.
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Figura 2 — Prevaléncia ao longo da vida de transtornos de ansiedade em adolescentes
estadunidenses.
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Fonte: Merikangas et al. (2010). Figura modificada de National Institute of Mental Health,
disponivel em: https://www.nimh.nih.gov/health/statistics/any-anxiety-disorder.shtml. FEM:
feminino; MASC: masculino.

O medo e a ansiedade sao importantes para a preservacgao da vida, tendo em
vista que prepara o individuo/animal para lidar com ameacas iminentes ou futuras,
respectivamente. No entanto, em excesso e de forma persistente, podem se
desenvolver transtornos psiquiatricos, gerando varias consequéncias negativas tanto
para a vida das pessoas quanto para toda a sociedade. Esses transtornos podem
surgir em todas faixas etarias, inclusive na infancia e, uma vez desencadeado, pode
perdurar ao longo da vida. Em muitos casos, aumentam o risco de suicidio, gerando

o efeito oposto ao de sua funcao inicial.

O presente estudo tem por foco o TP, abordando suas caracteristicas
especificas, suas relagbes com outros TA, outras doencas ou
eventos/comportamentos, explorando duas das principais teorias que se propuseram
a explicar os seus mecanismos fisiolégicos e relacionando-as a regido neuro-
anatdémica da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA) ventrolateral, em sua porcao
caudal (MCPAcvI).
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1.1 TRANSTORNO DO PANICO

A principal caracteristica do TP é a recorréncia de APs inesperados. APs
também podem ocorrer em outros TAs, por exemplo, na fobia especifica e no
transtorno de ansiedade de separagcdo; no entanto, sdo APs esperados, tendo em
vista que sé@o desencadeados por algum estimulo especifico como nos exemplos
anteriores, devido a visdo de uma aranha ou pela auséncia da mée, respectivamente.
Também podem ocorrer em outros transtornos psiquiatricos, como transtorno de
estresse poOs-trauméatico, onde também h& uma causa identificavel. Ja nos APs
inesperados, como no TP, os ataques ocorrem sem a presenca de qualquer sinal
desencadeador (APA, 2013).

O AP é caracterizado pelo surgimento abrupto de um medo intenso ou
desconforto intenso, acompanhado pela ocorréncia de sintomas fisicos ou cognitivos,
conforme apresentado na tabela 1 (APA, 2013). No entanto, como assinala Graeff
(2017), apenas a ocorréncia destes APs ndo é suficiente para o diagnéstico do TP.
Para tal, € necessario cumprir os seguintes requisitos: (i) que durante estes atagues
ocorra quatro ou mais dos sintomas fisicos e cognitivos apresentados na tabela 1; (ii)
gue pelo menos um dos APs seja seguido por um periodo (a0 menos um més) de
preocupacdo persistente em ter novos ataques, preocupacdo com as possiveis
consequéncias em ter novos APs e/ou por alteracdes comportamentais; (iii) o
transtorno ndo estar relacionado a efeitos fisioldgicos de alguma substancia ou
relacionado a outra condicdo médica; e, (iv) o transtorno nao ser melhor explicado por

outro transtorno mental (APA, 2013).

Muitas destas caracteristicas que se enquadram na atual classificacdo de AP
ja foram apontadas por Sigmund Freud ha mais de um século. Freud (1912) apontou
gque a neurose de angustia poderia se manifestar ndo apenas em questbes
relacionadas a expectativa, mas também como o que definiu de ataque de angustia,
gue poderia ocorrer de forma subita sem estar associado a alguma ideia, consistindo
da sensacdo de morte ou insanidade e podendo estar associado a parestesias,
palpitacdes, taquicardia, alteracOes respiratdérias como ataques de asma, tremores,

tonturas, entre outros sintomas.
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Tabela 1 — Sintomas que ocorrem durante um ataque de panico.

Sintomas

1 — Palpita¢Oes, taquicardia;

2 — Sudorese;

3 — Tremores;

4 — Sensacao de falta de ar ou sufocamento;

5 — Sensacéo de asfixia;

6 — Dor ou desconforto peitoral;

7- Nausea ou desconforto abdominal;

8 — Sensacdao de tontura, desequilibrio ou desmaio;
9 — Calafrios ou sensacéao de calor;

10 — Parestesias (dorméncia ou formigamento);
11 — Desrealizac&o ou despersonalizacao;

12 — Medo de perder o controle ou enlouquecer,
13 — Medo de morrer.

Fonte: APA (2013).

A partir de dados epidemiologicos, Von Korff, Eaton e Keyl (1985)
demonstraram que o0s sintomas mais comuns de ocorrer durante um AP Ss&o
taquicardia, tremores, sudorese, calafrios ou sensacao de calor, medo de morrer e
falta de ar. Estes seis sintomas foram reportados por mais da metade das pessoas
com TP. Ainda, 25 % das pessoas relataram a ocorréncia de 10 ou mais sintomas,
sendo a meédia geral de seis sintomas. O inicio destes ataques ocorreu
predominantemente na idade entre 15 e 19 anos, com poucos casos iniciando apos
0s 40 anos. A prevaléncia de TP em mulheres foi maior do que em homens. A APA
(2013) também aponta para esta diferenga entre os géneros, sendo a prevaléncia de
TP em mulheres o dobro da prevaléncia em homens; esta caracteristica também esta

presente quando analisados os TAs em conjunto.

Os participantes do estudo citado acima (VON KORFF; EATON; KEYL, 1985)
foram entrevistados novamente apos 12 meses, permitindo uma analise prospectiva,
onde Keyl e Eaton (1990) abordaram os fatores de risco para o inicio do TP. Seis
eventos ocorridos ao longo da vida apresentaram associa¢cdo com o desenvolvimento

do TP, como depressédo ou grande episodio de luto, histérico de sintomas cardiacos,
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falta de ar, abuso ou dependéncia de drogas, abuso ou dependéncia de alcool e
convulsdes. Segundo APA (2013), pessoas que tém depresséo, transtorno bipolar e
pais com TAs tém maior risco de desenvolver TP. Também, é mais comum a presenca
de historico de abuso sexual e fisico em pessoas com TP do que em pessoas com
outros TAs.

Existe alta comorbidade entre doencas pulmonares e TP, sendo o TP o
transtorno psiquiatrico mais prevalente em pacientes com doencas respiratorias
(KLEIN, 1993). Karajgi et al. (1990), em estudo com paciente com doenc¢a pulmonar
obstrutiva cronica, apontaram que a taxa de prevaléncia de TP foi mais do que 5 vezes
maior do que a encontrada na populacdo geral, apesar de a taxa de prevaléncia de
TAs ser préxima a da populacao geral. Nesse mesmo sentido, Yellowlees et al. (1987)
encontraram uma taxa de prevaléncia de 34 % para TAs, enquanto apenas para o TP
esse indice foi de 24 %. Pessoas com asma também tém maior probabilidade de ter
TP (PERNA et al. 1997; YELLOWLEES et al., 1988; SHAVITT; GENTIL; MANDETTA,
1992; GOODWIN; EATON, 2003). Dados nesse mesmo sentido também séo
encontrados em criangcas (GOODWIN et al., 2005; CRASKE et al., 2001).
Comparando a prevaléncia de doencas respiratoria prévias com o desencadeamento
de TA, Verburg et al. (1995) encontraram valores significativamente mais altos para o

TP do que para outros TAs.

Dentre os TAs, a comorbidade do TP com a agorafobia merece destaque.
Segundo APA (2013), entre 30 a 50 % dos individuos com agorafobia relatam a
ocorréncia prévia de AP ou TP e, apesar da agorafobia comecar em média aos 17
anos de idade, quando considerados apenas os individuos que ndo apresentaram AP
ou TP prévios, este valor apresenta uma grande elevacao, passando para 25-29 anos.
Um estudo epidemiologico demonstrou que 28,3 % dos participantes ja haviam sofrido
AP, dentre os quais 22,7 % tiveram apenas AP, 3,7 % tiveram TP sem agorafobia, 0,8
% tiveram agorafobia sem TP e 1,1 % tiveram tanto TP quanto agorafobia (KESSLER
et al., 2006).

Também é importante destacar a comorbidade do TP com o transtorno de
ansiedade de separacdo. Battaglia et al. (1995) apontam uma associacdo entre TP e
transtorno de ansiedade de separagdo na infancia, além de historico familiar de TP,
com e sem agorafobia. Ainda apontam que o transtorno de ansiedade de separacao
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na infancia e o historico familiar de TP com agorafobia, independentemente,
influenciam a idade de inicio do TP, antecipando-a. Klein (1995), em estudo de grande
importancia que reavaliou, na idade adulta (entre 23 e 34 anos), criancas que foram
diagnosticadas com transtorno de ansiedade de separacgao e tiveram recusa escolar,
demonstrou que héa relagcéo entre o transtorno de ansiedade de separacdo na infancia
e o TP na vida adulta. Por fim, Roberson-Nay et al. (2012), em uma pesquisa com
1.437 pares de gémeos, apontaram que o transtorno de ansiedade de separacdo na
infancia e o desenvolvimento do TP na vida adulta compartilham de uma diatese

genética comum.

Devido as caracteristicas dos sintomas ocorridos durante um AP, como por
exemplo taquicardia, dor peitoral, sensacdo de sufocamento e medo de morrer,
pessoas com TP utilizam os servicos médicos primarios com alta frequéncia, e,
geralmente, o quadro néo é identificado como TP rapidamente, demorando bastante
tempo para o diagnostico (BALLENGER, 1998; METZLER; MAHONEY; FREEDY,
2016). Por exemplo, a maioria dos pacientes com dor peitoral que vao até um servico
de emergéncia médica ndo recebem diagnostico de isquemia cardiaca; 17,5 % desses
pacientes apresentam quadro compativel com TP (YINGLING et al., 1993). Os dados
de pacientes com palpitacGes analisados por cardiologista apontam a mesma direcao
(BARSKY et al.,, 1996). Em suma, este quadro leva a elevacdo dos custos e

sobrecarga das unidades de servicos de saude.

Apesar dos avancgos nas pesquisas sobre o TP ocorrido nos ultimos anos, 0s
mecanismos pelos quais ele ocorre ainda nédo séo totalmente conhecidos. Duas das
principais contribuigdes para o entendimento do TP foram apresentadas por Deakin e
Graeff (1991) e por Klein (1993). A seguir, serdo abordadas as teorias apresentadas
por estes dois importantes trabalhos e algumas pesquisas antecedentes que as
embasaram, bem como as principais pesquisas subsequentes que d&o suporte aos
seus apontamentos. Também serdo abordados elementos que indicam uma

conjuncgéao entre as duas teorias.
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1.2 HIPOTESE DE DEAKIN E GRAEFF

Deakin e Graeff (1991) hipotetizaram que o sistema serotoninérgico encefalico
esta envolvido com respostas adaptativas a eventos aversivos, dividindo estes
eventos em trés grupos: estimulo aversivo agudo incondicionado, agudo condicionado
e cronico. No primeiro grupo estariam incluidos estimulos como dor, asfixia e medo
inato que desencadeariam respostas comportamentais incondicionadas como
congelamento, luta ou fuga. Eles sugeriram que o panico em seres humanos era
devido a ativacdo espontanea destes reflexos de fuga. Graeff (1990 apud Deakin e
Graeff, 1991, p. 306) ja havia sugerido que os APs espontaneos eram decorrentes da
ativacdo espontanea do componente de fuga da MCPA, que ocorria mesmo na

auséncia de um estimulo incondicionado.

Utilizando um modelo animal de teste de conflito, onde uma resposta
instrumental é suprimida por uma punicao (por exemplo, o animal toma um choque ao
comer ou beber) Graeff (1991 apud Graeff, 2017, p. 49) analisou os efeitos de drogas
que diminuem ou aumentam a liberagcdo de serotonina (5-HT). As drogas que
diminuem a liberacédo de 5-HT suprimiram o efeito da puni¢do, enquanto as drogas
gue aumentam a liberacdo de 5-HT reforcaram o efeito da punicdo. No entanto,
enquanto esses resultados indicam um efeito ansiogénico da 5-HT, um efeito
ansiolitico é verificado no comportamento de fuga a um estimulo aversivo
incondicionado; por exemplo, a exposicdo de um rato a um gato. Devido a esses
efeitos opostos, Graeff (1991 apud Graeff, 2017, p.49) propds que a 5-HT
desempenha um duplo papel, dependendo se o estimulo aversivo € (i) potencial
(ameaca distal) ou condicionado, ou (ii) uma ameaca proxima ou incondicionada, que
desencadeia reag0es de defesa primitivas. Essas diferentes respostas dependem de
diferentes sistemas neuroniais, sendo a primeira relacionada as estruturas do
prosencéfalo, como cortex pré-frontal, complexo amigdaloide e hipocampo, e sendo a
segunda relacionada a uma estrutura do mesencéfalo, a MCPA. Nesse sentido, a
5-HT aumenta a ansiedade atuando nas primeiras estruturas e inibe a ocorréncia de
AP na ultima; a falta da inibicdo serotoninérgica nos circuitos neuroniais que integram
as reacOes de defesa as ameacas proximais na MCPAd seria a responsavel pela
ocorréncia de APs inesperados (DEAKIN; GRAEFF, 1991; GRAEFF, 2017).
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1.2.1 Matéria cinzenta periaguedutal

A MCPA é uma regidao do mesenceéfalo, situada ao redor do aqueduto cerebral,
entre o terceiro e o quarto ventriculo, e apresenta um formato diferenciado ao longo
do sentido rostro-caudal, variando sua aparéncia de uma “pera invertida” a um formato
oval (figura 3). A MCPA apresenta tanto organizacdo radial quanto colunar.
Radialmente apresenta uma regido justa-aquedutal, composta por células esparsas;
uma zona interna ou medial, com densidade moderada de neurdnios pequenos e uma
zona externa ou lateral, com alta densidade de neurbnios de tamanho pequeno a
médio. Até entdo, esta organizacao radial tem sido pouco explorada, com a maioria
dos estudos explorando a sua organizacao longitudinal em colunas morfofuncionais
(KEAY; BANDLER, 2015).

A MCPA estd organizada nas colunas ventrolateral (MCPAVI), lateral
(MCPAIt), dorsolateral (MCPAdI) e dorsomedial (MCPAdm). Alguns estudos abordam
as trés ultimas colunas em conjunto, sendo designada como MCPA dorsal (MCPAd).
Estas subdivisdes estao baseadas em aspectos funcionais (como diferentes respostas
fisiolégicas ou comportamentais quando estimuladas separadamente), anatémicos
(com diferentes aferéncias e eferéncias) e neuroquimicos. Novos estudos ainda
poderdo apontar subdivisbes em cada coluna (KEAY; BANDLER, 2015; RUIZ-
TORNER, 2001).

Estudos em animais apontam que a estimulagdo elétrica, quimica e
optogenética da MCPA evocam reacdes de defesa acompanhadas de respostas
cardiovasculares e respiratérias (BANDLER; DEPAULIS, 1991; BITTENCOURT et al.,
2004; SUBRAMANIAN; BALNAVE; HOLSTEGE, 2008; SCHIMITEL et al., 2012;
DENG,; XIAO; WANG, 2016; TOVOTE et al., 2016). A MCPAvI e a MCPAd tém papel
oposto, eliciando respostas adequadas de acordo com a situacdo enfrentada,
dependendo se o animal detecta uma ameaca distante ou préxima, respectivamente
(KEAY; BANDLER, 2015; JOHNSON; LIGHTMAN; LOWRY, 2004). Essas diferentes
estratégias sdo definidas como estratégias passiva e ativa (Figura 3). A estratégia
passiva € eliciada pela MCPAVvI (caudal), apresentando quiescéncia, hiporreatividade,
hipotensado, bradicardia e analgesia mediada por opioides. A estratégia ativa é
eliciada pela MCPAd (dois tercos caudais) e apresenta diferentes respostas
dependendo da porcao longitudinal desta coluna que € ativada; a por¢do intermediaria
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evoca reacoes de enfrentamento, taquicardia e hipertenséo, e a porcao caudal evoca
reacoes de fuga, taquicardia e hipertensdo; ambas evocam analgesia ndo mediada
por opioides (KEAY; BANDLER, 2015).

Figura 3 — Diferencas morfofuncionais das colunas da matéria cinzenta periaquedutal.

Enfrentamento
Hipertensao
Taquicardia

Fuga
Hipertensao
Taquicardia

Quiescéncia
Hiporreatividade
Hipotensao
Bradicardia

Fonte: Modificado de Keay e Bandler (2015). dm: matéria cinzenta periaquedutal dorsomedial;
dl: matéria cinzenta periaquedutal dorsolateral; It: matéria cinzenta periaquedutal lateral; vl:
matéria cinzenta periaquedutal ventrolateral.

Estudos realizados tanto em seres humanos quanto em modelos animais
apoiam a hipotese de Deakin/Graeff. Protopopescu et al. (2006), utilizando imagem
por ressonancia magnética, encontraram um aumento significativo no volume do
mesencéfalo dorsal e ventral de pacientes com TP quando comparados com o0 grupo
controle. Utilizando o mesmo tipo de método, Uchida et al. (2008) também
encontraram um aumento no volume do mesencéfalo de pacientes com TP. Por sua
vez, Fujiwara et al. (2011) também indicam um aumento significativo do volume do
mesencéfalo dorsal; porém, ndo do mesencéfalo ventral. Além desse resultado,
apontam uma correlacao positiva entre o volume mesencefalico dorsal e a severidade
dos sintomas apresentados pelos pacientes com TP. Por fim, utilizando imagens por

ressonancia magnética funcional durante um teste virtual onde voluntarios fugiam, em
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um labirinto, de um predador virtual que era capaz de perseguir, capturar e infligir dor
real, através de choques, Mobbs et al. (2007) mostraram que a medida que o predador
virtual se aproximava, a atividade encefalica era deslocada do cortex pré-frontal

ventromedial para a MCPA.

Alguns estudos em animais utilizam a estimulacdo da MCPAd como modelo
experimental de AP; esta estimulacdo produz respostas comportamentais como
congelamento, trote, galope e saltos, sendo consideradas como respostas do tipo
panico (BITTENCOURT et al., 2004; SCHIMITEL et al., 2012, 2014; BERNABE, 2013;
QUINTINO-DOS-SANTOS et al., 2014; ARMINI et al., 2015; MULLER et al., 2017).
Tais respostas foram atenuadas pelo tratamento com fluoxetina, um medicamento
panicolitico (BERNABE, 2013). Quintino-dos-Santos et al. (2014) demonstraram que
0 isolamento social neonatal em ratos, um modelo de ansiedade de separacéao,
facilitou as respostas comportamentais do tipo péanico produzidas pela
eletroestimulacdo da MCPAd. Em suma, estes dados sdo condizentes com a

proposicao do TP ser mediado pela MCPA, conforme a hipétese de Deakin/Graeff.

1.3 TEORIA DO ALARME FALSO DE SUFOCAMENTO

Outra contribuicdo de grande relevancia na area de estudos do TP € a teoria
do alarme falso de sufocamento. Apresentada por Klein (1993), esta teoria prop0e a
existéncia de um monitor de sufocamento, que integra varios sinais de asfixia, e que
pode ativar um sistema de alarme ao sufocamento quando identificado um potencial
sufocamento. Este evoluido sistema de alarme produz reacdes de emergéncia
especificas ao sufocamento, como um subito desconforto respiratério seguido por
hiperventilagdo, panico e vontade de fugir. Os APs espontaneos ocorreriam em
decorréncia de uma interpretacao fisiolégica errébnea por este monitor, disparando o
sistema de alarme ao sufocamento mesmo em condi¢des normais. Klein (1993) afirma
gue a dispneia € uma fase preliminar do AP, ela inicia o ataque, ndo sendo uma
consequéncia da hiperventilacdo que ocorre numa fase seguinte. O autor também
destaca que o medo do sufocamento € comum em pessoas normais e o sufocamento

€ um evento extremamente aversivo.
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Como abordado anteriormente, a sensacéao de falta de ar ou sufocamento € um
sintoma ocorrido com frequéncia durante um AP, assim como o medo (APA, 2013;
VON KORFF; EATON; KEYL, 1985). No entanto, Klein (1993) aponta que ha diferenca
entre o panico clinico e o medo provocado por um perigo, tanto por ser a dispneia a
principal caracteristica no TP, mas ndo no medo comum, quanto pela auséncia de
ativacdo do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HHA) (LIEBOWITZ et al., 1985; UHDE
et al., 1988; KATHOL et al., 1989; SINHA et al., 1999). Armini et al. (2015) também
encontraram a mesma caracteristica em um modelo de eletroestimulacdo da MCPAd,
aplicando, posteriormente, a mesma intensidade de corrente elétrica que foi capaz de
produzir respostas de fuga, em um ambiente de espaco reduzido que impedia estas

respostas.

Além do fato da alta comorbidade entre TP e doencas respiratérias, o lactato -
um subproduto do processo respiratorio - € um agente panicogénico (HOLLANDER et
al., 1989; GORMAN et al., 1990). Hollander et al. (1989) demonstraram que a infusdo
de lactato de sédio induziu a ocorréncia de AP em pacientes com TP, mas o0 mesmo
nao ocorreu com pessoas sem o TP. Similarmente, o diéxido de carbono (CO2) foi
capaz, a uma concentracao de 5%, de induzir AP em pacientes de TP, mas o0 mesmo
também ndo ocorreu em pessoas saudaveis (WOODS et al., 1988). Altas
concentracbes de CO: é capaz de evocar AP até mesmo em pacientes com dano
bilateral da amigdala (FEINSTEIN et al., 2013).

Klein (1993) destacou a necessidade de ampliar a explicacdo do TP, propondo
uma mudanca de foco da hipersensibilidade ao CO2 para o sufocamento, tendo em
vista que aquela nédo é suficiente para explicar a agdo panicogénica do lactato. No
entanto, a abordagem a partir do sufocamento explicaria esta acado panicogénica,
tendo em vista a alta producdo encefalica de lactato, devido a glicolise anaerdbica,
gue ocorre durante a asfixia (SIESJO et al., 1974). Klein (1993) também sugere que,
segundo sua proposi¢ao, outros indicadores de sufocamento devem ser capazes de
provocar AP. Em ordem com esta afirmacdo, os resultados de Beck, Ohtake e
Shipherd (1999) mostram que um teste de hipoxia com 12 % de oxigénio (O2) foi capaz

de induzir AP em pacientes com TP.

Preter e Klein (2008, 2014) ampliaram a teoria do alarme falso de sufocamento

para apresentar uma explicacdo integrada da alta comorbidade entre TP com o
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transtorno de ansiedade de separacao na infancia, episodios de perda repentina e luto
(BATTAGLIA et al., 1995; KLEIN, 1995; ROBERSON-NAY et al., 2012; APA, 2013).
Baseados no papel dos opioides tanto em problemas respiratérios quanto na
ansiedade de separacéo, Preter e Klein (2008, 2014) propdem que uma disfuncdo no
sistema opioidérgico, com um déficit de opioides enddgenos, pode desencadear em
uma diminuicdo do limiar de disparo do monitor de sufocamento. Isso explicaria, por
exemplo, porque pacientes com TP sdo mais susceptiveis a APs provocados por COz,

O2 e lactato.

E interessante notar que nos Ultimos anos alguns estudos tém indicado uma
convergéncia entre a hipotese de Deakin/Graeff e a teoria do alarme falso de
sufocamento. Entre estes, destaca-se o trabalho de Graeff (2017) que aponta para
uma conciliacao das duas hipéteses devido a atuacédo sinérgica da 5-HT e de opioides
enddégenos na MCPAd, através de receptores 5-HTia e p-opioide, para inibir as
respostas de defesa proximal. Por outro lado, € importante ressaltar que Roberson-
Nay, Latendresse e Kendler (2012) apontam para a existéncia de dois subtipos de
APs, respiratério e nao-respiratorio, classificados com base nos sintomas
apresentados durante os APs. Interessantemente, ndo foi encontrada diferenca entre

os dois subtipos quanto a resposta a tratamento com panicoliticos.

Estudos em animais que tém utilizado a hipercapnia e a hipdxia como modelo
experimental de AP também indicam a mesma convergéncia citada acima. Schimitel
et al. (2012) utilizaram um modelo animal (em ratos) de hipdxia quimica, induzida por
infusdo intravenosa de cianeto de potassio (KCN), estimulacao elétrica da MCPAd e
exposicao ao CO2. Seus resultados demonstram que a infuséo in bolus de KCN
produziu respostas de fuga, que foram suprimidas em ratos que tiveram lesao
eletrolitica da MCPAd. Por outro lado, as respostas de fuga a estimulacéo elétrica da
MCPAd foram facilitadas quando associadas a infusao lenta de KCN. Quanto ao COg,
8 % e 13 % de concentracdo ndo desencadearam respostas de fuga, mas potenciaram
as respostas de fuga a infuséo in bolus de KCN. Ainda, as respostas de fuga ao KCN
foram atenuadas pela administracédo de panicoliticos (SCHIMITEL et al., 2014). Em
conjunto, estes resultados apontam para uma mediacdo da MCPA nas respostas a

hipoxia e a hipercapnia.
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Também utilizando um modelo animal de hipoxia quimica, Muller et al. (2017)
realizaram analises imunoistoquimica de expressdao da proteina c-Fos que
demonstraram uma ativacéo especifica da MCPAcvl e da MCPAIt (rostral) (MULLER
et al., 2017). Por outro lado, em teste de hipoxia ambiental (6 % de Oz), Casanova et
al. (2013) encontraram expressao da atividade de pronto-oncogenes c-fos na MCPAdI
e na MCPAIt, onde houve aumento da proteina Fos, principalmente na MCPAIt. Em
outro experimento deste estudo, 0s ratos apresentaram resposta de corrida a hipoxia
de 6-13 % de Os2.

Figura 4 — Imunoistoquimica para proteina Fos em resposta ao estimulo de hipdxia,
imunomarcada em cortes da matéria cinzenta periaquedutal (MCPA). Esquerda: corte da
MCPA rostral. Direita: corte da MCPA caudal.
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Fonte: Muller et al. (2017).

Também utilizando um modelo de hipéxia ambiental (7% de O2) em uma
camara cilindrica (25 cm de diametro), Spiacci Junior et al. (2015) mostraram que
ratos apresentaram resposta de saltos verticais em direcdo a tampa da camara, o que
foi interpretado como tentativas de fuga. Essa resposta foi atenuada pela injecao intra-
MCPAd de 5-HT, agonistas de receptores 5-HT1a e 5-HT24, bem como por tratamento
cronico com panicoliticos. Contrariamente, Spiacci Junior et al. (2018) apontam que
camundongos ndo apresentaram resposta de salto num teste de hipdxia ambiental
(7% de Oz), mas apresentaram quando expostos a um teste de hipercapnia (20 % de
CO2). Estas respostas também foram atenuadas por tratamento crénico com
panicoliticos. Apesar da diferenca entre as espécies, ambas apresentaram resposta
de fuga quando expostas a uma situacdo de sufocamento, conforme apontou Klein

(1993); e, os resultados de Spiacci Junior et al. (2015) também confirmam a
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proposicdo de Deakin e Graeff (1991) a respeito do papel, no panico, da inibicdo

serotoninérgica na MCPAJ.

Em conjunto, os resultados de varios estudos apontam para uma convergéncia
entre a hipotese apresentada por Deakin e Graeff (1991) e a teoria do alarme falso de
sufocamento apresentada por Klein (1993). Ainda, sugerem a possibilidade do monitor
de sufocamento envolvido nos APs, apontado por este, se localizar na MCPA,
estrutura apontada por aqueles. No entanto, ainda néo esté claro o papel especifico
de cada coluna morfofuncional da MCPA dentro desta perspectiva. Nesse sentido, o
presente estudo se propde a aprofundar estas analises com foco na coluna MCPAVI,
em sua porcao caudal. A hipétese deste trabalho € que a MCPAcvI pode abrigar o
monitor de sufocamento sugerido por Klein (1993) como responsavel por iniciar o AP
enquanto as reagfes subsequentes a ativacdo deste seriam mediadas pela MCPAd.
Nesse sentido, a lesédo da MCPAcvl poderia abolir as respostas do tipo panico em um

modelo experimental de AP.



2 JUSTIFICATIVA
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2 JUSTIFICATIVA

A importéncia desta pesquisa encontra-se no esforco em elucidar os
mecanismos fisiolégicos do AP, o que pode levar ao melhor entendimento do TP,
assim como de outros TAs. Uma grande parcela da populacdo mundial é afetada por
TAs, gerando grandes prejuizos pessoais e sociais. Também se destaca a abordagem
desse tema numa perspectiva que converge duas das principais teorias/hipoteses
sobre o TP e a exploracdo de uma regido neural pouco explorada nesse contexto, a
MCPAcvl, uma vez que a maior parte dos estudos tem voltado a atencdo para a
MCPAd. O Conhecimento a respeito destas questdes pode trazer contribuicdes para
o melhor entendimento do TP, bem como contribuir nas areas de TAs, neurofisiologia

e fisiologia respiratéria.



3 OBJETIVOS




35

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as respostas de ratos em testes de sufocamento e o papel da
MCPAcvI na resposta de fuga de ratos em teste de hipercapnia + hipdxia ambiental
(HH).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar respostas comportamentais de ratos em teste de hipoxia (HO) com
as respostas comportamentais em teste de HH;

e Comparar respostas comportamentais de ratos em teste de HH antes e apds
neurocirurgia para realizacao de lesdo na MCPAcvl.



4 METODOS
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4 METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus; Rodentia, Muridae) (N = 22),

machos, pesando em meédia 252,5 + 6,8 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Espirito Santo sob o projeto Estudos optogenéticos,
gendmicos e neurofuncionais de um modelo translacional de transtorno de panico
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais (protocolo 82/2017). Entre
a chegada dos animais do Biotério Central e o término dos experimentos, 0s animais
permaneceram no biotério local do Laboratério de Neurobiologia dos Transtornos do
Humor e da Ansiedade. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais 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).

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados em uma camara cilindrica de
acrilico (20 cm de diametro e 50 cm de altura). A parte dianteira da camara foi mantida
transparente para observacdo e filmagem dos testes enquanto a parte traseira foi
coberta com material escuro, facilitando o contraste com o animal. O piso da camara
foi forrado com lona de vinil preta. O teto foi fechado com uma tampa de acrilico
transparente, onde estava a entrada de gases, acoplada aos respectivos cilindros.
Também na tampa foi inserido um pequeno aparelho para mistura de gases,
mantendo todo o ambiente com concentracdes homogéneas. Todos os testes foram
filmados e posteriormente analisado, com registro dos comportamentos de saltos e
levantamentos. O critério para considerar salto foi o animal ficar com as quatro patas
sem contato com o chédo. O levantamento foi considerado quando o animal ficou

apoiado apenas nas patas traseiras.
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Um grupo de 8 animais foi exposto nessa camara a um teste de HO. Outro
grupo de 14 animais foi exposto a um teste de HH. No dia seguinte, os animais
expostos ao teste HH foram submetidos a neurocirurgia. Uma semana depois, foram
testados novamente, na mesma condi¢cdo. Apds analise histologica, estes animais
foram divididos em dois grupos: os animais que tiveram lesdo na MCPAcvl (LVL)

(n=7); e os animais sem lesdo na MCPA, controle (CTRL) (n=7).
4.2.1 Teste de hipoxia

Apéds cinco minutos de habituacdo (HAB), o ambiente foi progressivamente
enriquecido com nitrogénio (N2) até a concentracdo de Oz alcancar em média 6,1 +
0,1 %. A partir deste momento, os comportamentos foram registrados por um periodo

de cinco minutos.
4.2.2 Teste de hipercapnia + hipoxia

Apés cinco minutos de HAB, o ambiente foi progressivamente enriquecido com
COz2 e, em seguida, enriguecido com N2, até alcangar as seguintes concentragdes de
gases: 11,4 £ 0,3 % de CO2 e 6,5 = 0,0 % de O2. A partir deste momento, 0s

comportamentos foram registrados por um periodo de cinco minutos.

4.3 NEUROCIRURGIA

Os ratos foram tratados com ceftriaxona sédica (20 mg/kg, 1.M.) e diclofenaco
sodico (1 mg/kg, 1.M.) e anestesiados com cetamina (100 mg/kg, i.p.) e xilazina (10
mg/kg, i.p.). Posteriormente, foram fixados a um aparelho estereotaxico (David Kopf,
Tujunga, EUA) montado sobre uma placa térmica (35°C-36°C). O cranio foi exposto
ao redor do lambda e foi feito um pequeno orificio para introducao de uma micropipeta
nas seguintes coordenadas a partir da linha interaural: + 0,72 mm antero-posterior,
0,0 mm lateral e + 4,1 mm dorsoventral em uma inclinacdo de 15° (PAXINOS;
WATSON, 1998). Apos a realizacdo da iontoforese, o procedimento foi repetido do

lado oposto.
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4.3.1 Microlesao por iontoforese

A iontoforese foi realizada com micropipeta com ponta de 15-30 um de diametro
preenchida com solucéo de acido cainico (10 pM em 10 Mm de cloreto de sédio), com
corrente de 12 pA, durante 15 minutos, com corrente alternada de 7/7 segundos. O
procedimento foi realizado durante a neurocirurgia, com a retirada da micropipeta logo

em seguida.

4.4 HISTOLOGIA

Ao término do experimento os animais foram anestesiados por viacom 1,5 dose
anestésica de hidrato de cloral (600 mg/kg) e perfundidos por via intracardiaca por
meio de uma bomba peristéltica (Masterflex CE, Barrington, IL, EUA) com 300 ml de
solucao salina (0,9%) seguidos por 300 ml de solugéo de formaldeido 10%. Os ratos
foram decapitados e as cabecas armazenadas em formaldeido por até 3 dias. Em
seguida, os encéfalos foram removidos e mantidos em solucdo de formaldeido por
mais 3 dias. Apds isto, os encéfalos foram preparados em blocos com mesencéfalo,
seccionados em cortes de 40 ym de espessura num criostato (Leica CM1850, Wetzlar,
Germany) do Laboratério de Histologia Molecular e Imunohistoquimica, estendidos
em laminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho neutro e montados
com DPX (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, EUA). Por fim, foi realizada captura
de imagens dos cortes encefalicos no Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos
Alberto Redins utilizando fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado com camera

digital (Axiocam Erc5s, Zeiss®).

4.5 ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas no software Graphpad Prism 7.00. A
normalidade foi avaliada usando o teste Shapiro-Wilk. As comparacdes entre 0s
grupos foram realizadas através dos testes de hipétese ndo paramétricos Mann-

Whitney ou Wilcoxon (para medidas repetidas). Os dados estdo apresentados em
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formato meédia = erro padrdo da média (EPM). P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.



5 RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Os dados dos animais do grupo CTRL e do grupo LVL e suas respostas
comportamentais ao teste HH, antes e ap0s a neurocirurgia, estdo apresentados nas
tabelas 1 (CTRL) e 2 (LVL).

Tabela 2 — Dados dos animais do grupo controle (CTRL). EPM: erro padrdo da média; HAB:
habituacéo; LEVn: nimero de levantamentos; SLTn: nimero de saltos.

CTRL PRE-NEUROCIRURGIA POS-NEUROCIRURGIA

-— HAB TESTE HAB TESTE

RATO Peso LEVn SLTn LEVn SLTn %0, %CO; LEVn SLTn:LEVn SLTn %0, %CO;
1 228 4 0 12 0 63 120 2 0 3 0 65 125

2 256 5 0 9 9 65 11,5 2 0 10 17 63 130
3 230 3 0 17 28 65 11,0 3 0 10 6 63 11,0
4 246 6 0 7 0 65 12,5 2 0 8 0 64 11,5
5 220 2 0 6 0 6,7 12,0 1 0 0 0 6,5 125
6 210 2 0 10 0 68 12,0 2 0 11 0 7,0 12,5
7 268 1 4 6,3 9,5 7 0 11 8 6,5

3 0 11 9,5
DIy 236,91 50 004103 59 65 115 |27 00} 76 44 65 118
348 78 | 1,4 004} 14 39 01 0,4 07 00}16 25 01 0,5

Tabela 3 — Dados dos animais do grupo com lesdo na matéria cinzenta periaquedutal
caudoventrolateral (LVL). EPM: erro padrdo da média; HAB: habituacdo; LEVn: nimero de
levantamentos; SLTn: numero de saltos.

LVL PRE-NEUROCIRURGIA POS-NEUROCIRURGIA

-— HAB TESTE HAB TESTE

RATO Peso LEVn SLTn ! LEVn SLTn %0, %CO, LEVn SLTn LEVn SLTn %0, % CO,
8 220 0 0 11 6 65 105 1 0 14 4 65 11,5

9 220 9 0 10 25 65 11,5 0 0 12 0 6,7 11,5
10 248 9 0 8 0 63 11,0 8 0 1 0 6,5 125
11 212 2 0 25 7 6,7 13,0 0 0 17 0 6,7 12,0
12 336 2 0 8 1 6,7 10,0 2 0 9 0 6,5 11,5
13 248 6 0 7 1 63 11,0 0 0 3 0 63 11,0
14 226 1 0 5 0 6,3 10,0 1 0 10,0

6 0 6,5
\[]Y 244,31 41 004106 57 65 11,0 | 1,7 00} 89 06 65 11,4
348 16,2 | 1,4 004} 25 34 01 0,4 1,1 00} 22 06 01 0,3

A comparacao do comportamento de saltos entre o periodo de HAB e o periodo
do teste HH demonstra que houve um aumento estatisticamente significativo do

namero de saltos no periodo do teste HH (n=14; teste Wilcoxon; P = 0,008), conforme
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figura 5. Durante o periodo HAB nenhum animal apresentou o comportamento de
salto. No entanto, durante o periodo do teste HH, 8 dos 14 animais apresentaram
saltos. Este comportamento apresentou grande variacao entre 0s animais, com alguns
apresentando apenas um salto e outros apresentando 25 ou mais saltos. Por sua vez,
6 dos 14 animais nao apresentaram resposta de salto durante o teste HH. A média foi
de 5,8 £ 2,5 saltos quando considerado todo o grupo (n=14) e 10,1 + 3,7 saltos quando

considerado apenas os que saltaram (n=8).

Figura 5 — Comparacéo do periodo de habituacdo (HAB) e teste de hipercapnia + hipdxia (HH)
guanto a frequéncia do comportamento de salto (n=14). Os dados estdo expressos em média
+ EPM. ** P < 0,01.
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A comparacao do comportamento de levantamento entre o periodo de HAB e
o periodo do teste HH demonstra que houve um aumento estatisticamente significativo
no namero de levantamentos no periodo do teste HH (n=14; teste Wilcoxon; P =
0,003). Durante o periodo HAB os animais apresentaram 4,6 + 1,0 levantamentos,
enguanto durante o periodo do teste HH a média foi de 10,4 £ 1,4, conforme figura 6.
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Figura 6 — Comparacéao do periodo de habituacdo (HAB) e teste de hipercapnia + hipéxia (HH)
quanto a frequéncia do comportamento de levantamento (n=14). Os dados estdo expressos
em média + EPM. ** P < 0,01.

151

101

HAB HH

Quando analisados separadamente 0s animais que apresentaram resposta de
salto no teste HH (SLT) e os que nédo apresentaram (NST), o grupo SLT teve aumento
estatisticamente significativo no comportamento de levantamento durante o teste HH
em comparacdo com HAB (de 5,0 £ 1,5 na HAB para 12,3 = 2,1 no teste HH) (n=8;
teste Wilcoxon; P=0,03). Por outro lado, esta mesma comparacdo nao apresentou
diferenca estatistica no grupo NST (de 4,0 £ 1,2 na HAB para 8,0 + 1,1 no teste HH)
(n=6; teste Wilcoxon; P=0,09), conforme figura 7.

Figura 7 — Comparagdo do comportamento levantamento entre o periodo de habituacéo e o
periodo do teste de hipercapnia + hipéxia no grupo de animais que ndo apresentaram o
comportamento salto (NST) (n = 6) e no grupo de animais que apresentaram o comportamento
salto (SLT) (n = 8) (n=14). Os dados estédo expressos em média + EPM. * P < 0,05.

20+ ¥ Habituacao
W Teste

15-

10-
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A comparacao da resposta de salto entre os testes HO e HH ndo apresentou
diferenca estatistica significante (n=8 para HO; n=14 para HH; teste Mann-Whitney; P
= 0,12), conforme figura 8. Os animais submetidos ao teste HH apresentaram em
média 5,8 £ 2,5 saltos, enquanto os animais submetidos ao teste HO apresentaram
em média 0,9 + 0,7 saltos. Enquanto 8 dos 14 animais (57%) do grupo HH
apresentaram o comportamento de salto, apenas 2 dos 8 (25%) animais do grupo HO
apresentaram este comportamento no teste HO. Embora os saltos foram
determinados pela perda de contato com o solo das quatro patas simultaneamente
independente da altura, também se observou que os animais submetidos ao teste HH
realizaram saltos mais altos do que os animais do grupo HO. A concentracdo de O:2
no teste HH foi de 6,5 = 0,0 %, enquanto no teste HO foi de 6,1 + 0,1.

Figura 8 — Comparacéo do teste de hipoxia (HO) com o teste de hipercapnia + hipdxia (HH)
guanto a frequéncia do comportamento de salto. Os dados estdo expressos em média + EPM.
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A comparacdo das respostas apresentadas durante os testes HO e HH
demonstram que o comportamento de levantamento ocorre com maior frequéncia
durante o teste HH (n=8 para HO; n=14 para HH; teste Mann-Whitney; P = 0,008). Os
animais submetidos ao teste HH apresentaram em média 10,4 + 1,4 levantamentos,
enguanto os animais submetidos ao teste HO apresentaram meédia de 5,6 + 1,0

levantamentos, conforme figura 9.
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Figura 9 — Comparacéo do teste de hipdxia (HO) com o teste de hipercapnia + hipdxia (HH)
quanto a frequéncia do comportamento de levantamento. Os dados estdo expressos em
média + EPM. ** P < 0,01.
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A figura 10 apresenta as médias do comportamento de salto nos grupos CTRL
e LVL durante o teste HH, antes e ap0s a realizacdo de neurocirurgia. Nado houve
diferenca estatistica no comportamento de salto quando comparado os periodos antes
e apoOs a neurocirurgia em ambos os grupos. O grupo CTRL antes da neurocirurgia
apresentou 5,9 £ 3,9 saltos e, depois, 4,4 £ 2,5 (n = 7; teste Wilcoxon; P = 0,99). O
grupo LVL antes da neurocirurgia apresentou 5,7 = 3,4 levantamentos e, depois, 0,6
+ 0,6 (n = 7; teste Wilcoxon; P = 0,06). Destaca-se que no grupo CTRL, todos os
animais que ndo apresentaram resposta de fuga no primeiro teste também nao
apresentaram no segundo teste. Assim também, todos os animais que apresentaram
resposta de fuga no primeiro teste também apresentaram no segundo teste. Por outro
lado, no grupo LVL apenas um animal apresentou resposta de fuga depois da
neurocirurgia (com diminuicdo da resposta), dentre 0s cinco animais que
apresentaram esta resposta no teste realizado antes da neurocirurgia. As
concentracbes dos gases foram semelhantes nos dois grupos, tanto nos testes

realizados antes quanto nos realizados ap0s a neurocirurgia.

A figura 11 apresenta as médias do comportamento de levantamento nos
grupos CTRL e LVL durante o teste HH, antes e apés a realizacdo de neurocirurgia.
N&o houve diferenca no comportamento de levantamento quando comparado 0s
periodos antes e apds a neurocirurgia em ambos os grupos. O grupo CTRL antes da

neurocirurgia apresentou 10,3 = 1,4 levantamentos e, depois, 7,6 + 1,7 (n = 7; teste
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Wilcoxon; P = 0,44). O grupo LVL antes da neurocirurgia apresentou 10,6 £ 2,5
levantamentos e, depois, 8,9 £ 2,2 (n = 7; teste Wilcoxon; P = 0,55). A histologia,

demonstrando a localizacéo das lesfes estdo expostas na figura 12.

Figura 10 — Comparacao da condigdo pré-neurocirurgia e pos-neurocirurgia no grupo controle
(CTRL, n=7) e no grupo com lesdo na MCPAcvI (LVL, n=7) quanto ao comportamento de salto
no teste de hipercapnia + hipdéxia. Os dados estao expressos em média + EPM.
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Figura 11 — Comparacao da condigdo pré-neurocirurgia e pds-neurocirurgia no grupo controle
(CTRL, n=7) e no grupo com lesdo na MCPAcvl (LVL, n=7) quanto ao comportamento de
levantamento no teste de hipercapnia + hipdxia. Os dados estao expressos em média + EPM.

15- B Pré-neurocirurgia
W Pés-neurocirurgia

CTRL LVL
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Figura 12 — Histologia de dois animais diferentes demonstrando a microlesdo na matéria
cinzenta periaquedutal caudoventrolateral.




6 DISCUSSAO
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6 DISCUSSAO

Klein (1993) apresentou a teoria do alarme falso de sufocamento. Segundo esta
teoria, existe um sistema fisiol6gico de alarme que monitora sinais que indiquem a
ocorréncia de um sufocamento; e, os APs espontaneos ocorrem quando este monitor
é disparado erroneamente, mesmo em uma situacdo em que ndo ha sufocamento.
Esta teoria ampliou a ideia de que os APs ocorriam devido a uma hipersensibilidade
ao CO2. Klein (1993) afirmou que essa ampliacdo tedrica teria suporte se outros
indicadores de potencial sufocamento provocassem AP. Nesse sentido, o autor
discutiu a acao panicogénica do lactato e como este fenbmeno néo seria suportado
pela hipersensibilidade ao CO2, mas poderia ser explicado pela teoria do alarme falso
de sufocamento. Baseado no fato de que o sufocamento pode ocorrer tanto pela
hipercapnia quanto pela hipoxia, Beck, Ohtake e Shipherd (1999) examinaram as
respostas de pacientes com TP e pessoas saudaveis em testes de desafio respiratério
de hipercapnia (5 % de CO3) ou de hipdxia (12 % de Oz2). Seus resultados mostraram
que, além da hipercapnia, a hipoxia também foi capaz de induzir AP em pacientes

com TP.

Em modelos animais, respostas comportamentais como trote, galope e saltos
sao consideradas respostas do tipo panico (BITTENCOURT et al., 2004; SCHIMITEL
et al., 2012, 2014; MULLER et al., 2017; SPIACCI JUNIOR et al., 2015, 2018). No
entanto, em ratos o CO2 nao produz estas reacgfes, sendo inclusive utilizado em
protocolos de eutanasia. Schimitel et al. (2012) e Mdller et al. (2017) demonstraram
que ratos submetidos a hipercapnia (13 % de CO2) ndo apresentaram estas respostas.
Apesar de também ndo encontrarem as respostas comportamentais citadas
anteriormente, Hickman et al. (2016) apontam que a exposi¢cao de ratos a 20 % de
COz2 levou ao aumento da locomocéo, da frequéncia respiratoria e da pressao arterial,
enquanto houve diminuicdo da frequéncia cardiaca. Apés a exposicdo ao COzg,
também foi identificado 0 aumento da ansiedade. Por outro lado, a exposicdo de ratos
a 6 % de O2 levou a breves episédios de corrida rapida, aumento da presséo arterial
e a uma resposta bifasica da frequéncia cardiaca, apresentando taquicardia na fase
inicial de aumento da hipoxia e bradicardia quando atingido niveis abaixo de 8 % de
O2 (CASANOVA et al., 2013). Spiacci Junior et al. (2015) apontam que ratos expostos
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a 7 % de O2 em uma camara de espaco reduzido (25 cm de diametro) apresentaram

saltos verticais em direcdo a tampa.

No presente estudo, foi padronizado um teste de HH (=11,5 % de CO2€e 6,5 %
de O2) em uma camara de espaco reduzido (20 cm de didmetro). Também realizamos
um teste de HO (= 6,1 % de Oz). Em ambos os testes, identificamos o comportamento
de salto vertical; este comportamento nao foi observado em nenhum animal durante
o periodo de HAB. Ja durante o teste de HO e de HH, alguns animais saltaram
enguanto outros ndo. Durante o teste HO 25 % dos animais apresentaram resposta
de salto vertical (frequéncia média de 0,9 + 0,7 saltos), enquanto durante o teste HH
57 % dos animais apresentaram este comportamento (frequéncia média de 5,8 + 2,5
saltos). Apesar do teste HH provocar saltos em maior percentual dos animais e em
maior frequéncia, ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparados os
dois testes. Este resultado pode ser atribuido ao fato de os grupos serem formados
por todos os animais que foram submetidos aos testes. Sugerimos que novos estudos
analisem os animais em subgrupos que saltaram e ndo saltaram, o que nao foi
realizado neste estudo devido ao pequeno numero de animais submetidos ao teste
HO. Contudo, estes resultados tanto confirmaram os resultados obtidos por Casanova
et al. (2013) e Spiacci Junior et al. (2015) quanto sugerem que a hipercapnia pode
potenciar as respostas do tipo panico a hipéxia ambiental, o que deve ser confirmado
por novos estudos. Esta observacdo ja foi realizada em um modelo de anoxia
produzida por infusdo intravenosa de KCN (SCHIMITEL et al., 2012). Sendo assim,
vai de encontro a proposicado de Klein (1993), uma vez que a soma de sinais de
sufocamento poderia potenciar a ativagdo do monitor de sufocamento. Em
comparacao ao modelo utilizado por Schimitel et al. (2012), o teste HH apresenta a
vantagem de ndo ser necessario a realizacdo de intervencdo cirargica, nem a
utilizacdo de algum agente quimico, além de induzir uma resposta de fuga muito
vigorosa e facilmente mensuravel. Ja em comparac¢éo ao teste aplicado por Spiacci
Junior et al. (2015), tanto o teste HH quanto o teste HO apresentam desvantagem,
tendo em vista que nestes testes o0s animais se dividem em subgrupos que
apresentam ou ndo a resposta de salto vertical, enquanto naquele teste Spiacci Junior
et al. (2015) apontam que todos os ratos apresentaram a resposta. No entanto, em

nosso laboratdrio ndo conseguimos reproduzir este resultado.
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Além da corrida, Casanova et al. (2013) também analisaram o levantamento
como resposta de fuga, destacando que tal comportamento se assemelha como se o
animal estivesse procurando uma saida. Também observamos este comportamento
em nosso estudo. Casanova et al. (2013) apontaram que quando o nivel de hipdxia
estava entre 21% e 13 % de Oz, ndo foram registrados episédios de levantamento, o
gue so6 ocorreu durante hipoxia severa (entre 13 % e 6 % de O2). Em nosso estudo
também ocorreram levantamentos no periodo de HAB, que pode estar associado a
atividade exploratoria, no entanto, encontramos um grande aumento da frequéncia de
levantamentos durante o teste HH, com diferenca estatistica significante (P < 0,01).
Contrariamente, Sturman, Germain e Bohacek (2018) demonstraram que o
comportamento de levantamento no teste do campo aberto, atribuido a atividade
exploratoria, foi reduzido pelo estresse agudo. Isto indica que em nosso teste este
comportamento pode estar associado a resposta de fuga. E importante destacar que

grande parte dos saltos aconteceram em sequéncia ao levantamento.

Ao separar em subgrupos os animais que apresentaram (SLT) ou ndo (NST) a
resposta de salto, encontramos um aumento significativo da frequéncia de
levantamentos no periodo do teste HH em comparacédo com o periodo de HAB (P <
0,05) no subgrupo SLT, o que ndo ocorreu no subgrupo NST. Este resultado indica
gue parte dos animais apresenta maior tolerancia ao teste HH e/ou adota uma
estratégia passiva de enfrentamento a este ambiente aversivo, enquanto outra parte
tem menor tolerancia e/ou adota uma estratégia ativa. Também encontramos uma
maior frequéncia de levantamentos no teste HH em comparacéo ao teste HO (P <
0,05), o que pode sugerir que o teste HH é mais aversivo ou produz respostas mais

intensas do que o teste HO.

Schimitel et al. (2012) sugeriram que o sistema de alarme ao sufocamento esta
localizado na MCPA. No entanto, os seus dados ndo permitem inferir o papel das
diferentes colunas morfofuncionais. Uma questao conflitante € o efeito contrario do
COg2, inibindo as respostas de fuga a estimulagdo da MCPAd e potenciando as
respostas de fuga a hipdxia quimica. Com base nestes resultados, € improvavel que
0 monitor de sufocamento se localize MCPAd, apesar de seu papel no AP amplamente
conhecido. Por sua vez, andlises imunoistoquimicas de expressao da proteina c-Fos
realizadas por Mller et al. (2017) demonstraram que a MCPAcvl e a MCPAIt, na sua

porcao rostral (MCPArlt), foram ativadas especificamente pela hipdxia quimica
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induzida por KCN e, a exposigéo ao CO:2 ativou a MCPAcvI, mas n&o ativou a MCPArlt.
Ainda, a associacao dos estimulos de hipdxia quimica com a exposi¢cao ao CO: ativou
a MCPAcvI. Estes dados levaram Miiller et al. (2017) a sugerirem que a MCPAcvl e a

MCPArlt séo os principais componentes efetores das respostas iniciais dos APs.

Por outro lado, em modelos de hipéxia ambiental, Casanova et al. (2013)
demonstraram que as respostas de corrida eliciadas por este, resultam principalmente
da ativacdo da MCPAIt, além da MCPAdI. No mesmo sentido, Spiacci Junior et al.
(2015) mostraram que a resposta de fuga a hipdxia ambiental foi atenuada pela
injecdo intra-MCPAd de 5-HT, agonista de receptor 5-HT1a € 5-HT2a. Em conjunto,
tanto os modelos de hipoxia quimica (associada ou ndo a hipercapnia) quanto os
modelos de hipdéxia ambiental demonstraram participacdo da MCPA no
desencadeamento das respostas comportamentais. Em conjunto, estes estudos
corroboram ndo so a teoria do alarme falso de sufocamento, mas também a hipétese
apresentada por Deakin e Graeff (1991), ao apontarem que os APs ocorriam em
decorréncia da ativacdo espontanea do componente de fuga da MCPAd. Uma
hipétese que associa a participacdo da MCPAcvl e da MCPAd nos APs foi
apresentada por Johnson, Lightman e Lowry (2004). Estes autores sugeriram que uma
subpopulacao de neurbnios serotoninérgicos localizados na MCPAcvI (onde também
se situa a asa lateral do nucleo dorsal da rafe) é a origem da 5-HT enddgena que
mantém a MCPAd inibida. Interessantemente, Matthiesen, Spiacci Junior e Zangrossi
Junior (2017) encontraram respostas de panico induzidas pela estimulagdo quimica

desta mesma regiao.

No presente estudo ratos foram submetidos ao teste HH antes e ap0s
realizagdo de neurocirurgia para provocar microlesdes na MCPAcvl. Em 80% dos
animais do grupo LVL que apresentaram resposta de salto antes da neurocirurgia, a
resposta foi abolida apos esta. Ja no grupo CTRL, todos 0s animais que apresentaram
resposta de salto antes, também apresentaram depois. Ainda, 0os animais tanto do
grupo LVL quanto do grupo CTRL que ndo saltaram antes da neurocirurgia também
nao saltaram depois. A comparacéao da frequéncia média de saltos antes e depois da
neurocirurgia no grupo LVL foi de 5,71 * 3,39 para 0,57 + 0,57 (P = 0,06), enquanto
no grupo CTRL foi de 5,86 + 3,91 para 4,43 £ 2,45 (P = 0,99). Apesar de nao ser
encontrado diferenca estatistica significante, acreditamos que um namero maior de

animais apresentaria esta diferenca. Também apontamos para a limitacédo das lesdes
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serem unilaterais e ndo comprometerem toda a regido da MCPAcvl; sugerimos que
lesbes bilaterais da MCPAcvI podem abolir completamente os saltos verticais. novas
analises apenas com 0s animais que saltaram apresentardo esta diferenca. Por fim, o
fato de alguns animais apresentarem resposta de salto e outros ndo também pode ter
interferido na andlise; sendo assim, sugerimos que novos estudos separem estes

animais em subgrupos.

Quando comparado o comportamento de levantamento antes e apds a
neurocirurgia, ndo foram encontradas diferencas em nenhum dos grupos, sugerindo

que tal comportamento nédo € mediado pela MCPAcvI.

As vantagens deste estudo, quando comparado o modelo experimental de
hipercapnia/hipdxia ambiental com o modelo de andxia quimica por KCN, é que a
hipercapnia e a hipoxia também s&o utilizados em pesquisas com seres humanos
como panicogénicos e ndo exigem a realizacdo de nenhum procedimento cirdrgico,
além de produzir respostas de fuga vigorosas. No presente estudo, as respostas a
hipercapnia/hipdxia ambiental também foram mais vigorosas do que no modelo de
hip6xia ambiental, porém, este modelo permite conclus6es mais especificas, uma vez

que utiliza apenas um agente panicogénico.

Em sintese, este estudo contribui para o avanco do conhecimento na area do
TP na medida que Schimitel et al. (2012) sugeriram que o0 sistema de alarme ao
sufocamento apresentado por Klein (1993) se localiza na MCPA, os resultados de
Muller et al. (2017) especificaram esta localizagéo, indicando a MCPAcvl e MCPArlt,
e os resultados do presente estudo sugerem que tal monitor de sufocamento se
localiza especificamente na MCPAcvI. Esta proposi¢ao ndo entra em conflito com os
demais resultados apresentados acima, tendo em vista que a MCPAcvl pode abrigar
diferentes circuitos neurais com fung¢des distintas. Dessa forma, sugerimos que a
MCPAcvI é essencial para o disparo do sistema de alarme ao sufocamento que apos
atingir seu limiar, desencadearia as suas respostas subsequentes mediadas tanto
pela MCPAIt quanto pela MCPAdI. Essa proposi¢cdo apoia a conciliagdo da teoria
apresentada por Klein (1993) com a hipotese apresentada por Deakin e Graeff (1991),

como vem sendo apontado por alguns estudos recentes.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo traz algumas contribui¢cdes para a area de estudos do TP.
Entre elas, o desenvolvimento e a padronizacdao de um modelo animal para estudo do
TP, que se destaca pelo fato de produzir respostas de fuga vigorosas sem a
necessidade de realizagdo de nenhum procedimento anterior com os animais. Estas
caracteristicas permitem boa comparacdo entre as diferentes intervencoes,
diminuindo a quantidade de fatores que podem interferir nos resultados. Outra
contribuicdo foi a padronizacéo da aplicacdo da técnica de iontoforese para realizacao
de microlesdes em regides localizadas das colunas da MCPA, ou em outras regioes.
Muitos estudos da area analisam diferentes colunas da MCPA em conjunto; por
exemplo, frequentemente as colunas MCPAIt, MCPAdlI e MCPAdI sdao agrupadas
como MCPAd. Este agrupamento tem um sentido funcional, mas as vezes é adotado
tendo em vista a precisdo da técnica utilizada. A técnica utilizada neste estudo permite
fazer inferéncias especificas para cada coluna, permitindo avancar ainda mais nos
conhecimentos acerca do TP e da neurofisiologia do mesencéfalo. Destaca-se que

tanto o teste quanto a técnica ja tém sido aplicados em outros projetos do laboratério.

Por fim, os resultados deste estudo reforcam a teoria do alarme falso de
sufocamento e o papel da MCPA na mediacdo do TP. Apesar de ser amplamente
sugerido o papel principal da MCPAd no AP, nossos dados sugerem que 0 monitor de
sufocamento pode estar localizado especificamente na MCPAcvl. Desta forma,
sugerimos que a MCPAcvI é responsavel por disparar o AP, enquanto a MCPAd é
responsavel por mediar as respostas subsequentes. Este apontamento pode auxiliar
no direcionamento de novas pesquisas que poderdo confirma-lo, ou ndo, com maior
robustez, contribuindo para o esclarecimento dos mecanismos fisiologicos do AP e do
TP.
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