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RESUMO



Dispnéia, “fome por ar’e desejo de fuga sdo sintomas dos ataques de pénico do
tipo respiratorio. Os pacientes com esse tipo de panico também apresentam
anormalidades respiratoria basais e um alto indice de doencas respiratérias
comorbidas. Os ataques de panico sédo precipitados pela infusdo de lactato de
sodio (0,5 M, E.V.) ou inalagéo de diéxido de carbono (CO, 5%) em pacientes com
transtorno de péanico. Contudo, estes agentes sdo inécuos em individuos sadios.
Outros estudos mostraram que os pacientes de péanico sao igualmente
responsivos a hipdxia. Estas e outras observacdes levaram Klein (Arch Gen
Psychiat, 50: 306, 1993) a sugerir que o panico clinico € uma falha de um sistema
de alarme de sufocamento. Em ratos, a hipdxia citotoxica em células
quimiorreceptoras causada por injegdes intravenosas de cianeto de potassio
(KCN) produz comportamentos de fuga de curta duragdo que lembram ataques de
panico. Os comportamentos de fuga produzidos pelo KCN s&o bloqueados tanto
por desnervacdo de células quimiorreceptoras quanto por lesdo da matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCPAd), o provavel substrato do panico, visto que
os comportamentos de defesa produzidos pela estimulagcdo da MCPAd tém sido
propostos como modelos de ataque de péanico. Dados clinicos sugerem também
que ansiedade de separagdao na infancia (ASl) e a depressdo maior (DM)
predispdem ao transtorno do panico (TP). Portanto, este estudo analisou a
duragdo dos comportamentos de fuga produzidos pelo KCN apos tratamentos
agudos e crbnicos com clonazepam (0.01-0.3 mg/kg, i.p.) e fluoxetina (1-4
mg/kg/dia/21 dias, i.p.), respectivamente, em ratos intactos. Além de verificar os
efeitos comportamentais do CO; e KCN, tanto isoladamente quanto combinados a

estimulacdo da MCPAd em ratos machos e fémeas que sofreram isolamento



neonatal. Em ratos machos, o isolamento causou redugdes significativas dos
limiares medianos de galope e micgdo. Em geral, as fémeas ovariectomizadas
apresentaram limiares maiores que aqueles dos machos, isolados ou nao
isolados. Ja o COg, produziu aumentos dose-dependentes dos limiares medianos
das respostas de imobilidade, exoftalmia, trote, galope e saltos. Contudo, as ratas
foram menos sensiveis a estes efeitos. Em relacdo aos panicoliticos, observou-se
que os comportamentos de fuga produzidos por KCN s&o atenuados tanto por
tratamento agudo com clonazepam quanto por tratamento crénico com fluoxetina.
Estes resultados apdiam o envolvimento da MCPAd em um mecanismo de alarme

de sufocamento.

Palavras-chave: Transtorno do panico, Matéria Cinzenta Periaquedutal, Didxido

de Carbono, Cianeto de Potassio, Isolamento Neonatal, Fluoxetina, Clonazepam.



ABSTRACT



Dyspnoea, ‘hunger for air and urge to flee are the cardinal symptoms of
respiratory-type panic attacks. Patients also show baseline respiratory
abnormalities and a higher rate of comorbid and antecedent respiratory diseases.
Panic attacks are also precipitated by both the infusion of 0.5 M sodium lactate and
the inhalation of 5-7% CO; in predisposed patients but not in healthy volunteers or
patients without panic disorder. Further studies showed that panic patients are also
hyperresponsive to hypoxia. These and other observations led Klein (Arch Gen
Psychiat, 50: 306, 1993) to suggest that clinical panic is the misfiring of a
suffocation alarm system. In rats, cytotoxic hypoxia of chemoreceptor cells by
intravenous injections of potassium cyanide (KCN) produces short-lasting flight
behaviors reminiscent of panic attacks. KCN-induced flight behaviors are blocked
both by denervation of chemoreceptor cells and lesion of dorsal periaqueductal
gray matter, a likely substrate of panic, given that the defensive behaviors
produced by stimulation of dorsal periaqueductal gray matter have been proposed
as models of panic attack. Clinical data also suggest that separation anxiety in
childhood and major depression predispose to panic disorder. Therefore, this study
analyzed the duration of escape behavior produced by KCN after acute and
chronic treatment with clonazepam (0.01-0.3 mg / kg, ip) and fluoxetine (1-4 mg /
kg / day / 21 days, ip), respectively in intact rats. In addition to checking the
behavior effects of CO2 and KCN, either alone or combined with dorsal
periaqueductal gray matter stimulation of male and female who suffered isolation
neonatal rats. In male rats, the isolation caused significant reductions in median
thresholds of galloping and urination. In general, ovariectomized showed greater

than those of males, isolated or not isolated thresholds. Already COZ2, produced



dose-dependent increases in responses median of immobility, exophthalmos,
trotting, galloping and jumping thresholds. However, females rats were less
sensitive to these effects. In relation to panicolitics, it was observed that the
behaviors of escape produced by KCN are both attenuated by acute treatment with
clonazepam and by chronic treatment with fluoxetine. These results support the
involvement of MCPAd on a suffocation alarm mechanism.

Keywords: Panic Disorder, Periaqueductal Gray Matter, Carbone Dioxide,

Potassium Cyanide, Defensive Behaviors, Electrical Stimulation.



REVISAO



ATAQUES DE PANICO E ALARME DE SUFOCAMENTO

1. TRANSTORNO DO PANICO

Os fundamentos da nosologia contemporénea dos transtornos de
ansiedade podem ser encontrados na classificacdo original das ‘neuroses de
ansiedade’ (Angstneurose) de Sigmund Freud. Ele distinguiu estes transtornos da
depressdao maior e de uma ampla variedade de condi¢cdbes mal definidas
denominadas a época de ‘neuroastenias’. De fato, em escritos tdo precoces
quanto os ‘Estudos Selecionados sobre a Histeria’ (1895), Freud ja distinguia duas
sindromes fundamentais, quais sejam, a ‘expectativa ansiosa’ (Angstliche), que
ele considerava a forma predominante do transtorno de ansiedade, e uma
sindrome menos frequente, porém igualmente importante, que ele denominou
‘ataque de ansiedade’ (Angstanfall). De acordo com sua descri¢gdo, a expectativa
ansiosa era 'um quantum de ansiedade livre e flutuante que controlava a escolha
das idéias por antecipacdo’. Em contraste, no ataque de ansiedade esta ‘irrompia
repentinamente na consciéncia sem ter sido eliciada por qualquer idéia’. Freud
ressaltou que estes ataques podiam manifestar-se tanto como ‘um sentimento
puro de ansiedade’ quanto pela combinacdo da ansiedade com ‘a interpretagdo
mais proxima do término da vida, tal como a idéia de morte subita ou da perda da
razdo’, ou combinada a ‘alguma parestesia . [ou]... disturbio de uma ou mais
fungcbes somaticas, tais como a respiragcdo, atividade -cardiaca, inervagdo

vasomotora e atividade glandular’. Freud distinguiu estes ataques das fobias, do



transtorno obssessivo-compulsivo (‘neurose obssessiva’) e do transtorno de
estresse pos-traumatico (‘neurose comum’), entre outras condi¢des. A ‘expectativa
ansiosa’ e o ‘ataque de ansiedade’ sdo praticamente idénticos aos diagndsticos
contemporaneos do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno do
panico (TP), respectivamente (APA, 1994).

Presumivelmente, a heranga clinica de Freud foi, em grande medida,
esquecida apds o divorcio profundo entre psicanalise e medicina. Assim, enquanto
os transtornos de ansiedade continuaram a ser diagnosticados como
neuroastenias até meados do século passado, o TP recebeu uma variedade
enorme de nomes, incluindo neurose de ansiedade, reacdo de ansiedade,
neuroastenia, astenia neurocirculatoria, neurose vasomotora, taquicardia nervosa,
sindrome de esforgo, sindrome de Da Costa, coragdo de soldado e coragao
irritavel, entre outros (Pitts e McClure, 1967). Este cenario comegou a alterar-se
apos a publicagdo do estudo influente de Donald Klein (1964) mostrando que o
TAG e o TP respondiam a classes diferentes de drogas. Klein mostrou que
enquanto a ‘expectativa ansiosa’ era tratada por ansioliticos (barbituricos,
meprobamato e clordiazepéxido) e doses baixas de sedativos (fenotiazinas), os
ataques de panico eram tratados pela administragdo cronica do antidepressivo
triciclico imipramina.

Ao redor da mesma época, Pitts e McClure (1967) demonstraram
que os ataques de panico tinham ‘marcadores fisioldgicos’, uma vez que eles
podiam ser precipitados pela infusdo endovenosa de lactato de soédio em
pacientes predispostos aos ataques espontdneos de panico, mas nao em

voluntarios normais. Na realidade, Cohen e White (1951) ja haviam mostrado que
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os ataques de panico podiam ser precipitados por hiperventilagdo a 5% de didxido
de carbono (CO.), mas ndo no exercicio ou na ventilagdo ambiente (Klein, 1993b).
Posteriormente, mostrou-se que a ioimbina, um antagonista alfa-2 adrenérgico,
também induz panico em mais de dois tercos dos pacientes de TP, principalmente
apos administracdo endovenosa (Charney et al., 1984). Contudo, a infusdo de
ioimbina também provocou o aumento da ansiedade em pessoas normais, tal
como ocorre com a cafeina, colecistocinina (CCK) e inumeras drogas com agao
panicogénica (Klein, 1993b).

Os ataques de panico sao episodios agudos de medo, ou sensagao
similar, que ocorrem de forma recorrente e na auséncia de qualquer ameaca
identificavel. Eles caracterizam-se por uma experiéncia subita de intenso estresse,
pensamentos catastroficos e ansiedade severa, que se desenvolvem rapidamente,
atingindo um pico em aproximadamente 10 min. Os principais sintomas dos
ataques de panico na clinica sdo taquicardia (Freedman et al., 1985; Stein et al.,
1992; Rechlin et al.,, 1994), alteragcbes cardiacas e respiratorias (Goetz et al,,
1994), dificuldade em respirar, sensagdo de sufocamento, dor no térax, suor,
vertigem, tremores, desejo de fuga e sensagdo de morte iminente. Em alguns
relatos inclui-se o0 receio de nado poder controlar os esfincteres vesical e anal
(Cassano e Savino, 1993; Goetz et al, 1994). A descrigao clinica de Freud para o
“ataque de ansiedade” ja incluia 10 dos 13 sintomas necessarios para o
diagnostico do TP quando este foi introduzido no Manual de Diagndstico e
Estatistica de Desordens Mentais (DSM-III-R) (Frances et al, 1993). Neste, o TP é
definido como a ocorréncia de quatro ataques espontdneos em quatro semanas

ou um ataque seguido pelo receio de novos ataques ao longo de quatro semanas.
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Também ficou estabelecida a distingdo entre ataques completos, com mais de
quatro sintomas (entre 12 ou 13 sintomas caracteristicos), ou ataques limitados,
com numero inferior de sintomas. Por sua vez, os AP situacionais estdo
relacionados a expectativa do paciente de desenvolver sintomas que se
assemelham aos dos AP em um determinado local ou contexto. Essa ansiedade é
gradual, até que o individuo se confronte com a situagcédo temida e ocorra um AP
(Gentil, 1988).

O TP pode acarretar em enorme prejuizo aos individuos,
principalmente, se for acompanhado de agorafobia, limitando as atividades sociais
e profissionais de forma parcial ou completa. Devido a auséncia de explicagao dos
sintomas e as frequentes consultas e exames médicos, geralmente negativos, os
AP também desenvolvem insegurangca e perda da autoestima, com grande
desconforto fisico e emocional. Com um custo social elevado, estimativas
europeias avaliam que 7,5% a 10% da populagao adulta, entre 20 e 30 anos, terao
AP ocasionais e 2% a 5% desenvolverao o TP, isto €, AP recorrentes com graves
limitagbes do desempenho social e familiar do individuo (Goodwin et al., 2004).

A partir desses e de outros fatos, duas teorias foram propostas para
esclarecer as bases neurais do TP: A primeira delas, proposta por Deakin & Graeff
(1991), baseia-se na prescrigdo dos inibidores de recaptagédo da serotonina (5HT)
para uma ampla gama de transtornos psiquiatricos, incluindo o TAG e o TP, mas
também, o transtorno obsessivo compulsivo e a depressao. Brevemente, a teoria
propde que a SHT facilita a ansiedade por uma agao na amigdala, mas inibe os
ataques de péanico por uma acdo na matéria cinzenta periaquedutal (MCPA).

Adicionalmente, propde que a depresséo ocorre pela subregulagdo de receptores
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5HT4a do hipocampo, produzindo uma disfuncdo no ‘sistema de resiliéncia’ que
tem por fungéo separar as tarefas do dia-a-dia dos eventos aversivos. Segundo a
teoria de Deakin & Graeff (1991), a MCPA seria um centro de coordenagao de
reflexos defensivos a predadores ou outros estimulos nocivos, como dor ou
anoOxia. Esta teoria sugere que os ataques de panico sdo estados similares ao
medo a uma ameagca proximal, tal como a reagao da presa face ao predador. A
teoria também sugere a evolugdo do sistema serotonérgico como um sistema
especializado no controle de situagdes aversivas. A segunda teoria, proposta por
Klein (1993a, b), baseia-se nas caracteristicas clinicas dos ataques de panico e na
sensibilidade exagerada dos pacientes de péanico ao CO, e lactato. A teoria
postula que os ataques de panico seriam devidos ao disparo inadequado de um
sistema de alarme de sufocamento, produzindo os ataques espontaneos em ar
ambiente, ou ataques induzidos por infusdo de lactato ou concentracdes
moderadas de CO,. Devido a alta comorbidade dos ataques de pénico com
ansiedade de separacéo, Klein e Preter (2007) propuseram recentemente que o
elo comum entre asfixia e relagbes parentais reside nos mecanismos opiodides
enddégenos. Contudo, Shekhar e colaboradores (1996) apresentaram evidéncias
que o hipotalamo dorsomedial (HDM) seja o responsavel pelo desencadeamento
dos ataques de pénico ao lactato. Eles sugeriram que a disfungédo crbnica da
neurotransmissdo GABAérgica do HDM é responsavel pelo TP, uma vez que
simula parte de seus aspectos comportamentais, cardiovasculares e respiratorios.
E importante notar, no entanto, que os comportamentos analisados por Shekhar

sao modelos mais adequados do TAG que do TP.
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1.1 Teoria do Alarme Falso de Sufocamento

Em uma revisdo abrangente, Klein (1993b) examinou inumeras
condicdes que facilitam ou inibem os ataques de panico, desde o CO; e lactato a
doencgas raras como a ‘maldigao de Ondine’ (hipoventilagdo congénita), na qual os
individuos sao incapazes de detectar o aumento da PCO, durante o sono. Klein
(1993b) examinou o transtorno do péanico quanto a sintomatologia e estimulos
desencadeadores, hiperventilacdo dos pacientes, assim como na histeria de
massa, no panico durante o relaxamento e sono, no transtorno pré-menstrual,
gravidez, parto, doenga pulmonar, ansiedade de separagcdo e farmacoterapia.
Klein (1993a, b) sugeriu a existéncia de um sistema de alarme de sufocamento e
que a hipersensibilidade ao CO, apresentada pelos pacientes de panico seria
devida a uma interpretacéo fisioldgica incorreta deste sistema, o qual dispararia de
forma nao-adaptativa, produzindo um alarme falso de sufocamento.

Esta possibilidade passou a ser aventada apos a demonstracao de
Pitts e McClure (1967) e de outros autores que os ataques de panico podem ser
precipitados pela infusdo endovenosa de lactato de sédio em pacientes que
apresentam ataques de panico espontaneos, mas ndo em pessoas normais. A
injecdo de lactato produz alcalose metabdlica periférica acompanhada por
hipercapnia cerebral e acidose respiratéria. A fisiologia ensina que temos de
respirar menos na vigéncia de alcalose metabdlica, numa tentativa de reduzir o pH
pela retencdo de CO,. Contudo, observa-se hiperventilagdo na infusdo de lactato,
tanto em pacientes de panico quanto em individuos sadios. Embora o lactato ndo
atravesse a barreira hemato-encefalica, o CO,, seu metabdlito final, atravessa.

Esta possibilidade é consistente com a observacdo de que a infusdo de lactato



14

promove o aumento no fluxo cerebral (Reiman et al., 1989), um achado notavel
em vista das poucas substéncias que tém este efeito além do CO; (Klein, 1993a).
Portanto, postulou-se inicialmente que o lactato produzia um estado de
hipercapnia central que desencadeava o ataque de panico. Contudo, demonstrou-
se posteriormente que o d-lactato, um isdmero que ndo € metabolizado em
mamiferos, também produz ataques de panico. Para explicar este fenbmeno, Klein
(1993a,b) sugeriu que o sistema de alarme de sufocamento n&do diferencia os
isdmeros pois jamais foi exposto ao d-lactato no curso da evolugdo. Klein
(1993,a,b) propds, portanto, que o sistema de alarme de sufocamento pode ser
deflagrado tanto pelo CO, quanto pelo lactato, diretamente. Corroborando esta
hipotese, Johnson e colaboradores (2008) mostraram que o lactato atravessa as
areas peérvias da Dbarreira hematoencefalica localizadas nas regides
periventriculares (organum vasculosum lamina terminalis, érgéo subfornicial, area
postrema). Adicionalmente, o lactato de soédio racémico € um indutor mais potente
de pénico que o CO; ou o bicarbonato de sédio (metabdlito intermediario do
lactato). E possivel que esta diferenca de poténcia seja devida ao fato do lactato
racémico induzir panico por dois mecanismos, quais sejam, conversao do lactato a
CO; e efeito farmacologico direto de estimulante da respiragao (Klein, 1993a).
Dispnéia, respiracao rapida e hiperventilacdo sdo as manifestacoes
respiratérias relatadas com maior frequéncia por pacientes com TP. Portanto,
Klein (1993a) propés que o ataque de panico € constituido de trés etapas: a
primeira € o disparo do sistema de alarme de sufocamento, provocando a
sensagao de falta de ar e aumento do volume corrente, como se houvesse havido

um aumento da PCO,. Se o sistema continua recebendo sinais de asfixia, ocorre a
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segunda etapa, desencadeando as respostas comportamentais de um ataque de
panico. Por fim; a terceira etapa consiste num aumento na frequéncia respiratéria
que persiste mesmo apods o término dos eventos comportamentais do ataque de
panico (Klein, 1993a).

Alguns estudos apresentaram evidéncias da hipersensibilidade
fisioloégica dos pacientes de péanico ao CO, (Gorman et al., 1988; Fishman, 1994;
Pain et al., 1988). Assim, comparados aos controles sadios e aos pacientes que
nao responderam ao CO,, pacientes que tiveram ataques de panico induzidos por
CO, apresentaram aumentos maiores do volume corrente respiratorio durante a
inalacdo do gas antes do ataque de panico (Gorman et al., 1988). Embora estes
resultados ndo tenham sido corroborados por outros pesquisadores (Woods et al.,
1986; Roth et al., 1992), estudos posteriores mostraram que pacientes tratados
com panicoliticos, tanto serotonérgicos como noradrenérgicos, Sao menos

sensiveis ao CO; que os pacientes nao-tratados (Gorman et al., 1997).

2 COMORBIDADE DOS TRANSTORNOS ANSIOSOS E DEPRESSIVOS

Nas ultimas décadas, pesquisas epidemioldgicas revelaram que os
transtornos do humor e da ansiedade apresentam alta comorbidade. Estes
estudos proporcionaram uma compreensdo mais profunda da correlagcdo e do
curso desses transtornos, bem como do seu progndstico (Brown e Barlow, 1992;
Kessler et al., 1994; Dunner, 2001; Goodwin, 2002). Por exemplo, em um estudo
epidemiologico de follow-up, 41% dos pacientes com TP apresentaram crises
depressivas no mesmo ano e 79% nos 10 anos seguintes (Angst e Wicki, 1993).

Pacientes com transtornos comoérbidos de depressao e ansiedade também
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apresentam sintomas mais severos e prognosticos menos favoraveis, exigindo
tratamentos mais precoces e um numero maior de hospitalizacbes. Estes
pacientes também apresentam um risco maior de suicidio que aqueles com
transtornos isolados (Coryell et al., 1988; Fawcett, 1992; Lecrubier, 1998;
Lecrubier e Ustun, 1998; Johnson e Lydiard, 1998; Kaufman e Charney, 2000;
Kinley et al., 2011). A Ansiedade de Separacéo na Infancia (ASIl) também parece
predispor o individuo ao desenvolvimento de diversas psicopatologias na vida
adulta, em particular, a Depressao Maior e o TP (Klein, 1993b; Blandim et al.,
1994; Lipsitz et al.,, 1994; Canetti et al., 1997; Manicavasagar, 1998; Fava e
Kendler, 2000; Heim e Nemeroff, 2001; Biederman et al., 2004; Doerfler et al.,
2008; Klauke et al., 2010; Mroczkowski et al., 2011). De fato, Klein e Fink (1962)
propuseram uma patofisiologia de desenvolvimento individual que relaciona ASI
com TP e agorafobia na vida adulta, uma vez que 50% dos pacientes agorafobicos
relataram ASI severa que muitas vezes impediu 0 comparecimento a escola.
Kagan e colaboradores (1988) observaram que ao longo da vida dos pacientes
com TP desenvolvem-se, primeiro, a ASI, seguida de fobia social na adolescéncia
e TP na idade adulta. A eficacia do panicolitico imipramina na terapia da ASI
confirmou estas proposi¢coes (Bernstein et al., 2000; Gittelman-Klein and Klein,
1973). Estas observagdes, juntamente com as abordagens etoldgicas de
ansiedade (Bowlby, 1983), impulsionaram o desenvolvimento da classificagdo
contemporanea dos transtornos de ansiedade.

A ansiedade de separacdo também parece estar relacionada ao
estresse familiar e inicio precoce do TP (Battaglia et al., 1995). Pacientes

comorbidos para varios transtornos de ansiedade também fazem relatos
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frequentes de ASI (Lipsitz et al., 1994). Contudo, as afirmag¢des de que ASI
predispde varios transtornos de ansiedade com a mesma probabilidade (Van der
Molen et al., 1989) pode ser devida a um diagndstico ambiguo de ataques de
panico com sintomas limitados ou a inconsisténcia dos métodos de entrevista
(Preter e Klein, 2008). Nao obstante, o aumento da incidéncia do TP foi um
achado significativo no unico estudo controlado de longo prazo, duplo-cego, com
entrevistas clinicas de criangas com ASI e fobia escolar (Klein, 1995). O inicio dos
ataques de panico também é frequentemente precipitado pela separagao, perda
social ou luto (Klein e Fink, 1962; Faravelli e Pallanti, 1989; Kraunonem et al.,
2000; Klein, 1993b; Milrod et al., 2004).

Por outro lado, Pine e colaboradores (2000; 2005) observaram uma
relacdo entre a desregulacédo respiratéria e os transtornos de ansiedade na
infancia. A hipersensibilidade respiratoria a inalagcdo de uma mistura de 5% de
CO2 foi significativamente maior nas criangas com ASI| e, em menor grau, TAG,
que naquelas com fobia social. Estes dados estdo de acordo com a hipdtese
ampliada do alarme falso de sufocamento (Preter e Klein, 2008; Preter et al.,
2011), na qual o TP e a ASI estdo relacionados a uma anormalidade dos
mecanismos opidides que regularia tanto os mecanismos respiratérios quanto as

relagdes parentais, respectivamente.

3 MODELOS ANIMAIS
Embora a MCPA néo é necessaria para a ritmogénese respiratéria, a
estimulacdo dessa estrutura € conhecida ha muito tempo pelos seus efeitos

proeminentes sobre a respiragdo. De fato, no primeiro estudo publicado com a
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técnica de estimulacdo elétrica da MCPA, Sachs (1911) relatou que dentre todas
as regides estimuladas do talamo e mesencéfalo, a MCPA foi a regido que
produziu as respostas respiratdérias mais pronunciada, sendo “indubitavelmente ...
um centro respiratorio”. Estas observagdes pioneiras foram corroboradas pelo
extenso mapeamento das respostas respiratorias induzidas por estimulagao
elétrica do tronco cerebral (Kabat, 1936). Mais recentemente, Hayward e
colaboradores (2003) mostraram que a estimulagdo quimica da MCPA afeta
predominantemente a frequéncia respiratdria, reduzindo a duracdo tanto da
inspiracao quanto da expiracao. Estes efeitos foram provavelmente mediados por
projecdes excitatorias da MCPAd para a area parabraquial (centro pneumotaxico).
De fato, enquanto o grupo respiratério ventral do bulbo é reconhecido por sua
influéncia no volume corrente, o centro pneumotaxico controla predominantemente
a frequéncia respiratéria (Cohen, 1979). Na verdade, Hayward e Castellanos
(2003) mostraram que a estimulagdo quimica da MCPA produz um aumento
seletivo da imunoreatividade para a proteina c-fos no nucleo parabraquial lateral.
Entretanto, as microinje¢cdes neste nucleo com muscimol (5 mM), um agonista de
receptores GABA-A, produziu uma atenuacdo acentuada da resposta respiratéria
evocada pela estimulagdo da MCPAd (-90%) e frequéncia cardiaca (-72%),
enquanto a resposta pressora foi menos atenuada (-57%). O bloqueio bilateral dos
receptores glutamatérgicos do nucleo parabraquial lateral também produziu uma
atenuacao acentuada dos aumentos da frequéncia respiratoria (-65%) e cardiaca
(-53%) evocados pela estimulagcdo da MCPAd, mas uma redugcédo apenas modesta
na resposta pressora (-34%). Estes resultados apodiam a fungdo importante do

nucleo parabraquial lateral nos componentes respiratérios e cardiacos dos
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comportamentos de defesa induzidos pela estimulacdo da MCPAd (Hayward et al.,
2004; Zhang et al., 2007). A covariagdo das respostas ritmicas respiratérias e
cardiacas é mais provavelmente devida aos efeitos inibitorios bastante conhecidos
da atividade respiratoria central sobre os motoneurdnios cardiacos vagais (Lopes
e Palmer, 1978).

A despeito das evidéncias mencionadas que implicam a MCPA, a
area parabraquial lateral, o LC e o hipotalamo posterior no sistema de alarme de
sufocamento, os pacientes de panico poderiam apresentar uma disfuncao
respiratéria em qualquer nivel dos circuitos respiratorios, incluindo os
quimiorreceptores centrais e periféricos. Embora o papel das informacdes
periféricas nos comportamentos defensivos permanecga incerto, estudos em gatos
decerebrados sugeriram ha muito tempo que a ativagdo dos barorreceptores inibe
os comportamentos de falsa-ira (Bartorelli et al., 1960), enquanto a ativagao dos
quimiorreceptores tém um efeito facilitador (Bizzi et al., 1961). De fato, Franchini e
Krieger (1993) mostraram que a estimulagdo seletiva dos quimiorreceptores
carotideos com doses subletais de cianeto de potassio (KCN) (30 ug/Kg) produz
comportamentos defensivos que se assemelham aos evocados pela estimulagao
elétrica ou quimica da MCPAdI. O envolvimento dos quimiorreceptores arteriais na
resposta ao KCN foi claramente demonstrado pela auséncia das respostas
respiratérias induzidas pelo KCN em ratos com desnervagao sino-aortica. Os
autores também mencionam que a desnervagdo aboliu os efeitos
comportamentais. Reciprocamente, Hilton e Joels (1965) ja haviam mostrado que
a estimulacdo elétrica das areas de defesa da MCPA e hipotalamo facilita as

respostas ventilatorias ao KCN e dinitrofenol. De fato, Hayward e colaboradores
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(2002) mostraram que enquanto a estimulagdo dos quimiorreceptores carotideos
induz a expressao de proteina c-fos em toda extensdo das colunas dorsais da
MCPA, a estimulagdo dos barorreceptores marcou somente os distritos caudais
das colunas dorsomedial e lateral. Este padrdo € similar aquele induzido por
hipoxia sistémica (Berquin et al., 2000). Finalmente, como Hayward e
colaboradores (2002) conduziram seus experimentos em ratos anestesiados com
uretana, seus resultados dificilmente poderiam ser secundarios a alteracbes do
estado emocional. Consequentemente, estes dados sugerem a sensibilidade
seletiva da MCPAd a hipoxia. Adicionalmente, Hayward e colaboradores (2002)
mostraram que menos de 10% dos neurdnios da MCPA caudal que expressaram
c-fos apos injegcdes de KCN foram retrogradamente marcados com injegcdes na
regidao A5 da ponte que medeia o componente pressor do reflexo quimiorreceptor
(Guyenet e Koshiya, 1995). Em geral, estes resultados apoiam a facilitagdo pelos
quimiorreceptores dos comportamentos defensivos mediados pela MCPAd e vice-
versa, a facilitacdo pela MCPAd da resposta ventilatoria do reflexo
quimiorreceptor.

As respostas cardiovasculares e respiratdrias evocadas pela MCPAd
tém sido classicamente associadas aos ajustes autondmicos nos comportamentos
defensivos (Carobrez et al., 1983; Schenberg et al., 1983; Lovick, 1992; Bandler et
al.,, 1994). Os efeitos da estimulagdo da MCPAd sobre a respiragdo foram
estudados em maior detalhe por Paydarphar e Eldridge (1987). Estes autores
examinaram a facilitagado induzida pela MCPAd da atividade do nervo frénico em
gatos adultos anestesiados por uretana-cloralose que foram submetidos a

vagotomia e desnervacgéo sino-aortica e mantidos em PCO; constante (30-35 Torr)
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por meio de um ventilador servo-controlado. Estes autores mostraram que a
estimulacao elétrica da MCPAd com intensidades supralimiares produz apneusis
inspiratoria. Entretanto, estimulagbes breves (1 s) com estimulos limiares
aplicados em tempos variados do ciclo respiratorio invariavelmente reiniciou o
ciclo tanto na fase inspiratoria ou expiratéria. Depois de reiniciado, o ritmo
respiratorio apresentou cofase constante, ou seja, o intervalo entre o ciclo
reinicializado e o comego do préximo ciclo respiratorio. Houve, no entanto, um
estimulo unico (singularidade do oscilador respiratério) que resultou numa cofase
de duracdo imprevisivel (duracdo aleatéria da cofase). Esta seria a resposta
esperada na dispnéia, o primeiro sintoma do ataque de panico (Klein, 1993b;
Preter e Klein, 2007). Além disso, apesar do ritmo respiratério frequentemente
reiniciar com fases inspiratéria e expiratoéria normais apds cofases imprevisiveis,
Paydarphar e Eldridge (1987) mostraram em um gato anestesiado com
pentobarbital que os estimulos aplicados em intervalos criticos e intensidades
apropriadas resultaram numa apneusis inspiratéria com duragao equivalente a 3
ciclos respiratérios. Este padrao de resposta € similar aquele observado depois da
lesdo do centro pneumotaxico (Cohen, 1979). Estes dados mostram que as
estimulacgdes sutis da MCPAd séo capazes de produzir episodios prolongados de
dispnéia, que sao tipicos dos ataques de panico.

Portanto, este estudo tem por objetivo corroborar a existéncia de um
sistema de alarme de sufocamento na matéria cinzenta periaquedutal dorsal de
ratos, demonstrando os efeitos do isolamento neonatal e a eficacia dos
panicoliticos clonazem e fluoxetina nos modelos experimentais de estimulagao

elétrica e hipdxia citotoxica por injecdo de cianeto de potassio, respectivamente.
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EVIDENCIA DE UM SISTEMA DE ALARME DE SUFOCAMENTO
SENSIVEL A TRATAMENTOS PANICOLITICOS CLINICAMENTE

EFICAZES: CLONAZEPAM E FLUOXETINA.

1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo verificou se 0 modelo de ataques de péanico por
infusdo de KCN é sensivel a hipercapnia e a panicoliticos utilizados na clinica:

Clonazepam e Fluoxetina.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar os efeitos do tratamento agudo com Clonazepam sobre os
comportamentos de fuga induzidos por injecdes endovenosas de KCN.
2. Verificar os efeitos do tratamento crénico com Fluoxetina sobre os

comportamentos de fuga induzidos por injecdes endovenosas de KCN.
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3 INTRODUGAO
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Donald Klein (1993) sugeriu que o panico clinico esta ligado ao medo
de asfixia produzido pelo disparo de um sistema de alarme de sufocamento. Isso
resultaria em uma dispnéia subita seguida de uma breve hiperventilagao, panico, e
vontade de fugir. Klein (1993) argumenta que a hipétese do alarme falso de
sufocamento € uma explicagdo consistente com a hipersensibilidade dos
pacientes de panico para 0,5 M de lactato de sodio e 5-7% de CO2, de ataques de
panico durante o relaxamento, sono e de mulheres com doenca disférica pré-
menstrual na fase lutea tardia, nas quais a respiracdo € deprimida e,
inversamente, de reducdo de panico durante a gravidez, parto e lactagdo em que
a respiracao € aumentada. De fato, ataques de panico induzidos por 5-7% de CO2
e por lactato continuam a ser os melhores modelos de panico clinico, na medida
em que eles ndo sao precipitados em individuos saudaveis (Pitts e McClure, 1967;
Klein, 1993) ou em pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo (Griez e
Schruers, 1998), fobia social (Liebowitz et al., 1985b) e transtorno de ansiedade
generalizada (Lapierre et al., 1984). Além disso, enquanto o panico induzido por
lactato e CO2 é bloqueado pelo tratamento crénico com antidepressivos triciclicos
(Rifkin et al., 1981; Liebowitz et al., 1985a; Woods et al., 1990; Yeragani et al.,
1988; Gorman et al., 1997), os ataques de péanico precipitados em voluntarios
sadios por pB-carbolina e ioimbina sdo bloqueados por baixas doses de diazepam,
mas néo por triciclicos (Dorow et al., 1983; Klein, 1993). Mais recentemente, Beck
e colaboradores (1999) mostraram que pacientes de panico também sao sensiveis
a hypoxia. Devido ao fato da Sindrome do Panico ser altamente comorbida com a

Ansiedade de Separacdo na Infancia, Preter e Klein (2008) expandiram a Teoria
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do Alarme Falso de Sufocamento sugerindo que os ataques de panico sao
resultado da disfuncdo de mecanismos opioidérgicos comuns a ambos o0s
sistemas de alarme de sufocamento e de separacgao.

Por outro lado, estimulacdes elétricas e quimicas da Matéria
Cinzenta Periaquedutal (MCPA) produzem comportamentos defensivos em
animais (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005) e sintomas e sensagdes
aversivas em humanos (Nashold et al., 1969; Young, 1989) que tém sido
propostos como modelos de ataques de panico (Deakin e Graeff, 1991; Jenck et
al., 1995; Schenberg et al., 2001). Estas respostas semelhantes ao pénico séo
mais facilmente obtidas pela estimulagdo das colunas dorsomedial (MCPAdm),
dorsolateral (MCPAdI), e lateral (MCPAI) da MCPA, geralmente denominadas de
MCPA dorsal (MCPAd) (Keay e Bandler, 2004). Além disso, individuos que
sofreram estimulagbes na MCPAd relataram sintomas de sufocamento
semelhantes ao panico (Nashold et al., 1969; Kumar et al., 1997). Notavelmente,
Schimitel e colaboradores (2012) mostraram que a hipodxia citotdxica produzida por
injecdes intravenosas de baixas doses de cianeto de potassio (KCN) em ratos
produz comportamentos defensivos semelhantes ao panico que sdo bloqueados
por lesdes restritas a MCPAd. Adicionalmente, comportamentos semelhantes ao
panico produzidas por injecbes de KCN s&o potencializadas por pré-exposi¢dao ao
CO2 a 8% e 13%. Portanto, Schimitel e colaboradores (2012) concluiram que a
MCPAd abriga um sistema de alarme de sufocamento sensivel a hypoxia, sendo
que sua ativacdo em humanos pode desencadear um ataque de panico

espontaneo e tornar o individuo hiperresponsivo ao CO2.
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Pelo fato dos comportamentos defensivos produzidos pela MCPAd
de ratos serem atenuados por clonazepam e fluoxetine em doses e regimes
semelhantes aos utilizados na terapia da Sindrome de Pénico (Jenck et al., 1995;
Schenberg et al., 2001; Vargas e Schenberg, 2001), o presente estudo examinou
se os comportamentos semelhantes ao panico produzidos pelo KCN sdo da
mesma forma, reduzidos por tratamentos clinicamente eficazes com clonazepam e

fluoxetine.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos albinos Wistar (Rattus norvegicus
albinus) (n = 92), fornecidos pelo biotério do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Fisioldgicas, da Universidade Federal do Espirito Santo. Os animais
eram mantidos em gaiolas individuais com paredes de vidro (25 x 15 x 30 cm) e
assoalho coberto com maravalha. Os ratos tinham livre acesso a agua e comida e
eram mantidos em ambiente com ciclo de iluminagdo de 12 h (luzes acessas as
6:00 h) e temperatura controlada (20-25°C). Os experimentos e cuidados com 0s
animais foram realizados de acordo com o National Institute of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publications N° 80-23, 1996) e
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais desta universidade (CEUA-

UFES, N° 079/2012).

4.2 CANULAGAO DA VEIA JUGULAR

Os animais eram anestesiados com cetamina (100 mg/kg, I.P.) e
xilazina (10 mg/kg, I.P.) e colocados em posi¢cdo supina numa mesa cirurgica com
os membros fixados. Em seguida, realizava-se uma tricotomia ao nivel do
pescoc¢o, do lado direito do animal. Uma incisdo de aproximadamente 1,5 cm
permitia a localizagdo e acesso a veia jugular externa. Apdés a dissecgao e
isolamento do vaso, realizava-se um pequeno orificio na veia para introdugao de

um cateter de silastic preenchido com solugéo de salina e heparina (5.000 U1/0,25



40

ml, Cristalia, Sdo Paulo, SP). O cateter era, entdo, conduzido até o atrio direito e
fixado com linha de algodao. Por fim, a extremidade livre do cateter era conduzida
por meio de um trocater sob a pele da regido dorsal e exposta ao nivel da nuca.
Apos a sutura das incisdes, os animais eram mantidos numa placa aquecida a

30°C até a recuperacao da anestesia.

4.3 TRATAMENTOS MEDICAMENTOSOS

Os tratamentos medicamentosos eram baseados nas doses orais
clinicamente eficazes para ambos clonazepam (Pollack et al., 1987; Tesar et al.,
1987, 1991) e fluoxetina (Gorman et al., 1987). O clonazepam (0,01; 0,03; 0,1 e
0,3 mg/kg, n=12) era injetado intraperitonealmente 30 minutos antes da injegao
intravenosa in bolus de KCN (80 pg/0,1 ml ). A fluoxetina (1, 2 ou 4 mg/kg/dia,
i.p., n=10) era injetada diariamente por 21 dias. No final do tratamento, os ratos
eram implantados com um cateter intra-atrial 24 horas depois, eram injetados com
KCN. Os ratos controles foram similarmente tratados com salina (1 mg/kg i.p.) e

KCN.

4.4 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Para as injegdes de KCN, os animais eram colocados numa arena de

acrilico transparente, com 60 cm de altura e diametro, situada numa sala com som

atenuado e temperatura controlada (23-25 °C). Apds um periodo de habituacéo de
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10 min, o KCN era administrado por meio de uma canula de polietileno (PE10,
Clay Adams, EUA) de 80 cm de comprimento, suspensa sobre a arena, permitindo
a livre movimentagdo do animal. Os ratos eram administrados com uma dose de
KCN 80 pg (0,1 ml). Os comportamentos de fuga eram identificados conforme o
Etograma de Bittencourt et al., 2004, conforme descrito abaixo:

Trote (TRT) — Locomocgao rapida do animal ao longo do perimetro da arena
(peritaxia) mantendo o padrdo da marcha.

Galope (GLP) — Locomogdo muito rapida ao longo do perimetro da arena,
alternando movimentos de apoio e projecdo dos membros
anteriores e posteriores.

Saltos (SLT) — Impulso vertical ou obliquo em direcédo a borda da arena.

Estes comportamentos eram produzidos imediatamente apds a
injecdo de KCN e duravam nao mais que 10 s. Apesar de nao registrados, a fuga
era acompanhada de exoftalmia (abertura ocular completa) e notavel aumento na
respiracdo. Os comportamentos eram filmados para posterior analise da duracao

da fuga com o auxilio de um cronémetro, por um unico experimentador (F.G.S.).

As medidas sao a duracgdo total das respostas de fuga observadas logo apos a

injegdo (ou seja, predominantemente trote, menos frequentemente galope e,

raramente, salto). Ao término desse experimento os animais eram sacrificados

com uma sobredose de hidrato de cloral.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A duragcdo do comportamento de fuga produzido pelo KCN foi
avaliada por ANOVA de 1 via para Teste-T de Students, seguida de teste de
Bonferroni para P<0,05. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa

estatistico SAS (Statistical Analysis System, Cary, USA).
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5 RESULTADOS
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5.1 EFEITOS DOS TRATAMENTOS AGUDO E CRONICO COM SALINA

A duragcdo do comportamento de fuga produzido pelo KCN foi
significativamente aumentada em ratos tratados durante 21 dias com salina em
relacdo ao grupo injetado agudamente (3,2+0,78 vs 5,61£0,65 s, respectively,

A=74%, t15=2,35; P<0,03) (Figuras 1-2 e Tabela 1).

5.2 EFEITOS DO TRATAMENTO AGUDO COM CLONAZEPAM SOBRE OS

COMPORTAMENTOS DE FUGA PRODUZIDOS PELO KCN.

O clonazepam produziu redug¢des dose-dependentes significativas na
duragdo do comportamento de fuga produzido pelo KCN (Fs47= 5,20; P< 0,001)
em relagdo aos ratos tratados com salina (Fig. 1, Tab. 1). Em particular, a fuga
produzida pelo KCN foi significativamente atenuada pelas doses de clonazepam
de 0,03 mg/kg (A = -74%, t1e= 3,5; P< 0,001), 0,1 mg/kg (A = -68%, tis= 3,3; P<
0,005) e 0,3 mg (A= -74%, t20= 3,7; P< 0,001).
Tabela 1. Efeitos das administragcbes agudas e cronicas de clonazepam e
fluoxetina, respectivamente, sobre a duragdo (s) dos comportamentos de fuga
induzidos por injecdo intravenosa in bolus de KCN 80 pg. Os valores sé&o as

medias (tEPM) de 10-12 ratos. *P<0,05, diferenga significante para ratos tratados
com salina (critério de 5% de Bonferroni).

. Clonazepam . Fluoxetina
(Sa“g:) (mg/kg, i.p.) (csrg::?caa) (mg/kg/dia, 21 dias, i.p.)
9 0,01 0,03 0,1 0,3 1 2 4

3,2+0,8 2,3+0,5 0,8+0,3*1,0£0,3* 0,8+0,3* 56+0,7 4,1+04* 2,0+0,3* 1,8+0,3*
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Figura 1. Efeitos agudos do Clonazepam sobre a duragdo das respostas de fuga
(mediatEPM) produzidas por inje¢des endovenosas de cianeto de potassio (80
Mg). * diferenga significante de ratos tratados com salina (SAL) (Critério de
Bonferroni para 5%, Teste-t de Student monocaldal). Abreviaturas: KCN — cianeto
de potassio, SAL - salina.

5.3 EFEITOS DO TRATAMENTO CRONICO COM FLUOXETINA SOBRE OS

COMPORTAMENTOS DE FUGA PRODUZIDOS PELO KCN.

Comparados aos ratos tratados cronicamente com salina, os
comportamentos de fuga produzidos pelo KCN também foram significativamente

atenuados de forma dose-dependente pela administragcdo crénica de fluoxetina
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(F3.36= 17,34; P<0,0001) (Fig.2, Tabela 1). Portanto, a duragédo da fuga produzida
pelo KCN foi significativamente reduzida pelos tratamentos cronicos com
fluoxetina nas doses de 1 mg/kg (A = -27%, tis= 2,5; P< 0,01), 2 mg/kg (A = -64%,

tie= 5,9; P< 0,0001) e 4 mg/kg (A= -67,5%, tis= 6,2; P< 0,0001).

*
EI: ' | *
1: - -
' SAL 1 2 4

[N
|

1

de Fuga Produzida por KCN (s)
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’
|

ragac

Du

Fluoxetina (mg/kg/dia/21 dias)

Figura 2. Efeitos crénicos da Fluoxetina sobre a duragdo das respostas de fuga
(médiatEPM) produzidas por inje¢des endovenosas de cianeto de potassio (80
Mg). * diferenga significante de ratos tratados com salina (SAL) (Critério de
Bonferroni para 5%, Teste-t de Student monocaldal). Abreviaturas: KCN — cianeto
de potassio, SAL - salina.



47

6 DISCUSSAO
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O presente estudo mostrou que injegcbes agudas de clonazepam
produzem uma atenuacao significante dose-dependente dos comportamentos de
fuga produzidos por KCN em ratos. Vale ressaltar que a menor dose eficaz de
clonazepam (0,03 mg/kg) foi similar a dose terapéutica oral para a sindrome do
panico (1,9 — 2,4 mg/dia) (Pollack et al., 1987; Tesar et al., 1987, 1991), apesar da
via intraperitoneal e o metabolism mais elevado do rato. Embora ndo possamos
descartar os efeitos sedativos e relaxantes musculares conhecidos de longa data
do clonazepam (Haefely et al., 1981; Tesar et al., 1991), os comportamentos de
fuga produzidos pelo KCN também foram atenuados por fluoxetina administrada
durante 3 semanas, em doses clinicamente eficazes, sendo este farmaco
desprovido de ambos os efeitos sedativos e relaxantes musculares. Por outro
lado, o tratamento cronico com solugdo salina produziu um aumento significativo
na duracgdo da fuga em relagédo ao grupo tratado de forma aguda. Por conseguinte,
a atenuagdo dos comportamentos de fuga produzidos pelo KCN por agdo da
fluoxetina ndo pode ser atribuida a manipulagédo diaria de ratos. Em geral, estes
dados apdiam os comportamentos defensivos produzidos pelo KCN como um
modelo de ataques de panico do tipo respiratorio.

Por sua vez, as evidéncias sugerem que comportamentos
semelhantes ao panico produzidos KCN sdo mediados pela MCPAd (Schimitel et
al., 2012). Além disso, estudos anteriores mostraram que a estimulagéo elétrica da
MCPAd produz comportamentos semelhantes ao panico que sdo atenuados pela
administragcdo diaria de fluoxetina 1mg/kg durante 3 semanas (Vargas e

Schenberg, 2001;. Schenberg et al, 2001). Na clinica, os ataques de panico sao
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reduzidos ou mesmo suprimidos apés 6 ou 7 semanas de tratamentos com
fluoxetina (Gorman et al., 1987).

Por outro lado, estudos clinicos e epidemiolégicos sugerem a
existéncia de dois tipos de ataques de panico: respiratorio e nao-respiratorio
(Nardi et al., 2003; Roberson-Nay et al., 2010). Evidéncias crescentes sugerem
ainda que a MCPAd é crucial nas respostas semelhantes ao panico em ratos para
ambos, ao predador (Canteras e Goto, 1999) e a hipdxia (Schimitel et al, 2012;.
Casanova et al, 2013.). Além disso, um artigo recente relatou o efeito
panicogénico do CO2 a 35% em pacientes que sdo insensiveis ao medo devido a
Doenca de Urbach-Wiethe, nestes individuos aparecem extensas calcificagdes
bilaterais da amigdala (Feinstein et al., 2013). Assim, os ultimos autores
concluiram que os ataques de panico sdo provavelmente mediados 'no tronco
cerebral ", apoiando a mediacao do panico pela MCPAd. Com efeito, os dados de
imuno-histoquimica c-fos demonstraram que a MCPAd é marcadamente ativada
tanto em ratos anestesiados injetados com KCN (Hayward e von Reitzenstein,
2002) quanto em ratos acordados que mostraram reagdes de escape a 8% de
hipoxia (Casanova et al., 2013). Estes estudos apoiam Schimitel e colaboradores
(2012) quanto ao fato de ambos os panicos n&o-respiratério (predador) e
respiratorio  (sufocamento) serem mediados pela MCPAdI e MCPAI
respectivamente. Com efeito, enquanto a MCPAdI parece ser uma 'coluna
exteroceptiva' que processa as informacdées de odor e visual-acustica do
hipotalamo medial (Canteras et al, 1997; Dielenberg et al, 2001) e coliculo superior

(King et ai, 1996; Redgrave e Dean, 1991; Bittencourt et al, 2005; Schenberg et al,
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2005), respectivamente, a MCPAI parece ser uma "coluna interoceptiva” que
estabelece a maioria das ligagcbes com o bulbo, incluindo aferentes a partir do
nucleo do tracto solitario e eferentes para motoneurdénios respiratorios do nucleo
retroambiguos (Holstege, 1991; Gerrits e Holstege, 1996;. Holstege et al, 1997).
No entanto, ambas colunas projetam-se para os neurdnios relacionados a fuga do
nucleo cuneiforme (Keay e Bandler, 2004). Portanto, o padrao respiratorio da
MCPAdI (hiperventilagcdo) e MCPAI (apneusis / dispneia) (Subramanian et al,
2008) pode corresponder a panicos distintos para ameacga proximal (Deakin e
Graeff, 1991; Mobbs et al, 2007) e sufocamento (Klein, 1993), respectivamente.
No entanto, embora o KCN active tanto a MCPAdI quanto a MCPAI (Hayward e
von Reitzenstein, 2002), o CO2 activa somente a MCPAI (Berquin et al, 2000;
Teppema et al, 1997). Portanto, as evidéncias sugerem que o sistema de alarme
de sufocamento esteja na MCPAI.

Em todo caso, a sensibilidade dos comportamentos semelhantes ao
panico produzidos pelo KCN aos panicoliticos clinicamente eficazes,
administrados em doses e esquemas semelhantes aos da terapia da sindrome do
panico, fornece mais evidéncias a teoria do alarme falso de sufocamento para a

sindrome do panico (Klein, 1993).
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EFEITOS DO DIOXIDO DE CARBONO SOBRE OS LIMIARES DAS
RESPOSTAS DE DEFESA INDUZIDAS PELA ESTIMULAGAO
ELETRICA DA MATERIA CINZENTA PERIAQUEDUTAL DORSAL E
DE INJEGOES DE CIANETO DE POTASSIO EM RATOS QUE

SOFRERAM ISOLAMENTO NEONATAL.

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo verificou se os modelos de ataques de panico por
injecdo de KCN e estimulacdo da MCPAd sao sensiveis a hipercapnia em ratos

machos e fémeas que sofreram isolamento neonatal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar os efeitos do didéxido de carbono (CO2) sobre os limiares dos

comportamentos de defesa induzidos por estimulagdo elétrica da matéria

cinzenta periaquedutal dorsal de ratos controles ou submetidos ao isolamento

social neonatal (ISN).

3. Verificar as respostas de fuga a hipdxia induzida por doses subletais de
cianeto de potassio, associada ou ndo a administracdo de CO2, em ratos

controles ou submetidos ao ISN.
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3 INTRODUGAO
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A Sindrome do panico € um transtorno de ansiedade relativamente
comum, com prevaléncia estimada entre 1% e 3% da populagcdo em geral (Brown
and Barlow, 1992; Frank et al., 2002; Kaufman and Charney, 2000). Estudos
epidemiologicos demonstram que a ocorréncia deste transtorno é 2 a 4 vezes
maior em mulheres (Eaton et al.,1994; Joyce et. al., 1989). O sintoma principal
desta condigdo é o ataque espontaneo de panico (AP), que pode ocorrer varias
vezes ao dia ou somente algumas vezes ao ano (Mezzasalma et al., 2004). Os AP
sao definidos no DSM-IV como um periodo discreto de desconforto ou medo
intensos acompanhados por pelo menos 4 dos seguintes sintomas: palpitagdes,
tremores, suores, aumento da frequéncia respiratoria, sensagao de sufocamento,
medo de morrer e medo de perder a razdo. Contudo, Klein (1993a,b) sugere que
os sintomas cardinais dos AP sejam dispnéia, panico, desejo de fuga e
hiperventilagao.

Atualmente, o TP é considerado como uma sindrome distinta tanto
do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) quanto dos outros transtornos de
ansiedade (APA, 1994). Contudo, os pacientes com TP também se queixam
frequentemente de “ansiedade antecipatéria®, isto é, do medo antecipado de
desamparo na eventualidade de um AP, uma condigdo que pode agravar-se em
“agorafobia” incapacitante. Adicionalmente, os AP apresentam alta comorbidade
com depressao e ansiedade de separacao, estados relacionados a sensacao de
desamparo e, indiretamente, a agorafobia (Cassano et al., 1989; Klein, 1993b;
Blandin et al., 1994; Gorman, 1996; Gorman e Coplan, 1996; Johnson e Lydiard,

1998; Ballenger, 1998; Dunner, 1998, 2001; Kaufman e Charney, 2000).
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Adicionalmente, varios estudos indicam a existéncia de uma forte
correlagdo entre eventos traumaticos da infancia e anormalidades
comportamentais e neuroendocrinas na vida adulta (Kendler et al., 1992;
Furukawa et al., 1999). Criangas que sofreram abusos fisicos ou sexuais, ou que
foram negligenciadas pelos pais, ou ainda, que vivenciaram experiéncias de
divércio ou privagao dos cuidados maternos, podem tornar-se mais susceptiveis
as psicopatologias (Bowby, 1973; Manicavasagar et al., 1998; Rinne et al., 2000;
Heim e Nemeroff, 2001; Teicher et al., 2003; Preter e Klein, 2008).

Embora a etiologia dos transtornos da ansiedade e, em particular, do
transtorno do panico (TP), seja complexa e envolva as interagdo de fatores
bioldgicos e ambientais (Klauke et al. 2010), a ansiedade de separagéo na infancia
(ASI) parece predispor os individuos ao TP e a agorafobia na vida adulta (Klein e
Fink, 1962; Mattis e Ollendick, 1997; Preter e Klein, 2008). De fato, segundo
Rachel Klein (1995), o aumento da frequéncia de TP na idade adulta foi o unico
achado significante no unico estudo controlado de follow-up com entrevistas
clinicas de criangas com ASI| comprovada pela presenca de “fobia escolar severa”.

Tanto a infusdo de lactato de sodio (0,5 M, E.V.) quanto a inalag&o
de diéxido de carbono (CO2 5%) precipitam ataques de panico em pacientes
predispostos a estes ataques, sendo in6cuos em individuos sadios (Pitts e
McClure, 1967; Klein, 1993a,b; Preter e Klein, 2007). Adicionalmente, pacientes
com transtorno de panico (TP) apresentam respiragdo irregular, incluindo
hiperventilagdo (Klein, 1993). O TP também apresenta alta comorbidade com
doencas respiratérias, tais como a asma e doenga pulmonar obstrutiva crénica

(Preter e Klein, 2007). Pacientes que apresentam ataques de péanico ao CO; s&o,
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no entanto, um subconjunto dos pacientes que respondem ao lactato (Klein,
1993b).

A dificuldade de interpretacdo dos estudos clinicos constitui um forte
ensejo para o desenvolvimento de um modelo experimental de ataque de panico
em animais. Neste sentido, as respostas a estimulacdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedutal (MCPA) tém sido propostas como um modelo experimental
de ataque de panico (Gentil, 1988; Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995;
Schenberg et al., 2001). De fato, Nashold e colaboradores (1969) mostraram que
a estimulagcdo intracraniana do teto do mesencéfalo de humanos produz
ansiedade, panico, terror e sentimentos de morte iminente acompanhados por
sinais neurologicos e respostas viscerais que reproduzem os sintomas cardinais
dos ataques de panico. A localizacdo dos eletrodos por raio-X mostrou que os
sitios eficazes encontravam-se na metade dorsal da MCPA (MCPAd).

Em ratos, a estimulagdo da MCPAd com estimulos de baixa
magnitude produz uma reacdo de imobilidade tensa e exoftalmia. Em contraste,
estimulos mais intensos produzem comportamento de fuga compreendendo
galopes e saltos (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005). Mais importante,
a resposta de galope foi seletivamente atenuada por antidepressivos em doses e
regime de administragdo similares aos empregados na terapia do TP (Schenberg
et al., 2001, 2002; Vargas e Schenberg, 2001). Consequentemente, o galope foi
sugerido como a resposta mais representativa dos ataques de panico (Schenberg
et al., 2001).

Por outro lado, estudos com imunoistoquimica da proteina c-fos

mostraram que a atividade da MCPA de ratos e gatos € alterada na hipdxia,
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hipercapnia ou hipdxia hipercapnica (Teppema et al., 1997; Berquin et al., 2000).
Em adi¢cdo, Hayward e Von Reitzenstein (2002) verificaram que o KCN ativa a
MCPAd, indicando a participagdo desta estrutura nos respostas, tanto
comportamentais quanto viscerais, a hipoxia. Contudo, enquanto o KCN produz a
ativacdo da MCPAd, o CO, ativa os distritos caudais da MCPA ventrolateral
(MCPAVI). Estes dados sugerem que a MCPA possa ser o monitor de
sufocamento que é disparado erroneamente durante os ataques de panico (Klein,
1993b; Preter e Klein, 2007). Consequentemente, o presente estudo examinou os
efeitos comportamentais da inalacdo de CO, anteriormente a estimulagao elétrica
da MCPAd.e a infusdo de KCN, um modelo de hipdxia citotoxica (Sato et al., 1991;
Barros et al., 2002), em ratos adultos, machos e fémeas, que foram submetidos a

privagdo materna parcial (3 h) durante o periodo de amamentacgao.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 ANIMAIS

Ratas Wistar prenhes, nuliparas, fornecidas pelo biotério do
Programa de Pd6s-Graduacao em Ciéncias Fisiologicas foram mantidas numa sala
com temperatura controlada de aproximadamente 23 °C e ciclo claro-escuro (12 X
12 h, luzes acesas as 6:00 h). As ratas foram alojadas individualmente em gaiolas
de polietileno medindo 49 cm x 34 cm x 16 cm (caixa ninho), com agua e comida a
vontade. No 1° dia pds-natal (P1) foi feita a sexagem para a padronizagdo das
ninhadas (maximo de 8 animais). Os procedimentos foram aprovados e realizados
de acordo com.o comité de ética no uso de animais (CEUA-UFES PROTOCOLO

079/2012).

4.2 PROCEDIMENTOS

Neste estudo foram utilizados 80 animais, dos quais 40 foram
submetidos a separagdo materna, grupo separado (SP) e 40 permaneceram com
suas maes, grupo nao separado (NS), de P2 a P21. Em P50, as fémeas foram
submetidas a ovarectomia, para remoc¢ao dos efeitos da variagdo hormonal, e a
partir de P60 os animais foram submetidos a cirurgia de implantagcédo de eletrodos
na MCPAd. Os ratos foram submetidos a estimulagéo elétrica e injegdes
endovenosas de KCN, na presenca e auséncia de 8% e 13% de COz2. Por fim,
todos os ratos foram perfundidos para a retirada dos cérebros para analise

microscopica. Nas fémeas, retirou-se o utero para a medida da massa.
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4.3 ISOLAMENTO MATERNO NEONATAL

Em P2, os filhotes eram marcados no dorso com uma caneta
dermografica (Texta Fineline 700) para a distingdo dos grupos SP e NS, sempre
da mesma prole. Durante o procedimento de separacido maternal, os ratos SP
eram acomodados individualmente em caixas de separagéo (30 x 20 x 13 cm) e 0s
ratos NS eram transportados com a mée para uma nova caixa ninho, doravante
chamada caixa controle. Adicionalmente, o cheiro e a comunicagdo com a mae
eram atenuados colocando-se as caixas de separagcdo em um compartimento
fechado (49 x 66 x 96 cm) com uma pequena abertura para ventilagdo (10 x 10
cm).

O isolamento maternal foi realizado por 3 horas, entre 12 h e 16 h, de
P2 a P21. Ao término das sessdes de separacdo, 0s animais retornavam para a
caixa ninho. O grupo NS foi manipulado de forma semelhante durante todo o
processo com as maes para a caixa controle e o retorno para a caixa ninho. Apos
o desmame, os ratos SP e NS eram alojados em suas respectivas gaiolas, em

grupos de 2 a 4 animais, com agua e comida ad libitum.

4.4 OVARECTOMIA

As fémeas em P50 eram anestesiadas com cetamina (100 mg/k i.p.,
Vetbrands) e xilazina (10 mg/kg i.p., Vetbrands). A ovarectomia era realizada
bilateralmente. A cirurgia consistia de uma incisao perpendicular de 1 a 1,5 cm na

pele entre a ultima costela e a coxa, a 1 cm da linha mediana, seguida de outra
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incisdo na camada muscular para exposicdo da cavidade peritoneal.
Posteriormente era realizada a ligadura da tuba uterina e remog¢ao dos ovarios. A
cavidade peritoneal era entdo suturada e limpa. Ao final, realizava-se o tratamento
profilatico com 24.000 Ul de penicilina-G benzatina (i.m.) e eram mantidos em
placa aquecida a 30° C até a recuperagdo, em seguida eram colocados em

gaiolas individuais.

4.5 ELETRODO

Os eletrodos eram confeccionados com um fio de ago inoxidavel
(Califérnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA) de 250 pm de diametro
externo e isolado em toda extensdo, exceto na seccdo transversal de sua
extremidade. Um outro fio de aco inoxidavel, ndo isolado, servia como eletrodo
indiferente. Os eletrodos eram soldados a um soquete de circuito integrado (Celis,

BCPT 50, S&o Paulo, SP, Brasil).

4.6 IMPLANTAGAO DOS ELETRODOS

Os animais eram anestesiados com cetamina (100 mg/k i.p.,
Vetbrands) e xilazina (10 mg/kg i.p., Vetbrands) e fixados num aparelho
estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) com o bregma e lambda no mesmo
plano. A perda de temperatura corporal era minimizada envolvendo-se o animal

com uma manta. Apos a infusdo subcutédnea com 0,2 ml Lidocaina (1%, CEME,
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Sao Paulo,SP) e a exposi¢céo da calota craniana a altura do lambda, procedia-se a
raspagem, limpeza e secagem da area. Em seguida, eram feitos 4 orificios com o
auxilio de uma broca odontoldgica, 2 nos ossos parietais e 2 no interparietal, para
fixacdo de pequenos parafusos de aco inoxidavel que serviam de ancora para a
prétese cirtrgica. O eletrodo era implantado no lado direito, obliquamente (15°)
nas coordenadas: antero-posterior = 7,8 mm; lateral = 2,0 mm e vertical = 5,0 mm
a partir do bregma. A resisténcia a penetracado do eletrodo era reduzida por meio
de uma pequena incisdo na dura-mater, realizada com o auxilio de uma agulha
hipodérmica. Apds a implantagdo do eletrodo ativo, o eletrodo indiferente era
soldado a um dos parafusos e o campo cirurgico era preenchido com resina
acrilica autopolimerizavel (JET, Sdo Paulo, BRI) para formar uma proétese sélida.
Um tubo plastico com 2,0 cm de altura e 1,0 cm de diametro ao redor da regido
cirurgica servia de protecdo do eletrodo. Ao término da cirurgia os animais
receberam tratamento profilatico com 24.000 Ul de penicilina-G benzatina (1.M.) e

eram mantidos em placa aquecida a 30° C até a recuperacao.

4.7 CANULAGAO DA VEIA JUGULAR

Os animais eram anestesiados com cetamina (100 mg/k i.p.,
Vetbrands) e xilazina (10 mg/kg i.p., Vetbrands) e colocados em posi¢céo supina
numa mesa cirurgica com os membros fixados. Em seguida, realizava-se uma
tricotomia ao nivel do pescoco, do lado direito do animal. Uma incisdo de

aproximadamente 1,5 cm permitia a localizagdo e acesso a veia jugular externa.
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Apos a disseccio e isolamento do vaso, realizava-se um pequeno orificio na veia
para introdu¢cdo de um cateter de silastic preenchido com solugdo de salina e
heparina (5.000 UI/0,25 ml, Cristalia, Sdo Paulo, SP). O cateter era, entéo,
conduzido até o atrio direito e fixado com linha de algodao. Por fim, a extremidade
livre do cateter era conduzida por meio de um trocater sob a pele da regido dorsal
e exposta ao nivel da nuca. Apds a sutura das incisdes, os animais eram mantidos

numa placa aquecida a 30°C até a recuperacao da anestesia.

4.8 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Experimento 1: Efeitos do CO, sobre os limiares dos comportamentos de defesa
induzidos por estimulagdo elétrica da MCPAd. Dez dias apos a cirurgia de
implantagdo do eletrodo, os ratos (n=80) eram colocados numa camara gasosa
situada numa sala com som atenuado e temperatura controlada (23-25°C) e
conectados a um estimulador de onda senoidal (60 Hz) de corrente constante
(FDV, Ribeirdo Preto, SP, BR). Os estimulos eram monitorados através de um
osciloscopio (Hitachi-Denshi, Malasia) e aplicados por meio de um conector
giratério de mercurio que permitia a livre movimentagdo dos animais. Apds um
periodo de habituacdo de 10 min, os ratos eram submetidos a sessdes de
estimulacdo em ar ambiente ou apdés a administracdo de CO,; 8% e 13%. As
sessbes eram realizadas em intervalos de 24 h, segundo um desenho
balanceado. Estimulos de 30 s de duragcdo eram aplicados em intensidades

crescentes, em passos de 5 YA, até a produgdo das respostas de galope e/ou
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salto, ou até corrente maxima de 80 pA. O intervalo entre estimulos foi de 2 min
até a apresentacdo da primeira resposta de defesa e, subsequentemente, de 5
min. Apds o término de cada estimulo, o sistema de exaustdo era acionado para

renovacgao do ar.

Experimento 2: Efeitos comportamentais da administragdo endovenosa de KCN e
exposicdo ao CO2 a 8% e 13%. No dia seguinte a cirurgia de implantacéo da
canula jugular, os animais (n=40) eram colocados numa arena de acrilico
transparente, com 60 cm de altura e didmetro, situada numa sala com som
atenuado e temperatura controlada (23-25 °C). Apds um periodo de habituacéo de
10 min, o KCN era administrado por meio de uma canula de polietileno (PE10,
Clay Adams, EUA) de 80 cm de comprimento que permitia a livre movimentagao
do animal. Os ratos eram administrados diariamente com uma unica dose de KCN
40 pg (0,1 ml) em ar ambiente, CO2 8% e 13%, num intervalo de 24 horas,
segundo desenho balanceado. Os comportamentos eram filmados para analise
posterior. Ao término desse experimento os animais eram perfundidos com salina

e formaldeido para preparagao de laminas histolégicas do cérebro.

4.9 REGISTROS COMPORTAMENTAIS

Os comportamentos dos animais eram avaliados por observagao
direta do experimentador, posicionado a aproximadamente 50 cm da camara de
gas ou da arena de estimulagdo. As respostas limiares, isto €, aquelas emitidas

com as menores intensidades de corrente eram registradas de modo binario,
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como ‘emitidas’ ou ‘nao’, independentemente de sua frequéncia ou duragao

durante a estimulacgao elétrica. Os comportamentos defensivos foram identificados

de acordo com o etograma abaixo (Bittencourt et al., 2004).

Dormir —

Repouso —

Olfagao —

Esquadrinhar —

Autolimpeza —

Levantar —

Marcha —

Postura horizontal com olhos fechados e sem atividade
olfativa, e com relaxamento muscular indicado pelo
rebaixamento do tronco, cabeca e pescoco e pela flexao dos
membros.

Postura horizontal com olhos abertos ou semi-abertos,
atividade olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado
pelo rebaixamento do tronco e pela flexdo dos membros, e/ou
rebaixamento da cabecga e pescogo. Com a cabega erguida o
rato assume uma “postura de esfinge”.

Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do
focinho e vibrissas.

Exploragdo visuo-motora do ambiente caracterizada por
movimentos laterais da cabecga, geralmente, acompanhados
de olfagdo.

Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (“rato
sentado”), acompanhada da manipulagdo reTEPitiva e
sequencial dos pélos da cabega, tronco e genitalias, usando
as patas dianteiras ou a boca.

Postura ereta com extensdo das patas posteriores.
Locomogado lenta do animal com movimentos de apoio e

balanco em oposicéo de fase das patas contralaterais.



74

Imobilidade Tensa (IMO) — Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da

Trote (TRT) —

Galope (GLP) —

Saltos (SLT) —

respiracao, frequentemente acompanhado, da extensdo dos
membros, elevagao do tronco, orelhas e pescogo e, as vezes,
da cauda, indicando o aumento do tdbnus muscular. O cessar
brusco das atividades podia resultar em posturas anémalas.
Locomocgao rapida do animal ao longo do perimetro da arena
(peritaxia) mantendo o padrdo da marcha.

Locomogdo muito rapida ao longo do perimetro da arena,
alternando movimentos de apoio e projecdo dos membros
anteriores e posteriores.

Impulso vertical ou obliquo em direcédo a borda da arena.

Exoftalmia (EXO) — Abertura maxima dos olhos que assume a forma esférica e cor

brilhante, presumivelmente, devida a uma maior entrada de

luz.

Defecacao (DEF) — Eliminacao de fezes.

Micgao (MIC) —

4.10 HISTOLOGIA

Eliminagao de urina.

Ao término da estimulagdo quimica com KCN os animais eram

anestesiados por via intraperitoneal com sobredose hidrato de cloral (800 mg/kg) e

perfundidos por via intracardiaca por meio de uma bomba peristaltica (Masterflex

CE, Barrington, IL, EUA), com 200 ml de solugéo salina (NaCl 0,9%) seguidos por

200 ml de solugao de formaldeido (10%). Os ratos eram decapitados e as cabecas
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eram armazenadas em formaldeido por, no minimo, 5 dias, para a moldagem do
trato do eletrodo. Em seguida, os cérebros eram removidos e mantidos em
solucado de formaldeido por mais 5 dias. Apds isto, os cérebros eram preparados
em blocos mesencefalicos, posicionados no criostato (Leica CM1850, Wetzlar,
Germany) e seccionados em cortes de 40 mm de espessura. Os cortes eram
entdo estendidos em laminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho
neutron e montados com DPX (Aldrich Chemical Company, Milwaukee, EUA). Os
sitios das estimulag¢des foram identificados, fotografados por microscopia de baixo
aumento (Leica DM2500 acoplado a uma camera DFC 300 FX, Wetzlar,
Germany), e registrados em diagramas coronais do encéfalo do rato do atlas de

Paxinos e Watson (1998).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Determinacdo das curvas de resposta a estimulagdo elétrica: As curvas
intensidade foram obtidas pelo ajuste logistico das frequéncias acumuladas das
respostas limiares em funcdo do logaritmo da intensidade de corrente de acordo
com o modelo:
P(yilx;) = [1+exp-(oy+Bix;)]

onde P é a probabilidade esperada da resposta y; para um dado estimulo x;, o;€ o
intercepto e Bj a inclinagdo da jésima curva da estimulagdo da MCPAd
(comparacéo entre as curvas controle, CO, 8% e CO, 13%). Ajustes logisticos

significantes foram avaliados pelo x? de Wald (x*+=[B/EP]?), onde EP é o erro
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padrdo de B;. As curvas intensidade-resposta foram parametrizadas por meio de
variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas através de testes de coincidéncia por
razdo de verossimilhangas, para locagdo ou paralelismo das regressdes. As
regressdes foram comparadas pela diferenga dos desvios de verossimilhanga do
modelo completo (k parametros) e dos modelos reduzidos (k-r paréametros),
proporcionando valores de %% com r graus de liberdade (x%). Os ¥ testes gerais
de locagdo e paralelismo, assim como o x? de Wald, foram considerados
significantes ao nivel de 5%. Os er dos testes pareados de locacgao e paralelismo
(1 g.l.) foram considerados significantes ao nivel de 5% segundo o critério de
Bonferroni. O ajuste por maxima verossimilhanga foi realizado pelo procedimento
“Logistic” do programa SAS (SAS®, Cary, EUA).

As medianas (Msp= Isp ou DEsg) assim como seus respectivos erros
padrées (EP) e o intervalo de confiangca (IC95%) foram computados pelas
férmulas que se seguem:

Log(Mso) = -0/
Mso = 107
EP{Log (Mso)} = {[Var(c)-2(a/B)Cov(c.,B)+(a/B)*Var(B)) B}
EP(Mso) = Mso{EP[Log(Ms0)]}
IC95% (Mso) = Msot1,96{EP(Mso)}
onde as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram obtidas pela
matriz estimada de covariédncia do procedimento Logistic. A descrigao detalhada

destes métodos pode ser encontrada em Collett (2003).
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Analise dos efeitos da injecdo de KCN: os efeitos do KCN foram avaliados por
analise de variancia de 2 vias (sexo e privagdo), para medidas repetidas (ar

ambiente, 8% e 13% de CO,,), seguida de teste de Bonferroni para P<0,05.
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5 RESULTADO
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5.1 EFEITOS DO SEXO E ISOLAMENTO SOBRE OS LIMIARES DAS
RESPOSTAS DEFENSIVAS A ESTIMULACAO ELETRICA DA MCPAd EM AR
AMBIENTE.

Em ratos machos, a separagdo causou redugdes significativas dos
limiares medianos de galope e micgado (Tabela 2). Em geral, as fémeas
ovariectomizadas apresentaram limiares maiores que aqueles dos machos,
separados ou nao separados.

Tabela 2. Limiares medianos das respostas de defesa (lsoxEP, pA) a estimulagao
da MCPAd de ratos machos ou de fémeas ovarectomizadas, submetidos ou ndo
ao isolamento social neonatal. * , + Valores significativamente diferentes dos ratos
machos para uma mesma resposta, ou dos grupos nao-separados,

respectivamente (critério de 5% de Bonferroni para testes de qui-quadrado da
raz&do de verossimilhancas das curvas de limiares).

Sexo Nao-separado Separado
Imobilidade M 225 £ 0,2 32,6 £+ 0,2
F 27,3 £+ 0,3 255 + 0,2 ~*
Exoftalmia M 17,8 £ 0,2 145 + 04
F 18,4 + 0,2 18,1 £ 0,2
Trote M 31,3 £ 0,2 279 £ 0,2
F 38,1+ 0,2 ~ 352 + 0,2 ~*
Galope M 375 £ 0,2 326 £+ 0,2 +
F 484 + 02 * 442 + 02 *
Salto M 552 £+ 1,6 57,7 £ 0,9
F 614 + 24 851 + 46 *
Micgao M 2328 + 72 72,7 £ 92 +
F 419 + 01 * 444 + 0,1
Defecagéao M 61,1 = 7,7 64,6 + 10
F 452 + 0,3 * 590 + 1,3
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Nos grupos n&o-separados, as fémeas apresentaram limiares maiores para trote,
galope e micgdo. Nos grupos separados, os limiares das fémeas foram mais

elevados para imobilidade, trote, galope e salto.

5.2 EFEITOS DO CO; SOBRE OS LIMIARES DOS COMPORTAMENTOS DE

DEFESA INDUZIDOS POR ESTIMULAGAO ELETRICA DA MCPAd

Como o paralelismo das curvas de limiares n&o diferiu nem quanto
ao sexo, nem quanto a separagcdo materna, para uma dada resposta, somente
serdao apresentadas as diferengas de locagao das curvas de limiares.

As curvas de limiares das fémeas ndo-separadas somente diferiram
para defecacdo (x*= 9,5; 2 g.l.; P<0,01). Em contraste, as fémeas separadas
diferiram para imobilidade (x?= 14,6; 2 g.l., P<0,001), defecacdo (x°= 48,5; 2 g.l.,
P<0,0001), micgdo (x*= 6,4; 2 g.l., P<0,05), trote (x*= 17,2; 2 g.l., P<0,0005),
galope (x°= 19,8; 2 g.I., P<0,0005) e salto (x*= 17,6; 2 g.l., P<0,0005).

Exceto pela resposta de salto, as curvas de limiares dos machos
nao-separados também diferiram para imobilidade (x?= 24,8; 2 g.l., P<0,0001),
exoftalmia (x°= 24,8; 2 g.l., P<0,0001), defecacdo (y*= 37,7; 2 g.l., P<0,0001),
miccdo (x*= 65,8; 2 g.l., P<0,0001), trote (x°= 31,5; 2 g.l., P<0,0001) e galope (x*=
30,5; 2 g.l., P<0,0001). De forma similar, machos separados apresentaram
limiares significativamente diferentes para imobilidade (x°= 21,7; 2 g.l., P<0,0001),

exoftalmia (x*= 9,1; 2 g.l., P<0,01), defecacao (x°= 68,1; 2 g.I., P<0,0001), micgéo
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(x*= 30,7; 2 g.l., P<0,0001), trote (x*= 23,0; 2 g.I., P<0,0001) e galope (x*= 23,8;

2 g.l.,, P<0,0001).
As variagdes percentuais da lsp em relagdo aos limiares dos

comportamentos de defesa em ar-ambiente est&o ilustradas na Figura 3.

——FNS ——FS ——MNS ——MS

150 Imobilidade 150 Exoftalmia 140 Defecacao Micgao

140

*

T

9 *
I 100+ 100+
& 125 125 .
+H
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CTR 8% 13% CTR 8% 13% CTR 8% 13% CTR 8% 13%
150 Trote 150 Galope 150 Salto :
1251 3 1251 1251
100 o 100 100
CTR 8% 13% CTR 8% 13% CTR 8% 13%

Figura 3. Efeitos percentuais do CO, sobre os limiares medianos (lsp) das
respostas de defesa induzidas por estimulacao elétrica da MCPAd. Os asteriscos
indicam diferengas significantes em relagdo ao controle em ar ambiente (teste do
+* da razéo de verossimilhancas, critério de Bonferroni para P<0,05).

Em geral, o CO; produziu aumentos dose-dependentes dos limiares
medianos das respostas de imobilidade, exoftalmia, trote, galope e saltos e

reducdes dose-dependentes dos limiares de defecagdo e miccdo. Contudo, as

ratas foram menos sensiveis a estes efeitos. Em particular, o CO, nao teve efeito
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algum nem nos limiares de exoftalmia, nem de mic¢cdo das fémeas.

Adicionalmente, enquanto os limiares de imobilidade, trote e galope das fémeas
separadas foram significativamente aumentados na maior concentracdo de COa,
estas respostas nao foram alteradas nas fémeas nao-separadas. Portanto, as
ultimas respostas parecem ser especificamente facilitadas pela separacéo
maternal em fémeas. Curiosamente, a resposta de salto foi atenuada em todos
0s grupos exceto nos machos separados, nos quais ela foi facilitada, embora nao

significativamente, para ambas as concentragdes de CO..

5.3 EFEITOS COMPORTAMENTAIS DA EXPOSIGAO AO CO2 (8% E 13%),
SEXO E ISOLAMENTO MATERNO SOBRE A DURAGAO DA RESPOSTA DE

FUGA AO KCN.

A ANOVA para medidas repetidas mostrou um efeito dose-dependente da
concentragédo de CO; (F236= 24,3; P<0,0001). Nao houve interacdes significantes

entre as concentragdes de CO, com sexo, isolamento maternal ou ambos.
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Figura 4. Efeitos do CO;, sexo e isolamento maternal sobre a duragdo das
respostas de fuga a injecdo endovenosa de KCN. NS — n&o separado, SP —
separado. O CO, apresentou efeitos dose-dependentes para todos os grupos.
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6 DISCUSSAO
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Efeitos do isolamento social neonatal e do sexo sobre os limiares das respostas

de defesa a estimulacéo elétrica da MCPD

O ISN causou uma reducgdo significante e bastante seletiva das
respostas de galope e micgdo dos ratos machos. Este resultado € notavel uma
vez que o galope parece ser a resposta que melhor representa os ataques de
panico (Schenberg et al., 2001). Por outro lado, um estudo recente de Quintino-
dos-Santos e colaboradores (2014) mostrou que o ISN facilita todas as respostas
de defesa, exceto a defecacdo e micgao. Os efeitos menores do presente estudo
podem ser devidos tanto ao periodo vespertino da separagao, quanto a técnica
cirurgica menos agressiva (sem trepanacdo). Se este for caso, o ISN interage
com o estresse na vida adulta na facilitacido dos ataques de panico.

Em geral, as fémeas ovariectomizadas apresentaram limiares de
resposta significativamente maiores que os machos, tanto separados quanto nao
separados. Estes resultados sugerem que a maior incidéncia de péanico em
mulheres € devida a agao dos hormdnios sexuais, e nao a diferencas estruturais

dos sistemas cerebrais que medeiam os ataques de panico,

Efeitos do CO, sobre os limiares das respostas de defesa a estimulagdo elétrica
da MCPD

Comparados aos efeitos basais, o CO, teve efeitos diferenciados
sobre as respostas de defesa, produzindo aumentos dose-dependentes dos

limiares de imobilidade, exoftalmia, trote, galope e saltos e redugdes dose-
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dependentes dos limiares de defecagao e micgao. Estes resultados sdo similares
aos observados anteriormente em ratos machos intactos e n&o-separados
(Schimitel e col., 2012). Contudo, o presente estudo mostrou que as ratas foram
menos sensiveis aos efeitos inibitérios do CO,. Em particular, o CO, néo
apresentou efeitos inibitérios significantes nas respostas de trote e, mais
notavelmente, de galope, das ratas nao-separadas, que tém sido consideradas
0s comportamentos mais representativos dos ataques de panico (Schenberg e
col., 2001). ratas ndo-separadas nao apresentaram. Adicionalmente, enquanto os
limiares de imobilidade, trote e galope das fémeas separadas foram
significativamente aumentados na maior concentragdo de CO,, estas respostas
nao foram alteradas nas fémeas nao-separadas. Portanto, as ultimas respostas
parecem ser especificamente facilitadas pela separacdo maternal em fémeas.
Curiosamente, a resposta de salto foi atenuada em todos os grupos exceto nos
machos separados, nos quais ela foi facilitada, embora néo significativamente,

para ambas as concentragdes de CO».

Efeitos comportamentais da exposi¢cdo ao CO2 (8% e 13%), sexo e separagéo

materna sobre a duragéo da resposta de fuga ao KCN.

Os resultados mostraram um efeito dose-dependente da
concentragdo de CO,, este efeito é semelhante ao observado por Schimitel e

colaboradores (2012), comprovando um aumento na duragdo da fuga ao KCN
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quado associado a exposicdo prévia ao CO2. Nao houve interacdes

significantes entre as concentragées de CO, com sexo, isolamento maternal ou

ambos.

Portanto, estes estudos vem corroborar a existéncia de um alarme de

sufocamento na MCPA que medeia os ataques de panico em ratos.
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