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RESUMO

EFEITO DA PRIVACAO DE SONO PARADOXAL E DO BLOQUEIO DA SINTESE
DA CORTICOSTERONA SOBRE OS LIMIARES DA REAQAO DE DEFESA
INDUZIDA PELA ESTIMULAQAO ELETRICA DA MATERIA CINZENTA
PERIAQUEDUTAL E COLICULO SUPERIOR. Barbosa, R.V.R, Dissertacdo de
Mestrado, Pds-graduacdo em Bioquimica e Farmacologia, Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitdria, ES, Brasil, 2015. O Transtorno do panico (TP) é um transtorno
mental comum que afeta até 5% da populacdo em algum momento da vida, sendo
caracterizada pela presenca de ataques de panico (AP) recorrentes. Constitui uma
psicopatologia que pode ser afetada pela privacdo do sono (PS), relacdo que ainda é pouco
compreendida. Neste contexto, modelos experimentais de AP e de PS sdo ferramentas Uteis na
investigacdo dessa possivel correlacdo, especialmente motivado pela crescente condicdo de
privacao de sono, que tem se tornado cada vez mais frequente na sociedade moderna. Assim,
este estudo avaliou os efeitos da privacdo de sono paradoxal (PSP) sobre os limiares dos
comportamentos defensivos induzidos por estimulacdo intracraniana (EI) da MCPD e CS de
ratos num modelo experimental de AP, assim como verificou a influéncia da corticosterona
sobre esses limiares. Foram utilizados 160 ratos Wistar machos (300g), organizados em 4
grupos com 40 animais cada, como se segue: Grupo Controle (CTR) submetido a El, porém
sem PSP; Grupo Privacao (PRV), submetido a El e privado por 96 horas; Grupo Privacao
+ Bloqueio da corticosterona (PRB), submetido ao tratamento com metirapona, El, e
privado por 96 horas, e Grupo Controle + Blogueio da corticosterona (CTB), submetido ao
tratamento com metirapona e El, porém sem privacdo de sono. Ap6s 10 dias do implante
cirargico intracraniano de eletrodo na MCPD e CS, os animais passaram por 5 sessfes de
estimulacdo, como se segue: 12 (TRI) considerada triagem - imediatamente antes da privacao,
22 (P48) apds 48h de privacdo, 3% (P96) apds 96h de privacdo, 4% (R48) apos 48h de retirada
da privacdo e 5% (R96) ap6s 96h de retirada da privacdo. As curvas de limiares das respostas
individuais de defesa obtidas nas varias sessdes de estimulacdo da MCPD e CS (TRI, P48,
P96, R48 e R96) dos ratos foram comparadas entre si, bem como as curvas de limiares de uma
dada resposta nos diferentes grupos (CTR, PRV, CTB e PRB). Além disso, 0s niveis de
corticosterona (CORT) foram dosados nas diferentes sessdes de EIl, e comparadas num
mesmo grupo, bem como nos diferentes grupos. No grupo CTR, todos os comportamentos
foram iguais em todas as sess6es quando comparados a TRI, entretanto, nos animais privados

(PRV), o limiar do galope (GLP) reduziu significativamente em R48 e R96, ndo ocorrendo
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alteracbes nos demais comportamentos. Em contraste, no grupo PRB, o Trote (TRT)
aumentou a partir de P48, enquanto o GLP né&o foi alterado em nenhuma sessdo de El. Na
comparagado entre o0s grupos, em Salto (SLT), Miccéo (MIC), Exoftalmia (EXO), Imobilidade
(IMO), Defecacdo (DEF), TRT e GLP, ndo sofreram alteracdes decorrentes da CORT
produzida decorrente da PSP, sugerindo que a corticosterona néo altera os comportamentos
defensivos caracteristicos do Ataque de Panico. Em adicdo, tais resultados sugerem que 0s
efeitos tardios da PSP sobre os limiares de GLP possivelmente se devam a mecanismos

neuroguimicos tempo-dependente.
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ABSTRACT

EFFECT OF PARADOXICAL SLEEP DEPRIVATION AND SYNTHESIS
CORTICOSTERONE LOCK ON THE THRESHOLD OF DEFENSE REACTION
INDUCED ELECTRIC STIMULATION OF PERIAQUEDUCTAL GRAY MATTER
(PAG) AND DEEP LAYERS OF SUPERIOR COLLICULUS (CS) OF WISTAR RATS.
Barbosa, R.V.R, MSc Thesis, Graduate in Biochemistry and Pharmacology, Federal
University of Espirito Santo, Vitoria, ES, Brazil, 2015. Panic Disorder (PD) is a common
mental disorder that affects up to 5% of the population at some point in life and is
characterized by the presence of recurrent panic attacks (AP). It is a psychopathology that
may be affected by sleep deprivation (PS), relation that is still poorly understood. In this
context, experimental models of AP and PS are useful tools in investigating this possible
correlation, especially motivated by the growing of deprivation of sleep, which has become
increasingly common in modern society. This study evaluated the effects of paradoxical sleep
deprivation (PSP) in the thresholds of defensive behaviors induced by intracranial stimulation
(El) of MCPD and CS in rats, which is an experimental model of AP, as well as verified the
influence of corticosterone on these thresholds. 160 male Wistar rats were used (300g),
organized into 4 groups of 40 animals each, as follows: control group (CTR) submitted to El,
but no PSP; Deprivation group (PRV), submitted to El and sleep deprived for 96 hours;
Deprivation Group + corticosterone synthesis inhibition (PRB), undergoing treatment with
metyrapone, El, and sleep deprived for 96 hours, and the control group + corticosterone
synthesis inhibition (CTB), undergoing treatment with metyrapone and El, but without sleep
deprivation. After 10 days of intracranial surgical implant of electrode in MCPD, the animals
underwent 5 stimulation sessions, as follows: 1st (TRI) considered as a screening session -
immediately before the deprivation, 2nd (P48) after 48 hours of deprivation, 3rd (P96) after
96 hours of deprivation, 4th (R48) 48 hours after the end of deprivation, and 5th (R96) after
96 hours of withdrawal of deprivation. The thresholds of the individual curves obtained for
defense responses in the various stimulation sessions of CS and MCPD (TRI, P48, P96, R48
and R96) of the rats were compared, as well as a given threshold response curves in different
groups (CTR, PRV, CTB and PRB). Furthermore, the levels of corticosterone (CORT) were
measured in different sessions of EI and compared in the same group, as well as between the
different groups. In the CTR group, all behaviors were equal in all sessions when compared to
the TRI, however, in deprived animals (PRV), the threshold for galloping (GLP) was
significantly reduced in R48 and R96, without changes in other behaviors. In contrast, in the

XX



PRB group, Trotting (TRT) increased from P48, while the GLP has not changed in any El
session. Comparing the groups, Jumping (SLT), Micturation (MIC), Exophthalmos (EXO),
Immobility (IMO), Defecation (DEF), Trotting (TRT) and Galloping (GLP), were not altered
in function of CORT levels produced due PSP, suggesting that corticosterone does not
influence the characteristic defensive behaviors induced by electrical stimulation of MCPD
and CS. In addition, these results suggest that the delayed effect of the PSP on the GLP

thresholds is possibly due to time-dependent neurochemical mechanisms.

XXi



1.  INTRODUCAO

1.1. Transtorno de Ansiedade

A ansiedade tem sido objeto de interesse de estudos da humanidade ha bastante tempo.
Atualmente, a ansiedade tem sido considerada por diversos autores como o “Mal do século”,
pois vivemos numa sociedade acelerada, rapida, estressada e ansiosa. Gentil (1996) define
ansiedade como sendo um estado emocional desagradavel de medo e/ou apreensdo, que vem
acompanhado por desconforto devido a antecipacao de estagios de perigo ou de algo que seja
desconhecido. Mas também, de acordo com Castillo, et al., (2000) devemos considerar a
ansiedade como sendo um importante fator para a adaptacdo e sobrevivéncia do individuo ao

meio, entretanto, quando se torna persistente pode vir a desencadear importantes transtornos.

A preocupacdo pelos estados ansiosos iniciou-se com Sigmund Freud (1895), sendo o
primeiro a descrever os Transtornos da Ansiedade (Angstneuroses). Ao estudar a ansiedade
clinica, Freud distinguiu duas sindromes fundamentais, a "expectativa ansiosa" ou
"apreensdo” (Angstliche), forma predominante do transtorno de ansiedade, e uma sindrome
menos frequente que ele denominou ataque de ansiedade (Angstanfall). De acordo com Freud,
a expectativa ansiosa consistia num "quantum de ansiedade livre e flutuante que controlava a
escolha de ideias por antecipagdo”. Em contraste, nos ataques de ansiedade a "ansiedade
irrompia repentinamente na consciéncia sem ter sido eliciada por qualquer ideia”. Tais
descri¢bes sdo similares aos diagndsticos atuais de Ansiedade Generalizada (TAG) e o

Transtorno do Péanico (TP), segundo a Associacdo de Psiquiatria Americana (APA) (2000).

Embora as classificagdes clinicas propostas pela Psicanalise tenham sido relativamente
bem aceitas no meio psiquiatrico até a primeira metade do século XX, as décadas que se
seguiram muito contribuiram para reorientar o curso da Psiquiatria, em especial em dire¢do a

biologia. Dentre esses fatores se destacam 0s avancos na area da Psicofarmacologia, que tem
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seu inicio na década de 60, quando em 1964, Klein descobriu por acaso que a Imipramina, um
antidepressivo triciclico, bloqueava o ataque de panico aparentemente espontaneo em
pacientes ndo deprimidos, mais tarde considerados agorafébicos. Em 1967, Pitts descobriu,
em estudos controlados com placebo, que o lactato de s6dio administrado intravenosamente
em pacientes com ataques de panico espontaneos, entdo considerados neurose de ansiedade,
poderia causar tais ataques regularmente. Entretanto, os transtornos da ansiedade continuaram
a ser diagnosticados como neuroses da ansiedade até meados do século passado, e somente
em 1980 o Transtorno do Panico foi incluido no DSM-III ("Diagnostic Statiscal Manual of

Mental Disorders") da APA.

1.1.1. Transtorno do Panico

De acordo com DSM-III, o TP, ou ansiedade episodica paroxistica, inclui-se entre 0s
transtornos de ansiedade, ou seja, estados emocionais repetitivos, ou persistentes, nos quais a
ansiedade patoldgica desempenha o papel fundamental. E um transtorno caracterizado pela
presenca de ataques de panico (AP) recorrentes que consistem em uma sensacao de medo e
mal-estar, intensa ansiedade e sensacdo de ameaca catastrofica. Eles sdo acompanhados por
sintomas autonémicos e neuroldgicos, como a dispneia, hipertensao, dor no térax, sudorese,
taquicardia e palpitacdo, tremores, fuga de situacdo imediata, congelamento, sensacdo de
sufocacdo, dentre outros sintomas que se iniciam de forma repentina. Esses ataques podem ser
causados pela exposicdo do paciente a agentes quimicos, como, por exemplo, lactato de sédio
(Liebowitz et al, 1984 e 1985), bem como por fatores exdgenos que podem ser capazes de
desencadear ataques e/ou aumentar a sua frequéncia e intensidade, como, por exemplo,
agentes farmacologicos auto administrados (cafeina, alcool, nicotina, maconha, cocaina),
habitos (privacdo de sono, dieta, exercicio, relaxamento, hiperventilacdo) e aspectos

ambientais (iluminacao fluorescente, pressdes da vida). (Roy-Byrne e Uhde, 1988).



De acordo com o DSM 111, o TP € uma sindrome tripartite caracterizada pela ocorréncia
de ataques espontaneos de panico, ansiedade antecipatoria e esquiva fobica. Estes ataques sdo
usualmente precedidos por ansiedade crescente (ansiedade antecipatoria), podendo resultar
em esquiva fobica (agorafobia) das situaces que os pacientes julguem favorecer estes ataques
(panico situacional). Neste, o TP é definido como a ocorréncia de 4 ataques espontaneos em 4
semanas, ou 1 ataque seguido pelo receio de novos ataques ao longo de 4 semanas. O DSM-
IV adicionou que os AP também podem ocorrer em outros transtornos de ansiedade (fobias,
transtorno de estresse pds-traumatico, etc.) podendo ser espontaneos ou induzidos pela
exposicdo a objetos fobicos (aranhas, sangue, cdes, etc.), ou situacbes que o predispdem

(multiddes, locais fechados, altura, etc.). (APA, 2000).

Em sua versdo mais recente, 0 DSM-V, publicado em maio de 2013, o TP e a
Agorafobia foram separados como diagndsticos independentes reconhecendo a existéncia de

casos nos quais a Agorafobia ocorre sem a presenca de sintomas de panico. (APA, 2013).

Agorafobia no DSM-IV é definido como medos mdaltiplos e comportamentos de
esquiva, centralizado em trés temas principais: medo de sair de casa, medo de ficar sozinho e
medo de estar fora de casa em situacGes em que pode se sentir ameacado. O paciente passa a
ter pavor de ter um novo atague, entdo, nos intervalos entre as crises ele desenvolve um

comportamento de esquiva fébica com o intuito de se preservar do ataque seguinte.

O TP é um transtorno mental comum que afeta até 5% da populagdo em algum
momento da vida. E frequentemente incapacitante, especialmente quando complicada por
agorafobia, e esta associado a uma morbidade funcional substancial e qualidade de vida
reduzida, além de custo social elevado, e raramente ocorre sem outra comorbidade
psicopatoldgica, como transtorno bipolar, transtorno de ansiedade, depresséo, entre outros

(Roy-Byrne et al, 2006).



1.1.2. Bases neuraisdo TP

Hunsperger e colaboradores (1956) foram os primeiros a salientar que a estimulagédo
elétrica da MCPD, ou tegumento adjacente, como o coliculo superior, produzia reacGes
defensivas em gatos ndo anestesiados e que estas ocorriam independentemente de estruturas
mais rostrais, também envolvidas com o comportamento de defesa, como a amigdala e o
hipotdlamo. De fato, embora o hipotdlamo tenha sido tradicionalmente considerado como a
estrutura-chave na integracdo das reagdes emocionais, animais com hipotadlamo lesado ou
cirurgicamente isolado ainda podem apresentar reacGes integradas de defesa (Ellinson &
Flynn, 1968; Fernandez de Molina & Hunsperger, 1962). Em contraste, a lesdo da MCPD
abole ou atenua as respostas comportamentais de defesa, naturais ou induzidas por

estimulacdo intracraniana do hipotalamo e amigdala (Bandler & Keay, 1996).

A estrutura da MCPD varia pouco entre mamiferos. Tal estabilidade evolutiva sugere
que ela esteja envolvida em funcbes importantes de protecdo e na regulacdo homeostatica
(Carrive, 1993). A estimulacdo da MCPD de ratos, em especial das colunas dorsolateral e
lateral, produz um complexo de comportamentos incondicionais denominados de reacdo de
defesa (Schenberg et al., 2001). A reacdo de defesa compde-se das respostas somaticas e
autondmicas das reacGes de "congelamento™ (freezing behavior) ou "fuga". A reacdo de
congelamento caracteriza-se por uma postura imovel e tensa (imobilidade tensa - IMO)
acompanhada de exoftalmia (EXO), paralisia das vibrissas (mistacioplegia) e,
frequentemente, micgéo (MIC) e defecagéo (DEF). Por sua vez, a reagdo de fuga caracteriza-
se por respostas ativas como o trote (TRT), galope (GLP) e saltos (SLT), além da exoftalmia.
Essas respostas foram mapeadas funcionalmente no teto do mesencéfalo por Bittencourt et al.,

2004.



Os sintomas dos AP sdo similares as respostas aversivas evocadas pela estimulacao
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD), tanto em humanos quanto em
ratos. A MCPD é funcionalmente organizada em colunas longitudinais dispostas ao longo do

aqueduto cerebral, de acordo com a Figura 1.

Rostral

Caudal

Figura 1. Organizagdo colunar rostro-caudal da MCPD. As figuras ilustram as colunas: (a)dorso
medial, (b) dorsolateral, (c) lateral (coluna superior) e ventrolateral (coluna inferior). (Aq) Aqueduto
cerebral, (DR) nucleo dorsal da rafe, (111) ndcleo dculo-motor. Fonte: Adaptado de Bandler et al.,
1991)

Os comportamentos defensivos também sdo eliciados pela estimulacdo das camadas
profundas do coliculo superior (CS) (Sudré et al., 1993), regido que parece ser a principal
fonte de informac6es visuais relevantes ao controle da reacdo de defesa em roedores (Dean et
al., 1988a). De fato, tanto os estudos neuroanatdbmicos quanto histoquimicos sugerem uma
relacdo intima entre as camadas coliculares intermediarias e profundas com a coluna
dorsolateral da MCPD (Graybiel et al., 1984). Evidéncias anatbmicas sugerem a existéncia
de multiplas vias de acesso de informagdes visuais 8 MCPD: 1) conex0es diretas das camadas
intermediarias e profunda do coliculo superior para os segmentos rostral e caudal da MCPDI,
2) conexdes diretas, via dendritos dos neurdnios da MCPD que se estende dorsalmente para a

camada profunda do coliculo superior, 3) conexdes indiretas do coliculo superior para a



MCPD via nucleo cuneiforme. (Redgrave & Dean, 1991). De acordo com Bittencourt et al.,
2004, a estimulacdo elétrica das camadas intermediarias e profundas do coliculo superior
induziram um padrdo de resposta de defesa similar aquela observada para a estimulacdo da
MCPD, e o mesmo foi observado com a estimulacdo quimica com N-metil-D-aspartato
(NMDA). Esses resultados ressaltam a importancia das camadas profundas e intermediarias
do CS nas respostas de defesa a ameagcas distais, bem como na inicializacdo da MCPD para a

deflagracdo das respostas de defesa.

Estudos desenvolvidos por Schenberg e colaboradores (2001) propdem que a
estimulagdo elétrica ou quimica da MCPD possa ser um modelo experimental de ataques de
panico. De fato, a estimulagdo da MCPD de humanos produz medo, panico, ansiedade, terror,
paranoia, ou o sentimento de morte iminente, além de inimeras respostas autondmicas,
respiratdrias e neuroldgicas tipicas dos ataques de panico (Amano et al., 1978; Nashold et al.,
1969; Young, 1989) (Tabela 1), enquanto ndo altera o eixo HHA em ratos (Armini et al.,
2015). Sendo assim, esse isomorfismo entre os comportamentos defensivos evocados por
estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal dorsal de ratos e humanos e os ataques de
panico frequentes no transtorno de panico foi demonstrado por Schenberg et al., 2001,

conforme tabela 1.



Tabela 1. Isomorfismo dos ataques de panico e das respostas induzidas por estimulacdo da MCPD em
homens e ratos. Abreviacdes: n.d. - dados ndo disponiveis, n.o. - resposta ndo observada (adaptado de
Schenberg et al., 2001).

Ataques de panico
espontaneos ou

Estimulacado da

Estimulacdo da

induzidos por MCPD em MCPD em ratos
lactato em homens homens
Sensagdes/ ‘Bloqueio do andar' n.d. Congelamento
Comportamento Desejo de fugir Interrupcdo do Fuga
Intenso desconforto estimulo Averséo
Ansiedade severa Intenso desconforto
Panico, terror Ansiedade severa
Sensacdo de morte Panico, terror
iminente ‘Medo de morrer'
Medo de ficar louco n.d.
medo de perder o n.d.
controle
Respostas Taquipnéia Hiperventilacdo Taquipnéia
Autonbmicas Hiperventilagdo Apneia Hiperventilagdo
Dispneia Respiracdo profunda | Respiragdo profunda
Sensagdo de asfixia Taquicardia Taquicardia
Taquicardia Urgéncia de Hipertensao
Hipertensao esvaziamento da Miccéo
urgéncia de bexiga
esvaziamento Abertura dos olhos Defecacdo
da bexiga piloerecdo Exoftalmia
Peristalse
sudorese
Respostas Auséncia de resposta n.d. Auséncia de resposta
Enddcrinas da PRL da PRL
Auséncia de resposta n.d. Auséncia de resposta
do ACTH do ACTH
Auséncia de resposta n.d. Auséncia de resposta
do cortisol da corticosterona
Respostas Sensacdo de tremor | Sensacdo de vibracdo

Neurolégicas/
Parestesias

Dor toracica
Sensacdo de
calor/frio
Tonteira
n.d.

n.d.

Dor toracica e no
coracdo
Sensacéo de
calor/frio
n.d.
Entorpecimento
dor facial medial

Areas comuns
estimuladas ou
ativadas

MCPD, camadas
profundas do
coliculo superior.
(PET)

MCPD e teto
adjacente (0-5 mm
lateral ao aqueduto)

(raio-X)

MCPD, camadas
profundas do
coliculo superior




Como se pode observar é surpreendente o isomorfismo entre a estimulacdo da MCPD e

a ocorréncia do ataque de panico com relacdo as reaces emocionais e autondmicas.

Schenberg et al. (2001) demonstraram ainda que enquanto o agente panicogénico
pentilenotetrazol produz uma reducdo marcante dos limiares de galope (-51%) e miccdo (-
66%), o flumazenil, um antagonista de benzodiazepinicos, causa aumentos seletivos e
acentuados dos limiares de micgdo. Adicionalmente, doses nao sedativas de diazepam, um
benzodiazepinico com efeitos ansioliticos, ndo atenuaram as respostas defensivas. Por outro
lado, a administragdo aguda de um ansiolitico ndo-benzodiazepinico, a buspirona, facilitou a
resposta de salto, mas ndo teve efeitos quando administrada cronicamente, enquanto a
administracdo crénica de maprotilina, um inibidor seletivo da recaptagdo de noradrenalina,
causou aumentos seletivos e acentuados dos limiares de imobilidade (118%). Mais
importante, as respostas defensivas foram atenuadas pelo tratamento crénico com
clomipramina, outro antidepressivo de propriedades panicoliticas estabelecidas. Dentre as
respostas de defesa induzidas pela estimulacdo da MCPD, o galope foi atenuado de forma
seletiva pelo tratamento crénico com fluoxetina, um panicolitico que é um inibidor seletivo da
recaptacdo de serotonina (5-HT). Assim, enquanto a imobilidade parece ser uma resposta
meramente atencional mediada por noradrenalina, o galope parece ser a resposta mais
representativa deste estado emocional. Por essa razao a estimulagdo da MCPD de ratos passou
a ser considerada como um modelo experimental de ataque de panico, uma vez que estes
estudos corroboram o isomorfismo farmacoldgico dos ataques de panico e da resposta de

galope evocada pela estimulacéo elétrica da MCPD de ratos.

O TP constitui um tipo especifico de psicopatologia relacionada a ansiedade, o qual
pode ser afetado pela privagéo do sono. De fato, trabalhos recentes sugerem que a privagao do
sono aumenta os niveis basais de ansiedade e excitacdo corporal (Sagaspe, Sanchez-Ortuno,

& Charles, 2006), e essa elevacdo da ansiedade basal resultante da privacdo de sono
8



provavelmente potencializa os ataques de panico, tal como a ansiedade prediz fortemente a
ocorréncia do mesmo (Coplan et al., 1998; Ehlers et al., 1986). Apesar de sua relevancia, a
relacdo entre a privacdo de sono e ataques de panico ainda ndo € bem conhecida. Neste
contexto, modelos experimentais de ataques de panico e de privacdo de sono podem ser

ferramentas Uteis na investigacdo de possiveis correlacfes entre a privacao de sono e o TP.

1.2. SONO

1.2.1. Sono e suas bases fisioldgicas

O sono é um estado funcional, reversivel e ciclico, com algumas manifestacdes
comportamentais caracteristicas, como uma imobilidade relativa e 0 aumento do limiar de
resposta aos estimulos externos. Em termos orgénicos, ocorrem variagbes dos pardmetros
bioldgicos, acompanhados por uma modificacdo da atividade mental, que correspondem ao
comportamento de dormir (Buela, 1990). Embora ndo se compreenda especificamente a
importancia do sono em nosso organismo, se sabe que ele é vital, e sua privacdo total ou
parcial, em determinadas condicdes, ¢ fatal, como de acordo com o trabalho de Rechtschaffen
& Bergmann (1995), em que ratos submetidos a privacdo total de sono morrem geralmente
apos 2-3 semanas de privacdo, ao passo que ratos submetidos a privacdo de uma determinada

fase do sono sobrevivem por um tempo maior.

O ser humano, assim como outros animais, apresenta dois estados comportamentais
béasicos: vigilia e sono. Durante a vigilia, importantes funcGes sdo executadas. O sono, por
outro lado, é de fundamental relevancia para o descanso do organismo e apresenta
basicamente duas fases, com mecanismos fisioldgicos distintos: Sono REM (Rapid Eye
Movement - movimentos oculares rapidos), e sono de ondas lentas (ndo REM), que alternam
entre si ciclicamente durante o periodo de sono. O sono ndao-REM (NREM) € caracterizado

por 4 fases, sendo que as duas primeiras fases, 1 e 2, sdo mais leves e muitas vezes se
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alternam com breves periodos de vigilia. Ja as fases 3 e 4 sdo mais profundas e predominam
no inicio da noite (Fernandes, 2006). Durante o sono ndo-REM, a atividade neuronal é baixa e
a taxa metabolica e a temperatura encefalica estdo em seus menores niveis. Além disso, ha um
declinio da atividade simpatica e um aumento da atividade parassimpatica, que predomina
durante a fase ndo-REM. Ha também o relaxamento muscular comparativamente a vigilia,
porém, mantém-se sempre alguma tonicidade basal. O Eletroencefalograma (EEG) exibe
aumento progressivo de ondas lentas, conforme se avanca do estagio | para o estagio IV do

sono NREM (Fernandes, 2006).

O sono REM ¢é um sono mais profundo e apresenta padrdes de EEG similares aos da
vigilia e, por essa razdo, o sono REM também tem sido chamado de Sono Paradoxal (SP) ou
dessincronizado (Fig. 2). Nesta fase, hd um aumento global da atividade neuronal, metabdlica
e temperatura encefalica (Kandel et al, 2014). Além disso, apesar da atonia muscular que
acompanha este estagio, observam-se movimentos corporais fasicos e erraticos, de diversos
grupamentos musculares, principalmente na face e nos membros, bem como emissao de sons

(Fernandes, 2006).
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Figura 2: Estagios do Sono. Fonte: Guyton & Hall - Fundamentos de Fisiologia, 122 Ed.

1.2.2. Privacao de sono

Uma boa noite de sono é fundamental para uma boa saude mental e emocional. Ela é
essencial na manutencdo de uma vida saudavel e na fisiologia do organismo, regulando
processos de reparo corporal, regulacdo homeostatica diversa e para a consolidacdo da

memdria (Andersen et al., 2005; Tufik et al., 2009).

A remocdo parcial ou supressdo do sono em um organismo é conhecida como privagao
de sono (Chen W, 2005). Os estudos sobre a privacao de sono tiveram inicio em 1894 com o0s
experimentos de De Manacéine, que demonstrou que filhotes e cdes adultos morriam apds
alguns dias de privacdo de sono, e que essa privacdo causava severas lesdes no sistema
nervoso central desses animais. Em humanos, o primeiro estudo foi conduzido por Patrick e

Gilbert (1896). Os autores privaram de sono individuos jovens por 88 a 90 horas, e
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observaram prejuizos no tempo de reacao, na habilidade motora voluntaria e na habilidade em
memorizar. Ao término do experimento, os voluntarios dormiram por 10,5 a 12 horas e
recuperaram a sua condicéo basal apds acordar. De acordo com Rechtschaffen & Bergmann
1995, ratos privados de sono total ou parcial apresentaram aumento da taxa metabolica e
perda excessiva de calor, além de alteracdes hormonais e perda acentuada de peso, indicando
a importancia fisioldgica do sono. As consequéncias da privacdo de sono podem ser

visualizadas na tabela 2.

Tabela 2: Consequéncias da Privagdo de sono. (Adaptado de Tufik et al., 1978, 2008; Andersen et al.,
2004).

Consequéncias evidenciadas da privacdo de sono

Diminuicdo da longevidade.
Alteracdes do controle glicémico e
seu metabolismo.

Aumento do risco de mortalidade

cardiovascular.

Diminuicdo da regeneracgio tecidual.

Fadiga e dor muscular.

Diminui¢do da capacidade
imunoldgica.

Diminui¢do do limiar de convulsao.
Aumento do estresse oxidativo.
Alteracdo de neuroreceptores
(principalmente monoaminérgicas)
Alteracdo no eixo Hipotalamico-
pituitario-adrenal.

Aumento do risco de fibromialgia

Aumento da capacidade aditiva as
drogas pela sensibilizacdo dos
receptores dopaminérgicos na via
nigro-estriatal.

Danos a integridade da pele.
Alteracdes na atividade dos nervos
simpaticos, principalmente no
coracdo e rim e consequente
hipertensao crénica.

Alteragdes hormonais, como
diminuicdo da liberagdo de horménio
do crescimento (HGH).

Diminuicdo da capacidade de
aprendizado e prejuizo de meméria.
Alteracdo no ciclo estral (animal)

Capacidade antidepressiva.

Disturbios do sono sdo sintomas comuns em varios quadros de ansiedade, bem como
nos transtornos do humor. Perturbacdes do sono estdo inclusas no DSM-V como critério
diagnostico para o transtorno de ansiedade generalizada, assim como para o transtorno de

estresse pds-traumatico, mas ndo como critério para o TP. No entanto, os individuos com TP
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geralmente relatam distarbios do sono, incluindo despertares frequentes, mesmo na auséncia

de depressdao concomitante (Stein, Chartier, &Walker, 1993).

Pesquisas anteriores ja haviam demonstrado que individuos com TP apresentam
perturbacdes significativas do sono, embora 0 mecanismo dessa perturbacdo ndo esteja claro.
Os disturbios do sono em pacientes com TP foram relatados como sendo uma consequéncia
da ansiedade subjacente a condi¢do clinica, devido a maior sensibilidade a ansiedade desses
pacientes (Hoge et al, 2011). A hip6tese de que a privacdo do sono pode provocar
manifestacOes de pénico foi levantada, com pouca énfase, por Milasius et al. (1990) em
coelhos e por Labbate et al. (1997) nos seres humanos. De acordo com estes dados, tem sido
documentado que o aumento da pressdo parcial de géas carbonico (COz), uma condicdo
reconhecida como panicogénica, aumenta os sintomas de panico em pacientes com TP quando

submetidos a privacdo do sono (Gorman et al, 1988).

Os modelos animais sdo ferramentas valiosas para a pesquisa experimental sobre a
ansiedade. Independentemente do método utilizado, a privacdo de sono paradoxal (PSP)
resulta em reacOes de estresse, além do aumento da ansiedade (Labbate, et al, 1998). Nesse
contexto, a privacao do sono paradoxal em animais gera um aumento no comportamento de
luta, reconhecido como uma natureza defensiva do animal. Isto sugere que tal comportamento
seja uma manifestacdo do ataque de panico, uma vez que a administracdo de Fluoxetina em
ratos privados de sono gerou uma reducdo no comportamento de luta, corroborando a hipotese

de que a privacdo de sono pode provocar manifestacfes de panico (Furlan & Hoshino, 2001).
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1.3. HORMONIOS GLICOCORTICOIDES: ESTRESSE

1.3.1. Eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA)

A resposta ao estresse esta centrada principalmente na atividade do eixo HHA (Figura
3). Durante o ciclo circadiano, os hormonios corticosteroides séo secretados pela glandula
adrenal em duas zonas distintas, a fasciculada e reticulada do cértex da adrenal. A sintese e
liberacdo destes horménios depende da adrenocorticotropina (ACTH), sendo este um
hormonio peptidico produzido pela adeno-hipdfise, cuja liberacdo é controlada pelo CRH
(Hormonio Liberador de Corticotropina). O CRH ¢ sintetizado na parte anterior dos ndcleos
paraventriculares hipotalamicos e secretado no plexo capilar do hipotdlamo, sendo, em
seguida, transportado até a adeno-hip6fise, onde induz a secre¢do do ACTH, o qual age sobre

as glandulas adrenais na producédo de Cortisol/Corticosterona (Feldman, 1997).

\N IR
N\ i -
\__PP, Hypoth?lamus
% A

—_—

Adrenal cortex —{/

® e 0

Glucocorticoids ——————

Figura 3- Representacdo esquematica dos circuitos ativados em resposta ao estresse. (Figura adaptada
de Lupien et al., 2009).
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TensOes fisicas, emocionais e quimicas, como a dor, traumatismo, cirurgia, infeccdo,
hipdxia, hipoglicemia aguda, exposicdo ao frio, pirdgenos (Feldman, 1997), restricdo
alimentar e hidrica, restricdo espacial, isolamento social, exposi¢cdo a um ambiente novo e
privacdo de sono (Marinelli et al, 1996) sdo processos que ativam o eixo HHA e sdo
regulados por um sistema de retroalimentacdo negativo, no qual os niveis circulantes de
glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em roedores) atuam diretamente sobre
o0 hipotalamo e a adeno-hipodfise para a regulagdo dos niveis plasmaticos de glicocorticoides.
A secrecdo de CRH e ACTH € estimulada por baixos niveis de corticosterona (CORT), sendo

inibida por niveis elevados deste hormonio (Feldman, 1997).

1.3.2. Regulacéo do eixo HHA pela amigdala e pelo hipocampo

Os neurdnios hipotalamicos que secretam CRH sdo regulados pela amigdala e pelo
hipocampo (Juruena, et al., 2004). As informagdes sensoriais entram na amigdala basolateral,
onde sdo processadas e transmitidas para os neurénios do nucleo central. Quando o ndcleo
central da amigdala é ativado, a resposta ao estresse € emitida ativando o eixo HHA. A
ativacdo inapropriada da amigdala tem sido relacionada aos transtornos de ansiedade
(Swanson & Petrovich, 1998). O eixo também ¢é regulado pelo hipocampo, porém, sua
ativacdo suprime, em vez de estimular, a liberacdo de CRH. O hipocampo contém receptores
de glicocorticoides que sdo ativados pelo cortisol/corticosterona liberados pela adrenal em
resposta a ativacdo do eixo. Assim, o hipocampo normalmente participa da regulacdo por
retroalimentacdo do eixo, inibindo a liberagédo de CRH e a subsequente liberagdo de ACTH e
cortisol/corticosterona quando estes estdo em niveis muito altos (Herman & Cullinan, 1997)
(Figura 4). A exposicdo continua ao cortisol/corticosterona, entretanto, como ocorre nos
periodos de estresse cronico, pode levar & disfungdo e a morte de neurdénios hipocampais.
Assim, a degeneracdo do hipocampo cria um circulo vicioso no qual a resposta ao estresse

torna-se mais pronunciada, levando a uma maior liberagdo de cortisol/corticosterona e mais
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danos ao hipocampo (Issa et al., 1990). Os transtornos da ansiedade tém sido relacionados
tanto com a hiperatividade da amigdala quanto com a diminuicao de atividade do hipocampo

(Herman, et al., 2005).
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Figura 4: Diagrama esquematico da regulacdo do Hipocampo e Amigdala sobre o eixo HHA.
Adaptado de Juruena, et al., 2004.

As pressdes e a competitividade da vida moderna tém feito com que as pessoas durmam
cada vez menos. A reducdo do tempo de sono ou sua privacdo produzem efeitos danosos ao
organismo, incluindo prejuizos cognitivos, aumento de irritabilidade e da liberagdo de
cortisol/corticosterona e ACTH (Suchecki & Tufik 2000; Andersen et al. 2005a). Portanto, a
utilizacdo de métodos capazes de produzir privacdo prolongada de sono é de fundamental

importancia para investigar as alteracdes que essa condi¢do pode causar no organismo.
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1.3.3. Metirapona

A Metirapona (MET) pertence a um grupo de agentes farmacoldgicos designados
"inibidores da biossintese de esterdides adrenocorticais", entre 0s quais, incluem-se: mitotano,
trilostano, cetoconazol e aminoglutetimida (Schimmer e Parker, 1996). Ela atua reduzindo a
sintese de corticoides, inibindo a enzima P-450-esterdide-hidroxilase, que converte a 11-
desoxicorticosterona e o 11-desoxicortisol em corticosterona e cortisol, respectivamente
(Schimmer e Parker, 1996), sendo, portanto, usada para testar a integridade do eixo HHA

(Neylan et al., 2003).

A resposta mais caracteristica ao estresse é a mediada pela ativacdo do eixo HHA, com
consequente liberagdo do horménio adrenocorticotroéfico (ACTH) e corticoides (cortisol em
humanos e corticosterona em ratos) na corrente sanguinea. Os estimulos ou situacdes que
eliciam a sindrome de adaptacdo geral sdo denominados estressores e a resposta do organismo
é a reacdo ao estresse (Graeff, 2004). E bem estabelecido na literatura que a privagio de sono
paradoxal (PSP) ativa o eixo HHA, promovendo o aumento dos niveis plasmaticos de CORT,
como observado nos trabalhos de Suchecki, Tiba & Tufik, 2002; Machado, Tufik & Suchecki,
2013; Suchecki & Tufik, 2000; Andersen et al., 2004b, 2005a. Em contrapartida, é sabido que
0s ataques de panico, tanto em humanos quanto em ratos, ndo promovem ativacdo do eixo
HHA (Armini et al., 2015), sem que, no entanto, sejam compreendida a relacdo inversa.
Dessa forma, o uso da MET faz-se necessario para avaliar a influéncia da corticosterona
produzida pela ativacdo do eixo mediante a PSP, sobre os limiares de reacdo de defesa

induzidos por estimulacdo elétrica da MCPD e CS.

A privacgdo de sono é uma condicdo cada vez mais observada na sociedade moderna, o
que resulta em varios efeitos neurocomportamentais. Este fato é suficientemente forte para

garantir a importancia da investigacdo sobre a relacdo entre privacdo de sono e ataques de
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panico. Portanto, considerando 0 exposto acima, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
efeito da PSP sobre os limiares da reacdo de defesa em um modelo experimental de ataques
de pénico, gerados por meio de estimulacdo elétrica de estruturas notoriamente conhecidas
como responsaveis pela eliciacdo dos comportamentos defensivos: a substancia cinzenta

periaquedutal e o coliculo superior.

18



OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Avaliar o efeito da PSP sobre os limiares da reacdo de defesa induzida pela

estimulacdo elétrica da MCPD e CS e suas correlagdes neuroendocrinas.

2.2. Objetivos especificos:

Registrar e comparar os limiares da reacdo de defesa induzidos pela estimulacao
elétrica da MCPD e coliculo superior nos diferentes momentos do protocolo de
privacdo de sono: antes, apos 48 e 96 h de privacdo, e apds 48 e 96h da
interrupcdo da privacao.

Dosar, no plasma, os niveis de CORT, relacionando-os com 0s registros
comportamentais obtidos nas diferentes sesses: Antes da privacao, apds 48 e 96
h de privacdo, e apds 48 e 96h de interrupcao da privacéo.

Avaliar a participacdo da CORT secretada durante a privacdo de sono sobre as
possiveis alteracdes de limiares da reacdo de defesa induzidos pela estimulacao
elétrica da MCPD e coliculo superior através do bloqueio na producdo de

CORT.
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3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados 160 ratos Wistar, pesando entre 250-300 g e organizados em 4 grupos
com 40 animais cada, como se segue: Grupo Controle (CTR) que recebeu estimulagdes,
porém ndo foi privado de sono; Grupo Privagdo (PRV), que foi estimulado e privado por 96
horas; Grupo Privagdo + Bloqueio da corticosterona (PRB), estimulado, privado por 96
horas e submetido a administracdo de Metirapona e Grupo Controle + Bloqueio da
corticosterona (CTB), que recebeu as estimulagbes, ndo foi privado de sono mas foi
submetido a administracdo de MET. Os animais foram mantidos em caixas de privacdo de
sono paradoxal padréo (Figura 7) com assoalho coberto com serragem e/ou &gua, dependendo
do grupo e da fase do protocolo. Durante todo o experimento, os ratos tiveram livre acesso a
agua e comida, e permaneceram em ambiente com ciclo de iluminagdo de 12 h (luzes acesas

as 6:00 h) e temperatura controlada (23-25°C).

3.2. Confecc¢ao de Eletrodos

Os eletrodos foram confeccionados com um fio de aco inoxidavel de 250 pm de
diametro, isolado em toda a sua extensdo exceto na secdo transversal de sua extremidade
(Califérnia Fine WireCompany, Grover City, CA, EUA). 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).

3.3. Cirurgia

Para o implante de eletrodos, os animais foram anestesiados com cetamina (70 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal (ip) e fixados ao aparelho estereotaxico (David Koff,
EUA) e cobertos com uma manta para evitar perda de calor. Em seguida, fazia-se assepsia da

parte superior da cabega com alcool 70° e entdo se removia uma pequena area oval de pele e
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tecido subcutaneo, expondo a calota craniana na altura do lambda. Apds a limpeza e secagem
desta area, quatro orificios eram feitos com o auxilio de uma broca odontoldgica (KG
Sorensen 1016), um em cada 0sso parietal e dois no interparietal, para a fixacdo de pequenos
parafusos de aco inoxidavel que serviam de ancora para a protese cirurgica. Em seguida, o
eletrodo era implantado num angulo de 15° utilizando-se o bregma como referéncia antero-
posterior (-1,8mm), a linha mediana do cérebro como referéncia lateral (-2,6mm) e a uma
profundidade de 5mm da superficie do cortex como referéncia vertical. Apds a implantacao
do eletrodo, o campo cirdrgico era preenchido com resina acrilica autopolimerizavel (JET,
Sédo Paulo, Brasil), soldando o eletrodo e os parafusos numa proétese solida. Estas coordenadas

correspondem aquelas da MCPD (Paxinos e Watson, 2013).

Ao término da cirurgia os animais receberam uma dose de 1mg/Kg de anti-inflamatorio
subcutaneo (Diclofenaco) e uma dose de 30mg/Kg de antibidtico (Ceftriaxona Sodica). Vinte
e quatro horas apds, uma 22 dose de anti-inflamatdrio era aplicada. Para a recuperacdo da
anestesia, por cerca de 2 horas, os animais foram alojados sobre chapas aquecidas, e entdo
transferidos para as suas gaiolas no biotério, onde permaneceram durante toda a duracdo do

experimento.

Figura 5: Rato com eletrodo implantado na MCPD dez dias ap6s a cirurgia de implante. E possivel
observar o soquete com os dois polos onde o cabo de estimulacdo é plugado. Fonte: Arquivo pessoal
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3.4. Estimulacao Intracraniana e Privacdo de Sono Paradoxal (PSP)

Apo0s 10 dias de recuperacdo das cirurgias, os animais de todos os grupos (CTR, PRV,
PRB e CTB) eram colocados numa arena cilindrica de acrilico transparente, com 60 cm de
diametro e altura, onde recebiam as estimulacgdes. Os animais eram submetidos a 5 sessdes de
estimulagdes, que eram distribuidas ao longo do protocolo experimental, como se segue: 12
sessdo - Triagem (TRI), 10 dias apos a cirurgia de implantes; 22 sessdo - Privacdo de sono
paradoxal por 48 horas (P48); 3? sessédo - Privacdo de sono paradoxal 96 horas (P96); 42
sessdo - 48 horas (R48) e 5° sessdo - 96 horas apos retirada da privacdo de sono paradoxal

(R96). (Fig. 6)

TRIAGEM P 86h R 96h

| | |

RECHEE&?GAO PERFUSAO E COLETA

I |

CIRURGIA P 4sh R 48h

Figura 6: Linha temporal do protocolo experimental.
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Figura 7: Montagem da estimulacdo elétrica intracraniana, onde pode-se observar o animal na arena de
acrilico com eletrodo implantado conectado ao estimulador de pulso senoidal que é monitorado por
um osciloscopio analdgico. Fonte: Arquivo pessoal.

As estimulacBes elétricas foram feitas com pulso senoidal (60 Hz) utilizando
intensidades crescentes de 0-70 pA, em passos de 5 pA, até a obtencdo da resposta de fuga do
tipo galope intenso e/ou salto. Todas as sessdes foram realizadas na mesma arena, por meio de
um cabo elétrico leve e flexivel acoplado a um conector giratério. Os pulsos foram

monitorados por meio de um osciloscépio (V-121 Hitachi-Denshi, Malasia).

O método de privacdo de sono utilizado no presente estudo baseia-se no modelo
experimental aplicado por Andersen (2002, 2003a, 2003b, 2004a, 2004b, 2005) no qual os
animais sdo colocados sobre plataformas presentes em um tanque preenchido com agua. Este
método faz uso da caracteristica atonia muscular do sono paradoxal para promover a sua
privacdo. Assim, por meio deste método, os animais sdo capazes de se comportar livremente,
mover e interagir com outros animais durante a vigilia, bem como a dormir quase

normalmente. No entanto, cada vez que o animal entra em sono paradoxal, devido a atonia
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muscular, cai da plataforma ou, mais comumente, toca o focinho na &gua, e, por conseguinte,

acorda (Pires, et al, 2013).

Figura 8: Caixa de privacdo de sono paradoxal padrdo, aberta & esquerda e fechada com tela a direita.
Nivel de &gua 1 cm abaixo do topo da plataforma. Fonte: Arquivo pessoal.

Durante os 10 dias de recuperacdo da cirurgia, o animal permanecia na gaiola com
fundo forrado de maravalha, apds este periodo, dava-se inicio ao protocolo de estimulacédo
intracraniana com a 12 sessdo (TRI), para os grupos PRV e PRB. Apds a qual a serragem da
gaiola era substituida por uma lamina d'agua de 9 cm de altura (Figura 8), e 0 animal colocado
em uma plataforma central de 6,5cm de didmetro com 1lcm acima da lamina d'agua. Os
animais permaneciam por 48 horas até a 22 sessdo (P48), e mais 48 horas até a 3? sessdo
(P96), quando entdo a dgua da gaiola era substituida por maravalha (Figura 9). Apds 48 horas
sem privacdo se procedia & 42 sessdo (R48h) e ap6s mais 48 horas de recuperacdo a Ultima
sessdo de estimulacdo (5° R96). No caso dos grupos controles da privagdo, CTR e CTB, 0

assoalho da caixa esteve sempre coberto por maravalha (Figura 9).
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Figura 9: Caixa recuperagdo da privacdo de sono paradoxal, mostrando fundo forrado com maravalha,
plataformas e comedouros. Fonte: Arquivo pessoal.

Durante a 12 sessdo, considerada triagem, os animais que, por algum motivo, ndo
apresentaram reacdo de defesa (considerados negativos), ndo foram considerados para efeito
de registro e comparacdo dos comportamentos, pois 0 experimento depende da eliciacdo das
respostas defensivas para avaliar o efeito da privacdo e de sua retirada, bem como do
tratamento com metirapona sobre os limiares das repostas. No entanto, estes animais
"negativos" ainda assim foram Uteis para a coleta de plasma para dosagens de corticosterona,

evitando que utilizassemos outros animais exclusivamente para este fim.

3.5. Tratamento com Metirapona

Nos grupos com bloqueio da corticosterona (CTB e PRB), os animais foram tratados
com MET, duas vezes ao dia (as 7:00 h e 19:00 h) durante os quatro dias de privagao do sono
e imediatamente apo6s o final do periodo de privacdo (&s 7:00 h), metirapona (p6, Sigma
Aldrich, Alemanha), sendo administrada na dose de 100 mg/kg, ip, diluido em propilenoglicol
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morno, totalizando nove administragdes. Os grupos que ndo receberam a Metirapona foram

tratados com Salina 0,9%, ip.

3.6. Pesagem dos animais

Os animais de todos o0s grupos experimentais foram pesados antes de cada sessdo de

estimulacdo elétrica, seus pesos foram registrados na planilha de estimulacao elétrica (Anexo

).

3.7. Registros Comportamentais

Ap0s serem acoplados ao sistema de estimulacdo, os ratos foram colocados na arena, e
aguardava-se 10 minutos para o inicio da estimulagdo para a sua habituacdo ao novo
ambiente. Durante a estimulacdo, os comportamentos foram registrados de forma binéria,
como emitidos ou ndo (Anexo 1), independentemente de sua frequéncia ou duragdo ao longo

dos 20 segundos de estimulag&o.

Durante as sessOes de estimulagfes foi dado um intervalo de 30 segundos entre cada
estimulagdo, porém, quando o animal apresentava qualquer resposta defensiva (exoftalmia,
imobilidade, defecagdo, micgéo, trote, galope e salto) aguardava-se 4 minutos para aplicar a
intensidade subsequente, permitindo o retorno do animal ao estado de repouso (relaxamento).
O registro dos comportamentos foi realizado em uma planilha (Anexo 1) com os itens do

etograma a seguir.
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3.7.1. Etograma:

Dormir - Postura horizontal com olhos fechados e sem atividade olfativa, com
relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco, cabeca e pescoco e pela flexdo

dos membros.

Repouso - Postura horizontal com olhos abertos ou semiabertos, atividade olfativa
reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela flexdo dos
membros, e/ou rebaixamento da cabeca e pesco¢o. Com a cabeca erguida o rato assume uma

"postura de esfinge".
Olfacéo - Jorros de atividade olfativa indicada pelo movimento do focinho e vibrissas.

Esquadrinhar - Exploragdo visuo-motora do ambiente caracterizada por movimentos

laterais da cabeca, geralmente, acompanhados de olfacao.

Autolimpeza - Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas (“rato sentado™),
acompanhada da manipulacéo repetitiva e sequencial dos pelos da cabeca, tronco e genitélias,

usando as patas dianteiras ou a boca.
Levantar - Postura ereta com extensdo das patas posteriores.

Marcha - Locomocdo lenta do animal, com movimentos de apoio e balanco em

oposicao de fase das patas contralaterais.

Imobilidade Tensa - Cessar brusco de todos os movimentos, exceto da respiracao,
frequentemente acompanhado da extensdo dos membros, elevacdo do tronco, orelhas e
pescoco e, as vezes, da cauda, indicando o aumento do ténus muscular. O cessar brusco das

atividades pode resultar em posturas anémalas.

Trote - Locomocdo rapida do animal ao longo do perimetro da arena (peritaxia)

mantendo o padrdo da marcha.
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Galope - Locomocgdo muito rapida ao longo do perimetro da arena, alternando

movimentos de apoio e projecdo dos membros anteriores e posteriores.
Saltos - Impulso vertical ou obliquo em direcdo a borda da arena.

Exoftalmia - Abertura méaxima dos olhos, que assumem a forma esférica e cor brilhante,

presumivelmente devido a maior entrada de luz.
Defecacdo - Eliminacéo de fezes.

Miccéao - Eliminagéo de urina.

3.8. Dosagens Bioquimicas

3.8.1. Coleta de Plasma

A coleta de plasma para as dosagens hormonais de CORT foi feita nos 5 momentos de
cada grupo (CTR, PRV, PRB e CTB). Imediatamente antes de cada sessdo de estimulagéo
(TRI, P48, P96, R48 e R96), 5 ratos de cada grupo foram anestesiados com cetamina (70
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) intraperitoneal (ip) para se proceder a coleta de plasma, sempre

no periodo da manhd, entre 10 até 12 horas.

A coleta de sangue era realizada no momento da perfusdo peristéltica, quando era
realizada a retirada de sangue (1,5 ml) por puncdo cardiaca, utilizando-se solucdo de EDTA
1%. O sangue foi transferido para frascos eppendorfs e centrifugado em temperatura 4°C a 2

mil RPM por 10 min (Armini, et al., 2015).

3.8.2. Extragéo e quantificacdo da corticosterona

A CORT foi extraida das amostras de plasma de acordo com o método utilizado por J.
Veldzquez-Moctezuma et al., (2002) e Woodward & Emery, (1987): 1ml de plasma foi

adicionado a 5 ml de uma mistura de éter etilico (Alphatec) e diclorometano (Vetec) (60:40,
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v/v) e em seguida foi levado ao vortex por 30 segundos. Apds se proceder a mistura, a solucéo
resultante foi centrifugada imediatamente a 600G por 5 minutos. O sobrenadante, 4 ml, era
transferido para um segundo tubo e levado ao vortex com 1ml de dgua grau HPLC (High
Performance/Pressure Liquide Chromatography), por mais 30 segundos e entdo era
centrifugado novamente a 600g por 5 minutos. O sobrenadante, 3 ml, era entdo evaporado a
vacuo, por aproximadamente 50 minutos, e o residuo era reconstituido em 100 pl de uma

mistura de metanol (Sigma-Aldrich) - &gua (grau HPLC, 55:45, v/v).

Foram injetados 20 puL da amostra em um aparelho de HPLC usando uma coluna de
fase reversa (The ShimadzuShim-pack "CLC(M)" 4.6 mm i.d. x 15 cm, 5um tamanho da
particula) em um fluxo cromatografico de 0,4Ml/min. A fase mdvel era composta de uma
solucdo de Acetonitrila (Merk) em agua mili-Q, na proporcao 65:35 v/v, a qual foi submetida

a filtracdo a vacuo com membrana de 0,22um de porosidade (filtro PVDF - Aprolab).

3.9. Andlise Histoldgica

A analise histologica para a determinacdo das areas cerebrais estimuladas foi feita
conforme protocolo descrito em Bittencourt et al., 2004, e com base nos diagramas coronais

do atlas do cérebro de rato (Paxinos e Watson, 2013).

Ao término dos experimentos, os animais foram perfundidos por bomba de perfusdo
peristaltica para analise histoldgica dos cérebros. Apds a exposi¢do do coracdo, ligadura da
aorta toracica, e um pequeno corte no atrio direito, foi introduzida uma agulha no ventriculo
esquerdo do rato, por onde foi perfundido 100 ml de solucdo salina e 100ml de formaldeido a
10%. Os ratos foram decapitados e suas cabecas mantidas em formaldeido também a 10%
por, pelo menos, 7 dias. Em seguida, os encéfalos foram retirados da caixa craniana e

colocados em solucdo de formaldeido 10% (pH 7,6) por um periodo minimo de 4 dias.

29



Em seguida, os encéfalos foram seccionados para obtencdo de blocos da regido
mesencefalica. Os blocos foram posicionados em um criostato (Leica, CM1850, Wetzlar,
Alemanha) e seccionados em cortes de 40um de espessura, que foram estendidos em laminas
previamente gelatinizadas e desidratados. Em seguida, os cortes foram corados com vermelho
neutro (Sigma, EUA) e as laminas montadas com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA).
Os sitios estimulados foram identificados, fotografados por microscopio de baixo aumento
(Leica DM 2500 acoplado a uma camera DFC 300FX, Wetzlar, Alemanha) e registrados em

diagramas coronais do atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson (2013).

3.10. Anélise Estatistica

As curvas de limiares das respostas individuais de defesa obtidas nas varias sessfes de
estimulacdo da MCPD e CS dos ratos (TRI, P48, P96, R48 e R96) foram comparadas entre si,
bem como numa mesma sessdo dos diferentes grupos (CTR PRV, PRB e CTB). Estas curvas
de probabilidade de resposta foram obtidas por meio de ajuste logistico das frequéncias
acumuladas de resposta em funcdo do logaritmo das intensidades de corrente, conforme

modelo descrito em Bittencourt et al., (2004).

P(yiilxi)) = [1+exp-(oj+Bixi)]™

Onde P é a probabilidade esperada da resposta y;; para um dado estimulo X, oj € 0

intercepto e B;j a inclinacdo da jésima curva intensidade-resposta.

Ajustes logisticos significantes foram avaliados pelo qui-quadrado de Wald (y? =
[Bi/EP]?), onde EP é o erro padrdo do pardmetro de curvatura Bj. As curvas intensidade-
resposta foram parametrizadas por meio de variaveis indicadoras (0 e 1) e comparadas atraves
de testes de coincidéncia por razdo de verossimilhangas, tanto para locagdo, quanto

paralelismo das regressdes. Segundo este método, as regressdes sdo comparadas pela
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diferenca dos desvios de verossimilhanca (-Log Likelihooddeviances ou -2LogLD) do modelo
completo (k pardmetros) e dos respectivos modelos reduzidos (k-rparametros),
proporcionando valores de y? com r graus de liberdade (y%). Os x% dos testes gerais de
locagdo e paralelismo, assim como o y? de Wald (descrito acima), foram considerados
significantes ao nivel de 5%. Os y?r dos testes pareados de locagdo e paralelismo (r = 1 g.l.)
foram considerados significantes ao nivel de 5% segundo o critério de Bonferroni (por
exemplo: p=0,0125 para a comparacdo das 4 curvas de limiares). O ajuste por maxima
verossimilhanca foi realizado pelo procedimento "Logistic" do programa SAS (SAS®, Cary,
EUA). As intensidades medianas (lso) assim como seu erro padrdo (EP) e o respectivo

intervalo de confianca (1.C. 95%) foram computados pelas formulas que se seguem,
Log(lso) = -a/P

Iso= 10/P
EP{Log (Is0)} = {[Var(a)-2(a/B)Cov (o, B)+(a/B)*Var(B)] / p°}*
EP(Is0) = Iso {EP[Log(l50)]}

1.C. 95% (Is0) = +1,96 {EP(Is0)}

Onde as variancias (Var) e covariancias (Cov) dos parametros foram obtidas pela matriz
estimada de covariancia do procedimento Logistic. A descricdo detalhada destes métodos
pode ser encontrada em Collett (2003).

A premissa bésica do presente estudo considera que a estimulacéo elétrica da MCPD e
CS é capaz de eliciar respostas defensivas, e a probabilidade de ocorréncia desta resposta séo
dependentes da magnitude do estimulo, que por sua vez podem sofrer influéncia de diferentes
intervencdes do protocolo experimental. Em nosso modelo, estes aumentos seguem a fungéo

logistica.
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Os dados relativos a avaliacao dos niveis de CORT nos diferentes tempos de privagéo e
recuperacdo foram expressos como media + erro padrdo da média (EPM), e comparados,
dentro de cada grupo, por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post
hoc de Duncan. A avaliacdo do efeito dos tratamentos sobre os niveis de corticosterona em
cada uma das sessoes foi feita por ANOVA de duas vias, e verificou-se a diferenca entre os
grupos pelo teste de Duncan. Por fim, a variacdo de peso dos animais ao longo das sessdes de

estimulagdo elétrica foi comparada por ANOVA de medidas repetidas.
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4. RESULTADOS

4.1. Histologia

Os sitios estimulados localizaram-se predominantemente na MCPD e nas camadas

profundas do coliculo superior. (Fig. 31)
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Figura 10. Localizacdo dos eletrodos dos grupos CTR, PRV, CTB e PRB (N=15 animais em cada
grupo). Os numeros representam as coordenadas anteroposteriores em relacdo ao bregma de cortes
coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (2013).
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4.2. Limiares medianos dos comportamentos defensivos obtidos nas respectivas sessoes

de estimulacéo do grupo controle (CTR)

Na andlise dos limiares medianos das respostas defensivas obtidos com as diferentes

sessOes de estimulacdo da MCPD e CS do grupo controle, exceto pela micgéo, que apresentou

aumento de 161,5% (*:19,666; 1g.1; p<0,05) do limiar na sessdo R48 em relagdo a TRI, P96

(Also: +100%; y%: 18,831; 1g.l; p<0,05) e R96 (Also: +73,5%; %2 : 10,613; 1g.l; p<0,05) em

relacdo a R48, as demais respostas ndo apresentaram qualquer diferenca significativa quando

comparados com as respectivas sessoes triagem e entre si com p>0,005 (figura 11 e 12).
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Figura 11: Valores de intensidade mediana (lso) obtidos para os comportamentos defensivos nas
distintas sessdes de estimulagdo elétrica da MCPD e CS no grupo CTR (N=15) (TRI; P48; P96; R48;
R96). *, + e o0, mediana significativamente diferente na comparacdo com o0s respectivos

comportamentos da sesséo TRI, P96 e R48, respectivamente.
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Figura 12: Curvas intensidade-resposta: limiares das respostas de defesa induzidas pela estimulagédo
elétrica da MCPD e CS (N=15) nos animais do grupo CTR. As curvas intensidade-resposta
representam o ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares (rsp, nimero de
respostas, n, numero de ratos estimulados) das sessdes. Linha em vermelho indica diferenga
significante na comparacéo com a TRI (p<0,005, teste do X°da razio de verossimilhangas).

4.3. Limiares medianos dos comportamentos defensivos obtidos nas respectivas sessoes
de estimulacéo do grupo privacédo (PRV)
Na analise dos limiares medianos do Grupo PRV, pode-se observar nos
comportamentos atencionais, IMO e EXO, bem como para o TRT e o SLT, que ndo houve
alteracdes significantes. Em contraste, 0 comportamento de DEF apresentou um aumento

significativo do limiar na sessdo P48 (Also: 49,4%; x: 8,055; 1g.l p<0,001), e foi virtualmente

abolido em P96, pois a baixa frequéncia de resposta ndo permitiu ajuste significante. Além
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disso, reducdes significativas em R48 (Also: 59,3%; %% :39,995; 1g.1 p<0,005) e em R96 (Also:
53,9%; %%:43,009 ; 1g.1 p<0,005) foram observadas quando comparados com a TRI. A analise
do comportamento de MIC mostra que ndo houve ajuste logistico nas sessdes P48 e R48,
havendo aumento dos limiares medianos em P96 (Also: 60,6%; ¥ : 10,818; 1g.l p<0,001)
(Figuras 13 e 14).

Adicionalmente, para o comportamento GLP, percebe-se uma notavel e significativa
diferenca nas sessfes R48 e R96, tendo o limiar para tal resposta reduzido em 22,5% e 30,4%
(x> 9,825/17,254; 1g.I p<0,005), respectivamente. Pode-se notar que uma tendéncia de
reducdo de limiar (14,5%) ja € observada em P96, porém, esta ndo é estatisticamente

significante. (Figuras 13 e 14)
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Figura 13: Valores de intensidade mediana (lso) obtidos para os comportamentos defensivos nas
distintas sessOes de estimulacdo elétrica da MCPD e CS no grupo PRV (N=15) (TRI; P48; P96; R48;
R96). * e #, medianas significativamente diferentes na comparagdo com 0s respectivos
comportamentos da sessdo TRI e P48, respectivamente. (p< 0,005, teste do X? da razdo de
verossimilhancas).
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= TRI e P48 + P96 v RA48 + R96
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Figura 14. Curvas intensidade-resposta: Efeitos da PSP sobre os limiares das respostas de defesa
induzidas pela estimulacdo elétrica da MCPD e CS (N=15) nos animais do grupo PRV. As curvas
intensidade-resposta representam o ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares
(rsp, nimero de respostas, n, nimero de ratos estimulados) das sess@es. Linhas em vermelho indicam
diferengas significantes das demais sessdes em relago a sessdo de TRI (p<0,005, teste do X°da raz&o
de verossimilhancas).

4.4. Limiares medianos dos comportamentos defensivos obtidos nas respectivas sessoes

de estimulacéo do grupo controle com bloqueio (CTB)

No grupo controle com bloqueio da corticosterona por metirapona, na comparagao com
a sessdo TRI, analisando as demais sessOes, se observa que os comportamentos atencionais,
IMO e EXO, nédo foram alterados, assim como o comportamento de fuga SLT. Em contraste,
o comportamento de DEF teve uma reducdo significativa em P96 (Also: 39,2%; %?: 19,056;
p<0,001) e R48 (Also: 31%; %> 10,102; p<0,001). A sessio P96 também se mostrou

estatisticamente menor que P48 (Also: -32,8%; % 11,580; 1g. p<0,005). Ja no
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comportamento de MIC, houve um aumento significativo do limiar mediano apenas na sessao
P48 (Also: 41,2%; %*:11,263; 1g.l p<0,001), porém sem diferir significantemente nas demais
sessOes. Para o comportamento TRT, observa-se aumento do limiar mediano em P48 (Also:
34,9%; % 10,856; 1g.1 p< 0,001) e P96 (Also: 30,8%; x°: 9,472; 1g.1 p<0,001). Notavelmente,
no comportamento de GLP, houve aumento expressivamente significativo em P96 (Also:
95,5%; . 38,910; 1g. | p<0,001) e um menor, porém também significante em R48 (Also:
33,4%; x% 9,621; 1g. | p<0,001) e R96 (Also: 40,8%, x> 13,184; 1g. | p<0,001),

respectivamente. (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Valores de intensidade mediana (lso) obtidos para os comportamentos defensivos nas
distintas sessOes de estimulacéo elétrica da MCPD e CS no grupo CTB (TRI; P48; P96; R48; R96). *
medianas significativamente diferentes na comparagdo com 0s respectivos comportamentos da sessdo
TRI, # e +, medianas diferentes respectivamente de P48 e P96 (p< 0,005, teste do X? da razdo de
verossimilhancas).
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= TRI * P48 4 P96 v RA48 + R96
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Figura 16: Curvas intensidade-resposta: limiares das respostas de defesa induzidas pela estimulagéo
elétrica da MCPD e CS (N=15) dos animais no grupo CTB. As curvas intensidade-resposta
representam o ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares (rsp, nimero de
respostas, n, nimero de ratos estimulados) das sessbes. Linhas em vermelho indicam diferencas
significantes das demais sessdes em relacdo a sessdo de TRI (p<0,005, teste do X°da razdo de
verossimilhangas).

4.5. Limiares medianos dos comportamentos defensivos obtidos nas respectivas sessoes
de estimulagéo do grupo privagdo com bloqueio (PRB)

Com excegdao da resposta de TRT, que apresentou notavel aumento em P48 (Also:
46,6%; y2: 17,205; p<0,005), R48 (Also: 66,9%; x?: 16,415; 1g. | p<0,005) e R96 (Also: 93,9%;
¥?: 31,564; 1g. | p<0,005) em relacdo a TRI, as respostas de IMO, EXO, MIC, GLP e SLT,
ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo a mesma sesséo. Entretanto, no galope,
em relagdo a P48, as sessdes R48 (Also: 25,6%; 2 9,953; 1g. | p<0,005) e R96 (Also: 23,2%;
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¥?: 9,453; 1g. | p<0,005) apresentaram limiares significativamente maiores. Ja no

comportamento de salto, a unica diferenca observada foi um maior limiar mediano na sessdo

R96 em comparacio com P96 (Also: 18,7%; x?: 8,360; 1g. | p<0,005).
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Figura 17: Valores de intensidade mediana (lso) obtidos para os comportamentos defensivos nas
distintas sessdes de estimulagéo elétrica da MCPD e CS no grupo PRB (TRI; P48; P96; R48; R96). *
medianas significativamente diferentes na comparagdo com 0s respectivos comportamentos da sessao
TRI, # e +, medianas diferentes respectivamente de P48 e P96 (p< 0,005, teste do X? da razdo de
verossimilhancas).
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Figura 18: Curvas intensidade-resposta: Efeitos da PSP sobre os limiares das respostas de defesa
induzidas pela estimulacao elétrica da MCPD e CS (N=15) no grupo PRB. As curvas intensidade-
resposta representam o ajuste logistico das frequéncias acumuladas das respostas limiares (r, nimero
de respostas, n, nimero de ratos estimulados) das sessdes. Linhas em vermelho indicam diferencas
significantes das demais sessdes em relagdo a sessdo de TRI (p<0,005, teste do X°da razdo de
verossimilhancas).

4.6. Comparacdo entre os limiares medianos (lso) da imobilidade obtidos em cada
sessdo de estimulacdo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos

diferentes grupos experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Na comparac¢ao do comportamento de Imobilidade entre os grupos para cada sessdo de
estimulacdo da MCPD, observa-se que somente o grupo PRB apresentou diferenca
estatisticamente significante, quando comparado aos demais grupos. Na sessé@o de estimulagéo
P48, PRB apresentou um limiar da corrente mediana inferior aos dos grupos CTR, PRV e

CTB (Also: 27%, 19,8% e 18,2%; 7% 26,356/8,744/9,613; 1g. | p<0,008). Enquanto nas
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sessOes P96 e R96, PRB apresentou reducdo do limiar da corrente mediana significativa
somente quando comparado com o grupo CTR (Also: 21,6% e 15,3%; y*: 13,835 € 7,942; 1g. |

p<0,008). (Fig. 19).
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estimulagdo da MCPD e CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparagdo com os
grupos CTR, CTB, PRV, respectivamente. (p< 0,008, teste do X? da razéo de verossimilhangas).

42



4.7. Comparacao entre os limiares medianos (Iso) da exoftalmia obtidos em cada sesséo
de estimulacédo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes

grupos experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Em EXO, o grupo PRV foi estatisticamente igual ao grupo PRB em todas as sessdes de
estimulagdo elétrica, tendo sua Iso reduzida quando comparado ao grupo CTR nas sessfes
TRI, P48 ¢ P96 (Also: -18,5%, -21,1% e -29,7%; y*: 10,64/12,917 e 22,751; 1g. | p<0,008,
respectivamente). J& o grupo CTB apresentou diferenca estatistica significante em relacéo ao
CTR somente na sessdo de P96, tendo um aumento do limiar da corrente mediana em 95,4%
(x> 90,355; 1g. | p<0,008). Adicionalmente, nas sessdes de privacdo de sono, P48 e P96, o
grupo PRB apresentou redugio do limiar em 18,4% e 59,0% (x*: 9,32 e 112,432; 1g. |

p<0,008), respectivamente, quando foi comparado com seu controle (CTB).
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Figura 20: Comparacdo dos Vvalores de intensidade mediana (Isg) do comportamento de
Exoftalmia entre 0s grupos experimentais. (CTR; PRV; CTB; PRB), em cada sessdo de
estimulacdo da MCPD e CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparagdo com os
grupos CTR, CTB, PRV, respectivamente. (p< 0,008, teste do X2 da razdo de verossimilhangas).

4.8. Comparacao entre os limiares medianos (Iso) da defecacéo obtidos em cada sessao
de estimulacéo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes

grupos experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Para o comportamento de Defecacdo, em P48 e P96, o grupo PRV apresentou um
aumento no limiar da corrente mediana quando comparado ao grupo CTR (Also: 52,3% e
105,3%; y%: 9,015/17,643; 1g. | p<0,008), apresentando reducdo nas sessdes R48 e R96 (Also:
46,3% e 37%; x> 34,937/22,847; 1g. | p<0,008). Ja para o grupo PRB a resposta foi facilitada
em relagdo ao grupo PRV em P48 ¢ P96 (Also: -44,8% e -37,2%; ¥*: 24,757/10,284; 1g. |
p<0,008), sendo dificultada nas sessdes R48 e R96 (Also: +81,7 e +42,2%; ¢*: 32,546/12,302;
1g. | p<0,008). Os grupos PRV e PRB foram estatisticamente iguais em todas as sessdes para

a defecagdo e na sesséo TRI todos os grupos foram estatisticamente iguais. (Figura 21)
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Figura 21: Comparagéo dos valores de intensidade mediana (lso) do comportamento de Defecacéo
entre 0s grupos experimentais. (CTR; PRV; CTB; PRB), em cada sessdo de estimulacdo da
MCPD e CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparagdo com os grupos CTR, CTB,
PRV, respectivamente. (p< 0,008, teste do X? da razéo de verossimilhancas).

4.9. Comparacdo entre os limiares medianos (Isg) da mic¢ao obtidos em cada sessdo de
estimulacao elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes grupos
experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Para o comportamento de Miccao, ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos nas

sessOes de estimulagdo elétrica conforme a figura 22.
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Figura 22: Valores de intensidade mediana (Iso) obtidos nas sessdes de estimulacédo elétrica da MCPD
e CS para o comportamento de Micgdo nos 4 grupos. (CTR; PRV; CTB; PRB). Nao foi observada
diferenca estatistica (p< 0,008, teste do X? da razéo de verossimilhancas).

4.10. Comparacao entre os limiares medianos (Iso) do trote obtidos em cada sessédo de
estimulacdo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes

grupos experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Para o comportamento TRT, o grupo PRV apresentou reducdo do limiar da corrente
mediana quando comparado ao CTR e CTB (em relagéo ao CTR - Also: -26,8, -27,6, -34,5, -
29,9 e -39,6%; y*: 16,895/13,931/25,427/13,109/28,637; 1g. | p<0,008 em relacio ao CTB -
Also: -20,0, -41,8, -40,9, -27,8 & — 34,4%; x*: 9,557/33,44/36,975/9,026/17,214; 1g. | p<0,008)
nas respectivas sessoes de estimulagdo. Em contraste, no grupo PRB a resposta de TRT foi

dificultada em relacdo ao grupo PRV nas sessdes P48 (Also: +37,0%; y% 11,673; 1g. |
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p<0,008), R48 (Also: +45,5%; x*: 9,939; 1g. | p<0,008) e R96 (Also: +73,7; x% 21,047; 1g. |

p<0,008).
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Figura 23: Comparacgdo dos valores de intensidade mediana (lso) do comportamento de Trote entre
0S grupos experimentais. (CTR; PRV; CTB; PRB), em cada sessdo de estimulacdo da MCPD e
CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparagdo com os grupos CTR, CTB, PRV,
respectivamente. (p< 0,008, teste do X2 da razdo de verossimilhancas).

4.11. Comparacao entre os limiares medianos (ls)) do galope obtidos em cada sesséo de
estimulacéo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes grupos

experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

O comportamento de GLP foi igual para todos os grupos na sessdo TRI. Entretanto, o

grupo PRV teve o limiar reduzido em relacdo ao grupo CTR nas sessdes R48 (Also: -30,5%;
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¥2: 19,171; 1g. | p<0,008) e R96 (Also: -36,9%; y*: 30,413; 1g. | p<0,008) e em relagdo ao
CTB (Also: -24,7, -59,5, -46,5 e -51,9%; ¥*: 13,135/73,818/44,108/63,715; 1g. | p<0,008) em
todas as sessdes, exceto na TRI. Ja o grupo PRB, apresentou reducdo do limiar da corrente
mediana quando comparado ao grupo CTB nas sessdes P48 (Also: -31,8%, ¥ 23,007; 1g. |
p<0,008), P96 (Also: -52,4%; *: 49,02; 1g. | p<0,008) e R96 (Also: -26,8%; *: 12,194; 1g. |
p<0,008) e em relagio ao CTR na sessido P48 (Also: -24,7%; x%: 13,533; 1g. | p<0,008). Além
disso, no grupo PRB a resposta de GLP foi dificultada quando comparada ao grupo PRV nas

sessdes R48 e R96 (Also: +44,8 € +52,2%; x*: 17,157 e 25,021; 1g. | p<0,008). (Figura 24).

GALOPE
120.  Triagem 120~ P48 120- P96

70 + 70

D

CRT PRV CTB PRB CRT PRV CTB PRB CRT PRV CTB PRB

~
o

I, das rsp (uA)

0%
OO
RRRLI™

&

9

~7
O
X

3
%S
XX

~7
<X
i

2

XS
o
(R

N
S
K
9

1204 1204

R48 R96

o *F

3
‘{‘F
XX
%
bate2e

cwvvwv*
RIS
oototetetetotets!
%

yv
X
beSes

*

|

20-
CRT PRV CTB PRB CRT PRV CTB

o

XKL
K
RRKK

R
ot
=
X

5
£
B XS

b}

B

Grupos

Figura 24: Comparacdo dos valores de intensidade mediana (Is)) do comportamento de Galope
entre 0s grupos experimentais. (CTR; PRV; CTB; PRB), em cada sesséo de estimulagdo da
MCPD e CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparacdo com os grupos CTR, CTB,
PRV, respectivamente. (p< 0,008, teste do X? da razdo de verossimilhancas)
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4.12. Comparacao entre os limiares medianos (Iso) do salto obtidos em cada sesséo de
estimulacdo elétrica da MCPD e CS (TRI; P48; P96; R48; R96) dos diferentes

grupos experimentais (CTR, CTB, PRV e PRB).

Na resposta de SLT, o grupo PRB apresentou reducdo significativa do limiar da
corrente mediana na comparagdo com o CTR em P48, P96 ¢ R48 (Also: -23,9; -25,8 e -19,3%;
¥?: 17,494/20,388/11,969; 1g. | p<0,008), e em relagio ao grupo CTB nas sessdes TRI (Also: -
15,1%; %% 8,957; 1g. | p<0,008) e P48 (-18,0%; x*: 103152; 1g. | p<0,008). Adicionalmente, a
resposta do SLT foi facilitada no grupo PRB quando comparada ao grupo PRV na sesséo P48
(Also: -18,5%; ¥ 9,971; 1g. | p<0,008).
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Figura 25: Comparagéo dos valores de intensidade mediana (Isg) do comportamento de Salto entre
0S grupos experimentais. (CTR; PRV; CTB; PRB), em cada sessdo de estimulacdo da MCPD e
CS. *, #, + mediana significativamente diferente na comparagdo com os grupos CTR, CTB, PRV,
respectivamente. (p< 0,008, teste do X2 da razdo de verossimilhancas).
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4.13. Efeitos da PSP nos niveis plasmaticos de corticosterona

Na avaliagdo do grupo CTR, observa-se que ndo h& diferenga estatistica nos niveis
plasméaticos de CORT entre as amostras coletadas imediatamente antes das sessdes de
estimulagdo elétrica, conforme mostra figura 26 [ANOVA de uma via, F (4, 20) = 0,292, P >
0,05]. Em contraste, no grupo PRV, embora ndo significante, observa-se uma tendéncia ao
aumento da concentracdo plasmatica de CORT em P48 e a reducdo gradativa até a sessao
R96, sendo esta Ultima, diferente estatisticamente de todas as sessdes anteriores [ANOVA de

uma via, F (4, 20) = 11,762, P < 0,001] (Figura 27).
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Figura 26: Niveis plasmaticos de CORT em pg/dl obtidos nos diferentes momentos das sessdes de
estimulacdo elétrica (TRI, P48, P96, R48 e R96) no grupo CTR (N=25). Nenhuma diferenca
significante foi observada (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan, p<0,05).
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Figura 27: Niveis plasmaticos de CORT em pg/dl medidos nos diferentes momentos das sessdes de
estimulacdo elétrica (TRI, P48, P96, R48 e R96) no grupo PRV (N=25). * Valores médios
significativamente diferente na comparagdo com os da TRI, e #, + e o, diferentes respectivamente de
P48, P96 e R48. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan, p<0,05).

Corticosterona pg/dL

Na analise dos niveis plasmaticos da CORT dos animais dos grupos CTB [ANOVA de
uma via, F (4, 20) = 43,801, P < 0,001] (Figura 28) e PRB [ANOVA de uma via, F (4, 20) =
60,793, P < 0,001] (Figura 29) observou-se uma reducdo a partir de P48, mantendo-se em
P96, dia no qual o animal recebeu a ultima dose da MET. Entretanto, nas sesses seguintes,
R48 e R96, observa-se um aumento significativo da concentracdio de CORT. Tal

comportamento foi observado em ambos os grupos tratados com MET.
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Figura 28: Niveis plasmaticos de CORT em pg/dl medidos nos diferentes momentos das sessdes de
estimulacdo elétrica (TRI, P48, P96, R48 e R96) no grupo CTB (N=25). * Valores médios
significativamente diferente na comparagdo com os da TRI, e #, + e o, diferentes respectivamente de
P48, P96 e R48. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan, p<0,05).
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Figura 29: Niveis plasmaticos de CORT em pg/dl medidos nos diferentes momentos das sessdes de
estimulacdo elétrica (TRI, P48, P96, R48 e R96) no grupo PRB (N=25). * Valores médios
significativamente diferente na comparacdo com os da TRI, e #, + e o, diferentes respectivamente de
P48, P96 e R48. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Duncan, p<0,05).

Corticosterona pg/dL

R96

Ao compararmos 0s nhiveis de corticosterona dos quatro grupos nas diferentes sessdes,
observamos que ndo houve diferenca na sessdo triagem, quando os tratamentos ainda ndo

haviam iniciado. Na sessdo P48, houve forte tendéncia a efeito da privacdo [ANOVA de duas
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vias, F (1,16) = 4,254, P = 0,056], e efeito significativo do bloqueio com metirapona
[ANOVA de duas vias, F (1,16) = 66,438, P < 0,001], sem interacdo entre as duas variaveis
[ANOVA de duas vias, F (1,16) = 0,692, P > 0,05]. Em P96, observamos efeito significativo
tanto da privacdo [ANOVA de duas vias, F (1,16) = 4,64, P > 0,05] quanto do bloqueio com
metirapona [ANOVA de duas vias, F (1,16) = 50,12, P > 0,001], sem interacdo entre as duas
varidveis. Na sessdo R48, observou-se efeito significativo da privacdo [ANOVA de duas vias,
F (1,16) = 9,151, P > 0,05], mas nao do bloqueio, havendo interacdo entre as duas condigdes
[ANOVA de duas vias, F (1,16) = 5,448, P > 0,05]. Na ultima sessdo de estimulacéo,
observamos efeito significativo da privacdo [ANOVA de duas vias, F (1,16) = 14,036, P >
0,05] e do bloqueio com metirapona [ANOVA de duas vias, F (1,16) = 41,316, P > 0,001],

ndo havendo interacéo entre elas. (Fig.30)
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Figura 30: Nivel plasmatico de CORT observado em cada momento (TRI, P48, P96, R48 e R96) dos
diferentes grupos (CTR, PRV, CTB e PRB). *, #, +, 0, valores médios de CORT de um dado momento
significativamente diferentes quando comparado ao mesmo momento dos demais grupos grupo CTR,
CTB, PRV ou PRB (teste de Duncan, p<0,05).
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4.14. Efeitos da PSP sobre o peso dos animais

A andlise da variagdo de peso em cada sessdo de estimulag&o elétrica da MCPD e

CS, ndo demonstrou diferenca estatistica significativa entre 0s grupos experimentais.

Entretanto, observou-se a influéncia do tempo e da privacdo de sono na variacdo do
peso dos animais [ANOVA de medidas repetidas, F (2,279; 127,6) = 15,826, P < 0,001 e F
(2,279; 127,6) = 15,826, P > 0,001, respectivamente]. Além disso, observou-se interacdo entre
0 tempo, blogueio com metirapona e a privacao de sono [ANOVA de medidas repetidas, F
(2,279; 127,6) = 5,03, P < 0,05], ndo havendo interacdo significativa entre o tempo e 0
bloqueio com metirapona [ANOVA de medidas repetidas, F (2,279; 127,6) = 0,257, P >

0,05]. (Fig.31).
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Figura 31: Efeitos da PSP sobre o peso dos animais observados em cada momento (TRI, P48, P96,
R48 e R96) dos diferentes grupos (CTR, CTB, PRV e PRB) (ANOVA de medidas repetidas, p<0,05).
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5.  DISCUSSAO

A reducdo do limiar do galope, observada no grupo PRV, parece ter sido um efeito
tardio da privacdo de sono paradoxal, pois se apresentou significante durante todo o periodo
de recuperacdo (R48 e R96). No entanto, uma reducdo significante j& era observada na sessdo
P96 (Fig. 13 e 14). Tais resultados sugerem que a privagdo de sono é capaz de facilitar os
ataques de panico, porém, em nosso modelo, isso foi visto tardiamente, provavelmente por
algum mecanismo tempo dependente. O GLP foi considerado como o comportamento de
defesa que melhor representa os ataques de panico por Schenberg e colaboradores em 2001,
pois tal comportamento foi exclusivamente atenuado pelo uso da Fluoxetina, um
antidepressivo inibidor seletivo da recaptagéo da serotonina (ISRS) clinicamente eficaz no
tratamento do Transtorno do Panico. E notavel a reducdo do limiar do GLP quando se
compara 0s animais privados de sono paradoxal com aqueles que ndo foram privados (CTR)

(fig. 11).

Algumas evidéncias sugerem que a PSP altera a transmisséo serotoninérgica, embora 0s
mecanismos subjacentes a este efeito permanecam pouco esclarecidos. Hipolide e
colaboradores, 2005, demonstraram por meio do uso do ligante de alta afinidade pelo receptor
de serotonina, que a frequéncia de ligacdo aos receptores 5HT2a foi geralmente diminuida
apos 96h de PSP em 81 areas do cérebro em animais privados de sono paradoxal, e essa
reducdo foi mais pronunciada no periodo de recuperacdo de sono. O mesmo fendmeno
ocorreu com transportador de serotonina (SERT) apds a PSP. Dentre essas areas, foi
evidenciada reducéo da ligacdo na MCPD dorsal (-8%), CS (-9%) e NDR (-9%), contrastando

com aumento da ligagdo na Amigdala (+22%).

Deakin e Graeff (1991) postularam que as projecdes serotonérgicas do nucleo dorsal da

rafe ao cortex pré-frontal, amigdala e hipotdlamo facilitariam comportamentos passivos de
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defesa (imobilidade e esquiva), enquanto as projecdes serotonérgicas a MCPD teriam um
papel inibitorio das respostas ativas de fuga (trotes, galopes e saltos). Consequentemente, 0s
AP seriam devidos ao funcionamento inadequado das projecGes serotonérgicas do NDR a
MCPD. Ainda, a elevacdo dos niveis de CORT durante o estresse prolongado resultaria na
subregulacdo dos receptores 5-HTia do hipocampo, causando uma falha no "sistema de

resiliéncia" e desencadeando transtornos de ansiedade.

Para explorar o0 modo de acdo da serotonina (5-HT) sobre a MCPD, uma série de
experimentos foi realizada, dentre eles a administracdo intracerebral de drogas combinada
com estimulacdo elétrica da MCPD. O efeito anti-panico parece ser mediado por receptores 5-
HTia e 5-HT24, uma vez que microinjecdes de antagonistas desses receptores na MCPD
bloqueou os efeitos da estimulagcdo do NDR na resposta de fuga (Pobbe & Zangrossi, 2005),
enquanto a microinjecdo de agonistas desses receptores inibiu tal efeito (de Bortoli et al,
2008). Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos neste trabalho e o exposto acima,
pode-se sugerir que a reducao da ligagéo a receptores de 5-HT na MCPD provocada pela PSP,
reduziria a inibicdo serotoninérgica proveniente do NDR, facilitando assim a resposta de GLP
observada nos animais privados de sono, e este processo, por depender de expressdo de
receptores, ocorre tardiamente, como foi também observado neste estudo. Em contraste, 0s

comportamentos de IMO, EXO, TRT e SLT, ndo foram alterados pela PSP.

Estudos recentes tém mostrado que a hiperatividade do eixo HHA é um fator de risco
para o0 desenvolvimento de psicopatologias € 0 mecanismo pelo qual isso ocorre ndo é
claramente conhecido (Karten, et. al., 1999). Karten, et. al., 1999, demonstrou por meio de
injecdes diarias, que, animais expostos a altos niveis de corticosterona apresentam menor
sensibilidade a serotonina em células hipocampais provavelmente causada por um resultado

de uma reducéo funcional de receptores 5-HTia. Dessa forma, a reducdo da capacidade de
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resposta desses receptores provocada pelo nivel elevado de glicocorticoides, em longo prazo,

pode desempenhar um papel no aparecimento de transtornos de ansiedade.

Sendo assim, € bem estabelecido na literatura que a PSP ativa o eixo HHA aumentando
0s niveis plasmaticos de cortisol em humanos e corticosterona nos roedores. Suchecki, Tiba &
Tufik, 2002, demonstraram que a PSP ativa o eixo apds 96 horas, aumentando os niveis de
CORT e ACTH nesses animais. Além disso, Machado, Tufik & Suchecki, 2013, observaram
que a PSP aumenta ndo somente os niveis plasmaticos de CORT, como também o periodo de
sono REM no momento da recuperacdo da privacao. Hairston, et al. 2001, também relatou o
aumento dos niveis plasmaticos de CORT em ratos neonatos privados de sono, tendo seus
niveis mais elevados na idade acima de 24 dias, demonstrando que a perda de sono € um
importante agente estressor nessa idade, e que ratos mais velhos sdo mais sensiveis aos efeitos
da PSP. Adicionalmente, ¢ bem descrito na literatura que o eixo HHA exerce um papel
fundamental na resposta aos estimulos externos e internos, incluindo os estressores
psicoldgicos. Anormalidades na funcdo do eixo HHA tém sido descritas em pessoas que
experimentam transtornos psiquiatricos. Cerca de 50% dos pacientes com depressdo maior
apresentam hipercortisolemia e 40% apresentam resposta aumentada de ACTH no teste de
dexametasona/CRH (Sachar et al., 1980; Erhardt et al., 2006). Assim, embora os AP né&o
ativem o eixo HHA, eles podem ser facilitados pela ativagdo concorrente do eixo em situagoes

estressantes.

Tais achados na literatura nos levaram a avaliar a participacdo da CORT produzida pela
PSP nos limiares da reacdo de defesa induzidos pela estimulacdo elétrica da MCPD e CS.
Dessa forma, com o uso da Metirapona (MET), um inibidor da sintese da CORT, foi possivel
avaliar tal influéncia. A MET, por ser um inibidor da 11-B-hidroxilase, a enzima que converte
a 11-deoxicortisol/11-deoxicorticosterona em cortisol/corticosterona, promove uma reducgao

na producdo de CORT e consequentemente em seus niveis plasmaticos (Machado, Tufik &
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Suchecki, 2013). De fato, a MET preveniu a formacdo de CORT em P48 e P96 (fig. 27 e 28),
tanto nos ratos submetidos a PSP (grupo PRB), quanto nos que ndo foram submetidos a PSP,
mas foram tratados com MET (grupo CTB). O mesmo foi visto no trabalho de Machado,

Tufik & Suchecki, 2013.

O aumento ndo significativo dos niveis plasméaticos de CORT observado em P48 do
grupo PRV demonstra a ativacdo do eixo HHA provocada pela PSP, reduzindo entdo a partir
de P96, com significancia estatistica em R96, quando comparado a TRI (fig. 27). Tal
resultado sugere um efeito adaptativo ao estresse, observado a partir da sesséo P96.
Adicionalmente, observa-se no grupo PRB, um efeito rebote com o aumento da concentragéo
plasmética de CORT nas sessdes de recuperacdo (R48 e R96), momento no qual os animais
néo estavam sob efeito da MET, como se pode visualizar na figura 29. Quando se relacionam
0s niveis plasméticos da CORT nas sessdes de recuperacdo (R48 e R96) nos grupos PRV e
PRB, com a Isp do comportamento de GLP obtido nos dois grupos, nos mesmos momentos,
observa-se que, pelo menos diretamente, a corticosterona nao foi responsavel pela reducgéo
dos limiares do GLP observada no grupo PRV (fig. 24). O mesmo foi observado para o
comportamento de Trote, pois nas sessdes de privacdo de sono (P48 e P96; fig. 15 e 17), o
aumento da lso nos grupos bloqueados com metirapona foi acompanhado da reducdo dos
niveis de corticosterona, enquanto que nos periodos de recuperagdo foi acompanhado do

aumento desses niveis (fig. 28 e 29).

Para os comportamentos de IMO, EXO e SLT, os limiares de corrente mediana nao
foram alterados na comparacdo entre as sessdes dentro de um mesmo grupo, em todos 0s
grupos experimentais, exceto o SLT do R96 teve um pequeno aumento de 10%, porém
significativo em relagcdo ao R48 do grupo PRB. A reducéo da corrente mediana em P48 e P96
observada no grupo PRB para o comportamento de SLT na comparagdo entre oS grupos

(fig.25) é acompanhada pela redugéo dos niveis plasméaticos de CORT em decorréncia do uso
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da MET (fig.29), o mesmo para os comportamentos de IMO e EXO (fig. 19 e 20,
respectivamente), quando se comparou 0s grupos PRB e PRV com seus respectivos controles.
A0 passo que, nas sessdes de recuperacdo (R48 e R96 - niveis de CORT altos; fig. 28 e 29)
nos grupos tratados com MET (CTB e PRB), esses comportamentos ndo apresentaram
alteracdo do limiar de corrente mediana, enquanto que os niveis baixos de CORT no grupo
PRV nas mesmas sessfes (fig. 27) foram acompanhados da reducdo do limiar de corrente
mediana somente na sessdo R48 quando comparado ao CTR para o comportamento de SLT,
ndo alterando na sessdo seguinte. J& nos comportamentos de IMO e EXO (fig. 19 e 20,

respectivamente), ndo ocorre alteracdo nos limiares de corrente mediana nessas sessoes.

Para as respostas de DEF e MIC, nos grupos privados de sono (PRV e PRB), embora
sejam comportamentos de baixa frequéncia e bastante variados, tiveram seus limiares
significativamente aumentados ou virtualmente abolidos, o que se reverteu durante a
recuperacdo, sugerindo um efeito rebote, onde os limiares reduziram para niveis abaixo ao da
triagem. Tal resultado pode ser devido a uma possivel reducdo na ingestdo de comida, o que é
reforcado pela perda de peso observada nos animais privados de sono (PRV e PRB) nesta fase
do experimento (Fig. 31). Na MIC o retorno parcial de seu limiar observado em R96,
também sugere uma influéncia do protocolo de privacdo, porém nao conhecemos o possivel
mecanismo envolvido (fig. 13 e 14), e a literatura carece de discusséo a respeito do controle
desta resposta. A auséncia de diferencas significantes para 0s comportamentos na comparagao
entre suas respectivas sessdes mostra uma estabilidade das condicGes experimentais, objetivo
do grupo controle (CTR, Figuras 11 e 12). O aumento de limiar em R48 observado para o
comportamento de MIC pode ser interpretado como resultado da sua tipica baixa frequéncia e

alta variabilidade natural, ja descrita em Bittencourt et al., 2004 e Schenberg et al., 2001.

Os resultados discutidos acima demonstram que a CORT produzida em decorréncia da

PSP ndo influenciou em momento algum os comportamentos defensivos avaliados. Dessa
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forma, a reducdo da ligacdo aos receptores e transportador de serotonina em decorréncia da
PSP observada por Hipdlide e colaboradores, 2005, poderia ser o mecanismo pelo qual ocorre
facilitacdo da resposta de GLP, nos animais privados de sono (PRV) no periodo de
recuperacdo, uma vez que esses autores observaram que tal reducéo foi mais pronunciada no
periodo de recuperacdo. Tal reducdo em estruturas de defesa como a MCPD e o CS, reduziria
a inibicdo das respostas de fuga causada por fibras serotoninérgica provenientes do NDR
(Deakin & Graeff, 1991), facilitando assim a resposta de GLP, como foi observado em nossos

resultados.

60



6. CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo sugerem que, o efeito tardio da privacao
de sono sobre o comportamento de Galope, possivelmente se deva a mecanismos
neuroquimicos tempo-dependente. Além disso, as alteracBes dos niveis plasmaticos de
corticosterona induzidos pela privagdo de sono e sua retirada parecem nao ter relagdo com
possiveis variacdes de limiar das respostas de defesa. Dessa forma, nossos resultados sugerem
fortemente a hipotese inicial, de que a privacdo de sono pode facilitar a ocorréncia dos

Ataques de Panico e, portanto, estar relacionado ao transtorno de panico em humanaos.
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8. ANEXOS

Data da Implantacéo do eletrodo:

Anexo | - Planilha de Estimulacéo:
PLANILHA DE ESTIMULACAO
Onda senoidal, frequéncia. 60 Hz e intensidade variavel

1

Rato: . Grupo: CTR () PRV () CTB () PRB () Responsavel: Rafaella. Peso (g): .

/ /201 . Data da Perfuso: /201 .

Coordenadas Zero Variacao Ponto de Implante
Lateral -2,6
Vertical +5,0
Antero-posterior -1,8

Sessdo: Triagem. Estimulador:

. Data:_/ /20 __. Periodo: ()M ()T ()N Peso (g):__
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Sessdo: Privacéo de sono 48h. Estimulador:

Data; / /20 . Periodo: () M ()T ()N Peso (g):__
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Trote

Galope

Saltos

Obs.:
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Sessdo: P96, Privacdo de Sono 96h. Estimulador: .Data:__/ /20__.Periodo: ()M ()T ()N
Peso(g):__

Comportamento 0 5|10 | 15|20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70

Dormir

Repouso

Olfacéo

Esquadrinhar

Autolimpeza

Levantar

Marcha

Exoftalmia

Imobilidade

Defecacdo

Micc¢éo

Trote

Galope

Saltos

Obs.:

Sessdo: R48, Recuperacdo 48h. Estimulador: . Data:__/ /20 . Periodo: ( )M ( )T ( )N Peso
@ ____

Comportamento 0 5 10 | 15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70

Dormir

Repouso

Olfacdo

Esquadrinhar

Autolimpeza

Levantar

Marcha

Exoftalmia

Imobilidade

Defecacdo

Micc¢do

Trote

Galope

Saltos

Obs.:
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Sessdo: R96, Recuperacdo 96h. Estimulador: . Data:__/ /20 . Periodo: ( )M ( )T ( )N Peso
() H—

Comportamento 0 5|10 | 15|20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 65 | 70

Dormir

Repouso

Olfacéo

Esquadrinhar

Autolimpeza

Levantar

Marcha

Exoftalmia

Imobilidade

Defecacdo

Micc¢éo

Trote

Galope

Saltos

Obs.:
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Anexo Il - Aprovacao do comité de ética:

Via do pesquisador

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Centro de Ciéncias da Salde
COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA

COMPROVANTE DE SUBMISSAO DO PROTOCOLO

N° CEUA: ©5.120/( 3

Titulo do projeto:
EFEITO DA PRIVAGAO DE SONO PARADOXAL SOBRE LIMIARES DA REACAO DE DEFESA E SUAS CORRELACOES NEUROQUIMICAS

Responsavel pelo projeto: Prof. Dr. Athelson Stefanon Bittencourt
Instituicao / cidade / UF; Universidade Federal do Espirito Santo / Vitéria / ES

Recebidoem <3 105 /143

funcion¥rio'da CEUA)

Para informagdes sobre as reunides da CEUA e aprovagdo ou pendéncias no projeto, enftgem contato:
Secretaria: Elizete Calenzani - Tel.: (27) 3335-7211 - E-mail: ceua.ufes@hotmail)
www.ccs.ufes.br/uso-de-animais

o

=}
f\’h;
20

76



