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RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS DE UM MODELO EXPERIMENTAL DE
ATAQUE DE PANICO. Armini, R.S., Dissertacdo de Mestrado,
Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal do Espirito
Santo, Vitéria, Es, Brasil, 2012. Os ataques de panico (AP) em humanos,
tanto espontdneos como induzidos por lactato de sodio, ndo sé&o
acompanhados pelo aumento da secrecdo dos ‘hormdnios do estresse ' de
corticotrofina (ACTH), cortisol (CORT) e prolactina (PRL). Estudos anteriores
mostraram que estes hormdnios também n&do s&do alterados apds os
comportamentos de defesa produzidos por estimulacdo elétrica da matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) de ratos. Contudo, 0s niveis matinais de
CORT destes experimentos situavam-se em torno de 300 ng/ml, valores muito
superiores aos esperados (60-100 ng/ml). Embora os valores basais de CORT
nao expliquem a auséncia de resposta da PRL, eles podem ter inibido a
resposta de ACTH. De fato, estudos posteriores de outros autores mostraram
que ratos com niveis normais de CORT apresentaram aumentos significantes
dos niveis deste horménio 30 min apds o comportamento de fuga induzido por
estimulacdo da MCPD. Contudo, a elevacdo da CORT pode ter sido devida ao
esforco muscular da resposta intensa de fuga. Assim, o presente estudo
analisou a influéncia de rotinas laboratoriais nos niveis basais dos hormoénios
do estresse (Estudo I) e re-examinou as respostas hormonais a estimulagéao da
MCPD em arenas com diametro grande (60 cm) ou pequeno (20 cm), na qual
as respostas de trote e galope sao suprimidas (Estudo II). Dentre outros
resultados, o Estudo | mostrou que o manuseio diario e exposi¢ao repetida ao
mesmo ambiente potenciam as respostas neuroendocrinas destes

procedimentos. Por sua vez, o Estudo Il corroborou os resultados anteriores



com estimulacdo na arenas grande e mostrou que ratos com niveis basais
reduzidos de CORT nao apresentam alteracdo alguma dos hormoénios do
estresse 2 ou 30 min apés estimula¢cdes na arena pequena com a intensidade
limiar de fuga da arena grande. Estes resultados s&o consistentes com a

mediacgéo dos AP pela MCPD.

Palavras chave: Ataque de Panico, Matéria Cinzenta Periaguedutal, Estresse,

Adrenocorticotrofina, Corticosterona, Prolactina, Glicose, Lactato, Triglicérides.



ABSTRACT



NEUROENDOCRINE RESPONSES OF AN EXPERIMENTAL MODEL OF
PANIC ATTACKS. Armini, R.S., MSc Thesis, Department of Physiological
Sciences, Federal University of Espirito Santo, Vitéria, ES, Brazil, 2012. In
humans, spontaneous and lactate-induced panic attacks (PA) are not
accompanied by the increase in the ‘stress hormones’ corticotropin (ACTH),
corticosterone (CORT) and prolactin (PRL). Previous studies showed in turn
that the 'stress hormones' remain unchanged changed following the defensive
behaviors induced by electrical stimulation of the dorsal periaqueductal gray
matter (DPAG) of rats. However, the CORT morning basal levels of these rats
were about 300 ng/ml, which are much higher than the expected 60-100 ng/ml.
Although the CORT baseline level bears no relationship with PRL responses,
they could explain the lack of ACTH responses. Indeed, other researchers
reported significant increases in CORT plasma levels 30 min after DPAG-
evoked escape responses. Yet, it remains unclear whether the latter results
were due to the muscle exertion or emotional response. Therefore, the present
study both examined the laboratory routines influencing the basal secretion of
stress hormones (Study I) and reexamined the stress hormone responses to
DPAG stimulations of same intensities in arenas with diameters either large (60
cm) or small (20 cm), in which trotting and galloping are supressed. Result of
Study | showed that daily handling and repeated exposures to the arena
sensitize the neuroendocrine responses. In turn, the Study Il corroborated the
previous studies with stimulation in the large arena and showed that rats with
reduced CORT baseline levels failed in presenting any neuroendocrine

responses following the DPAG stimulation in the small arena with the flight



threshold intensity recorded in the large arena. These results support the

DPAG-evoked responses as a model of PA.

Keywords: Panic Attack, Periaqueductal Gray Matter, Stress, Corticotropin,
Corticosterone, Prolactin.



REVISAO:

TRANSTORNO DO PANICO E FUNCAO HIPOTALAMO-

HIPOFISE-ADRENAL



TRANSTORNO DO PANICO

A ansiedade faz parte da vida de todo ser humano, servindo para
a preservacao do individuo e da espécie. Por exemplo, a ansiedade provocada
pelo odor de fumaca pode motivar a fuga de um prédio antes que este seja
consumido em chamas. As rea¢fes de péanico também podem servir a
preservagao, tal como ocorre nas respostas de fuga desenfreada diante de
catastrofes como o atentado ao World Trade Center ou o tsunami da Indonésia.
Contudo, a ansiedade sem causa aparente ou desproporcional as ameacas,
reais ou imaginadas, é um sintoma de um quadro patolégico de ansiedade.
Dentre estes, os ataques de panico (AP) consistem no estado mais intenso de
ansiedade (APA, 1980), como podemos observar no relato pessoal de um
paciente em sua primeira crise de panico.

“..entrei em um estado de terror absoluto. Comecei a tremer
freneticamente, dos pés aos dentes. O suor escorria pelo rosto e ensopava as
maos. A boca estava insuportavelmente seca. A taquicardia atingia niveis
assustadores. Eu ndo entendia como ainda ndo desmaiara. Jamais sentira algo
semelhante. Nunca imaginei que tal terror fosse possivel. Eu sé queria fugir.
N&o queria estar onde estava, e sim num lugar seguro com alguém conhecido
e confidvel. Nao sei dizer do qué, mas eu s6 queria fugir...entdo, numa atitude
que até hoje ndo entendo, comecei a correr pelo acostamento...”. (Keller,
1997).

Sigmund Freud (1895) foi o primeiro a descrever os transtornos

de ansiedade (Angstneuroses). Freud distinguiu estes transtornos da

depressao maior (melancolia) e de uma ampla gama de condi¢des psiquiatricas



denominadas a época de “neurastenias”. Dentre os transtornos de ansiedade,
Freud distinguiu duas sindromes fundamentais, quais sejam, a “expectativa
ansiosa” ou “apreensdo” (Angstliche), que ele considerava a forma
predominante do transtorno de ansiedade, e uma sindrome menos frequente,
porém igualmente importante, que ele denominou ataque de angustia
(Angstanfall). De acordo com suas descricdes, a expectativa ansiosa consistia
num “quantum de ansiedade livre e flutuante que controlava a escolha de
idéias por antecipagdo”. Em contraste, nos atagues de ansiedade a “ansiedade
irrompia repentinamente na consciéncia sem ter sido eliciada por qualquer
idéia”. Freud ressaltou que estes ataques podiam manifestar-se tanto como
“um sentimento puro de ansiedade” quanto pela combinagéo da ansiedade com
“a interpretagdo mais proxima do término na vida, tal como a idéia de morte
Subita ou da perda da razao” ou combinados a “alguma parestesia” ...... [ou ao]
distarbio de uma ou mais funcbes somaticas, tais como a respiracao, atividade
cardiaca, inervagdo vasomotora e atividade glandular”. Eventualmente, Freud
distinguiu os ataques de angustia das fobias, do transtorno obsessivo-
compulsivo (neurose obsessiva) e transtorno do estresse poés-traumatico
(neurose comum), dentre outras condi¢cdes. Suas descricbes clinicas da
“‘expectativa ansiosa” e do “ataque de angustia” sdo bastante similares aos
diagnoésticos atuais do transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e dos
ataques de panico (AP), respectivamente (APA, 2000).

Contudo, enquanto os transtornos de ansiedade continuaram a
ser diagnosticados como neurastenias até meados do século passado, os AP
receberam uma variedade estonteante de nomes, incluindo neurose da

ansiedade, reacdo de ansiedade, neurastenia, astenia neurocirculatoria,
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neurose vasomotora, taquicardia nervosa, sindrome de esforco, sindrome de
Da Costa, coracdo de soldado, coracdo irritavel e sindrome respiratoria
comportamental, entre outros (Pitts e McClure, 1967).

Este cenario comecou a alterar-se apds a publicacdo do estudo
influente de Donald Klein (1964) mostrando que o TAG e os AP respondiam a
classes diferentes de drogas. Klein mostrou que enquanto a “expectativa
ansiosa” era tratada por ansioliticos (barbitaricos, meprobamato, e
clordiazepéxido) e doses baixas de sedativos (fenotiazinas), os ataques de
panico eram tratados pela administracdo crénica do antidepressivo triciclico
imipramina.

Ao redor da mesma época, Pitts e McClure (1967) demonstraram
que os AP tinham “marcadores fisioldégicos”, uma vez que podiam ser
precipitados pela infusdo endovenosa de lactato de sodio (0,5 M) em pacientes
predispostos, mas ndo em voluntarios normais. Por outro lado, Cohen e White
(1951) ja haviam mostrado que os AP podiam ser precipitados pela inalacdo de
misturas com 5% de diéxido de carbono (CO;), mas ndao no exercicio ou no ar
ambiente (Klein, 1993b). Estudos posteriores forneceram provas numerosas
das propriedades panicogénicas do lactato de sédio e CO, bem como de
outros agentes (Graeff et al., 2005). Contudo, embora a ioimbina (antagonista
alfa-2 adrenérgico) produzisse AP em mais de dois ter¢cos dos pacientes com
transtorno de panico (TP) (Charney et al., 1984), ela também provocava o
aumento da ansiedade em pessoas normais, tal como ocorre com a cafeina,
colecistocinina (CCK) e outras drogas com acéo panicogénica (Klein, 1993b).

Os marcadores fisiolégicos e tratamentos especificos do TP

sugeriam a existéncia de um funcionamento anormal de circuitos especificos
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do cérebro. Contudo, o TP somente foi incluido na classificacdo dos
transtornos de ansiedade da Associacdo Psiquiatrica Norte-Americana quase
um século apés as observacdes pioneiras de Freud (APA, 1980).

O TP tem um custo social elevado. Estimativas européias avaliam
que 7,5 a 10% da populacao terdo AP ocasionais e 2% a 5% da populacéo
desenvolverdo o TP, isto €, AP recorrentes com graves limitagcdes do
desempenho social e familiar do individuo (Goodwin et al., 2005).

Clinicamente, os AP sédo episédios agudos de medo, ou sensacao
similar, que ocorrem de forma recorrente e na auséncia de qualguer ameaca
identificavel. Eles caracterizam-se por uma experiéncia subita de ansiedade
severa, que atigem intensidade maxima em cerca de 10 min e duram por
periodos de até 4 h (Angst e Wicki, 1991). Os principais sintomas dos AP s&o
alteracdes respiratorias, sensacédo de sufocamento, desejo de fuga da situacdo
imediata, dor toracica, taquicardia, rubores e calafrios, suor, vertigem,
tremores, desfiguragdo da realidade (derealization), despersonalizacao
(despersonalization), e sensacao de morte iminente ou medo de perder a razao
(Klein e Fink, 1962; Klein, 1964; Freedman et al., 1985; Stein et al., 1992;
Goetz et al., 1994). Eventualmente, os relatos incluem “reag¢des de
congelamento” (sensagdes de paralisia e bloqueio da marcha) (Cassano e
Savino, 1997; Goetz et al., 1994). Notavelmente, a descricdo de Freud para o
“ataque de angustia” ja incluia 10 dos 13 sintomas necessarios para o
diagnostico do TP quando este foi introduzido no Manual de Diagnostico e
Estatistica de Desordens Mentais (DSM-III) (Frances et al., 1993).

Em realidade, o TP é uma sindrome tripartite caracterizada pela

ocorréncia de 1) ataques espontaneos de panico, 2) ansiedade antecipatoria e
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3) esquiva fobica ou agorafobia. De fato, os pacientes de panico queixam-se
frequentemente de ‘ansiedade antecipatéria’, isto €, do temor de desamparo na
eventualidade de um AP, uma condi¢cdo que pode agravar-se numa agorafobia
incapacitante e uma vida de total enclausuramento. Notavelmente alguns
pacientes desenvolvem agarofobia apds um uUnico ataque de panico. Como
consequéncia, uma parte consideravel dos portadores da sindrome do panico
para de trabalhar ou até mesmo perde o emprego devido a queda de
desempenho (APA, 1980). Contudo, agorafobia € um termo € incorreto na
medida que os pacientes ndo tém medo de locais publicos, mas do desamparo
na eventualidade de um AP em locais publicos.

Os AP e a ansiedade antecipatéria parecem ser devidos a
mecanismos relativamente independentes, uma vez que apresentam cursos
distintos a terapia com antidepressivos (Klein, 1964). De fato, muito
freqientemente a ansiedade antecipatéria continua se manifestando mesmo
ap6s o0 desaparecimento completo dos AP. Consequentemente, o
desenvolvimento da ansiedade antecipatoria tem sido um complicador adicional
dos estudos clinicos sobre os mecanismos neurais dos AP propriamente ditos
(Hollander et al., 1989; Graeff et al., 2005). O outro complicador destes estudos
consiste na alta comorbidade do TP com outras condi¢des psiquiatricas,
principalmente, transtornos depressivos e fobias (Angst e Wicki, 1993). Estas
dificuldades tém ensejado o desenvolvimento de modelos de AP e TP em
animais, nos quais estes fatores podem ser controlados separadamente.

Os critérios operacionais para a definicdo dos AP e agarofobia
foram estabelecidos a partir do DSM-IIIR (APA, 1987). Neste, o TP é definido

como a ocorréncia de 4 ataques espontaneos em 4 semanas, ou 1 ataque
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seguido pelo receio de novos ataques ao longo de 4 semanas. Também ficou
estabelecida a distincdo entre ataques completos, com mais de 4 sintomas, ou
ataques limitados, com namero inferior de sintomas. O DSM-IV adicionou que
os AP também podem ocorrer em outros transtornos de ansiedade (fobias,
transtorno de estresse pos-traumatico, etc) podendo ser espontaneos ou
induzidos pela exposicdo a objetos fobicos (aranhas, sangue, caes, etc), ou
situacdes que o predispbem (multiddes, locais fechado, altura, etc). Ressaltou,
no entanto, que enquanto os ataques espontaneos constituem o elemento
central do diagnéstico do TP, os ataques situacionais estdo relacionados a
expectativa do paciente de sentir-se mal em um determinado local ou contexto.
Esta ansiedade é gradual, flutuante e crescente, até que o individuo se
confronte com a situacdo temida. Um AP pode, entdo, ser desencadeado
(Gentil, 1986).

Devido a auséncia de explicacdes e as frequentes consultas e
exames médicos, geralmente negativos, os AP também causam inseguranca e
perda da autoestima, com grande desconforto fisico e emocional. Embora as
bases neurofisiolégicas do TP ainda ndo estejam esclarecidas, é possivel
realizar o tratamento farmacolégico e cognitivo do TP.

Do ponto de vista fisiolégico, um dos aspectos mais importantes
dos AP é a auséncia de respostas dos “hormdnios do estresse”, corticotrofina
(ACTH), cortisol (CORT) e prolactina (PRL), tanto nos ataques espontaneos
(Cameron et al., 1987) e situacionais (Woods et al., 1987) quanto naqueles
induzidos por infusédo de lactato de sodio ou inalagdo de CO, (Liebowitz et al.,
1985; Levin et al., 1987; Woods et al., 1988 Hollander et al., 1989a,b; Kellner et

al., 1998). Nao obstante, Otte e colaboradores (2002) relataram que a infuséo
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de lactato de sédio em pacientes de panico aumenta a secrec¢do de PRL sem
alteracéo dos niveis de ACTH.

Por fim, estudos recentes de epidemiologia clinica sugerem que
existéncia de 2 subtipos de TP, com predominancia de sintomas respiratorios

ou nao-respiratérios (Roberson-Nay e Kendler, 2011).

BASES NEURAIS DOS ATAQUES DE PANICO

Dez anos antes da definicdo do TP como entidade nosoldgica
independente (APA, 1980), Nashold e colaboradores (1969) conduziram um
estudo meticuloso mostrando que a estimulacdo intracraniana de humanos
com eletrodos cronicamente implantados na matéria cinzenta periaquedutal
(MCPA) e regibes adjacentes do teto do mesencéfalo produzia ansiedade,
panico, terror, sentimentos de morte iminente e sinais neuroldgicos e respostas
viscerais que reproduziam os sintomas cardinais dos AP. O raio-X dos
eletrodos mostrou que os sitios mais eficazes na producdo destes efeitos
encontravam-se na metade dorsal da MCPA (MCPD), mas ndo em sua metade
ventral (MCPV) ou nas estruturas adjacentes do teto do mesencéfalo (Nashold
et al.,, 1969). Estes resultados foram confirmados em estudos posteriores
(Young, 1989). Adicionalmente, estudos com tomografia por emisséo
positrénica mostraram que o teto mesencefalico e, possivelmente, a MCPD, é
ativado durante AP induzidos por lactato (Reiman et al., 1989).

Em ratos, enquanto a estimulacéo elétrica ou quimica da MCPD
com estimulos de baixa magnitude produz uma reacdo de congelamento

caracterizada por imobilidade tensa e exoftalmia (protrusdo do globo ocular e
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abertura maxima das palpebras), estimulos mais intensos originam um
comportamento vigoroso de fuga com galopes e saltos de até 1 m/s e 50 cm de
altura, respectivamente (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et al., 2005). Estes
comportamentos sdo acompanhados por padrbes distintos de respostas
cardiovasculares e respiratorias e, menos freqiientemente, miccéo e defecacao
(Schenberg et al.,, 1993; Bittencourt et al., 2004). Notavelmente, mostramos
que a resposta de galope induzida pela estimulacdo da MCPD do rato €
seletivamente atenuada por panicoliticos clinicamente eficazes administrados
em doses e regimes similares aos empregados na terapia do TP (Schenberg et
al., 2001, 2002; Vargas et al. 2001). Assim, embora as respostas defensivas
induzidas por estimulacdo da MCPD tenham sido indistintamente propostas
como um modelo de AP (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Deakin and Graeft,
1991), as evidéncias farmacoldgicas sugerem que o galope seja o melhor
representante desta condicdo (Schenberg et al., 2001). Notavelmente, a
exposicao de ratos a estimulos ultrassénicos na freqiéncia da vocalizacdo de
alarme desta espécie (22-kHz) ativa a MCPD e induz comportamentos de fuga
acompanhados de taquicardia e aumento da temperatura corporal, sem
alteracdo dos niveis de corticosterona (Klein et al., 2010). De forma similar, as
respostas de fuga de ratos e camundongos tém perfil farmacologico similar ao
dos AP, sendo atenuadas pela administracdo cronica de panicoliticos, mas séo
insensiveis aos ansioliticos (Griebel et al., 1996; Blanchard et al., 1997).

A participagdo da MCPA no TP também é apoiada por estudos de
neuroimagem estrutural e funcional. Nos estudos estruturais, os resultados
provém de morfometria baseada em voxel (VBM), um método automatizado de

segmentacao do cérebro em compartimentos de matéria cinzenta, substancia
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branca e liquido encéfalo-raquidiano que permite investigar as diferencas nos
volumes regionais das estruturas cerebrais. Assim, estudos com VBM
mostraram que pacientes com TP apresentam aumentos do volume da MCPA
e da ponte rostral em relacdo aos voluntarios sadios (Protopopescu et al.,
2006; Uchida et al., 2008). Outro estudo avaliou as diferencas volumétricas do
mesencéfalo da dorsal (onde se situa a MCPA) e ventral (Fujiwara et al., 2011).
Os resultados mostraram que o volume do mesencéfalo dorsal, mas ndo do
ventral, é maior nos pacientes com TP que nos controles sadios.
Adicionalmente, o volume do mesencéfalo dorsal correlacionou-se
positivamente com a gravidade dos sintomas de panico, e negativamente com
a qualidade de vida em pacientes.

Por outro lado, Mobbs e colaboradores (2007) desenvolveram um
modelo em computador no qual o voluntario é cacado e capturado por um
predador “inteligente”. Contudo, embora o predador seja virtual, ele pode
causar dor real se a fuga ndo for bem sucedida, aplicando choques aos dedos
dos voluntarios. Os resultados mostraram gque quando a ameaca € potencial,
ou seja, quando o predador encontra-se distante da presa/voluntario, a
atividade cerebral € maior no cértex pré-frontal medial (CPFm) e na amigdala
lateral. Em contraste, quando a ameaca € iminente, ou seja, quando o predador
aproxima-se da presa/voluntario, a atividade aumenta na amigdala central e na
MCPA. Estes autores também mostraram que o grau de ativacdo da MCPA
correlaciona-se com a sensacéo de inescapabilidade e intensidade do medo ao
predador. Estes resultados sugerem que a ansiedade ativa o CPF e amigdala
basolateral, mas inibe a amigdala central e MCPA, ocorrendo o inverso nos

estados de medo intenso que se assemelham aos AP. o panico resulta da
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ativacdo de estruturas do mesencéfalo. Adicionalmente, este estudo sugere
que os AP possam ser desencadeados pelo desacoplamento do controle
cortico-amigdaloide da MCPA.

Com base nestes e em outros resultados, a MCPD tem sido
considerada como um dos melhores candidatos ao substrato neural dos AP
(Deakin e Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Graeff et al., 1996; Schenberg et al.,
2001, 2002; Vargas e Schenberg, 2001).

Por outro lado, o uso generalizado dos inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina (ISRS) no tratamento TAG, TP e depressao, sugere
que a 5-HT tenha um papel central na modulacéo destes transtornos. De fato,
Deakin & Graeff (1991) apresentaram evidéncias abundantes de que a
serotonina (5-HT) exerca um funcdes tanto excitatorias quanto na inibitorias
nos mecanismos de defesa processados em estruturas prosencefalicas (CPF e
amigdala basolateral) e mesencefalicas (MCPD), respectivamente. Além dos
estudos mencionados sobre a participacdo da MCPD nos AP, estes autores
basearam-se nos experimentos de LeDoux e colaboradores (para revisao, ver
LeDoux, 2012) que demonstraram o papel fundamental da amigdala na
aguisicdo do medo condicionado. Como resultado, Deakin & Graeff (1991)
propuseram que 0S comportamentos passivos de defesa as ameacas
potenciais ou distantes, sdo processados no CPF e amigdala e seriam
equivalentes ao TAG. Em contraste, os comportamentos ativos da fuga
estariam associados as ameacas proximas e ao TP, e seriam processados ha
MCPD. Em particular, Deakin e Graeff (1991) postularam que as projecdes
serotonérgicas do nucleo dorsal da rafe (NDR) ao CPF, amigdala e hipotalamo

facilitariam comportamentos passivos de defesa (imobilidade e esquiva),
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engquanto as projecdes serotonérgicas a MCPA teriam um papel inibitério das
respostas ativas de fuga (trotes, galopes e saltos). Conseqiientemente, os AP
seriam devidos ao funcionamento inadequado das projecdes serotonérgicas do
NDR a MCPD. Deakin & Graeff (1991) também propuseram que os eferentes
serotonérgicos do nucleo mediano da rafe (NMnR) para o hipocampo seriam o
substrato de um “sistema comportamental de resiliéncia” que separaria 0s
afazeres do dia-a-dia dos eventos aversivos, permitindo que o individuo se
adaptasse as situacdes de estresse. A elevacao 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 a
depressao. Do ponto de vista do presente estudo, a implicagdo mais importante
desta teoria seria que a 5-HT facilita a ansiedade no CPF e amigdala, mas
inibe o panico na MCPD.

Além de inUmeros experimentos em animais (para revisdo ver
Graeff et al., 1996; Graeff e Zangrossi, 2010; Graeff, 2004), a hip6tese do papel
dual da 5-HT foi apoiada por estudos em humanos com o teste simulado de
falar em publico (TSFP). Neste teste, o participante tem de falar para uma
camera de video enquanto assiste sua propria imagem numa tela de projecéao.
Este procedimento evoca ansiedade antecipatoria antes do inicio da tarefa e
uma condicdo similar ao medo, ou panico, durante sua execucao. Esta
distincdo baseia-se em estudos farmacologicos que mostraram que a
ansiedade inicial é reduzida pelos benzodiazepinicos, enquanto o medo
durante o falar em publico é resistente a estes agentes. Contrariamente, 0
medo de falar em publico é afetado pelas drogas serotonérgicas, um perfil

similar ao observado no TP. Por Esta razdo, presume-se que o TSFP ative
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sistemas emocionais similares aos envolvidos nos AP (Del Ben et al., 2003).
De fato, os niveis salivares e plasmaticos de CORT e PRL ndo foram
aumentados durante a execucéao do TSFP, ocorrendo o contrario na ansiedade
antecipatéria que precede a execucdo da tarefa (Garcia Leal et al., 2005,
2010).

Por outro lado, Klein (1993) sugeriu que os AP sejam alarmes
falsos de sufocamento. Klein (1993) argumenta que esta hipotese é consistente
com a hipersensibilidade dos pacientes de panico ao lactato de sédio e CO»,
com os AP durante o relaxamento e o sono, com o aumento da frequéncia dos
AP durante o transtorno disférico da fase lutea (TDFL) e, contrariamente, sua
reducdo na gravidez, parto e lactacdo. Em realidade, os AP induzidos por CO;
e lactato permanecem como o melhor modelo clinico de AP, uma vez que néo
sdo precipitados em individuos sadios (Pitts and McClure, 1967; Klein, 1993)
ou em pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo (Griez and Schruers,
1998), fobia social (Liebowitz et al., 1985b) e, menos certamente, TAG
(Lapierre et al., 1984). Além disso, enquanto os AP induzidos por CO; e 0
lactato de sédio ao panico sdo bloqueados pelo tratamento crénico com
antidepressivos triciclicos (Rifkin et al., 1981; Liebowitz et al., 1985a; Woods et
al., 1990; Yeragani et al., 1988; Gorman et al., 1997), a p-carbolina e a ioimbina
induzem AP em sujeitos saudaveis e que sdo bloqueados por baixas doses de
diazepam, mas nao pelos triciclicos (Dorow et al., 1983; Klein, 1993). Portanto,
segundo esta teoria, os AP seriam devidos a uma interpretacdo fisioldgica
incorreta de um sistema de alarme de sufocamento, o qual dispararia de forma

nao adaptativa.
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Evidéncias recentes do nosso laboratério sugerem que a MCPD
também esteja envolvida nas respostas comportamentais ao sufocamento.
Assim, Schimitel e colaboradores (2012) mostraram que os sinais de hipoxia
produzidos pela estimulacao seletiva dos quimiorreceptores por doses subletais
de cianeto de potassio (KCN) produzem comportamentos de defesa similares
agueles da estimulacdo elétrica ou quimica da MCPD. Mais importante,
enquanto doses subliminares de KCN potenciaram as respostas de defesa a
estimulacao elétrica da MCPD, a lesdo desta estrutura aboliu as respostas de
defesa a administracdo isolada do KCN. Embora a exposicdo ao CO, (8% e
13%), isoladamente, inibiu os comportamentos de defesa eliciados pela
estimulacdo da MCPD, a exposicdo ao CO, potenciou as respostas de fuga
induzidas pela administracdo de KCN. Os autores concluiram que a MCPD
abriga um sistema de alarme de sufocamento sensivel a anodxia, cuja disfuncéo
desencadearia 0os AP e tornaria os individuos hipersensiveis ao CO,. Este
estudo também sugere que o mecanismo fundamental do sistema de alarme de
sufocamento esteja relacionado a hipdxia, e ndo a hipercapnia. Em todo caso,
estes resultados sdo evidéncias importantes do envolvimento da MCPD nos
comportamentos de defesa ao sufocamento (Schimitel et al., 2012). Por fim,
Schimitel e colaboradores (2012) sugeriram que os AP do tipo respiratério
(sufocamento) e nao-respiratorio (predatério) sdo processados pelas colunas
dorsolateral (MCPDL) e lateral (MCPL) da MCPA, respectivamente.

O envolvimento da MCPD nos AP também foi sugerido por uma
série de estudos conduzidos por Lovick e colaboradores (Lovick, 2006, 2008;
Lovick & Devall, 2009) que mostraram que a excitabilidade da MCPA das ratas

flutua durante o ciclo estral, tal como é observado em mulheres com TP.
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Particularmente, os neurdnios da MCPA dorsolateral (MCPDL) apresentaram
aumentos significantes na expressdao da subunidade alfa-4/beta-1/delta de
receptores GABA ao final do diestro (equivalente a fase pré-menstrual em
mulheres), quando comparados as outras fases do ciclo estral ou a sua
expressdo em ratos machos (Lovick, Griffiths, Dunn, & Martin, 2005). Além
disto, estes autores mostraram que as subunidades alfa-4/beta-1/delta dos
receptores GABA estavam majoritariamente localizadas em neurénios GABA
(auto-receptores) da MCPADL (Griffits e Lovick, 2005a, 2005b). Portanto, como
as subunidades alfa-4/beta-1/delta dos receptores GABA apresentam uma
sensibilidade excepcional a injecéo iontoforética de GABA (Lovick et al., 2005),
a sobre-regulacdo de auto-receptores com esta subunidade provoca uma
reducdo atenuada do tbnus inibitério da MCPDL. Portanto, Lovick e
colaboradores sugeriram que o aumento da expressdo dos auto-receptores
alfa-4/beta-1/delta seja um fator primordial para o desenvolvimento do TDFL e
da alta comorbidade deste transtorno com os AP (Yonkers, Pearlstein, &
Rosenheck, 2003). Este mecanismo explicaria a alta susceptibilidade dos
pacientes com TDFL tanto ao CO, (Gorman et al., 2001; Kent et al., 2001)
quanto aos panicogénicos na fase lutea tardia (Le Mellédo et al., 2000).
Adicionalmente, Lovick e colaboradores mostraram que a resposta pressorica,
a taquicardia e a taquipnéia produzidas por injecdes sistémicas do panicoégeno
CCK (pentagastrina) foram aumentadas no diestro. Em ratas no proestro, a
resposta pressoérica e a taquicardia, mas ndo a taquipnénia, também foram
aumentaram no inicio do diestro (Brack, Jeffery, & Lovick, 2006). Por fim,
registros intracelulares dos neurdnios de projecdo da MCPD mostraram

aumentar a taxa de disparo produzida pela administracdo intravenosa de
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pentagastrina, ou de injecdes iontoforéticas de antagonistas GABA-A,
aumentou significantemente no estro e fim do diestro, quando comparados ao
proestro e inicio do diestro (Brack e& Lovick, 2007).

Estes mecanismos seriam complementares aqueles sugeridos por
Smith e Wooley (2004) para a etiologia do TDFL. Os ultimos autores sugeriram
gue enquanto as propriedades neuroexcitantes do estradiol sdo responsaveis
pelo aumento da excitabilidade na metade do ciclo estral, a excitabilidade no
inicio e fim da fase latea estdo associadas as mudancas dos niveis centrais do
principal metabdlito da progesterona, a alopregnanolona (3a,5a-THP).
Contudo, enquanto as inje¢cdes agudas de progesterona e alopregnanolona tem
efeitos ansioliticos acentuados em ratos, a exposicdo de 72 horas a
progesterona produz aumentos de ansiedade semelhantes aqueles observados
em mulheres durante a elevacdo inicial da progesterona. Apds isso, a
ansiedade declina para niveis basais a despeito da exposicado prolongada das
ratas a progesterona. Contudo, a ansiedade € restaurada pela a retirada
repentina da progesterona, mimetizando o rapido decaimento deste horménio
que precede a menstruacao (Gallo e Smith, 1993; Smith e Wooley, 2004). O
aumento da ansiedade no inicio e fim da fase latea parecem, portanto, ser
devidos a sobre-regulacdo pela allopregnanolona da subunidade alfa-4 de
receptores com baixa sensibilidade ao GABA (Gulinello et al., 2001, 2002;
Smith, 2002). Em realidade, o aumento da ansiedade devido a retirada da
progesterona em ratos pode ser prevenido pelo bloqueio por indometacina da
metabolizacdo da progesterona em alopregnanolona. Assim, em vez da
progesterona, a allopregnanolana é o composto ativo (Smith et al., 1998). De

fato, os niveis de allopregnanolona de paciente de TDFL tratados foram
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significativamente menores no periodo de melhora comparados com 0s sujeitos
que nao apresentaram melhora. A melhoria também associou-se
significantemente com baixos niveis de allopregnanolona durante a depresséo
pré menstrual e mudancas no apetite (Freeman, Frye, Rickels, Martin, & Smith,
2002). Portanto, o aumento da incidéncia de ansiedade e panico na fase lutea
tardia parece ser mediado por efeitos distintos da allopregnanolana na
transmissdo GABA, isto é, a sobre-regulacdo da subunidade alfa/4 de
receptores GABA-hiposensiveis em areas que controlam a ansiedade, ou a
sobre-regulacdo da subunidade alfad/betal/delta de autoreceptores GABA-
hipersensiveis na MCPA, respectivamente. Um terceiro grupo de experimentos
examinou efeitos do hipotiroidismo nas respostas de defesa evocada da
estimulacdo da MCPA. (Siqueira, Rossoni, & Schenberg, 2010a; Siqueira,
Rossoni, Tiengo, Tufik, & Schenberg, 2010). A relacdo entre AP e desbalanco
hormonal foi originalmente sugerido por Klein (1964) em seu estudo pioneiro
sobre a farmacologia do panico e dos transtornos de ansiedade. Na verdade,
12 dos 14 pacientes do ultimo estudo tiveram seu primeiro AP em contexto de
distarbios endocrinos, incluindo ooferectomia, histerectomia, condicbes de pré
ou pés parto e terapia desequilibrada para hipotireoidismo. Em ordem para
clarificar os conflitos os conflitos dos dados clinicos acerca da comorbidade
com AP e doencas da tireoide, experimentos realizados recentemente em
nosso laboratério mostraram que injecdes sistémicas de baixas dose do
horménio liberador de tireotrofina (TRH, 1 pg/ kg, i.p.) produziu aumento
significante nos limiares das resposta de imobilidade (40%), trote (33%), galope
(34%), salto (39%) e exoftalmia (43%) evocadas da estimulagcdo da MCPA. Em

contraste, 0 TRH néo teve efeitos na exploracdo do braco aberto do labirinto
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em cruz elevado (LCE) (Siqueira et al., 2010a). Em outro estudo (Siqueira et
al., 2010b), os efeitos do agente anti-tireoide, metimazol (MTZ) foi avaliado ou
nos comportamentos de panico induzidos pela estimulacdo elétrica da MCPA
OU nos comportamentos ansiosos de ratos exposto ao EPM. Os dados
mostraram que 10 dias de tratamento com MTZ produz marcante aumento dos
limiares de exoftalmia (65%), imobilidade (75%), trote (63%), galope (56%),
salto (47%), defecacao (114%) e miccao (85%). Esses efeitos permaneceram
mesmo apoés o fim do tratamento com a droga. Em contrate, MTZ teve efeitos
variaveis no LCE que nédo se correlacionaram com os indices bioquimicos do
hipotireoidismo (Siqueira et al., 2010b). Esses estudos suportam a atenuacao
dos AP no hipotireoidismo. Ainda permanece para ser elucidado se esses
efeitos sdo mediados por projecdes de neurdnios TRHérgicos da MCPA para
NDR ou por uma unica populacédo de neurénios TRH na MCPVL. Em qualquer
caso, 0s estudos anteriores sugerem que 0S experimentos planejados para
reproduzir as caracteristicas clinica do TP ou das comorbidades deste
transtorno com outras condicfes sdo passos obrigatdrios na investigacdo da
neurobiologia dos AP.

Shekhar e colaboradores relataram uma serie de experimentos
que procurou um modelo para AP induzido por lactato de sd6dio em ratos
(Johnson & Shekhar, 2006; Johnson, Truitt, Fitz, Lowry, & Shekhar, 2008,
Johnson et al., 2010; Molosh et al., 2010; Shekhar, 1994; Shekhar, & Keim,
1997; Shekhar, Keim, Simon, & McBride, 1996; Shekhar et al., 2006). Esses
estudos foram baseados em observacdes prévias que mostraram que a
inibicdo da transmissdo GABAérgica do hipotalamo posterior produz aumentos

da atividade locomotora “sugestivos de uma reacgao de fuga” e facilitam tanto a
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supressdo comportamental em experimentos de conflito quanto a esquiva nao-
sinalizada de Sidman (Shekhar & DiMicco, 1987; Shekhar, Hingtgen, &
DiMicco, 1987; 1990). Contrariamente, injecdo do agonista de receptor GABA-
A, muscimol, no hipotalamo posterior liberou o comportamento punido (Shekhar
et al., 1990). Embora o envolvimento do HDM ter sido descartado em estudos
anteriores, novos experimentos identificaram locais efetivos neste nucleo
(Shekhar et al., 1993). Os ultimos estudos também mostraram que o bloqueio
ou a facilitacdo da transmissdo GABA-A no HDM produz aumento ou
diminuicao da ansiedade no LCE, respectivamente.

Os estudos seguintes de Shekhar abriram perpectivas inéditas na
medida em que mostraram que 0s comportamentos evocados do HDM séo
bloqueados pelo tratamento subcrénico com panicoliticos clinicamente
eficazes, imipramina (5 and 15 mg/kg, 7 dias) e clonazepam (5 mg/kg, 3 dias).
Além de apoiar a mediacdo do HDM nos AP (Shekhar, 1994), esses dados
foram corroborados por estudos mostrando que infusdo crénica osmoticamente
dirigida de inibidor da sintese GABA (allilglicina) no HDM tornaram os ratos
sensiveis a administracdo intravenosa de lactato de sodio.5 M (10 ml/kg/15
min), mostrou aumento significante da frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea
e ansiedade medidas através do teste de interacéo social (IS) e do testes EPM
(Shekhar et al.,, 2006). Resposta induzida pelo lactato também foram
bloqueados por antagonista de receptor ionotrépico ou metabotropico
glutamatergicos no HDM, e por microinjecdes de tetrotoxina no 6rgao vascular
da lamina terminal (OVLT) (mas nado no orgéo subfornical) (Shekhar & Keim,
1997). Adicionalmente, resposta induzidas por lactato em ratos predisposto ao

panico foram facilitadas pela injecao periférica de ioimbina (Shekhar, Sajdyk,
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Keim, Yoder, & Sanders, 1999, Shekhar et al., 2006), mas bloqueada por
alprazolam (Shekhar & Keim, 2000). O envolvimento da amigdala nos efeitos
autonémicos e comportamentais induzidos pelo lactato foram reproduzidos em
ratos sujeitos ao kindling quimico da amigdala através de repetidas
microinjecdes dentro da amigdala basolateral (BLA) antagonista de receptor
GABA-A ou urocortina, um analogo do hormdnio liberador de corticotrofina
(CRH) (Sajdyk, Schober, Gehlert, & Shekhar, 1999; Sajdyk & Shekhar, 2000).
Entretanto, estudos recentes de Shekhar's aumentou as duvidas
acerca da homologia dos AP induzidos por lactato em ratos e humanos.
Primeiro, Johnson e Shekhar (2006) registraram que enquanto que as
respostas evocadas pelo lactato de soédio foram facilitadas por microinjecfes de
angiotensina Il no HDM, elas foram atenuadas pelos antagonista de
angiotensina Il, saralasine (ndo-seletivo) e losartan (seletivo tipo-1). Estes
autores concluiram que o lactato ativas projecdes angiotensinogénicas do
OVLM para neurbnio do HDM , que por sua vez se projeta para o BNST e CeA
para mediar comportamentos ansiosos,e para nucleos simpaticos e
parassimpaticos cerebrais para mediar respostas cardiovascular e respiratoria,
componentes da resposta do panico. Apoés isso, Johnson e colaboradores.
(2010) mostrou que as repostas induzidas por lactato foram blogueadas pelo
antagonista e o silenciamento do gene para receptor de orexina-1. No seu
conjunto, os ultimos estudos sugerem que as repostas induzidas por lactato em
ratos predispostos foram mediadas pela angiotensina e peptideo orexina que
se acredita ter papel crucial na sede (Antunes-Rodrigues, Elias, Valenca, &
McCann, 2004;), alimentacdo (Rodgers, Ishii, Halford, & Blundell, 2002) e, no

caso da orexina, na vigilia (Siegel, 1999; Taheri, Zeitzer, & Mignot, 2002). A
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relacdo das respostas induzidas por lactato em ratos e os mecanismo da sede
foi ainda sugerido pelo achado de Molosh e colaboradores. (2010) mostrando
que os comportamentos de panico em ratos predisposto também foram
produzidos por infusdo intravenosa de cloreto de sédio a .5 M. Devido a infusado
iso-osmolar de D-manitol ter sido ineficazes, eles concluiram que os AP resulta
na ativacdo de vias osmosensiveis pelo aumento da concentracdo de saédio,
mas nao de lactato. No entanto, Kellner e colaboradores. (1998) demonstrou
gue nem os paciente TP, nem 0s sujeitos controles apresentaram AP durante a
infusd@o intravenosa de solucéo de cloreto de sédio (2.7%) iso-osmolar para .5
M lactato de sédio. Portanto, embora ndo se possa descartar o envolvimento
da angiotensina Il e da orexina no estado ansioso que acompanham distarbios
da sede, fome e raiva, as resposta induzidas por lactato em “ratos propensos”
nao sdo melhor modelo para reproduzir o panico na clinica. Atualmente, o
efeito comportamental da infusdo de lactato foram avaliados em procedimentos
gue se acredita representar modelo de GAD mas ndo de AP. Ha duas razdes a
mais que tornam improvavel a participacdo do DMH nos AP. Primeiro, embora
a estimulacdo quimica do DMH em ratos anestesiados com pentobarbital
produzir apenas um pequeno aumento nos niveis plasmaticos de ACTH (70%)
e CORT (80%), sua estimulacdo em ratos conscientes eleva 0s niveis
plasmaticos de ACTH em cerca 600% (Zaretskaia, Zaretsky, Shekhar, &
DiMicco, 2002). Segundo, estudos recentes de nosso laboratdrio mostraram
que enquanto a estimulacéo elétrica do DMH com pulsos de onda de baixa
resolucdo e intensidade variavel elicia todas as respostas de defesa no rato
(incluindo os comportamentos de panico de galope e salto), a estimulagcdo com

pulsos de onde de alta resolucdo e frequéncia variavel produziu somente
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exoftalmia na porcdo difusa do HDM (HDMd) ou exoftalmia, imobilidade,
defecacdo e miccdo na porcdo compacta HDM (HDMc). As ultimas resposta
foram também observadas apds a estimulacdo quimica com baixa resolucéo
HDMd com NMDA. No entanto, na presenca de alimentos, a estimulacao
elétrica ou quimica do HDMd elicia robusto comportamento ingestivo
dependente da intensidade e da dose em ratos saciados. Contrariamente, todo
o repertorio de comportamento defensivo dos ratos, incluindo a resposta de
galope e salto, foi produzido em trés ratos no qual o eletrodo foi
inadvertidamente implantado na divisdo dorsomedial do hipotalamo
ventromedial (HVM) (Alves, 2007). Esses dados sugerem que O
comportamento defensivo induzidos pela estimulagdo do HDMd foram mais
provavelmente devido a fuga da corrente para o ultimo nucleo. Embora esses
dados apoiam o envolvimento do “capuz” do HVM na expressdao dos
comportamentos defensivos (Blanchard et al., 2005), eles sugerem a
participacdo limitada do HDMc se houver. De fato, estudo recente mostrou que

a estimulacao elétrica do HVYM em humanos produz AP (Wilent et al., 2010).

COMORBIDADE DO TRANSTORNO DE PANICO

Em seu estudo seminal sobre a farmacoterapia do TP, Donald
Klein (1964) observou que 50% dos pacientes hospitalizados sofreram
ansiedade de separacdo severa na infancia que, freqientemente, impediu-0s
de comparecer a escola. Mais recentemente, Rachel Klein (1995) relatou que o
aumento da frequéncia de AP na idade adulta foi o Unico achado significante

num estudo duplo-cego de follow-up baseado em entrevistas clinicas de
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criancas com sintomas definidos de ansiedade de separacéo (recusa escolar).
De fato, predispfem tanto para depressdo e pancio em individuos adultos
(Klein, 1964; Gittelman-Klein and Klein, 1971; Battaglia et al., 1995; Klein,
1995; Aschenbrand et al., 2003; Preter and Klein, 2007; Roberson-Nay et al.,
2012). Panico e depressao sdo altamente comorbidos (Angst e Wicki, 1993;
Gorman e Coplan, 1996; Ballenger, 1998; Kaufman and Charney, 2000). Na
verdade, criancas com SAD, filhos de pais com PD apresentam resposta
ventilatoria para hipercapnia similar aquelas observadas em pacientes adultos
com panico (Roberson-Nay et al., 2010). A susceptibilidade da SAD para PD foi
recentemente apoiada por estudo em animais mostrando que a resposta
ventilatoria a hipercapnia é facilitada tanto em camundongos quanto em ratos
gue foram sujeitosa um ambiente familiar instavel (cross-fostering) e isolamento
social neonatal (NSI), respectivamente (Kinkead et al., 2005; Genest et al.,
2007a,b; Dumont et al., 2011; D’Amato et al., 2011). De fato, experimentos com
ratos recém-nascidos mostram que o desenvolvimento do cérebro é altamente
sensivel ao estresse de separagdo materna e que O comportamento e
estimulos da mae tém efeitos marcantes no desenvolvimento do sistema
nervoso do filhote. Assim, muitas evidéncias mostram que a separa¢ao induz
vocalizacdo ultrassbnica e respostas neuroendocrinas que sao marcadamente
afetados pelos cuidados da mae, como a alimentagcdo e caricias urogenitais,
térmicas, tatil e sinais olfatérios tanto da méae quanto dos filhotes (Winslow and
Insel, 1991; Suchecki et al., 1993a,b; Cirulli et al., 1994; Hofer, 1996; Hofer et
al., 1994, 1999; Kuhn and Schanberg, 1998; Levine, 2001; Okimoto et al., 2002;
Shair et al., 2003; Neumann et al., 2005; Wohr and Schwarting, 2008; Oreland

et al. 2009). Adicionalmente, dados nao publicados do nosso laboratério
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(Quintino dos Santos, 2011) mostraram que ratos submetidos ao isolamento
social neonatal (ISN), apresentaram robusta facilitacdo dos comportamentos de
panico evocados pela estimulacdo da MCPA. Portanto, a intensidade dos
limiares foram significantemente reduzidos para exoftalmia (-28%), imobilidade
(-20%), trote (-17%), galope (-20%) e salto (-13%) em relacdo aos controles.
Contrariamente, os grupos nao diferiram a respeito dos limiares de defecacao
ou miccdo. Os ultimos dados de acordo com o0s estudos anteriores sugerem
gque os comportamentos evocados da MCPA de imobilidade e fuga séo
mediados por sistemas separados daqueles observados para defecacdo e
miccdo (Schenberg et al., 2000, 2001; Schimitel et al.,, 2012). Na&o
conhecidentemente, urgéncias de defecacdo e mic¢cdo nunca foram
experienciados pelos pacientes durante AP (D.F. Klein, comunicacdo pessoal),
nem reconhecido como simtomas tipico de péanico clinico (APA, 2000; WHO,

1993).

Rachel Klein (1995) também observou um aumento significativo
de internacdes devidas a episodios depressivos e um aumento marginal
(P<0,10) na incidéncia de depresséo no estudo de follow-up de criancas com
ASI. Contudo, no desamparo aprendido (DA, learned helplessness), um modelo
de depressao reativa baseado na exposi¢cao de ratos a choques inescapaveis,
Quintino dos Santos (2011) observou aumentos acentuados dos limiares de

imobilidade, trote e galope 6 dias ap0s a aquisicdo do DA.

Estes resultados sugerem que o TP seja predisposto pela ASI,
mas nao pela depressao reativa. Os efeitos distintos do ISN e DA na MCPA
foram evidenciados pelo estudo recente de Rosa (2012) que mostrou que

enquanto os niveis de 5-HT e 5-HIAA da MCPA de ratos adultos que foram
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submetidos ao ISN nédo diferiram dos controles, os ratos expostos aos choques
escapaveis (CE) apresentaram aumentos significantes dos niveis de 5-HT na
MCPA dorsal, e ratos expostos aos choques inescapaveis (Cl) aumentos de 5-
HT na MCPA ventrolateral. Como ndo foram observadas alteractes
significantes nos niveis da 5-HIAA, o aumento da taxa de renovacdo foi
provavelmente devido ao aumento na sintese de 5-HT. Estes dados sugerem
gue os efeitos tardios do DA (mas ndo do ISN) sobre as respostas de defesa,
podem ser devidos aos aumentos diferenciados dos niveis de 5-HT nas
divisbes dorsal e ventrolateral da MCPA, respectivamente. Além de
adicionarem novas evidéncias da mediacao dos AP pela MCPD, estes estudos
preparam o cenario para o0 desenvolvimento de modelos translacionais
abrangentes do TP, envolvendo tanto as causas primarias relacionadas a
fisiopatologia do desenvolvimento infantil do paciente de panico como as

causas secundarias de deflagracdo dos AP na vida adulta.

Preter e Klein (2008) sugeriram que a comorbidade entre TP e
ASI pode ser explicada por uma anormalidade do sistema opioidérgico, uma
vez que este tem um papel fundamental tanto na respiracdo quanto nas
relacbes parentais. De fato, os estudos pioneiros de Panksepp e colaboradores
(1997) mostraram que o sistema opiodérgico regula as emocdes resultantes do
isolamento social, uma vez que a administracdo de doses baixas de opidides
reduziu a vocalizacdo e agitacdo motora de filhotes durante os periodos de
isolamento. Por outro lado, estudos recentes em humanos mostraram que a
infusdo de naloxona seguida de lactato de sodio em individuos saudaveis
produziu alteracbes respiratdrias semelhantes as observadas durante os AP

(Sinha et al., 2007; Preter et al., 2011). Estes estudos levantaram a questao da
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interacdo dos sistemas opiodérgico e serotonérgico da MCPD. De fato, estudos
recentes em ratos mostraram que o efeito panicolitico da administracéo cronica
de fluoxetina no labirinto-em-T elevado (aumento da laténcia de fuga do braco
aberto) foi antagonizado pela administracdo de naloxona, tanto sistémica
quanto microinjetada na MCPD (Roncon et al., 2012). Estes resultados
sugerem que os efeitos antipanico da fluoxetina sdo mediados pelo sistema
opi6ide enddégeno da MCPD. De fato, a administracdo prévia de naloxona na
MCPD antagonizou o efeito panicolitico agudo da microinjecdo de 5-HT nesta
estrutura. Estes estudos sdo um passo importante na conciliagcdo das hipoteses
de Deakin e Graeff (1991) e Klein e colaboradores (Klein, 1993; Preter e Klein,
2007).

Por outro lado, cerca de 50% dos pacientes com depressao maior
apresentam hipercortisolemia e 40% apresentam resposta aumentada de
ACTH no teste de dexametasona/CRH (Sachar et al.,, 1980; Erhardt et al.,
2006). De fato, alguns estudos sugerem que a hiperfuncdo do eixo HHA nos
pacientes depressivos possa envolver algum tipo de predisposicdo genética
(Holsboer, 2000). Em adicdo, a privacdo materna em ratos e camundongos
facilita as respostas do eixo HHA ao estresse tanto antes quanto apds o
desmame (Lippmann et al., 2007; Walker et al., 1986 ). Assim, embora os AP
nao ativem o eixo HHA, eles podem ser facilitados pela ativacdo concorrente
do eixo em situacdes estressantes. Estes e outros estudos justificam o exame

pormenorizado das relacdes do estresse com o TP, como veremos adiante.
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TRANSTORNO DO ESTRESSE

A teoria do estresse de Hans Selye (1950) teve um impacto
enorme na pratica médica e suas implicacfes foram intensivamente debatidas
por quase um século. Selye, conceituou o “estresse” como uma reagao
inespecifica do organismo, a “sindrome geral de adaptacéo”, a uma demanda
intensa, tanto interna quanto externa, fisica ou psicoldgica, que colocaria em
risco o equilibrio (homeostase) do meio interno. A nocao de “inespecificidade”
da resposta de estresse foi desenvolvida a partir de observacdo de que a
atividade do cortex adrenal, bem como a ocorréncia de Ulceras gastricas e a
involucdo timo-linfatica, sdo aumentadas por uma extensa gama de estimulos,
incluindo trauma, hemorragia, queimaduras, calor, frio, raio-X, exercicio
muscular, andxia, infeccdo, estimulos psicolégicos e varios tipos de drogas.
Estudos posteriores mostraram que a resposta aguda aos estressores inclui a
descarga macica de horménios do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA),
com o consequente aumento da secrecdo de ACTH e CORT (cortisol em
primatas, ou corticosterona em roedores) e a ativacdo acentuada do sistema
nervoso simpatico. Posteriormente, observou-se que a PRL também é
consistentemente liberada no estresse agudo (Neill, 1970; Siegel et al., 1980;
Diijkstra et al., 1992; Krulich et al., 1974; Mioduszewski et al., 1982).

Segundo Selye, a sindrome geral de adaptacéo desenvolver-se-ia
em 3 estagios. O primeiro estagio consistiria na “reacdo de alarme”, uma
descarga macica de hormonios adrenais, com alteracbes dramaticas dos
mecanismos homeostaticos, incluindo distirbios da pressdo sanguinea, dos

niveis circulantes de glicose, balanco eletrolitico, alteracdes da permeabilidade
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da membrana, etc. Havendo a persisténcia do estresse, a sindrome evoluiria
para o “estagio de resisténcia”. Nesta fase, a secrecdo de CORT permaneceria
alta, porém estavel, e o organismo se adaptaria ao estresse, com a
consequente melhora ou desaparecimento dos sintomas. Finalmente, se o
estimulo estressor permanecEste por um periodo suficientemente longo, a
sindrome evoluiria para um terceiro estagio, o “estagio de exaustdo”, no qual a
hipéfise e adrenais esgotariam seus hormonios e o organismo perderia a
capacidade de adaptacdo. Neste estagio, caracteristico de estresse severo
e/ou duradouro, as defesas do organismo seriam arruinadas, levando ao
reaparecimento dos sintomas e ao colapso de funcdes e 6rgados vulneraveis,
principalmente, a funcdo imunoldgica e o trato gastrointestinal, podendo ser
fatal. Num certo sentido, a terceira fase poderia ser chamada de “sindrome
geral de desadaptacao”. A despeito da associagao usual dos efeitos nocivos do
estresse aos estagios finais da sindrome geral de adaptacdo (resisténcia e
exaustdo), estes efeitos também podem ocorrer em episddios agudos, desde
gue suficientemente intensos.

Portanto, em oposi¢cédo ao postulado de Koch de que toda doenca
tem uma causa especifica, Selye ressaltou a importancia de causas
inespecificas denominadas genericamente de “estressores”. Por outro lado,
enquanto Cannon examinou o sentido adaptativo das respostas viscerais que
acompanham as reacoes de fuga e luta (emergency reactions); Selye ressaltou
0S aspectos nocivos do estresse intenso ou prolongado. Como resultado,
enquanto o primeiro cunhou o conceito de “homeostase” para definir o conjunto
de reflexos que visa a manutencéo da estabilidade do meio interno (o “millieu

interieur” de Claude Bernard), o segundo desenvolveu o conceito de “estresse”
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para caracterizar o desequilibrio do meio interno produzido pelas agressdes ao
organismo.

Recentemente, foi introduzido um novo termo na literatura de
estresse, a “alostase”. Resumidamente, enquanto a homeostase é definida
como a variacdo de um sistema fisiologico entre limites bastante restritos, a
alostase considera que estes limites podem ser redefinidos em vista de
modificacdes do estado do organismo.(por exemplo, obesidade, hipertensao,
exercicio, etc). Neste contexto, também foram introduzidos os conceitos de
“carga alostatica” e “sobrecarga alostatica” para referir-se ao custo do estresse
para o organismo, incluindo o desenvolvimento de doencas graves no segundo
caso (McEwen e Wingfield, 2003; Peters e McEwen, 2012).

Por outro lado, a “inespecificidade” da resposta de estresse foi
criticada por varios autores (Mason, 1971; Pacak et al., 1998). Em patrticular,
Pacak e colaboradores (1998) testaram esta hipotese verificando se variacfes
na intensidade de diversos tipos de estressores originariam variacfes
proporcionais similares das respostas simpaticas e neuroendocrinas.
Contrariamente, no entanto, estes autores observaram que tipos diferentes de
estressores (hemorragia, insulina, inje¢cdes subcutaneas de formaldeido, frio,
ou imobilizagdo) produzem padrdes distintos de respostas neuroenddcrinas e
simpaticas. Adicionalmente, estas respostas n&do variaram de forma
homogénea a variacbes similares da intensidade dos estressores. Assim,
comparados aos aumentos do ACTH, o frio eliciou respostas maiores de
norepinefina (NE), a insulina respostas maiores de epinefrina (EPI), e a

hemorragia respostas reduzidas de ambas as catecolaminas. Em contraste, a
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imobilizacédo eliciou respostas acentuadas dos 3 horménios. Estes resultados
sugeriram que cada estressor tem uma “assinatura” neuroenddcrina.

Qualquer que seja o caso, a caracteristica fundamental do
estresse € o aumento da sintese e secre¢cdo de CRH, ACTH e CORT na
divisdo parvocelular do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN), na hipdéfise
anterior e na zona fasciculada do cortex adrenal, respectivamente. Contudo,
enquanto a hidrocortisona e o cortisol (95% da atividade) sdo os principais
glicocorticéides em primatas, a corticosterona é o glicocorticéide predominante
em roedores. Dentre os efeitos mais conhecidos dos CORT destacam-se o
incremento acentuado da neoglicogénese (6 a 10 vezes), aumentando 0s
depdsitos hepaticos de glicogénio e mobilizando as proteinas do musculo
esquelético e os acidos graxos do tecido adiposo, e a estimulacdo de
horménios glicoliticos, como a EPI e o glucagon, garantindo o suprimento
energético do organismo e, principalmente, do cérebro, durante a resposta de
estresse. Os glicocorticoides também facilitam as acdes vasculares e cardiacas
das catecolaminas, preparando o sistema cardiovascular para uma eventual
sobrecarga.

Os glicocorticdides tém dois modos de ac¢des: permissivo ou
protetor. No modo permissivo, os glicocorticoéides (a) mantém a atividade basal
do eixo HHA, (b) ajustam o limiar de ativacdo do eixo HHA ao estresse e (c)
inicializam (priming) os mecanismos de defesa dos organismos. Por exemplo,
os glicocorticoides facilitam os efeitos das catecolaminas no metabolismo
lipidico e glicolitico, sobre-regulam (upregulation) a expressdo dos receptores
da inflamacdo e agem centralmente nos processos de atencao, integracao da

informacédo sensorial e selecdo de respostas (Bucking, 2000). No segundo
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modo, supressivo ou protetor, as ac¢des dos glicocorticbides capacitam o
organismo para lidar, ou adaptar-se, ao estresse, assim como na sua
recuperacdo. As acbes anti-inflamatérias e imunossupressoras dos
glicocorticéides s@o caracteristicas centrais deste modo de atividade,
impedindo que respostas imunoldgicas exageradas causem danos ao
organismo. Outras acles protetoras importantes incluem a habilidade dos
esteréides em redirecionar o metabolismo para atender as demandas
energéticas do estresse e o0 exercicio de funcBes cerebrais importantes,
inibindo funcbes irrelevantes nas condicbes de estresse, tais como, 0
crescimento e funcdes reprodutoras (Gray 1991).

As acdes permissivas dos esterdides ocorrem em concentracfes
fisiolégicas reduzidas e sdo majoritariamente mediadas pelos receptores de
alta afinidade (receptor tipo-I ou mineralocorticéide, MR). Em contraste, as
acOes supressivas ocorrem na vigéncia das concentracbes elevadas de
glicocorticéides do estresse e sdo mediadas por receptores de baixa afinidade
(receptor tipo-Il ou glicocorticéide, GR) (Buckingan, 2000)

O funcionamento do eixo HHA é controlado por alcas de
retroalimentacdo (feedback) negativa mediadas por ambos os tipos de
receptores (McEwen, 1991) tanto ao nivel de hipotalamo e hipdéfise (De Kloet,
1995) quanto nas estruturas supra-hipotalamicas (De Kloet et al., 1986; Gesing
et al., 2001; Meaney et al., 1996; Meijer e De Kloet, 1998; Reul et al., 1990). Os
MR apresentam alta especificidade e ligam-se seletivamente a CORT. No
encéfalo, os MR estdo localizados mais densamente nos neurdnios do septo e
hipocampo e s&o descritos como receptores de “alta-afinidade” e “baixa-

capacidade”. Contrariamente, os GR tém “baixa-afinidade” e “alta-capacidade”.
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Os receptores GR estdo extensamente distribuidos no encéfalo, incluindo o
hipocampo, hipotalamo e células da hipdfise. As caracteristicas
complementares destes receptores conferem-lhes papéis distintos na
regulacdo eixo HHA. Assim, enquanto os MR operam em presenca de
concentracdes reduzidas de CORT e exercem o controle basal do eixo HHA, os
GR sao ativados nas concentracdes elevadas de CORT e desempenham um
papel fundamental em situacdes de estresse (De Kloet et al., 1988; McEwen
1991).

Embora o eixo HHA seja tonicamente inibido pelas aferéncias
hipocampais do PVN (McEwen,1982; Axelrod et al.,1984; Kim et al., 2002) as
projecbes da amigdala e hipotdlamo a este nucleo tém uma funcao
fundamental nas respostas neuroenddcrinas ao estresse (Helmstetter.,1992;
Adamec et al., 1999). Estas estruturas desenvolvem plasticidade neuronal e
podem ser responsaveis pela hiperfuncdo do eixo em diversos transtornos
psiquiatricos, incluindo o panico e a depressdo (Erhardt et al.,, 2006).
Provavelmente, a plasticidade deve-se a convergéncia das aferéncias do PVN,
excitatérias ou inibitérias da secrecdo do hormonio liberador da corticotrofina
(CRF) (Whitnall et al., 1993) e da vasopressina (AVP) (Antoni et al., 1993), os
principais secretagogos do ACTH (Dallman et al.,, 1987). Um exemplo
caracteristico da plasticidade do eixo HHA consiste na observacdo de que
animais submetidos a estresse crénico exibem respostas neuroenddcrinas
normais, ou até mesmo aumentadas, a um novo estressor, a despeito do
intenso feedback negativo devido aos niveis elevados de glicocorticoides do
estresse crénico (Akana et al.,1997, Bhatnagar et al., 1995, Ottenwelle et al.,

1989, Scribner et al., 1991).
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No mesmo sentido, varios estudos mostram que o funcionamento
do eixo HHA pode ser “programado” em idade bastante precoce, corroborando
a associacao bastante frequente de adversidades na infancia e transtornos
psiquiatricos na vida adulta (Bowlby, 1973). Em particular, embora os ratos com
duas semanas de vida apresentem niveis basais e respostas reduzidas de
CORT que sédo caracteristicos do “periodo hiporresponsivo ao estresse”
(SHRP, stress hyporesponsive period) (Schapiro et al.,, 1962; Levine, 1994,
2001, 2002), eles tornam-se sensiveis a um estresse moderado (injecdo de
salina) apos a separacdo maternal de cerca de 24 h. De fato, embora o CRF e
AVP ja sejam detectados na ultima semana de gestacdo (Emanuel et al.,
1989), a mae exerce uma poderosa inibicdo do eixo HHA. Dentre os estimulos
maternos que controlam o eixo HHA do filhote, as caricias anogenitais inibem o
PVN, a alimentacéo inibe a resposta adrenal ao ACTH, e o contato passivo
inibe a resposta do eixo HHA ao estresse (Suchecki et al., 1993; Levine, 2001).
Adicionalmente, enquanto os filhotes manuseados e/ou submetidos a
separacdo maternal breve (3-15 min) apresentam respostas neuroenddcrinas
atenuadas na vida adulta, filhotes submetidos a privacdo materna por periodos
prolongados (24 h) apresentam respostas exageradas ao estresse, tanto
durante o0 SHRP quanto na vida adulta (Suchecki et al., 1993; Levine, 2001,
2002; Lippmann et al. 2007;. Walker et al., 1986). Notavelmente, como o CRH
€ sub-regulado nos filhotes privados, a hiperfuncéo do eixo HHA nestes filhotes
deve-se, aparentemente, a AVP (Levine, 2001)

Conforme mencionamos, evidéncias abundantes sugerem que 0s
horménios do estresse (ACTH, CORT e PRL) ndo sdo aumentados, ou possam

ser até mesmo inibidos, pelo estresse inquestionavel do AP (Liebowitz et al.,
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1985 a; Levin et al., 1987; Woods et al., 1987, 1988; Hollander et al., 1989a,b;
Kellner et al., 1998). De fato, a infusdo de lactato de sodio aumenta os niveis
plasmaticos do fator natriurético atrial (FNA), um inibidor fisiolégico da secrecao
de CRH (Kellner et al., 1998). Por outro lado, embora a inibicdo do eixo HHA
durante comportamentos emocionais seja um fenébmeno bastante raro, Levine
e colaboradores (Conner et al.,1971; Erskine e Levine, 1973) mostraram que 0
aumento da secrecdo de ACTH devido a aplicacdo de choques nas patas é
atenuado se os choques forem aplicados na presenca de outro rato, induzindo
0 comportamento de luta (shock-induced aggression).

Além da ativacdo do eixo HHA, o estresse aumenta a liberacéo de
PRL tanto em humanos quanto em animais (Euker et al., 1975; Meyerhoff et al.,
1988; Lamberts & Macleod, 1990; De Giorgi et al.,1992; Biondi e Picardi, 1999;
Freeman et al., 2000; Fujikawa et al., 2004; Rossier et al., 1980). A PRL é um
polipeptideo com ampla atividade biologica sintetizado e secretado pelos
lactotrofos da hipdéfise anterior (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).
O nucleo arqueado do hipotalamo tem um papel fundamental na regulacédo da
secrecdo da PRL induzida pela amamentacao ou estimulos olfativos, auditivos,
luminosos e estressores. Os neurdnios dopaminérgicos deste nucleo (sistema
dopaminérgico tubero-infundibular) fazem contato sinaptico com capilares na
eminéncia mediana onde a dopamina (DA) é liberada e transportada ao lobo
anterior da pituitaria. Na pituitaria, a DA ativa receptores D2 pds-sinapticos dos
lactotrofos, inibindo a liberacdo de PRL (Durham et al., 1997; Pilotte et al.,
1981). Aléem da DA, a secrecdo de PRL € controlada por fatores enddgenos,
principalmente, estrogénio (Caron et al., 1996, 1997), hormdnio liberador da

tireotrofina (Schwinn et al., 1976; Freeman et al., 2000) e peptideo liberador de
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PRL (PrRP), sintetizado principalmente no hipotalamo dorsomedial (HDM)
(Hinuma et al.,1998; Matsumoto et al., 1999; Tokita et al., 1999). Embora a
microinjecao de PrRP no PVN aumente os niveis circulantes de glicocorticéides
(Matsumoto et al.,, 2000; Mera et al.,2006), lesdes dos neurbnios
serotonérgicos do nucleo dorsal da rafe e do hipotalamo reduzem a secrec¢éo
de CORT a estressores psicologicos (medo condicionado) e fisicos (luz
intensa) sem interferir na resposta de PRL (Van der Kar et al; 1984). Portanto,
a resposta de PRL ao estresse parece ser independente das influéncias
serotonérgicas no PVN. Adicionalmente, embora o0 estresse aumente a
secrecdo de PRL e glicocorticoides, o0 aumento da secrecdo basal de PRL pela
adrenalectomia € revertido pelos glicocorticéides (Freeman et al., 2000). Por
fim, a secrecdo de PRL é aumentada pelo bloqueio dos receptores
glicocorticéides por mifepristona (Van de Schoot et al., 1990). Portanto, embora
a funcéo da resposta de PRL ao estresse permaneca desconhecida, o aumento
da secrecdo deste horménio no estresse € fundamental como um marcador
fisiol6gico independente do eixo HHA. Neste sentido, € importante notar que a
secrecdo de PRL permanece inalterada nos AP induzidos por lactato de sodio
(Carr et al., 1986; Hollander et al., 1989). Contrariamente, no entanto, Otte e
colaboradores (2002) relataram que a infusédo de lactato de sédio em pacientes
de TP produziu aumentos significantes dos niveis plasmaticos de PRL em
pacientes de panico sem alteracdo dos niveis de ACTH. O CRF também
estimula a secrecdo de PRL (Wiedemann et al., 1995). Portanto, a auséncia
das respostas do eixo HHA e PRL nos AP poderia ser devida, ainda que
parcialmente, a inibicdo da secrecdo de CRF pelos niveis elevados de FNA

destes pacientes (Kellner et al., 1995; Kellner and Wiedemann, 1998;
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Wiedemann et al., 2001). De fato, o FNA inibe a liberacdo de CRF abolindo a
resposta de ACTH no AP (Wiedemann et al., 2000).

Embora, a liberacdo da PRL durante a resposta de estresse tenha
sido bem documentada, o mecanismo de regulacédo desta reposta e o papel da
PRL no estresse permanecem obscuros. Do ponto de vista médico, a reducao
da resposta imunolégica € um dos efeitos mais importantes do estresse
(Turnbull et al., 1999). Como a PRL estimula a resposta imunoldgica mediada
por fatores tanto humorais quanto celulares (Kooijiman et al., 1996; Yu-Lee et
al., 2002; Corbacho et al., 2004), o aumento da secrecdo de PRL no estresse
pode ser um fator protetor do organismo as acfes imunossupressoras dos
glicocorticéides (Gala, 1990; Berczi 1994; Freeman et al., 2000). Esta hipotese
€ apoiada por estudos in vivo que mostraram os efeitos protetores da PRL na
producdo de mediadores inflamatérios apds traumas induzidos por hemorragia,

queimaduras e administracdo de glicocorticéides (Corbacho et al., 2004).

TRANSTORNO DE PANICO E ESTRESSE

A demonstracdo de que os hormdnios do estresse ndo sao
alterados nos AP constitui-se num dos achados mais desnorteantes da
psiquiatria contemporanea (Liebowitz et al., 1985; Levin et al., 1987; Woods et
al., 1987, 1988; Hollander et al., 1989a,b,c; Kellner et al., 1998). Nao obstante,
estudos clinicos e experimentais implicam o estresse tanto na etiologia do
panico quanto da depressao (Strohle e Holsboer, 2003). De fato, varias
evidéncias sugerem que o eixo HHA dos pacientes de panico esteja hiperativo

nas condicdes de repouso. Em particular, pacientes de panico apresentam
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respostas exageradas do ACTH a administracdo do CRH um dia apos
supressao periférica do eixo por dexametasona (teste dexa/CRH) (Schreiber et
al., 1996; Erhardt et al., 2006). Portanto, a hiporresponsividade do eixo HHA ao
estrEstes agudo dos AP poderia ser devida a adaptacdes do eixo devidas a
sua ativacdo crénica nos pacientes de panico.

Contudo, como os AP sdo imprevisiveis, a auséncia das
respostas neuroenddcrinas foi principalmente observada no panico induzido
por lactato de sodio ou CO,. Consequientemente, estes estudos levantaram a
guestdo se a auséncia destas respostas poderia ser estendida aos ataques
espontaneos da clinica. De fato, num dos raros estudos com ataques
espontaneos de panico, Cameron e colaboradores (1987) relataram que né&o
houve nenhuma alteracdo significativa nos niveis de CORT ou PRL, tanto no
auge das crises quanto 10 e 60 min apds nove AP de pacientes hospitalizados.
De forma similar, Woods e colaboradores (1987) ndo observaram aumento
algum dos hormdnios do estresse apds os AP espontdneos de pacientes
agorafobicos nédo-tratados. Em realidade, as respostas de PRL do ultimo
estudo foram ligeiramente inferiores nos pacientes de péanico em relacdo aos
individuos sadios. No mesmo sentido, estudos recentes mostraram as
respostas de CORT estdo atenuadas tanto nos pacientes de TP durante o
estresse hipoglicémico (Jezova et al.,, 2010), quanto nos pacientes
agorafébicos no estresse situacional da terapia de exposicdo (flooding)
(Siegmund et al., 2011). Por fim, Anegg e colaboradores (2002) relataram que
enquanto os niveis plasmaticos de PRL permaneceram inalterados, os niveis
salivares de CORT diminuiram durante os AP naturais induzidos pela

simulacdo do esgotamento do oxigénio do equipamento de mergulhadores em
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treinos de emergéncia. Embora a reducdo do CORT salivar possa ter sido
devida a lavagem da boca durante o mergulho, os niveis plasmaticos de PRL
dos mergulhadores que n&o “entraram em panico” foram significativamente
maiores que aqueles que apresentaram o0s ataques. Este estudo €
particularmente importante em vista da similaridade das situacbes de
emergéncia destes mergulhadores com o risco de sufocamento (Klein, 1993).

No mesmo sentido, Garcia-Leal e colaboradores (2005)
mostraram que o teste do falar em publico simulado ndo é acompanhado por
aumentos do CORT salivar, validando seu emprego como um modelo de AP.
Petrowski e colaboradores (2010) encontraram resultados similares no teste de
estresse psicossocial de Trier (falar em publico seguido da avaliacdo de
desempenho num problema de aritmética). Estes autores mostraram que
enquanto a resposta de CORT foi atenuada nos pacientes de panico
submetidos ao estresse psicossocial, a resposta de CORT ao despertar ndo
diferiu dos individuos sadios, sugerindo que os pacientes de panico tém uma
anormalidade especifica da resposta do eixo HHA ao estresse psicossocial. Em
outro estudo, Petrowski e colaboradores (2012) mostraram que a atenuacao da
resposta de CORT ao estresse psicossocial também foi observada em
pacientes que sofreram apenas um ou dois AP. Em contraste, pacientes com
TP ha mais de 2 anos apresentaram respostas mais acentuadas de CORT no
teste dexa/CRH. Estes resultados tornam improvavel a habituacdo do eixo HHA
pela recorréncia dos AP.

Embora Targum e Marshall (1989) tenham relatado o aumento da
secrecdo dos hormdnios do estresse em “ataques de panico” produzidos pela

administracao de fenfluramina em pacientes de panico, Hollander et al. (1989c)
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argumentam que as “‘ondas de ansiedade” relatadas pelos pacientes sdo mais
similares ao TAG que aos AP. Como o0s pacientes de panico queixam-se
frequentemente de ansiedade antecipatéria, a ansiedade tem sido um
complicador adicional nos estudos clinicos das respostas enddcrinas dos AP.
De fato, o eixo HHA ¢é ativado por drogas ansiogénicas (beta-carbolina,
fenfluramina) e panicogénicas, dentre as quais a ioimbina e a colecistocinina
(CCK) foram as mais estudadas (Graeff et al., 2005). Assim, numa revisédo
sobre este topico, Graeff e colaboradores (2005) concluiram que o eixo HHA
nao é ativado nem pelos AP da vida real, nem por aqueles precipitados por
lactato e CO,. Contrariamente, panicégenos nao-seletivos que produzem
ansiedade antecipatoria ativam o eixo HHA. Em particular, varios estudos
mostram que a CCK estimula o PVN, o HDM e os corticotrofos diretamente
(Kamilaris et al., 1992; Kobelt et al., 2006). Além disso, enquanto que a
adiministracdo crénica de panicoliticos clinicament eficaz, citaloprano, diminui a
intensidade dos AP induzidos por CCK, ndo foi observado atenuacdo das
respostas do eixo HHA (Shlik et al., 1997). Adicionalmente, AP induzido por
CCK foi bloqueado por antagonista 5HT-3 odasentron (Depot et al., 1999),
vagotomy (Kamilaris et al., 1992) e antagonistas CCK-A (Chen et al., 1993;
Kamilaris et al., 1992), sugerindo a mediacdo de componentes periféricos.

Por outro lado, estudos de Wiedemann e colaboradores (2000)
mostraram que a liberacdo de ACTH e CORT pela CCK é atenuada pela
infusdo de FNA, tanto nos pacientes de panico como em voluntarios sadios. O
FNA esta envolvido na regulacdo do eixo HHA, inibindo-o em todos os niveis.
Adicionalmente, estudos in vitro mostraram que a concentragcdo de FNA na

eminéncia mediana é o dobro da encontrada na periferia, sugerindo sua acéo
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como um neurohomonio inibidor dos corticotréfos (Lim et al., 1990). Por outro
lado, Kellner e colaboradores (1998) mostraram que as infusdes de lactato de
soédio produzem aumentos significativos do FNA nos pacientes de panico em
relacdo aos individuos sadios. Adicionalmente, nem a solucdo de NaCl 0,9%,
nem a de 2,5%, que é isosmadtica ao lactato de sodio 0,5 M, produziram
aumentos do FNA dos pacientes ou controles. Estes autores propuseram que a
liberacdo central de FNA é um fator intrinseco a hiporresponsividade do eixo
HHA dos pacientes de panico.

Em todo caso, a auséncia de respostas do eixo HHA parece ser
um critério necessario dos modelos translacionais de AP. Neste sentido,
estudos anteriores de nosso laboratorio mostraram que os ‘horménios do
estresse’ ACTH, CORT e PRL nado sao alterados nem na resposta de
congelamento, nem nas respostas vigorosas, emocionais e de esforco fisico,
do comportamento de fuga produzido pela estimulacdo elétrica da MCPD
(Silva, 2003; Schenberg et al., 2008). Embora estes resultados sejam indicios
convincentes do envolvimento desta estrutura na mediacdo dos AP,
verificamos que 0s ratos controles apresentavam niveis basais matinais de
CORT de 285%76 ng/ml (Silva, 2003). Estes valores sdo muito superiores aos
esperados em ratos intactos (40 a 100 ng/ml) e podem ter sido devidos a
recuperacao cirurgica de 5 dias e a implantacdo das canulas intra-atriais sob
anestesia por éter na véspera da estimulacao intracraniana. Portanto, embora
os niveis basais de CORT nao expliguem a auséncia da resposta de PRL, a
auséncia das respostas de ACTH e CORT a estimulacdo da MCPD pode ter
sido devida a hiperfuncdo basal do eixo HHA. De fato, Lim e colaboradores

(2011) relataram que 30 dias apOs a implantacdo dos eletrodos na MCPD,
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ratos controles apresentaram concentracdes plasmaticas de CORT de apenas
70 ng/ml 30 minutos apds a estimulacéo ficticia. Em contraste, os ratos cuja
estimulacao produziu respostas de fuga apresentaram concentracdes de CORT
de 200 ng/ml. Contudo, as respostas de CORT do ultimo experimento podem
ter sido devidas ao exercicio muscular, e ndo aos efeitos emocionais da
estimulacdo da MCPD. Em realidade, Schenberg e colaboradores (2008) ja
haviam observado que a estimulacao intermitente (30 s on x 30 s off) da MCPD
por 5 min, com intensidades limiares de fuga, produziu uma elevacédo de 80%
nos niveis plasmaticos de ACTH. Assim, embora o desejo de fuga seja um dos
sintomas cardinais dos AP (Klein, 1993; Goetz et al., 1994), a separacao dos
efeitos emocionais e do exercicio fisico da resposta de fuga a estimulacdo da
MCPD é fundamental uma vez que a fuga raramente ocorre nos pacientes.
Portanto, os resultados contraditérios dos estudos neuroendécrinos de
estimulacdo da MCPD somente poderdo ser resolvidos com um método que
separe as respostas endocrinas da emocdo daquels do exercicio fisico em
ratos com niveis basais adequados de CORT, que € o objetivo dos estudos que

Se seguem.
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OBJETIVOS

1-OBJETIVO GERAL

Verificar se a estimulagdo da MCPD néo altera os niveis plasmaticos de ACTH,
CORT e PRL, tal como ocorre nos AP em humanos, em ratos com niveis

basais normais de corticosterona.

2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar a influéncia das rotinas do nosso laboratério relativas a
manutencdo dos animais, cirurgia, manuseio e métodos de coleta de
sangue, no funcionamento basal do eixo HHA.

2. Verificar os efeitos neuroendocrinos e metabdlicos da estimulagéo
elétrica da MCPD nas intensidades limiares das respostas de galope e
imobilidade numa arena cilindrica grande (60 cm de diametro e altura).

3. Verificar os efeitos neuroendocrinos e metabdlicos da estimulagéo
elétrica da MCPD com a intensidade limiar de galope determinada numa
arena grande, em ratos estimulados numa arena pequena (20 cm de
diametro e 25 cm de altura) na qual as respostas de fuga (galope e trote)
e o0 esforco muscular associado sao suprimidos, ou fortemente

atenuados.



ESTUDO I:

EFEITOS ESTRESSANTES DO MANUSEIO DIARIO E
EXPOSICAO REPETIDA AO AMBIENTE: FIM DE UM

MITO?

49



50

RESUMO: Estudos anteriores mostraram que ratos implantados com eletrodos
intracranianos e canulas intra-atriais apresentavam niveis matinais normais de
corticotrofina (ACTH), mas elevados de corticosterona (CORT) (cerca de 300
ng/ml). Portanto, este estudo examinou o efeito de rotinas laboratoriais nas
concentracdes de ACTH (quimioluminescéncia) e CORT (radioimunoensaio) do
plasma de rato obtido por decapitacdo sob anestesia de isoflurano. Os
resultados mostraram que ratos criados em grupos (4 por caixa) num biotério
com luz, temperatura e ruido controlados, apresentam niveis bastante
reduzidos de ACTH (9418 pg/ml) e CORT (5725 ng/ml). Valores similares
foram observados em ratos isolados por 3 ou 6 dias. Contudo, a secre¢ao dos
hormbénios foi aumentada 5 dias apés a implantacdo de eletrodos
intracranianos (CORT: 202+102 ng/ml; ACTH: 257+£121 pg/ml), normalizando-
se 28 dias ap@s, tanto em ratos isolados (CORT: 93+14 ng/ml; ACTH: 91+5
pg/ml) como agrupados (CORT: 161+31 ng/ml; ACTH: 138+19 pg/ml). Estes
hormbnios também foram aumentados no dia seguinte a implantacdo das
canulas intra-atriais (CORT: 249+55 ng/ml; ACTH: 226+33 pg/ml), declinando
ligeiramente 3 dias ap6s (CORT: 218+40 ng/ml; ACTH: 157+23 pg/ml). O
lactato também foi reduzido pela implantacdo de canulas ou eletrodos.
Notavelmente, embora os hormoénios ndo tenham sido alterados nem pela
conexdo ao cabo de estimulagdo, nem pela exposicdo isolada a arena,
exposi¢Oes diarias a arena por 10 min ao longo de 10 dias causaram aumentos
significativos do ACTH (309+32 pg/ml) e CORT (35326 ng/ml). Estes
resultados prescrevem periodos longos de recuperagcado cirdrgica e sugerem
que a “habituagdo” seja ineficaz na reducdo do estresse de captura e
exposicdo ao ambiente novo. PALAVRAS-CHAVES: Corticotrofina,

Corticosterona, Estresse, Habituag&o, Eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal.
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INTRODUCAO
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O conceito de ‘estresse’ foi cunhado por Hans Selye (1936) para
descrever a resposta do organismo a uma demanda intensa, tanto interna
quanto externa, fisica ou psicolégica. Embora o termo tenha sido utilizado
numa variedade enorme de condi¢des, abrangendo desde jogos eletrénicos e
problemas aritméticos até traumas fisicos e perda social, Selye (1936) definiu o
estresse como uma sindrome produzida por causas inespecificas cujas
principais caracteristicas eram a ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HHA), ulceracdo gastrica e involucdo timo-linfatica, e cuja permanéncia
resultaria nas “doengas de adaptacdo” (doencas autoimunes, alergias,
hipertenséo, etc). Portanto, a despeito das elaboracdes posteriores de Selye
(1976) sobre os tipos saudaveis (eustress) ou nocivos (distress) de estresse, a
definicdo predominante considera que o estresse deve implicar tanto na
ativacdo do eixo HHA quanto em efeitos nocivos a saude. O Ultimo aspecto
estd associado aos conceitos mais recentes de “alostase” e “carga alostatica”,
criados para denotar o reajuste dos mecanismos homeostaticos no curso das
“‘doencas de adaptacdo” e a demanda excessiva imposta pelo estresse ao
organismo, respectivamente (McEwen, 2002, 2007; McEwen e Wingdfield,
2002).

Embora a “teoria da inespecificidade” ja houvesse sido criticada
ha muitas décadas por Cannon (ver Selye, 1956) e Mason (1971), ela somente
foi testada experimentalmente ao final do século passado, por Pacak e
colaboradores (1998). Estes autores mostraram que estressores diferentes
(hemorragia, insulina, injecdes subcutaneas de formaldeido, frio, ou
imobilizagdo) produzem padrbes distintos de respostas endocrinas e
simpaticas. Adicionalmente, variagcbes percentuais idénticas na intensidade

destes estressores resultaram em respostas de magnitudes diferentes.
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Consequentemente, Pacak e colaboradores (1998) sugeriram que cada
estressor tenha uma “assinatura” neuroenddcrina, refutando a teoria da
inespecificidade.

No curso de estudos preliminares sobre a neuroendocrinologia de
ataques de panico em animais, observamos que ratos com eletrodos
intracranianos e canulas intra-atriais apresentavam niveis matinais basais de
normais corticotrofina (ACTH), mas elevados de corticosterona (CORT), em
torno de 300 ng/ml (Silva, 2003), bastante superiores aos esperados em ratos
intactos, que situam-se entre 40 ng/ml e 100 ng/ml (Atkinson et al., 2008;
Takahashi et al.,, 1991). Como a hiperfuncdo do eixo HHA resulta em
mecanismos adaptativos que limitam as respostas aos estimulos enddégenos ou
ambientais, os niveis basais elevados de CORT podem ter interferido nos
resultados de estudos posteriores com estimulacéo intracraniana (Schenberg et
al., 2008).

N&o obstante, ndo encontramos nenhum estudo sistematico sobre
o efeito das rotinas mais comuns dos laboratoérios (neurocirurgias, implantacéo
de canulas, manipulacdo de animais ndo anestesiados, etc) sobre a secrecao
basal de corticotrofina (ACTH) e corticosterona (CORT). Assim, este estudo
avaliou os efeitos neuroenddcrinos de rotinas amplamente disseminadas
mediante procedimentos de quimioluminescéncia (ACTH) e radioimunoensaio
(CORT). Os niveis plasmaticos de glicose (GLI), lactato (LAC) e triglicérides
(TRI) também foram examinados. Em particular, verificamos os efeitos da
manutencdo dos ratos em grupo ou isolados, do isolamento breve por 3 ou 6
dias, da implantagdo de eletrodos intracranianos e canulas intra-atriais, do

manuseio para conexdo de um cabo de estimulacdo e exposicdo a um
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ambiente novo, e da “habituagdo” ao estresse pela exposicdo repetida dos

animais a um ambiente novo.
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MATERIAIS E METODOS
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Animais - Ratas gravidas provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Espirito Santo foram transferidas para o biotério “estresse-zero” do
Laboratorio de Neurobiologia dos Transtornos do Humor e da Ansiedade. Este
biotério tinha transito limitado de usuarios e condi¢cdes controladas de
iluminacdo (luzes acesas entre 6:00 h e 18:00 h), temperatura (23-25°C) e
ruido (basicamente, 46 dB provenientes dos sistemas de condicionamento e
renovacgao do ar). As ratas foram alocadas em caixas de polipropileno (60 cm X
50 cm x 22 cm) com maravalha no assoalho e livre acesso a 4gua e comida.
Um dia ap6s o parto, a prole foi padronizada para, no maximo, 8 filhotes
machos por ninhada, sacrificando-se as fémeas. Na idade adulta, os ratos
foram mantidos em caixas de polipropileno em grupos de até 4 animais por
caixa, com livre acesso a agua e comida. Os experimentos foram aprovados

pelo comité de ética no uso de animais da UFES (CEUA 099/2011).

Coleta de Sangue — As amostras de sangue eram coletadas ao final dos
experimentos, entre 8:00 h e 10:00 h da manh&. Para isto, os ratos eram
confinados numa campanula de plastico transparente com 33 cm de diametro e
13 cm de altura. A campanula era conectada a um frasco (com 12 cm de altura
e 8 cm de diametro) com 30 ml de isoflurano, e este a uma bomba
nebulizadora cujo acionamento administrava o anestésico por fluxo de
superficie (100 ml/s) a taxa de 5 ml/min, produzindo uma mistura ar/isoflurano
de 0,08%. Os ratos apresentavam perda completa da postura apés 2 ou 3
minutos e eram decapitados com o auxilio de uma guilhotina (Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil). O sangue era coletado em tubos com 0,5 ml de EDTA (1:50.000)
e centrifugado por 10 min, a 2000 rpm e 4°C (Eppendorf 5415 R, Hamburg,

Germany). Apoés o registro do volume final de plasma de cada amostra para
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corre¢ao do volume adicionado de EDTA, o plasma era armazenado a -80°C
até ser transportado, em gelo seco, para o setor de validagdo dos laboratorios
da Associacdo Fundo de Incentivo a Pesquisa (AFIP/CRDB, S&o Paulo, Brasil),
para ser analisado quanto as concentragcbes de ACTH, CORT, prolactina
(PRL), glicose (GLI), triglicérides (TRI) e lactato (LAC), por técnicos
completamente desconhecedores dos grupos experimentais. Contudo, como 0s
ensaios de PRL ainda ndo foram concluidos, apenas parte destes resultados

foi mostrada neste estudo.

Implantacdo de Eletrodos — Ratos machos adultos (250-300 g) foram
implantados com eletrodos confeccionados com um fio de aco inoxidavel de
250 um de diametro (Califérnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA),
isolado em toda extensdo, exceto na secdo transversal de sua extremidade.
Um fio de aco inoxidavel ndo isolado servia de eletrodo indiferente. Os
eletrodos eram soldados a um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT 50,
Sdo Paulo, SP, Brasil). Para a cirurgia, os ratos eram anestesiados com
guetamina (0,1 ml/ 100 g de rato, I.P.) e xilazina (0,05 ml/100 g de rato, I.P.),
tratados com ceftriaxona sodica (30 mg/kg, I.M.) e diclofenaco sddico (1 mg/kg,
I.M.), fixados ao aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) e cobertos
com uma manta para evitar a perda de calor. Em seguida, fazia-se a assepsia
da parte superior da cabeca com alcool 70° e solucdo de iodo e removia-se
uma pequena area da pele e tecidos subcutaneos, expondo-se a calvaria
desde o bregma até o lambda. A tricotomia foi evitada pois o pélo reduz as
lesbes da pele ao redor do campo cirargico, possivelmente, produzidas pela

autolimpeza. ApOs a incisdo e raspagem da galea aponeurética, eram feitos 4
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orificios (2 nos 0ssos parietais e 2 no 0sso interparietal), com o auxilio de uma
broca odontoldgica, para a fixacdo de pequenos parafusos de acgo inoxidavel e
ancoragem da prétese. A seguir realizava-se um orificio -2,1 mm lateralmente e
-7,8 mm posteriormente ao bregma para introdu¢éo do eletrodo, num angulo de
15°, até a profundidade de 5 mm abaixo da superficie Ossea. Estas
coordenadas correspondem aquelas da matéria cinzenta periaquedutal dorsal
(MCPD). Apés a soldagem do eletrodo indiferente a um parafuso de fixacdo e a
limpeza e secagem da calota craniana, o campo cirirgico era preenchido com
resina acrilica autopolimerizavel de secagem rapida e os ratos eram colocados

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

Figura 1 - Ratos 15 dias apO6s a cirurgia de implantacdo dos eletrodos
intracranianos.

Implantacdo de Canulas Intra-atriais — Os ratos anestesiados com quetamina
(0,2 ml/100 g, I.P.) e xilazina (0,05 ml/100 g, I.P.) eram administrados com
ceftriaxona sodica (30mg/kg I.M) e diclofenaco sédico (1mg/kg I.M) e colocados
em posi¢ao supina numa mesa cirdrgica com os membros fixados. Em seguida,
realizava-se a tricotomia da area ventral direita do pescoco e era feita uma

incisdo de aproximadamente 1,5 cm para acessar a veia jugular externa. Apos
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a dissecacao e isolamento do vaso, realizava-se um pequeno orificio na veia
para introducdo de um cateter de silastic (1 mm de diametro) preenchido com
solucdo salina e heparina (5.000 UI/0,25 ml, Cristélia, S&o Paulo, SP). O
cateter era conduzido até o atrio direito e fixado com uma linha de algoddo. A
seguir, a extremidade livre do cateter era conduzida por meio de um trocater
sob a pele da regido dorsal e exposta ao nivel da nuca. Apds a sutura das
incisdes, os animais eram mantidos numa placa aquecida a 32°C até se

recuperarem da anestesia.

Ensaios Bioquimicos — Os niveis plasmaticos de ACTH foram medidos em
duplicata por imunoensaio enzimético de quimioluminescéncia (Immulite 2000°,
Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, EUA) com sensibilidade
de 5 pg/ml e coeficientes de variacdo (C.V.) intra-ensaio (single run) e entre-
ensaios (different runs) de 7,7+0,6% e 8,4+0,7%, respectivamente (médiatEPM
de 5 amostras). A CORT foi medida por radioimunoensaio de anticorpo duplo
especifico para ratos e camundongos (ImmuChem® MP Biomedicals,
Orangeburg, NY, EUA). O ensaio tem sensibilidade de 7,7 ng/ml e C.V. intra- e
entre-ensaios de 7,2+1,7% e 17,4+7,9%, respectivamente (médiaxtEPM de 3
amostras). A dosagens de GLI foi realizada por meio de colorimétrico-
enzimatico (Advia, Siemens) e C.V intra-ensaio e entre-ensaios de 1,3% e
3,3%, respectivamente. O LAC foi analisado por quimica seca (Vitrus-5600,
Johnson&Johnson). E os niveis de TRI foram realizadas por colorimétrico-
peroxidase (Advia 2400, Siemens) com C.V intra-ensaio (Controle Baixo: 1,6%

Controle Alto: 0,5%) e entre-ensaios de Controle Baixo: 2,4% Controle Alto:
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0,9%. Os ensaios foram realizados por técnicos totalmente desconhecedores

dos experimentos realizados.

Protocolos experimentais

Experimento 1:.Controles intactos (CTRL-BIO). Ratos (n=9) nascidos e criados
no biotério estresse-zero do Laboratorio de Neurobiologia eram suspensos pelo
abdome e transferidos a uma arena cilindrica de acrilico transparente, com 60
cm de diametro e altura, situada numa sala com atenuacao sonora, iluminagéo
de 230 lux e temperatura entre 23 e 25°C. Imediatamente apds, os ratos eram
confinados na campanula de anestesia, anestesiados com mistura ar/isoflurano

e decapitados para coleta de sangue.

Experimento 2: Ratos submetidos ao procedimento de habituacdo (HAB).
Diariamente, ratos machos adultos (n=15) eram suspensos pelo abdome e
transferidos para a arena, onde permaneciam sem serem perturbados por 10
min, entre 8h e 10h da manh&, antes de retornarem a caixa-ninho. O

procedimento era repetido por 10 dias consecutivos, sacrificando-se os animais

ao final da ultima sessao.

Experimento 3: Ratos submetidos ao isolamento social durante 3 dias (ISO-3D)
e 6 dias (ISO-6D). Ratos adultos foram submetidos ao isolamento social por 3
dias (n=5, ISO-3D) ou 6 dias (n=5, ISO-6D). Estes ratos ficaram acomodados
individualmente em caixas individuais de polipropileno (30 x 20 x 19 cm) com

maravalha no assoalho e livre acesso a agua e comida.

Experimento 4: Ratos implantados com céanulas intra-atriais e recuperacao

cirirgica de 1 dia (CAN-1D) ou 3 dias (CAN-3D). Ratos implantados com



61

canulas intra-atriais e mantidos em condi¢des similares foram subdivididos de
acordo com o periodo de recuperacéo cirargica de 1 dia (CAN-1D, n=13) ou 3
dias (CAN-3D, n=11). Ao final deste periodo, os animais eram transferidos a

arena e, imediatamente, anestesiados e decapitados para coleta de sangue.

Experimento 5: Ratos implantados com eletrodos intracranianos com
recuperacdes cirdrgicas de 5 e 28 dias em grupos de 4 animais (POS-5Dgr e
POS-28Dgr) ou de 28 dias em isolamento (POS-28Dis). Ratos implantados
com eletrodos eram subdivididos em 3 grupos: 1) recuperacdo cirdrgica em
grupo numa caixa de polipropileno (60 x 50 x 22 cm) pelo periodo de 5 dias
(n=4, POS-5D gr), 2) recuperacéo cirdrgica em grupos de 4 animais em caixas
de polipropileno (60 x 50 x 22 cm), por um periodo de 28 dias (n=, POS-28D
gr), 2) recuperacao cirdrgica em isolamento em caixas com paredes de vidro
(28 x 17 x 30 cm), por um periodo de 28 dias (n=, POS-28D gv). Ao final da
recuperacdo cirdrgica, os ratos transferidos a arena, anestesiados e

decapitados para coleta sanguinea.

Andlise Estatistica - As concentracdes plasmaticas dos horménios foram
corrigidas para o volume adicionado de EDTA (0,5 ml). Dois ratos com niveis
extremos (outliers) de CORT e PRL foram excluidos por meio do teste de
residuo normal maximo ao nivel de P<0,05 (Snedecor e Cochran, 1982). Em
seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia de uma via
(ANOVA) seguida de testes-t para amostras independentes. As diferencas

foram consideradas significantes para o nivel de 5% de Bonferroni.
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RESULTADOS
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Experimento 1:Efeitos da habituac&o e do isolamento social por 3 e 6 dias nos
niveis plasmaticos matinais de ACTH, CORT, GLI, TRI e LAC:. Ratos criados
na auséncia de estresse apresentaram valores bastante reduzidos de CORT
(57£25 ng/ml) e ACTH (94+18 pg/ml) (Fig.2, Tabela 1). A andlise de variancia
(ANOVA) mostrou que os grupos diferiram significativamente quanto as
concentracbes plasmaticas de CORT (F330=26,35; P<0,0001) e ACTH
(Fs30=11,72; P<0,0001). Em contraste, ndo foram observadas diferencas

significantes para GLI, LAC e TRI (Fig.3,Tabela 1).
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Figura 2 — Niveis plasmaticos de corticotrofina (ACTH) e corticosterona (CORT)
em controles (CTRL-BIO) e ratos submetidos a habituacdo (HAB) ou ao
isolamento social de 3 (ISO-3D) ou 6 dias (ISO-6D). Os simbolos indicam
diferencas significantes em relagdo aos grupos CTR (*), ISO-3D (%) e ISO-6D
(*) (critério de 5% de Bonferroni).
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As diferencas entre grupos foram devidas aos niveis hormonais
significativamente maiores dos ratos submetidos ao procedimento de
habituacdo, tanto em relacdo aos controles (ACTH: P<0,0001; CORT:
P<0,0001) quanto aos ratos isolados por periodos de 3 (ACTH: P<0,0005;
CORT: P<0,0001) ou 6 dias (ACTH: P<0,0005; CORT: P<0,0001). Em
contraste, ndo foram observadas diferencas significativas entre controles e

ratos submetidos ao isolamento social breve.
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Figura 3 — Niveis plasmaticos de lactato (LAC), glicose (GLI) e triglicérides
(TRI) em controles (CTRL-BIO) e ratos submetidos a habituacdo (HAB) ou ao
isolamento social de 3 (ISO-3D) ou 6 dias (ISO-6D).
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Tabela 1. Niveis plasmaticos de corticotrofina (ACTH), corticosterona (CORT),
glicose (GLI), lactato (LAC) e triglicérides em controles (CTRL-BIO) e ratos
submetidos a habituacdo (HAB) ou ao isolamento social de 3 dias (ISO-3D) ou
6 dias (ISO-6D). Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significantes
em relacdo aos grupos CTR (*), 1SO-3D () e ISO-6D (*), respectivamente
(critério de 5% de Bonferroni).

CTR-BIO ISO-3D ISO-6D HAB
(n=9) (n=5) (n=5) (n=15)
ACTH s
94,4+18,3 100,5+36,6 99,2+12,0 308,5+35,5*
(pg/mL)
CORT +
(ng/mL) 57,4+24,7 67,6+21,7 126,1+53,1 353,4+25,6*
GLI
163,8+5,0 158,0+4,5 157,7+3,9 171,0+3,2
(mmol/L)
LAC 4,4+0,3 3,30,3 3,4+0,3 4,2+0,2
(mmol/L)
TRI
117,7+14,3 115,5+9,7 82,5+6,6 101,1+6,4
(mg/dL)

Experimento 2 :Efeitos da implantacdo de canulas intra-atriais com periodos de
recuperacao cirurgica de 1 e 3 dias nos niveis plasmaticos matinais de ACTH,
CORT, GLI, TRI e LAC: A implantacdo de canulas intra-atriais teve efeitos
significantes nas concentragbes plasmaticas de CORT (F,3= 4,6; P<0,02),
ACTH (Fa30= 5,7; P<0,05), GLI (Fp30= 26,6; P<0,0001) e LAC (Fz30= 17,9;
P<0,0001). Em contraste, ndo houve alteracdo nos niveis de TRIG (Figs. 4-5,
Tabela 2).

As diferengas hormonais foram basicamente devidas aos valores plasmaticos
mais elevados do grupo CAN-1D (ACTH: P<0,005; CORT: P<0,01) em relacdo
aos controles. Contudo, os niveis de CORT também foram marginalmente

aumentados no grupo CAN-3D (P<0,03) (Fig.4, Tabela 2).
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Figura 4 — Niveis plasmaticos de corticotrofina (ACTH) e corticosterona (CORT)
em controles (CTRL-BIO) e ratos submetidos a canulagéo intra-atrial seguida
de periodos de recuperacgdo cirtrgica de 1 (CAN-1D) ou 3 dias (CAN-3D). * ,
estatisticamente diferente do grupo CTRL-BIO (critério de 5% de Bonferroni).

Os niveis plasmaticos de GLI do grupo CAN-3D foram estatisticamente
inferiores aqueles dos controles (P<0,0001) e do grupo CAN-1D (P<0,0001)
(Fig. 5, Tabela 2). Comparados aos ratos controles, os niveis de LAC também

foram significativamente reduzidos nos grupos CAN-1D (P<0,0001) e CAN-3D

(P<0,0001).
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Figura 5 — Niveis plasmaticos de glicose (GLI), lactato (LAC) e triglicérides
(TRI) em ratos controles (CTRL-BIO) e ratos submetidos a canulacdo intra-
atrial seguida de periodos de recuperacao cirtrgica de 1 (CAN-1D) ou 3 dias
(CAN-3D). Os simbolos indicam diferencas estatisticamente significantes dos
grupos CTRL-BIO (*) e CAN-1D (*) (critério de 5% de Bonferroni).
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Tabela 2. Niveis plasmaticos de corticotrofina (ACTH), corticosterona (CORT),
glicose (GLI), lactato (LAC) e triglicérides em controles (CTRL-BIO) e ratos
submetidos a e ratos submetidos a canulagédo intra-atrial e periodos de
recuperacao cirurgica de 1 (CAN-1D) ou 3 dias (CAN-3D). Os simbolos indicam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos CTR (*), CAN-
1D () e CAN-3D (%), respectivamente (critério de 5% de Bonferroni).

CTR-BIO CAN-1D CAN-3D
(n=9) (n=13) (n=11)
ACTH 94,4+18,3 26,3+ 32 47+ 157,1+23,2
(pg/mL)
CORT 57.4+24.7 249.1 +55 1* 218.3+39.7
(ng/mL)
GLI #
163,8+50 152,5+4,0 121,7+3,4*
(mmol/L)
LAC 44+03 2 4+0.2* 2 6+0,2*
(mmol/L)
TRI
117,7+14.3 94,4+11.0 108,54+ 15.6
(mg/dL)

Experimento3: Efeitos da implantacdo de eletrodos intracranianos nos niveis
plasmaticos de ACTH, CORT, GLI, LAC e TRI de ratos com recuperacéo
cirdrgica em grupo, numa caixa de polipropileno, por periodos de 5 (5D-GR) e
28 dias (28D-GR), ou em isolamento, numa caixas de vidro, por 28 dias (28D-
IS). A comparacdo dos grupos por ANOVA somente detectou diferencas
significantes para o0 ACTH (F3 2= 2,8; P<0,05) e LAC (F325= 9,24; P<0,0005)
(Figs.6-7, Tabela 3). A comparacao dos pares por testes de Bonferroni mostrou
que as concentracdes plasmaticas de ACTH do grupo 5D-GR foram
significativamente mais elevadas que aquelas dos ratos controles (P<0,01). Os
niveis de ACTH dos ratos que tiveram recuperacao cirurgica de 5 dias também
foram marginalmente aumentados em relagédo a ambos 0s grupos com 28 dias

de recuperacao cirurgica. Contudo, estas comparac¢des ndo atingiram o critério
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de Bonferroni, provavelmente, devido a pequena amostra (n= 4) e alta

variabilidade (CV= 94%) dos dados do grupo 5D-GR (Fig 6, Tabela 3).
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Figura 6 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT) e corticotrofina (ACTH)
de ratos controles (CTRL-BIO), com recuperagdo cirdrgica numa caixas de
vidro, por 28 dias em isolamento (28D-IS), em grupo, numa caixa de
polipropileno, por periodos de 28 dias (28D-GR), com periodo de 28 dias e
colocacao de cabo de estimulacéo intracraniana (28D-GRc) e com periodo de 5
dias (5D-GR) .

Ratos que desfrutaram de 28 dias de recuperacdo cirurgica, em grupo ou
isolados, apresentaram reducdes significativas dos niveis de LAC tanto em
relacdo aos controles intactos (28D-GR: P<0,0005; 28D-IS: P<0,005,
respectivamente) quanto aos ratos com 5 dias de recuperagdo cirargica

(P<0,005 para agrupados ou isolados) (Fig.7, Tabela 3).
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Tabela 3. Niveis plasmaticos de corticotrofina (ACTH), corticosterona (CORT),
glicose (GLI), lactato (LAC) e triglicérides em controles virgens (CTRL-BIO) e
ratos implantados com eletrodos intracranianos apds recuperacao cirdrgica em
grupo em caixas de polipropileno (n=4/caixa) por 5 dias (5D-GR), 28 dias (28D-
GR) ou 28 dias ap6s conexdo ao cabo de estimulacdo (28D-GRc), ou em
isolamento em caixas de vidro por 28 dias (28D-IS). Os simbolos indicam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos grupos CTR (*), 5D-
GR ("), respectivamente (critério de 5% de Bonferroni).

CTR-BIO 5D-GR 28D-GR __ 28D-GRc 28D-1S
(n=9) (n=4) (n=15) (n=15) (n=5)
ACTH
04,4+183 257,8+121* 13824189 15234342 90,7 +38
(pg/mL)
CORT 0744247 2024102 161.3+30,7  164+335 98,6 +18.2
(ng/mL)
GLI ' 1638+50 1483+103 1695+40 162,9+45 171 +2.7
(mmol/L)
LAC 4,4+0,3 4,502 32+0.1*  36+02 3.2 +0.1*
(mmol/L)
TRI

117,7+14,3 122,7+17,6 126,81+8,1 77,9+13,9 103 +14,8
(mg/dL)




71

LAC
(mmol/L)

o w
1

CTRL-BIO  28D-IS 28D-GR  28D-GRc  5D-GR

Figura 7 — Niveis Niveis plasmaticos de glicose (GLI), lactato (LAC) e
triglicérides (TRI) de ratos controles (CTRL-BIO), e ratos implantados com
eletrodos intracranianos ap0s recuperacao cirlrgica em grupo em caixas de
polipropileno (n=4/caixa) por 5 dias (5D-GR), 28 dias (28D-GR) ou 28 dias apdés
conexao ao cabo de estimulagdo (28D-GRc), ou em isolamento em caixas de
vidro por 28 dias (28D-IS).
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DISCUSSAO
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Estudos anteriores mostraram que ratos implantados com
eletrodos intracranianos e canulas intra-atriais apresentavam concentracdes
plasmaticas matinais elevadas de CORT (cerca de 300 ng/ml) (Silva, 2003;
Schenberg et al.,, 2008). Consequentemente, tanto as concentracdes
aparentemente normais de ACTH quanto a auséncia de resposta hormoniais a
estimulacdo elétrica aversiva da MCPD podem ter sido devidos a inibicdo do
eixo HHA pelos niveis circulantes elevados de CORT. De fato, estudos
recentes de Lim e colaboradores (2011) mostraram que ratos com niveis
plasmaticos reduzidos de CORT (70 ng/mL) apresentaram aumentos de
aproximadamente 200% nos niveis deste horménio 30 min apds os
comportamentos de fuga induzidos pela estimulacdo elétrica da MCPD. Por
outro lado, ndo ha estudos dedicados aos efeitos de rotinas laboratoriais sobre
o eixo HHA. Portanto, o presente estudo realizou a analise sistematica do efeito
de rotinas comuns a Varios laboratorios sobre os niveis de CORT e ACTH e
indices metabdlicos.

Os resultados mostraram que ratos criados em grupos de, no
méaximo, 4 animais por caixa, num biotério com luz, temperatura e ruido
controlados, apresentam niveis bastante reduzidos de CORT (57£25 ng/ml) e
ACTH (9418 pg/ml). Estes dados indicam a virtual auséncia de estresse tanto
das condicdes do biotério (estresse-zero) do laboratério quanto dos métodos
de sacrificio e coleta de sangue por decapitacdo sob anestesia de isoflurano,
respectivamente. Valores similares foram observados em ratos isolados por 3
ou 6 dias, afastando a influéncia de efeitos significativos de periodos breves de
isolamento de ratos adultos em caixas pequenas de polipropileno.

Comparados aos ratos controle, os niveis plasmaticos de CORT e

ACTH foram significativamente aumentados (ACORT= 337%; AACTH= 140%)
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um dia apos o procedimento cirdrgico aparentemente indcuo de implantacao de
canulas intra-atriais pela veia jugular. Embora os niveis de ACTH tenham
retornado a valores praticamente normais 3 dias ap0s a implantacdo das
canulas (AACTH= 67%), a reducéo da secrecao deste hormonio pode ter sido
secundaria a inibicdo do eixo HHA pelos niveis cronicamente elevados de
CORT (ACORT=282%). Como a coleta de sangue por canulas intra-atriais so é
possivel por, no maximo, 5 dias, nossos resultados prescrevem 0 uso criterioso
deste procedimento nos estudos que exigem a funcéo normal do eixo HHA. Por
outro lado, embora as amostras sanglineas do presente estudo tenham sido
obtidas por decapitacdo, a coleta do sangue por succao pode liberar ACTH por
estimulacdo de receptores atriais de volume (Baertschi et al., 1976). Por fim, a
coleta do sangue por canulas intra-atriais € freqientemente acompanhada da
heparinizagdo do animal, o que pode reduzir a sensibilidade de ensaios de
quimioliminescéncia de ACTH em até 25%. Portanto, se os ensaios de ACTH
exigem coletas repetidas de amostras em preparacdes in vivo, a obstrucéo das
canulas deve ser minimizada pelo tratamento com edeteato de célcio e sddio
(CaNa,EDTA, mas nédo Na,EDTA ou EDTA, que sé&o tetanizantes).

Os niveis de CORT e ACTH também foram aumentados 5 dias
apos a implantacdo dos eletrodos (ACORT= 254%; AACTH= 173%). Estes
horménios sé retornaram a valores praticamente normais 28 dias apls a
cirurgia, principalmente, nos ratos isolados em caixas de vidro (ACORT= 63%;
AACTH= -3%), mas também naqueles agrupados em caixas de polipropileno
(ACORT= 180%; AACTH= 47%). Contudo, n&do houve diferencas significantes
entre os niveis de CORT, possivelmente, devido ao tamanho reduzido dos

grupos (n=4) submetidos a recuperacdes cirurgicas de 28 dias em isolamento e
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5 dias em grupo e, principalmente, a alta variabilidade dos valores de CORT do
altimo grupo (C.V.=101%). Em todo evento, estas observacdes aconselham
periodos longos de recuperacdo cirdrgica, mesmo quando a cirurgia empregar
métodos minimamente agressivos, como foi o caso do presente estudo.
Notavelmente, embora os niveis de CORT e ACTH néo tenham
sido alterados de forma significativa nos ratos que foram conectados ao cabo
de estimulacdo e expostos uma Unica vez a arena, estes hormdnios foram
significativamente aumentados (ACORT= 519%; AACTH= 287%) nos ratos que
foram manuseados e expostos a arena por 10 min diarios, ao longo de 10 dias.
Tal como nos experimentos anteriores, 0s aumentos menores dos niveis de
ACTH podem ter sido devidos aos niveis plasmaticos cronicamente elevados
de CORT. Em todo caso, estes resultados sugerem que a “habituagao” por
manuseio e exposicao repetida ao ambiente seja um procedimento ineficaz
para a reducdo da resposta neuroenddcrina de ratos a captura e exposi¢ao a
um ambiente estranho. Embora inesperados, estes resultados ndo séo inéditos.
De fato, estudos pioneiros mostraram que ao invés de habituacao, a resposta
de CORT de camundongos desenvolve sensibilizacdo em animais que foram
repetidamente capturados (pela cauda) e expostos ao mesmo ambiente
(Hennessy e Levine, 1977; Smolensky et al., 1978). Estas observacdes foram
corroboradas em estudos recentes que mostraram que camundongos
manuseados diariamente ao longo de 6 dias apresentam niveis mais elevados
de CORT que os manuseados uma unica vez (Longordo et al., 2011) De forma
similar, Benedetti e colaboradores (2012) ndo observaram habituacdo da
resposta de CORT de camundongos expostos repetidamente ao mesmo
ambiente. A auséncia de habituacdo da resposta de CORT a um ambiente

novo também foi observada nas condicdes peculiares do eixo HHA de
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camundongos com apenas duas semanas de vida (D’Amato et al., 1992).
Embora os estudos sobre a habituagcdo ao manuseio e ambiente sejam mais
raros em ratos, Klein e colaboradores (2010) relataram que ratos habituados ao
ambiente apresentaram niveis mais elevados de CORT que os néo habituados.
De forma similar, Lucas e colaboradores (2007) mostraram que ratos
manuseados (controles do estresse crénico) apresentam niveis maiores de
CORT que ratos virgens. Estes resultados contrastam com a extensa literatura
sobre a habituacéo das respostas do eixo HHA a exposicao repetida do mesmo
estressor (File et al., 1982; Kant et al., 1985, 1987; De Boer et al., 1990;
Lachuer et al., 1994; Melia et al., 1994; Campmany et al, 1996; Marti e Armario,
1998; Thorsell et al., 1999; Cole et al., 2000; Pace et al., 2001; Bhatnagar et al.,
2002; Fernandes et al., 2002; Jaferi e Bhatnagar, 2006, 2007; Storey et al.,
2006; Tanke et al., 2008; Gray et al., 2010; Daskalakis et al., 2011; Petrowski et
al., 2012). Nao obstante, também existem relatos de auséncia de habituacdo a
exposicdo repetida de estressores homotipicos, de intensidade moderada ou
severa, em ratos (Clement et al., 1998; Masini et al., 2006; Razzoli et al., 2007),
hamsters (Kollack-Walker et al., 1999) e humanos (Wust et al., 2005). As
observacdes conflitantes podem ser devidas a uma multiplicidade de fatores,
incluindo tanto a linhagem (Dhabhar et al., 1997; Stohr et al., 1999; Uchida et
al.,, 2008; Salomons et al., 2010), ambiente maternal (Uchida et al., 2010),
idade (Doremus-Fitzwater et al., 2009), manuten¢do dos animais em grupos ou
isolados (Lucas et al., 2007) e manuseio por um ou varios experimentadores
(Dobrakovova et al.,, 1993) quanto a severidade (Pitman et al.,, 1988),
previsibilidade (De Boer et al., 1989; Marti e Armario, 1997), periodicidade (De
Boer et al., 1990; Ma e Lightman, 1998; Masini et al., 2008) e responsividade

individual (Natelson et al., 1988) aos estressores.
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Por outro lado, embora ndo tenhamos observado diferencas
estatisticamente significativas entre controles e ratos submetidos ao isolamento
social de 3 e 6 dias, os niveis de CORT dos ratos isolados por 6 dias foram
moderadamente aumentados (ACORT=120%). Possivelmente, estes efeitos
ndo alcangaram significancia estatistica (P<0,13) devido ao tamanho reduzido
dos grupos isolados (n=5). No mesmo sentido, Lucas e colaboradores (2007)
mostraram que ndo ha diferenca dos niveis basais de CORT de ratos
manuseados diariamente e alojados em pares ou individualmente, por um
periodo de 10 dias. Surpreendentemente, no entanto, eles observaram que a
habituacdo ao estresse de imobilizacdo somente se desenvolveu nos ratos
alojados em pares, mostrando que o eixo HHA néao é indiferente ao isolamento
social de ratos adultos.

Os niveis de LAC também foram significativamente reduzidos nos
grupos CAN-1D e CAN-3D em relacdo aos ratos controles. Esta diferenca foi
provavelmente devido a pouca locomocdo dos ratos apds cirugia de
implantacdo da canula intraatrial mantidos gaiola individual. Também
observamos reducdo dos niveis plasmaticos de GLI do grupo CAN-3D
comparados ao grupo CAN-1D. Esta reducdo, deve-se possivelmente aos
niveis de CORT significantemente aumentados somente 1 dia apés a cirugia de
implantacédo de canula intraatrial.

Portanto, os resultados deste estudo prescrevem periodos longos
de recuperacao cirurgica, coleta de sangue por decapitagdo sob anestesia por
anestésicos inalatorios. E por fim, eles também sugerem que os procedimentos
comuns de “habituag&o” nos quais os animais sdo periodicamente manuseados
e expostos a um ambiente ndo familiar podem gerar respostas inatas ou

condicionadas (ansiedade antecipatéria) de medo e a ativagdo concomitante do
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eixo HHA. Estas observac¢des néo invalidam a utilizagdo do manuseio de ratos
controles em estudos cujos procedimentos envolvam graus similares de

manipulagéo dos grupos experimentais.
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ESTUDO lII:

AUSENCIA DE RESPOSTAS NEUROENDOCRINAS APOS A
ESTIMULACAO ELETRICA AVERSIVA DA MATERIA CINZENTA

PERIAQUEDUTAL DORSAL DO RATO
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RESUMO: Os ataques de panico (AP) em humanos, tanto espontaneos como
induzidos por lactato de sodio, ndo sdo acompanhados pelo aumento da

secrecdo dos ‘hormoénios do estresse ’ de corticotrofina (ACTH), cortisol
(CORT) e prolactina (PRL). Estudos anteriores mostraram que estes hormoénios
também néo séo alterados apos os comportamentos de defesa produzidos por
estimulacdo elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) de ratos.
Contudo, os niveis matinais de CORT destes experimentos situavam-se em
torno de 300 ng/ml, valores muito superiores aos esperados (60-100 ng/ml).
Embora os valores basais de CORT nédo expliguem a auséncia de resposta da
PRL, eles podem ter inibido a resposta de ACTH. De fato, estudos posteriores
de outros autores mostraram que ratos com niveis normais de CORT
apresentaram aumentos significantes dos niveis deste horménio 30 min apés o
comportamento de fuga induzido por estimulagdo da MCPD. Contudo, a
elevacdo da CORT pode ter sido devida ao esforco muscular da resposta
intensa de fuga. Assim, o presente estudo re-examinou as respostas hormonais
as estimulacdo da MCPD em arenas com o diametro grande (60 cm) ou
pequeno (20 cm), na qual as respostas de trote e galope sdo suprimidas. Além
de corroborar os estudos anteriores com estimulacdo em arenas grandes, 0s
resultados mostraram que ratos com niveis basais reduzidos de CORT néo
apresentam nenhuma alteracdo dos horménios do estresse 2 ou 30 min apés a
estimulacdo na arena pequena com a intensidade limiar de fuga da arena
grande. Estes resultados sdo consistentes com a mediacdo dos AP pela
MCPD.

Palavras-chaves: Ataque de panico, Matéria Cinzenta Periaquedutal,

Estresse, Corticotropina, Corticosterona, Prolactina.
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Embora a marca fundamental do conceito de estresse de Selye
(1936, 1976) seja a ativacado do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA) por
uma variedade enorme de estressores, tanto fisicos quanto psicoldgicos,
existem evidéncias abundantes de que os “hormdnios do estresse”
corticotropina (ACTH), cortisol/corticosterona (CORT) e prolactina (PRL) n&o
sdo alterados pelo estresse psicoldgico inquestiondvel dos atagues de pénico
(AP) (Liebowitz et al., 1985 a; Levin et al.,, 1987; Woods et al.,, 1987, 1988;
Hollander et al., 1989a,b; Kellner et al., 1998). A auséncia de ativacdo dos
“‘horménios do estresse” nos AP constitui-se, portanto, num dos achados mais
desnorteantes da psiquiatria contemporanea (Hollander et al., 1989c, Graeff et
al., 2005).

Por outro lado, existem evidéncias de que o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) dos pacientes de péanico esteja hiperativo em condicdes
de repouso. Realmente, pacientes de panico apresentam respostas
aumentadas de ACTH a administracdo do horménio de liberacdo da
corticotrofina (CRH) no dia seguinte a supressdo periférica do eixo por
dexametasona (Schreiber et al., 1996; Erhardt et al., 2006). Estes experimentos
sugeriram que a auséncia de respostas neuroenddcrinas nos AP possa ser
devida a processos adaptativos secundarios a hiperfuncdo crénica do eixo
HHA. Alternativamente, os ataques recorrentes de panico poderiam ter
desencadeado processos adaptativos similares aos que ocorrem para as
respostas neuroendocrinas de humanos e animais a exposicéo repetida aos
estressores (Kirschbaum et al., 1995; Schommer et al., 2003, ver Estudo ).

Por outro lado, como os AP séo imprevisiveis, a auséncia de resposta
neuroenddcrina foi freqientemente demonstrada em AP induzidos por infusdo

de lactato de sodio ou inalacdo de dioxido de carbono (CO,). A despeito das
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similaridades destes ataques com as crises clinicas de péanico (Klein, 1993),
tem sido questionado se os resultados negativos destes estudos podem ser
estendidos aos AP espontaneos da clinica. Nao obstante, num dos raros
estudos neuroendocrinos de ataques espontaneos, Cameron e colaboradores
(1987) ndo observaram nenhum aumento significante nos niveis plasmaticos
de CORT e PRL, tanto no auge das crises quanto 10 ou 60 min apds 9 ataques
espontaneos de panico em pacientes internados. De forma semelhante, ndo
houve alteracdo destes horménios apds os AP de pacientes ndo-tratados com
agorafobia (Woods et al., 1987). No mesmo sentido, estudos recentes
mostraram que os pacientes com TP apresentam resposta atenuada de CORT
ao estresse de hipoglicemia (Jezova et al., 2010) e terapia de agorafobia por
exposicdo ao contexto fébico (Sigmund et al., 2011). Por fim, Anegg e
colaboradores (2002) mostraram que enquanto os niveis plasmaticos de PRL
permaneceram inalterados, os niveis salivares de CORT diminuiram apos AP
naturais induzidos por alarmes falsos de esgotamento de oxigénio do
equipamento de mergulhadores em treinos de emergéncia. Em adi¢éo, embora
a reducao do CORT salivar possa ter sido devida a lavagem da boca durante o
mergulho, os niveis de PRL dos mergulhadores que nao “entraram em panico”
foram muito maiores do que aqueles que apresentaram AP. Este estudo é
particularmente importante dada a estreita relacdo da emergéncia do mergulho
com o risco de sufocamento (Klein, 1993).

De acordo com estes estudos, Petrowski e colaboradores (2010)
sugeriram que 0S pacientes de panico apresentam uma anormalidade
especifica na resposta de CORT ao estresse psicossocial. De fato, enquanto a
elevacdo do CORT produzida pelo despertar € normal nos pacientes com TP, a

resposta ao estresse psicossocial esta atenuada. Petrowski e colaboradores
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(2012) mostraram que pacientes que sofreram apenas um ou dois AP também
apresentaram a atenuacao da resposta de CORT ao estresse psicossocial,.
Adicionalmente, pacientes com TP ha mais de 2 anos apresentaram respostas
mais acentuadas de CORT ao teste DEXA-CRH que os pacientes com TP
recente. Estas observacdes tornam improvavel a hipétese de habituacdo do
eixo HHA.

Por outro lado, a estimulacdo elétrica, ou quimica, da matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCPD) produz emocgdes aversivas em humanos
(Nashold et al., 1969) e respostas defensivas em animais (Bittencourt et al.,
2004; Schenberg et al.,, 2005) que tém sido propostas como um modelo de
ataque de panico (AP) (Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Deakin and Graeff,
1991; Schenberg et al., 2001). Em linha com estes estudos, a tomografia por
emissao positronica de AP induzidos por lactato de s6dio também implica o teto
do mesencéfalo como o substrato destes ataques (Reiman et al., 1989).
Notavelmente, estudos recentes de nosso laboratério mostraram que 0s niveis
plasmaticos de ACTH, CORT e PRL ndo sao alterados pelas respostas
vigorosas, fisicas e emocionais, dos comportamentos de defesa produzidos
pela estimulacdo elétrica da MCPD de ratos (Silva, 2003; Schenberg et al.,
2008). Embora estes resultados sejam indicios convincentes do envolvimento
da MCPD na mediacdo dos AP, verificamos que os ratos implantados com
canulas intra-atriais e eletrodos na MCPD apresentavam niveis de CORT de
cerca de 300 ng/ml, valores muito superiores aos esperados para o periodo
matutino (40-100 ng/ml) (Silva, 2003). Embora a auséncia da resposta de PRL
nao possa ser explicada pelos niveis basais elevados de CORT, a auséncia
das respostas de ACTH e CORT pode ter sido devida a hiperatividade basal do

eixo HHA. De fato, estudos posteriores de Lim e colaboradores (2010)
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mostraram que ratos com niveis basais reduzidos de CORT apresentam
aumentos significativos dos niveis plasmaticos de CORT 30 min apds a
estimulacdo da MCPD que produziu comportamentos de fuga. N&o obstante, a
elevacao dos niveis de CORT destes estudos pode ter sido devida ao exercicio
muscular, e ndo aos efeitos emocionais da estimulagdo da MCPD. De fato,
embora o desejo de fuga seja um dos sintomas centrais dos AP, a fuga
raramente ocorre no panico clinico.

Portanto, o presente estudo re-examinou as respostas hormonais a
estimulagéo elétrica da MCPD em ratos com niveis normais de CORT e por
procedimentos (Schenberg et al., 2005) que permitem separar, por técnicas
nao invasivas, as respostas motoras e emocionais dos comportamentos de
defesa produzidos por estimulacdo elétrica da MCPD. Adicionalmente,
examinamos o efeito desta estimulacdo sobre alguns indices do metabolismo

energético dos animais.
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MATERIAIS E METODOS
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Animais — Ratas gravidas provenientes do biotério central da Universidade
Federal do Espirito Santo foram transferidas para o biotério “estresse-zero” do
Laboratorio de Neurobiologia dos Transtornos do Humor e da Ansiedade. Este
biotério tinha transito limitado de usuarios e condi¢gbes controladas de
iluminacdo (luzes acesas entre 6:00 h e 18:00 h), temperatura (23-25°C) e
ruido (basicamente, 46 dB provenientes dos sistemas de condicionamento e
exaustéo do ar). As ratas foram alocadas em caixas de polipropileno (60 cm x
50 cm x 22 cm) com maravalha no assoalho e livre acesso a 4gua e comida.
Um dia ap6s o parto, a prole foi padronizada para, no maximo, 8 filhotes
machos por ninhada, sacrificando-se as fémeas. Na idade adulta, os ratos
foram mantidos em caixas de polipropileno em grupos de até 4 animais por
caixa, com livre acesso a agua e comida. Os experimentos foram aprovados

pelo comité de ética no uso de animais da UFES (CEUA 099/2011).

Implantacdo de Eletrodos — Ratos machos adultos (250-300 g) foram
implantados com eletrodos confeccionados com um fio de aco inoxidavel de
250 um de diametro (Califérnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA),
isolado em toda extensdo, exceto na secdo transversal de sua extremidade.
Um fio de aco inoxidavel ndo isolado servia de eletrodo indiferente. Os
eletrodos eram soldados a um soquete de circuito integrado feito com um
segmento de 2 pinos de barramento para computador (Celis, BCPT 50, S&o
Paulo, SP, Brasil). Para a cirurgia, os ratos eram anestesiados com quetamina
(0,1 ml/ 100 g de rato, I.P.) e xilazina (0,05 ml/100 g de rato, I.P.), tratados com
ceftriaxona sodica (30 mg/kg, 1.M.) e diclofenaco sodico (1 mg/kg, I.M.), fixados
ao aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, EUA) e cobertos com uma

manta para evitar a perda de calor. Em seguida, fazia-se a assepsia da parte
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superior da cabeca com &lcool 70° e solucdo de iodo e removia-se uma
pequena area oval de pele e tecidos subcutaneos, expondo-se a calvaria desde
o bregma até o lambda. Evitou-se a tricotomia, pois o pélo reduz as lesfes da
pele ao redor do campo cirargico, possivelmente, devidas a autolimpeza. Apos
a incisdo e raspagem da galea aponeurdtica com um bisturi, eram feitos 4
orificios (2 nos 0ssos parietais e 2 no 0sso interparietal), com o auxilio de uma
broca odontoldgica, para a fixacdo de pequenos parafusos de acgo inoxidavel e
ancoragem da prétese. A seguir realizava-se um orificio -2,1 mm lateralmente e
-7,8 mm posteriormente ao bregma para introducdo do eletrodo dirigido a
MCPD, num angulo de 15°, até a profundidade de 5 mm abaixo da superficie
O0ssea. Apds a soldagem do eletrodo indiferente a um parafuso de fixacédo e a
limpeza e secagem da calota craniana, o campo cirirgico era preenchido com
resina acrilica autopolimerizavel de secagem rapida e os ratos eram colocados

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

Estimulacéo intracraniana — As sessdes de estimulacdo intracraniana eram
realizadas em arenas cilindricas de acrilico transparente de 2 tipos: 1) arenas
grandes, sem teto, com 60 cm de diametro e altura (AGd), 2) arenas pequenas,
com teto, com 20,5 cm de diametro e 26 cm de altura (APq). A estimulag&o
elétrica era realizada por meio de um cabo flexivel acoplado a um conector
elétrico giratério de mercurio. Os pulsos eram aplicados por um estimulador
senoidal de corrente constante (FDV, Ribeirdo Preto, Brasil) e monitorizados
por meio de um osciloscopio (V-121 Hitachi-Denshi, Malasia). Ratos que néo
exibiram a resposta de galope com intensidades inferiores a 50 UA nas sessdes

de triagem foram excluidos do experimento.
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Tabela 1- Etograma do rato na auséncia ou presenca de estimulagcdo elétrica
da matéria cinzenta periaquedutal dorsal.

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

Repouso Postura horizontal com os olhos abertos ou semi-abertos,
atividade olfativa reduzida e relaxamento muscular
indicado pelo rebaixamento do tronco e pela a flexao
dos membros. Com a cabeca erguida o rato assume
uma “postura de esfinge”.

Olfacdo Jorros de atividade olfativa indicada pela movimento do
focinho e vibrissas.

Esquadrinhar Exploracdo visuo-motora do ambiente caracterizada por
movimentos laterais da cabeca, geralmente
acompanhados de olfagao.

Autolimpeza Postura ereta sobre as patas posteriores flexionadas
(“rato sentado”) acompanhado de manipulagéo
repetitiva e sequencial dos pélos da cabeca, tronco e
genitélia, usando as patas dianteiras ou a boca.

Levantar Postura ereta com extensdo das patas posteriores.

Marcha Locomocéo lenta do animal com movimentos de apoio e
balanco em oposicéo de fase das patas contralaterais.

Imobilidade (IMO) Cessar brusco de todos o0s movimentos, exceto da
respiracdo, freqientemente = acompanhado, da
extensdo dos membros, elevagcéo do tronco, orelhas e
pescoco e, as vezes da cauda, indicando o aumento
do tonus muscular. O cessar brusco das atividades
podia resultar em posturas anémalas.

Trote (TRT) Locomocao rapida do animal, mantendo o padrdo contra-
lateral da marcha.

Galope (GLP) Locomocao muito rapida ao longo do perimetro da arena,
alternando movimentos de apoio e projecao dos
membros anteriores e posteriores

Salto (SLT) Impulso vertical ou obliquo em direcdo & borda da arena.

Exoftalmia (EXO) Abertura maxima dos olhos que assume a forma esférica
e cor brilhante, presumivelmente, devida a uma maior
entrada de luz.

Defecacédo (DEF) Eliminacéo de fezes.
Micgéo (MIC) Eliminacdo de urina
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Registro comportamental — Na sesséo de triagem, 0os comportamentos eram
avaliados por observacdo direta de um experimentador posicionado a
aproximadamente 50 cm da arena de estimulacdo. Durante a estimulagcéo, os
comportamentos eram registrados de forma binaria, como emitidos ou néo,
independentemente de sua duracdo ou frequéncia ao longo de uma Unica
estimulacdo. Os registros comportamentais foram realizados de acordo com

um etograma validado estatisticamente (Bittencourt et al., 2004) (Tabela 1).

Determinacdo da laténcia da resposta de ACTH — A laténcia da resposta de
ACTH foi determinada por meio de um estressor classico, o choque as patas. O
equipamento consistia numa caixa retangular (46 cm de largura x 25 cm de
altura x 24 cm de profundidade) com assoalho de barras de aco inoxidavel,
com espagamento de 1,2 cm, conectadas a um gerador de choque controlado

por software (Insight, Ribeirdo Preto, Brazil).

Coleta de Sangue — As amostras de sangue eram coletadas ao final dos
experimentos, entre 8:00 h e 10:00 h da manh&. Para isto, os ratos eram
confinados numa campanula de plastico transparente com 33 cm de diametro e
13 cm de altura. A campanula era conectada a um frasco (de 12 cm de altura e
8 cm de diametro) com 30 ml de isoflurano, e este a uma bomba nebulizadora
cujo acionamento administrava o anestésico por fluxo de superficie (100 ml/s) a
taxa de 5 ml/min, produzindo uma mistura ar/isoflurano de 0,08%. Os ratos
apresentavam perda completa da postura apos 2 ou 3 minutos e eram
decapitados com o auxilio de uma guilhotina (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). O
sangue era coletado em tubos com 0,5 ml de EDTA (1:50.000) e centrifugado
por 10 min, a 2000 rpm e 4°C (Eppendorf 5415 R, Hamburg, Germany). Apos o

registro do volume final de plasma de cada amostra para correcdo do volume
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adicionado de EDTA, o plasma era armazenado a -80°C até ser transportado,
em gelo seco, para o setor de validagdo dos laboratoérios da Associa¢do Fundo
de Incentivo a Pesquisa (AFIP/CRDB, Sédo Paulo, Brasil), para ser analisado
quanto as concentracbes de ACTH, CORT, prolactina (PRL), glicose (GLI),
triglicérides (TRI) e lactato (LAC), por técnicos completamente
desconhecedores dos grupos experimentais. Contudo, como 0s ensaios de
prolactina ainda ndo foram concluidos, somente parte dos resultados foi

mostrada neste estudo.

Histologia — ApOs a decapitacdo, as cabecas eram mantidas em formol 10%
durante 15 dias. Em seguida, os encéfalos eram retirados das caixas cranianas
e seccionados num criostato (Leica CM1850, Wetzlar, Germany) em cortes de
60 pum de espessura. Os cortes eram entdo estendidos em laminas
gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho neutro (Sigma, EUA) e
montados com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sitios das
estimulacdes foram identificados, fotografados por microscopia de baixo
aumento (Leica DM2500 acoplado a uma camera DFC 300 FX, Wetzlar,
Germany), e registrados em diagramas coronais do encéfalo do rato do atlas

de Paxinos e Watson (1998).

Ensaios Bioquimicos — Os niveis plasmaticos de ACTH foram medidos em
duplicata por imunoensaio enzimético de quimioluminescéncia (Immulite 2000°,
Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, EUA) com sensibilidade
de 5 pg/ml e coeficientes de variacdo (C.V.) intra-ensaio (single run) e entre-
ensaios (different runs) de 7,7+0,6% e 8,4+0,7%, respectivamente (médiatEPM
de 5 amostras). A CORT foi medida por radioimunoensaio de anticorpo duplo

especifico para ratos e camundongos (ImmuChem® MP Biomedicals,
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Orangeburg, NY, EUA). O ensaio tem sensibilidade de 7,7 ng/ml e C.V. intra- e
entre-ensaios de 7,2+1,7% e 17,4+7,9%, respectivamente (médiatEPM de 3
amostras). A dosagens de GLI foi realizada por meio de colorimétrico-
enzimatico (Advia, Siemens) e C.V intra-ensaio e entre-ensaios de 1,3% e
3,3%, respectivamente. O LAC foi analisado por quimica seca (Vitrus-5600,
Johnson&Johnson). E os niveis de TRI foram realizadas por colorimétrico-
peroxidase (Advia 2400, Siemens) com C.V intra-ensaio (Controle Baixo: 1,6%
Controle Alto: 0,5%) e entre-ensaios de Controle Baixo: 2,4% Controle Alto:
0,9%. Os ensaios foram realizados por técnicos totalmente desconhecedores

dos experimentos realizados.

Protocolos experimentais

Experimento 1: Determinac¢éo da laténcia de resposta do ACTH. Ratos adultos
(n=8) foram previamente “habituados” a caixa de choque por 3 exposi¢des de 1
min em dias alternados da semana. No dia seguinte, os ratos eram colocados
na caixa e, 1 min apds, os choques (2 mA,1 min) eram aplicados as patas dos
mesmos. Os controles (n=8) receberam choques ficticios. Em seguida, os ratos
eram anestesiados e decapitados para coleta de sangue para ensaios

hormonais e metabdlicos, tal como nos demais experimentos.

Experimento 2: Efeitos hormonais e metabdlicos da estimulacdo elétrica da
MCPD com as intensidades limiares das respostas de imobilidade (IMO-AGd)
ou galope (GAL-AGd) numa arena grande. Ratos adultos (n=37) foram

implantados com eletrodos na MCPA e, 2 semanas apos, conectados ao cabo
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de estimulacdo e colocados na AGd. Ap6s 10 min de “habituagao”, os ratos
eram estimulados com pulsos senoidais (60 Hz, 30 s) de intensidade crescente,
em passos de 5 PA e intervalos de 30 s, registrando-se as intensidades limiares
das respostas de imobilidade e galope (sessado-triagem). As sessOes-teste
eram realizadas 14 dias ap0s a sessao-triagem. Para isto, 0s ratos eram
colocados na AGd e estimulados com um Unico pulso (1 min) na intensidade
limiar de imobilidade (IMO-AGd, n=15) ou galope (GAL-AGd, n=20) registradas
na sessdo de triagem. Os controles eram estimulados ficticiamente (CTRL-
AGd, n=12). Ao final da estimulacéo, os ratos eram anestesiados e decapitados

para coleta de sangue.

Experimento 3: Efeitos hormonais e metabdlicos da estimulacédo elétrica da
MCPD com a intensidade limiar de galope da arena grande aplicada em ratos
colocados numa arena pequena (EIC-APq). Duas semanas ap0s a sessédo de
triagem na AGd, os ratos eram colocados na APq (EIC-APqg, n=18) e, 1 min
apoés, estimulados (1 min) com a intensidade limiar do galope registrada na
sessdo de triagem. Os controles (n=9) foram submetidos a procedimentos
analogos com estimulacdo ficticia (CTRL-APq). Ao final da estimulacdo, os
ratos eram anestesiados e decapitados para coleta sanguinea conforme os

outros experimentos.

Experimento 4: Efeitos hormonais e metabdlicos 30 minutos apdés a
estimulacdo elétrica da MCPD com a intensidade limiar de galope da arena
grande em ratos colocados numa arena pequena (EIC-APQg30). Os ratos (n=4)
foram submetidos aos mesmos procedimentos do Experimento 3, porém,
permaneceram na APq por 30 minutos antes do sacrificio. Os controles foram

submetidos a procedimentos analogos de estimulacao ficticia (n=4).
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Estatistica.

Andlise das variaveis binarias — As curvas de probabilidade das respostas de
defesa a estimulacdo elétrica da MCPD foram obtidas pelo ajuste logistico das
propor¢cdes acumuladas das respostas limiares em funcdo do logaritimo da

intensidade de corrente, de acordo com o modelo:
P (yilxi) = [1+exp-(ai+Bixi)]

Onde: P é a probabilidade esperada da resposta yijpara um dado estimulo Xij, q;
€ o intercepto e Bj a inclinacdo da jésima curva de intensidade resposta
(sessbes de triagem das arenas grande e pequena). Ajustes logisticos
significantes foram avaliados pelo y* de Wald (x*w = [B/EP]2), onde EP é o erro
padrdao de Bj. As curvas intensidade-resposta foram parametrizadas por meio
de variaveis indicadoras (0 e 1) e ajustadas por maxima verossimilhanca

mediante o procedimento “Logistic’ do SAS (SAS®, Cary, EUA).

Os resultados foram descritos pela intensidade limiar mediana da
populacao (lso0) e respectivos erro padrdo (EP) e intervalo de confianca (IC

95%), Como se seguem:
lso = 10°P
EP{Log (Is0)} = {[Var(a) -2(a/B)Cov(a,B) + (a/B)*Var(B))/B*}"
EP(Iso) = Iso{EP[Log(ls0)]}

IC95% (Iso) = lso1.96{EP(Is0)}
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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).

Por outro lado, enquanto nas sessdes-triagem o0s ratos foram
estimulados com todas intensidades inferiores ao limiar de galope, nas
sessOes-teste 0s ratos somente foram estimulados com a intensidade de
galope registrada na sessdo-triagem. Consequentemente, ndo foi possivel
ajustar funcdes intensidade-resposta das sessfes-teste devido ao numero
reduzido de ratos por intensidade de estimulacéo (1 a 5 ratos por intensidade,
apenas). Portanto, a comparacao das sessdes-triagem e sessoOes-teste foi feita
de forma indireta. Para isto, utilizamos as fungdes ajustadas das respostas de
defesa (imobilidade, trote, galope, etc) das sessdes-triagem para estimar as
proporcdes esperadas de respostas que seriam obtidas com intensidade média
das sessOes-teste (APq=40,7 pA, AGd=40,5). Em seguida, comparamos as

proporcdes esperadas e observadas pelo teste do y* de Pearson:
*’=(E-0)’/E

Andlise das varidveis continuas — As concentracfes plasmaticas dos
hormonios foram corrigidas para o volume adicionado de EDTA (0,5 ml). Em
seguida, os ratos que apresentaram valores extremos (outliers) de CORT (n=1)
foram excluidos por meio de andlise do residuo normal maximo (maximum
normed residual) para P<0,05 (Snedecor and Cochran, 1982). Os dados
restantes (n=188) foram tratados por analise de variancia (ANOVA), ou analise

de covariancia (ANCOVA) em funcédo da concentracdo plasmatica de lactato.
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Os grupos foram comparados por testes-t de Bonferroni (5%) das médias

minimas quadraticas (least square means).
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RESULTADOS
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Experimento 1: Determinacao da laténcia de resposta do ACTH. A aplicacao de
choques nas patas por 1 min causou aumentos marcantes dos niveis de ACTH
2 min apdés o término dos choques (F,21= 29,34; P<0,0001) (Fig 1). Também
houve alteracbes significativas dos niveis plasmaticos de GLI (F;21=15,81;

P<0,0001) e LAC (F2,=47,49; P<0,0001) (Fig. 1).
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Figura 1 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT), adrenocorticotrofina
(ACTH) e prolactina (PRL) em controles virgens (CTRL-BIO), controles com
choque ficticio (CTRL-CHQ) ou ratos que receberam choques na patas de 2
mA e 1 min de duragdo (CHQ). Os simbolos indicam diferengas significantes
em relacdo aos grupos CTRL-BIO (*) e CTRL-CHQ (%) (critério de 5%
Bonferroni).
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Aumentos moderados foram observados (162%), porém marginalmente
significantes (F,,14=2,87; P<0,09), dos niveis de PRL. Em contraste, ndo foram

observados efeitos significantes nos niveis de CORT e TRI.

Os niveis plasmaticos de GLI, ACTH e LAC no grupo choque foram

significativamente maiores que os do grupo CTRL-BIO (P<0,0001) (Fig.3).
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Figura 2 — Niveis plasmaticos de lactato (LAC), glicose (GLI) e triglicérides
(TRI) em controles virgens (CTRL-BIO), controles com choque ficticio (CTRL-
CHQ) ou ratos que receberam choques na patas de 2 mA e 1 min de duracdo
(CHQ). Os simbolos indicam diferencas significantes em relagdo aos grupos
CTRL-BIO (*) e CTRL-CHQ (%) (critério de 5% Bonferroni).
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Os ratos do grupo CHQ também apresentaram niveis significativamente
maiores de ACTH (P<0,0001), GLI (P<0,005) e LAC (P<0,0001) comparados
ao grupo CTRL-CHQ.

A andlise de covariancia (ANCOVA) dos niveis hormonais e dos metabdlitos
em funcédo dos niveis de LAC também revelou diferencas significantes entre
grupos para o ACTH (F220=5,39; P<0,01) e para GLI (F220=8,97; P<0,001).
Contudo, estas alteracbes nao foram correlacionadas aos niveis de LAC. De
forma similar a ANOVA, também nao foram observadas diferencas significantes
para os niveis de CORT e TRI (Fig. 2). As comparacfes das médias ajustadas
revelaram que o grupo CHQ apresentou niveis aumentados de ACTH em
relacdo aos grupos CTRL-BIO (P<0,005) e CTRL-CHQ (P<0,01). Contudo, a
comparacao das médias ajustadas de GLI so revelou diferencas significantes

entre os grupos CHQ e CTRL-BIO (P<0,005) (Fig.3).
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Figura 3 — Concentracfes plasmaticas de glicose (GLI) ajustadas em funcao
dos niveis de lactato em controles virgens (CTRL-BIO) e ratos submetidos a
choques ficticios (CTRL-CHQ) ou choques de 2 mA e 1 min de duracéo (CHQ).
* , diferencga significante em relacdo ao grupo CTRL-BIO (critério de 5% de
Bonferroni).
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Figura 4. Localizagao dos eletrodos dos ratos estimulados na arena pequena
com a intensidade limiar da resposta de galope da arena grande. Os numeros
representam as coordenadas antero-posteriores em relacdo ao bregma de
cortes coronais do atlas do cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998).
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Sitios  estimulados: Os eletrodos do grupo APq localizaram-se
predominantemente na coluna dorsolateral da MCPA (89%) Os restantes
localizaram-se em areas contiguas das camadas profundas do coliculo superior
(11%) (Fig. 4.).

No grupo estimulado com as intensidades limiares de galope e imobilidade na
AGd, os eletrodos localizaram-se predominantemente nas colunas dorsolateral
e dorsomedial da MCPA. Os restantes localizaram-se em areas contiguas das

camadas profundas do coliculo superior (Tabela 2, Fig. 5).

Tabela 2. Distribuicdo dos eletrodos dos grupos estimulados na AGd com as
intensidades limiares de imobilidade (IMO) e galope (GAL) e que foram
incluidos nos experimentos com horménios. MCPDL e MCPDM - colunas
dorsolateral e dorsomedial da matéria cinzenta periaquedutal, CBPCS -
camada branca profunda do coliculo superior.

MCPDL MCPDM CBPCS Total
IMO 10 1 3 14
% 72 7 21 100
GAL 19 --- 2 21
% 90,5 --- 9,5 100
Total 29 1 5 35

% 83 3 14 100
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Figura 5 — Localizagcéo dos eletrodos dos ratos estimulados na arena grande

com as intensidades limiares das respostas de galope (®) e imobilidade (©).

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



104

Experimento 2: Efeitos hormonais e metabdlicos da estimulacdo elétrica da
MCPD na arena grande nas intensidades limiares das respostas de imobilidade
(IMO-AGd) ou galope (GAL-AGd). O tratamento dos dados por ANOVA
detectou diferencas significativas para as concentracdes plasmaticas de CORT
(F467=3,26; P<0,01) e ACTH (F467=2,66; P<0,05) (Fig. 6), mas nao para a PRL,

GLI e TRI.
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Figura 6 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT), adrenocorticotrofina
(ACTH) e prolactina (PRL) em ratos controle biotério (CTRL-BIO), ratos
controle de cirurgia (CTRL-CIR), ratos controle de arena grane (CTRL-AGd),
ratos estimulados no limiar de imobilidade na rena grande (IMO-AGd) e ratos
estimulados no limiar de galope na arena grande (GAL-AGd)* diferente do
CTRL-BIO (P<0,05); critério de Bonferroni.
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Estas diferencas foram devidas aos niveis plasmaticos aumentados de CORT
(P<0,001) e ACTH (P<0,005) do grupo GAL-AGd em relagao aos ratos CTRL-
BIO. A ANOVA também mostrou diferencas significativas para o0s niveis

plasmaticos de LAC (F467=11,51; P<0,0001).
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Figura 7 — Niveis plasmaticos de triglicérides (TRI), glicose (GLI) e lactato
(LAC) em ratos controle de biotério (CTRL-BIO), ratos controle de cirurgia
(CTRL-CIR), ratos controle de arena grane (CTRL-AGd), ratos estimulados no
limiar de imobilidade na rena grande (IMO-AGd) e ratos estimulados no limiar
de galope na arena grande (GAL-AGd). + Diferente do CTRL-BIO, CTRL-CIR,
CTRL-AGd, CNG-AGd. (P<0,05); critério de Bonferroni.

A comparacdo entre grupos mostrou que estas diferencas foram devidas ao

aumento no nivel plasmatico de LAC do grupo GAL-AGd em relacdo aos
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grupos CTRL-BIO (P<0,0005), CTRL-CIR (P<0,0001), CTRL-AGd (P<0,0001) e
CNG-AGd (P<0,0001) (Fig.7).

O tratamento dos dados por ANCOVA detectou correlacdes apenas marginais
dos niveis de LAC com as respostas de CORT (F166=3,28; P<0,07). Desta
forma, a ANCOVA forneceu resultados similares aos da ANOVA, detectando
diferencas significantes das concentracbes deste hormonio (Fje6=4,19;
P<0,005). A comparag¢do entre grupos mostrou que estas diferencas foram
devidas aos niveis mais elevados de CORT do grupo GAL-AGd em relacdo ao
grupo CTR-BIO (P<0,0001). Também foram observadas diferencas marginais
(P<0,07) entre os grupos CTR-BIOT e GAL-AGd e os demais (Fig.8).

Em contraste, os niveis plasméaticos de LAC contribuiram de forma significativa
nas respostas de ACTH (Fi166=4,47; P<0,03). Portanto, ao contrario do
observado para a ANOVA, ndo foram detectadas diferencas significantes nas
concentracfes ajustadas para o mesmo nivel de LAC (F466=1,1; P<0,35). Os
niveis de GLI também se correlacionaram fortemente com os niveis de LAC
(F166=17,7; P<0,0001). Consequientemente, ndo houve diferencas significativas
nas médias ajustadas de GLI (Fses=1,2; P<0,35). Por fim, o LAC ndo teve

influéncia significante nos niveis de TRI ou PRL. (Fig. 9).
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Figura 8 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT), adrenocorticotrofina
(ACTH) e prolactina (PRL) ajustadas em fun¢éo do exercicio fisico (lactato), em
ratos controle de biotério (CTRL-BIO), ratos controle de cirurgia (CTRL-CIR),
ratos controle de arena grane (CTRL-AGd), ratos estimulados no limiar de
imobilidade na arena grande (IMO-AGd) e ratos estimulados no limiar de
galope na arena grande (GAL-AGd). * Diferente de CTRL-BIO (P<0,05); critério
de Bonferroni.
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Figura 9 — Niveis plasmaticos de triglicérides (TRI) e glicose (GLI) ajustados em
funcd@o do exercicio fisico (lactato), em ratos controle de biotério (CTRL-BIO)
ratos controle de cirurgia (CTRL-CIR), ratos controle de arena grane (CTRL-
AGd), ratos estimulados no limiar de imobilidade na arena grande (IMO-AGd) e
ratos estimulados no limiar de galope na arena grande (GAL-AGA).
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Experimento 3: Efeitos hormonais e metabdlicos da estimulagdo elétrica da
MCPD com a intensidade limiar de galope da arena grande aplicada em ratos
colocados numa arena pequena (EIC-APqQ). Foram observadas diferencas
significativas nas concentracdes plasmaticas de CORT (F347=7,64; P<0,0005)

e LAC (F3.46=3,66; P<0,01) (Fig.10).
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Figura 10 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT), adrenocorticotrofina
(ACTH) e prolactina (PRL) em ratos controle de biotério (CTRL-BIO), ratos
controle de cirurgia (CTRL-CIR), ratos controle de arena pequena (CTRL-APQ)
e ratos estimulados no limiar de galope na arena pequena (EIC-APQ)* diferente
do CTRL-BIO (P<0,05); critério de Bonferroni.

As diferencas nos niveis de CORT foram devidas aos aumentos nos niveis

plasmaticos de CORT nos grupos CTRL-APq (P<0,0005) e EIC-APq
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(P<0,0001) em relagdo ao CTRL-BIO (Fig.8). Adicionalmente, os niveis de LAC
do grupo EIC-APq foram significativamente maiores que aqueles do grupo
CTRL-CIR (P<0,005) (Fig.11). Nao foram observadas diferencas significativas

para os niveis plasmaticos de PRL, GLI e TRIG.

12 -
g 77
2 °©
3 E 64
c .
N
3 4
0
250 -
200 -
_ = 1504 -
- g ]
O 100 -
e |
N
50
0
150 —
-
O T 100- T
x ©
= E
50
0
CTRL-BIO CTRL-CIR  CTRL-AP EIC-AP

Figura 11 — Niveis plasmaticos de triglicérides (TRI), glicose (GLI) e lactato
(LAC) em ratos controle de biotério (CTRL-BIO), ratos controle de cirurgia
(CTRL-CIR), ratos controle de arena pequena (CTRL-APQ) e ratos estimulados
na arena pequena (EIC-APq) com a intensidade limiar de galope registrada na
arena grande.(+), estatisticamente diferente do CTRL-CIR (critério de 5% de
Bonferroni).

O tratamento dos dados de CORT por ANCOVA corroborou os resultados da

ANOVA, detectando diferencas significativas entre grupos (Fs345=7,39;
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P<0,0005). Contudo, ndo houve nenhuma correlacdo significante entre os
niveis de LAC e CORT. Em contraste, o LAC correlacionou-se de forma
significativa com as concentragbes de ACTH (F145=27,5; P<0,0001) e GLI

(F1,45:13,39; P<0,001) (Fig.lZ).
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Figura 12 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT), adrenocorticotrofina
(ACTH) e prolactina (PRL) ajustados em fungdo do exercicio fisico (niveis
lactato), em controles virgens (CTRL-BIO), controles operados (CTRL-CIR),
controles confinados por 1 min na arena pequena (CTRL-APQ) e ratos
estimulados na arena pequena (GAL-APQ) com a intensidade limiar de galope
registrada na arena grande. (*) estatisticamente diferente do CTRL-BIO (critério
de 5% de Bonferroni).
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Contudo, tal como na ANOVA, ndo foram detectadas diferencas significantes
entre as médias ajustadas tanto do ACTH quanto da GLI. Tampouco foram
observadas diferencas significativas das médias ajustadas de TRl e PRL.

Os niveis plasmaticos de ACTH e GLI foram correlacionados com 0s niveis de
LAC (P<0,0001 e P<0,001, respectivamente) e a diferenca estatistica nestes
grupos observada no teste de ANOVA foi anulada pela correlacdo dos niveis

de lactato plasmaticos (Fig. 13).
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Figura 13 — Niveis plasmaticos de glicose (GLI) e triglicérides (TRI) ajustados
em funcdo do exercicio fisico (lactato) em controles virgens (CTRL-BIO),
controles operados (CTRL-CIR), controles confinados na arena peguena
(CTRL-APqg) e ratos estimulados na arena pequena (GAL-APgq) com a
intensidade limiar de galope registrada na arena grande.
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Experimento 4: Efeitos hormonais e metabdlicos 30 minutos apés a
estimulacgédo elétrica da MCPD de ratos confinados numa arena pequena com a
intensidade limiar de galope registrada na arena grande. O tratamento dos
dados por ANOVA detectou diferencas significativas para os niveis plasmaticos
de CORT (F328=35,68; P<0,0001), ACTH (F32s=13,7; P<0,0001) e LAC

(F326=8,22; P<0,0005) e TRI (F3.25=3,05; P<0,05) (Fig.14).
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Figura 14 — Niveis plasmaticos de corticosterona (CORT) e adrenocorticotrofina
(ACTH) dos controles virgens (CTRL-BIO), controles operados (CTRL-CIR),
controles confinados por 30 min na arena pequena apos a estimulacao ficticia
da MCPD (CTRL-APq 30’) e de ratos confinados por 30 min na arena pequena
apos a estimulacdo da MCPD com a intensidade limiar de galope registrada na
arena grande (EIC-APq 30’). Simbolos indicam diferencas estatisticamente
significantes em relacdo aos grupos CTRL-BIO (*) e CTRL-CIR (%) (critério de
5% de Bonferroni P<0,05).
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Contudo, ndo houve alteracao significativa dos niveis plasmaticos de GLI (Fig
15). A diferenca nos niveis de CORT foi devida ao aumento expressivo deste
horménio nos grupos CTRL-APQ-30' e EIC-APQ-30’ em relagdo os animais

CTRL-CIR e CTRL-BIO (P<0,0001).
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Figura 15 — Niveis plasmaticos de glicose (GLI), triglicérides (TRI) e
lactato(LAC) dos controles virgens (CTRL-BIO), controles operados (CTRL-
CIR), controles confinados por 30 min na arena pequena apés a estimulagédo
ficticia da MCPD (CTRL-APq 30’) e de ratos confinados por 30 min na arena
pequena apés a estimulagdo da MCPD com a intensidade limiar de galope
registrada na arena grande (EIC-APq 30’). Simbolos indicam diferencas
estatisticamente significantes em relagédo aos grupos CTRL-BIO (*) e CTRL-
CIR (%) (critério de 5% de Bonferroni P<0,05).

Os niveis plasméticos de ACTH também foram significativamente maiores nos

animais CTRL-APQ-30’ em relagédo aos grupos CTRL-CIR (P<0,001) e CTRL-
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BIO (P<0,0005). De forma similar, o grupo EIC-APQ-30’ apresentou valores de
ACTH significativamente maiores que os grupos CTRL-CIR e CTRL-BIO
(P<0,0001).

As diferencas dos niveis de plasmaticos de LAC foram devidas aos niveis
superiores no grupo CTRL-BIO em relagdo aos grupos CTRL-APq 30’

(P<0,0005) e EIC-APq 30’ (P<0,001; Fig. 13).

Analise comportamental de animais submetidos a estimulagdo elétrica da
MCPA no limiar da resposta de galope em arena grande e arena pequena.

Tabela 3: Proporcdes das respostas de defecacdo (DEF), exoftalmia (EXO),
galope (GLP), ratacdo (ROT) imobilidade (IMO), Miccao (MIC), salto (SLT) trote
(TRT) apresentadas na 2° semama e na 4° semana em Arena Grande (AG) e
Arena Pequena (AP).

Proporg¢des de Respostas

2° Semana 4° Semana P
Arena Grande DEF 0,10+0,07 0,73+0,09 0,0001
EXO 0,88+0,07 1,00£0 0,0541
GLP 0,65+0,1 0,86+0,07 0,0496
IMO 0,85+0,08 1,00+0 0,0310
MIC 0,24+0,09 0,73+0,09 0,0008
SLT 0,58+0,11 0,86+0,07 0,0203
TRT 0,59+0,1 0,82+0,08 0,0502
Arena Pequena DEF 0,32+0,1 0,52+0,11 ns
EXO 0,93+0,06 0,95+0,05 ns
GLP/ROT 0,67+0,1 0,23+0,09 0,0018
IMO 0,88+0,07 0,95+0,05 ns
MIC 0,21+0,09 0,09+0,06 ns
SLT 0,57+0,11 0,45+0,11 ns
TRT 0,45+0,11 0,00£0 0,0002

As propor¢cdes foram comparadas por desvio da curva normal (Collet; 2003).
Esta analise mostrou no grupo AG, tanto as respostas autonomicas (DEF e

MIC) quanto as respostas somaticas (EXO, GLP, IMO, SLT e TRT) foram
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fortemente aumentadas pela estimulacdo subita de 1minuto da MCPA na 4°
semana, em relacdo aquela registradas na secéo triagem (2° semana). Por
outro lado, ndo foram observadas diferencas entre esses periodos na AP,
exceto para os comportamentos virtualmente abolidos de TRT e GLP/ROT

(Tabela 3).
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Estudos anteriores do nosso laboratério compararam as respostas
neuroenddcrinas induzidas pela estimulacdo elétrica da MCPD aquelas do
estresse de restricdo em tubos de 4,5 cm de diametro (Silva, 2003; Schenberg
et al., 2008). Contudo, as comparacdes foram prejudicadas pelas duracoes
bastante distintas do estimulo intracraniano (1 min) e estresse de restricdo (10
min). No presente estudo procuramos minimizar os efeitos da exposicdo ao
ambiente estranho coletando o sangue imediatamente apds (2 min) o término
da estimulacdo da MCPD. Portanto, precisdvamos saber se os efeitos
hormonais ja podiam ser detectados neste intervalo de amostragem. Para isto,
examinamos a laténcia das respostas neuroenddcrinas de um estressor
classico — o choque nas patas — de mesma duracdo da estimulacéo
intracraniana (1 min). Os resultados mostraram que o ACTH ja esta
expressivamente aumentado (466%) 2 min ap6s o término do choque nas
patas, principalmente, considerando-se a dura¢do curta do estimulo. De fato,
Hauger e colaboradores (1988) mostraram que o ACTH pode aumentar em até
23 vezes apoOs 15 min de imobilizacdo. Também foram observados aumentos
moderados (162%), porém, marginalmente significantes (P<0,09), dos niveis
de PRL. Em contraste, ndo foram detectadas diferencas nos niveis de CORT. A
despeito da auséncia de alteracdes nos niveis de CORT, os niveis circulantes
de GLI e seu metabdlito, o LAC, foram significativamente aumentados no grupo
CHQ, tanto em relacdo ao CTR-CHQ quanto CTR-BIO, possivelmente, devido
a descarga macica de catecolaminas do sistema nervoso simpatico e medula
adrenal. Por outro lado, evidéncias mostram que o exercicio fisico intenso
aumenta as concentragdes circulantes de glicocorticoides (Girad et al., 2002),
em parte, devido ao aumento dos niveis de LAC. Aferentes nervosos que

sinalizam o trabalho muscular também sédo essenciais para a ativacao do eixo
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HHA durante o exercicio fisico (Kjaer et al.1996). Neste sentido, o
desparecimento das diferencas entre os grupos CHQ e CTR-CHQ para as
médias ajustadas para o mesmo nivel de LAC sugere uma influéncia
importante do exercicio muscular no aumento dos niveis circulantes de GLI.
Nos grupos com estimulacao intracraniana na AGd, os eletrodos
localizaram-se predominantemente na coluna dorsolateral da MCPA e areas
imediatamente adjacentes da coluna dorsomedial desta estrutura e camada
branca profunda do coliculo superior. Estudos anteriores do nosso laboratorio
mostraram que a estimulacédo senoidal ndo é capaz de discriminar as respostas
de defesa destas areas (Bittencourt et al., 2004). Portanto, a distribuicdo
homogénea dos eletrodos endossa a comparacdo das respostas hormonais
destes grupos. No grupo AG, tanto as respostas autonomicas (DEF e MIC)
guanto as respostas sométicas (EXO, GLP, IMO, SLT e TRT) foram fortemente
aumentadas pela estimulag¢édo subita de 1minuto da MCPA na 4° semana, em
relacdo a secao triagem (2° semana). Esta relacéo ja foi observada em estudo
anterior de nosso laboratoério (Sudré et al., 1993). Contudo, os niveis de ACTH
e CORT sofreram aumentos leves ou moderados (114% e 300%,
respectivamente) nos ratos que apresentaram respostas de galope a
estimulacdo da MCPD quando comparados aos controles virgens. Embora os
outros grupos também tenham apresentado aumentos marginais dos niveis de
CORT (0,05<P<0,07) em relagdo aos controles virgens, eles nao diferiram
entre si tanto em relacédo a este hormonio quanto ao ACTH. Portanto, enquanto
0s primeiros resultados sugerem a ativacdo do eixo HHA na resposta do
galope, os dultimos resultados excluem sua ativagdo na resposta de
congelamento. Contudo, os niveis de LAC também foram significativamente

aumentados na resposta de galope, sugerindo a influéncia determinante do
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exercicio fisico. De fato, as concentracbes de ACTH néo diferiram dos
controles virgens e foram virtualmente idénticas para os grupos operados
quando elas foram ajustadas para o mesmo nivel de LAC. Os resultados da
ANCOVA sugerem gue as respostas foram secundarias ao exercicio fisico do
galope. Curiosamente, no entanto, as diferencas nos niveis de CORT foram
preservadas, ou até mesmo acentuadas, nas médias ajustadas para o LAC.
Por outro lado, os experimentos com choque nas patas mostraram que nao ha
elevacdo da CORT 2 min ap0s a aplicacdo de choques que produziram um
aumento muito maior do ACTH (466%). Portanto, a causa mais provavel do
aumento residual de CORT nas médias ajustadas para o LAC é a estimulacao
direta do cértex adrenal pela ativacdo do sistema simpatoadrenal (Ehrhart-
Bornstein et al.,, 1995). Esta hipotese ndo descarta a acdo direta de outros
secretagogos do coértex adrenal que possam ser liberados pela estimulacdo da
MCPD.

A influéncia do esforco muscular na resposta neuroendécrina foi testada
estimulando-se os ratos na APq, 4 semanas ap0s a cirurgia, com a intensidade
limiar de galope registrada 2 semanas antes na AGd. Nestas condicdes, o
galope e o trote sdo substituidos por respostas motoras atenuadas de
imobilidade, rotacéo e saltos. A premissa deste experimento considera que a
resposta emocional a estimulacdo elétrica ndo é alterada, ou € até mesmo
potenciada, durante a estimulacdo na APqQ, dissociando 0s componentes
motores e emocionais da reacdo de defesa a estimulacdo da MCPD. De fato,
nossos dados mostraram que as repostas de TRT e GLP/ROT foram
seletivamente abolidos, assim como aqueles abservados por Schenberg et al
(2005). Nesta situacdo, os grupos da APg apresentaram niveis de CORT

significativamente maiores que o0s controles intactos, mas nao diferiram dos
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controles operados, confirmando os efeitos duradouros da neurocirurgia no
eixo HHA. Notavelmente, ndo houve nenhuma diferenca estatistica nos niveis
de ACTH dos grupos com estimulacao real ou ficticia da MCPD em relacédo aos
controles operados e virgens. Estes resultados foram observados a despeito do
aumento significante dos niveis de LAC dos ratos estimulados na APq em
relacdo aos controles operados e, marginalmente, aos ratos estimulados
ficticiamente, mostrando que a APq ndo produz a supressdo completa do
esforco muscular e da emocdo. Por outro lado, os resultados similares da
ANCOVA indicam que o esforco muscular ndo teve influéncia alguma nas
respostas neuroenddcrinas dos ratos estimulados na APq.

Para analisar a resposta maxima de CORT a estimulacdo da
MCPD, os experimentos da APq foram repetidos mantendo-se o0s ratos
confinados por 30 min ap6s a estimulacdo. Nesta situacao também ndo houve
diferenca alguma entre os ratos com estimulacédo real ou ficticia da MCPD,
tanto em relacdo a CORT quanto ao ACTH. Contudo, estes horménios foram
significativamente aumentados em relacdo aos controles virgens e operados.
Estes efeitos podem ter sido devidos ao confinamento prolongado ou a
elevacdo dos niveis de CO, em vista das condicbes de baixa ventilacdo da
APg. Contudo, os niveis de LAC foram reduzidos nos grupos da APg em
relacdo aos controles virgens, tornando improvavel os efeitos da hipercapnia ou
hipoxia. Portanto, a elevacdo destes hormonios deve ter sido causada pelo
confinamento.

No conjunto, estes resultados corroboram os estudos preliminares
do nosso laboratério (Silva, 2003; Schenberg et al., 2008) e fornecem provas
adicionais da consisténcia do modelo de AP por estimulacdo da MCPD

(Schimitel et al.,2011; Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Deakin and Graeff, 1991
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Schenberg et al., 1993; Bittencourt et al., 2004). O presente estudo também
sugere que os resultados recentes de Lim e colaboradores (2011), relatando
aumentos expressivos da CORT (200%) 30 min apés a estimulacao elétrica da
MCPD, foram devidos ao esforco muscular associado ao comportamento de
fuga particularmente intenso dos ratos em arenas de grandes dimensbdes (1
m?). Conforme mencionado, os nossos resultados estdo de acordo com com
ampla literatura mostrando que os AP ndo sdo seguidos do aumento da
secrecdo do ACTH, CORT ou PRL (Liebowitz et al., 1985; Cameron et al.,
1987; Woods et al., 1987; Levin et al., 1987; Woods et al., 1988 Hollander et
al., 1989a,b; Kellner et al., 1998). Tal como foi sugerido por Petrowski e
colaboradores (2010), nossos dados também sugerem que a auséncia de
respostas neuroendocrinas dos AP ndo € devida a adaptacdo do eixo aos
ataques recorrentes de panico.

O presente estudo € notavel por numerosas razdes. Primeiro,
eles trazem a teste a hipdtese de Selyes (1936,1976) da ndo-especificidade da
resposta do estresse. Embora criticada desde o seu inicio, o conceito da
inespeficiade foi somente testado recentemente por Pacak e colaboradores
(1998). Esse autores mostraram que diferentes estressores originam padrées
especificos de respostas neuroendocrina. Além disto, os hormonios (ACTH e
adrenalina) e transmissores (noradrenalina) ndo respondem na mesma
proporcdo para a mesma alteracdo na intensidade do estresse. Segundo, a
falta de respostas neuroendocrinas durante os comportamentos defensivos
evocados da estimulacdo elétrica da MCPA foi demonstrada em ratos com
niveis baixos de CORT, diferentemente do observado por Schenberg e
colaboradores (2003). Terceiro, na medida que o presente estudo baseia-se

em comportamentos defensivos incondicionados, este resultado ajuda a
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esclarecer a literatura conflitante em pacientes de panico, nos quais 0s
resultados podem ter sido influenciados pela ansiedade antecipatéria e
comorbidade com transtornos afetivos (Lopez et al., 1990; Garcia-Leal et al.,
2005). Por fim, como a auséncia de ativacdo do eixo HHA durante estresse
emocional parece ser uma caracteristica Unica da reacdo de defesa evocada
da estimulacao elétrica da MCPD e dos AP, nossos dados sugerem que estas
respostas sao provocadas pela ativacdo do mesmo mecanismo central (Deakin
and Graeff, 1991; Jenck et al., 1995; Schenberg et al., 2001). Enquanto os AP
espontaneos sao muitas vezes diagnosticados como ataques cardiacos ou
doencas obstrutivas graves, a estimulacdo da MCPA, é sem duvida, aversiva
tanto em seres humanos quanto em animais. Ha4 poucas duavidas, portanto,
sobre a experiéncia subjetiva de ambas as condicbes como um verdadeiro
estresse emocional. Consequentemente, as respostas do eixo HHA e da PRL
sao provavelmente inibidas durante os AP. Embora a inibicdo do eixo HHA seja
um fendbmeno raro, Levine e colaboradores (Conner et al., 1971; Erskine e
Levine, 1973) demonstraram que os aumentos dos niveis de ACTH induzidos
por choque foram atenuados pelo comportamento agressivo (choque induzindo
a luta) provocado pela apresentacdo da mesma programacdo de choques na
presenca de outro rato. Mais importante, Bhatnagar e colaboradores (2000)
mostraram que o eixo HHA de ratos cronicamente estressados é inibido por
projecbes colecistocininérgicas da MCPA para o nucleo paraventricular
posterior do tdlamo. Além disso, € digno de nota que existem projecdes da
coluna ventrolateral da MCPA para a subdivisdo endocrina do nucleo
paraventricular do hipotdlamo (Floyd et al., 1996). Embora a fisiologia das
tltimas projecdes néo tenha sido estudada até o momento, as projecdes da

MCPA para o nucleo paraventricular posterior do tadlamo podem estar
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envolvidas na inibicdo do eixo HHA durante AP. Por outro lado, é importante
lembrar que o hormdnio atrial natriurético € aumentado nos AP induzidos por
lactato de sédio, o que pode contribuir para a inibicdo do eixo HHA deste
modelo (Kellner et al.,, 1998). ACTH j& esta expressivamente aumentado
(466%) 2 min apdés o término do choque nas patas, principalmente,

considerando-se a duracao curta do estimulo
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O procedimento de habituacdo para reducdo da resposta

neuroenddcrina ao estresse é ineficaz.

A liberagcdo de ACTH é expressivamente aumentada 2 min apos o
término do estresse emocional e fisico causado pelo choque nas patas

durante 1 minuto.

A estimulacdo da MCPA no limiar da resposta de imobilidade em AG

nao eleva os niveis hormonais de CORT, ACTH e PRL .

A elevacdo moderada dos niveis plasmaticos de ACTH produzida pela
estimulacdo da MCPA no limiar da resposta de galope é produzida

devido ao exercicio fisico empenhado no comportamento.

A estimulagdo elétrica da MCPA na APq aboliu seletivamente as

respostas de galope e trote.

A estimulacéo elétrica da MCPA no limiar da resposta de galope na APq

nao ativa o eixo HHA nem ap6s 2 ou 30 minutos.

Estes estudos sugerem que a auséncia de respostas neuroenddcrinas
dos AP nao € devida a adaptacdo do eixo aos ataques recorrentes de

panico.

Nossos dados fornecem provas adicionais da consisténcia do modelo de

AP por estimulacado da MCPD.
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RATOS DESCARTADOS DEVIDO O USO DE HEPARINA

CORT ACTH PRL GLI LAC TRI
ng/ml pg/ml ng/ml mmol/  mmol/ mg/dl
L L
VIRGENS DO BIOTERIO  Média 62,3 71,7 17 0 0 150,6
SEM ESTRSSE N 5
EPM 8 8 8 8 8 8
29,7 10,4 3,5 0 0 18,15
VIRGENS DO BIOTERIO  Média 100,4 100 23,9 197
DE PASSAGEM EPI\N/I 7 7 7 7 7 7
21,7 14,5 2, 0 0 12,2
HIBRIDOS (WISTAR E Média 210,4 170,9 22,7 14,2 3,46 94,7
SELVAGENS) DO N 7 7 7 10 10 10
BIOTERIO DE EPM 11,3 88,3 6,3 0,8 0,67 11,6
PASSAGEM
CIRURGIA COM Média 633,7 123,2 17,0 0 0 60,1
TREPANACAO COM 5 N 17 17 10 7 7 7
DIAS DE POS EPM 65,2 20,7 6,3 0 0 10,5
CIRURGICO
ESTIMULACAO DA Média 7325 728,22 39,0 16,8 18,10 94,7
MQPD COM 5 DIAS DE N 10 10 6 6 6 10
POS CIRURGICO EPM 97,7 166,52 12 2,4 4,5 12,5
RESTRICAO DE 15 Média 0 339,2 0 0 0 121,2
MINUTOS N 2
EPM 9 8 9 9 9 9
0 63,3 0 0 0 20,28
RESTRICAO DE 5 Média 539,2 249,7 71,2 0 0 109,0
MINUTOS N 1
EPM 9 9 9 9 9 9
86 105 9,5 0 0 23,13
MANIPULQQAO E Média 526,0 143,3 34,21 0 0 131,7
EXPOSICAO AO N 11 11 11 11 11 11
APARATO EPM 82,7 17,12 9,1 0 0 17,68

ESPERIMENTAL POR 5
DIAS
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RATOS DESCARTADOS DEVIDO AO KIT DE RADIOIMUNOENSAIO DE CORT COM

DEFEITO E AO SOM DE RATOS NO SHUTTLE BOX

CORT ACTH PRL GLI LAC TRI
ng/ml pg/ml ng/ml mmol/L | mmol/L | mg/dl
Média | 1171,74 | 255,80 0 0 0 96,51
N 19 19 19 19 19 19
RESTRICAO 15 MIN EPM | 73,48 22,02 0 0 0 6,16
MANIP E EXPOSICAO | Média | 1566,09 | 69,39 0 0 0 139,44
AO AMBIENTE POR 5 N 9 9 9 9 9 9
DIAS DURANTE 30 EPM | 131,74 9,69 0 0 0 12,02
MINUTOS
POS CIRURGICO Média | 1363,89 | 166,54 0 0 0 117,31
10DIAS COM N 15 15 15 15 15 15
SUSPENSAO PELO EPM | 162,79 32,19 0 0 0 20,01
ABDOMEM
POS CIRURGICO Média | 1256 100,5 0 0 0 104,1
10DIAS SEM N 21 21 21 21 21 21
SUSPENSAO PELO EPM 98,4 13,4 0 0 0 7,6
ABDOMEM
POS CIRURGICO Média | 557,25 65,52 0 0 0 112,48
130DIAS COM N 14 14 14 14 14 14
TREPANACAQ EPM | 64,87 11,88 0 0 0 9,41
POS CIRURGICO DE Média | 281,39 61,50 0 0 0 127,83
30 DIAS FURO COM N 8 8 8 8 8 8
FURO EPM | 22091 6,19 0 0 0 17,91
POS CIRURGICO DE Média | 658,35 73,44 0 0 0 102,11
15 DIAS FURO COM N 9 9 9 9 9 9
FURO EPM | 88,82 5,60 0 0 0 10,55
Média | 1361,31 | 78,69 0 0 0 84,26
CANULA COM 1 DIAE N 19 19 19 19 19 19
INJETADO SALINA EPM 64,57 7,58 0 0 0 5,98
Média | 1379,42 | 88,20 0 0 0 84,07
CANULACOM1DIAE N 14 14 14 14 14 14
INJETADO CIANETO EPM | 152,54 17,96 0 0 0 9,27
21 DIAS DE Média | 1461,2 141,6 0 0 0 93,4
TRATAMENTO N 3 13 13 13 13 13
INTRAPERITONEAL EPM 117,3 56,6 0 0 0 14
COM SALINA
CANULADO E

INJETADO CIANETO
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21 DIAS DE Média | 1351,4 101,7 0 0 0 89,4
TRATAMENTO N 16 16 16 16 16 16
INTAPERITONIAL EPM | 835 11,4 0 0 0 8,4
COM FLUOX,

CANULADO E

INJETADO CIANETO.

5 DIAS DE POS Média | 1873,1 187,7 0 0 0 142,1
CIRURGICO DE N 18 18 18 18 18 0
CIRURGIA EPM | 318,6 23,3 0 0 0 12,3
INTRACRANIANA,

TRIAGEM E

ESTIMULACAO DA

MCPA DE 1 MINUTO.

5 DIAS DE POS Média | 1104,1 177.,4 0 0 0 116
CIRURGICO DE N 23 23 23 23 23 23
CIRURGIA EPM | 841 20,2 0 0 0 9,5
INTRACRANIANA,

TRIAGEM, APOS 2
DIAS ESTIMULACAO
DA MCPADE 1
MINUTO.




