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Resumo

Hernandes, Paloma Molina. O papel da orexina no nucleo dorsal da rafe na
mediacéo de respostas defensivas associadas ao panico. 2024. Tese de Doutorado —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto,
2024,

O envolvimento do sistema serotoninérgico com a fisiopatologia do transtorno do
panico (TP) é reconhecida ha décadas. No sistema nervoso central a serotonina é
encontrada em sete nucleos especificos, dentre os quais destaca-se o nucleo dorsal da rafe
(NDR), principal fonte de inervacdo serotonérgica para estruturas encefalicas
criticamente envolvidas na fisiopatologia do TP, como a substancia cinzenta
periaquedutal dorsal (SCPd). Sabe-se que na SCPd, a serotonina promove efeito de
reduzir a expressao de respostas fuga, comportamento consistentemente associado ao
panico, em diferentes modelos animais. Recentemente, o papel desempenhado por
projecGes orexinérgicas que partem do hipotdlamo lateral, area perifornical e do
hipotalamo dorso-medial tém merecido crescente atencdo devido a sua capacidade de
modular a expressdo de comportamentos defensivos relacionados ao panico. Estudos
recentes mostram que a orexina-A (OXA) no NDR é capaz de excitar neurbnios
serotonérgicos, 0 que presumivelmente acarretaria um aumento de liberacdo de
serotonina para areas como a SCPd, ocasionando um possivel efeito panicolitico. No
entanto, esta hipdtese ainda ndo foi avaliada experimentalmente. O objetivo geral do
presente trabalho foi o de investigar o papel da OXA no NDR, mais especificamente no
subnucleo asas-laterais, na modulagédo de respostas de fuga em camundongos, através do
emprego de modelos de panico respiratdrio e ndo respiratério. Para tal, no experimento
1, investigamos o papel dos receptores orexinérgicos do tipo 1 (OX1R) localizados nas
asas-laterais, através da administracdo local do antagonista SB 334867 e da prépria OXA,
na modulacdo do comportamento de fuga medido no modelo experimental de exposicao
a uma alta concentracdo de CO2 (20%). Os resultados obtidos demonstram que a injecédo
intra-asas-laterais do antagonista do OX1R n&o alterou o nimero de saltos e nem a
atividade locomotora dos animais. Ja a injecdo da maior dose de OXA (28pmol/50nl) foi
capaz de reduzir o numero de saltos sem alterar a atividade locomotora, sugerindo um
efeito panicolitico. Na sequéncia, ainda utilizando o teste de exposicdo ao CO2,
investigamos o papel dos receptores 5-HT1A da SCPd na mediagdo das consequéncias
comportamentais decorrentes da estimulacdo farmacoldgica de receptores OX1R nas

asas-laterais do NDR. Os resultados mostraram que a injecdo prévia do antagonista de
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receptores 5-HT1A WAY-100635 na SCPd bloqueou o efeito de reducdo de saltos
provocado pela injecdo de OXA. Na segunda etapa do trabalho, a fim de verificar a
generalidade de nossos achados, investigamos as consequéncias de injecdes intra-asas
laterais de OXA em camundongos submetidos ao “Beetle mania task” (BMT), usado
como modelo de panico ndo respiratdrio. Antes desta analise, procuramos validar este
teste para 0 uso em nosso laboratério. Verificamos que a linhagem de camundongos
C57BI/6 é que a mais expressa respostas de fuga quando comparada as linhagens Balbc,
Swiss e CD1. Em camundongos C57BI/6, a droga panicolitica alprazolam reduziu o
numero de fugas horizontais e salto, além de aumentar a tolerancia ao besouro-rob6. Ja o
ansiolitico diazepam reduziu o nimero de fugas horizontais. Por sua vez o tratamento
crénico com a fluoxetina ndo alterou nenhum dos comportamentos observados. Em
relacdo as consequéncias de injeces de OXA nas asas-laterais, 0s resultados mostraram
que a OXA em sua maior dose aumentou 0 numero de saltos, sem alterar os demais
comportamentos analisados. Os resultados obtidos indicam o envolvimento da OXA nas
asas-laterais do NDR na modula¢do dos comportamentos defensivos relacionados ao
panico. No entanto, a direcdo desta regulacdo parece depender do estimulo panicogénico

empregado.

Palavras-chave: transtorno do panico, ndcleo dorsal da rafe, orexina, serotonina,

exposicao ao CO2, beetle mania task.

Abstract
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Hernandes, Paloma Molina. The role of orexin in the dorsal raphe nucleus on the
modulation of panic-like behaviors.2024. PhD Thesis — School of Medicine of Ribeiréo

Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2024.

The involvement of the serotonergic system in the pathophysiology of panic
disorder (PD) has been recognized for decades. The dorsal raphe nucleus (DRN) is the
main source of serotonin innervation to encephalic structures involved in the
pathophysiology of PD, such as the dorsal periagueductal gray matter (dPAG). A wealth
of evidences indicates that the serotonin in the dPAG promotes the effect of reducing the
expression of escape responses, a behavior consistently associated with panic, in different
animal models. Recently, the role played by orexinergic projection, originated from
lateral hypothalamus, perifornical area and dorsomedial hypothalamus, have increasing
attention due to their ability to modulate the expression of defensive behaviors related to
panic. Electrophysiology studies show that orexin-A (OXA) in the DRN is capable of
exciting serotonergic neurons, suggesting a potential increase in serotonin release within
the dPAG, which would lead to a panicolytic effect. However, this hypothesis has not
been evaluated experimentally. In this study, we investigated the role of OXA in the DRN,
more specifically in the lateral wings area, on the modulation of escape behavior in mice,
using respiratory and non-respiratory panic models. The experiment 1 shows no effect of
SB 334867, antagonist of orexinergic type 1 receptor (OX1R), injections in the lateral
wings of the DRN on the number of jumps and locomotor activity in mice exposed to
20% of CO2. In the meantime, the injection of the highest dose of OXA (28 pmol/50nl)
was able to reduce the number of jumps without altering locomotor activity, indicating a
panicolytic effect. Next, we investigated the involvement of 5-HT1A receptors in the
dPAG in mediating the behavioral consequences resulting from pharmacological
stimulation of OX1R receptors in the lateral wings. The results show that the previous

injection of the 5-HT1A receptor antagonist WAY-100635 in the SCPd blocked the jump
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reduction effect caused by OXA injections in the lateral wing of the DRN. In order to
verify the generality of our findings, in the second stage of this study we investigated the
consequences of OXA injections in the lateral wings in mice exposed to the “Beetle mania
task (BMT), used as a model of non-respiratory panic. Prior to this analysis, we validated
this test for use in our laboratory. We found that the C57BI/6 mouse line expresses more
escape behaviors when compared to the Balbc, Swiss and CD1 lines. In C57BI/6 mice,
the panicolytic drug alprazolam reduced the number of horizontal escapes and jumps, in
addition to increasing tolerance to the robot beetle. The anxiolytic diazepam reduced the
number of horizontal escapes and the chronic treatment with fluoxetine did not change
any of the observed behaviors. Regarding the consequences of lateral wings injections of
OXA, the results showed that OXA at its highest dose increased the number of jumps,
without changing the other behaviors analyzed. The results obtained indicate the
involvement of OXA specifically in the lateral wings of the DRN on the modulation of
defensive behaviors related to panic. However, the direction of this regulation appears to

depend on the stimulus inducing the defensive response associated with panic.

Keywords: panic disorder, dorsal raphe nucleus, serotonin, orexin, CO2 exposure, beetle

mania task.
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INTRODUCAO

Transtornos de ansiedade

A ansiedade é um estado emocional subjetivo de antecipacdo, que pode ser
caracterizado por altera¢cdes emocionais, fisioldgicas cognitivas frente a expectativa de
uma situacdo indeterminada e imprecisa(AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION.,
2013). Assim como o medo, a ansiedade é uma emocao essencial para a sobrevivéncia
que possui grande valor adaptativo, estando associada a tensdao muscular, vigilancia e
comportamentos cautelosos ou de esquiva. Embora até determinado nivel a ansiedade
possa favorecer a motivacdo e o desempenho individual, quando manifestada em niveis
exacerbados e persistentes, pode tornar-se patolégica e prejudicar o desempenho regular
do individuo (CRASKE; STEIN, 2016; GRAEFF, 1999).

Com o intuito de auxiliar na caracterizagdo e diagnose, a Associacdo Norte
Americana de Psiquiatria, de acordo com critérios operacionais baseados nos sintomas,
sistematizou os diversos tipos de ansiedade patolégica, também chamados de transtornos,
no Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM). Em sua quinta
edicdo (DSM-V), esses transtornos séo descritos nas seguintes categorias: transtorno de
ansiedade de separacdo, mutismo seletivo, fobia social, agorafobia, transtorno de
ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido por substancias ou
medicamentos, transtornos de ansiedade devido a condi¢cdo médica, transtorno de
ansiedade com outras especificagdes, transtorno de ansiedade ndo especificado e o
transtorno do panico (TP) (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION., 2013).

O TP, principal foco do presente trabalho, é caracterizado pela ocorréncia de
ataques de panico inesperados e recorrentes, que podem gerar preocupagdes acerca da
ocorréncia de novos ataques. Durante um ataque de panico, o paciente vivencia sensagoes

de intenso medo e desconforto, que atingem seu pico em poucos minutos e sdo
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acompanhadas de quatro ou mais sintomas fisicos e cognitivos, a saber: palpitacdes,
taquicardia, sudorese, tremores, sensacdo de falta de ar ou sufocamento, sensacdo de
asfixia, dor ou desconforto no peito, ndusea ou desconforto abdominal, vertigens,
calafrios ou sensacéo de calor, parestesias, desrealizacdo ou despersonalizacdo, medo de
perder o controle ou de enlouquecer, medo de morrer (AMERICAN PSYCHIATRY
ASSOCIATION., 2013). Trata-se de uma patologia muitas vezes incapacitante e observa-
se que o0s pacientes geralmente procuram varios atendimentos clinicos e emergenciais, até
que o diagnostico seja feito, devido aos sintomas fisicos e psiquicos experienciados
durante um ataque de panico, causando um elevado custo econémico (BATELAAN et
al., 2007; CHOU, 2010; SALUM; BLAYA; MANFRO, 2009).

Em termos epidemiologicos, um estudo de meta-analise, realizado em 2017,
demonstrou que a prevaléncia de TP ao redor do mundo (levando-se em conta 25 paises
por todo o globo) € de 1,7%, sendo que em média, o inicio da patologia se da aos 32 anos
(JONGE et al., 2017). No Brasil, especificamente na cidade de Sao Paulo, a prevaléncia
do TP ao longo de um ano é de 1,1%, sendo que 56,6% desses individuos apresentam a
patologia com grande severidade (ANDRADE et al., 2012).

O tratamento para TP pode ser feito através de abordagens psicoldgicas e/ou pelo
uso de drogas (BANDELOW:; MICHAELIS, 2015), sendo este o mais frequentemente
indicado por reduzir de forma eficaz a ocorréncia e severidade dos ataques de panico em
tempo mais curto do que as psicoterapias (BANDELOW et al., 2008; DU et al., 2021,
FREIRE et al., 2011). O tratamento farmacoldgico é realizado com o uso de
antidepressivos, principalmente os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(ISRS), como a fluoxetina e o escitalopram, além dos benzodiazepinicos de alta poténcia,
como alprazolam e o clonazepam (GRAEFF; ZANGROSSI, 2021). Apesar de diversos

estudos demonstrarem que ndo existe diferenca entre as duas classes quanto a eficacia e
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aceitabilidade pelo paciente (CHAWLA et al.,, 2022; DU et al.,, 2021; KASPER;
RESINGER, 2001), o uso prolongado de benzodiazepinicos é desencorajado, devido ao
risco de dependéncia e outros efeitos adversos, sendo os ISRS a primeira linha de
tratamento (BALDWIN et al., 2014; DU et al., 2021; LOPEZ-MUNOZ; ALAMO;
GARCIA-GARCIA, 2011; MOCHCOVITCH; NARDI, 2010; SZUHANY; SIMON,

2022).

Panico respiratorio e ndo respiratorio

O termo “transtorno do panico” apareceu pela primeira vez em uma classificagao
médica oficial na terceira edicdo do DSM (DSM-I1I) em 1980. O DSM-III dividiu a
neurose ansiosa em transtorno do panico (ansiedade aguda) e transtorno de ansiedade
generalizada (ansiedade cronica), criando critérios operacionais para cada categoria
diagnosticada. Esta separacao foi baseada, principalmente, nos trabalhos de Donald Klein
com a imipramina (antidepressivo triciclico) realizados durante a década de 60 (KLEIN,
1964; KLEIN; FINK, 1962). Mais especificamente, Klein (1964) observou que o
tratamento com a imipramina era eficiente em pacientes com ataques de ansiedade
(ataques de panico) mas ndo nos pacientes com ansiedade crénica. Ele também distinguiu
trés tipos de ataques de panico: espontaneos, situacionais (associados a uma situagédo
agorafobica) e aquelas provocadas por estimulo fébico constante (animais, altura,

escuridao, etc.) (KLEIN, 1964).

Desde a categorizacdo nosologica do TP dentro dos transtornos de ansiedade,
diversas evidéncias sugerem uma ligacdo entre 0o TP e os distarbios respiratorios
(BOUDREAU et al., 2015; FAVREAU et al., 2014; GOODWIN et al., 2010; HASLER
et al., 2005; PERNA et al., 1997; POLLACK et al.,, 1996; PORZELIUS; VEST;

NOCHOMOVITZ, 1992; POTHIRAT et al., 2015; VOGELE; VON LEUPOLDT, 2008).
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Por exemplo, a prevaléncia do TP € significativamente maior em asmaticos
(BOUDREAU et al., 2015; GOODWIN et al., 2010; PERNA et al., 1997), pacientes com
doenca pulmonar obstrutiva cronica (FAVREAU et al., 2014; NARDI, 2009; VOGELE;
/VON LEUPOLDT, 2008) e em pessoas que sofreram eventos traumaticos de sufocagédo
(BOUWER; STEIN, 1997). Além disso, desafios respiratérios como apneia (NARDI et
al., 2003, 2006a), hipoxia (BECK; OHTAKE; SHIPHERD, 1999; BECK; SHIPHERD;
OHTAKE, 2000) ou inalacdo de ar enriquecido com CO, (GORMAN; MCKENZIE;

GANDEVIA, 1999), podem desencadear ataques de panico.

A associacdo entre alteracBes nos parametros fisioldgicos relacionados a
respiracdo e o TP é o ponto chave da teoria do falso alarme de sufocacédo, proposta por
Klein em 1993, uma das teorias mais proeminentes sobre a etiologia do TP. De acordo
com esta teoria, pacientes com TP sdo /hipersensiveis ao aumento de CO2 (KLEIN, 1993)
e/ou a diminuicdo de O» (PRETER; KLEIN, 2008). Mais especificamente, Klein (1993)
propoe que “o ataque de panico espontaneo ocorre quando o monitor de sufocamento do
cérebro sinaliza erroneamente uma falta de ar Gtil, desencadeando assim um falso alarme

de sufocagao”.

Desde entdo, diversos métodos de desafios respiratérios, baseados no aumento da
pressdo parcial de CO2, tém sido empregados em estudos com seres humanos para
investigar o TP (para mais detalhes ver GUAN; CAO, 2023; OKURO et al., 2020). Por
exemplo, inalar uma ou duas vezes uma mistura gasosa contendo 35% de CO. resulta na
precipitacao de ataques de panico, sendo estes efeitos mais exacerbados em pacientes com
TP (GRIEZ; LOUSBERG; VAN DEN HOUT, 1987; NARDI et al., 2006b; PERNA et
al., 1994). Ademais, a inalacao de ar enriquecido com CO», variando de 5% a 7%, por até
20 minutos precipita mudancas autonémicas e psicoldgicas, tais como aumento da

frequéncia respiratdria e cardiaca, sensacdo de medo, dor no peito, falta de ar e tonturas,
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que se assemelham ao desencadeamento de um ataque de panico que ocorre naturalmente
(GORMAN; MCKENZIE; GANDEVIA, 1999; SANDERSON; RAPEE; BARLOW,

1988).

Embora os sintomas respiratdrios fossem uma caracteristica central do TP, Klein
observou que isso ndo se aplicava a todos os pacientes, sendo o primeiro a propor a
existéncia de subtipos de TP (KLEIN, 1993). Neste mesmo ano, durante a fase Il de um
estudo clinico com 1.168 pacientes, Briggs e colaboradores (1993) sugeriram a divisao
de pacientes com TP em dois grupos caracterizados pela presenca ou auséncia de sintomas
respiratorios proeminentes. Neste mesmo estudo foi também observado que apesar dos
dois grupos ndo diferirem nas varidveis demogréaficas ou nos diagndsticos coexistentes, o
grupo com sintomas respiratdrios proeminentes sofreu mais ataques de panico
espontaneos e respondeu melhor ao tratamento com a imipramina. Ja o grupo sem
sintomas respiratérios proeminentes sofreu mais ataques de panico situacionais e
respondeu melhor ao tratamento com o alprazolam (BRIGGS; STRETCH; BRANDON,

1993).

Diante deste estudo, Briggs e colaboradores (1993) propuseram como critério para
a classificacdo de pacientes com TP no subgrupo respiratdrio, que estes apresentem pelo
menos quatro dos cinco sintomas: medo de morrer, falta de ar, sensacdo de sufocamento,
dor no peito, engasgo, e parestesia (episodios de hiperventilacdo reduzem os niveis de

CO2 no sangue, levando a alcalose respiratdria e culminando em parestesia).

Utilizando tais critérios, estudos posteriores investigaram a incidéncia do
subgrupo respiratério em pacientes diagnosticados com TP (para revisao ver (OKURO et
al., 2020). Por exemplo, em um estudo conduzido no Brasil com uma amostra de 193

pacientes diagnosticados com TP, 56,5% (n=109) foram classificados no subtipo
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respiratorio (FREIRE et al., 2007). Em um outro estudo, utilizando uma amostra de 2.257
individuos de seis paises europeus, verificou-se que a prevaléncia de ataques de panico
com caracteristicas respiratorias representou 70% dos casos e esteve associado ao

aumento da utilizacéo dos servicos de satde (FULLANA et al., 2011).

Em termos de resposta ao tratamento, estudos demonstraram que a administracéo
prévia de uma Unica dose de benzodiazepinico (como alprazolam ou clonazepam) pode
neutralizar o efeito desencadeado pela exposicdo ao CO» (BALLENGER, 1990; E.
NARDI et al., 2013). Além disso, o tratamento com ISRS e antidepressivos triciclicos
também reduz a sensibilidade ao CO, em pacientes com TP (para revisdo ver (FREIRE;
NARDI, 2012; OKURO et al., 2020). Notavelmente, pacientes no subgrupo respiratério
que receberam tratamento com benzodiazepinicos ou antidepressivos triciclicos
apresentaram uma melhora mais répida do que aqueles no grupo nao respiratério.
Entretanto, a longo prazo, a eficacia do tratamento foi similar em ambos os grupos

(NARDI et al., 2003, 2005).

Embora o emprego de desafios respiratorios em estudos com seres humanos seja
uma estratégia Util para se estudar experimentalmente ataques de panico, eles apresentam
limitagdes em relagdo ao seu potencial de elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos nesse transtorno (GUAN; CAO, 2023; MOREIRA et al., 2013). Nesse
sentido, a utilizacdo de animais de laboratério se torna indispensavel, representando uma
das ferramentas essenciais para a compreensao da fisiopatologia do TP (GUAN; CAO,

2023; MOREIRA et al., 2013; ZANGROSSI; GRAEFF, 2014).

Fisiopatologia do TP

O uso de modelos animais para o estudo de emogdes como 0 medo e a ansiedade

baseia-se na perspectiva evolutiva, alicercada na obra "The Expression of the Emotions
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in Man and Animals”, publicada originalmente por Darwin em 1872. Nesta obra, Darwin
propbe a existéncia de uma relacdo filogenética entre as emocdes humanas e 0s
comportamentos observados em outros animais. Sob esse angulo, é possivel inferir que
as emocdes relacionadas ao medo, tais como a ansiedade, tém suas origens bioldgicas nas
reacOes defensivas dos animais diante de estimulos que representam ameacgas a

sobrevivéncia (GRAEFF, 1999; DARWIN, 1872 MCNAUGHTON, 2011).

Baseando-se nessa proposicdo evolutiva, Blanchard e Blanchard (1988) realizaram
diversos estudos utilizando ratos selvagens e de laboratério submetidos a estimulos
ameacadores, e propuseram a existéncia de trés niveis principais de ameaca
(BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; BLANCHARD; FLANNELLY;
BLANCHARD, 1986; BLANCHARD et al., 1993). O primeiro nivel é atribuido a uma
ameaca potencial: o predador ndo esta presente no ambiente, mas existem pistas de que
jaesteve ali, 0 que ocasiona comportamentos de exploracdo cautelosa e avalia¢do de risco.
Esses comportamentos também podem ser observados quando o animal é exposto a um
ambiente novo. Este nivel fornece uma medida indireta relacionada a ansiedade,
ocorrendo o0 recrutamento de estruturas como o cortex pré-frontal medial (mPFC), o
hipocampo e 0 nacleo basolateral da amigdala (BLA) (GRAEFF, 1994;
MCNAUGHTON; CORR, 2004; MCNAUGHTON; GRAY, 2000). Enquanto o mPFC
estd associado ao controle cognitivo, emergindo como o principal candidato para o
controle "de cima para baixo" das respostas ligadas ao medo e ao controle de impulsos
(CARLEN, 2017; GREENBERG et al., 2013; NARAYANAN; HORST; LAUBACH,
2006) o BLA e o hipocampo fornecem informagdes de memoria, evocando experiéncias
passadas para prever as acOes futuras da ameaca. Neste cenario, o hipocampo age como

comparador e solucionador de conflitos de cunho cognitivo e emocional e 0 BLA como
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responsavel pelo carater afetivo associado a ansiedade (BULLEY; HENRY;

SUDDENDORF, 2017; MCNAUGHTON; CORR, 2004; MOBBS et al., 2020).

O segundo nivel, consiste na presenca de uma ameaca, porém ainda em uma distancia
segura, sendo adotado o comportamento de fuga orientada ou de imobilidade,
dependendo da existéncia ou ndo de uma rota de fuga viavel (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; BLANCHARD et al., 1993; MOBBS et al., 2020). Neste nivel, 0s
comportamentos defensivos podem tornar-se cada vez mais dependentes do hipotalamo
e da substancia cinzenta periaquedutal (SCP) e menos do mPFC e hipocampo (MOBBS,
2018; MOBBS et al., 2020). Neste nivel, o sistema de defesa do hipotalamo medial (HM)
é o responsavel pela integracdo de informacdes sensoriais provenientes da ameaca, do
contexto e do estado interno do animal (CANTERAS, 2002; GROSS; CANTERAS,
2012; MENDES-GOMES et al., 2020). Os nucleos hipotaldmicos deste sistema projetam-
se para a parte dorsal da SCP e do coliculo superior que efetuam os comportamentos
defensivos (CANTERAS; GRAEFF, 2014; GROSS; CANTERAS, 2012; MOBBS et al.,

2020).

O terceiro nivel é atribuido a uma ameaca proximal, na qual o predador/estimulo
aversivo encontra-se muito préximo ou em contato com a presa, gerando respostas de
fugas explosivas ou ataques defensivos e esta ligada a condi¢cdo de medo intenso/pénico
recrutando estruturas como o hipotalamo dorsomedial (HDM) e a SCP (BLANCHARD;
BLANCHARD, 1988; BLANCHARD etal., 1993; GRAEFF, 1994; MOBBS et al., 2020;

SHUHAMA et al., 2007).

Diversas evidéncias clinicas e experimentais indicam que os ataques de panico estdo
relacionados a ameaga proximal, que é organizada principalmente pela parte dorsal da
SCP (SCPd) (GRAEFF, 2004; MOBBS et al., 2020; REIS et al., 2023). Neste contexto,

estudos demonstraram, que tanto a estimulagdo quimica como elétrica da SCPd induzem
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comportamentos de fuga em roedores (AGUIAR; GUIMARAES, 2009; BRANDAO et
al., 1986; CARVALHO et al., 2018; EICHENBERGER et al., 2002; GRAEFF, 1991;
VIANNA et al., 2003). Mais especificamente, a ativacdo optogenética de neurdnios
excitatorios na SCPd induziu respostas de fuga em camundongos submetidos ao teste de
exposicdo a predadores (DENG; XIAO; WANG, 2016). Em comparacdo com
estimulacdes elétricas e quimicas, a estimulacdo optogenética fornece especificidade

celular e alta resolucdo temporal sem ativar fibras de passagem (YIZHAR et al., 2011).

De modo similar, estudos mostram que a estimulacdo elétrica desta estrutura em
humanos causa sensagdes de intenso medo e terror, além de alteracdes autonémicas como
taquicardia e sudorese (NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969; YOUNG, 1989).
Além disso, estudos utilizando ressonancia magnética funcional (RNMf) demonstraram
um aumento da atividade da SCP em individuos expostos a ameagas virtuais proxima e

em decisBes de fuga rapida (MOBBS et al., 2010, 2020; QI et al., 2018).

Serotonina, nucleo dorsal da rafee o TP

Alem da ativacdao de substratos neurais especificos, varios neurotransmissores tém
sido implicados na modulacdo dos comportamentos defensivos, tais como a serotonina, o
glutamato, o acido gama-aminobutirico (GABA), o 6xido nitrico, os endocanabindide
(CAROBREZ; TEIXEIRA; GRAEFF, 2001; FALCONI-SOBRINHO et al., 2023;
HERNANDES et al., 2023; JOHNSON; SHEKHAR, 2012; Ll etal., 2019; VIANA et al.,

2019; ZANGROSSI et al., 2001).

O envolvimento do sistema serotoninérgico com a fisiopatologia do TP €
reconhecido ha décadas (GRAEFF, 2004; LOWRY et al., 2005; MARTA et al., 2020).
Esta neurotransmissdo recebe grande destaque devido ao fato de que o mecanismo de

acdo de farmacos de primeira escolha para tratar este transtorno, assim como outras
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patologias de ansiedade, envolve a facilitagdo desta neurotransmissdo (GRAEFF, 2017;
GUIMARAES et al., 2010; MOCHCOVITCH; NARDI, 2010). No sistema nervoso
central, a serotonina (5-HT) é encontrada em sete nucleos especificos, localizados no
tronco cerebral, denominados de ndcleos da rafe. Dentre eles, o nucleo dorsal da rafe
(NDR) se destaca por ser a principal fonte de inervacdo serotonérgica para estruturas
limbicas relacionadas com a fisiopatologia dos transtornos de ansiedade (AZMITIA,;

SEGAL, 1978; DAVID; GARDIER, 2016; LOWRY et al., 2005)

O NDR néo é uma estrutura homogénea, sendo composto por varios subnucleos,
a saber: dorsal (DRD), ventral (DRV), asas-laterais, caudal (DRC) e interfascicular (DRI)
(ABRAMS et al., 2004; MUZERELLE et al., 2016; STEINBUSCH, 1981). Tais
subnicleos apresentam agrupamentos de neurbnios serotonérgicos morfologica e
funcionalmente distintos, além de terem projecGes para estruturas distintas (ABRAMS et
al., 2005; CALIZO et al., 2011; HALE; SHEKHAR; LOWRY, 2012; REN et al., 2018).
E digno de nota que além de neurdnios serotonérgicos, nestes subndcleos também est&o
localizados neurdnios GABAEérgicos, glutamatérgicos e nitrérgicos (MICHELSEN;

SCHMITZ; STEINBUSCH, 2007; REN et al., 2018)

O NDR encontra-se no cerne do modelo tedrico proposto por Deakin e Graeff
(1991) para explicar o papel da 5-HT nos transtornos de ansiedade. Baseados em dados
clinicos e experimentais, esses pesquisadores sugeriram a existéncia de duas vias
serotonérgicas distintas, originadas no NDR, que participam na regulacdo das respostas
de defesa frente a estimulos aversivos (DEAKIN; GRAEFF, 1991). De acordo com esse
modelo tedrico, projecOes serotonérgicas originadas no NDR, presumivelmente dos
subnucleos DRD e DRC (MATTHIESEN et al., 2020), aumentam os niveis de ansiedade
devido ao aumento da liberacdo de 5-HT em areas prosencefalicas, com a amigdala

basolateral e o cortex frontal. Ja projecdes que inervam a SCPd, presumivelmente
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oriundas das asas-laterais do NDR (PAUL et al., 2014), diminuem a resposta de fuga,
relacionada ao panico, devido ao aumento de 5-HT nesta estrutura. Além da SCPd, outras
evidéncias indicam que a facilitacdo da neurotransmissdo serotonérgica no HDM, uma
outra estrutura envolvida no TP (ABREU et al., 2020; JOHNSON; SHEKHAR, 2012),
também inibe a resposta de fuga, de maneira similar ao que ocorre na SCPd (DE
BORTOLI; YAMASHITA; ZANGROSSI, 2013; NASCIMENTO et al., 2014). Este
efeito anti-panico da 5-HT, tanto na SCPd como no HDM, é mediado por receptores do
subtipo 1A e 2A (NASCIMENTO et al., 2014; POBBE et al., 2011; ZANOVELI et al.,

2010).

Dentro desta perspectiva, diversos trabalhos mostram o envolvimento diferencial
destes subnucleos na modulacdo de respostas defensivas relacionadas a ansiedade e ao
panico (BATISTELA et al., 2021; JOHNSON et al., 2008, 2005; SPIACCI; COIMBRA,
ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et al, 2019). Por exemplo, Spiacci e
colaboradores (2012), utilizando o labirinto em T elevado (LTE) e a técnica de marcagdo
imunoistoquimica para a proteina cFOS (marcador indireto de ativacdo neuronal) e para
a enzima triptofano hidroxilase (marcador de neur6nios serotonérgicos), demonstraram
que a esquiva inibitoria, relacionada com a ansiedade, recrutava neur6nios serotonérgicos
nos subnicleos DRD, DRC e DRI, enquanto que na fuga, relacionada com o pénico, a
ativacdo ocorre em neurdnios nao-serotonérgicos localizados nas asas-laterais do NDR e
na SCPd. Na mesma direcédo, Batistela e colaboradores (2021) demonstraram que, tanto
em ratos machos quanto em fémeas, a exposicao a 7% de Oz, que gera respostas de fugas
nesses animais, recrutou neurdnios ndo-serotonérgico nas asas-laterais do NDR

(BATISTELA et al., 2021).

Vilela-Costa e colaboradores (2019) mostraram que o efeito panicolitico

decorrente do tratamento cronico com a fluoxetina, inferido pela inibicdo da resposta de
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fuga no LTE, leva a uma diminuicdo na ativacdo de neurénios nao-serotonérgicos e um
aumento no recrutamento de neurbnios serotonérgicos localizados especificamente nas
asas-laterais do NDR. Assim, 0 aumento no recrutamento de neurdnios serotonérgicos,
levaria a um aumento na liberacdo de 5-HT para areas como a SCPd, ocasionando a
inibicdo da resposta de fuga (VILELA-COSTA et al., 2019). Quanto ao fendtipo das
células ndo serotonérgicas ativadas por esses estimulos panicogénicos, existem
evidéncias de que elas sejam GABAEérgicas. Roche e colaboradores (2003), observaram
aumento significativo da expressdo da proteina cFOS em neurénios GABAérgicos das
asas-laterais do NDR ao colocaram ratos para hadar em um tanque com agua (situacéo
que evoca a expressao de comportamentos de defesa ativos semelhantes a fuga). Segundo
0s autores, essa ativacao seria a responsavel por inibir os neurdnios serotonérgicos nesta
sub-regido e, em Ultima andlise, levaria a diminuicéo na liberacdo de SHT nas regiGes de
projecdo, como a SCPd, favorecendo a expressdo da resposta de fuga (ROCHE et al.,

2003).

O NDR recebe projecdes de diferentes estruturas encefalicas, tais como 0 mPFC,
nacleo central da amigdala, HDM e hipotadlamo ventromedial, SCP dentre outros, que
desta forma, sdo capazes de modular a atividade de neurbnios serotonérgicos e nao
serotonérgicos presentes nesta estrutura (para revisdo ver HALE; LOWRY, 2011).
Recentemente, o papel desempenhado por projecdes que partem do hipotalamo lateral
(HL), area perifornical (PeF) e do HDM tém merecido crescente atencdo. Isto porque,
nestes ndcleos hipotalamicos existem neurdnios que produzem orexinas (ORXs), dois
neuropeptidios, com importantes funcées neurofisiologicas, dentre as quais a de modular

a expressdo de comportamentos defensivos, como descrito abaixo.

O sistema orexinérgicoe o TP.
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O sistema orexinérgico foi descoberto em 1998, paralelamente por dois grupos de
pesquisa que investigavam novos neuropeptidios envolvidos no comportamento
alimentar (DE LECEA et al., 1998; SAKURAII et al., 1998). De Lecea e colaboradores
(1998) identificaram dois novos tipos de RNAmM expresso apenas no hipotalamo de ratos
cujo resultado proteico foi denominado de hipocretina-1 e hipocretina-2, devido sua
semelhanca com a secretina, horménio produzido pelo duodeno. No mesmo periodo,
Sakurai e colaboradores (1998), a partir da farmacologia reversa, puderam identificar 2
ligantes para 2 receptores acoplados a proteina G, que receberam o nome de orexina A e
orexina B (ligantes) e receptores orexinérgicos do tipol e tipo 2. O nome orexina (do
grego orexis- apetite) surgiu da observacao de que a injecdo de ICV do peptideo sintético
aumentou o consumo de alimentos em ratos. (SAKURAI et al., 1998). Descobriu-se mais
tarde que a orexina-A e -B correspondem a hipocretina-1 e -2, respectivamente, e que séo
produzidas e armazenadas em vesiculas sinapticas de terminais axénicos de neurdnios
que estdo localizados no hipotdlamo lateral (HL), no HDM e na éarea hipotalamica
perifornical (PeF) (DE LECEA et al., 1998; DE LECEA; SUTCLIFFE, 1999; PEYRON

etal., 1998; SAKURAI et al., 1998).

Em resumo, o sistema orexinérgico compreende dois neuropeptidios, as orexinas A
(OXA) e B (OXB), derivados de um precursor comum, a prepro-orexina, e dois receptores
acoplados a proteina G, o tipo 1 (OX1R) e tipo 2 (OX2R) (LI; DE LECEA, 2020; SOYA;
SAKURALI, 2020). Como na maioria das vias mediadas por receptores acoplados a
proteina G (GPCR), as orexinas (ORX), ao se ligarem aos receptores orexinérgicos
(OXRs), ativam pelo menos trés subtipos de proteina G, a Gq, Gi/o e Gs. Esses efetores
regulam subsequentemente fosfolipases, canais i6nicos e proteinas quinases,
desencadeando, em ultima analise, a ativagdo de varias vias de sinalizagdo intracelular

(BONIFAZI et al., 2023; KUKKONEN; TURUNEN, 2021). A afinidade de ligagdo das
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ORXs foi determinada através de um ensaio de ligagdo competitiva que mostrou que a
OXA se liga a ambos os receptores, com maior afinidade pelo OX1R (os valores de 1C50
sdo 20 nM- OX1R e 38 nM-OX2R), enquanto a OXB apresenta mais seletividade para o
OX2R (IC50 420 nM-OX1R versus IC50 36 nM- OX2R) (AMMOUN et al., 2003;

BONIFAZI et al., 2023; XU et al., 2013).

Apesar de terem sido descobertas devido a participagdo no comportamento alimentar,
as ORXs ganharam destagque primeiramente por sua capacidade de promover e manter o
estado de vigilia (para revisdo ver LI; DE LECEA, 2020; SOYA; SAKURAI, 2020). Os
registros da atividade de neurdnios orexinérgicos em nivel de célula Unica (LEE;
HASSANI; JONES, 2005; MILEYKOVSKIY; KIYASHCHENKO; SIEGEL, 2005;
SAKURAI et al., 2005) ou em nivel populacional (LI et al., 2018) demonstram que essas
células apresentam taxa maxima de disparo durante a vigilia, especialmente quando os
animais estdo envolvidos em comportamentos voluntarios, como o comportamento
exploratorio (Mileykovskiy et al., 2005). Mais especificamente, Mileykovskiy e
colaboradores (2005), utilizando a técnica de eletrofisiologia in vivo, observaram um
aumento no disparo de neurdnios orexinérgicos durante comportamentos exploratério e
de alerta medidos em um novo ambiente ou na presenca de um som inesperado
(MILEYKOVSKIY; KIYASHCHENKO; SIEGEL, 2005). A partir deste trabalho, a
relacdo das ORXs, especialmente da OXA, com o0s comportamentos defensivos

relacionados a ansiedade e ao panico passou a despertar um crescente interesse

O primeiro trabalho a investigar a participacdo da OXA na modulagéo de repostas
comportamentais relacionadas a ansiedade foi realizado por Suzuki e colaboradores em
2005. Neste estudo, foi observado que a administracdo sistémica, ou
intracerebroventricular, de OXA aumentava a ansiedade de ratos expostos ao labirinto em

cruz elevado e ao teste claro/escuro (SUZUKI et al., 2005). Mais tarde, Heydendal e

29



colaboradores (2014) demonstraram, utilizando a técnica de optogenética, que a
fotoestimulacdo de neurdnios orexinérgicos no HL levou a um aumento de ansiedade em

ratos expostos ao teste de interacao social.

Ja em relagdo ao pénico, o envolvimento do sistema orexinérgico foi proposto pela
primeira vez por Johnson e colaboradores (2010), apds observarem que pacientes
diagnosticados com TP apresentavam niveis de ORXs elevados no liquido
cefalorraquidiano em comparagdo com pacientes ndo ansiosos (JOHNSON et al., 2010).
Estes pesquisadores também demonstraram que o silenciamento do gene hipotalamico
que codifica a prepro-orexina, bem como a inje¢édo intraperitoneal de SB-334867, um
antagonista de receptor OX1R, atenuaram as respostas comportamentais e autonémicas
induzidas em ratos por diferentes agentes panicogénicos, tais como, a injecédo de lactato
de sodio, de FG-7142, um agonista inverso de receptores benzodiazepinico, e pela
exposicdo a altas concentracdes de CO2> (JOHNSON et al., 2010, 2012b, 2013). Além
disso, dados pré-clinicos, colhidos mais recentemente, sugerem que o polimorfismo no
gene HCRTR1, que codifica 0 OXI1R, esteja implicado na fisiopatologia do TP

(GOTTSCHALK et al., 2019).

A compreensdo dos mecanismos neurais pelos quais as ORXs exercem seus efeitos
modulatérios na ansiedade e no péanico ainda é limitada. No entanto, estudos de
neurotragcamento em roedores demonstraram que 0s neurbnios orexinérgicos dos
subnucleos hipotalamicos HL, HDM e PeF enviam projecOes para estruturas relacionadas
a organizacdo de respostas defensivas associadas a essas emocdes (JOHNSON et al.,
2012a; SAKURALI; SAITO; YANAGISAWA, 2021). Utilizando um tragador retrogrado
e marcacao por imunofluorescéncia para OXA, Lee e colaboradores (2005) observaram
que neurdnios orexinérgicos, originados principalmente do LH e da PeF, projetam-se para

os diferentes subnucleos do NDR, dentre as quais as asas-laterais.
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Além das projecdes, a expressdo de ORXs também foi observada no NDR de ratos e
camundongos, sendo o OX1R mais expresso no DRD e nas asas-laterais do NDR
(MARCUS et al., 2001; TRIVEDI et al., 1998; TSUNEOKA; FUNATO, 2024; XIAO et
al., 2021) . Algumas evidéncias na literatura apontam para o papel modulador da OXA
na atividade dos neurdnios serotonérgicos do NDR. Por exemplo, estudos de
eletrofisiologia mostram que no NDR, a OXA pode causar uma despolarizacdo direta e
reversivel da membrana pés-sinaptica, e que essa despolarizacdo aumenta a taxa de
disparo dos neurdnios ali presentes (SOFFIN et al., 2004). Mais especificamente, Brown
e colaboradores (2002) mostraram que a OXA excita neurdnios serotonérgicos no NDR
(BROWN et al., 2002). Além disso, Tao e colaboradores (2006), utilizando a técnica de
microdialise, observaram que a infusdo de OXA, mas ndo de OXB, no NDR de ratos em
livre movimento provocou um aumento de liberacdo de serotonina em tal nacleo (TAO
et al., 2006). Ademais, Adidharma e colaboradores (2019), utilizando marcacdo por
imunoistoquimica, observaram que o tratamento subcrdnico com o antagonista de OX1R
SB 334867 foi capaz diminuir o nimero de neurdnios serotonérgicos tanto na porcao
medial, quanto na porcdo rostral do NDR, assim como a densidade das fibras

serotonérgicas na SCPd (ADIDHARMA et al., 2019).

Ainda que os trabalhos mencionados acima sugiram a ocorréncia de uma regulacédo
da atividade de neur6nios do NDR pela OXA, ao nosso conhecimento, nenhum estudo
até 0 momento investigou as consequéncias dessa regulagdo na modulagdo de
comportamentos defensivos associados ao panico. Assim sendo, permanece por ser
explorado se a ativagdo de receptores de OX1R nas asas-laterais do NDR é capaz de
inibir a expressdo da resposta de fuga, uma vez que, como citado acima (BROWN et al.,
2002; SOFFIN et al., 2004; WANG et al., 2005), a injecdo de OXA no NDR aumenta o

disparo de neurdnios serotonérgicos (BROWN et al., 2002; SOFFIN et al., 2004; WANG
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et al., 2005, o que presumivelmente levaria a um aumento de serotonina em areas de

projecao, como a SCPd, inibindo tal resposta (figura 1).
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Figura 1: Plano esquematico da hipotese do projeto. A ativacao de receptores de
OX1R nas asas-laterais do NDR levaria a inibicdo da expressdo da resposta de fuga, uma
vez que a injecdo de OXA no NDR aumenta o disparo de neur6nios serotonérgicos, o que
presumivelmente levaria a um aumento de serotonina em areas de projecdo, como a SCPd

e 0 HDM, inibindo tal resposta.

Assim, na primeira etapa do trabalho, verificamos o papel dos receptores OX1R
localizados nas asas-laterais, através da administracdo local do antagonista SB 334867
nas asas-laterais. Também avaliamos os efeitos causados pela administracdo local de
OXA. Na sequéncia, investigamos o papel dos receptores 5-HT1A da SCPd na mediacéo
das consequéncias comportamentais decorrentes da estimulacdo farmacoldgica de

receptores OX1R nas asas-laterais do NDR.

Para avaliar o comportamento de fuga, empregamos o teste de exposi¢do a altas
concentracdes de COz (20%; SPIACCI et al., 2018). Trabalhos de validacao deste teste,
feitos em nosso laboratorio, mostram que diferentes linhagens de camundongos
(C57BI/6, Swiss e BalbC) expressam o comportamento de fuga inferido pelo niamero de

saltos em direcdo ao teto da caixa experimental, sendo a resposta mais acentuada nos
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C57BI/6 (FRIAS, 2022). Além disso, nesta linhagem, o tratamento cronico (21 dias), mas
ndo agudo, com fluoxetina ou imipramina, ou uma injecdo Unica de alprazolam, reduz de
maneira consistente 0 nimero de saltos, indicando um efeito panicolitico (SPIACCI et

al., 2018a).

J& na segunda etapa, a fim de verificar a generalidade de nossos achados no
modelo de exposi¢do ao CO», investigamos as consequéncias da injecdo de OXA nas
asas-laterais do NDR em camundongos submetidos ao “Beetle Mania Task” (BMT). O
BMT, desenvolvido por Heinz e colaboradores (2017), foi utilizado como um teste
representativo do subtipo ndo respiratorio do panico. Este teste baseia-se em confrontos
repetitivos entre um camundongo e um besouro robd, que apresenta movimentos
erraticos, permitindo mensurar respostas passivas (como a tolerancia) ou ativas (fuga,
saltos, ataques) de defesa (ALMADA et al., 2018; HEINZ et al., 2021; HEINZ;
GENEWSKY; WOTJAK, 2017; SOARES et al., 2021). Uma mudanca no protocolo
experimental, introduzida por Almada e colaboradores em 2018, passou a ser adotada
com o intuito de se gerar mais respostas ativas de defesa (ALMADA et al., 2018;
HERNANDES et al 2024). Estes autores observaram que 0s encontros entre o besouro
robd e os camundongos geravam mais comportamentos de fuga (corridas e saltos) quando
uma arena menor do que a utilizada originalmente usada por Heinz e colaboradores

(2017) era empregada.

Apesar do estudo de Almada e colaboradores (2018) apontarem para o potencial
do BMT para o estudo das respostas defensivas relacionadas ao panico, até o0 momento,
nédo se conhece o efeito de drogas panicoliticas sobre os comportamentos gerados pelo
besouro-robd. Cientes de tais limitagdes, antes de testar o efeito de inje¢des intra-asas-
laterais de OXA, estendemos a validacédo do teste do BMT, utilizando a arena reduzida,

descrita por Almada e colaboradores (2018). Mais especificamente, investigamos 0
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padrdo de respostas comportamentais de quatro linhagens de camundongos expostos ao
BMT, a saber: C57BL/6, Balbc, Swiss e CD1. Na sequéncia, empregando a linhagem
C57BI/6, investigamos os efeitos do alprazolam, um agente panicolitico estabelecido, em
comparacdo com o diazepam, que tem principalmente propriedades ansioliticas. Por fim,
avaliamos o efeito do tratamento cronico com a fluoxetina sobre as respostas defensivas

geradas neste modelo.
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Objetives
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OBJETIVOS

Investigar o papel da OXA nas asas-laterais do NDR na modulacdo de respostas
defensivas associadas ao panico em camundongos, através do emprego de modelos de

panico respiratdrio e ndo respiratorio
Obijetivos especificos:

e Investigar o papel dos receptores OX1R localizados nas asas-laterais,
atraves da microinjecdo do antagonista SB 334867, bem como os efeitos
causados pela administracdo local de OXA, na modulacdo do
comportamento de fuga medido no modelo experimental de exposicdo ao
COz.

e Investigar o papel dos receptores 5-HT1A da SCPd na mediacdo das
consequéncias  comportamentais  decorrentes  da  estimulagéo
farmacoldgica de receptores OX1R nas asas-laterais do NDR de
camundongos expostos ao COx.

e Estender a validagdo do modelo do BMT como modelo de panico ndo
respiratério em camundongos. Para tal, verificar:

o O padréo de respostas comportamentais de diferentes linhagens de
camundongos, a saber: C57BI/6, Balbc, Swiss e CD1.
o O efeito da administracdo aguda sistémica de alprazolam e
diazepam sobre as respostas defensivas de camundongos C57BI/6.
o O efeito do tratamento crénico com a fluoxetina em camundongos
C57BI/6.
e Investigar as consequéncias da injecdo de OXA nas asas-laterais em

camundongos C57BI/6 submetidos ao BMT.
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Etapa 1: Estudo do papel da OXA nas asas-laterais do NDR sobre o
comportamento de fuga de camundongos expostos a altas concentragtes
de CO,

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6, com 8 a 10 semanas de vida, no inicio dos
procedimentos experimentais, provenientes do Biotério Central da Universidade de Sao
Paulo — Campus de Ribeirdo Preto. Os animais permaneceram no biotério do Laboratério
de Farmacologia do Comportamento, por pelo menos duas semanas antes do inicio dos
experimentos, onde ficaram alojados em grupos de no maximo 10 animais, em caixas de
polipropileno (38 x 32x 18 cm) forradas com serragem, tendo livre acesso a &gua e comida
durante todo o procedimento. Apos a cirurgia os animais foram alojados em grupos de no
maximo 5 animais por caixa. O biotério foi mantido com temperatura de 22+1°C e com
ciclos de claro-escuro de 12 horas, sendo o periodo iluminado (intensidade de 60 lux) das
7:00 as 19:00 horas. Todos os procedimentos experimentais realizados neste trabalho
foram aprovados pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade de S3o Paulo

(protocolos n° 100/2020).

Teste de exposicao a altas concentracfes de CO-.

A cémara de exposi¢do ao CO; (Figura 2), é constituida por uma arena cilindrica
(18 cm de diametro) com paredes de acrilico transparente (18 cm de altura), vedada
hermeticamente contendo 2 valvulas. A primeira, localizada na parte mediana da cdmara,
é conectada a uma fonte de CO2. A segunda, localizada na parte lateral inferior da camara,
fica acoplada a um analisador de gads (GasLab, GasLab.com), que monitora

continuamente as concentragdes de CO2 e O2 dentro da cAmara.
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Figura 2: Camara padréo de exposicao ao CO:..

No teste da exposicdo ao CO», os animais foram primeiramente colocados no
aparato experimental em condicdo de normoxia (ar ambiente: 21% de 02, <1% de CO»)
por 5 minutos — periodo no qual foi avaliada a atividade locomotora com o auxilio do
programa de analise de imagem Anymaze (Soelting Co., EUA). Apds esse periodo, 0
cilindro de CO- foi acionado levando a uma liberacdo gradativa do gas na camara, até que
a concentracdo de 20% de CO- fosse atingida (aproximadamente 2 minutos). A vélvula
de COg, entdo, foi fechada, e os animais permaneceram na condi¢do de 20% de CO> e por
mais 5 minutos. Durante estes 7 minutos, foi avaliado manualmente o comportamento de

fuga, caracterizados por saltos em direcéo a saida da cdmara experimental.

Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: Orexina A (OXA) (Tocris, Bristol, UK), SB
334867 (Tocris, Bristol, UK), WAY-100635 (Sigma, EUA). A OXA e 0 WAY-100635
foram dissolvidos em salina estéril a 0,9%, ja o SB 334867 foi dissolvido em DMSO
conforme as especificacfes do fabricante. Todas as doses utilizadas nestes estudos foram
baseadas em estudos prévios (HO et al., 2011; POBBE et al., 2011; RUSSELL et al.,

2001; TAO et al., 2006).
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Cirurgia estereotaxica

Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (Cetamin, Syntec, 10%;
Xilazin, Syntec, 4%, sendo 1mL/100g, i.p) e, apos inducgdo anestésica, foram fixados no
aparelho estereotaxico para implante unilateral de uma cénulas-guia de aco inoxidavel (8
mm de comprimento, 0,45 mm de didmetro) no hemisfério esquerdo das asas laterais do
NDR. Para tal, utilizou-se um angulo de 10° e as seguintes coordenadas: antero-posterior:
0,8 mm partindo do lambda, lateral: +0,8 mm e dorsoventral: -2,8 mm. No experimento
2B, além do implante de uma céanula-guia na asa lateral esquerda, essa outra canula foi
implantada no hemisfério direito da SCPd. Para tal, utilizou-se um angulo de 16°, e as
coordenadas: antero-posterior: -0,5 mm partindo do lambda, lateral: +1,0 mm e
dorsoventral: -2,4 mm. Apos determinado o local de implante, as canulas foram fixadas
a calota craniana por meio de resina acrilica, e mandris de aco inoxidavel foram
introduzidos nas mesmas para evitar entupimento até a realizacdo dos experimentos. Por
fim, os animais receberam trés injecdes subcutanea, uma a cada 12 horas, de fluxinina

meglumina, um agente analgésico com atividade anti-inflamatdria e antipirética.

Procedimentos e delineamento experimental

Em todos os experimentos, as injecdes centrais foram realizadas pela insercédo de
uma agulha de inje¢do (0,25 mm de didmetro externo; 9 mm de comprimento) atraves de
canula-guia. Esta agulha estava conectada a uma seringa (Hamilton 7000/7001KH)
através de um tubo de polietileno (PE-10), preenchido com agua destilada. O controle do
volume e do tempo de injecdo (50 nl/1min) foi realizado por uma bomba microinjetora
digital (modelo 55-2222, Harvard Apparatus). Para verificar se a droga foi realmente
injetada, foi verificado o deslocamento de uma bolha de ar no polietileno. Ao término da
injecdo, a agulha de injecdo permaneceu no local por mais um minuto, para evitar o

refluxo da droga.
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Experimento 1: Efeito da manipulagdo farmacolégica dos receptores OXiR nas

asas-laterais do NDR em camundongos expostos a alta concentracao de CO».

No experimento 1, cinco dias apds a cirurgia estereotaxica para implantacéo de
canula-guia direcionada a asa lateral esquerda do NDR, os animais (n = 7-10/ por grupo)
foram divididos nos seguintes grupos experimentais e injetados com: Experimento 1A-
veiculo ou SB334867 (3, 30, 300 nM em 50 nl); experimento 1B- veiculo ou OXA (0,28,
2,8 e 28 pmol/50 nl). Dez minutos apos a injecdo, os animais foram submetidos ao teste

da exposicdo ao CO,, como descrito acima.

Experimento 2: Envolvimento de receptores 5SHT1A da SCPd na regulacédo de
comportamentos defensivos mediados pela OXA na asa-lateral do NDR.

No experimento 2, buscamos avaliar se as respostas defensivas encontradas no
experimento 1, sdo decorrentes do aumento da liberagdo de serotonina na SCPd. Para
determinar a dose do antagonista de receptores 5-HT1A a ser utilizada, no experimento
2A, cinco dias apds a cirurgia estereotaxica para implantacdo de canulas na SCPd, os
animais receberam a injecao intra-SCPd de WAY 100635 (0,18, 0,37 e 0,74 nmol/50 nl)
ou salina (n= 7-8/grupo). Passados 10 minutos, os animais foram submetidos a avaliacdo

comportamental no teste de exposi¢do ao CO2, como descrito acima.

No experimento 2B, cinco dias apds a cirurgia estereotaxica para implantacdo de
canulas na SCPd e na asa lateral do NDR, os animais receberam injecao intra-SCPd de
WAY 100635 (0,74 nmol/50 nl) ou salina. Dez minutos apos, 0s animais foram injetados
com OXA (28 pmol/50 nl) ou salina na asa lateral do NDR. Os grupos formados foram:
veiculo-asa-lateral/veiculo-SCPd (n=7), veiculo-asa-lateral/WAY-SCPd (n=9), OXA-

asa-lateral/veiculo-SCPd (n=8), OXA-asa-lateral/ WAY-SCPd( n=8). Passados 10
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minutos, os animais foram submetidos a avaliacdo comportamental no teste de exposicao
ao CO..

Histologia

Apdbs o término dos testes comportamentais, os animais foram anestesiados
cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e injetados (50 nl) na asa lateral e/ou na
SCPd com o azul de Evans a 1%, com intuito de visualizar o sitio de injecdo. Os animais
foram entdo submetidos a perfusdo intracardiaca com solucao salina 0,9%, seguida de
solucdo de formalina 10%. Os encéfalos foram removidos e fixados também em solucgéo
de formalina 10%. Os encéfalos foram cortados em seccdes coronais de 30um de
espessura em um criostato (Leica CM1850) para verificacdo microscopica do sitio de
microinjecao.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a uma anélise de variancia (ANOVA) de uma
via, com excecdo do experimento 2B onde os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, tendo como fatores independentes os tratamento com

0 antagonista (sal ou WAY-100635) ou com o agonista (sal ou OXA) utilizados. Quando

apropriado foram realizadas comparac6es multiplas pelo teste de Duncan.
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RESULTADOS

A figura 3A mostra os sitios de injecbes dentro e fora da asa lateral do NDR das
drogas empregadas nos experimentos 1. Na figura 3B sdo mostrados os sitios de injecoes

dentro e fora da asa-lateral e da SCPd no experimento 2.

Figura 3. Representacdo de sessdes coronais do cérebro de camundongo mostrando
a localizacdo dos sitios de injecdo dentro (circulos pretos) e fora (circulos brancos) da asa
lateral esquerda do NDR e dentro (circulos cinzas) e fora da SCPd (circulos brancos) nos
experimentos 1 e 2. As figuras representam as coordenadas do Atlas Paxinos e Frankilin
(2008) a partir do bregma. O nimero total de pontos € menor do que o numero total de

animais devido a sobreposi¢des dos sitios de injecéo.
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Experimento 1: Efeito da manipulacdo farmacoldgica dos receptores OX:R nas

asas-laterais do NDR em camundongos expostos ao CO».

Experimento 1A: A figura 4A mostra que ndo houve diferenga no nimero de saltos

entre os animais que receberam injecao de SB-334867 ou veiculo dentro [F(3,26)= 1,33;

p=0,29] ou fora [F(3,22)= 0,51 ; p= 0,68] da asa lateral do NDR. Além disso, ndo houve

alteracdo da atividade locomotora em animais com injecdes tanto dentro [F(3,26)= 0,23;

p=0,87], como fora [F(3,22)= 0,04; p=0,99]) da asa lateral do NDR (figura 4B).
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Figura 4: Efeito (média £ EPM) da injecéo intra-asa-lateral do NDR ou fora desta

area de SB-334867 (3, 30 e 300 nM em 50 nl) ou veiculo (Vei) em camundongos
C57BL/6 expostos a 20% de CO, sobre: [A] o numero de saltos e [B] a distancia

percorrida nos primeiros cinco minutos de teste.
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Experimento 1B: A figura 5A mostra que o tratamento com OXA alterou o niumero
de saltos durante a exposic¢éo ao CO», quando realizado dentro [F(3,29)= 3,33; p=0,03],
mas ndo fora da asa-lateral [F(3,34)= 1,07; p=0,37]. Nos animais do primeiro grupo, o
teste post-hoc de Duncan mostrou que a maior dose de OXA (28 pmol /50 nl) diminuiu o
numero de saltos quando comparada aos demais grupos. Além disso, ndo houve alteracao
da atividade locomotora tanto com injecdes dentro [F(3,29)= 0,21; p=0,89] como fora da

asa-lateral do NDR [F(3,34)= 0,80; p=0,50] (figura 5B).
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Figura 5: Efeito (média £ EPM) da injecdo intra-asa-lateral do NDR ou fora desta
area de orexina-A (OXA; 0,28, 2,8 e 28 pmol/50 nl) ou salina (Sal) em camundongos

C57BL/6 expostos a 20% de COz sobre: [A] o nimero de saltos e [B] a disténcia
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percorrida nos primeiros cinco minutos de teste. *p<0,05 quando comparado aos demais

grupos.

Experimento 2: Envolvimento dos receptores 5SHT1A do SCPd na regulagdo de

comportamentos defensivos mediados pela OXA nas asas-laterais do NDR.

Experimento 2A: A figura 6A mostra que ndo houve diferenca no nimero de saltos
entre os animais que receberam injecdo de WAY-100635 ou salina dentro [F(3,28)=2,57;
p=0,07] ou fora [F(3,8)=0,14; p= 0,93] da SCPd. Além disso, , ndo houve alteracdo da
atividade locomotora tanto dentro [F(3,28)= 0,854 ; p= 0,476] ou fora [F(3,8)= 0,32 ; p=

0,81] da SCPd (figura 6B).
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Figura 6: Efeito (média + EPM) da injecdo intra-SCPd ou fora desta area de
WAY-100635 (WAY- 0,18, 0,37 e 0,74 nmol/50 nl) ou salina (SAL) em camundongos
C57BL/6 expostos a 20% de CO: sobre: [A] o numero de saltos e [B] a distancia

percorrida nos primeiros cinco minutos de teste.

Experimento 2B: A figura 7A ilustra o efeito causado no teste de exposi¢do ao
CO; pela administracdo combinada de WAY-100635 (intra-SCPd) e de OXA (intra-asa-
lateral). Os resultados apontam que administragdo prévia de WAY-100635 (0,74 nmol/50
nl) bloqueou a redugéo de saltos provocada pela injecao intra-asa-lateral de OXA, quando
realizadas dentro [Fator tratamento com o antagonista — F(3,28) = 0,01; p=0,94;
tratamento com o agonista — F(3,28) = 23,39; p<0,001; interacdo entre os fatores — F(3,28)
= 7,98; p=0,09], mas nédo fora [Fator tratamento com o antagonista — F(3,29) = 0,04;
p=0,84; tratamento com o agonista — F(3,29) = 0,12; p=0,73; interag&o entre os fatores —
F(3,29) = 4,48; p=0,43] da asa-lateral do NDR e da SCPd. N&o houve alteracdo na
atividade locomotora tanto com inje¢des dentro [Fator tratamento como o antagonista —
F(3,28) = 0,06; p=0,81; tratamento com o agonista — F(3,28) = 0,77; p=0,38; interacdo
entre os fatores — F(3,28) = 2,35; p=0,14] como fora [Fator tratamento com o antagonista
—F(3,29) = 0,94; p=0,34; tratamento com o agonista — F(3,29) = 1,87; p=0,18; interacado

entre os fatores — F(3,29) = 0,98; p=0,33 ] da asa lateral do NDR e da SCPd (figura 7B).

47



Dentro
Asa-lateral/SCPd

100+

Numero de saltos

Sal OXA Sal OXA

Fora
Asa-lateral/SCPd

[e]

080 o °
5 ° 3
oo o

) O
Oo ® ®
o 000 o 6
o o
° (e} (o]

Sal OXA Sal OXA

Sal WAY

Dentro
Asa-lateral/SCPd

Atividade locomotora (m)
[o]
(0]

OXA Sal OXA

Sal WAY

Fora
Asa-lateral/SCPd

(e]

o

o
[e]
(0]
o
o o
o 9| Poo 6
® o
1) O

OXA Sal OXA

Sal WAY

Sal WAY

Figura 7: Efeito (média + EPM) causado por inje¢cfes combinadas de WAY-100635

(WAY- 0,74nmol) intra-SCPd e Orexina-A (OXA- 28 pmol) intra-asa-lateral do NDR

ou fora destas areas em camundongos C57BL/6 expostos a 20% de CO; sobre: [A] o

nimero de saltos e [B] a distancia percorrida nos primeiros cinco minutos de teste.

*p<0,05 quando comparado aos demais grupos.
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Etapa 2: Efeito da OXA na asa-lateral do NDR em camundongos
submetidos ao BMT.

MATERIAIS E METODOS

Animais

No experimento 3A, de validacdo do BMT, foram utilizados camundongos C57BI/6,
Swiss, Balbc e CD1. J& nos demais experimentos, foram usados camundongos C57BI/6.
Em todos os casos, os animais foram testados entre 8 e 10 semanas de vida e eram
provenientes do Biotério Central da Universidade de S&o Paulo — Campus de Ribeirdo
Preto. Os animais permaneceram no biotério do Laboratério de Farmacologia do
Comportamento por pelo menos duas 2 semanas antes do inicio dos experimentos, onde
ficaram alojados em grupos de no maximo 10 animais, em caixas de polipropileno (38 x
32x 18 cm) forradas com serragem, tendo livre acesso a dgua e comida durante todo o
procedimento. O biotério foi mantido com temperatura de 22+1°C e com ciclos de claro-
escuro de 12 horas, sendo o periodo iluminado (intensidade de 60 lux) das 7:00 as 19:00
horas. Todos os procedimentos experimentais realizados neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em pesquisa da Universidade de S&o Paulo (protocolos n°

1166/2023).

Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: orexina A (OXA- Tocris, Bristol, UK),
alprazolam (EMS, Brasil), diazepam (Sigma, EUA) e fluoxetina (Cristalia, Brasil). Todas
as drogas foram dissolvidas em salina estéril contendo 2% de Tween-80, com excecdo da
OXA que foi diluida em salina estéril a 0,9%. Todas as doses utilizadas neste estudo
foram baseadas em estudos prévios (HEINZ; GENEWSKY; WOTJAK, 2017; HO et al.,

2011; SPIACCI et al., 2018; TAO et al., 2006).
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Beetle Mania Task (BMT)

Uma arena poligonal feita de polietileno (50 x 25 x 37 cm) foi utilizada para 0 BMT.
O “beetle” (besouro-robd) é feito de pléstico e borracha, com 12 pernas e equipados com
um motor vibratério permitindo que se movimentem erraticamente, para qualquer lado

do assoalho da arena (Hexbug Micro Robotic Creatures, Greenville, EUA).

Figura 8: Vista de cima da arena do BMT, mostrando o besouro-robd e o

camundongo.

O teste do BMT é composto por duas sessdes sucessivas de 5 min: (i) habituagéo:,
os animais foram inseridos na arena para familiarizacdo e avaliagdo da atividade
locomotora; (ii) teste: o besouro-robd foi colocado na arena no lado oposto ao
camundongo e 0s seguintes comportamentos foram medidos: nimero de contatos
(numero de contatos fisicos entre o camundongo e o besouro-rob6), porcentagem de
tolerdncia (numero de vezes que o besouro-robd se aproxima do camundongo sem
desencadear uma resposta comportamental, normalizada pelo nimero de contatos),
namero de fugas horizontais (nimero de retiradas com velocidade acelerada para longe

do besouro-robd), nimero de saltos (numero de saltos para cima com todas as 4 patas
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saindo do chdo em direcdo ao topo da arena) e 0 nimero de perseguicdes ao besouro

(ndmero de vezes que 0 camundongo seguia o besouro-robo).

A cada troca de animal, a arena foi limpa com alcool etilico 20%. Toda a tarefa
foi gravada por uma cdmera de video (Sony Handycam, HDR-SR10, Téquio, Japdo) para
posterior analise comportamental off-line por um observador treinado (PMH) que
desconhecia o tratamento. A distancia total percorrida durante a fase de habituacgao foi

medida pelo sistema de rastreamento de video ANY-maze (Stoelting, EUA).

- | &
f\ ) Tolerdncia  Persequicdo  horizontais

M Saltos

_ Contato—s Respostas M-+(E)> M
- qﬁj %B

Figura 9: Plano esquematico das duas sessGes consecutivas do BMT, onde é

5 mim
Haly

5 min
| Tesw

possivel observar do lado direito o besouro rob6 utilizado e as respostas comportamentais

que foram analisadas.

Procedimentos e delineamento experimental

Experimento 3A — Estudo do padrdo comportamental de diferentes linhagens de

camundongos expostos ao BMT.

Para identificar linhagens de camundongos que sdo mais sensiveis ao BMT, no
experimento 3A camundongos machos das linhagens C57BL/6 (n=8), Balbc (n=8), Swiss

(n=9) e CD1 (n=7) foram expostos ao teste do BMT conforme descrito na sessao acima.

Experimento 3B- Efeitos da administracdo de alprazolam e diazepam em

camundongos C57BI/6 expostos ao BMT.

52



No experimento 3B, grupos independentes de camundongos receberam uma unica
injecdo intraperitoneal de alprazolam (0,05 ou 0,1 mg/kg; n = 10/grupo), diazepam (1
mg/kg; n = 10) ou solucéo veiculo (n =10) e foram submetidos ao BMT 30 min apos a
injecao.

Experimento 3C- Efeitos do tratamento cronico com fluoxetina em camundongos

C57BL/6 expostos ao BMT.

No experimento 3C, investigamos se o tratamento cronico com fluoxetina era
capaz de modificar o comportamento de camundongos expostos ao BMT. Para tal, grupos
independentes de camundongos foram injetados por via intraperitoneal com fluoxetina
(10, 15 ou 20 mg/kg) ou veiculo diariamente durante 21 dias (n = 7-9/grupo) e foram

submetidos ao BMT 30 minutos apds a Ultima injecéo.

Experimento 4: Efeito da OXA na asa-lateral do NDR sobre o comportamento de fuga

de camundongos expostos ao BMT.

Cinco dias ap06s a cirurgia os animais receberam uma injecdo intra-NDR de salina ou
de OXA nas doses de 0,28, 2,8 e 28 pmol/50 nl. Dez minutos apds a administracdo, 0s

animais foram submetidos ao BMT.

A andlise dos sitios de injecdo foi realizada conforme descrita na sessao histologia

da etapa 1.
Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia (ANOVA) de uma
via, tendo como fatores independentes os tratamento farmacoldgicos utilizado. Quando
apropriado foram realizadas compara¢6es multiplas pelo teste de Duncan. Alem disso, no

experimento 3A, onde 0 numero de contatos com o besouro-robd foi maior na linhagem
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C57BI/6, a analise de covariancia (ANCOVA) foi utilizada para se verificar se ha uma

relacdo entre este aumento e 0 aumento no numero de saltos.

54



RESULTADOS
- Estudos de validagdo do BMT

Experimento 3A — Anélise comparativa das respostas comportamentais de

diferentes linhagens de camundongos expostos ao BMT.

A Figura 10 mostra as respostas comportamentais de camundongos C57BL/6,
Balbc, Swiss e CD1 expostas ao BMT. A ANOVA de uma via mostrou diferencas no
nimero de contatos [F(3,26)=10,08; p=0,0001], saltos [F(3,26)=6,75; p=0,001] e
perseguicbes ao besouro [F(3,26)=8,16; p=0,0005]. Nao houve diferenca entre as
linhagens na porcentagem de tolerancia [F(3,26)=0,98; p=0,41], no numero de fugas
horizontais [F(3,26)=0,88; p=0,45] ou na atividade locomotora [F(3,26)=1,43; p=0,25].
O teste post-hoc de Duncan mostrou que os camundongos C57BI/6 apresentaram um
aumento no nimero de contatos e de saltos quando comparados as outras linhagens. Uma
analise de covariancia (ANCOVA) mostrou uma independéncia entre o aumento do
naumero de contatos e de saltos ndo orientados nos camundongos C57BI/6 [F(1,6)=0,45;
p=0,53]. No comportamento de perseguicdo, os camundongos Swiss exibiram um

aumento quando comparados as demais linhagens.
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Figura 10: Efeito (média £ SEM) da exposicdo de diferentes linhagens de

camundongos ao BMT sobre: (A) atividade locomotora, (B) niumero de contatos, (C)

porcentagem de tolerancia, (D) numero de fugas horizontais, (E) nimero de saltos e (F)

namero de perseguicdes ao besouro. *p < 0,05 comparado com todos 0s grupos.
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Experimento 3B- Efeitos da administracdo de alprazolam e diazepam em

camundongos C57BI/6 expostos ao BMT.

A figura 11 mostra os efeitos da administragdo de alprazolam e diazepam em
camundongos expostos ao BMT. A ANOVA de uma via mostrou efeito do tratamento no
namero de fugas horizontais [F(3,36)=8,22; p<0,001], saltos [F(3,36)=3,46; p=0,0263] e
na porcentagem de tolerancia ao besouro rob6 [F (3,36) = 3,42; p=0,0275]. Nao houve
alteracdo na atividade locomotora [F(3,36)=1,53; p=0,22]; no nimero de contatos
[F(3,36)=0,18; p=0,90] e no numero de perseguicdes ao besouro [F(3,36)=1,36; p=0,27].
O teste post-hoc de Duncan mostrou que o tratamento com alprazolam produziu uma
reducdo significativa nos comportamentos de fugas horizontais (0,05 e 0,1 mg/kg) e de
saltos (0,1 mg/kg) e um aumento na porcentagem de tolerancia (0,1 mg/kg), enquanto o

tratamento com o diazepam promoveu uma reducdo no nimero de fugas horizontais.
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Figura 11. Efeito (média + E.P.M.) da administracao aguda (i.p) de alprazolam (0,05
ou 0,1 mg/kg), diazepam (DZP; 1 mg/kg) ou veiculo (Vei) em camundongos submetidos
ao BMT sobre: (A) distancia total percorrida, (B) numero de contatos, (C) porcentagem
de tolerancia, (D) nimero de fugas horizontais, (E) nimero de saltos e (F) nimero de

perseguicdes ao besouro. * p < 0,05 em comparagdo com o grupo veiculo.

Experimento 3C- Efeitos do tratamento cronico com fluoxetina em camundongos

C57BL/6 expostos a arena pequena do BMT.

A figura 12 mostra os efeitos do tratamento crénico com fluoxetina em camundongos
C57 expostos ao BMT. A ANOVA mostrou que o tratamento crénico com a fluoxetina
ndo alterou nenhum dos comportamentos avaliados, a saber: atividade locomotora
[F(3,28)=1,29; p=0,30], numero de contatos [F(3,28)=0,87; p=0,47] porcentagem de
tolerancia [F(3,28)=0,78; p=0,51], numero de fugas horizontais [F(3,28)=1,89; p=0,15],
numero de saltos [F(3,28)=0,13; p=0,94], nimero de perseguic¢Bes ao besouro [F(3,28)=

0,46; p=0,71].
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Figura 12. Efeito (media + SEM) do tratamento cronico (21 dias) com fluoxetina

(Flu- 10, 15 ou 20 mg/kg, i.p) ou veiculo (Vei) em camundongos C57BI/6 expostos ao

BMT sobre: (A) distancia percorrida, (B) numero de contatos, (C) porcentagem de

tolerdncia, (D) nimero de fugas horizontais, (E) nimero de saltos e (F) numero de

perseguicOes ao besouro

Experimento 4: Efeito da OXA nas asa-lateral do NDR sobre o comportamento

de fuga de camundongos expostos ao BMT.

A figura 13 mostra os sitios de injecOes dentro e fora da asa lateral do NDR de

OXA ou salina no experimento 4.
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Figura 13. Representagdo de sessdes coronais do cérebro de camundongo mostrando
a localizagdo dos sitios de injecdo dentro (circulos pretos) e fora (circulos brancos) da asa
lateral esquerda do NDR no experimento 4. As figuras representam as coordenadas do

Atlas Paxinos e Frankilin (2008) a partir do bregma.

A figura 14 mostra os efeitos da injecao intra-asa-lateral do NDR de OXA em
animais expostos ao BMT. Na figura 14E € possivel observar que as injecfes de OXA
alterou o nimero de saltos no BMT quando localizadas dentro [F(3,25)= 8,14; p<0,001],
mas ndo fora da asa-lateral do NDR [F(3,16)= 0,37 ; p=0,77]. Nos animais do primeiro
grupo, o teste post-hoc de Duncan mostrou que a maior dose de OXA (28 pmol /50 nl)
aumentou o numero de saltos quando comparado aos demais grupos. Ndo houve
diferencas na atividade locomotora [F(3,25)= 0,09; p=0,96], no ndmero de contato
[F(3,25)= 0,80; p= 0,50], na porcentagem de tolerancia [F(3,25)= 2,47; p= 0,08], ou no
namero de fugas horizontais [F(3,25)=1,71; p= 0,19] com injecGes dentro ou fora da asa-
lateral do NDR (atividade locomotora [F(3,16)= 1,23; p=0,33], nimero de contatos
[F(3,16)=1,34; p=0,30], porcentagem de tolerancia [F(3,16)= 0,05; p=0,98], nimero de

fugas horizontais [F(3,16)= 0,35; p=0,79].
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Figura 14: Efeito (média = EPM) da injecdo intra-asa-lateral do NDR ou fora de

orexina-A (OXA; 0,28, 2,8 e 28 pmol/50 nl) em camundongos C57BI/6 expostos ao BMT
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sobre: [A] a atividade locomotora, [B] o nimero de contatos, [C] porcentagem de
tolerancia, [D] o nimero de fugas horizontais e [E] o numero de saltos. *p<0,05 quando

comparado aos demais grupos.
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DISCUSSAO

Na primeira etapa deste trabalho, avaliamos o efeito da OXA na asa-lateral do
NDR sobre o comportamento de fuga de camundongos expostos a altas concentracdes de
CO..

Os resultados obtidos no experimento 1A demonstram a auséncia de efeito das trés
doses do antagonista do OX1R injetadas nas asas-laterais do NDR sobre o nimero de
saltos e a atividade locomotora dos animais expostos a 20% de CO.. Estes resultados
sugerem a auséncia de um pulso ténico orexinérgico nas asas-laterais do NDR. A
associacdo entre a exposicdo a altas concentracdes de CO; e o recrutamento de neurénios
orexinérgicos € descrita por diferentes trabalhos na literatura (JOHNSON et al., 2012c;
KOHLMEIER et al., 2008; TAKAHASHI et al., 2005; WILLIAMS et al., 2007). Por
exemplo, Willians e colaboradores (2007) avaliaram a taxa de disparo de neurénios
orexinérgicos frente a exposicdo a diferentes concentracdes de CO». Estes pesquisadores
observaram um aumento do disparo destes neurénios quando expostos a 10% de CO e
uma redugdo quando expostos a 5% de CO., demonstrando uma regulagdo da atividade
dos neurénios orexinérgicos dependente da concentracdo de CO2(WILLIAMS et al.,
2007). Nesta mesma direcéo, Sunaga e colaboradores (2009) demonstraram um aumento
na expressao de c-Fos em neurdnios orexinérgicos localizados no HDM e no PeF de
camundongos exposto a 10% de CO2 por 3 horas (SUNANAGA et al., 2009). Esta
ativacdo dos neurénios orexinérgicos frente a exposi¢cdo ao CO> presume um aumento na
liberacdo de ORX para as areas de projecdo como o NDR.

Uma possivel explica¢do para os resultados encontrados no experimento 1A é que no
nosso modelo o aumento da concentracdo de CO2 é acompanhado por uma leve queda na
concentracdo de O (de 20,9% para 16,6%). Esta exposi¢do mista a altas concentracoes
de CO: + hipdxia leve poderia levar a alteragéo diferente na regulagéo da atividade dos
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neurdnios orexinergicos. Em concordancia com tal hipotese, Dergacheva e colaboradores
(2016) demonstraram que condicGes mistas de hipercapnia (20% de CO>) e hipdxia (10%
de O) inibem a taxa de disparo de neurdnios orexinérgicos no LH (DERGACHEVA et
al., 2016). Além disso, Yamaguchi e colaboradores (2015) observaram um aumento de
expressao de c-fos em neurdnios orexinérgicos do LH, Pef e HDM de camundongos
expostos a hipdxia intermitente (10% de Oz em cinco sessdes de 5min), mas ndo nos
expostos ao protocolo de hipdxia sustentada (10% de Oz por 25 min) (YAMAGUCHI et
al., 2015). Tais resultados demonstram uma fina regulacdo na atividade dos neurénios
orexinérgicos frente a diferentes desafios respiratdrio, abrindo espaco para que novos
estudos investiguem a participacdo dos OX1R nestes cenarios.

Em relacdo aos efeitos desencadeados pela injecdo de OXA nas asas-laterais do NDR,
os resultados obtidos no experimento 1B mostram que a maior dose de OXA
(28pmol/50nl) foi capaz de reduzir o nimero de saltos sem alterar a atividade locomotora
de animais expostos a 20% de CO,, indicando um efeito do tipo panicolitico. Nossos
resultados mostram ainda que esse efeito é dependente da injecdo da droga na asa lateral
e ndo em regides circunvizinhas.

O efeito da OXA na asa-lateral do NDR parece ser mediado pela ativacdo do
OX1R presentes em neurdnios serotonérgicos nesta regido. Tal suposicdo baseia-se em
evidéncias na literatura provindas de estudos de eletrofisiologia e de imunomarcacdes
para 0s OXRs (BROWN et al., 2002; KOHLMEIER et al., 2008; LIU; VAN DEN POL,;
AGHAJANIAN, 2002; SOFFIN et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2005; WANG et al.,
2005; XIAO et al., 2021). Nesse cenario, Xido e colaboradores (2021 investigaram
sistematicamente a expressdo dos OXRs no NDR. Utilizando camundongos transgénicos
que expressam fluorescéncia vermelha nos neurdnios serotonérgicos (SERT !dtomaoy o

técnicas de marcacdo por imunofluorescéncia, estes pesquisadores observaram que tais
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receptores estdo majoritariamente expressos em neurdnios serotonérgicos sendo o OX2R
mais expresso no DRV, e 0 OX1R mais expresso no DRD e nas asas-laterais do NDR,
regides conhecidas por seu envolvimento nos comportamentos defensivos relacionados a
ansiedade e ao panico, respectivamente (HALE; SHEKHAR; LOWRY, 2012; SPIACCI;
COIMBRA; ZANGROSSI, 2012). Alem disso, Wang e colaboradores (2005), utilizando
técnicas imunohistoquimicas em nivel de microscopia eletrdnica, observaram que fibras
neuronais imunorreativas a OXA no NDR fazem contato préximo com neurbnios

serotoninérgicos.

Estudos de eletrofisiologia in vivo e in vitro demonstram ainda que a OXA é capaz
de excitar e aumentar o numero de disparo dos neurénios serotonérgicos no NDR
(BROWN et al., 2002; LIU; VAN DEN POL; AGHAJANIAN, 2002; SOFFIN et al.,
2004; TAKAHASHI et al., 2005). Tal excitacdo é mediada, principalmente, pelo aumento
de calcio intracelular através da ativacdo da via da fosfolipase C (KOHLMEIER et al.,
2008), principal via de sinalizagéo intracelular dos OXRs (WANG et al., 2018). Nesta
direcdo, Wang e colaboradores (2005) observaram que as sinapses feitas por terminais de
axonio contendo OXA nos neurdnios serotonérgicos do NDR, onde os OX1R encontram-
se expressos, eram axodendriticas e axossomaticas, sugerindo que efeito de excitacdo da
OXA nos neur6nios serotoninérgicos do NDR é via comunicacdo sinaptica atraves do
OX1R. Ademais, Tao e colaboradores (2006) demonstraram que a injecdo no NDR de
diferentes doses de OXB, que possui maior afinidade pelo OX2R, ndo promove 0
aumento de liberacdo de serotonina por tal nucleo.

Trabalhos na literatura demonstram, ainda que indiretamente, que a estimulacdo de
neurdnios serotonergicos do NDR promove a liberacdo de serotonina para areas de
projecdes modulando comportamentos defensivos relacionados ao panico. Por exemplo

Bernabe e colaboradores (2024) demonstram que a estimulagdo seletiva de fibras
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serotonérgicas provinda das asas-laterais do NDR para o Pef atenou tanto os
comportamentos de fuga quanto as respostas cardiorrespiratorias provocadas pelo desafio
de exposicdo ao CO. Os autores sugerem que este efeito seja mediado pelos receptores
5-HT1A presentes no Pef (BERNABE et al., 2024). De modo similar, Pobbe e Zangrossi
(2005) demonstram que o aumento na laténcia de fuga de ratos expostos ao LTE
desencadeada pela estimulacdo quimica do NDR € anulado pela injecéo prévia de WAY -
100635 na SCPd. Ademais Zanoveli e colaboradores (2010) observaram que o tratamento
crénico com a fluoxetina aumenta a concentracdo de serotonina da SCPd e promove
aumento da laténcia de fuga de ratos expostos ao LTE. Estes pesquisadores também
mostraram que este efeito € blogueado pela injecdo prévia de WAY-100635 na SCPd
(ZANOVELI et al., 2010).

Diante de tais evidéncias, no experimento 2B investigamos se o efeito panicolitico
desencadeado pela injecdo de OXA na asa-lateral do NDR era mediado pelo receptor 5-
HT1A na SCPd. Os resultados mostraram que a injecdo prévia de WAY-10063 na SCPd
anulou a diminuicdo de saltos provocada pela injecdo de OXA na asa-lateral expostos ao
COo. Este resultado demonstra a participagdo dos receptores 5-HT1A da SCPd na
mediacdo dos efeitos panicolitico decorrentes na injecdo de OXA nas asas laterais do
NDR.

Tomados em conjuntos nossos dados e as evidéncias da literatura citadas acima,
indicam que o efeito panicolitico desencadeado pela injecdo de OXA nas asas-laterais do
NDR é desencadeado pelo aumento no numero de disparo de neurdnios serotonérgicos
nesta regido e mediado pelo aumento de serotonina na SCPd.

Na segunda etapa deste trabalho, fomos verificar a generalidade de nossos achados
no modelo de exposic¢do a altas concentragfes de CO> investigando as consequéncias da

injecdo de OXA nas asas-laterais do NDR em camundongos submetidos ao BMT.
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Conforme, citado na introducéo deste estudo, 0 BMT € um teste comportamental novo
que apresenta limitacdes quanto a sua validade para o estudo das respostas defensivas
associadas ao panico. Assim, antes de testar o efeito de injecdes intra-asa-lateral do NDR
de OXA estendemos a validagéo do teste do BMT.

O primeiro experimento de validacdo (experimento 3A) mostrou gque existe uma
diferenca no padrdo comportamental das diferentes linhagens testadas no BMT. Mais
especificamente, camundongos C57bl/6 apresentaram um maior nimero de contatos e de
saltos quando comparados as demais linhagens. Ademais a analise de covariancia
demonstrou que o0 aumento no nimero de saltos nao € decorrente do aumento no ndmero
de contato. Resultado similar foi obtido por Frias e colaboradores (2021) no teste de
exposicao a altas concentragfes de CO2 onde os camundongos da linhagem C57BL/6
expressaram um maior numero de saltos comparado as linhagens Balbc e Swiss. Em
termos de comportamentos relacionados a ansiedade, trabalhos na literatura divergem
acerca da sensibilidade de diferentes linhagens aos testes comportamentais. Por exemplo,
Marchette e colaboradores (2018) encontraram que a linhagem Swiss € mais ansiosa que
a C57BI/6 no labirinto em cruz elevado e no teste de sobressalto potencializado pelo
medo. J& Miller e colaboradores (2010) mostraram que a linhagem Balbc é descrita como
mais ansiosa do que a C57BL/6 no teste do campo aberto e no teste do claro-escuro.
Ademais outros estudos também mostraram a maior expressdo de comportamentos
relacionados a ansiedade em camundongos C57BL/6 quando comparados a outras
linhagens (AVGUSTINOVICH et al., 2000; GRIEBEL et al., 2000; NESHER et al.,
2012; TRULLAS; SKOLNICK, 1993). Dessa forma, é possivel dizer que as respostas
das diferentes linhagens diferem dependendo do estimulo empregado e do protocolo
experimental utilizado.

Ainda neste experimento observamos que os camundongos da linhagem Swiss
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exibiram um aumento significativo no ndmero de perseguices ao besouro-robd em
comparacdo com as outras linhagens. O comportamento de perseguicdo ao besouro
assemelha-se a estratégia de caca utilizada por camundongos (COMOLI; RIBEIRO-
BARBOSA; CANTERAS, 2003; HEINZ; GENEWSKY’; WOTJAK, 2017). Estudos na
literatura documentaram a caca e a predacao de insetos por camundongos tanto em seu
ambiente natural quanto em ambientes de laboratorio (para revisao ver GALVIN et al.,
2021). Neste contexto, o tamanho e peso superiores dos camundongos da linhagem Swiss
em comparacdo com outras linhagens podem ter influenciado a percepcdo do
camundongo sobre o besouro-robd, mudando de um estimulo aversivo para o de uma
presa potencial, sugerindo uma resposta adaptativa por parte destes animais.

Além da sensibilidade de diferentes linhagens, avaliamos também o efeito de drogas
panicoliticas sobre os comportamentos gerados pelo besouro-robé6 no BMT. No
experimento 3B observamos que o alprazolam, em doses que ndo alteraram a atividade
locomotora, produziu uma reducdo dose-dependente nos comportamentos de fuga
horizontais e de saltos. Além disso, um aumento na porcentagem de tolerancia ao besouro
também foi observado na maior dose testada. Estes resultados sdo corroborados por
evidéncia obtidas em outros modelos experimentais que associam a resposta de fuga a
ataques de péanico, como a exposi¢do a altas concentracdes de CO2 (SPIACCI et al.,
2018b), a bateria de testes de defesa em camundongos (BLANCHARD; GRIEBEL,;
BLANCHARD, 2003); o teste de exposicao ao rato (CAMPOS et al., 2013) e no teste de
conflito presa-predador (PASCHOALIN-MAURIN et al., 2018). Neste mesmo
experimento observamos que o diazepam diminuiu o nimero de fugas horizontais dos
animais expostos ao BMT sem alterar os demais comportamentos mensurados. Um efeito
discreto do diazepam sobre os comportamentos defensivos também foi observado por

Campos e colaborados (2013) no teste de exposicdo ao rato. Neste estudo apenas o
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comportamento de postura esticada foi reduzido apds a injecéo de diazepam (CAMPOS
et al., 2013). Na mesma direcdo, Heinz e colaboradores (2017) reportaram auséncia de
efeito do diazepam na arena grande do BMT. Em contraste com estes resultados, o
diazepam atenuou o comportamento defensivo em testes de ansiedade como o modelo de
transicdo claro-escuro (GRIEBEL et al., 1989; GRIEBEL et al., 2000) e o labirinto em
cruz elevado (COLE et al., 1993; GRIEBEL et al., 2000).

Tomados em conjunto, nossos resultados apontam para uma maior sensibilidade do
BMT a benzodiazepinicos de alta poténcia, como o panicolitico alprazolam, do que ao
diazepam que tem sido considerado mais ansiolitico do que panicolitico em testes com
roedores (CAMPOS et al., 2013).

Na sequéncia avaliamos a sensibilidade do BMT ao tratamento crénico com a
fluoxetina. Os resultados do experimento 3B mostraram que o tratamento crénico com a
fluoxetina ndo alterou nenhum dos comportamentos analisados nas trés doses testadas.
Este resultado contrasta com estudos prévios na literatura onde a fluoxetina foi capaz de
reduzir o comportamento de fuga de animais expostos a diferentes testes
comportamentais, como a exposicao a altas concentragdes de CO2 (SPIACCl et al., 2018),
a fuga do LTE (ZANGROSSI; GRAEFF, 2014), o teste de exposi¢do ao rato (CAMPOS
et al., 2013), e o teste de confronto presa-predador (PASCHOALIN-MAURIN et al.,
2018). Nédo temos uma explicacao clara de por que a fluoxetina ndo conseguiu atenuar 0s
comportamentos defensivos dos camundongos expostos ao BMT. Novos estudos
investigando o efeito de outros ISRS no BMT deverdo ser feitos para verificar a
sensibilidade do teste a esta classe de drogas.

A respeito dos efeitos das consequéncias da injecdo de OXA nas asas-laterais do NDR
em camundongos submetidos ao BMT, os resultados mostraram um aumento no numero

de saltos e uma tendéncia a redugéo da porcentagem de tolerancia ao besouro robd. Este
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resultado vai em direcdo oposta ao observado no teste de exposicdo ao CO, apontando
para uma possivel dependéncia de estimulo, respiratorio ou ndo respiratorio, para sua
acao. Uma possivel explicacdo para tal efeito provém de um estudo de eletrofisiologia
realizado por Liu e colaboradores em 2002. Estes pesquisadores observaram que em
baixas concentracdes a OXA estimula o disparo dos neurénios serotonérgicos no NDR.
No entanto em altas concentracdes a OXA inibe indiretamente o disparo dos neur6nios
serotonérgicos do NDR devido a sua a¢do em interneurénios GABAErgicos presentes
nesta regiao.

Assim, sugerimos que o efeito encontrado no BMT seja devido ao recrutamento
destes interneurénios GABAGérgicos presente no NDR. Tal suposicdo baseia-se em
estudos que demonstram que situacfes aversivas e de estresse recrutam e aumentam a
atividade de neur6nios orexinérgicos no LH, PeF e no HDM (JOHNSON et al., 2012a;
SOYA; SAKURAL, 2020). Além disso, Zhang e colaboradores (2006) demonstraram que
algumas caracteristicas fisioldgicas associadas as respostas defensivas, tais como o
aumento na pressao arterial, da frequéncia cardiaca e da ventilacdo, sdo mediadas pela
acao sisttmica da OXA. Estas informacGes permitem a inferéncia de que a exposi¢do ao
BMT recruta e aumenta a liberacdo de OXA para as areas de projecdo como 0 NDR,
sugerindo um possivel pulso tdnico e uma concentracdo de OXA maior nesta regido
quando comparada ao teste de exposi¢do ao CO». Estudos futuros que investiguem a
existéncia de um pulso ténico orexinérgico nas asas-laterais do NDR, bem como a
participacdo dos interneurdnios GABAérgicos desta regido no efeito modulatorios da
OXA, podem fornecer mais informagdes a cerca dos mecanismos subjacentes dos efeitos
observados no experimento 4.

Tomados em conjunto nossos resultados demonstram o envolvimento da OXA nas

asas-laterais do NDR na modula¢do dos comportamentos defensivos relacionados ao
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panico. Ademais, tais resultados também indicam uma possivel dependéncia de estimulo,
respiratorio ou ndo respiratorio, e recrutamento de circuitos neurais distintos para acédo

modulatdria da OXA na asa-lateral no NDR.
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Gonclusio
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CONCLUSAO

A OXA na asa-lateral do DRN promove um efeito panicolitico em
camundongos expostos a 20% de CO,. Este efeito é bloqueado pela
administracdo intra-SCPd do antagonista dos receptores 5-HT1A,
WAY100635.

Os camundongos da linhagem C57BI/6 sdo mais propensos a expressar
comportamentos de fuga frente a exposicdo ao BMT, quando comparados com
as linhagens Balbc, Swiss e CD1.

O BMT apresenta maior sensibilidade a benzodiazepinicos de alta poténcia,
como o alprazolam, do que ao ansiolitico diazepam e ao tratamento cronico
com a fluoxetina.

A OXA na asa-lateral do DRN promove um aumento no nimero de saltos,

sugerindo um feito panicogénico, em camundongos expostos ao BMT.
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