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Resumo

E bem descrito que desequilibrios na modulagdo da neurotransmissio da noradrenalina
proveniente do Locus coeruleus (LC-NA) é responsavel por varios transtornos psiquiatricos,
incluindo o transtorno do panico. Pacientes com tal disturbio sdo mais sensiveis a mudancas
no CO/pH e, portanto, sdo mais propensos a experimentar o "alarme falso de asfixia" que,
por sua vez, desencadeia 0 ataque de panico. Neurbénios LC-NA estdo envolvidos nas
respostas ventilatorias a concentragdes moderadas de CO2/pH; entretanto, seu envolvimento
nas respostas comportamentais e respiratorias a acidificacdo severa ainda é desconhecido.
NOs investigamos a participacdo de neurénios LC-NA utilizando camundongos C56BL/6
com um alelo knockout condicional de Dbh (Dbh®®) cruzado com En1¢"® (En1¢"*DbhKO -
mutantes LC-NA). Além disso, foi utilizado um animal de genétipo hipomérfico de mesmo
background genético (En1*'Dbh°<®) e animais controles (En1"'Dbh"') de ambos os sexos
(10-12 semanas; 20-25 g). Os animais passaram por um periodo de habituacdo ao ar
ambiente, seguido de exposi¢cdo ao ar normocapnico (15 min) e, depois, a uma mistura de
gases enriquecida com 20% CO: (7 min). As respostas respiratoria e metabolica medidas
foram: V7, fR, Vg, VO, e VE/VO; a cada exposi¢do. As respostas comportamentais
analisadas foram: fuga (jump/running) e tempo de imobilidade defensiva (freezing). Além
disso, a concentragdo monoaminérgica no tronco encefalico e prosencéfalo foi igualmente
investigada. Um estudo neuroanatémico foi realizado para determinar qual regido do LC se
comunica com o ndcleo central do complexo amigdaloide (CA) e com o bulbo ventrolateral
rostral (RVLM), regiBes responsaveis por comportamentos de medo e ansiedade e pelas
respostas respiratérias, respectivamente. Para isso, retrobeads foram injetados nas regides
de interesse, e a regido da migracéo foi avaliada. Além disso, as regides de ativacdo neuronial
no LC em 0 e 20% de CO, também foram analisadas, por meio da imunolocalizacdo da
proteina c-Fos. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética local
(CEUA - numero 3340/20). Machos mutantes LC-NA e hipomdrficos apresentaram
hipoventilacdo e um Ve/VO2 menor em relagdo ao grupo controle. Além disso, 0s machos
controles apresentaram maior frequéncia respiratoria do que as fémeas do mesmo grupo em
normocapnia. Em hipercapnia, machos mutantes apresentaram um menor aumento na
frequéncia respiratoria em relacdo aos demais grupos. Os mutantes LC-NA machos tiveram
uma resposta de salto atenuada (P = 0,001) e mais tempo gasto em imobilidade defensiva (P
<0,0001) em comparagdo com 0s outros grupos. Além disso, os animais mutantes LC-NA
tiveram menos episddios de corrida (P=0,0157) em relagdo aos animais selvagens. O grupo
En1*DbhKO também apresentou um pequeno niimero de saltos (P= 0.03913). Nenhuma
diferenca de sexo foi observada entre os grupos. No tronco encefalico, machos mutantes
apresentam menor concentracdo de NA que o grupo controle (P= 0,03647). Além disso,
machos do grupo controle apresentarem maior concentracdo de NA do que as fémeas do
mesmo grupo (P=0,018141). Fémeas mutantes apresentam maior concentracdo de DOPAC
dos que as fémeas controles (P= 0,003755). No prosencéfalo, animais mutantes e
hipomdrficos de ambos 0s sexos apresentaram uma menor quantidade de NA em relacéo aos
controles. Quanto & comunicagdo entre o CA e o LC, esta parece se estabelecer
principalmente com os neurbnios da regido caudal e medial caudal dorsal, enquanto a
comunicacdo RVLMY/LC ocorre por toda extensdo do Locus coeruleus. Ressaltamos que a
maior ativacdo neuronial ocorre na regido medial caudal do LC em machos, além de partes
da regido medial rostral e rostral, o que ndo ocorre em fémeas. Esses dados sugerem que a
noradrenalina originaria do LC tem um papel importante nas respostas ventilatorias e de fuga
do tipo panico eliciada em camundongos pela exposi¢cdo ao CO- de forma independente do
sexo, mas que se mostrou mais proeminente em machos.



Abstract

It is well described that imbalances in the modulation of locus coeruleus norepinephrine
(LC-NA) neurotransmission are responsible for several psychiatric disorders, including
panic disorder. Patients with such a disorder are more sensitive to changes in CO./pH and
therefore are more likely to experience the "suffocation false alarm™ which, in turn, triggers
the panic attack. LC-NA neurons are involved in ventilatory responses to moderate
concentrations of CO2/pH; however, its involvement in behavioral and respiratory responses
to severe acidification is still unknown. We investigated the participation of LC-NA neurons
by using C56BL/6 mice with a conditional knockout allele of Dbh (Dbh®<®) crossed with
En1%® (En1°"*DbhKC - LC-NA mutants). In addition, an hypomorphic genotype animal of
the same genetic background was used (En1"‘Dbh®®®) as well as control animals
(En1™Dbh"") of both sexes (10-12 weeks; 20-25 g). The animals went through a period of
habituation in ambient air, followed by exposure to normocapnic air (15 min) and then a
mixture of gases enriched with 20% CO> (7 min). The respiratory and metabolic response
were Vr, fR, Vg, VO2 and VEe/VO: to each exposure. The behavioral responses analyzed
were escape (jumping/running) and time spent immobile (freezing). In addition, the
monoaminergic concentration in the brainstem and forebrain was investigated. A
neuroanatomical study to determine which region of the LC communicates with the central
nucleus of the amygdaloid complex (CA) and rostral ventrolateral medulla oblonga
(RVLM), respectively responsible for fear and anxiety-like behavior and respiratory
responses. In these regions, retrobeads were injected and the point of interest was evaluated.
In addition, regions in which were activated in LC by 0 and 20% CO, concentration were
also analysed by c-Fos protein immunolocalization. The experimental protocols were
approved by the local ethics committee (CEUA - n° 3340/20). LC-NA male mutant and
hypomorphic rodents had a hypoventilation and a lower Ve/VO2 compared to the control
group. Furthermore, control male animals had a higher respiratory frequency then the same
female group. LC-NA male mutant mice had a blunted jumping response (P=0.001) and
more time spent in freezing (P<0.0001) compared to the other groups. Furthermore, LC-NA
mutant animals had fewer racing episodes (P=0.0157) compared to wild animals. The
En1*DbhKO group also presented a small number of jumps (P=0.03913). No sex difference
was observed among groups. In the brainstem, mutant males have a lower NA concentration
than the control group (P=0.03647). Furthermore, control males have a higher concentration
of NA than females from the same group (P= 0.018141). Mutant females have a higher
concentration of DOPAC than control females (P=0.003755). In the forebrain, mutant and
hypomorphic animals of both sexes had a lower amount of NA compared to controls. The
CAJ/LC projections seem to connect mainly neurons from the caudal and the dorsal medial-
caudal region, while the RVLM/LC communication occurs throughout the locus coeruleus
extension. Interestingly, most of the neuronal activation occurs in the caudal medial region
of the LC in males, besides to the rostral medial and rostral regions, which does not occur in
females. These findings suggest that norepinephrine originating from the LC has an
important role in the respiratory and panic-like escape responses elicited in mice by exposure
to COzin a sex independent way, despite being more prominent in males.



1.INTRODUCAO

O transtorno do panico (TP) é uma desordem psiquiatrica que atinge cerca de 2%
da populacdo mundial e € caracterizado pelo surgimento de ataques de panico repentinos,
caracterizados por um estresse intenso, acompanhado de sintomas cardiorrespiratérios
(Nardi et.al., 2013; De Jonge, 2016; Spiacci et al., 2018; Okuro et.al., 2020). De fato,
varias evidéncias sugerem uma conexdo entre o TP e estresse respiratério, incluindo
desafios respiratorios, usados amplamente para desencadear tais ataques, demonstrando
uma relacdo entre o estado emocional e a respiracgao (Briggs et.al., 1993; Ziemann et al.,
2009; D'amato et al., 2011; Nardi et.al., 2013; Taugher et al., 2014; Leibold et al., 2016;
Vollmer et al.,, 2016). Porém, apesar de sua importancia clinica, as origens e a
patofisiologia de doencas respiratérias relacionadas ao estresse continuam ainda pouco

entendidas.

Klein (1993) prop6s que todo individuo possui um sistema de alarme que detecta
ameacas metabolicas, como o aumento nas concentracBes de CO e reducdo do pH
sanguineo. Essas alteragdes alertam os individuos sobre uma asfixia iminente, ativando
seu sistema de deteccdo de sufocamento, causando uma resposta emocional e
comportamental, como um ataque de panico. Um sistema disfuncional, portanto, pode ser
ativado erroneamente sem a presenca de uma ameaca real, eventualmente desencadeando
um ataque de panico. Partindo desse ponto, diversos estudos tém buscado analisar as
respostas de pacientes que apresentam a sindrome do péanico frente & inalagdo de uma
mistura gasosa rica em CO- (Nardi et.al., 2013; Wiese; Boutros, 2019; Okuro et.al., 2020;
Spiaci Jr et.al., 2018).

Pioneiro nessa abordagem, Briggs dividiu 1108 pacientes em dois subtipos
diagnosticados com sindrome do panico, de acordo com o0s sintomas apresentados.
Pacientes do subtipo ndo respiratdrio apresentam menos de quatro dos sintomas
considerados respiratérios: falta de ar, dor no peito, taquipneia, medo de morte, sensacéo
de asfixia e parestesia, durante os ataques de panico. Enquanto, pacientes do subtipo
respiratorio apresentam ao menos quatro desses sintomas (Briggs et al., 1993). Trabalhos
subsequentes demonstraram que pacientes do subtipo respiratorio apresentam mais
ataques quando expostos a inalacdo de gases ricos em CO2 quando comparados a
pacientes do subtipo ndo respiratorio (Valenca et.al, 2002; Abrams et.al., 2006; Freire



et.al., 2008). A questdo acerca de quais das regides responsaveis por tais sintomas e

ataques vem sendo abordada em grande parte dos trabalhos nos ultimos anos.

A circuitaria neural responsavel pelo desencadeamento respostas defensivas
baseia-se na acdo da amigdala central que coordena as acGes comportamentais e
autonémicas observadas durante situacdes de luta ou fuga. O nucleo central do complexo
amigdaloide comunica-se com o ndcleo parabraquial, gerando um aumento na frequéncia
respiratria, com o hipotalamo lateral, ativando as respostas autonémicas, com o locus
coeruleus, aumentando a liberacdo de noradrenalina, contribuindo para o aumento de
pressdo arterial, frequéncia cardiaca e resposta comportamental ao medo, dentre outras
(Gorman, 2000). Por esse motivo, o complexo amigdaloide é considerado a principal area
envolvida nos ataques de panico, e as regiées que se conectam com essa estrutura limbica

podem interferir em seu funcionamento fisioldgico.

Dentre as areas que inervam o complexo amigdaloide, destaca-se o LC, por ser
este o principal ndcleo que sintetiza noradrenalina centralmente e por possuir
caracteristicas quimiossensiveis (Elam et al., 1981; Filosa et al., 2002; Biancardi, 2008;
Gargaglioni et al., 2010; Imber et al., 2014; Pineda e Aghajanian, 1997). O sistema
noradrenérgico do LC envia projecdes por todo o sistema nervoso central e é responsavel
pela modulagdo de diversos comportamentos como o de excitagdo, aprendizagem,
modulacdo da dor e resposta respiratoria a alta concentracdo de CO. (Berridge e
Waterhouse, 2003; Biancardi, 2008; Mccall, 2017). O ndcleo basolateral do complexo
amigdaloide recebe projecdes noradrenérgicas que sdo ativadas durante episddios de
estresse agudo e, similar a isso, 0s neurdnios noradrenérgicos do LC também séo ativados

em episddios de estresse agudo (Buffalari e Grace, 2009; Mccall et.al., 2015).

Vaérios estudos demonstraram dimorfismo sexual quanto as propriedades
morfofisiologicas do LC. Em ratas e camundongas adultas, o LC é maior do que o de
machos (Busch et al., 1997; Cahill, 2006; Garcia — Falgueras et al., 2005; Guillamon et
al., 1989; Hormigo et al., 2015; Luque et al., 1992; Mulvey et al., 2018; Ohm et al., 1997;
Pinos et al., 2001) (Figura 1). Em mulheres, a regido rostral desse nucleo apresenta maior
namero de neurdnios, enquanto nos homens essa prevaléncia ocorre na regiao mais caudal
do LC (Hormigo et al., 2015). Essa diferenca estrutural sexo-dependente compreende um
nimero maior de células noradrenérgicas e dendritos do LC mais longos e mais

complexos em ratas adultas do que nos machos, mais especificamente na regiao peri-LC



(Bangasser et al., 2011; 2016; Luque et al., 1992; Plummer et al., 2017). Com uma
densidade de dendritos maior, foram encontrados mais contatos sindpticos na regido peri-
LC ventromedial de mulheres (Bangasser, et al., 2011). Além disso, a soma dos neurénios
do LC das fémeas é maior que dos machos (Guillamon et al., 1988; Luque et al., 1992),
bem como a capacidade de sintetizar e liberar noradrenalina pelos neurdnios do LC
(Bangasser et al., 2019, Mulvey et al., 2018). No entanto, as diferencas sexuais entre LC
de machos e fémeas ndo sdo aparentes em todas as linhagens de ratos ou em todas as
espécies (Babstock et al., 1997; Garcia — Falgueras et al., 2005; Garcia — Falgueras et al.,
2006).

R

LC de Machos LC de Fémeas

Figura 1. Esquema demonstrando a diferenca da morfologia do locus coeruleus (LC) de machos e fémeas.
Os neur6dnios do LC de ratas tém dendritos mais longos e mais complexos do que 0s neurdnios de machos.
Adicionalmente, fémeas apresentam maior nimero de neurdnios que machos. Adaptado de Valentino &
Bangasser (2016).

Portanto, é possivel que uma disfuncdo na modulagdo da neurotransmissao
noradrenérgica do LC devido a hipersensibilidade a concentragdes de CO2/pH, possa estar
ativando o nucleo basolateral do complexo amigdaloide em momentos em que ndo ha
ameaca real de sufocamento, gerando respostas de fuga e luta pela acdo do nucleo central
do complexo amigdaloide. Essas respostas geram, entdo, as respostas autondmicas e
comportamentais caracteristicas do ataque de panico, podendo estas ser sexualmente

distintas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Respiracéo e panico

Durante todo o dia, a cada ciclo respiratdrio, os quimiorreceptores estdo regulando
0 pH do sangue e dos fluidos extracelulares, além das pressdes parciais de COz e Oa.
Qualquer variagdo desses parametros é rapidamente compensada por ajustes na ventilagdo
geradas pelos quimiorreceptores, a fim de se restabelecer a homeostase do organismo,
sendo que 0 CO- é o principal responsavel por tais ajustes, uma vez que variagdes de 2-5
mmHg na PCOz pode aumentar a ventilagdo em mais que o dobro (Del Nigro et.al, 2018).

A respiracdo é regulada pelos quimiorreceptores via feedback e estes sao divididos
em periféricos e centrais. Quimiorreceptores periféricos monitoram as pressdes parciais
de O, e CO2 e 0 pH do sangue arterial e sdo encontrados em dois principais locais: (1) no
corpo carotideo localizado proximo a bifurcacdo adrtica e (2) nos corpos adrticos no arco
aortico. Sinais emitidos pelos quimiorreceptores periféricos sao transmitidos ao nucleo
do trato solitario (NTS) no tronco encefélico, via nervo glossofaringeo (corpos
carotideos) e nervo vago (corpos aorticos). Esses quimiorreceptores sdo responsaveis
principalmente pela detec¢cdo da PO, apesar de serem responsaveis também pela detecgdo
das variagcbes da PCO. e pH sanguineo. Ja 0s quimiorreceptores centrais, que sdo
amplamente espalhados pela superficie ventrolateral do bulbo, pela ponte e pelo
hipotalamo lateral, sdo responsaveis primordialmente pela deteccao de varia¢fes na PCO>
e pH no fluido cerebrospinal. Dentre eles, destacam-se a rafe bulbar, o nuicleo
retrotrapezoide do bulbo, o LC e o hipotadlamo lateral (Nattie; Li., 2012). O aumento na
concentracdo de CO> reduz o pH sanguineo, levando a uma acidose e, em resposta, ha o
aumento na vasodilatacdo, pressdo sanguinea, ventilacdo e no fluxo sanguineo encefalico
(Gargaglioni et al., 2010), a fim de eliminar o excesso de CO..

Em situacGes normais, o0 ajuste respiratério é suficiente para o controle dos
parametros metabolicos; porém, em situacdes em que tal ajuste € comprometido, como
em uma asfixia, outras respostas autonémicas e comportamentais sdo necessarias para
que a homeostase se restabeleca. Nesse sentido, Klein (1993) propds que todo animal
possui um “alarme de sufocamento” onde os quimiorreceptores irdo reagir ao aumento da
PCO:> e a consequente diminuigdo do pH de forma descontrolada, emitindo uma cascata

de informac6es para diversas regides do encéfalo, principalmente as responsaveis pelo



controle do estresse, como 0 eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA), e pelos
comportamentos de luta e fuga (complexo amigdaloide, substancia cinzenta periqueductal
- PAG), afim de proporcionar ao individuo um escape da situacdo aversiva, para que,
assim, os ajustes respiratérios se tornem eficientes e eliminem as altas concentra¢des de

CO2 e regule o pH (Figura 2).
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Figura 2: Circuito neural proposto do panico. O complexo amigdaloide tem um papel crucial, como uma
estacdo intermediéria de ansiedade que medeia estimulos recebidos do ambiente (tAlamo e cértex sensorial)
e experiéncia armazenada (cortex frontal e hipocampo; setas pretas), que afeta a resposta de ansiedade e
panico, estimulando vérias areas encefalicas responsaveis pelos principais sintomas de péanico (setas
vermelhas). A substancia cinzenta periaqueductal no mesencéfalo pode ser especialmente importante para

mediar a ansiedade de panico. Adaptado de Roy-Byrne et al. (2006).

As alteracBGes nesses circuitos neurais de pacientes com transtorno de panico
incluem: volumes reduzidos no complexo amigdaloide (Massana et al., 2003) e no lobo
temporal (Uchida et al., 2003); quantidades reduzidas de metabdlitos de creatina e
fosfocreatina no lobo temporal medial (Massana et al., 2002) e metabolismo cerebral
diminuido da glicose no complexo amigdaloide, hipocampo, tdlamo dorsal e areas do
tronco encefalico (Sakai et al., 2005). Assim também, a teoria do “falso alarme de
sufocamento” defende que os quimiorreceptores de pacientes que sofrem do transtorno
do panico respiratério se tornam mais sensiveis as variag@es diarias na PCO; e pH, e essas
variacGes geram as respostas abruptas, semelhantes aquelas apresentadas durante um

sufocamento.



2.2 Influéncia sexual em doencas

Estudos de neuroimagem revelam diferencas estruturais significativas em regides-
chave para o comportamento de ansiedade como o complexo amigdaloide, o hipocampo
e 0 cortex da regido rostral do lobo frontal (cortex “pré-frontal”, neologismo gerado a
partir do inglés “pré-frontal cortex™). Por exemplo, em fémeas a ativa¢do do ndcleo
central do complexo amigdaloide esquerdo é responsavel pelo surgimento de emogdes
negativas, tais como a ansiedade, enquanto, nos machos, a ativacdo dessa mesma regido
gera emog0es positivas (Stevens et al., 2012).

Vérios estudos demonstraram que a incidéncia do transtorno do péanico é
semelhante na Europa, América do Norte, América do Sul e em outros paises (Goodwin
etal., 2005; Bakhshaie et al., 2016), onde as mulheres tém probabilidade duas a trés vezes
maior de desenvolver o transtorno do panico do que os homens (Andrade et al., 1994;
Yonkers et al.,1998; Leskin et al., 2002; Sheikh et al.,2002; Kessler et al., 2005), além de
a taxa de prevaléncia do transtorno do panico por toda a vida ser, também, maior em
mulheres (Andrade et al., 1994). Nesse contexto, Prenoveau (2006) observou que, apos a
exposicdo de pacientes saudaveis de ambos os sexos a 20% de CO2, os parametros
autonémicos ndo se diferenciaram entre homens e mulheres; porém, pacientes do sexo
feminino apresentaram maior incidéncia de medo e de ansiedade. Além do dimorfismo
estrutural e neuroquimico evidente no encéfalo de machos e fémeas, a variagdo hormonal
durante o ciclo estral em fémeas vem sendo amplamente estudada como um fator
determinante para o surgimento de transtornos de ansiedade, principalmente o de panico.
O encéfalo feminino tem mecanismos para lidar com as flutuag6es mensais dos esteroides
sexuais, muitos dos quais sdo neuroativos (Melcangi et al., 2011; Schule et al., 2011;
Donner e Lowry, 2013), e é provavelmente apenas quando esses mecanismos adaptativos
sdo perturbados que as doencas psiquiatricas se manifestam. Mulheres que sofrem de
transtorno do panico sdo mais propensas a experimentar um ataque de panico apds um
desafio laboratorial com CO> durante a fase pré-menstrual (dias 23-28), em comparagéo
com a fase intermenstrual (dias 8-22) ou controles saudaveis em qualquer fase (Sigmon
et al., 1996).

Algumas doencas respiratorias tém fortes evidéncias de serem influenciadas pelo
sexo (Block et al., 1979; Gargaglioni et al., 2019; Holley et al., 2012; Jiang et al., 2017,
Joseph et al., 2000; Wenninger et al., 2009). Alguns estudos mostraram que ha um

dimorfismo sexual em seres humanos em anormalidades do sistema respiratério, como
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apneias repetidas, hipopneias e oscilacGes respiratdrias, que tém uma incidéncia trés
vezes maior em homens (Behan e Kinkead, 2011). Além disso, a sindrome da morte subita
em neonatos (SIDS) também é mais prevalente em individuos do sexo masculino na
proporcao de 60:40 (Moon et al., 2007), assim como a apneia obstrutiva do sono afeta
predominantemente 0os homens (Yonkers et al., 1998; Gargaglioni et al., 2019). Além
disso, variacbes hormonais durante o ciclo estral das fémeas afetam as respostas
ventilatérias frente a hipdxia e a hipercapnia (Behan e Kinkead, 2011). Durante a fase
Iutea, a ventilagdo e o volume corrente estdo aumentados, quando comparados aos
mesmos parametros registrados na fase folicular (Schoene et.al., 1981; Dempsey et.al.,
1986; Slatkovska et al., 2006; Marques et.al., 2015) e, por consequéncia, a pressao parcial
de CO2 € menor (White et al., 1983; Dutton et al., 1989). é interessante notar que, na fase
lutea, a quimiossensibilidade periférica e central ao CO> esta aumentada e € no final desta
fase, onde a recorréncia dos ataques de panico é maior (Lovick, 2014).

2.3 Locus Coeruleus

Experiéncias estressantes ativam diversas regides do encéfalo para produzir uma
resposta fisica e psicoldgica coordenada a fim de se livrar da melhor maneira possivel do
agente estressor (Schwarz et al., 2015). Os neurdnios noradrenérgicos do LC se projetam
amplamente por todo o encéfalo e estdo associados tanto as respostas fisicas quanto as
emocionais relacionadas ao estresse (Berridge e Waterhouse, 2003; Valentino e Van
Bockstaele, 2008), assim como, para a consolidacdo de memorias aversivas (Roozendaal
et al., 2008), exercendo, assim, um papel importante na coordenacdo das respostas
evocadas pelo estresse. De fato, a ativacdo dos neurénios do LC durante uma situacédo
estressora, induz um estado de ansiedade que permite o individuo manter uma atengédo
elevada, facilitar o processamento sensorial e aumentar as fungdes de tomada de deciséo,

a fim de aumentar a consolidacdo da memdria (Berridge et al., 2003; Sara e Bouret, 2012).

Um desequilibrio na modulacéo do sistema noradrenérgico do LC esta associado
a inumeras patologias psiquiatricas, como déficit de atencdo, hiperatividade, doencas
neurodegenerativas, estresse pos-traumatico, depressdo, ansiedade, assim como o
transtorno do panico, entre outras (Bangasser e Valentino, 2014; Fortress et al., 2015;
Isingrini et al., 2016; Weinshenker, 2018). Em estudos clinicos, uma regulacdo anémala

do sistema noradrenérgico foi reportada em pacientes diagnosticados com transtorno do
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panico e durante os ataques de panico (Charney, et al., 1990; Bremner et al., 1996;
Balaban, 2002; Dierssen et al., 2002). A atividade elevada do sistema noradrenérgico
aumenta as respostas comportamentais de panico, e uma ativacao errénea do LC pode ser
responsavel pela responsividade exagerada e aumento na resposta emocional vista em
pacientes com estresses ou transtornos de ansiedade (Priolo et al., 1991; Aston-Jones et
al., 1994; Goddard e Charney, 1997). Por outro lado, tratamento com antidepressivos, que
é eficiente nos pacientes com TP, diminui a taxa de disparo dos neurdnios do LC e a
expressdo da tirosina hidroxilase, e manipulacGes que diminuem o estresse, como a
manipulacdo pds-natal, modulam as respostas do sistema noradrenérgico (Escorihuela et
al., 1995; Escorihuela et al., 1995; Baamonde et al., 2002).

Neurdnios do LC atuam diretamente como quimiossensores para deteccdo de
COq/pH (Coates et al. 1993; Gargaglioni et al., 2010). Os neurdnios do LC sdo de
particular interesse no desafio de CO2, uma vez que mais do que 80% desses neurdnios
sdo quimiossensiveis, respondendo a hipercapnia com uma taxa de disparo aumentada
(Pineda e Aghajanian, 1997; Oyamada et al., 1998; Filosa et al., 2002). De fato, uma
reducdo de aproximadamente 80% dos neur6nios noradrenérgicos do LC esté associada
a uma diminuicdo de aproximadamente 64% na ventilacdo em resposta a 7% de COg,
indicando uma vez mais que o LC esta profundamente relacionado com a ventilacao
frente & exposi¢do a CO. (Biancardi et al., 2008). Contudo, ndo ha nenhum estudo
mostrando a participagdo dos neurdnios noradrenergicos do LC nas respostas ventilatorias
e comportamentais evocadas por altas concentragcdes de CO> (20%), que evoca um
repertorio tipico de comportamentos interpretados como respostas de escape ativo
(Spiacci et al., 2018).

Portanto, a hipotese do presente trabalho é que os LC/NA tém participacdo nas
respostas respiratdrias e comportamentais caracteristicas de um ataque de panico evocado

por altas concentragdes de CO>

3. OBJETIVOS

— Investigar o papel dos neurdnios noradrenérgicos do LC nos parametros

comportamentais e respiratorios durante um ataque de panico induzido por COg. -

— Investigar se existe uma populacdo especifica de neurénios noradrenérgicos do

LC ativados por altas concentragdes de CO2 (20% COy).



— Avaliar se o0s neurénios noradrenérgicos do LC enviam projecdes para o bulbo
ventrolateral rostral e o nacleo central e medial do complexo amigdaloide. Para isso,
foram realizadas injecdes de um marcador retrégado (retrobeads) no bulbo ventrolateral

rostral e no nucleo central do complexo amigdaloide.



4, MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos nocaute En1¢"; Dbh®<®
(En1°"™®Dbh%®), animais hipomorficos (En1"'DbhKO), e animais controles (En1"'Dbh"")
de ambos os sexos, de background C57BL/6, com idades de 10 a 12 semanas. Os animais
foram submetidos a um ciclo claro/escuro de 12/12h (claro, das 6 as18 horas; escuro, das
18 as 6 horas), acondicionado a temperatura controlada de 25 + 1 °C e tiveram livre acesso

a 4gua e comida.

Nos mutantes condicionais, a inativa¢do do gene se da pela expresséo da enzima
Cre em um tipo de célula selecionada, que reconhece dois sitios loxP que séo inseridos
em regibes ndo codificantes do gene alvo na mesma célula. Para atingir a inativacdo do
gene, os sitios loxP sdo colocados na mesma orientacdo em regides de introns, de modo
que flanqueiam pelo menos um éxon do gene alvo. A excisdo mediada por Cre da regido
flanqueada por loxP resulta na delecdo in vivo do segmento de codificacdo das células
que expressam recombinase. Apos a delecéo do exon alvo, o gene mutante codifica uma
proteina ndo funcional pela perda de um dominio essencial ou como resultado de um

deslocamento do frame de leitura (Friedel et al., 2011)

Para a geracdo desses animais, sdo necessarias duas linhagens de camundongos.
A cepa floxed abriga o segmento génico flanqueado por loxP, inicialmente introduzido na
linhagem germinativa por recombinacdo homoéloga, no caso dos animais deste estudo, s&o
inseridos no gene da dopamina beta-hidroxilase (DbhK®), enquanto a segunda cepa
fornece o0 gene da recombinase Cre expresso a partir de uma regido promotora especifica
do tipo de célula, Enl nos animais deste estudo (En1¢"). Ou seja, a dele¢do da dopamina
beta-hidroxilase ocorrera apenas nas células que expressam a enzima, € o promotor Enl
(En1°™®Dbh€®), As Unicas células que expressam ambos 0s genes sdo as células do

grupamento A6, gerando a especificidade da delecéo.
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Figura 3: Esquema representativo do cruzamento da linhagem floxed com a linhagem Cre que gera a
linhagem mutante. Na linhagem mutante, as células que expressam o gene alvo e o promotor ligado a
enzima cre-recombinase, apresentam a delecdo do exon circundado pelos sitios loxP, gerando a delegdo
completa ou de parte da proteina, inativando-a. Adaptado de Friedel et al. (2011).

Os protocolos experimentais foram realizados com os animais sendo escolhidos
aleatoriamente, de modo que em um mesmo dia fossem realizados experimentos com pelo
menos um espécime de cada genotipo. Todos os experimentos foram realizados das 08 as
18 horas, no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da UNESP de Jaboticabal. Todos os protocolos foram aprovados
pelo comité de ética local (CEUA — protocolo nimero 3340/20), estando em norma com

0 Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2 Determinacao da temperatura corporal

Um sensor e registrador de temperatura (Biomark, EUA) foi implantado na
cavidade abdominal dos camundongos, por meio de uma incisdo na parede abdominal
para medida da temperatura corporal. Apos esses procedimentos, os animais foram
colocados em caixas com agua e ragdo “ad libitum” e mantidos em uma sala com
temperatura ambiente, umidade e luminosidade controladas, por um periodo de 2
semanas. Eles receberam injecéo de antibidtico (enrofloxacina, Baytril; 2,5 mg.kg ™ S.C.,
Bayer S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) e analgésico (FlunixinaMeglumina, Banamine; 10

mg.kg ).
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4.3 Inducéo de ataques de panico

O desafio de 20% de CO foi utilizado para induzir repostas comportamentais e
ventilatérias de panico nos animais (Spiacci et al., 2018). A mistura gasosa contendo 21%
de O2, 20% de COz e 59% de N foi inserida na cdmara do animal por um misturador de
gases (Gas mixer GSM-3, CWE inc., USA)

4.4 Resposta respiratoria durante o panico induzido por CO:

Em relacdo a manifestacdo respiratdria ao ataque de panico, a ventilacéo (Ve) foi
mensurada por pletismografia de corpo inteiro conforme estudo de Patrone et al. (2018).
Durante a realizacdo das medidas de Ve, o fluxo de ar foi interrompido e a camara do
animal permaneceu vedada por cerca de 2 min. Os fluxos de entrada e saida de ar foram
de 1,8 L.min" medidos por um fluxémetro (“Mass Flow System” - MFS, Sable Systems
International, Inc, Las Vegas, EUA). Sinais de um transdutor diferencial de pressao (TSD
160A, Biopac Systems, Santa Barbara, CA - EUA), conectado a cAmara do animal, foram
coletados por um amplificador (DA 100C, Biopac Systems), passando por um conversor
analogico-digital, digitalizados em um computador equipado com um programa para
aquisicdo (AcqKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc., Santa Barbara, CA, EUA). A
calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume
conhecido de ar dentro da cdmara do animal (1 mL) com o uso de uma seringa graduada.
Duas variaveis respiratorias foram medidas: a frequéncia respiratoria (Fr) € o volume

corrente (V), sendo o ltimo calculado por meio da férmula de Drorbaugh e Fenn (1955):

V7= VK X (PT/PK) x TC x (PB - PC) / TC X (PB - PC) - TA X (PB — PR)

V7: Volume de ar corrente.

VK: Volume de ar injetado na camara do animal para calibracé&o.

PT: Deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar corrente.
PK: Deflexdo de pressdo associada ao volume injetado para calibracéo.
TC: Temperatura corporal (em Kelvin).

TA: Temperatura do ar dentro da cAmara do animal.

PR: Pressdo de vapor da &guaa TC.
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PB: Pressdo barométrica.

PC: Pressdo de vapor do vapor de agua na camara do animal.

A ventilagdo (Ve) foi calculada pelo produto da frequéncia respiratoria (Fr) pelo
volume corrente (V7). A Ve e 0 V1 sdo apresentados nas condigdes de pressdo barométrica
ambiente, a TC e saturados com vapor d’agua (BTPS). A PC foi calculada indiretamente

utilizando uma tabela apropriada (Dejours, 1981).

4.5 Determinagdo do metabolismo

O método de calorimetria indireta (consumo de oxigénio, VO>), pela configuracao
pushmode, foi utilizado para a determinacéo do metabolismo por meio do sistema aberto
de respirometria. O fluxo de ar da cdmara (1,8 L. min') foi mantido através de uma bomba
de aquério, que bombeava o ar na porta de entrada da camara quando 0s animais eram
expostos a ar ambiente, e por um misturador de gases (Gas mixer GSM-3, CWE inc.,
USA) que bombeava a mistura gasosa (20% CO2; 21% O»; 59% N2) também na entrada
da camara. O gas expirado foi seco através de uma pequena coluna de drierite (W. A.
Hammond Drierite Co. Ltd, Xenia, OH, EUA) antes de passar pelo analisador de oxigénio
(ADInstruments®). O ar foi continuamente amostrado pelo analisador de O» permitindo
a determinacdo do VO pelo programa de aquisicdo de dados: Power-Lab System,

ADInstruments®/Chart Software, version 7.3, Sydney, Australia.

A taxa metabdlica (VO.) foi calculada utilizando a formula:
VO2=FIx (F’'i02 - F’e02) / 1 - F’e02 (1-RQ)

Fl: taxa de fluxo de entrada de ar na camara;

F’i02: fracdo de O inspirado;

F’eO>: fracdo de O, expirado

RQ: valor referente a fonte de energia utilizada pelo animal

4.6 Medidas comportamentais

Para analisar a resposta do comportamento do ataque de panico, os experimentos
foram gravados por duas cameras (Logitech, EUA), colocadas na lateral e acima da

camara experimental, de maneira que foi possivel ver claramente o animal e seus
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movimentos (Figura 4). A resposta de escape foi analisada, registrando-se o nimero de
saltos (jumping) e o nimero de corridas (running). O comportamento de imobilidade
defensiva (freezing, considerado a total falta de movimento, exceto a respiragdo) também

foi avaliado por um observador treinado, cego ao protocolo experimental.

Figura 4: Animal no aparato experimental visualizado por ambas as cadmaras, a fim de se contabilizar os
comportamentos expressos durante o desafio com COx.

4.7 Determinacéo das concentracfes de neurotransmissores no tronco encefélico e
prosencéfalo

Para analisar a concentracao de neurotransmissores, 0s animais de todos 0s grupos
experimentais foram expostos a 20% de CO: e, entdo, eutanasiados. Os encéfalos dos
machos e fémeas foram rapidamente retirados, congelados em gelo seco e armazenados
a —80°C. O tronco encefélico e o prosencéfalo foram separados e homogeneizados em
uma solucdo contendo 0,15 M de é&cido perclérico, 0,1 mM de é&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), e 0,17 uM 3,4-di-hidroxibenzilamina como solucéo
padrdo. Os homogeneizados foram centrifugados por 20 minutos a 12,000 G e 4°C. O
contetdo proteico foi determinado pelo pellet, e o sobrenadante foi analisado para
noradrenalina (NA), dopamina (DA) e acido 3,4-di-hidroxifenilacetico (DOPAC; o
principal metabdlito da DA), por cromatografia liquida de alta performance acoplada a
um detector eletroquimico (HPLC-ED), como previamente descrito (Aquino et al., 2017;
Silva et al., 2020). A separagédo por cromatografia foi realizada usando uma coluna C-18
(250 mm x 4 mm, 5 um; Merck, Darmstadt, Germany), precedida por uma pré-coluna a
C-18 (5 um, 4 mm x 4 mm; Merck), mantida a 40°C. A fase mével consistiu em 100 mM

NaH>PO4, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,38 mM acido 1-octanosulfénico de sodio, e
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10% de metanol em agua ultrapura, pH 3,5. O fluxo da bomba foi de 1,0 mL/min, e 0
potencial no detector eletroquimico (Decade II; Antec Scientific, Zoeterwoude,
Netherlands) foi programado para +0,40 V. O eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. Todas
as amostras das areas encefalicas estudadas foram mensuradas na mesma analise. O
coeficiente de variacdo intra-ensaio foi inferior a 5% para todos 0s componentes
analisados. Os niveis de DA foram considerados para refletir o estoque vesicular do
neurotransmissor, enquanto os niveis de DOPAC refletiam o0s neurotransmissores
secretados (Shannon et al., 1986; Lookingland et al., 1987). A razdo DOPAC/DA foi

usada para medir o turnover do neurotransmissor.

4.8 Avaliacéo da organizagdo anatémica dos neurdnios noradrérgicos do LC

Para o estudo de tracamento de vias por meio de neurotragador retrégrado, 0s
animais foram anestesiados com isuflorano (a 5% para indugéo e a 1% para manutencao)
e fixados em um estereotaxico (Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). A injecdo dos
neurotracadores foi feita por meio de uma seringa Hamilton (5 pL) e uma agulha (do tipo
Mizzy, 200 um de didmetro externo) em cuja ponta era conectado um tubo de polietileno
PE-10 que, por sua vez, conectado a uma agulha gengival (30 G) utilizada para realizar
as microinjecdes. A partir dai, os neurotracadores retrogrados (retrobeads) foram
injetados ipsilateralmente no bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (Retrobeads verde,
Lumafluor Inc, EUA; e no nucleo central do complexo amigdaloide (Retrobeads verde,
Lumafluor Inc, EUA) segundo coordenadas obtidas do atlas de Paxinos e Franklin (2001).
O volume de injegcdo em cada ndcleo foi de 100 nL. Os animais foram, entdo, retirados
do estereotaxico, colocados em caixas individuais com agua e ragdo “ad libitum” e
tratados com antibidtico e analgésico. Apds 15 dias de sobrevida, os animais foram
profundamente anestesiados com uma overdose de isoflurano e perfundidos pelo
ventriculo esquerdo do coracdo com PBS seguido pela solugdo de PFA a 4%. Os encéfalos
foram fixados por 24 horas em PFA a 4% e, entdo, colocados em 30% de sacarose por 48
horas a 4°C. O tecido, entdo, foi mergulhado em isopentano (Sigma), resfriado em gelo
seco, congelado e embebido em Tissue Tek O.C.T., cortado em um criostato (Leica CM
1850) a 40 um para realizagdo de imuno-histoquimica para TH pelo método de
imunofluorescéncia. Para imunoistoquimica, os cortes foram pré-incubados por 30 min

em uma solucdo de recuperacdo-alvo (Dako, Glostrup, Dinamarca) a 70 °C para um
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processo de recuperacao antigénica. Os cortes foram, entdo, lavados por 3 vezes com
PBS, em seguida, incubados com 2 % de BSA em PBST (pH 7,4) por pelo menos 1h em
temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes foram incubados por 24 horas com
anticorpo primario (IgG monoclonal anti-TH, feita em camundongo) (1:8000, SIGMA)
em temperatura ambiente e com agitacdo constante, passando, a seguir, por 3 lavagens
com PBS. Os cortes foram incubados por 2 horas com anticorpo secundario de cabra anti-
segmento Fc de IgG de camundongo (h&l), conjugado com dy light 594 (1:500, Dako
Cytomation, Dinamarca, Europa) em temperatura ambiente, também em agitador. Depois
disso, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS. Finalmente, os cortes foram montados

em laminas gelatinizadas, secos e cobertos com laminula.

4.9 Determinacdo de ativagdo neuronial frente a hipercapnia

Para determinacdo da ativacdo neuronial, os animais foram adaptados a cadmara
experimental ventilada com ar atmosférico 1 hora por dia, sempre no mesmo horario,
durante 3 dias consecutivos e anteriores ao experimento com a finalidade de evitar a
expressao de c-Fos devido a estimulos inespecificos. No quarto dia (ap06s os 3 dias de
habituacdo), os animais foram expostos & normdxia normocéapnica (ar atmosférico) ou
normoxia hipercdpnica (20 % de CO> por 15 min). Ao final do experimento, cada animal
foi mantido na camara por mais 60 minutos em ar ambiente para a expressao da proteina
c-Fos, sendo, entdo, apos esse periodo, profundamente anestesiado com uma overdose de
isoflurano e perfundido pelo ventriculo cardiaco esquerdo com solugdo tampdo fosfato
(PBS - 0,01 M; pH 7,4), seguido de paraformoldeido a 4% (PFA — diluido em solugéo
fosfato tamponado PB - 0,1 M; pH 7,4). O encéfalo foi removido da caixa craniana e
armazenado em PFA a 4% a 4°C por 12 horas e, posteriormente, mantido em solucgéo de
sacarose a 30%, dissolvida PBS (0,01 M; pH 7,4) a 4°C por pelo menos 24 horas. O
encéfalo foi, entdo, imergido em isopentano resfriado em gelo carbdnico para
congelamento, e embebido em Tissue Tek O.C.T.; em seguida, cortes seriados (40 um)
do LC foram feitos em um criostato (Leica CM 1860 - Ag Protect, Germany). Para
verificar a atividade dos neur6nios noradrenérgicos do LC, uma dupla marcacdo para

tirosina hidroxilase e c-Fos foi realizada.

Para os experimentos de imunoistoquimica, os cortes foram pré-incubados por 30

min em uma solucdo de recuperacao-alvo (Dako, Glostrup, Dinamarca) a 70 °C para um
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processo de recuperacao antigénica. Os cortes foram, entdo, lavados 3 vezes em PBS (5
minutos por lavagem), pré-incubados em solucdo de perdxido de hidrogénio a 1% por 3
minutos, seguida de mais 3 lavagens em PBS e, em seguida, incubados em solugéo de
PBST (solugdo tampéo fosfato — PBS; triton e soro de cabra) por pelo menos 1 hora,
sendo esses procedimentos realizados a temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes
foram incubados por 24 horas a 4°C com agitacdo constante em solugdo contendo
anticorpo priméario (IgG monoclonal anti- proteina c-Fos produzida em coelho, na
propor¢dol1:1000; Sigma) diluido em PBST, passando, em seguida, por 3 lavagens em
PBS apos as 24h de incubacdo. Os cortes foram, ent&o, incubados por 2 horas em solugéo
contendo anticorpo secundario (IgG de cabra anti-coelho biotinizado na proporc¢éo 1:1000
(Dako Cytomation, Dinamarca, Europa) em temperatura ambiente com agitacao
constante, seguindo-se 3 lavagens em PBS. Os cortes foram, entd,o incubados em um
complexo avidina-DH biotinizada-peroxidase de rabano silvestre (Vector, codigo PK-
4001) por 1 hora em agitador a temperatura ambiente. Apos 3 lavagens em PBS, a
marcacdo dos neurbnios catecolaminergicos foi visualizada com solucdo tampéo
adicionada com 0,05% de 3,3’ diaminobenzidina tetra-hidrocloreto (DAB) e 0,004% de
perdxido de hidrogénio em agua destilada, por 1 minuto, seguindo-se 3 lavagens rapidas
em PBS. Apds as lavagens, 0 processo se repetiu; porém, dessa vez, para marcacao de
tirosina hidroxilase (TH). O anticorpo primario utilizado foi o anticorpo monoclonal anti-
TH produzido em camundongo (propos¢do de 1:8000; Sigma) diluido em PBST. O
anticorpo secundario, por sua ve, foi IgG de coelho anti-Fc de IgG de camundongo,
biotinizada, na proposcao de 1:1000 (Dako Cytomation, Dinamarca, Europa). Finalmente,

os cortes foram colocados em laminas gelatinizadas, secos e cobertos com laminula.

4.10 Protocolos experimentais

4.10.1. Protocolo 1:Avaliacdo da resposta respiratéria ao ataque de panico induzido por
CO,

Os animais foram colocados na camara experimental (camara cilindrica, 18 cm de
didmetro x 18 cm de altura) com ar normocéapnico (fluxo de 1,8 L/min) por 45 min, para
habituacdo. Apos o término do periodo de habituagdo, foram realizadas medidas- controle
de Ve em 15 minutos. Os animais foram, entdo, submetidos a 20% de CO2 por 7 min e,

ao final desse estimulo, uma nova medida de Ve foi realizada. Para as medidas de VO,
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o0 ar da camara foi amostrado durante todo o tempo do experimento, exceto durante os
registros de Vg, onde a cAmara era vedada. Durante esse periodo, o ar passava diretamente
da bomba de aquério (quando em normocapnia) ou do misturador de gases (quando em
hipercapnia) para o analisador, sendo, entdo, possivel realizar a comparacdo entre a

concentracdo de oxigénio da cadmara com a do ar que entrava no aparato experimental.

4.10.2. Protocolo 2: Avaliacdo da resposta comportamental ao ataque de panico induzido

por CO»

Os camundongos foram colocados no aparato experimental (uma camara
cilindrica, 18 cm de didmetro x 18 cm de altura) por um periodo de 45 minutos para
habituacdo. Durante essa sessdo de habituacdo, o ar ambiente foi liberado na camara a
uma taxa de fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gas e ao som
do jato de ar, e reduzir as reacGes neofdbicas ao ambiente da gaiola. Os animais foram,
entdo, expostos ao ar enriquecido com CO2 (20% CO) por 7 minutos. As respostas

comportamentais e de panico foram registradas nesse tempo.

4.10.3 Protocolo 3: Determinacdo das concentracdes de neurotransmissores no tronco

encefélico e prosencéfalo

Os camundongos foram colocados no aparato experimental (uma camara
cilindrica, 18 cm de didmetro x 18 cm de altura) por um periodo de 45 minutos para
habituacdo. Durante esta sessdo de habituacdo, o ar ambiente foi liberado na camara a
uma taxa de fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gas e ao som
do jato de ar, e reduzir as reacGes neofdbicas ao ambiente da gaiola. Os animais foram,
entdo, expostos ao ar enriquecido com CO> (20% CO3) por 15 minutos. Apds a exposicao
a mistura gasosa, cada animal foi eutanasiado com uma overdose de isoflurano, seu
encéfalo foi retirado a fresco, congelado e armazenado a -80°C. Os encéfalos foram,
entdo, separados em tronco encefdlico e prosencéfalo e as concentracbes dos

neurotransmissores foram analisadas por HPLC-ED.

4.10.4 Protocolo 4: Mapeamento dos neurdnios noradrenérgicos do LC

Os animais foram anestesiados com isuflorano (a 5% para inducéo e a 1% para
manutencdo da anestesia) e fixados em um estereotaxico (Kopf Instruments, Kent,

Inglaterra). A injecdo dos neurotragadoress foi feita por meio de uma seringa Hamilton
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(5 pL) e uma agulha (do tipo Mizzy, com 200 um de didmetro externo), em cuja ponta
era conectado um tubo de polietileno PE-10 que, por sua vez, era conectado a uma agulha
gengival (30 G), utilizada para realizar as microinje¢des. A partir dai, os neurotragadores
retrogrados (retrobeads) foram injetados ipsilateralmente no nucleo central do complexo
amigdaloide (segundo coordenadas antero-posterior: -1,3 mm; Latero-Lateral: = 3,0 mm;
Dorso-Ventral: -4,5 mm) (Figura 5) e no RVLM (segundo coordenadas antero-posterior:
-6,8 mm; Léatero-Lateral: £ 1,5 mm; Dorso-Ventral: -5,5 mm) (Figura 6). Quinze dias
apo6s a microinjecdo, os animais foram perfundidos e seus encéfalos coletados para

imuno-histoguimica.

ural 222 mm rogma -1.58 1 i —._ _— 1lmm

Figura 5: A) Esquema de um corte parassagital do encéfalo de camundongos, destacando o local do cérebro
onde a microinjecdo do neurotragador foi realizada; B) esquema de um corte coronal do cérebro de
camundongos, segundo o atlas estereotaxico de Paxinos & Franklin (2004), ilustrando o local do
prosencéfalo onde foi realizada a microinjecdo do neurotracador; C) fotomicrografia de um corte
transversal do cérebro de um camundongo, mostrando um local representativo de uma microinjecéo do
tragador no nucleo central do complexo amigdaloide (CA).
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Figura 6: A) Esquema de um corte parassagital do encéfalo de camundongos destacando o local do tronco
encefalico onde a microinjecao do neurotracador foi realizada; B) esquema de um corte coronal do cérebro
de camundongos, segundo o atlas estereotaxico de Paxinos & Franklin (2004), ilustrando o local do bulbo
(RVLM ) onde foi realizada a microinjecdo do neurotracador; C) fotomicrografia de um corte transversal
do bulbo, mostrando um local representativo de uma injecdo do tracador na regido do RVLM.

4.10.5. Protocolo 5: Determinacdo de ativacido neuronial frente a hipercapnia severa

Cada camundongo foi colocado no aparato experimental (uma camara cilindrica,
18 cm de diametro x 18 cm de altura) por um periodo de 60 minutos para habituacéo,
durante 3 dias seguidos, a fim de se evitarem ativacOes inespecificas de neurénios do LC.
Durante esta sessdo de habituacdo, o ar ambiente foi liberado na cdmara a uma taxa de
fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gas e ao som do jato de
ar, e reduzir as reac6es neofobicas ao ambiente da gaiola. No quarto dia, os animais foram,
entdo, expostos ao ar enriquecido com CO2 (20% CO; por 15 minutos). Apds a exposicao
a mistura gasosa, cada animal permaneceu na camara experimental por um periodo de 90
a 120 minutos em ar ambiente afim de se expressar a proteina c-Fos. Cada animal foi,
entdo, profundamente anestesiado com isoflurano, perfundido, e seu encéfalo retirado e

preparado para imuno-histoquimica.

Apos a marcacdo imuno-histoquimica da proteina c-Fos, fotomicrografias com
aumento de 20x foram tiradas dos cortes, a fim de contabilizar a quantidade de células
duplamente marcadas para TH e proteina c-Fos e células marcadas apenas para TH,
bilateralmente. A analise das sec¢Bes que continham o LC consistiu na divisdo da regido

em 4 principais porg¢des: Caudal, Medial - Caudal, Medial - Rostral e Rostral (divisio
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Caudal — Rostral) (Figuras 7 e 8). Além dessas, nas regides mediais, houve, ainda, uma
subdivisdo em dorsal, medial e ventral (divisdo Dorso — ventral). A analise foi feita a
partir da porcentagem de células duplamente marcadas de cada sub-regido em cada

tratamento para ambos 0S Sexos.

Figura 7: Fotomicrografias mostrando as subdivisdes do locus coeruleus consideradas no presente
trabalho, dispostas no sentido rostro — caudal: A) Regido caudal; B) Regido medial - caudal; C) Regido

medial — rostral; D) Regido rostral. As fotomicrografias possuem o aumento em 10x, e a barra de escala,

em marrom, representa 100 pm.
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Figura 8: Fotomicrografia mostrando as subdivisdes do locus coeruleus no sentido dorso — ventral,

consideradas no presente trabalho.

4.11. Andlise dos dados

As varidveis respiratorias e metabolicas foram mensuradas 15 minutos durante o
intervalo basal e 7 minutos durante a exposic¢do a hipercapnia. Aproximadamente 100 seg
de registro foram utilizados para mensurar a Ve e 1 min para o0 VO. As variaveis
comportamentais foram analisadas durante os 7 minutos de exposicdo a 20% de CO; e
nos 100 segundos do registro de Ve ap6s a exposic¢ao ao CO».

As variadveis ventilatorias analisadas foram a ventilacdo (Ve), a frequéncia
respiratoria (fr), o volume corrente (V). Além dessas, 0 consumo de oxigénio (VO2) e 0
coeficiente respiratorio (Ve/VO2) também foram analisados. Os dados foram comparados
entre os grupos utilizando uma ANOVA de duas vias, tendo como fatores o tratamento
(diferentes genotipos) e o0 sexo, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores de P < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. As andlises estatisticas foram
realizadas tanto em normocapnia quanto em hipercapnia. Os dados foram apresentados
como média + E.P.M., e percentual.

Os dados comportamentais foram analisados por uma ANOVA de uma via (one -

way ANOVA). As variaveis analisadas foram o nimero de saltos (jumping), o nimero de
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corridas (running) e o tempo gasto em freezing. Valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

As andlises estatisticas das regides de migracdo dos retrobeads foi realizada pela
localizacdo e o padrdo de dispersdo dos neurdnios marcados com retrobeads, tirosina
hidroxilase (TH) e a sobreposicdo das marcacdes, aumentados em 20x. Obtivemos
imagens fluorescentes de slices dos encéfalos usando um microscépio de fluorescéncia e
séries de se¢des digitalizadas sob um microscopio de varredura (Scanscope, Olympus).
Os slices fotografados consistiam entre secgdes de -5,34 mm a -5,68 mm em relagéo ao
bregma, regido correspondente a total extensdo do LC. Confirmamos a localizacéo rostro-
caudal das fatias coronais do encéfalo, combinando as imagens digitalizadas com imagens
do atlas extereotaxico do encéfalo de camundongos (Franklin e Paxinos, 2004). A
marcagdo por imuno-histoquimica para TH foi realizada apenas nos animais em que a
microinjecdo de retrobeads caiu na regido de interesse, tanto considerando o nucleo
central do complexo amigdaloidel, quanto a regido do RVLM do bubo. A confirmacao da
regido da microinjecao foi realizada pela comparagédo da imagem dos slices encefalicos,
com as imagens digitalizadas do atlas encefalico de camundongo (Franklin e Paxinos,
2004).

5. RESULTADOS

5.1 Efeito do genotipo na resposta ventilatoria e metabdlica de camundongos
machos e fémeas adultos expostos a normocapnia

A Figura 9 mostra os efeitos dos diferentes genotipos na Ve, V1, fR, VO2, VE/VO;
e Tc em camundongos adultos de ambos 0s sexos expostos a normocapnia. Camundongos
machos mutantes (En1DbhcK®) e hipomérficos (En1"'Dbhc<®) apresentaram menor Ve
do que o grupo controle (En1*'Dbh"") (P = 0.0115 para En1"'DbhKC e P = 0.0130 para
En1€Dbhk0). Machos do grupo controle apresentaram uma frequéncia respiratoria mais
alta em comparacdo com as fémeas do grupo controle. (P = 0,0278). As demais variaveis

ndo apresentam diferencas quanto ao tratamento ou sexo (P>0,05).

Camundongos machos mutantes e hipomdrficos apresentaram menor coeficiente
respiratorio em relagdo aos animais selvagens (P = 0.0233 para En1"'Dbh°K® ¢ P=0.0193
para En1¢DbhcK®). As demais variaveis ndo apresentam diferencas quanto ao tratamento
ou sexo (P>0,05).
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Figura 9. Efeito do geno6tipo e sexo na ventilagao (Ve), volume corrente (Vr), frequéncia respiratéria (fr),
consumo de oxigénio (VOy), coeficiente respiratorio (Ve/VO,) e temperatura corporal (Tc) de
camundongos machos e fémeas em normocapnia. * Indica diferencas entre sexos do mesmo grupo). *
diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos animais controle (En1**Dbh"") de mesmo sexo.
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5.2 Efeito do gendtipo na resposta ventilatdria e metabolica de camundongos
machos e fémeas adultos expostos a hipercapnia

A Figura 10 demonstra os efeitos dos diferentes genétipos na Ve, VT, fR, VO,
VEe/VOze Th em camundongos adultos de ambos os sexos diante de exposi¢éo (7 minutos)
a uma mistura gasosa de 20% de CO>. Todos 0s pardmetros respiratorios aumentaram na
presenca de alta concentragdo de CO; em relagdo ao valor basal. Machos mutantes
apresentam uma menor frequéncia respiratoria em relacdo aos selvagens, nao
diferenciando dos hipomorficos (P=0,00623). A temperatura corporal (Th) de machos e
fémeas frente a exposicdo a 20% de CO. apresentou uma queda em todos 0s grupos
(~3,5°C). A exposigdo ao CO- causou uma queda semelhante no Tc em todos 0s grupos,
independentemente do sexo (P <0,0001). As demais variaveis nao apresentam diferencas

guanto ao tratamento ou sexo (P>0,05).
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Figura 10. Efeito do genotipo e sexo na ventilagdo (Ve), volume corrente (Vr), frequéncia respiratoria (fR),
consumo de oxigénio (VOy), coeficiente respiratorio (Ve/VO,) e temperatura corporal (Tc¢) de camundongos
machos e fémeas em hipercapnia. “diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos animais do grupo
controle (En1*'Dbh") de mesmo sexo.
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5.3 Efeito do gendtipo sobre parametros comportamentais em camundongos
adultos expostos a hipercapnia

A Figura 11 demonstra o efeito do gen6tipo nos comportamentos de saltos (A),
corridas (B) e imobilidade defensiva (C) em camundongos machos e fémeas quando em
exposicdo aguda (7 minutos) a uma mistura gasosa contendo 20% de CO». Machos
mutantes e hipomdrficos apresentam menos saltos quando comparados aos animais
controle (P = 0.03913 para En1"'DbhKC ¢ P = 0.0032 para En1¢®DbhK®), além de os
mutantes apresentarem menor numero de corridas que os animais selvagens (P=0,0157).
Quanto a imobilidade defensiva, machos de genotipos mutante expressam mais esse
comportamento do que os selvagens (P = 0.0055), nao diferenciando dos hipomérficos.

Nenhuma variavel apresentou diferenca entre os sexos (P>0,05).
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Figura 11: Efeito do gen6tipo e sexo nos parametros comportamentais de nimero de saltos (A), nimero
de corridas (B) e tempo em imobilidade defensiva (freezing) (C) de camundongos machos e fémeas adultos
expostos a 20% de CO,. * diferencas estatisticamente significantes em relacdo aos animais do grupo
controle (En1"'Dbh"") de mesmo sexo.
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5.4 Efeito do gendtipo na concentragdo de neurotransmissores no tronco encefalico
e no prosencéfalo

A Figura 12 mostra o efeito dos diferentes genétipos na concentracdo de
noradrenalina (NA), de dopamina (DA), de &cido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) e
na relacdo DOPAC/DA, usadas como medida de turnover de neurotransmissores, no
tronco encefalico e no prosencéfalo de camundongos adultos de ambos 0s sexos. Em
relacdo ao tronco encefalico, machos mutantes apresentam menor concentracdo de NA
do que o grupo controle (P= 0,03647). Além disso, machos controles apresentaram maior
concentracdo de NA que as fémeas do mesmo grupo (P= 0,018141). As fémeas mutantes
apresentam maior concentracdo de DOPAC, principal metabolito da DA, quando
comparadas a do grupo controle (P= 0,03755). As demais variaveis nao apresentam
diferencas quanto ao tratamento ou sexo (P>0,05). Em relacdo ao prosencéfalo, animais
mutantes e hipomorficos de ambos 0s sexos tiveram uma menor concentragdo de NA em
comparagdo ao grupo controle (machos: P= 0.00487 para En1¢"Dbh® e P= 0.03069
para En1"DbhKO; fémeas: P= 0.00049 para En1CeDbhkO e P= 0.0418 para
En1"'Dbh®°). Nenhuma diferenca foi observada em outras variaveis em termos de sexo

ou tratamento (P>0,05).
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Figura 12. Efeito do gendtipo e sexo nas concentragdes de noradrenalina (NA), dopamina (DA), &cido 3,4-
di-hidroxifenlacetico (DOPAC), turnover de dopamina (DOPAC/DA) no tronco encefélico e prosencéfalo
de camundongos machos e fémeas adultos em hipercapnia. * Indica diferencas estatisticamente significantes
entre sexos do mesmo grupo. * Diferengas estatisticamente significantes em relagéo aos animais do grupo
controle (En1"'Dbh"') de mesmo sexo.
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5.5 Tracamento de vias que conectam o locus coeruleus ao nucleo central do
complexo amigaloide

A Figura 13 demonstra a extensdo do locus coeruleus (LC) caudal (A), medial (Be C) e
rostral (D) demarcado pela marcagédo de tirosina hidroxilase (TH) em vermelho e as regiées com
pericarios marcados com o neurotracador de captacdo e transporte retrégrado, assinalados em

verde, que se projetam para o nucleo central do complexo amigdaloide.

TH Retrobead

Figura 13: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte de camundongos, mostrando o locus coeruleus
(LC) e a regido subcertlea e suas subdivisdes: caudal (A), medial (B e C) e rostral (D), demarcadas pela
reacdo imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de pericarios positivos
para retrobeads (em verde) microinjetado no nucleo central do complexo amigdaloide e a colocalizagdo
entre pericarios positivos para TH e o neurotragador. As barras brancas representam 200 pm. As regides
pontilhadas representam o LC e a regiéo subcerulea.
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A Figura 14 mostra o locus coeruleus (LC) caudal, do lado esquerdo (A) e direito
(B), respectivamente, no aumento de 20x demarcado pela imunolocalizacdo de tirosina
hidroxilase (TH), sinalizada em vermelho, e pericarios positivos para o neurotracador de
captacio e transporte retrogrado, sinalizados em verde. E possivel observar que em ambos
os lados do plano mediano ha marcacéo de pericarios pelo neurotracador, situados no LC,
que se conectam com o nucleo central do complexo amigdaloide. A imunolocalizacdo
para tirosina hidroxilase mostrou pericarios distribuidos tanto em toda a extensdo do LC,
englobando inclusive a regido subcerulea, onde foram encontrados principalmente
neuritos positivos para TH. Fibras axonicas positivas para TH foram encontradas
distribuindo-se supero-lateralmente ao LC (Figura 14A, parte superior), invadindo a
regidao ocupada pelo nicleo mesencefalico do nervo trigémeo, vizinho ao LC, assim como
infero-medialmente ao LC (Figura 14 A, canto inferior direito), distribuindo-se na regido
subcerulea, como mostrado na Figura 14 A e B.

A B

Figura 14: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, divisdo caudal,
esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando (setas cheias) pericarios e axdnios (pontas de setas
cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e pericarios positivos
para TH e neurotracador (setas abertas) (amarelo) também situados no LC, bilateralmente, sugerindo que
neurdnios noradrenérgicos se projetam para o ndcleo central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads
foram microinjetados.
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A Figura 15 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo 0 LC, em sua divisdo medio-caudal, e regido subcerulea (Figura 15A), sendo que
fibras positivas para a TH foram encontradas eminentemente nas adjacéncias do LC, em
situacdo anatdbmica ventromedial, como mostrado na Figura 15B. Corpos celulares
duplamente marcados para TH e retrobeats foram encontrados principalmente na regido
dorsal e central do LC direito, como mostrado na Figura 15B, de onde parecem se situar
0s neurdnios noradrenérgicos que se projetam para o nucleo central do complexo

amigdaloide.

50 um

A B

Figura 15: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
medial-caudal, esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando (setas cheias) pericarios e axonios
(pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e
pericarios positivos para TH e neurotracador (setas abertas) (amarelo) também situados no LC,
bilateralmente, sugerindo que neurdnios noradrenérgicos se projetam para o nucleo central do complexo
amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. Note, em B, que neurdnios duplamente marcados
pelo anticorpo anti-TH e pelo neurotracador encontram-se eminentemente na parte superior e central do
LC.

A Figura 16 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo 0 LC em sua divisio médio-rostral e na regido subcerdlea (Figura 16B). E possivel

observar que em ambos os lados da linha mediana, mas principalmente a esquerda,
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encontram-se neurdnios com colocalizacdo de TH e retrobeads, sugerindo gue na regido
médio-rostral do LC neurdnios noradrenérgicos que se projetam para o nucleo central do

complexo amigdaloide se agrupam em aspectos mais dorsais do LC esquerdo.

50 um

A B

Figura 16: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
medial-rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando (setas cheias) pericarios e
axdnios (pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de
camundongos, e pericarios positivos para TH e neurotragador (setas abertas) (amarelo) situados
principalmente no LC esquerdo, sugerindo que neurdnios noradrenérgicos ali localizados se projetam para
0 nucleo central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. Note, em A, que
neurdnios duplamente marcados pelo anticorpo anti-TH e pelo neurotracador encontram-se eminentemente
na parte central do LC, com predominéncia de puncta positivos para retrobeads situados na parte superior
do LC esquerdo.

A Figura 17 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo o LC em sua divisio rostral e na regido subcerdlea (Figura 17A e B). E possivel
observar uma rarefacdo de neurbnios positivos para o0 neurotracador, havendo umas
poucas células colocalizadas com retrobeads e TH e situadas na parte superior e central

do LC esquerdo, como mostrado na Figura 17A.
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Figura 17: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando (setas cheias) pericarios e axonios
(pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e
pericarios positivos para TH e neurotragador (setas abertas) (amarelo) situados principalmente na regido
central do LC esquerdo, sugerindo que neurdnios noradrenérgicos ali localizados se projetam para o nicleo
central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. .

5.6 Neurotracamento de vias que conectam o locus coeruleus a regido do RVLM

A Figura 18 mostra neur6nios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo o LC em sua divisdo caudal (A), medial (B e C) e rostral (D) com dupla-marcacéo
para tirosina hidroxilase (TH) em vermelho e microbeads, que sem projetam para o bulbo
ventrolateral rostral (RVLM).
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Figura 18: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte de camundongos, mostrando o locus coeruleus
(LC) e aregido subcerulea (regido circunscrita) e suas subdivisdes: caudal (A), medial (B e C) e rostral (D),
demarcadas pela reagdo imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de
pericarios positivos para retrobeads (em verde) microinjetados no RVLM e a colocalizagéo entre pericarios
positivos para TH e o neurotragador (em amarelo). As barras brancas representam 200 pm.

A Figura 19 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo

de todo o LC em sua divisdo caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), colocalizados com



retrobeads. E possivel observar a presenca de neurdnios noradrenérgicos situados por

todo o LC esquerdo e direito que se projetam para a RVLM.

A

Figura 19: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reacdo imunoistoquimica para tirosina
hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de pericarios positivos para retrobeads (em verde)
microinjetados na RVLM em colocalizacdo (setas) ao longo de todo o LC (marcacdo em amarelo). As
barras brancas representam 50 um.

A Figura 20 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo o LC em sua divisdo médio-caudal do lado esquerdo (A) e direito (B),
colocalizados com retrobeads. E possivel observar a presenca de neurbnios

noradrenérgicos situados por todo o LC esquerdo e direito que se projetam paraa RVLM.
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Figura 20: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
médio-caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reacdo imunoistoquimica para tirosina
hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de pericarios positivos para retrobeadts (em verde)
microinjetados na RVLM em colocalizacdo (setas) ao longo de todo o LC (marcacdo em amarelo). As
barras brancas representam 50 um

A Figura 21 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
da parte ventral do LC (Figura 21A) e regido subcerulea (Figura 21B) em situacédo
anatdbmica meédio-rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), colocalizados com
retrobeads. E possivel observar a presenca de neurdnios noradrenérgicos situados
ventralmente no LC esquerdo e na regido subcerllea direita que se projetam para a
RVLM.
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Figura 21: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisdo
médio-rostral e regido subcertlea do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reagdo
imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de pericérios positivos para
retrobeads (em verde) microinjetados na RVLM em colocalizagao (setas) ao longo do LC caudal, em A, e
regido subcerulea, em B, (marcacdo em amarelo). As barras brancas representam 50 pm.

A Figura 22 mostra neurbnios e neuritos positivos para TH distribuidos ao longo
de todo a regido subcerulea em sua diviséo rostral do lado esquerdo (A) e direito (B),
colocalizados com retrobeads. E possivel observar a presenca de neurdnios
noradrenérgicos situados por todo a regido subcerudlea esquerda e direita que se projetam
para a RVLM.
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Figura 22: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus e pela regido
subcerllea, em sua divisdo rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reacdo
imunoistoquimica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presenca de pericérios positivos para
retrobeads (em verde) microinjetados na RVLM em colocalizacdo (setas) ao longo de toda a regido
subcerdlea (marcacdo em amarelo). As barras brancas representam 50 um

5.7 Avaliacéo da atividade neuronial durante o ataque de panico induzido por CO2

A Figura 23 mostra fotomicrografias de cortes transversais da ponte de
camundongos, passando pelo LC, mostrando o padrdo de ativagdo de nucleos de
neurdnios do locus coeruleus de animais submetidos a normocapnia (0% COy) e
hipercapnia (20% de COy).
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Figura 23: Fotomicrografias de de cortes transversais da ponte de camundongos, passando pelo
LC, mostrnado nlcleos e pericérios de células positivas para tirosina hidroxilase (células em coloragéo
purpura) e a proteina c-Fos (células em coloragdo ocre) em duas diferentes situagdes de presséo parcial de
COqy: situacdo controle, a esquerda, e hipercapnia severa (20% COy), a direita. As fotomicrografias
demonstram a extensdo do LC no plano rostro-caudal. A escala representa 50 pm.
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A Figura 24 mostra o efeito da exposicdo de camundongos machos e fémeas a
normocapnia (0% CO2) e a hipercapnia (20% de CO;) na ativacdo dos neurbnios
noradrenérgicos do locus coeruleus rostral. Podemos observar que machos expostos a 20
% de CO, possuem um maior ndmero de neurénios TH* ativados, positivos para a
proteina c-Fos, quando comparados aos machos do grupo controle (0% CO.) (P=0,0001;
interacdo P = 0,0004) e a fémeas expostas a uma atmosfera de 20% CO; (P= 0,0003),

sendo que 0 mesmo n&o ocorreu nas fémeas (P> 0,05).
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Figura 24: Efeito da exposi¢do de camundongos machos e fémeas a um ambiente com 0% e 20% de CO;
na ativagio de neurbnios noradrenérgicos do locus coeruleus rostral. * Indica diferenca estatisticamente
significativa em relagdo aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de CO,); * indica
diferenca estatisticamente entre os sexos dentro do mesmo tratamento.

A Figura 25 mostra o efeito da exposicdo de camundongos machos e fémeas a
normocapnia (0% CO2) e a hipercapnia (20% de CO.) na ativacdo dos neurdnios
noradrenérgicos do locus coeruleus em sua divisdo médio-rostral. Podemos observar que
somente em machos a exposi¢cdo a um ambiente com 20 % de CO, promove maior
ativacdo das células noradrenérgicas do LC. Essa ativacdo ocorreu nas regides medial e
ventral da porcao rostral do LC (medial: P = 0,0021, comparado aos machos submetidos
a um ambiente com 0% de CO, e P= 0,0013, comparado as fémeas expostas a um
ambiente com 20% de COg, interacdo P = 0,0032; ventral: P = 0.0228, comparados aos
machos submetidos a 0% CO- e P=0,0220, comparado as fémeas expostas a um ambiente
com 20% CO», sem interacdo). A sub-regido dorsal da divisdo medial rostral do LC néo
apresentou diferengas no numero de neurdnios noradrenérgicos ativados frente a

exposi¢do a um ambiente com 20% de CO; (P>0,05).
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Figura 25: Efeito da exposi¢do de camundongos machos e fémeas a um ambiente com 0% e 20% de CO>
na atividade dos neur6nios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua regido medial — rostral, subdividida
nas porcBes ventral, medial e dorsal. Os dados apresentados indicam a porcentagem de neurdnios
noradrenérgicos que expressam a proteina c-Fos. * Indica diferenca estatisticamente significativa em
relagdo aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de COy); * indica diferenca
estatisticamente significante entre os sexos dentro do mesmo tratamento.
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A Figura 26 mostra o efeito da exposi¢do de camundongos machos e fémeas a um
ambiente com normocapnia (0% CO2) ou com hipercapnia (20% de COy) na atividade
dos neurbnios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua divisdo médio-caudal,
subdividida em dorsal, medial e ventral. Podemos observar que somente em machos a
exposicdo a um ambiente com 20 % de CO. promove maior ativacdo das células
noradrenérgicas do LC, como mostrado na Figura 27. Essa ativacdo ocorreu em todas as
regides do LC (dorsal: P = 0,0056, comparado aos machos a um ambiente com 0% CO>
e P= 10,0056 comparado as fémeas expostas a um ambiente com 20% CO, interagdo P =

0,0064; medial: P = 0,0055, comparado aos machos a um ambiente com 0% CO- e P=

0,0157, comparado as fémeas expostas a um ambiente com 20% CO,, interacdo P =
0,0136; ventral: P = 0.0191, comparado aos machos a um ambiente com 0% CO; e P=
0,0095, comparado as fémeas expostas a um ambiente com 20% COg, interagdo: P =
0,126),.
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Figura 26: Efeito da exposi¢do de camundongos machos e fémeas a um ambiente com 0% e 20% de CO;
na atividade dos neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua regido médio- caudal, subdividida
nas porg¢des ventral, medial e dorsal, em camundongos machos e fémeas. Os dados apresentados indicam
a porcentagem de neurbnios noradrenérgicos que expressam a proteina c-Fos. * Indica diferenga
estatisticamente significativa em relacdo aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de
COy); * Indica diferenca estatisticamente significativa entre os sexos dentro do mesmo tratamento.
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: Fotomicrograf s de cortes transversais da p , passando peld locus coeruleus (LC),
comparando a ativagdo dos neurdnios noradrenérigos do LC de um camundongo macho (A) e fémea (B),
representativos dos grupos experimentais expostos a um ambiente com, 20% de CO,. Barra de escala: 50

pm.

A Figura 28 mostra o efeito da exposi¢do de camundongos machos e fémeas a um
ambiente com normocapnia (0% CO>) e com hipercapnia (20% de CO>) na atividade dos
neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua regido caudal. Nela podemos
observar que machos e fémeas expostos a um ambiente com 20 % de CO. nédo apresentam
diferenca quando comparados aos valores normocépnicos, apesar de uma tendéncia a um

aumento de neurdnios positivos para a proteina c-Fos apresentada pelos machos.
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Figura 28: Auséncia de efeito da exposicéo de camundongos machos e fémeas a um ambiente com0%, 7%
e 20% de CO; na atividade de neurdnios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua regido caudal. Os
dados apresentados indicam a porcentagem de neurénios noradrenérgicos que expressam a proteina c-Fos.
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6. DISCUSSAO

Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que a mutacéo que causa a
deficiéncia na producéo de noradrenalina no LC gera uma diferenca acentuada na resposta
comportamental frente ao um estimulo panicogénico, sendo que 0s mutantes apresentam
uma menor resposta de luta e fuga e maior tempo em freezing, além de apresentarem uma
hipoventilacao basal evidente, apenas evidenciada nos machos. A mutagao expressa pelos
animais mutantes da linhagem En1¢™Dbh®<® causa o nocaute da enzima dopamina beta-
hidroxilase, responsavel por converter a dopamina em noradrenalina (Dbh). A expressdo
da enzima cre recombinase (cre), inserida ap6s o promotor Enl, reconhece os sitios lox P
inseridos em torno do gene de interesse e o remove do DNA, resultando na falha da
producdo de noradrenalina nos neurénios noradrenérgicos do LC. Os animais
En1*'Dbh®° possuem o mesmo background genético; porém, ndo completam a mutagdo

por ndo produzirem a enzima cre recombinase.

No6s observamos que machos En1¢®Dbh®®© e En1"'DbhKC apresentam uma
hipoventilacdo durante normocapnia promovida por uma diminui¢do da Ve em ambos 0s
grupos e um aumento da VO, em En1¢®Dbh®°, Fémeas mutantes apresentaram uma
queda no V1 em condig¢Bes normocépnicas, mas, diferentemente dos machos, nenhuma
alteracdo na Ve foi observada. Estudos prévios demonstraram que os neurénios do LC
apresentam atividade relacionada a respiracdo, uma vez que tém acesso direto a
informacdo em tempo real das regides respiratdrias bulbares (Oyamada et al., 1998, 1999;
Andrzejewski et al., 2001). Nesse sentido, a lesdo seletiva dos neurénios noradrenérgicos
do LC em ratos adultos, usando 6-OHDA (toxina que elimina seletivamente neur6nios
catecolaminérgicos), ndo gerou mudancas na ventilacdo basal, sugerindo que, nesses
animais, esses neurbnios ndao atuam no controle respiratério em condi¢des de repouso
(Biancardi et al., 2008). Além disso, a injecdo de uma potente toxina conjugada a
saporina, (SP-SAP) no LC de ratos adultos para a degradacdo de neurdnios que
expressavam receptores de neurocinina-1 (NK-1), ndo alterou a respiragdo em condicoes
basais (De Carvalho et al., 2010). Diferentemente desses dados, n6s observamos que a
mutacdo no LC de camundongos machos gerou uma hipoventilacdo devido a um menor
Ve e maior VO». Além disso, parece que a NA do LC e tronco encefalico, em geral, é
importante para manter o drive respiratorio diante de condi¢cbes de ar ambiente. As

diferencas observadas entre os dados neste trabalho e estudos prévios podem estar
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relacionadas as diferentes técnicas usadas para a delecdo da noradrenalina provinda do
LC (animais nocautes x técnicas de lesdes de neurdnios), ou devido as diferentes espécies
estudadas (camundongos e ratos). A abordagem utilizada nos estudos que lesaram
neurdnios pode promover neuroinflamacdo nos locais lesados, o que pode interferir nas
respostas apresentadas pelos animais em condi¢cBes ambientes, além de afetar
indiretamente as células vizinhas e perturbar a homeostase encefalica (Barut et al., 2022).
Como demonstrado na figura 12, machos do grupo controle controle possuem maior
concentracdo de NA no tronco encefalico do que os mutantes. Por outro lado, as fémeas
ndo apresentam tal diferenca. Dessa forma, é possivel afirmar que tal hipoventilagdo
observada ocorra devido a essa diferenca entre as concentracdes de NA presentes em

machos.

Em relacdo a resposta ventilatdria e metabolica a 20% CO», todos 0s parametros
ventilatorios e metabdlicos aumentaram em relacdo a exposicao a normocapnia. A Unica
diferenca notada entre os grupos foi o menor aumento na frequéncia respiratdria
apresentada pelos machos mutantes quando comprados com os controles. Existem
diversas evidéncias demonstrando que o LC age como um quimiorreceptor central em
mamiferos, sendo intrinsecamente sensivel a CO./pH (Elam et al., 1981; Filosa et al.,
2002; Gargaglioni et al., 2010; Imber et al., 2014; Pineda e Aghajanian, 1997). De fato,
essa regido desempenha um importante papel nesta fungéo, uma vez que mais do que 85%
dos neurénios do LC sdo sensiveis ao CO2/pH (Johnson et al., 2008). Estudos usando 7%
de CO2 combinados com lesdes no LC, demonstraram um decréscimo na resposta
ventilatoria comparada com animais controles. Neste contexto, Biancardi et al. (2008)
demonstraram uma queda de 64% da resposta depois da lesdo de aproximadamente 80%
dos neurdnios do LC. Esses dados demonstram que, em condi¢des de hipercapnia
moderada, essa area desempenha um papel-chave na resposta quimiossensivel; porém,
em altas concentragfes de CO2, como as apresentadas nesse estudo, outras regides
quimiossensiveis parecem estar sendo recrutadas para ativar a resposta ventilatoria, uma
vez que pouca diferenca foi observada entres os grupos estudados, fazendo-nos crer que
tais regides estejam compensando o papel de aumento ventilatorio exercido pelo LC, e
gue os animais atingiram algo préximo de sua maxima capacidade ventilatoria, uma vez
que o estimulo que utilizamos no presente estudo (20% de CO>) é aproximadamente trés
vezes maior do que o usado por Biancardi et al. (2008). Outra possibilidade é o LC pode

estar liberando dopamina e compensando a falta de noradrenalina. De fato, observando a
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Figura 11, a relacdo DOPAC/DA parece estar maior nos machos mutantes comparado aos

controles, apesar de ndo haver diferenca estatistica entre 0s grupos.

Em relacéo aos dados comportamentais, os resultados demonstram que 0s animais
mutantes permanecem em imobilidade defensiva (freezing) por mais tempo, além de
saltarem e correrem menos durante a exposicao a altas concentracfes de CO2 em relacéo
aos animais controles. Além disso, apesar de ndo haver diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, € possivel observar um padrdo comportamental distinto
entre machos e fémeas, uma vez que machos parecem correr mais que as fémeas
selvagens, enquanto as fémeas apresentam maior nimero de episdédios de corridas que 0s
machos selvagens. Em camundongos, a inala¢do de 20% de CO; causa esquiva e freezing
(D'amato et al., 2011; Leibold et al., 2016; Taugher et al., 2014; Vollmer et al., 2016;
Ziemann et al., 2009), além de mudancas enddcrinas, 0 que sugere que 0S animais
experenciam uma situacao altamente aversiva, o que se assemelha a um ataque de panico.
Essa situacao, porém, se atenua quando 0s animais sdo tratados com drogas ansioliticas e
antidepressivas (Spiacci et al., 2018). Klein (1993) propds que todo individuo possui um
sistema de alarme que detecta ameacas metabdlicas, como o aumento nas concentragdes
de CO: e reducdes no pH sanguineo. Essas mudangas abruptas e incontrolaveis alertam
ao individuo um sufocamento iminente, causando uma resposta emocional e
comportamental, como o ataque de panico agudo. Um sistema disfuncional, contudo,
pode ativar esse sistema erroneamente, sem a presenca de uma ameaca real, o que pode
explicar o surgimento dos ataques de panico repentinos nas situacdes de hipercapnia

simuladas em nossos experimentos.

Como citado acima, o LC age como um quimiorreceptor central em mamiferos,
sendo intrinsecamente sensivel ao CO2/pH (Elam et al., 1981; Filosa et al., 2002;
Gargaglioni et al., 2010; Imber et al., 2014; Pineda e Aghajanian, 1997) e é conhecido
por mandar projecOes para diversas areas do sistema nervoso central, incluindo aquelas
responsaveis pelo controle respiratorio e para aquelas responsaveis por ativar respostas
comportamentais relacionadas ao panico, como o complexo amigdaloide (Mccall, et.al.,
2017; Giustino et.al., 2020). Sabe-se que o complexo amigdaloide é associado a estimulos
aversivos condicionados, e é responsavel por gerar comportamentos de luta e fuga e
emoc¢des como 0 medo, mandando diversas projecdes para diferentes areas encefalicas,
como o hipocampo dorsal (Fanselow, 1994; Ledoux, 1996; Mcnaughton e Corr, 2004;
Mobbs et.al., 2009; Raybuck e Lattal, 2011). Sendo assim, inibir a producéao do principal

49



neurotransmissor do LC pode ter gerado as mudancgas comportamentais e respiratorias

observadas neste trabalho.

O padrdao comportamental apresentado pelos animais mutantes vai ao encontro
dos dados presentes na literatura, que demonstram um grande ndmero de saltos e outras
respostas caracteristicas dos comportamentos de luta e fuga na presenca de altas
concentracfes de CO: (Spiacci et al., 2018, Taugher et al., 2019). Isso sugere que a
noradrenalina originada do LC tem um papel fundamental na caracterizacdo de tais
comportamentos. McCall e colaboradores (2015) observaram que um aumento na
atividade ténica do LC gera um aumento nas respostas comportamentais aversivas e
tipicas de péanico. Eles também observaram que os neurdnios noradrenérgicos do LC
inervam a o ndcleo basolateral do complexo amigdaloide (BLA) e que a ativacao deste
circuito gera as mesmas respostas observadas anteriormente em outro de seus trabalhos
(MccCall et al., 2017). Devido ao fato de o BLA receber projecBes noradrenérgicas do LC
durante episodios de estresse agudo, é possivel que o LC exerca um controle fino, porém
indireto, do sistema de resposta de luta e fuga, uma vez que é conhecido que regides
ansiogénicas, como o hipocampo ventral e a por¢édo central da amigdala, sdo ativados pelo
BLA.

Os dados do presente estudo sugerem que a libera¢do da noradrenalina do LC é
importante para o controle ténico da ventilagio em camundongos machos.
Adicionalmente, a liberacdo deste neurotransmissor pelo LC possui um papel importante
e fundamental no sistema comportamental de luta e fuga, frente a um estimulo metabdlico
aversivo. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a delecdo embrionaria de
neurdnios noradrenérgicos do LC tem efeitos seletivos e sexo-especifico, na resposta
respiratoria e comportamental de camundongos frente a exposicao a altas concentracdes
de CO.. Ndo obstante, tendo em mente as varia¢@es na elaboracdo do comportamento de
defesa de fémeas em diferentes fases do ciclo estral submetidas a ambientes ameacadores
(Ferreira-Sgobbi et al., 2022), esses dados devem ser considerados com cautela, pois

fémeas em diferentes fases do ciclo estral foram reunidas em um s6 grupo experimental.

Em relacdo aos experimentos de neurotractografia, nossos dados demonstram que
neurdnios noradrenérgicos de diferentes regides do LC projetam-se tanto para o nucleo
central do complexo amigdaloide, como para a regido do RVLM. Foi também

demonstrado que a regido de maior atividade neuronial do LC frente a exposicdo
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moderada e severa a CO- é a regido médio-dorsal, em ambos o0s sexos, principalmente na
regido medial-caudal, regido esta de grande marcacdo retrograda por retrobeads, para

ambas as regides estudadas.

Outro aspecto interessante a se notar € a diferenca entre as regides de ativacao
neuronial em machos e fémeas. De forma surpreendente, as fémeas nao apresentam
aumento de ativagdo das células noradrenérgicas do LC quando expostas a um ambiente
com 20% de CO2, enquanto nos machos, a regido medial do LC parece ser
primordialmente ativada em praticamente todas as sub-regies, com exce¢do da regido
médio-caudal ventral. Essa diferenca nas regides de maior ativacdo neuronial pode ser
um dos fatores que influenciam as diferencas comportamentais e ventilatorias observadas
entre machos e fémeas, muito embora tenhamos que considerar, ainda, a influéncia dos
diferentes hormonios sexuais e de seus metabdlitos no comportamento de fémeas em

diferentes fases do ciclo estral.

Até o momento, as diferencas entre os sexos no LC de roedores foram observadas
tanto em um Unico gene quanto em nivel estrutural. As diferengas sexuais na resposta ao
estresse foram atribuidas a sensibilidade diferencial ao fator liberados de corticotropina
(CRF) e ao trafego do receptor de CRF no LC de camundongo (Curtis et al., 2006; 2012),
incluindo efeitos diferenciais de sexo do agonista CRF1 na excitabilidade do LC
(Bangasser et al., 2016). A diferenca sexual na sensibilidade do CRF parece estar ligada
a sinalizacdo do receptor que é acoplado a proteina G (Grammatopoulos et al., 2001;
Hillhouse e Grammatopoulos, 2006), que aumenta as taxas de disparo ténico de LC via
ativacdo de uma cascata de sinalizacdo intracelular dependente de AMPc (Jedema e
Grace, 2004). Em contraste com machos néo estressados, a maior resposta neuronial do
LC a uma dose baixa de CRF em fémeas é inteiramente mediada por esta cascata
dependente de AMPc. No entanto, quando os machos sdo expostos pela primeira vez a
um estressor, eles exibem uma resposta de neurdnios do LC sensibilizados, de modo que
0s neurdnios respondem a uma dose menor de CRF. Essa sensibiliza¢do de neurdnios do
LC em machos ¢ inteiramente dependente de AMPc (Bangasser et al., 2010). Além do
CRF, os receptores p opioides também sdo altamente expressos no LC, e agonistas de
receptores u suprimem o disparo de neurdénios do LC em camundongos machos, mas ndo
fémeas (Guajardo et al., 2017).
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ProjecBes neurais do LC atuam em diversos locais do tronco encefélico,
modulando o drive inspiratorio e expiratério. A estimulacdo quimica e elétrica do LC
atenua a inibicdo inspiratdria gerada pelo complexo Botzinger (Wang et.al.,2004), além
de estimular as regides geradoras do ritmo respiratéorio (Viemari et.al., 2009). Segundo 0s
dados obtidos neste trabalho, € possivel observar uma menor frequéncia respiratoria
durante a hipercapnia nos machos mutantes. Por ser um facilitador da inspiracéo, a falta
de noradrenalina no grupamento celular A6 pode gerar esse menor aumento na frequéncia
respiratoria. Pelas imagens obtidas em experimentos imunoistoquimicas, é possivel
observar que diversas regides da ponte se comunicam com a regido do RVLM, inclusive

0 LC, que possui a marcacao retrograda por toda sua extenséo.

7. CONCLUSAO

Os dados do presente estudo demonstraram que a noradrenalina proveniente do
LC é importante, uma vez que exerce um papel excitatorio ténico na ventilacdo dos
machos, provavelmente devido a comunicagdo com areas bulbares responsaveis pelo
controle respiratorio, que se comunicam com toda a extensdo do LC. Além disso, exerce
um papel importante no surgimento de comportamentos caracteristicos de panico frente
a exposicao a altas concentracdes de CO>, provavelmente devido a comunicagdo com o
nacleo central do complexo amigdaloide, uma estrutura limbica responsavel pelo

surgimento de tais comportamentos em situa¢des de perigo iminente de vida.
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