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Resumo 

 

É bem descrito que desequilíbrios na modulação da neurotransmissão da noradrenalina 

proveniente do Locus coeruleus (LC-NA) é responsável por vários transtornos psiquiátricos, 

incluindo o transtorno do pânico. Pacientes com tal distúrbio são mais sensíveis a mudanças 

no CO2/pH e, portanto, são mais propensos a experimentar o "alarme falso de asfixia" que, 

por sua vez, desencadeia o ataque de pânico. Neurônios LC-NA estão envolvidos nas 

respostas ventilatórias a concentrações moderadas de CO2/pH; entretanto, seu envolvimento 

nas respostas comportamentais e respiratórias à acidificação severa ainda é desconhecido. 

Nós investigamos a participação de neurônios LC-NA utilizando camundongos C56BL/6 

com um alelo knockout condicional de Dbh (DbhcKO) cruzado com En1cre (En1CreDbhcKO - 

mutantes LC-NA). Além disso, foi utilizado um animal de genótipo hipomórfico de mesmo 

background genético (En1wtDbhcKO) e animais controles (En1wtDbhwt) de ambos os sexos 

(10-12 semanas; 20-25 g). Os animais passaram por um período de habituação ao ar 

ambiente, seguido de exposição ao ar normocápnico (15 min) e, depois, a uma mistura de 

gases enriquecida com 20% CO2 (7 min). As respostas respiratória e metabólica medidas 

foram: VT, fR, VE, VO2 e VE/VO2 a cada exposição. As respostas comportamentais 

analisadas foram: fuga (jump/running) e tempo de imobilidade defensiva (freezing). Além 

disso, a concentração monoaminérgica no tronco encefálico e prosencéfalo foi igualmente 

investigada. Um estudo neuroanatômico foi realizado para determinar qual região do LC se 

comunica com o núcleo central do complexo amigdaloide (CA) e com o bulbo ventrolateral 

rostral (RVLM), regiões responsáveis por comportamentos de medo e ansiedade e pelas 

respostas respiratórias, respectivamente. Para isso, retrobeads foram injetados nas regiões 

de interesse, e a região da migração foi avaliada. Além disso, as regiões de ativação neuronial 

no LC em 0 e 20% de CO2 também foram analisadas, por meio da imunolocalização da 

proteína c-Fos. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo comitê de ética local 

(CEUA - número 3340/20). Machos mutantes LC-NA e hipomórficos apresentaram 

hipoventilação e um VE/VO2 menor em relação ao grupo controle. Além disso, os machos 

controles apresentaram maior frequência respiratória do que as fêmeas do mesmo grupo em 

normocapnia. Em hipercapnia, machos mutantes apresentaram um menor aumento na 

frequência respiratória em relação 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 comparação com os outros grupos. Além disso, os animais mutantes LC-NA 

tiveram menos episódios de corrida (P=0,0157) em relação aos animais selvagens. O grupo 

En1wtDbhcKO também apresentou um pequeno número de saltos (P= 0.03913). Nenhuma 

diferença de sexo foi observada entre os grupos. No tronco encefálico, machos mutantes 

apresentam menor concentração de NA que o grupo controle (P= 0,03647). Além disso, 

machos do grupo controle apresentarem maior concentração de NA do que as fêmeas do 

mesmo grupo (P= 0,018141). Fêmeas mutantes apresentam maior concentração de DOPAC 

dos que as fêmeas controles (P= 0,003755). No prosencéfalo, animais mutantes e 

hipomórficos de ambos os sexos apresentaram uma menor quantidade de NA em relação aos 

controles. Quanto à comunicação entre o CA e o LC, esta parece se estabelecer 
principalmente com os neurônios da região caudal e medial caudal dorsal, enquanto a 

comunicação RVLM/LC ocorre por toda extensão do Locus coeruleus. Ressaltamos que a 

maior ativação neuronial ocorre na região medial caudal do LC em machos, além de partes 

da região medial rostral e rostral, o que não ocorre em fêmeas. Esses dados sugerem que a 

noradrenalina originária do LC tem um papel importante nas respostas ventilatórias e de fuga 

do tipo pânico eliciada em camundongos pela exposição ao CO2 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 CO2/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 (DbhcKO) crossed with 

En1cre (En1CreDbhcKO - LC-NA mutants). In addition, an hypomorphic genotype animal of 

the same genetic background was used (En1wtDbhcKO) as well as control animals 

(En1wtDbhwt) 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% CO2 (7 min). The respiratory and metabolic response 

were VT, fR, VE, VO2 and VE/VO2 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% CO2 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 

En1wtDbhcKO 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 

CA/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 CO2 in a sex independent way, despite being more prominent in males. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

O transtorno do pânico (TP) é uma desordem psiquiátrica que atinge cerca de 2% 

da população mundial e é caracterizado pelo surgimento de ataques de pânico repentinos, 

caracterizados por um estresse intenso, acompanhado de sintomas cardiorrespiratórios 

(Nardi et.al., 2013; De Jonge, 2016; Spiacci et al., 2018; Okuro et.al., 2020). De fato, 

várias evidências sugerem uma conexão entre o TP e estresse respiratório, incluindo 

desafios respiratórios, usados amplamente para desencadear tais ataques, demonstrando 

uma relação entre o estado emocional e a respiração (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 importância clínica, as origens e a 

patofisiologia de doenças respiratórias relacionadas ao estresse continuam ainda pouco 

entendidas.  

Klein (1993) propôs que todo indivíduo possui um sistema de alarme que detecta 

ameaças metabólicas, como o aumento nas concentrações de CO2 e redução do pH 

sanguíneo. Essas alterações alertam os indivíduos sobre uma asfixia iminente, ativando 

seu sistema de detecção de sufocamento, causando uma resposta emocional e 

comportamental, como um ataque de pânico. Um sistema disfuncional, portanto, pode ser 

ativado erroneamente sem a presença de uma ameaça real, eventualmente desencadeando 

um ataque de pânico. Partindo desse ponto, diversos estudos têm buscado analisar as 

respostas de pacientes que apresentam a síndrome do pânico frente à inalação de uma 

mistura gasosa rica em CO2 (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 síndrome do pânico, de acordo com os sintomas apresentados. 

Pacientes do subtipo não respiratório apresentam menos de quatro dos sintomas 

considerados respiratórios: falta de ar, dor no peito, taquipneia, medo de morte, sensação 

de asfixia e parestesia, durante os ataques de pânico. Enquanto, pacientes do subtipo 

respiratório apresentam ao menos quatro desses sintomas (Briggs et al., 1993). Trabalhos 

subsequentes demonstraram que pacientes do subtipo respiratório apresentam mais 

ataques quando expostos à inalação de gases ricos em CO2 quando comparados a 

pacientes do subtipo não respiratório (Valença et.al, 2002; Abrams et.al., 2006; Freire 
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et.al., 2008). A questão acerca de quais das regiões responsáveis por tais sintomas e 

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

A circuitaria neural responsável pelo desencadeamento respostas defensivas 

baseia-se na ação da amígdala central que coordena as ações comportamentais e 

autonômicas observadas durante situações de luta ou fuga. O núcleo central do complexo 

amigdaloide comunica-se com o núcleo parabraquial, gerando um aumento na frequência 

respiratória, com o hipotálamo lateral, ativando as respostas autonômicas, com o locus 

coeruleus, aumentando a liberação de noradrenalina, contribuindo para o aumento de 

pressão arterial, frequência cardíaca e resposta comportamental ao medo, dentre outras 

(Gorman, 2000). Por esse motivo, o complexo amigdaloide é considerado a principal área 

envolvida nos ataques de pânico, e as regiões que se conectam com essa estrutura límbica 

podem interferir em seu funcionamento fisiológico. 

Dentre as áreas que inervam o complexo amigdaloide, destaca-se o LC, por ser 

este o principal núcleo que sintetiza noradrenalina centralmente e por possuir 

características quimiossensíveis (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 projeções por todo o sistema nervoso central e é responsável 

pela modulação de diversos comportamentos como o de excitação, aprendizagem, 

modulação da dor e resposta respiratória à alta concentração de CO2 (Berridge e 

Waterhouse, 2003; Biancardi, 2008; Mccall, 2017). O núcleo basolateral do complexo 

amigdaloide recebe projeções noradrenérgicas que são ativadas durante episódios de 

estresse agudo e, similar a isso, os neurônios noradrenérgicos do LC também são ativados 

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

Vários estudos demonstraram dimorfismo sexual quanto às propriedades 

morfofisiológicas 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; Guillamón 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 região rostral desse núcleo apresenta maior 

número de neurônios, enquanto nos homens essa prevalência ocorre na região mais caudal 

do LC (Hormigo et al., 2015). Essa diferença estrutural sexo-dependente compreende um 

número maior de células noradrenérgicas e dendritos do LC mais longos e mais 

complexos em ratas adultas do que nos machos, mais especificamente na região peri-LC 
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(Bangasser et al., 2011; 2016; Luque et al., 1992; Plummer et al., 2017). Com uma 

densidade de dendritos maior, foram encontrados mais contatos sinápticos na região peri-

LC ventromedial de mulheres (Bangasser, et al., 2011). Além disso, a soma dos neurônios 

do LC das fêmeas é maior que dos machos (Guillamón et al., 1988; Luque et al., 1992), 

bem como a capacidade de sintetizar e liberar noradrenalina pelos neurônios do LC 

(Bangasser et al., 2019, Mulvey et al., 2018). No entanto, as diferenças sexuais entre LC 

de machos e fêmeas não são 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). 

 

Figura 1. Esquema demonstrando a diferença da morfologia do locus coeruleus (LC) de machos e fêmeas. 

Os neurônios do LC de ratas têm dendritos mais longos e mais complexos do que os neurônios de machos. 

Adicionalmente, fêmeas apresentam maior número de neurônios que machos. Adaptado de Valentino & 

Bangasser (2016). 

Portanto, é possível que uma disfunção na modulação da neurotransmissão 

noradrenérgica do LC devido à hipersensibilidade a concentrações de CO2/pH, possa estar 

ativando o núcleo basolateral do complexo amigdaloide em momentos em que não há 

ameaça real de sufocamento, gerando respostas de fuga e luta pela ação do núcleo central 

do complexo amigdaloide. Essas respostas geram, então, as respostas autonômicas e 

comportamentais características do ataque de pânico, podendo estas ser sexualmente 

distintas.  

 

 

 

 

LC de Machos LC de Fêmeas
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Respiração e pânico 

 

Durante todo o dia, a cada ciclo respiratório, os quimiorreceptores estão regulando 

o pH do sangue e dos fluidos extracelulares, além das pressões parciais de CO2 e O2. 

Qualquer variação desses parâmetros é rapidamente compensada por ajustes na ventilação 

geradas pelos quimiorreceptores, a fim de se restabelecer a homeostase do organismo, 

sendo que o CO2 é o principal responsável por tais ajustes, uma vez que variações de 2-5 

mmHg na PCO2 pode aumentar a ventilação em mais que o dobro (Del Nigro et.al, 2018).  

A respiração é regulada pelos quimiorreceptores via feedback e estes são divididos 

em periféricos e centrais. Quimiorreceptores periféricos monitoram as pressões parciais 

de O2 e CO2 e o pH do sangue arterial e são encontrados em dois principais locais: (1) no 

corpo carotídeo localizado próximo à bifurcação aórtica e (2) nos corpos aórticos no arco 

aórtico. Sinais emitidos pelos quimiorreceptores periféricos são transmitidos ao núcleo 

do trato solitário (NTS) no tronco encefálico, via nervo glossofaríngeo (corpos 

carotídeos) e nervo vago (corpos aórticos). Esses quimiorreceptores são responsáveis 

principalmente pela detecção da PO2, apesar de serem responsáveis também pela detecção 

das variações da PCO2 e pH sanguíneo. Já os quimiorreceptores centrais, que são 

amplamente espalhados pela superfície ventrolateral do bulbo, pela ponte e pelo 

hipotálamo lateral, são responsáveis primordialmente pela detecção de variações na PCO2 

e pH no fluido cerebrospinal. Dentre eles, destacam-se a rafe bulbar, o núcleo 

retrotrapezoide do bulbo, o LC e o hipotálamo lateral (Nattie; Li., 2012). O aumento na 

concentração de CO2 reduz o pH sanguíneo, levando a uma acidose e, em resposta, há o 

aumento na vasodilatação, pressão sanguínea, ventilação e no fluxo sanguíneo encefálico 

(Gargaglioni et al., 2010), a fim de eliminar o excesso de CO2. 

Em situações normais, o ajuste respiratório é suficiente para o controle dos 

parâmetros metabólicos; porém, em situações em que tal ajuste é comprometido, como 

em uma asfixia, outras respostas autonômicas e comportamentais são necessárias para 

que a homeostase se restabeleça. Nesse sentido, Klein (1993) propôs que todo animal 

possui um “alarme de sufocamento” onde os quimiorreceptores irão reagir ao aumento da 

PCO2  e a consequente diminuição do pH de forma descontrolada, emitindo uma cascata 

de informações para diversas regiões do encéfalo, principalmente as responsáveis pelo 
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controle do estresse, como o eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), e pelos 

comportamentos de luta e fuga (complexo amigdaloide, substância cinzenta periqueductal 

- PAG), afim de proporcionar ao indivíduo um escape da situação aversiva, para que, 

assim, os ajustes respiratórios se tornem eficientes e eliminem as altas concentrações de 

CO2 e regule o pH (Figura 2). 

.  

 

Figura 2: Circuito neural proposto do pânico. O complexo amigdaloide tem um papel crucial, como uma 

estação intermediária de ansiedade que medeia estímulos recebidos do ambiente (tálamo e córtex sensorial) 

e experiência armazenada (córtex frontal e hipocampo; setas pretas), que afeta a resposta de ansiedade e 

pânico, estimulando várias áreas encefálicas responsáveis pelos principais sintomas de pânico (setas 

vermelhas). A substância cinzenta periaqueductal no mesencéfalo pode ser especialmente importante para 

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

 

As alterações nesses circuitos neurais de pacientes com transtorno de pânico 

incluem: volumes reduzidos no complexo amigdaloide (Massana et al., 2003) e no lobo 

temporal (Uchida et al., 2003); quantidades reduzidas de metabólitos de creatina e 

fosfocreatina no lobo temporal medial (Massana et al., 2002) e metabolismo cerebral 

diminuído da glicose no complexo amigdaloide, hipocampo, tálamo dorsal e áreas do 

tronco encefálico (Sakai et al., 2005). Assim também, a teoria do “falso alarme de 

sufocamento” defende que os quimiorreceptores de pacientes que sofrem do transtorno 

do pânico respiratório se tornam mais sensíveis às variações diárias na PCO2 e pH, e essas 

variações geram as respostas abruptas, semelhantes àquelas apresentadas durante um 

sufocamento.    
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2.2 Influência sexual em doenças 

 

Estudos de neuroimagem revelam diferenças estruturais significativas em regiões-

chave para o comportamento de ansiedade como o complexo amigdaloide, o hipocampo 

e o córtex da região rostral do lobo frontal (córtex “pré-frontal”, neologismo gerado a 

partir do inglês “pré-frontal cortex”). Por exemplo, em fêmeas a ativação do núcleo 

central do complexo amigdaloide esquerdo é responsável pelo surgimento de emoções 

negativas, tais como a ansiedade, enquanto, nos machos, a ativação dessa mesma região 

gera emoções positivas (Stevens et al., 2012). 

Vários estudos demonstraram que a incidência do transtorno do pânico é 

semelhante na Europa, América do Norte, América do Sul e em outros países (Goodwin 

et al., 2005; Bakhshaie et al., 2016), onde as mulheres têm probabilidade duas a três vezes 

maior de desenvolver o transtorno do pânico 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 prevalência do transtorno do pânico por toda a vida ser, também, maior em 

mulheres (Andrade et al., 1994). Nesse contexto, Prenoveau (2006) observou que, após a 

exposição de pacientes saudáveis de ambos os sexos a 20% de CO2, os parâmetros 

autonômicos não se diferenciaram entre homens e mulheres; porém, pacientes do sexo 

feminino apresentaram maior incidência de medo e de ansiedade. Além do dimorfismo 

estrutural e neuroquímico evidente no encéfalo de machos e fêmeas, a variação hormonal 

durante o ciclo estral em fêmeas vem sendo amplamente estudada como um fator 

determinante para o surgimento de transtornos de ansiedade, principalmente o de pânico. 

O encéfalo feminino tem mecanismos para lidar com as flutuações mensais dos esteroides 

sexuais, muitos dos quais são neuroativos (Melcangi et al., 2011; Schule et al., 2011; 

Donner e Lowry, 2013), e é provavelmente apenas quando esses mecanismos adaptativos 

são perturbados que as doenças psiquiátricas se manifestam. Mulheres que sofrem de 

transtorno do pânico são mais propensas a experimentar um ataque de pânico após um 

desafio laboratorial com CO2 durante a fase pré-menstrual (dias 23-28), em comparação 

com a fase intermenstrual (dias 8-22) ou controles saudáveis em qualquer fase (Sigmon 

et al., 1996).  

Algumas doenças respiratórias têm fortes evidências 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 há um 

dimorfismo sexual em seres humanos em anormalidades do sistema respiratório, como 
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apneias repetidas, hipopneias e oscilações respiratórias, que têm uma incidência três 

vezes maior em homens (Behan e Kinkead, 2011). Além disso, a síndrome da morte súbita 

em neonatos (SIDS) também é mais prevalente em indivíduos do sexo masculino na 

proporção de 60:40 (Moon et al., 2007), assim como a apneia obstrutiva do sono afeta 

predominantemente os homens (Yonkers et al., 1998; Gargaglioni et al., 2019). Além 

disso, variações hormonais durante o ciclo estral das fêmeas afetam as respostas 

ventilatórias frente à hipóxia e à hipercapnia (Behan e Kinkead, 2011). Durante a fase 

lútea, a ventilação e o volume corrente estão aumentados, quando comparados aos 

mesmos parâmetros registrados na fase folicular (Schoene et.al., 1981; Dempsey et.al., 

1986; Slatkovska et al., 2006; Marques et.al., 2015) e, por consequência, a pressão parcial 

de CO2 é menor (White et al., 1983; Dutton et al., 1989). é interessante notar que, na fase 

lútea, a quimiossensibilidade periférica e central ao CO2 está aumentada e é no final desta 

fase, onde a recorrência dos ataques de pânico é maior (Lovick, 2014).  

  

2.3 Locus Coeruleus 

 

Experiências estressantes ativam diversas regiões do encéfalo para produzir uma 

resposta física e psicológica coordenada a fim de se livrar da melhor maneira possível do 

agente estressor (Schwarz et al., 2015).  Os neurônios noradrenérgicos do LC se projetam 

amplamente por todo o encéfalo e estão associados tanto às respostas físicas quanto às 

emocionais relacionadas ao estresse (Berridge e Waterhouse, 2003; Valentino e Van 

Bockstaele, 2008), assim como, para a consolidação de memórias aversivas (Roozendaal 

et al., 2008), exercendo, assim, um papel importante na coordenação das respostas 

evocadas pelo estresse. De fato, a ativação dos neurônios do LC durante uma situação 

estressora, induz um estado de ansiedade que permite o indivíduo manter uma atenção 

elevada, facilitar o processamento sensorial e aumentar as funções de tomada de decisão, 

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

Um desequilíbrio na modulação do sistema noradrenérgico do LC está associado 

a inúmeras patologias psiquiátricas, como déficit de atenção, hiperatividade, doenças 

neurodegenerativas, estresse pós-traumático, depressão, ansiedade, assim como o 

transtorno do pânico, entre outras (Bangasser e Valentino, 2014; Fortress et al., 2015; 

Isingrini et al., 2016; Weinshenker, 2018). Em estudos clínicos, uma regulação anômala 

do sistema noradrenérgico foi reportada em pacientes diagnosticados com transtorno do 
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pânico e durante os ataques de pânico (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 pânico, e uma ativação errônea do LC pode ser 

responsável 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 neurônios do LC e a 

expressão da tirosina hidroxilase, e manipulações que diminuem o estresse, como a 

manipulação pós-natal, modulam as respostas do sistema noradrenérgico (Escorihuela et 

al., 1995; Escorihuela et al., 1995; Baamonde et al., 2002).  

Neurônios do LC atuam diretamente como quimiossensores para detecção de 

CO2/pH (Coates et al. 1993; Gargaglioni et al., 2010). Os neurônios do LC são de 

particular interesse no desafio de CO2, uma vez que mais do que 80% desses neurônios 

são quimiossensíveis, respondendo à hipercapnia com uma taxa de disparo aumentada 

(Pineda e Aghajanian, 1997; Oyamada et al., 1998; Filosa et al., 2002). De fato, uma 

redução de aproximadamente 80% dos neurônios noradrenérgicos do LC está associada 

a uma diminuição de aproximadamente 64% na ventilação em resposta a 7% de CO2, 

indicando uma vez mais que o LC está profundamente relacionado com a ventilação 

frente à exposição a CO2 (Biancardi et al., 2008). Contudo, não há nenhum estudo 

mostrando a participação dos neurônios noradrenérgicos do LC nas respostas ventilatórias 

e comportamentais evocadas por altas concentrações de CO2 (20%), que evoca um 

repertório típico de comportamentos interpretados como respostas de escape ativo 

(Spiacci et al., 2018).  

Portanto, a hipótese do presente trabalho é que os LC/NA têm participação nas 

respostas respiratórias e comportamentais características de um ataque de pânico evocado 

por altas concentrações de CO2 

3. OBJETIVOS 

 

─ Investigar o papel dos neurônios noradrenérgicos do LC nos parâmetros 

comportamentais e respiratórios durante um ataque de pânico induzido por CO2. - 

─ Investigar se existe uma população específica de neurônios noradrenérgicos do 

LC ativados por altas concentrações de CO2 (20% CO2). 
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─ Avaliar se os neurônios noradrenérgicos do LC enviam projeções para o bulbo 

ventrolateral rostral e o núcleo central e medial do complexo amigdaloide. Para isso, 

foram realizadas injeções de um marcador retrógado (retrobeads) no bulbo ventrolateral 

rostral e no núcleo central do complexo amigdaloide. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Animais 

Os experimentos foram realizados com camundongos nocaute En1Cre; DbhcKO 

(En1CreDbhcKO), animais hipomórficos (En1wtDbhcKO), e animais controles (En1wtDbhwt) 

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 às18 horas; escuro, das 

18 às 6 horas), acondicionado à temperatura controlada de 25 ± 1 °C e tiveram livre acesso 

a água e comida. 

Nos mutantes condicionais, a inativação do gene se dá pela expressão da enzima 

Cre em um tipo de célula selecionada, que reconhece dois sítios loxP que são inseridos 

em regiões não codificantes do gene alvo na mesma célula. Para atingir a inativação do 

gene, os sítios loxP são colocados na mesma orientação em regiões de íntrons, de modo 

que flanqueiam pelo menos um éxon do gene alvo. A excisão mediada por Cre da região 

flanqueada por loxP resulta na deleção in vivo do segmento de codificação das células 

que expressam recombinase. Após a deleção do exon alvo, o gene mutante codifica uma 

proteína não funcional pela perda de um domínio essencial ou como resultado de um 

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

Para a geração desses animais, são necessárias duas linhagens de camundongos. 

A cepa floxed abriga o segmento gênico flanqueado por loxP, inicialmente introduzido na 

linhagem germinativa por recombinação homóloga, no caso dos animais deste estudo, são 

inseridos no gene da dopamina beta-hidroxilase (DbhcKO), enquanto a segunda cepa 

fornece o gene da recombinase Cre expresso a partir de uma região promotora específica 

do tipo de célula, En1 nos animais deste estudo (En1Cre). Ou seja, a deleção da dopamina 

beta-hidroxilase ocorrerá apenas nas células que expressam a enzima, e o promotor En1 

(En1CreDbhcKO). As únicas células que expressam ambos os genes são as células do 

grupamento A6, gerando a especificidade da deleção. 
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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 à 

enzima cre-recombinase, apresentam a deleção do exon circundado pelos sítios loxP, gerando a deleção 

completa ou de parte da proteína, 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 genótipo. Todos os experimentos foram realizados das 08 às 

18 horas, no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias da UNESP de Jaboticabal. Todos os protocolos foram aprovados 

pelo comitê de ética local (CEUA – protocolo número 3340/20), estando em norma com 

o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). 

4.2 Determinação da temperatura corporal 

Um sensor e registrador de temperatura (Biomark, EUA) foi implantado na 

cavidade abdominal dos camundongos, por meio de uma incisão na parede abdominal 

para medida da temperatura corporal. Após esses procedimentos, os animais foram 

colocados em caixas com água e ração “ad libitum” e mantidos em uma sala com 

temperatura ambiente, umidade e luminosidade controladas, por um período de 2 

semanas. Eles receberam injeção de antibiótico (enrofloxacina, Baytril; 2,5 mg.kg−1 S.C., 

Bayer S.A., São Paulo, SP, Brasil) e analgésico (FlunixinaMeglumina, Banamine; 10 

mg.kg−1). 

 

Linhagem floxed (LoxP +) Linhagem Cre + 

Mutante condicional 
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4.3 Indução de ataques de pânico 

O desafio de 20% de CO2 foi utilizado para induzir repostas comportamentais e 

ventilatórias de pânico nos animais (Spiacci et al., 2018). A mistura gasosa contendo 21% 

de O2, 20% de CO2 e 59% de N2 foi inserida na câmara do animal por um misturador de 

gases (Gas mixer GSM-3, CWE inc., USA) 

 

4.4 Resposta respiratória durante o pânico induzido por CO2 

Em relação à manifestação respiratória ao ataque de pânico, a ventilação (VE) foi 

mensurada por pletismografia de corpo inteiro conforme estudo de Patrone et al. (2018). 

Durante a realização das medidas de VE, o fluxo de ar foi interrompido e a câmara do 

animal permaneceu vedada por cerca de 2 min. Os fluxos de entrada e saída de ar foram 

de 1,8 L.min-1 medidos por um fluxômetro (“Mass Flow System” - MFS, Sable Systems 

International, Inc, Las Vegas, EUA). Sinais de um transdutor diferencial de pressão (TSD 

160A, Biopac Systems, Santa Barbara, CA - EUA), conectado à câmara do animal, foram 

coletados por um amplificador (DA 100C, Biopac Systems), passando por um conversor 

analógico-digital, digitalizados em um computador equipado com um programa para 

aquisição (AcqKnowledge MP 100, BioPac Systems, Inc., Santa Barbara, CA, EUA). A 

calibração do volume foi obtida durante cada experimento, injetando-se um volume 

conhecido de ar dentro da câmara do animal (1 mL) com o uso de uma seringa graduada. 

Duas variáveis respiratórias foram medidas: a frequência respiratória (FR) e o volume 

corrente (VT), sendo o último calculado por meio da fórmula de Drorbaugh e Fenn (1955): 

 

VT = VK x (PT/PK) x TC x (PB - PC) / TC x (PB - PC) – TA x (PB – PR) 

 

VT: Volume de ar corrente. 

VK: Volume de ar injetado na câmara do animal para calibração. 

 PT: Deflexão de pressão associada com cada volume de ar corrente. 

 PK: Deflexão de pressão associada ao volume injetado para calibração. 

 TC: Temperatura corporal (em Kelvin). 

 TA: Temperatura do ar dentro da câmara do animal. 

 PR: Pressão de vapor da água a TC. 
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 PB: Pressão barométrica. 

 PC: Pressão de vapor do vapor de água na câmara do animal. 

 

A ventilação (VE) foi calculada pelo produto da frequência respiratória (FR) pelo 

volume corrente (VT). A VE e o VT são apresentados nas condições de pressão barométrica 

ambiente, à TC e saturados com vapor d’água (BTPS). A PC foi calculada indiretamente 

utilizando uma tabela apropriada (Dejours, 1981). 

4.5 Determinação do metabolismo 

O método de calorimetria indireta (consumo de oxigênio, VO2), pela configuração 

pushmode, foi utilizado para a determinação do metabolismo por meio do sistema aberto 

de respirometria. O fluxo de ar da câmara (1,8 L. min-1) foi mantido através de uma bomba 

de aquário, que bombeava o ar na porta de entrada da câmara quando os 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% O2; 59% N2) também na entrada 

da câmara. O gás 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 oxigênio 

(ADInstruments®). O ar foi continuamente amostrado pelo analisador de O2 permitindo 

a determinação do VO2 pelo programa de aquisição de dados: Power-Lab System, 

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

 

A taxa metabólica (VO2) foi calculada utilizando a fórmula: 

VO2 = Fl x (F’iO2 – F’eO2) / 1 – F’eO2 (1-RQ) 

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

 F’iO2: fração de O2 inspirado; 

 F’eO2: fração de O2 expirado 

RQ: valor referente a fonte de energia utilizada pelo animal 

 

4.6 Medidas comportamentais 

Para analisar a resposta do comportamento do ataque de pânico, os experimentos 

foram gravados por duas câmeras (Logitech, EUA), colocadas na lateral e acima da 

câmara experimental, de maneira que foi possível ver claramente o animal e seus 
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movimentos (Figura 4). A resposta de escape foi analisada, registrando-se o número de 

saltos (jumping) e o número de corridas (running). O comportamento de imobilidade 

defensiva (freezing, considerado a total falta de movimento, exceto a respiração) também 

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

 

 

Figura 4: Animal no aparato experimental visualizado por ambas as câmaras, a fim de se contabilizar os 

comportamentos expressos durante o desafio com CO2.  

 

4.7 Determinação das concentrações de neurotransmissores no tronco encefálico e 

prosencéfalo  

Para analisar a concentração de neurotransmissores, os animais de todos os grupos 

experimentais foram expostos a 20% de CO2 e, então, eutanasiados. Os encéfalos dos 

machos e fêmeas foram rapidamente retirados, congelados em gelo seco e armazenados 

a −80°C. O tronco encefálico e o prosencéfalo foram separados e homogeneizados em 

uma solução contendo 0,15 M de ácido perclórico, 0,1 mM de ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), e 0,17 μM 3,4-di-hidroxibenzilamina como solução 

padrão. Os homogeneizados foram centrifugados por 20 minutos a 12,000 G e 4°C. O 

conteúdo proteico foi determinado pelo pellet, e o sobrenadante foi analisado para 

noradrenalina (NA), dopamina (DA) e ácido 3,4-di-hidroxifenilacetico (DOPAC; o 

principal metabólito da DA), por cromatografia líquida de alta performance acoplada a 

um detector eletroquímico (HPLC-ED), como previamente descrito (Aquino et al., 2017; 

Silva et al., 2020). A separação por cromatografia foi realizada usando uma coluna C-18 

(250 mm × 4 mm, 5 μm; Merck, Darmstadt, Germany), precedida por uma pré-coluna a 

C-18 (5 μm, 4 mm × 4 mm; Merck), mantida a 40°C. A fase móvel consistiu em 100 mM 

NaH2PO4, 10 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 0,38 mM ácido 1-octanosulfônico de sódio, e 
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10% de metanol em água ultrapura, pH 3,5. O fluxo da bomba foi de 1,0 mL/min, e o 

potencial no detector eletroquímico (Decade II; Antec Scientific, Zoeterwoude, 

Netherlands) foi programado para +0,40 V. O eletrodo de referência de Ag/AgCl. Todas 

as amostras das áreas encefálicas estudadas foram mensuradas na mesma análise. O 

coeficiente de variação intra-ensaio foi inferior a 5% para todos os componentes 

analisados. Os níveis de DA foram considerados para refletir o estoque vesicular do 

neurotransmissor, enquanto os níveis de DOPAC refletiam os neurotransmissores 

secretados (Shannon et al., 1986; Lookingland et al., 1987). A razão DOPAC/DA foi 

usada para medir o turnover do neurotransmissor. 

 

4.8 Avaliação da organização anatômica dos neurônios noradrérgicos do LC 

Para o estudo de traçamento de vias por meio de neurotraçador retrógrado, os 

animais foram anestesiados com isuflorano (a 5% para indução e a 1% para manutenção) 

e fixados em um estereotáxico (Kopf Instruments, Kent, Inglaterra). A injeção dos 

neurotraçadores foi feita por meio de uma seringa Hamilton (5 μL) e uma agulha (do tipo 

Mizzy, 200 μm de diâmetro 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 microinjeções. A partir daí, os neurotraçadores retrógrados (retrobeads) foram 

injetados ipsilateralmente no bulbo ventrolateral rostral (RVLM) (Retrobeads verde, 

Lumafluor Inc, EUA; e no núcleo central do complexo amigdaloide (Retrobeads verde, 

Lumafluor Inc, EUA) segundo coordenadas obtidas do atlas de Paxinos e Franklin (2001). 

O volume de injeção em cada núcleo foi de 100 nL. Os animais foram, então, retirados 

do estereotáxico, colocados em caixas individuais com água e ração “ad libitum” e 

tratados com antibiótico e analgésico. Após 15 dias de sobrevida, os animais foram 

profundamente anestesiados com uma overdose de isoflurano e perfundidos pelo 

ventrículo esquerdo do coração com PBS seguido pela solução de PFA a 4%. Os encéfalos 

foram fixados por 24 horas em PFA a 4% e, então, colocados em 30% de sacarose por 48 

horas a 4ºC. O tecido, então, 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 μm para realização de imuno-histoquímica para TH pelo método de 

imunofluorescência. Para imunoistoquímica, os cortes foram pré-incubados por 30 min 

em uma solução de recuperação-alvo (Dako, Glostrup, Dinamarca) a 70 °C para um 
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processo de recuperação antigênica. Os cortes foram, então, 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 primário (IgG monoclonal anti-TH, feita em camundongo) (1:8000, SIGMA) 

em temperatura ambiente e com agitação constante, passando, a seguir, por 3 lavagens 

com PBS. Os cortes foram incubados por 2 horas com anticorpo secundário 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 lâminas gelatinizadas, secos e cobertos com lamínula.  

 

4.9 Determinação de ativação neuronial frente à hipercapnia 

Para determinação da ativação neuronial, os animais foram adaptados à câmara 

experimental ventilada com ar atmosférico 1 hora por dia, sempre no mesmo horário, 

durante 3 dias consecutivos e anteriores ao experimento com a finalidade de evitar a 

expressão de c-Fos devido a estímulos inespecíficos. No quarto dia (após os 3 dias de 

habituação), os animais foram expostos à normóxia normocápnica (ar atmosférico) ou 

normóxia hipercápnica (20 % de CO2 por 15 min). Ao final do experimento, cada animal 

foi mantido na câmara por mais 60 minutos em ar ambiente para a expressão da proteína 

c-Fos, sendo, então, após esse período, profundamente anestesiado com uma overdose de 

isoflurano e perfundido pelo ventrículo cardíaco esquerdo com solução tampão fosfato 

(PBS - 0,01 M; pH 7,4), seguido de paraformoldeído a 4% (PFA – diluído em solução 

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 solução de 

sacarose a 30%, dissolvida PBS (0,01 M; pH 7,4) a 4°C por pelo menos 24 horas. O 

encéfalo foi, então, imergido em isopentano resfriado em gelo carbônico para 

congelamento, e embebido em Tissue Tek O.C.T.; em seguida, cortes seriados (40 μm) 

do LC foram feitos em um criostato (Leica CM 1860 - Ag Protect, Germany). Para 

verificar a atividade dos neurônios noradrenérgicos do LC, uma dupla marcação para 

tirosina hidroxilase e c-Fos foi realizada.  

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

min em uma solução de recuperação-alvo (Dako, Glostrup, Dinamarca) a 70 °C para um 
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processo de recuperação antigênica. Os cortes foram, então, lavados 3 vezes em PBS (5 

minutos por lavagem), pré-incubados em solução de peróxido de hidrogênio a 1% por 3 

minutos, seguida de mais 3 lavagens em PBS e, em seguida, incubados em solução de 

PBST (solução tampão fosfato – PBS; triton e soro de cabra) por pelo menos 1 hora, 

sendo esses procedimentos realizados à temperatura ambiente. Posteriormente, os cortes 

foram incubados por 24 horas a 4°C com agitação constante em solução contendo 

anticorpo primário (IgG monoclonal anti- proteína c-Fos produzida em coelho, na 

proporção1:1000; Sigma) diluído em PBST, passando, em seguida, por 3 lavagens em 

PBS após as 24h de incubação. Os cortes foram, então, incubados por 2 horas em solução 

contendo anticorpo secundário (IgG de cabra anti-coelho biotinizado na proporção 1:1000 

(Dako Cytomation, Dinamarca, Europa) em temperatura ambiente com agitação 

constante, seguindo-se 3 lavagens em PBS. Os cortes foram, entã,o incubados em um 

complexo avidina-DH biotinizada-peroxidase de rábano silvestre (Vector, código PK-

4001) por 1 hora em agitador à temperatura ambiente. Após 3 lavagens em PBS, a 

marcação dos neurônios catecolaminérgicos foi visualizada com solução tampão 

adicionada com 0,05% de 3,3’ diaminobenzidina tetra-hidrocloreto (DAB) e 0,004% de 

peróxido de hidrogênio em água destilada, por 1 minuto, seguindo-se 3 lavagens rápidas 

em PBS. Após as lavagens, o processo se repetiu; porém, dessa vez, para marcação de 

tirosina hidroxilase (TH). O anticorpo primário utilizado foi o anticorpo monoclonal anti-

TH produzido em camundongo (proposção de 1:8000; Sigma) diluído em PBST. O 

anticorpo secundário, por sua ve, foi IgG de coelho anti-Fc de IgG de camundongo, 

biotinizada, na proposção de 1:1000 (Dako Cytomation, Dinamarca, Europa). Finalmente, 

os cortes foram colocados em lâminas gelatinizadas, secos e cobertos com lamínula. 

 

 4.10 Protocolos experimentais 

4.10.1. Protocolo 1:Avaliação da resposta respiratória ao ataque de pânico induzido por 

CO2 

Os animais foram colocados na câmara experimental (câmara cilíndrica, 18 cm de 

diâmetro x 18 cm de altura) com ar normocápnico (fluxo de 1,8 L/min) por 45 min, para 

habituação. Após o término do período de habituação, foram realizadas medidas- controle 

de VE em 15 minutos. Os animais foram, então, submetidos a 20% de CO2 por 7 min e, 

ao final desse estímulo, uma nova medida de VE foi realizada. Para as medidas de VO2, 
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o ar da câmara foi amostrado durante todo o tempo do experimento, exceto durante os 

registros de VE, onde a câmara era vedada. Durante esse período, o ar passava diretamente 

da bomba de aquário (quando em normocapnia) ou do misturador de gases (quando em 

hipercapnia) para o analisador, sendo, então, possível realizar a comparação entre a 

concentração de oxigênio da câmara com a do ar que entrava no aparato experimental.  

4.10.2. Protocolo 2: Avaliação da resposta comportamental ao ataque de pânico induzido 

por CO2 

Os camundongos foram colocados no aparato experimental (uma câmara 

cilíndrica, 18 cm de diâmetro x 18 cm de altura) por um período de 45 minutos para 

habituação. Durante essa sessão de habituação, o ar ambiente foi liberado na câmara a 

uma taxa de fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gás e ao som 

do jato de ar, e reduzir as reações neofóbicas ao ambiente da gaiola. Os animais foram, 

então, expostos ao ar enriquecido com CO2 (20% CO2) por 7 minutos. As respostas 

comportamentais e de pânico foram registradas nesse tempo.  

4.10.3 Protocolo 3: Determinação das concentrações de neurotransmissores no tronco 

encefálico e prosencéfalo  

Os camundongos foram colocados no aparato experimental (uma câmara 

cilíndrica, 18 cm de diâmetro x 18 cm de altura) por um período de 45 minutos para 

habituação. Durante esta sessão de habituação, o ar ambiente foi liberado na câmara a 

uma taxa de fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gás e ao som 

do jato de ar, e reduzir as reações neofóbicas ao ambiente da gaiola. Os animais foram, 

então, expostos ao ar enriquecido com CO2 (20% CO2) por 15 minutos. Após a exposição 

à 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, 

então, separados em tronco encefálico e prosencéfalo e as concentrações dos 

neurotransmissores foram analisadas por HPLC-ED. 

4.10.4 Protocolo 4: Mapeamento dos neurônios noradrenérgicos do LC 

Os animais foram anestesiados com isuflorano (a 5% para indução e a 1% para 

manutenção da anestesia) e fixados em um estereotáxico (Kopf Instruments, Kent, 

Inglaterra). A injeção dos neurotraçadoress foi feita por meio de uma seringa Hamilton 
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(5 μL) e uma agulha (do tipo Mizzy, com 200 μm de diâmetro 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 microinjeções. A partir daí, os neurotraçadores 

retrógrados (retrobeads) foram injetados ipsilateralmente no núcleo central do complexo 

amigdaloide (segundo coordenadas ântero-posterior: -1,3 mm; Látero-Lateral: ± 3,0 mm; 

Dorso-Ventral: -4,5 mm) (Figura 5) e no RVLM (segundo coordenadas ântero-posterior: 

-6,8 mm; Látero-Lateral: ± 1,5 mm; Dorso-Ventral: -5,5 mm) (Figura 6).  Quinze dias 

após a microinjeção, os animais foram perfundidos e seus encéfalos coletados para 

imuno-histoquímica. 

 

Figura 5: A) Esquema de um corte parassagital do encéfalo de camundongos, destacando o local do cérebro 

onde a microinjeção do neurotraçador foi realizada; B) esquema de um corte coronal do cérebro de 

camundongos, segundo o  atlas estereotáxico  de Paxinos & Franklin (2004), ilustrando o local do 

prosencéfalo onde foi realizada a microinjeção do neurotraçador; C) fotomicrografia de um corte 

transversal do cérebro de um camundongo, mostrando um local representativo de uma microinjeção do 

traçador no núcleo 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 

encefálico onde a microinjeção do neurotraçador foi realizada; B) esquema de um corte coronal do cérebro 

de camundongos, segundo o  atlas estereotáxico  de Paxinos & Franklin (2004), ilustrando o local do bulbo 

(RVLM ) onde foi realizada a microinjeção do neurotraçador; C) fotomicrografia de um corte transversal 

do bulbo, mostrando um local representativo de uma injeção do traçador na região do RVLM. 

4.10.5. Protocolo 5: Determinação de ativação neuronial frente à hipercapnia severa 

Cada camundongo foi colocado no aparato experimental (uma câmara cilíndrica, 

18 cm de diâmetro x 18 cm de altura) por um período de 60 minutos para habituação, 

durante 3 dias seguidos, a fim de se evitarem ativações inespecíficas de neurônios do LC. 

Durante esta sessão de habituação, o ar ambiente foi liberado na câmara a uma taxa de 

fluxo de 1,8L/min, a fim de familiarizar os animais ao fluxo de gás e ao som do jato de 

ar, e reduzir as reações neofóbicas ao ambiente da gaiola. No quarto dia, os animais foram, 

então, expostos ao ar enriquecido com CO2 (20% CO2 por 15 minutos). Após a exposição 

à mistura gasosa, cada animal permaneceu na câmara experimental por um período de 90 

a 120 minutos em ar ambiente afim de se expressar a proteína c-Fos. Cada animal foi, 

então, profundamente anestesiado com isoflurano, perfundido, e seu encéfalo retirado e 

preparado para imuno-histoquímica. 

Após a marcação imuno-histoquímica da proteína c-Fos, fotomicrografias com 

aumento de 20x foram tiradas dos cortes, a fim de contabilizar a quantidade de células 

duplamente marcadas para TH e proteína c-Fos e células marcadas apenas para TH, 

bilateralmente. A análise das secções que continham o LC consistiu na divisão da região 

em 4 principais porções: Caudal, Medial - Caudal, Medial - Rostral e Rostral (divisão 
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Caudal – Rostral) (Figuras 7 e 8). Além dessas, nas regiões mediais, houve, ainda, uma 

subdivisão em dorsal, medial e ventral (divisão Dorso – ventral). A análise foi feita a 

partir da porcentagem de células duplamente marcadas de cada sub-região em cada 

tratamento para ambos os sexos. 

 

Figura 7: Fotomicrografias mostrando as subdivisões do locus coeruleus consideradas no presente 

trabalho, dispostas no sentido rostro – caudal:  A) Região caudal; B) Região medial - caudal; C) Região 

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

em marrom, representa 100 μm. 

A B 

C D 
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Figura 8: Fotomicrografia mostrando as subdivisões do locus coeruleus no sentido dorso – ventral, 

consideradas no presente trabalho. 

4.11. Análise dos dados 

As variáveis respiratórias e metabólicas foram mensuradas 15 minutos durante o 

intervalo basal e 7 minutos durante a exposição à hipercapnia. Aproximadamente 100 seg 

de registro foram utilizados para mensurar a VE e 1 min para o VO2. As variáveis 

comportamentais foram analisadas durante os 7 minutos de exposição a 20% de CO2 e 

nos 100 segundos do registro de VE após a exposição ao CO2. 

As variáveis ventilatórias analisadas foram a ventilação (VE), a frequência 

respiratória (fR), o volume corrente (VT). Além dessas, o consumo de oxigênio (VO2) e o 

coeficiente respiratório (VE/VO2) também foram analisados. Os dados foram comparados 

entre os grupos utilizando uma ANOVA de duas vias, tendo como fatores o tratamento 

(diferentes genótipos) e o sexo, seguida pelo teste post hoc de Tukey. Valores de P < 0,05 

foram considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas 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 variáveis analisadas foram o número de saltos (jumping), o número de 

Região dorsal 

Região media 

Região ventral 
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corridas (running) e o tempo gasto em freezing. Valores de P < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

As análises estatísticas das regiões de migração dos retrobeads foi realizada pela 

localização e o padrão de dispersão dos neurônios marcados com retrobeads, tirosina 

hidroxilase (TH) e a sobreposição das marcações, aumentados em 20x. Obtivemos 

imagens fluorescentes de slices dos encéfalos usando um microscópio de fluorescência e 

séries de seções digitalizadas sob um microscópio de varredura (Scanscope, Olympus). 

Os slices fotografados consistiam entre secções de -5,34 mm a -5,68 mm em relação ao 

bregma, região correspondente à total extensão do LC. Confirmamos a localização rostro-

caudal das fatias coronais do encéfalo, combinando as imagens digitalizadas com imagens 

do atlas extereotáxico do encéfalo de camundongos (Franklin e Paxinos, 2004). A 

marcação por imuno-histoquímica para TH foi realizada apenas nos animais em que a 

microinjeção de retrobeads caiu na região de interesse, tanto considerando o núcleo 

central do complexo amigdaloidel, quanto a região do RVLM do bubo. A confirmação da 

região da microinjeção foi realizada pela comparação da imagem dos slices encefálicos, 

com as imagens digitalizadas do atlas encefálico de camundongo (Franklin e Paxinos, 

2004). 

 

 5. RESULTADOS  

5.1 Efeito do genótipo na resposta ventilatória e metabólica de camundongos 

machos e fêmeas adultos expostos a normocapnia 

A Figura 9 mostra os efeitos dos diferentes genótipos na VE, VT, fR, VO2, VE/VO2 

e Tc em camundongos adultos de ambos os sexos expostos a normocapnia. Camundongos 

machos mutantes (En1CreDbhcKO) e hipomórficos (En1wtDbhcKO) apresentaram menor VE 

do que o grupo controle (En1wtDbhwt) (P = 0.0115 para En1wtDbhcKO e P = 0.0130 para 

En1CreDbhcKO). Machos do grupo controle apresentaram uma frequência respiratória mais 

alta em comparação com as fêmeas do grupo controle. (P = 0,0278). As demais variáveis 

não apresentam diferenças quanto ao tratamento ou sexo (P>0,05). 

Camundongos machos mutantes e hipomórficos apresentaram menor coeficiente 

respiratório em relação aos animais selvagens (P = 0.0233 para En1wtDbhcKO e P=0.0193 

para En1CreDbhcKO). As demais variáveis não apresentam diferenças quanto ao tratamento 

ou sexo (P>0,05).  
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Figura 9. Efeito do genótipo e sexo na ventilação (VE), volume corrente (VT), frequência respiratória (fR), 

consumo de oxigênio (VO2), coeficiente respiratório (VE/VO2) e temperatura corporal (Tc) de 

camundongos machos e fêmeas em normocapnia. + Indica diferenças entre sexos do mesmo grupo). * 

diferenças estatisticamente significantes em relação aos animais controle (En1wtDbhwt) de mesmo sexo. 
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5.2 Efeito do genótipo na resposta ventilatória e metabólica de camundongos 

machos e fêmeas adultos expostos a hipercapnia 

A Figura 10 demonstra os efeitos dos diferentes genótipos na VE, VT, fR, VO2, 

VE/VO2 e Tb em camundongos adultos de ambos os sexos diante de exposição (7 minutos) 

a uma mistura gasosa de 20% de CO2. Todos os parâmetros respiratórios aumentaram na 

presença de alta concentração de CO2 em relação ao valor basal. Machos mutantes 

apresentam uma menor frequência respiratória em relação aos selvagens, não 

diferenciando dos hipomórficos (P=0,00623). A temperatura corporal (Tb) de machos e 

fêmeas frente a exposição a 20% de CO2 apresentou uma queda em todos os grupos 

(~3,5°C). A exposição ao CO2 causou uma queda semelhante no Tc em todos os grupos, 

independentemente do sexo (P <0,0001). As demais variáveis não apresentam diferenças 

quanto ao tratamento ou sexo (P>0,05).  
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Figura 10. Efeito do genótipo e sexo na ventilação (VE), volume corrente (VT), frequência respiratória (fR), 

consumo de oxigênio (VO2), coeficiente respiratório (VE/VO2) e temperatura corporal (Tc) de camundongos 

machos e fêmeas em hipercapnia. *diferenças estatisticamente significantes em relação aos animais do grupo 

controle (En1wtDbhwt) de mesmo sexo. 
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5.3 Efeito do genótipo sobre parâmetros comportamentais em camundongos 

adultos expostos à hipercapnia 

A Figura 11 demonstra o efeito do genótipo nos comportamentos de saltos (A), 

corridas (B) e imobilidade defensiva (C) em camundongos machos e fêmeas quando em 

exposição aguda (7 minutos) a uma mistura gasosa contendo 20% de CO2. Machos 

mutantes e hipomórficos apresentam menos saltos quando comparados aos animais 

controle (P = 0.03913 para En1wtDbhcKO e P = 0.0032 para En1CreDbhcKO), além de os 

mutantes apresentarem menor número de corridas que os animais selvagens (P=0,0157). 

Quanto à imobilidade defensiva, machos de genótipos mutante expressam mais esse 

comportamento do que os selvagens (P = 0.0055), não diferenciando dos hipomórficos. 

Nenhuma variável apresentou diferença entre os sexos (P>0,05). 
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Figura 11: Efeito do genótipo e sexo nos parâmetros comportamentais de número de saltos (A), número 

de corridas (B) e tempo em imobilidade defensiva (freezing) (C) de camundongos machos e fêmeas adultos 

expostos a 20% de CO2. * diferenças estatisticamente significantes em relação aos animais do grupo 

controle (En1wtDbhwt) de mesmo sexo. 
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5.4 Efeito do genótipo na concentração de neurotransmissores no tronco encefálico 

e no prosencéfalo  

A Figura 12 mostra o efeito dos diferentes genótipos na concentração de 

noradrenalina (NA), de dopamina (DA), de ácido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC) e 

na relação DOPAC/DA, usadas como medida de turnover de neurotransmissores, no 

tronco encefálico e no prosencéfalo de camundongos adultos de ambos os sexos. Em 

relação ao tronco encefálico, machos mutantes apresentam menor concentração de NA 

do que o grupo controle (P= 0,03647). Além disso, machos controles apresentaram maior 

concentração de NA que as fêmeas do mesmo grupo (P= 0,018141). As fêmeas mutantes 

apresentam maior concentração de DOPAC, principal metabólito da DA, quando 

comparadas à do grupo controle (P= 0,03755). As demais variáveis não apresentam 

diferenças quanto ao tratamento ou sexo (P>0,05). Em relação ao prosencéfalo, animais 

mutantes e hipomórficos de ambos os sexos tiveram uma menor concentração de NA em 

comparação ao grupo controle (machos: P= 0.00487 para En1CreDbhcKO e P= 0.03069 

para En1wtDbhcKO; fêmeas: P= 0.00049 para En1CreDbhcKO e P= 0.0418 para 

En1wtDbhcKO). Nenhuma diferença foi observada em outras variáveis em termos de sexo 

ou tratamento (P>0,05). 
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Figura 12. Efeito do genótipo e sexo nas concentrações de noradrenalina (NA), dopamina (DA), ácido 3,4-

di-hidroxifenlacetico (DOPAC), turnover de dopamina (DOPAC/DA) no tronco encefálico e prosencéfalo 

de camundongos machos e fêmeas adultos em hipercapnia. + Indica diferenças estatisticamente significantes 

entre sexos do mesmo grupo. * Diferenças estatisticamente significantes em relação aos animais do grupo 

controle (En1wtDbhwt) de mesmo sexo. 
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5.5 Traçamento de vias que conectam o locus coeruleus ao núcleo central do 

complexo amigaloide  

 

A Figura 13 demonstra a extensão do locus coeruleus (LC) caudal (A), medial (B e C) e 

rostral (D) demarcado pela marcação de tirosina hidroxilase (TH) em vermelho e as regiões com 

pericários marcados com o neurotraçador de captação e transporte retrógrado, assinalados em 

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

 

Figura 13: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte de camundongos, mostrando o locus coeruleus 

(LC) e a região subcerúlea e suas subdivisões: caudal (A), medial (B e C) e rostral (D), demarcadas pela 

reação imunoistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de pericários positivos 

para retrobeads (em verde) microinjetado no núcleo central do complexo amigdaloide e a colocalização 

entre pericários positivos para TH e o neurotraçador. As barras brancas representam 200 µm. As regiões 

pontilhadas representam o LC e a região subcerúlea. 
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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 imunolocalização de tirosina 

hidroxilase (TH), sinalizada em vermelho, e pericários positivos para o neurotraçador de 

captação e transporte retrógrado, sinalizados em verde. É possível observar que em ambos 

os lados do plano mediano há marcação de pericários pelo neurotraçador, situados no LC, 

que se conectam com o núcleo central do complexo amigdaloide. A imunolocalização 

para tirosina hidroxilase mostrou pericários distribuídos tanto em toda a extensão do LC, 

englobando inclusive a região subcerúlea, onde foram encontrados principalmente 

neuritos positivos para TH. Fibras axônicas positivas para TH foram encontradas 

distribuindo-se súpero-lateralmente ao LC (Figura 14A, parte superior), invadindo a 

região ocupada pelo núcleo mesencefálico do nervo trigêmeo, vizinho ao LC, assim como 

ínfero-medialmente ao LC (Figura 14 A, canto inferior direito), distribuindo-se na região 

subcerúlea, como mostrado na Figura 14 A e B. 

 

 

Figura 14: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, divisão caudal, 

esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando  (setas cheias) pericários e axônios (pontas de setas 

cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e pericários positivos 

para TH e neurotraçador (setas abertas) (amarelo) também situados no LC, bilateralmente, sugerindo que 

neurônios noradrenérgicos se projetam para o núcleo central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads 

foram microinjetados. 

A B 
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A Figura 15 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC, em sua divisão médio-caudal, e região subcerúlea (Figura 15A), sendo que 

fibras positivas para a TH foram encontradas eminentemente nas adjacências do LC, em 

situação anatômica ventromedial, como mostrado na Figura 15B.  Corpos celulares 

duplamente marcados para TH e retrobeats foram encontrados principalmente na região 

dorsal e central do LC direito, como mostrado na Figura 15B, de onde parecem se situar 

os neurônios noradrenérgicos que se projetam para o núcleo central do complexo 

amigdaloide. 

 

 

Figura 15: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

medial-caudal, esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando  (setas cheias) pericários e axônios 

(pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e 

pericários positivos para TH e neurotraçador (setas abertas) (amarelo) também situados no LC, 

bilateralmente, sugerindo que neurônios noradrenérgicos se projetam para o núcleo central do complexo 

amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. Note, em B, que neurônios duplamente marcados 

pelo anticorpo anti-TH e pelo neurotraçador encontram-se eminentemente na parte superior e central do 

LC. 

 

A Figura 16 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC em sua divisão médio-rostral e na região subcerúlea (Figura 16B). É possível 

observar que em ambos os lados da linha mediana, mas principalmente à esquerda, 

A B 
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encontram-se neurônios com colocalização de TH e retrobeads, sugerindo que na região 

médio-rostral do LC neurônios noradrenérgicos que se projetam para o núcleo central do 

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

 

 

Figura 16: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

medial-rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando  (setas cheias) pericários e 

axônios (pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de 

camundongos, e pericários positivos para TH e neurotraçador (setas abertas) (amarelo) situados 

principalmente no LC esquerdo, sugerindo que neurônios noradrenérgicos ali localizados se projetam para 

o núcleo central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. Note, em A, que 

neurônios duplamente marcados pelo anticorpo anti-TH e pelo neurotraçador encontram-se eminentemente 

na parte central do LC, com predominência de puncta positivos para retrobeads situados na parte superior 

do LC esquerdo. 

 

A Figura 17 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC em sua divisão rostral e na região subcerúlea (Figura 17A e B). É possível 

observar uma rarefação de neurônios positivos para o neurotraçador, havendo umas 

poucas células colocalizadas com retrobeads e TH e situadas na parte superior e central 

do LC esquerdo, como mostrado na Figura 17A.  

 

A B 
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Figura 17: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), respectivamente, mostrando  (setas cheias) pericários e axônios 

(pontas de setas cheias) positivos para tirosina hidroxilase (TH), localizadas no LC de camundongos, e 

pericários positivos para TH e neurotraçador (setas abertas) (amarelo) situados principalmente na região 

central do LC esquerdo, sugerindo que neurônios noradrenérgicos ali localizados se projetam para o núcleo 

central do complexo amigdaloide, onde os retrobeads foram microinjetados. . 

 

5.6 Neurotraçamento de vias que conectam o locus coeruleus à região do RVLM  

A Figura 18 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC em sua divisão caudal (A), medial (B e C) e rostral (D) com dupla-marcação 

para tirosina hidroxilase (TH) em vermelho e microbeads, que sem projetam para o bulbo 

ventrolateral rostral (RVLM).  

 

 

 

 

A B 
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Figura 18: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte de camundongos, mostrando o locus coeruleus 

(LC) e a região subcerúlea (região circunscrita) e suas subdivisões: caudal (A), medial (B e C) e rostral (D), 

demarcadas pela reação imunoistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de 

pericários positivos para retrobeads (em verde) microinjetados no RVLM e a colocalização entre pericários 

positivos para TH e o neurotraçador (em amarelo). As barras brancas representam 200 µm.  

 

A Figura 19 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC em sua divisão caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), colocalizados com 
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retrobeads. É possível observar a presença de neurônios noradrenérgicos situados por 

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

 

 

 

Figura 19: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reação imunoistoquímica para tirosina 

hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de pericários positivos para retrobeads (em verde) 

microinjetados na RVLM em colocalização (setas) ao longo de todo o LC (marcação em amarelo). As 

barras brancas representam 50 µm. 

 

A Figura 20 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo o LC em sua divisão médio-caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), 

colocalizados com retrobeads. É possível observar a presença de neurônios 

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

A B 
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Figura 20: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

médio-caudal do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reação imunoistoquímica para tirosina 

hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de pericários positivos para retrobeadts (em verde) 

microinjetados na RVLM em colocalização (setas) ao longo de todo o LC (marcação em amarelo). As 

barras brancas representam 50 µm 

A Figura 21 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

da parte ventral do LC (Figura 21A) e região subcerúlea (Figura 21B) em situação 

anatômica médio-rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), colocalizados com 

retrobeads. É possível observar a presença de neurônios noradrenérgicos situados 

ventralmente no LC esquerdo e na região subcerúlea direita que se projetam para a 

RVLM.  

A B 
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Figura 21: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus, em sua divisão 

médio-rostral e região subcerúlea do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reação 

imunoistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de pericários positivos para 

retrobeads (em verde) microinjetados na RVLM em colocalização (setas) ao longo do LC caudal, em A, e 

região subcerúlea, em B, (marcação em amarelo). As barras brancas representam 50 µm. 

 

A Figura 22 mostra neurônios e neuritos positivos para TH distribuídos ao longo 

de todo a região subcerúlea em sua divisão rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), 

colocalizados com retrobeads. É possível observar a presença de neurônios 

noradrenérgicos situados por todo a região subcerúlea esquerda e direita que se projetam 

para a RVLM. 

A B 
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Figura 22: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus e pela região 

subcerúlea, em sua divisão rostral do lado esquerdo (A) e direito (B), demarcadas pela reação 

imunoistoquímica para tirosina hidroxilase (TH) (em vermelho), e presença de pericários positivos para 

retrobeads (em verde) microinjetados na RVLM em colocalização (setas) ao longo de toda a região 

subcerúlea (marcação em amarelo). As barras brancas representam 50 µm 

5.7 Avaliação da atividade neuronial durante o ataque de pânico induzido por CO2 

 

A Figura 23 mostra fotomicrografias de cortes transversais da ponte de 

camundongos, passando pelo LC, mostrando o padrão de ativação de núcleos de 

neurônios do locus coeruleus de animais submetidos à normocapnia (0% CO2) e 

hipercapnia (20% de CO2). 

A B 
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Figura 23: Fotomicrografias de de cortes transversais da ponte de camundongos, passando pelo 

LC, mostrnado núcleos e pericários de células positivas para tirosina hidroxilase (células em coloração 

púrpura) e a proteína c-Fos (células em coloração ocre) em duas diferentes situações de pressão parcial de 

CO2: situação controle, à esquerda, e hipercapnia severa (20% CO2), à direita. As fotomicrografias 

demonstram a extensão do LC no plano rostro-caudal. A escala representa 50 µm. 
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A Figura 24 mostra o efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas à 

normocapnia (0% CO2) e à hipercapnia (20% de CO2) na ativação dos neurônios 

noradrenérgicos do locus coeruleus rostral. Podemos observar que machos expostos a 20 

% de CO2 possuem um maior número de neurônios TH+ ativados, positivos para a 

proteína c-Fos, quando comparados aos machos do grupo controle (0% CO2) (P= 0,0001; 

interação P = 0,0004) e a fêmeas expostas a uma atmosfera de 20% CO2 (P= 0,0003), 

sendo que o mesmo não ocorreu nas fêmeas (P> 0,05). 

  

Figura 24: Efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um ambiente com 0% e 20% de CO2 

na ativação de neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus rostral. * Indica diferença estatisticamente 

significativa em relação aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de CO2); 
+ indica 

diferença estatisticamente entre os sexos dentro do mesmo tratamento.  

 

A Figura 25 mostra o efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas à 

normocapnia (0% CO2) e à hipercapnia (20% de CO2) na ativação dos neurônios 

noradrenérgicos do locus coeruleus em sua divisão médio-rostral. Podemos observar que 

somente em machos a exposição à um ambiente com 20 % de CO2 promove maior 

ativação das células noradrenérgicas do LC. Essa ativação ocorreu nas regiões medial e 

ventral da porção rostral do LC (medial: P = 0,0021, comparado aos machos submetidos 

a um ambiente com 0% de CO2 e P= 0,0013, comparado às fêmeas expostas a um 

ambiente com 20% de CO2, interação P = 0,0032; ventral: P = 0.0228, comparados aos 

machos submetidos a 0% CO2 e P= 0,0220, comparado às fêmeas expostas a um ambiente 

com 20% CO2, sem interação). A sub-região dorsal da divisão medial rostral do LC não 

apresentou diferenças no número de neurônios noradrenérgicos ativados frente à 

exposição a um ambiente com 20% de CO2 (P>0,05). 
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Figura 25: Efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um ambiente com 0% e 20% de CO2 

na atividade dos neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua região medial – rostral, subdividida 

nas porções ventral, medial e dorsal. Os dados apresentados indicam a porcentagem de neurônios 

noradrenérgicos que expressam a proteína c-Fos. * Indica diferença estatisticamente significativa em 

relação aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de CO2); 
+ indica diferença 

estatisticamente significante entre os sexos dentro do mesmo tratamento.  
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A Figura 26 mostra o efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um 

ambiente com normocapnia (0% CO2) ou com hipercapnia (20% de CO2) na atividade 

dos neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua divisão médio-caudal, 

subdividida em dorsal, medial e ventral. Podemos observar que somente em machos a 

exposição a um ambiente com 20 % de CO2 promove maior ativação das células 

noradrenérgicas do LC, como mostrado na Figura 27. Essa ativação ocorreu em todas as 

regiões do LC (dorsal: P = 0,0056, comparado aos machos a um ambiente com 0% CO2 

e P= 0,0056 comparado às fêmeas expostas a um ambiente com 20% CO2, interação P = 

0,0064; medial: P = 0,0055, comparado aos machos a um ambiente com 0% CO2 e P= 

0,0157, comparado às fêmeas expostas a um ambiente com 20% CO2, interação P = 

0,0136; ventral: P = 0.0191,  comparado aos machos a um ambiente com 0% CO2 e P= 

0,0095, comparado às fêmeas expostas a um ambiente com 20% CO2, interação: P = 

0,126),. 
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Figura 26: Efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um ambiente com 0% e 20% de CO2 

na atividade dos neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua região médio- caudal, subdividida 

nas porções ventral, medial e dorsal, em camundongos machos e fêmeas.  Os dados apresentados indicam 

a porcentagem de neurônios noradrenérgicos que expressam a proteína c-Fos. * Indica diferença 

estatisticamente significativa em relação aos animais controles (submetidos a um ambiente com 0% de 

CO2); 
+ Indica diferença estatisticamente significativa entre os sexos dentro do mesmo tratamento.  
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Figura 27: Fotomicrografias de cortes transversais da ponte, passando pelo locus coeruleus (LC), 

comparando a ativação dos neurônios noradrenérigos do LC de um camundongo macho (A) e fêmea (B), 

representativos dos grupos experimentais expostos a um ambiente com, 20% de CO2. Barra de escala: 50 

µm. 

 

A Figura 28 mostra o efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um 

ambiente com normocapnia (0% CO2) e com hipercapnia (20% de CO2) na atividade dos 

neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua região caudal. Nela podemos 

observar que machos e fêmeas expostos a um ambiente com 20 % de CO2 não apresentam 

diferença quando comparados aos valores normocápnicos, apesar de uma tendência a um 

aumento de neurônios positivos para a proteína c-Fos apresentada pelos machos.  

 

Figura 28: Ausência de efeito da exposição de camundongos machos e fêmeas a um ambiente com0%, 7% 

e 20% de CO2 na atividade de neurônios noradrenérgicos do locus coeruleus em sua região caudal. Os 

dados apresentados indicam a porcentagem de neurônios noradrenérgicos que expressam a proteína c-Fos.  
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6. DISCUSSÃO 

 

Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que a mutação que causa a 

deficiência na produção de noradrenalina no LC gera uma diferença acentuada na resposta 

comportamental frente ao um estímulo panicogênico, sendo que os mutantes apresentam 

uma menor resposta de luta e fuga e maior tempo em freezing, além de apresentarem uma 

hipoventilação basal evidente, apenas evidenciada nos machos. A mutação expressa pelos 

animais mutantes da linhagem En1CreDbhcKO causa o nocaute da enzima dopamina beta-

hidroxilase, responsável por converter a dopamina em noradrenalina (Dbh). A expressão 

da enzima cre recombinase (cre), inserida após o promotor En1, reconhece os sítios lox P 

inseridos em torno do gene de interesse e o remove do DNA, resultando na falha da 

produção de noradrenalina nos neurônios noradrenérgicos do LC. Os animais 

En1wtDbhcKO possuem o mesmo background genético; porém, não completam a mutação 

por não produzirem a enzima cre recombinase.  

Nós observamos que machos En1creDbhcKO e En1wtDbhcKO apresentam uma 

hipoventilação durante normocapnia promovida por uma diminuição da VE em ambos os 

grupos e um aumento da VO2 em En1CreDbhcKO. Fêmeas mutantes apresentaram uma 

queda no VT em condições normocápnicas, mas, diferentemente dos machos, nenhuma 

alteração na VE foi observada. Estudos prévios demonstraram que os neurônios do LC 

apresentam atividade relacionada à respiração, uma vez que têm acesso direto à 

informação em tempo real das regiões respiratórias bulbares (Oyamada et al., 1998, 1999; 

Andrzejewski et al., 2001). Nesse sentido, a lesão seletiva dos neurônios noradrenérgicos 

do LC em ratos adultos, usando 6-OHDA (toxina que elimina seletivamente neurônios 

catecolaminérgicos), não gerou mudanças na ventilação basal, sugerindo que, nesses 

animais, esses neurônios não atuam no controle respiratório em condições de repouso 

(Biancardi et al., 2008). Além disso, a injeção de uma potente toxina conjugada à 

saporina, (SP-SAP) no LC de ratos adultos para a degradação de neurônios que 

expressavam receptores de neurocinina-1 (NK-1), não alterou a respiração em condições 

basais (De Carvalho et al., 2010). Diferentemente desses dados, nós observamos que a 

mutação no LC de camundongos machos gerou uma hipoventilação devido a um menor 

VE e maior VO2. Além disso, parece que a NA do LC e tronco encefálico, em geral, é 

importante para manter o drive respiratório diante de condições de ar ambiente. As 

diferenças observadas entre os dados neste trabalho e estudos prévios podem estar 
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relacionadas às diferentes técnicas usadas para a deleção da noradrenalina provinda do 

LC (animais nocautes x técnicas de lesões de neurônios), ou devido às diferentes espécies 

estudadas (camundongos e ratos). A abordagem utilizada nos estudos que lesaram 

neurônios pode promover neuroinflamação nos locais lesados, o que pode interferir nas 

respostas apresentadas pelos animais em condições ambientes, além de afetar 

indiretamente as células vizinhas e perturbar a homeostase encefálica (Barut et al., 2022). 

Como demonstrado na figura 12, machos do grupo controle controle possuem maior 

concentração de NA no tronco encefálico do que os mutantes. Por outro lado, as fêmeas 

não apresentam tal diferença. Dessa forma, é possível afirmar que tal hipoventilação 

observada ocorra devido a essa diferença entre as concentrações de NA presentes em 

machos.  

Em relação à resposta ventilatória e metabólica a 20% CO2, todos os parâmetros 

ventilatórios e metabólicos aumentaram em relação à exposição à normocapnia. A única 

diferença notada entre os grupos foi o menor aumento na frequência respiratória 

apresentada pelos machos mutantes quando comprados com os controles. Existem 

diversas evidências demonstrando que o LC age como um quimiorreceptor central em 

mamíferos, sendo intrinsecamente sensível a CO2/pH (Elam et al., 1981; Filosa et al., 

2002; Gargaglioni et al., 2010; Imber et al., 2014; Pineda e Aghajanian, 1997). De fato, 

essa região desempenha um importante papel nesta função, uma vez que mais do que 85% 

dos neurônios do LC são sensíveis ao CO2/pH (Johnson et al., 2008). Estudos usando 7% 

de CO2 combinados com lesões no LC, demonstraram um decréscimo na resposta 

ventilatória comparada com animais controles. Neste contexto, Biancardi et al. (2008) 

demonstraram uma queda de 64% da resposta depois da lesão de aproximadamente 80% 

dos neurônios do LC. Esses dados demonstram que, em condições de hipercapnia 

moderada, essa área desempenha um papel-chave na resposta quimiossensível; porém, 

em altas concentrações de CO2, como as apresentadas nesse estudo, outras regiões 

quimiossensíveis parecem estar sendo recrutadas para ativar a resposta ventilatória, uma 

vez que pouca diferença foi observada entres os grupos estudados, fazendo-nos crer que 

tais regiões estejam compensando o papel de aumento ventilatório exercido pelo LC, e 

que os animais atingiram algo próximo de sua máxima capacidade ventilatória, uma vez 

que o estímulo que utilizamos no presente estudo (20% de CO2) é aproximadamente três 

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 relação DOPAC/DA parece estar maior nos machos mutantes comparado aos 

controles, apesar de não haver diferença estatística entre os grupos.  

Em relação aos dados comportamentais, os resultados demonstram que os animais 

mutantes permanecem em imobilidade defensiva (freezing) por mais tempo, além de 

saltarem e correrem menos durante a exposição à altas concentrações de CO2 em relação 

aos animais controles. Além disso, apesar de não haver diferenças estatisticamente 

significantes entre os grupos, é possível observar um padrão comportamental distinto 

entre machos e fêmeas, uma vez que machos parecem correr mais que as fêmeas 

selvagens, enquanto as fêmeas apresentam maior número de episódios de corridas que os 

machos selvagens. Em camundongos, a inalação de 20% de CO2 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 mudanças endócrinas, o que sugere que os animais 

experenciam uma situação altamente aversiva, o que se assemelha a um ataque de pânico. 

Essa situação, porém, se atenua quando os animais são tratados com drogas ansiolíticas e 

antidepressivas (Spiacci et al., 2018). Klein (1993) propôs que todo indivíduo possui um 

sistema de alarme que detecta ameaças metabólicas, como o aumento nas concentrações 

de CO2 e reduções no pH sanguíneo. Essas mudanças abruptas e incontroláveis alertam 

ao indivíduo um sufocamento iminente, causando uma resposta emocional e 

comportamental, como o ataque de pânico agudo. Um sistema disfuncional, contudo, 

pode ativar esse sistema erroneamente, sem a presença de uma ameaça real, o que pode 

explicar o surgimento dos ataques de pânico repentinos nas situações de hipercapnia 

simuladas em nossos experimentos.  

Como citado acima, o LC age como um quimiorreceptor central em mamíferos, 

sendo intrinsecamente sensível 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 projeções para diversas áreas do sistema nervoso central, incluindo aquelas 

responsáveis pelo controle respiratório e para aquelas responsáveis por ativar respostas 

comportamentais relacionadas ao pânico, como o complexo amigdaloide (Mccall, et.al., 

2017; Giustino et.al., 2020). Sabe-se que o complexo amigdaloide é associado a estímulos 

aversivos condicionados, e é responsável por gerar comportamentos de luta e fuga e 

emoções como o medo, mandando diversas projeções para diferentes áreas encefálicas, 

como o hipocampo dorsal (Fanselow, 1994; Ledoux, 1996; Mcnaughton e Corr, 2004; 

Mobbs et.al., 2009; Raybuck e Lattal, 2011). Sendo assim, inibir a produção do principal 
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neurotransmissor do LC pode ter gerado as mudanças comportamentais e respiratórias 

observadas neste trabalho. 

O padrão comportamental apresentado pelos animais mutantes vai ao encontro 

dos dados presentes na literatura, que demonstram um grande número de saltos e outras 

respostas características dos comportamentos de luta e fuga na presença de altas 

concentrações de CO2 (Spiacci et al., 2018, Taugher et al., 2019). Isso sugere que a 

noradrenalina originada do LC tem um papel fundamental na caracterização de tais 

comportamentos. McCall e colaboradores (2015) observaram que um aumento na 

atividade tônica do LC gera um aumento nas respostas comportamentais aversivas e 

típicas de pânico. Eles também observaram que os neurônios noradrenérgicos do LC 

inervam a o núcleo basolateral do complexo amigdaloide (BLA) e que a ativação deste 

circuito gera as mesmas respostas observadas anteriormente em outro de seus trabalhos 

(McCall et al., 2017). Devido ao fato de o BLA receber projeções noradrenérgicas do LC 

durante episódios de estresse agudo, é possível que o LC exerça um controle fino, porém 

indireto, do sistema de resposta de luta e fuga, uma vez que é conhecido que regiões 

ansiogênicas, como o hipocampo ventral e a porção central da amigdala, são ativados pelo 

BLA. 

 Os dados do presente estudo sugerem que a liberação da noradrenalina do LC é 

importante para o controle tônico da ventilação em camundongos machos. 

Adicionalmente, a liberação deste neurotransmissor pelo LC possui um papel importante 

e fundamental no sistema comportamental de luta e fuga, frente a um estímulo metabólico 

aversivo. Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a deleção embrionária de 

neurônios noradrenérgicos do LC tem efeitos seletivos e sexo-específico, na resposta 

respiratória e comportamental de camundongos frente à exposição a altas concentrações 

de CO2. Não obstante, tendo em mente as variações na elaboração do comportamento de 

defesa de fêmeas em diferentes fases do ciclo estral submetidas a ambientes ameaçadores 

(Ferreira-Sgobbi et al., 2022), esses dados devem ser considerados com cautela, pois 

fêmeas em diferentes fases do ciclo estral foram reunidas em um só grupo experimental. 

Em relação aos experimentos de neurotractografia, nossos dados demonstram que 

neurônios noradrenérgicos de diferentes regiões do LC projetam-se tanto para o núcleo 

central do complexo amigdaloide, como para a região do RVLM. Foi também 

demonstrado que a região de maior atividade neuronial do LC frente à exposição 
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moderada e severa a CO2 é a região médio-dorsal, em ambos os sexos, principalmente na 

região medial-caudal, região esta de grande marcação retrógrada por retrobeads, para 

ambas as regiões estudadas. 

Outro aspecto interessante a se notar é a diferença entre as regiões de ativação 

neuronial em machos e fêmeas. De forma surpreendente, as fêmeas não apresentam 

aumento de ativação das células noradrenérgicas do LC quando expostas a um ambiente 

com 20% de CO2, enquanto nos machos, a região medial do LC parece ser 

primordialmente ativada em praticamente todas as sub-regiões, com exceção da região 

médio-caudal ventral. Essa diferença nas regiões de maior ativação neuronial pode ser 

um dos fatores que influenciam as diferenças comportamentais e ventilatórias observadas 

entre machos e fêmeas, muito embora tenhamos que considerar, ainda, a influência dos 

diferentes hormônios sexuais e de seus metabólitos no comportamento de fêmeas em 

diferentes fases do ciclo estral.  

Até o momento, as diferenças entre os sexos no LC de roedores foram observadas 

tanto em um único gene quanto em nível estrutural. As diferenças sexuais na resposta ao 

estresse foram atribuídas à sensibilidade diferencial ao fator liberados de corticotropina 

(CRF) e ao tráfego 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 diferença sexual na sensibilidade do CRF parece estar ligada 

à sinalização do receptor que é acoplado à proteína G (Grammatopoulos et al., 2001; 

Hillhouse e Grammatopoulos, 2006), que aumenta as taxas de disparo tônico de LC via 

ativação de uma cascata de sinalização intracelular dependente de AMPc (Jedema e 

Grace, 2004). Em contraste com machos não estressados, a maior resposta neuronial do 

LC a uma dose baixa de CRF em fêmeas é inteiramente mediada por esta cascata 

dependente de AMPc. No entanto, quando os machos são expostos pela primeira vez a 

um estressor, eles exibem uma resposta de neurônios do LC sensibilizados, de modo que 

os neurônios respondem a uma dose menor de CRF. Essa sensibilização de neurônios do 

LC em machos é inteiramente dependente de AMPc (Bangasser et al., 2010). Além do 

CRF, os receptores μ opioides também são altamente expressos no LC, e agonistas de 

receptores μ suprimem o disparo de neurônios do LC em camundongos machos, mas não 

fêmeas (Guajardo et al., 2017).  
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Projeções neurais do LC atuam em diversos locais do tronco encefálico, 

modulando o drive inspiratório e expiratório. A estimulação química e elétrica do LC 

atenua a inibição inspiratória gerada pelo complexo Botzinger (Wang et.al.,2004), além 

de estimular as regiões geradoras do ritmo respiratório (Viemari et.al., 2009). Segundo os 

dados obtidos neste trabalho, é possível observar uma menor frequência respiratória 

durante a hipercapnia nos machos mutantes. Por ser um facilitador da inspiração, a falta 

de noradrenalina no grupamento celular A6 pode gerar esse menor aumento na frequência 

respiratória. Pelas imagens obtidas em experimentos imunoistoquímicas, é possível 

observar que diversas regiões da ponte se comunicam com a região do RVLM, inclusive 

o LC, que possui a marcação retrógrada por toda sua extensão.   

 

7. CONCLUSÃO 

 

 Os dados do presente estudo demonstraram que a noradrenalina proveniente do 

LC é importante, uma vez que exerce um papel excitatório tônico na ventilação dos 

machos, provavelmente devido à comunicação com áreas bulbares responsáveis pelo 

controle respiratório, que se comunicam com toda a extensão do LC. Além disso, exerce 

um papel importante no surgimento de comportamentos característicos de pânico frente 

à exposição a altas concentrações de CO2, provavelmente devido à comunicação com o 

núcleo central do complexo amigdaloide, uma estrutura límbica responsável pelo 

surgimento de tais comportamentos em situações de perigo iminente de vida.  
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