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RESUMO

Batistela, Matheus Fitipaldi. Avaliacdo de respostas defensivas associadas
ao panico em ratas: perfil da ativacdo serotonérgica no nucleo dorsal da
rafe e substéncia cinzenta periaquedutal. 2023. Tese de Doutorado —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeiréo
Preto, 2023.

O transtorno do péanico (TP) & um transtorno de ansiedade cronico, muitas
vezes incapacitante, cuja fisiopatologia ndo esta totalmente elucidada. Sabe-se
que as mulheres sdo mais susceptiveis ao TP do que os homens, e que essa
vulnerabilidade € maior durante a fase pré-menstrual do ciclo, nos quais 0s niveis
de progesterona e seu metabdlito allopregnanolona (ALLO) caem abruptamente.
Estudos na literatura mostram que o antidepressivo fluoxetina (FLX) na dose de
1,75 mg/kg é capaz de agir como um agente esteroidogénico, aumentando 0s
niveis de ALLO. Ja a finasterida é capaz de impedir a formacao da ALLO, através
da inibigcdo da enzima 5a-redutase. Neste trabalho verificamos o efeito do sexo
e do ciclo estral, bem como da administracdo de FLX e finasterida, no
comportamento de fuga, que € associado ao panico, de ratas e ratos durante a
exposicdo a um estimulo panicogénico, a hipoxia (7% de 0O2). Além disso,
investigamos ainda as bases neurais subjacentes aos comportamentos
expressos pelas fémeas nesse modelo experimental, com foco em duas
estruturas-chave para o TP, o nucleo dorsal da rafe (NDR) e a substancia
cinzenta periaquedutal (SCP). Isto foi feito pela analise imunoistoquimica de
neurdnios que expressam a proteina c-Fos, um marcador indireto de ativacéo
neuronal, e da enzima triptofano hidroxilase (TPH), marcador de neurdnios
serotonérgicos. Os resultados mostraram que a exposicao a hipoxia € capaz de
gerar o comportamento de saltos, indicativo da resposta de fuga, em ambos os
sexos, sendo maior nas fémeas. Quando levamos em consideracdo o ciclo
estral, vimos que no diestro, as ratas pulam mais em comparagao ao proestro.
O tratamento agudo com a FLX na dose de 1,75 mg/kg mas ndo com a de 10
mg/kg, foi capaz de atenuar o aumento de saltos que ocorre no diestro, o que
nao foi observado na maior dose. Os resultados imunoistoldégicos mostraram que
tanto em machos quanto em fémeas ha um aumento na ativacdo de neurdnios

nao-serotonérgicos nas asas laterais (aIDR) do NDR, na coluna dorsomedial da



SCP (dmSCP) e, em menor porgéo, na coluna ventrolateral da SCP (VISCP).
ApoOs a administracdo de FLX (1,75 mg/kg), ha uma diminuicdo do namero de
neurdnios ativados nessas areas, 0 que nao ocorre com a maior dose. Por fim,
os resultados com a finasterida mostraram um aumento no namero de saltos das
ratas em proestro, porém ndo naquelas em diestro. No conjunto, nossos
resultados indicam que, no modelo da hipoxia aguda, as fémeas respondem
mais a esse estimulo do que os machos, corroborando evidéncias que mostram
que as mulheres sdo mais susceptiveis ao TP. Além disso, observamos que esse
efeito € ciclo-dependente, sendo mais pronunciado na fase de diestro,
similarmente ao que ocorre na tensdo pré-menstrual em mulheres. Ademais,
nossos dados sustentam a participacdo da ALLO na regulacdo do
comportamento de fuga desses animais, uma vez que a administracdo aguda de
FLX em dose baixa (como um agente promotor da sintese de ALLO) nas ratas
em diestro € capaz de atenuar o comportamento de fuga, enquanto que a
administracdo de finasterida (como um agente bloqueador da sintese de ALLO)
na fase de proestro € capaz de aumentar a expressdo dessa resposta
comportamental. Os dados ainda sugerem que esta regulacao se dé através de
alteracdes nas neurotransmissdes GABAérgica e glutamatérgica nas alDR e na
dmSCP. Por fim, sugerimos que o emprego de FLX em baixas doses de merece

atencdo como estratégia para o tratamento do TP em mulheres.

Palavras-chave: transtorno do panico, ciclo estral, fluoxetina, finasterida, nucleo

dorsal da rafe, substancia cinzenta periaquedutal.



ABSTRACT

Batistela, Matheus Fitipaldi. Evaluation of defensive responses associated
with panic in female rats: profile of serotonergic activation in the dorsal
raphe nuclei and periaqueductal gray matter. 2023. PhD Thesis — School of

Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Panic disorder (PD) is a disabling chronic anxiety disorder, whose
pathophysiology is not fully understood. It is known that women are more
susceptible to PD than men, and that this vulnerability is greater during the
premenstrual phase of the cycle, when levels of progesterone and its metabolite
allopregnanolone (ALLO) drop sharply. Studies in the literature show that the
antidepressant fluoxetine (FLX) at lower doses acts as a steroidogenic agent,
increasing ALLO levels. On the other hand, finasteride prevents the formation of
ALLO, through the inhibition of the 5a-reductase enzyme. In this work, we verified
the effect of sex and estrous cycle, as well as the administration of FLX and
finasteride, on escape behavior, which is associated with panic, in female rats
during exposure to hypoxia challenge (7% O2), a panicogenic stimulus. In
addition, we investigated the neural basis underlying the behaviors expressed
during the respiratory challenge, focusing on two key structures for PD, the dorsal
raphe nucleus (DRN) and the periaqueductal gray matter (PAG). This was done
by the immunohistochemical analysis of neurons that express the c-Fos protein,
an indirect marker of neuronal activation, and the enzyme tryptophan hydroxylase
(TPH), a marker of serotonergic neurons. The results showed that exposure to
hypoxia generated jumping behavior, indicative of escape response, in both
sexes, being greater in females. When we take into account the estrous cycle,
we observed that in diestrus, rats jumped more than in proestrus. Acute treatment
with FLX at the dose of 1.75 mg/kg, but not 10 mg/kg, attenuated the increase in
jumping that occurs in diestrus. In both males and females there is an increase
in the activation of non-serotonergic neurons in the lateral wings (IWDR) of the
DRN, the dorsomedial column of the PAG (dmPAG) and, to a lesser extent, in
the ventrolateral column of the PAG (VIPAG). After administration of FLX (1.75

mg/kg), there was a decrease in the number of activated neurons in these areas,



which did not occur with the highest dose. Finally, the results with finasteride
showed an increase in the number of jumps in female rats in proestrus, but not in
those in diestrus. Taken together, our results indicate that in the acute hypoxia
model females are more responsive than males, corroborating evidence showing
that females are more susceptible to TP. Furthermore, we observed that this
effect is cycle-dependent, being more pronounced in the diestrus phase. In
addition, our data support the participation of ALLO in the regulation of escape
behavior, since the acute administration of FLX in low dose (as an agent that
promotes the synthesis of ALLO) in diestrus rats, attenuated escape behavior,
whereas the administration of finasteride (as an ALLO synthesis blocking agent)
in the proestrus phase increased the expression of this behavioral response. Our
data also suggest that this regulation may happen through changes in GABAergic
and glutamatergic neurotransmissions in alIDR and dmSCP. Finally, we suggest
that short-term treatment with low doses of FLX deserves attention as a potential

therapeutic strategy for the management of PD in women.

Keywords: panic disorder, estrous cycle, fluoxetine, finasteride, dorsal raphe

nucleus, periaqueductal gray matter.
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1. INTRODUCAO

1.1 Transtorno do Panico

A ansiedade é um estado emocional subjetivo caracterizado por alteracdes
cognitivas, fisiolégicas e comportamentais. Sabe-se que em niveis adequados,
a ansiedade é normal e indispensavel para a sobrevivéncia, garantindo nos
individuos a motivacao para realizacao de tarefas cotidianas e melhoramento do
desempenho individual. Por outro lado, quando manifestada de forma
exacerbada, em tempo e/ou intensidade, a ansiedade passa a ser patologica,
prejudicando o desempenho do individuo e sua relacéo interpessoal (GRAEFF,
1999).

A Associacdo Americana de Psiquiatria, com o intuito de auxiliar na
caracterizacdo e diagnose, sistematiza os diversos tipos de ansiedade
patologica, também chamados de transtornos de ansiedade, de acordo com a
sintomatologia. Esses transtornos sdo descritos no Manual Diagnostico e
Estatistico de Transtornos Mentais, em sua quinta edicdo (DSM-V; AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), nas seguintes categorias: transtorno de
ansiedade de separacao, mutismo seletivo, fobia social, agorafobia, transtorno
de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade induzido por substancias
ou medicamentos, transtornos de ansiedade devido a condicdo médica,
transtorno de ansiedade com outras especificagdes, transtorno de ansiedade
nao especificado e o transtorno do panico (TP).

O TP, principal foco do presente trabalho, € uma patologia caracterizada
pela ocorréncia de ataques de panico recorrentes e inesperados, que sao causa
de grande angustia e preocupacéo para o individuo. Esses ataques séo descritos
como episédios de medo intenso, que vem acompanhados de alteracdes
autondmicas, respiratérias e cognitivas, como: a taquicardia, a sudorese, a falta
de ar e 0 medo de morrer. Ao sofrer um ataque de panico, o individuo pode
desenvolver a agorafobia e outros comportamentos de evitagdo do local ou da
situagdo que desencadeou o ataque (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013).
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As atuais terapéuticas envolvidas no tratamento dos transtornos de
ansiedade, incluindo o TP, envolvem duas grandes perspectivas: as terapias
psicolégicas e as terapias farmacologicas (BANDELOW; MICHAELIS, 2015).
Entre as psicoterapias, a terapia cognitivo-comportamental (TCC) € o método
mais estudado, no entanto, outras formas, como o relaxamento, a terapia
psicodinamica, a terapia interpessoal e a meditacdo de atencao plena tém sido
investigados (BANDELOW; MICHAELIS, 2015). J4 quanto a farmacoterapia, 0s
principais medicamentos utilizados englobam os antidepressivos, principalmente
os inibidores seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRS), como a fluoxetina e
o escitalopram, além dos benzodiazepinicos de alta poténcia, como alprazolam
e o clonazepam (GRAEFF; ZANGROSSI, 2021) .

Ambas as terapias tém suas vantagens e suas limitacbes. Algumas
diretrizes para o tratamento de transtornos de ansiedade avaliam a psicoterapia
como equivalente ou mesmo superior a terapia medicamentosa (BANDELOW;
MICHAELIS, 2015). Entretanto, estudos mostram que a maioria dos
psicofarmacos usados para transtornos de ansiedade tem efeitos maiores e
ganhos em tempo mais curto do que as psicoterapias. E valido ressaltar que
apesar de um resultado melhor e mais rapido, o uso de medicamentos para o
tratamento desses transtornos podem causar dependéncia, no caso dos
benzodiazepinicos, ou efeito de retirada, no caso dos ISRS (BANDELOW et al.,
2008).

Em termos epidemioldgicos, em 2019, a Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS) notificou a prevaléncia dos transtornos de ansiedade em 301 milhdes de
pessoas ao redor do mundo, sendo o Brasil o pais com o maior numero de
pessoas com esses transtornos, cerca de 9% da populacdo brasileira
(INSTITUTE OF HEALTH METRICS AND EVALUATION, 2019; WORLD
HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2017). Em relagdo ao TP, um estudo de
meta-analise demonstrou que a prevaléncia de TP ao redor do mundo (levando-
se em conta 25 paises por todo o globo) é de 1,7%, sendo que em média, o inicio
da patologia se da aos 32 anos (JONGE et al., 2017). No Brasil, especificamente
na cidade de Sao Paulo, a prevaléncia do TP ao longo de um ano € de 1,1%,
sendo que 56,6% desses individuos apresentam a patologia com grande
severidade (ANDRADE et al., 2012).
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Ja se é bem descrito que as mulheres, no geral, sdo mais susceptiveis aos
transtornos de ansiedade do que os homens, sendo a incidéncia duas vezes
maior nelas no que se diz respeito ao transtorno de ansiedade generalizada e ao
TP (BANDELOW; MICHAELIS, 2015; CHRISTIANSEN, 2015; DONNER;
LOWRY, 2013; EATON, 1995; GUO et al., 2016; MCLEAN et al., 2011; SHEIKH,;
LESKIN; KLEIN, 2002a). Evidéncias indicam que uma resposta aumentada a
estressores possa contribuir para essa maior incidéncia. Por exemplo, mulheres
tendem a ter mais medo, irritabilidade e menos felicidade imediatamente apds
passarem por teste de estresse social em comparagdo aos homens (KELLY et
al., 2008). Além disso, ja se é descrito que elas tem uma maior sensibilidade a
dor em virtude a um estimulo aversivo do que os individuos do sexo masculino,
e que essa dor subjetiva é extinguida quando realizado o tratamento para
ansiedade (GOFFAUX et al., 2011).

Além das questdes relacionadas a ansiedade, estudos com estimulos
panicogénicos mostram uma maior vulnerabilidade das mulheres. Por exemplo,
a administracédo de lactato de sodio é capaz de gerar ataques de panico tanto
em homens quanto em mulheres, porém uma dose menor do composto &
necessaria para gerar essa resposta nelas (STROHLE, 2000). O mesmo ocorre
com a exposicdo ao CO2, no qual respostas autondmicas (aumento da
frequéncia cardiaca, resposta eletrodérmica e tensdo no musculo frontal) sdo
observadas em ambos 0s sexos, entretanto, a experiéncia subjetiva de medo e
panico é maior nas mulheres (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014;
BUNACIU et al., 2012; KELLY; FORSYTH; KAREKLA, 2006; SHEIKH; LESKIN;
KLEIN, 2002b)(ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014; SHEIKH;
LESKIN; KLEIN, 2002a). Essas evidéncias indicam diferencas na forma como
um estimulo panicogénico é percebido ou processado no cérebro de homens e
mulheres, o que pode implicar na maior susceptibilidade a esse transtorno.
Apesar dessas informacdes serem bastante importantes e relevantes, poucos
ainda sao os estudos que auxiliem na investigacado da neurobiologia envolvida

nessa diferenca sexual quanto fisiopatologia da ansiedade e do TP.
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1.2Fisiopatologia da ansiedade e do TP

1.2.1 Comportamentos defensivos relacionados a ansiedade e ao TP

O conhecimento existente sobre a fisiopatologia da ansiedade e do panico
tem sido fortemente favorecido por estudos realizados com animais de

laboratorio, especialmente em roedores.

O estudo das emocdes e seus transtornos em humanos e suas correlacdes
com comportamentos de animais tém sido descritas ha muito tempo. Charles
Darwin, pontua em seu livro “The Expression of Emotions in Man and Animals”
(1872) que o comportamento emocional em humanos e em outros mamiferos é
preservado durante as geracfes como uma garantia de sucesso evolutivo e de
sobrevivéncia, trazendo uma referéncia biologica consigo. O naturalista Darwin,
passou a observar as expressoes faciais de mamiferos e as documentou em seu
livro, demonstrando uma grande similaridade com as expressdes humanas. A
partir dai, inicia-se 0 modelo comparativo e sistematico das emocdes humanas
com comportamentos animais (CAMPOS; CAMPOS; SANCHES, 2010;
DARWIN; EKMAN, 2009).

Pouco mais de 100 anos ap0s os escritos de Darwin, o casal de
pesquisadores Robert e Caroline Blanchard realizaram uma série de estudos
etolégicos de suma importancia, relacionando comportamento animal e as
emocOes com quais estariam relacionados (BLANCHARD; FLANNELLY;
BLANCHARD, 1986). Mais especificamente, comportamentos defensivos
desempenhados por roedores selvagens ou de laboratorio frente a estimulos de
ameaca foram analisados nesse trabalho. Ao final dos experimentos, o0s
pesquisadores categorizaram os niveis de defesa encontrados, facilitando assim
a nossa atual compreensao da relacao entre resposta comportamental defensiva
tomada por esses animais com 0s transtornos relacionados a ansiedade em
humanos. De maneira geral, Blanchard e colaboradores (1986) propuseram trés
niveis de defesa, baseando-se no estimulo aversivo e na distancia em que os

animais estariam desse estimulo.
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O primeiro nivel é caracterizado por reacdes de defesa relacionados a
ameacas potenciais, nas quais as pistas ambientais gerariam uma incerteza
guanto ao perigo, e entdo os animais responderiam com comportamentos de
esquiva ou de exploragdo cautelosa e de avaliacdo de risco. No segundo nivel a
ameaca é distal, ou seja, o estimulo aversivo/predador esta presente no
ambiente, porém o animal esta a uma distancia segura, respondendo a este
estimulo de maneira a fugir ou congelar. J& no terceiro nivel, a ameaca €
proximal, na qual o predador/estimulo aversivo esta muito proximo do animal,
gerando respostas de fugas explosivas ou ataques defensivos. (BLANCHARD et
al., 1993; BLANCHARD; FLANNELLY; BLANCHARD, 1986). Nesse sentido, as
respostas comportamentais dos primeiro, segundo e terceiro niveis estariam

relacionadas a ansiedade, ao medo e ao péanico, respectivamente.

E importante relembrar que as respostas defensivas observadas pelos
pesquisadores sdo responsaveis por preparar os individuos para reagirem nao
somente a ambiente ou situacdes conhecidas, mas também frente a situacdes
e/ou ambientes novos que podem, possivelmente, representar perigo a sua
sobrevivéncia. No entanto, quando expressos de maneira disruptiva e frequente
a toda nova situacdo, ha grandes problemas em curso, uma vez que outros
comportamentos essenciais para a sobrevivéncia sdo comprometidos, além do
desperdicio de energia que € algo muito dificil de se obter na natureza (LOVICK;
ZANGROSSI, 2021).

As pesquisas que buscaram associar os niveis de defesa com as respostas
comportamentais em animais ndo pararam apenas nos achados de Blanchard e
colaboradores (1986). Pesquisadores tém se utilizado de modelos
comportamentais animais para entender melhor as respostas defensivas
associadas a estimulos relacionadas a ansiedade e ao TP, bem como a efeitos

de farmacos sobre esses comportamentos.

Dentre os modelos classicos para o estudo da ansiedade, destacam-se o
labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste do claro/escuro. O LCE é um aparato
elevado do solo em formato de cruz com dois bracos abertos voltados um para
0 outro e separados por um quadrado central, e dois bracos de mesmas

dimensdes, mas fechados por paredes. Este modelo comportamental baseia-se
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na aversao natural dos roedores por espacos abertos, iluminados e elevados,
trabalhando com o conflito entre exploracéo e aversao a esses locais. Os perfis
de comportamento provocado no LCE incluem elementos de neofobia,
exploracdo e conflito entre aproximacao/evitacdo. Ja o teste do claro/escuro
consiste em uma caixa dividida em dois compartimentos iguais por uma placa de
madeira com uma abertura conectando os compartimentos. Um compartimento
€ pintado de preto e recebe pouca iluminacdo e o outro € pintado de branco e
iluminado. O animal pode circular livremente pela caixa por durante o teste. Da
mesma forma que o LCE, o teste do claro/escuro também evoca nos animais o
conflito da exploragdo com a evitacdo a um lugar aversivo, que seria o
compartimento iluminado (KUMAR; BHAT; KUMAR, 2013).

Um modelo desenvolvido mais recentemente € o labirinto em T elevado
(LTE), sendo derivado do LCE (para revisao ver ZANGROSSI; GRAEFF, 2014).
O LTE consiste em um aparato que contém um braco fechado e dois bracos
abertos e trabalha com o medo inato que roedores de laboratério tém de locais
elevados, iluminados e desprotegidos (bracos abertos). O teste é capaz de
discriminar dois tipos de comportamentos defensivos: a esquiva inibitéria, que
esta relacionada a ansiedade, e a fuga, relacionada ao panico. Utilizando-se
desse teste, pesquisas farmacologicas mostram que drogas utilizadas
clinicamente para a terapéutica de transtorno de ansiedade generalizada inibem
a resposta de esquiva inibitoria, enquanto que aquelas usadas para o tratamento
do TP inibem a resposta de fuga (para revisdes ver GRAEFF; ZANGROSSI.,
2010; ZANGROSSI; GRAEFF, 2014).

Com relacdo ao panico, diversos estudos mostram que a estimulagao
elétrica da substancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd, para detalhes, ver
sessdo seguinte) em roedores € capaz de gerar o comportamento de fuga, além
de respostas autondmicas simpaticas como piloerecdo, taquicardia e
hipertensao arterial (DE OLIVEIRA SERGIO et al., 2020; DEL-BEN; GRAEFF,
2009; JENCK; MOREAU; MARTIN, 1995; SCHENBERG et al., 2001). Nesse
teste a utilizacdo de drogas como alprazolam e imipramina é capaz de atenuar
a fuga exibida com a estimulacdo (DE BORTOLI; NOGUEIRA; ZANGROSSI,
2008; JACOB et al., 2002).
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Um outro teste utilizado é a exposicédo a 20% de CO2 em camundongos e
a 7% O2 em ratos. Alguns trabalhos desenvolvidos com esses estimulos
correlacionam alteragcbes autonbmicas cardiovasculares, especialmente
aumento da frequéncia cardiaca, e alterac6es respiratorias, com as respostas de
panico (AMENDOLA; RATUSKI; WEARY, 2019; ARIELI, 1990; ARIELI; KEREM;
MELAMED, 1988; BORKOWSKI et al., 2011; KINKEAD, 2014; LUCHETTI et al.,
2021). Além do correlato autonémico, alguns estudos analisam comportamentos
desenvolvidos pelos animais durante os estimulos respiratérios, mostrando um
aumento do comportamento de fuga desses animais (FERNANDES et al., 2019;
SPIACCI et al., 2015, 2018).

Em humanos, ha evidencias dos mesmos padrées de resposta
comportamental que observadas nos roedores. Nessa perspectiva, o estudo
realizado por Shuhama e colaboradores (2008) utilizou questionarios que
apresentavam cenarios imaginarios contendo situacdes aversivas aos
entrevistados. Estes deveriam quantificar a magnitude da ameaca, além do tipo
de resposta comportamental que seria empregada na situacdo. Em cenarios que
descreviam ameacas potenciais, a principal reacdo de defesa escolhida era a
avaliacdo de risco, semelhantemente ao expresso por roedores nessas
situagbes. J& em cenarios que empregavam ameagas proximais, o principal
comportamento escolhido pelos sujeitos experimentais foi a fuga (BLANCHARD,
2001; SHUHAMA et al., 2008).

As evidéncias trazidas pelos trabalhos apresentados foram muito
importantes para caracterizar uma relacao filogenética entre as respostas
comportamentais de outros animais e as emoc¢des humanas. Essa relacao
sugere também que os substratos neurais das emocdes sdo conservados ao
longo da evolucdo (GRAEFF, 1999).
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1.2.2 Substratos neurais envolvidos na fisiopatologia do TP

O conhecimento atual do envolvimento de estruturas cerebrais na
regulacéo do TP baseia-se em evidéncias clinicas e experimentais, obtidas tanto
em seres humanos quanto em animais de laboratério. Quando se conhece o
repertério de defesa de uma espécie, € possivel explorar o substrato neural
subjacente através de diferentes métodos, como a estimulagéo elétrica, quimica
ou oOptica, bem como pelos modernos métodos de analise de imagens funcionais
do cérebro e de estimulagéo/inibicdo de populacdes neuronais especificas
(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021; ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Dentre os estudos que foram muito importantes na demonstracdo da
participacdo de estruturas cerebrais nas reacdes de defesa relacionadas ao
panico, destacam-se os trabalhos pioneiros de Walter Hess, iniciados na década
de 1930. Esses estudos mostraram, por exemplo, que a estimulacao elétrica do
hipotalamo medial do gato provocava uma reacao de defesa afetiva, semelhante
aquela que o animal apresentava quando confrontado com um predador
(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021; KRUK, 2014). Avancando no tempo, outros
pesquisadores exploraram o cérebro de diversas espécies com estimulacdo
elétrica, delimitando regifes nas quais a estimulacdo produzia reacfes de defesa
(GRAEFF; ZANGROSSI, 2021).

Com base nos diversos estudos, formulou-se a proposi¢céo de um sistema
neural que comanda as reacdes de defesa que nos dias atuais tem se aplicado
de maneira satisfatéria ao panico nos animais: o sistema cerebral aversivo. Esse
sistema, proposto por Graeff (1981), quando ativado em situacfes ameacadoras
ou de perigo iminente, gera um aumento expressivo da atividade
comportamental dirigida para o ataque e/ou fuga, através da ativacdo de
algumas estruturas cerebrais, tais como o hipotalamo medial, amigdala e, de
grande relevancia para o presente estudo, a substancia cinzenta periaquedutal
(SCP; GRAEFF, 1981).
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1.2.2.1 Substancia cinzenta periaquedutal

A SCP, como ja mencionado anteriormente, € uma das estruturas
mesencefalicas importantes para evocar o comportamento defensivo de fuga. A
SCP esta localizada ao redor do aqueduto mesencefalico, sendo dividida
funcionalmente em quatro colunas especializadas: dorsomedial (dmSCP),
dorsolateral (dISCP), lateral (ISCP) e ventrolateral (vISCP; BANDLER; SHIPLEY,
1994; SCHENBERG et al., 2014).

A participacdo dessa estrutura na mediagdo de comportamentos
defensivos tem sido ha muito tempo investigada em animais. Nos anos 50,
pesquisadores observaram que a estimulacéo elétrica do mesencéfalo de gatos
era capaz de evocar o comportamento de fuga (DELGADO; ROBERTS; MILLER,
1954), além de outros comportamentos como vocalizacdo e rosnados
(SPIEGEL; KLETZKIN; SZEKELY, 1954). Em macacos, o padrdo observado
apos a estimulacdo da estrutura sdo movimentos ofensivos e defensivos,
vocalizagéo e reagcbes autondmicas como a piloerecdo (DELGADO, 1955). Da
mesma forma, em ratos, a estimulacdo da regido dorsal da SCP provocava
comportamentos relacionados ao medo e panico, caracterizados pela rapida
corrida ao redor da camara, tentativa de fuga, que eram acompanhados de
manifestacdes autondmicas, como piloerecao, defecacédo e miccdo (SANFORD
KISER; LEBOVITZ; GERMAN, 1978).

Em conjunto aos achados em animais, na década de 60, os neurocirurgifes
gue investigavam a estimulacdo cerebral em estruturas do mesencéfalo como
um método para aliviar a dor, relataram que o procedimento frequentemente
evocava efeitos colaterais intoleraveis, como sentimentos de terror ou morte
iminente, desejo de fuga, palpitacdo e parada respiratdria ou hiperventilacao
(DEL-BEN; GRAEFF, 2009; LOVICK, 2014). Nesse periodo, Nashold e
colaboradores (1969, 1974), com intuito de estudar a dor crbnica em pacientes
sem qualquer histérico de doencas psiquiatricas, implantaram eletrodos no
mesencéfalo dorsal dessas pessoas para provocar a estimulacdo da mesma.
Muito interessante, quando fora estimulada essa regiéo, os individuos relataram
sentimentos frequentes de medo, terror e sensagdao de morte iminente,

acompanhados de uma ativagdo autondmica, resultando em piloerecéo,
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sudorese, aumento do pulso e da frequéncia respiratoria (NASHOLD, 1974;
NASHOLD; WILSON; SLAUGHTER, 1969; SCHENBERG et al., 2014). Dessa
forma, tornou-se muito clara a semelhanca de comportamentos entre animais de
laboratério e seres humanos e, de maneira bastante promissora, esses achados
foram importantes pois sustentaram a estimulagéo da parte dorsal da SCP como

modelo de estudo de respostas defensivas relacionadas ao panico em animais.

A relacdo da SCP com o TP foi sendo desvendada um pouco mais tarde,
conforme as técnicas laboratoriais foram sendo aprimoradas. Em 1989, Reiman
e colaboradores avaliaram, atraves de tomografia de emissao de positron, o fluxo
sanguineo encefalico apos a infusdo sistémica de lactato de sodio, um agente
capaz de gerar ataques de panico (MARGRAF; EHLERS; ROTH, 1986). Vale
ressaltar que alteracBes no fluxo sanguineo encefélico estdo associados a
alteracOes na atividade neuronal local, mais especificamente, a sua ativacéo
(REIMAN, 1989). Os pesquisadores observaram um maior fluxo sanguineo para
a regido mesencefalica, tanto em individuos com o TP, quanto nos saudaveis
apos a infusdo da droga panicogénica. Ainda mais intrigante, a mesma direcéo
do fluxo sanguineo foi observada em individuos saudaveis que nao receberam
a infusdo, mas que foram submetidos a choques sem aviso prévio, mostrando
também a ativacdo dessa regido em uma situagcdo que evoca ansiedade
antecipatoria (GEORGE; AMELI; KOOB, 2019; REIMAN, 1989). Um outro estudo
mostrou que existem niveis mais elevados de captacdo de glicose no
mesencéfalo em pacientes com o TP do que nos controles, evidenciando uma
maior atividade desta regido nos individuos com o transtorno (SAKAI et al.,
2005).

De maneira curiosa, ndo sdo todas as colunas da SCP que estdo
envolvidas na mediacdo de respostas defensivas associadas ao panico. Mais
especificamente, estudos realizados ao longo dos ultimos 60 anos mostram que
a participacdo nesse aspecto € da dmSCP e dISCP, que juntas formam a
substéancia cinzenta periaquedutal dorsal (SCPd; GRAEFF, 2002, 2003). Nesse
sentido, com o aprimoramento de técnicas para avaliar ativacdo de regides
encefalicas apos estimulos externos, Mobbs e colaboradores realizaram dois
estudos, um em 2007 e outro em 2010, utillizando-se da técnica de

monitoramento por imagem de ressonancia magnética funcional. No primeiro
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estudo, com o auxilio de realidade virtual, os pesquisadores expuseram 0s
voluntarios a um labirinto no qual um predador virtual poderia se aproximar ou
nao do individuo. Os resultados obtidos mostraram que quando o predador
estava distante, estruturas como o cortex pré-frontal e amigdala lateral eram
recrutadas. Em oposi¢do, conforme a ameaca se aproximava, a SCPd era
ativada (MOBBS et al., 2007). O segundo experimento utilizou uma tarantula
como o gatilho ameacador, que poderia estar proxima ou distante do individuo.
Como observado antes, ao gerar proximidade entre a aranha e o individuo,
observava-se o recrutamento da SCPd (MOBBS et al., 2009).

Apesar de clara a relacao entre comportamentos defensivos associados ao
panico e a ativacdo da SCPd, ainda pouco se sabe sobre a neuroquimica
envolvida nesta relacdo. Diversos neurotransmissores tém sido alvos de estudo,
dentre eles estdo: a serotonina, o acido gama-aminobutirico (GABA), o
glutamato, o O6xido nitrico (ON), a colecistocinina e o fator liberador de
corticotrofina (CAROBREZ; TEIXEIRA; GRAEFF, 2001; DELTHEIL et al., 2008;
GRAEFF, 1994, 2002; GUIMARAES et al., 1991; ZANGROSSI et al., 2001).
Como mencionado previamente, os farmacos mais amplamente utilizados para
o tratamento do TP sdo os antidepressivos, especialmente os inibidores seletivos
de recaptacdo de serotonina (BANDELOW; MICHAELIS; WEDEKIND, 2017).
Dessa forma, muitos esfor¢cos tém sido direcionados a investigacdo da acao
desse neurotransmissor nas respostas defensivas ao panico (GRAEFF, 1994;
ZANGROSSI; GRAEFF, 2014).

1.2.2.2 Serotonina, ntcleo dorsal darafeeo TP

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € uma monoamina derivada do
aminoacido essencial triptofano (TRP), que € adquirido através da alimentacéo.
A conversao do TRP em serotonina ocorre atraves de duas etapas: na primeira,
o TRP é hidroxilado em 5-hidroxitriptofano, através da agdo da enzima triptofano
hidroxilase (TPH); na segunda etapa a enzima L-aminoacido aromatico
descarboxilase converte o 5-hidroxitriptofano, através de uma descarboxilacéo,
em 5-HT. De maneira geral, ela € sintetizada perifericamente por células

enterocromafins no intestino e centralmente em neurbnios serotonérgicos
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encontrados em sete nucleos mesencefalicos, chamados de nudcleos da rafe.
Mais especificamente, o nacleo dorsal da rafe (NDR) se destaca por ser a
principal fonte de inervacao serotonérgica para estruturas limbicas relacionadas
com a fisiopatologia dos transtornos de ansiedade, como o TP (AZMITIA;
SEGAL, 1978; DAVID; GARDIER, 2016; FOUQUET et al., 2019).

De maneira notavel, o NDR ndo é uma estrutura homogénea. Steinbusch
(1981), através de um trabalho utilizando a técnica de imunohistoquimica para
deteccdo de neurdnios serotonérgicos, demonstrou que existem cinco
agrupamentos de corpos celulares de neurénios 5-HT no NDR, divididos em:
dorsal (DRD), ventral (DRV), lateral (Asas Laterais - alDR), caudal (DRC) e
interfascicular (DRI). Vale ressaltar que esses agrupamentos de neurdnios
serotonérgicos sdo morfolégica e funcionalmente distintos, além de terem
projecOes para estruturas distintas (ABRAMS et al., 2005; CALIZO et al., 2011,
HALE; SHEKHAR; LOWRY, 2012; REN et al., 2018). Essa concepc¢ao iniciou
com o estudo de Imai e colaboradores, em 1986, que utilizando a técnica de
Golgi e injecBes de Horseradish peroxidase para neurotracamento, encontraram
diferencas na organizagdo do eixo rostro-caudal do NDR entre as vias
ascendentes de neurdnios serotonérgicos. Segundo os autores, da regido rostral
sairiam vias ascendentes que alcancariam regides mais relacionadas com a
parte motora, como por exemplo, os ganglios da base (caudado, putamen e a
substancia nigra), enquanto que a regido caudal se relacionaria a regiées do
sistema limbico (principalmente hipocampo) e o locus coeruleus. As vias
ascendentes que chegariam na amigdala estariam numa regido mais
intermediéria, tendo sua correlagdo tanto com o sistema motor, quanto com o
sistema limbico (IMAI et al., 1986).

Cabe mencionar que além da grande densidade de corpos celulares de
neurdnios serotonérgicos (JOH et al., 1975; STEINBUSCH; VERHOFSTAD;
JOOSTEN, 1978), o NDR possui também aqgueles n&do-serotonérgicos (CALIZO
et al., 2011; ROMPRE; MILIARESSIS, 1987). Esses estio na propor¢do de um
terco a um décimo em comparacdo aos serotonérgicos (CALIZO et al., 2011).
Dentre os neurbnios nao-serotonérgicos encontrados neste nucleo, destacam-

se os dopaminérgicos, GABAérgicos, glutamatérgicos, de ON e peptideos

30



transmissores, como a colecistocinina (MICHELSEN; SCHMITZ; STEINBUSCH,
2007).

A realizacdo de estudos que mostraram a acao da 5-HT sobre respostas
emocionais e em seus transtornos iniciaram-se nos anos 60 (para revisao ver
(FAULKNER; DEAKIN, 2014; PAUL; LOWRY, 2013). Muito curiosamente, 0s
pesquisadores envolvidos nessas pesquisas encontraram situacées muito
conflitantes a respeito da acdo da 5-HT nas diferentes respostas
comportamentais. Como exemplo disso, trabalhos que empregaram o paradigma
de conflito (por exemplo, a fome do animal sendo pareada com um choque ao
pedir comida através do pressionamento de uma alavanca), mostraram que o
uso de ferramentas farmacologicas para diminuicdo da neurotransmissao
serotonérgica era capaz de aumentar o nUmero de comportamentos punidos,
indicando assim um efeito pré-aversivo da serotonina (FILE et al., 2004;
GELLER; BLUM, 1970; GRAEFF; SCHOENFELD, 1970; ROBICHAUD;
SLEDGE, 1969; TYE; EVERITT; IVERSEN, 1977). Em conjunto a esses achados
comportamentais, algumas evidéncias na literatura apontam que a acao proé-
aversiva da serotonina seria mediada por estruturas encefalicas como o
complexo amigdaloide (HODGES; GREEN; GLENN, 1987; PETERSEN;
BRAESTRUP; SCHEEL-KRUGER, 1985). De maneira oposta, estudos que
utilizavam a estimulacdo elétrica da SCPd mostraram que a diminuicdo da
neurotransmissao serotonérgica, através de drogas que inibiam sua producao,
evocava comportamentos de fuga, levando a conclusao de que a serotonina teria
um efeito anti-aversivo (SANFORD KISER; LEBOVITZ, 1975; SANFORD
KISER; LEBOVITZ; GERMAN, 1978; SCHENBERG; GRAEFF, 1978).

As evidéncias dicotbmicas encontradas sobre o papel da serotonina na
ansiedade consideravam que ambos os modelos supracitados evocavam nos
animais o mesmo estado emocional. Entretanto, os pesquisadores da época
perceberam que os modelos comportamentais estariam ligados a diferentes
tipos de ansiedade (GRAEFF, 2004). Para chegar a essa conclusao, os
estudiosos levaram em conta que os niveis de defesa explanados por Blanchard
e colaboradores (1986), especialmente os niveis distal e proximal, evocariam
respostas comportamentais distintas que estariam sendo moduladas por

diferentes estruturas encefélicas, e que além disso, a serotonina estaria
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modulando diferentemente essas respostas. A partir dai, Deakin e Graeff (1991)
desenvolveram a teoria de que a serotonina teria um papel dual nas respostas

defensivas associadas a ansiedade e ao panico.

De acordo com a teoria de Deakin e Graeff, duas vias distintas
serotonérgicas estariam partindo do NDR, e seriam responsaveis pela regulacédo
de respostas de defesa frente aos estimulos aversivos de ameaca potencial. A
primeira via, chamada de prosencefalica, quando ativada levaria a expresséao de
respostas comportamentais como as de congelamento, avaliagcdo de risco e
esquiva inibitéria, aumentando os niveis de ansiedade pela liberacdo de
serotonina para estruturas como o complexo amigdaloide, hipocampo e cortex
pré-frontal. Nessas mesmas condicbes, a chamada segunda via, a
periventricular, prejudicaria a expressao de respostas comportamentais de luta
ou fuga através da liberacdo de serotonina para a SCPd (DEAKIN; GRAEFF,
1991; PAUL et al., 2014; PAUL; LOWRY, 2013). E digno de nota que a inibi¢co
da resposta de luta/fuga pela via periventricular frente a uma ameaca potencial
€ de grande importancia biologica, uma vez que essa resposta ndo condiz com
a situacao apresentada. Sendo assim, a teoria de Deakin e Graeff nos conduz a
concepcao de que uma disfungcdo na via periventricular estaria envolvida na
génese do TP (DEAKIN; GRAEFF, 1991; GUILHERME GRAEFF; ZANGROSSI
JR., 2010; PAUL et al., 2014; PAUL; LOWRY, 2013).

Tendo como pano de fundo a teoria de Deakin e Graeff, Spiacci e
colaboradores (2012), utilizando o LTE, avaliaram o substrato neural envolvido
nas diferentes respostas defensivas obtidas no referido teste, especialmente nas
duas estruturas-chave: a SCP e o NDR. Dessa maneira, 0s pesquisadores
realizaram o procedimento de imunoistoquimica de dupla-marcac¢éo: a primeira
tinha como alvo a proteina c-Fos (marcador indireto de ativacao celular/neuronal)
e a segunda para TPH (marcacao de neurdnios serotonérgicos). De maneira
interessante, os resultados encontrados demonstraram que a esquiva inibitoria
recrutava neurdnios serotonérgicos nos subnucleos DRD, DRC e DRI, enquanto
que na fuga, a ativacdo ocorria em neurdnios ndo-serotonérgicos localizados nas
alDR e nas subdivisbes dmSCP e dISCP da SCP (SPIACCI; COIMBRA;
ZANGROSSI, 2012). Com relagéo as alDR, os autores sugerem, com base em

evidéncias prévias da literatura, que os neurbnios nao-serotonérgicos ativados
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sejam interneurdnios GABAérgicos. Essa perspectiva se da pelo fato de que o
recrutamento desses neurénios inibiria a atividade neuronal serotonérgica nessa
area, levando a uma diminuicdo da liberacédo de 5-HT na SCP, provocando entéao
o comportamento de fuga nos animais (SPIACCI; COIMBRA; ZANGROSSI,
2012).

Esses resultados contribuem de maneira expressiva e minuciosa com a
teoria Deakin/Graeff. Ja se tem descrito na literatura que os subnucleos ativados
em resposta a esquiva inibitéria tém projecdes para estruturas relacionadas a
ansiedade, como o nucleo basolateral da amigdala (ABRAMS et al., 2005; HALE
et al., 2008). Nesse sentido, a via serotonérgica prosencefalica na proposta de
Deakin/Graeff partiria do subnidcleo DRD em direcdo a estruturas como a
amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo e estaria relacionada a um aumento na
ansiedade. Em contrapartida, para a tarefa de fuga, a via periventricular teria
origem nas alDR com inervacdes para a SCPd, e 0s neurbnios nao-
serotonérgicos que foram recrutados, seriam possivelmente GABAérgicos,
promoveriam uma inibicdo da liberacdo de 5-HT para essa coluna da SCP,
favorecendo a expressao da resposta de fuga (MUZERELLE et al., 2016; PAUL
et al., 2014; STEZHKA,; LOVICK, 1997).

Mais recentemente, Vilela-Costa e colaboradores (2017) demonstraram
que a administracdo cronica de fluoxetina, um inibidor de recaptacdo de
serotonina, que € amplamente utilizado no tratamento do TP em humanos, foi
capaz de diminuir a fuga em roedores no LTE e também de alterar o padrdo de
ativacdo dos neurdnios nas alDR, ou seja, houve uma diminuicdo no
recrutamento de neurdnios nao-serotonérgicos € um aumento na ativacdo de
neurdnios serotonérgicos nesse subnucleo. Dessa forma, a 5-HT passaria a ser
entdo liberada para areas como a SCPd, onde inibiria respostas relacionadas ao
panico (VILELA-COSTA et al., 2019).

Em suma, vemos que o principal comportamento relacionado ao péanico é
a fuga e que esta seria gerada por uma ativacao da via periventricular proposta
por Deakin e Graeff (1991). Dessa forma, a ativacdo de neurbnios néo-
serotonérgicos das alDR reduziria a neurotransmissao serotonérgica na SCPd,

aumentando a expressao deste comportamento relacionado ao TP.
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Apesar de muito promissores, a extensa maioria dos trabalhos com animais
gue possibilitaram o desenvolvimento das teorias acerca do papel da serotonina
em comportamentos defensivos relacionados a ansiedade e ao panico, bem
como o substrato neural subjacente a esses comportamentos, foi realizado em
animais machos. E importante ressaltar e reiterar que, como as mulheres séo
mais susceptiveis a esses transtornos, € de extrema importancia realizar e
aprofundar os estudos com fémeas, principalmente no que concerne as

alteracdes hormonais experenciadas por elas.

1.3 Diferencas Sexuais no TP

Os estudos sobre as diferencas sexuais existentes na manifestacdo dos
transtornos de ansiedade e do panico tém sido cada vez mais frequentes
(BANGASSER; CUARENTA, 2021; DONNER; LOWRY, 2013; LOVICK, 2014;
LOVICK; ZANGROSSI, 2021; SCHOLL et al., 2019). Vérias evidéncias indicam
que a ciclicidade hormonal que ocorre durante o periodo menstrual,
especificamente na fase pré-menstrual, pode constituir um possivel estressor
gue contribui para o aparecimento das patologias envolvendo a ansiedade mal
adaptativa e do panico em mulheres vulneraveis a estes (NILLNI et al., 2016;
NILLNI; ROHAN; ZVOLENSKY, 2012). Por conta da importancia dessa
informacdo para o presente trabalho, os aspectos bioldgicos e sociais
relacionados a essas diferencas serdo abordados mais detalhadamente nas

préximas secoes.

Quando buscamos investigar o amago das diferengas sexuais existentes na
manifestacdo do TP € necessario considerarmos uma perspectiva multifatorial,
levando em conta 0s aspectos bioldgicos e culturais, bem como o estilo de vida
e a pressao social (RUTTER; CASPI; MOFFITT, 2003).

1.3.1 Questdes sociais

Quando trazemos a tona a questao social, um dos varios aspectos que se

destacam sdo as experiéncias que caracterizam a histéria de vida de uma
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pessoa. Nesse contexto, um evento traumatico que possa ocorrer durante 0s
primeiros anos de vida ou da adolescéncia de um individuo pode gerar
consequéncias em sua vida adulta. E importante destacar que desregulacdes
em sistemas relacionados ao estresse que ocorrem nessas fases da vida podem
comprometer o desenvolvimento de estruturas cerebrais que estio relacionadas
a mediacdo de comportamentos afetivos e emocionais (DE BELLIS; SPRATT;
HOOPER, 2011). Como exemplo, o abuso sexual infantil € um desses eventos
traumaticos, e estudos mostram que a incidéncia desse evento aversivo é trés
vezes maior em meninas do que os meninos (AL-FAYEZ; OHAERI; GADO, 2012;
BRENNER; BEN-AMITAY, 2015; GOREY; LESLIE, 1997; KLOPPEN et al.,
2016). Concomitantemente, outros eventos ocorridos na infancia, como o abuso
fisico, disfuncbes familiares e negligéncia, ocorrem em maior porcentagem no
caso das meninas (15,2%) comparado aos meninos (9,2%) (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2010).

Na vida adulta, as situacdes estressantes também podem contribuir para
desbalancos em sistemas relacionados a mediacdo de comportamentos
emocionais. Na literatura, autores apontam que a violéncia, seja fisica,
psicolégica ou sexual que as mulheres sofrem € uma enorme ameaga a sua
saude mental (ELLSBERG et al., 1999; HOWARD; TREVILLION; AGNEW-
DAVIES, 2010; KUMAR et al., 2005; LUSTYK; WIDMAN; BECKER, 2008;
ORAM; KHALIFEH; HOWARD, 2017). Concomitante a essa informacéo, ja é
observado que ha um aumento no uso de tranquilizantes e antidepressivos pelas
mulheres que sofrem os abusos (RUIZ-PEREZ; PLAZAOLA-CASTANO, 2005).

Nesse aspecto, um estudo realizado no Brasil, mais especificamente em
Séo Paulo e Pernambuco, avaliou entre 2009 e 2010, a correlacéo entre o tipo
de violéncia sofrida por mulheres com a manifestacdo de transtornos
psiquiatricos, através do uso de questionarios de autorrelato (SRQ-20). Esses
guestionarios tinham por objetivo analisar, através de sintomas psicossomaticos,
a prevaléncia de transtornos depressivos e de ansiedade. Os resultados
observados mostraram que a porcentagem de mulheres que manifestavam os
sintomas relacionados a esses transtornos era maior naquelas que sofriam
abuso fisico (30,6%), psicoldgico (41,1%), sexual (47,9%) ou todas as formas de

abuso (62,9%) em comparacdo aquelas que ndo sofriam qualquer tipo de
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violéncia (19,6%) (LUDERMIR et al., 2008). Ademais, outros fatores adversos
também reforcam o aumento de transtornos psiquiatricos nas mulheres, como o
desemprego, a baixa renda e a evaséo escolar cuja incidéncia &€ maior nelas do
gue nos homens (GONCALVES et al., 2014).

1.3.2 Questdes biolégicas — ciclo menstrual

Dentre os aspectos bioldgicos relevantes, diferencas que promovem o
sucesso reprodutivo, como € o caso do ciclo menstrual hormonal, podem
aumentar a vulnerabilidade das mulheres para transtornos emocionais, incluindo
0 TP (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL EPPERSON, 2014; PALANZA, 2001).

O ciclo menstrual hormonal é caracterizado por mudancas ritmicas mensais
nos niveis de diferentes hormoénios sexuais, que em concomitancia promovem
alteracdes morfoldégicas nos ovarios e nos demais 6rgaos sexuais femininos.
Esse processo tem inicio durante a adolescéncia (entre 11 e 15 anos) e a
duracédo do ciclo menstrual é de aproximadamente 28 dias, variando entre 20 e
45 dias para cada mulher e/ou situacdo. Esse processo resulta na formacao,
comumente, de apenas um ovdcito, além de preparar o endométrio para o
recebimento e implantacdo do embrido, caso haja a fertilizacdo (GUYTON,
2006).

De maneira geral, o ciclo menstrual é dividido em quatro fases: 01) fase
folicular: nessa etapa, o horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio
luteinizante (LH) comecam a ser secretados pela hipéfise anterior e agem em
receptores localizados nos ovécitos imaturos promovendo a maturacdo e o
crescimento de seus foliculos. A maturacdo folicular leva a um aumento na
secrecdo de estrogénio que contribui para um crescimento explosivo do ovécito
e dos foliculos, além de ser um agente contribuinte para o feedback negativo
para a liberacdo do FSH; 02) ovulacéo: dois dias antes de ocorrer a ovulacao,
os niveis de LH crescem de maneira exponencial. Esse horménio vai ser
responsavel pela extrusdo ovocitaria e também vai garantir o inicio da producgéo
de progesterona pelas células foliculares, bem como causar a diminuicdo dos

niveis de estrogénio; 03) fase lutea: apds a extrusdo do ovaocito, as células
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remanescentes se transformam em células luteinicas e o local onde o ovdcito
liberado estava anteriormente passa a ser chamado de corpo luteo. As células
do corpo lateo iniciam a producdo da progesterona (em maior grau) e do
estrogénio (em menor grau), e ambos hormoénios acabam gerando efeitos de
feedback negativo na hipdéfise, mantendo baixos os niveis de FSH e LH; 04) fase
isquémica: esses baixos niveis de FSH e LH causam uma degeneracdo e
involucéo do corpo luteo, que por consequéncia, leva a uma queda abrupta nos
niveis de estrogénio e, em maior escala, da progesterona. O resultado final
dessa fase, caso ndo haja a fertilizacdo e a implantacdo do embrido, é o
processo de menstruacdo. A cessacao subita da secrecdo de estrogénio e
progesterona remove o feedback de inibicdo da hipofise anterior, permitindo que
um novo ciclo se inicie (GUYTON, 2006).

De maneira bastante interessante, as mulheres relatam que durante o ciclo
menstrual ha alteracdes de humor e irritabilidade, além de aumento de sintomas
relacionados a ansiedade e depressdo. Mais especificamente, essas alteracdes
ocorrem proeminentemente durante o final da fase latea ou também chamada
de fase pré-menstrual, na qual estima-se que cerca de 48% das mulheres
apresentam a sindrome de Tensdo Pré-Menstrual (TPM; BLOCH; SCHMIDT,;
RUBINOW, 1997; CHRISLER; CAPLAN, 2002; FREEMAN, 2003; LOGUE;
MOQOS, 1986; SATTAR, 2014; SCHMELZER et al., 2015; VICHNIN et al., 2006).
Embora apenas uma baixa porcentagem (2 a 8%) das mulheres classifiguem
esses sintomas relacionados a TPM como graves ou incapacitantes
(HALBREICH, 2003), a maioria delas apresenta algum grau de
comprometimento no funcionamento fisico, limitacdes devido a problemas fisicos
e de saude mental, dores corporais ou em conexdes sociais (BARNARD et al.,
2003; SCHMELZER et al., 2015).

Adicionado a isso, uma pequena parcela (cerca de 5%) das mulheres
sofrem de sintomas psicolégicos extremamente graves durante o periodo de
TPM, como por exemplo, labilidade afetiva acentuada, irritabilidade ou raiva que
aumentam os conflitos interpessoais, pensamentos autodepreciativos,
ansiedade acentuada com sensacao de estar em seu limite, além dos sintomas
como inchagos nas mamas, dores articulares ou musculares, ganho de peso
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013), que no conjunto
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caracterizam o transtorno disférico pré-menstrual (TDPM; LOVICK, 2014;
O'BRIEN et al., 2011).

Além do aumento dos sintomas psicolégicos adversos relacionados a
ansiedade e a depressdo que ocorrem nesse periodo do ciclo na TPM e na
TDPM, h& também um aumento a susceptibilidade ao péanico em mulheres
saudaveis que apresentam a TPM, como também naquelas diagnosticadas com
o TP (FACCHINETTI et al., 1992; LANDEN; ERIKSSON, 2003; NILLNI et al.,
2016; NILLNI; ROHAN; ZVOLENSKY, 2012; YONKERS; O'BRIEN; ERIKSSON,
2008). Um estudo realizado por Sigmon e colaboradores (2000) em mulheres
com e sem o TP, utilizando medidas de autorrelato, revelaram que aquelas com
0 transtorno exibiam sintomas psicossomaticos mais graves relacionados a
sensacdes corporais, sensibilidade a ansiedade, medo e preocupacdes
relacionadas a doenca e que isso era reforcado durante a fase pré-menstrual
(SIGMON et al., 2000). Além disso, outras evidéncias na literatura apontam que
mulheres na TPM e aquelas que sofrem do TDPM apresentam uma maior
responsividade a substancias panicogénicas, como por exemplo a
colecistocinina 4, o flumazenil e 0 CO2 (GORMAN et al., 2001; LE MELLEDO,
1999, 2000).

E importante ressaltar que dentre os horménios sexuais que flutuam
durante o ciclo menstrual, dois deles sdo de suma importancia para o
aparecimento dos sintomas relacionados a desordens emocionais durante o
periodo da TPM e da TDPM: o estrogénio e a progesterona (SCHMIDT et al.,
2017). Nesse quesito, como ambos hormonios flutuam de maneira concomitante
durante o ciclo menstrual, ainda € controversa na literatura a visdo sobre qual
deles seria 0 mais critico para o desenvolvimento desses transtornos (ROCA et
al., 2003). Por esse motivo, na sequéncia, traremos algumas hipoteses que

corroboram a acéo de cada um dos hormdnios supracitados.

Com relacdo ao estrogénio, os achados em relagdo ao panico sao
escassos, porém mais abrangentes em relacdo a outros transtornos comorbidos,
como a ansiedade e a depressdo. De maneira interessante, um dos periodos da
vida da mulher que é possivel analisar a influéncia do estrogénio sobre as

desordens de humor é a menopausa. Esse periodo € caracterizado pela queda
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dramatica dos niveis de estrogénio, que tem sido associada a mudancgas na
incidéncia e sintomatologia psicossomatica da ansiedade e da depressao
(GRACIA; FREEMAN, 2018; WALF; FRYE, 2006). Durante a perimenopausa
ocorrem alteragfes na funcao ovariana, de modo que 0s niveis de estrogénio
podem ser variaveis. Ja no periodo da p6és-menopausa os niveis de estrogénio
sdo 0s mais baixos possiveis (BURGER et al., 1995; DALY et al., 2003;
SANTORO et al., 1996).

Nesse contexto, um estudo longitudinal realizado por Schmidt e
colaboradores (2004) monitorou 29 mulheres pré-menopausicas assintoméaticas,
ciclando regularmente, por uma média de 5 anos até ficarem amenorreicas por
6 ou mais meses. Durante o final do periodo da perimenopausa (mais ou menos
24 meses apoOs sua Ultima menstruacao), nove das 29 mulheres analisadas,
foram diagnosticadas com depressao. Esses dados sugerem que a incidéncia
de depressdo em algumas mulheres pode aumentar durante o final da
perimenopausa, na qual os niveis de estrogénio estdo baixos devido a sua queda
abrupta (SCHMIDT; HAQ; RUBINOW, 2004). Em outro estudo transversal,
realizado por Almeida e colaboradores (2005) foi observado que os sintomas
depressivos, medidos pelos escores do inventario de depressao de Beck,
encontrados em mulheres mais velhas e na pds-menopausa foram inversamente
proporcionais aos niveis de estrogénio plasmatico, ou seja, quanto menor 0s

niveis de estrogénio, maior era o escore no teste empregado (ALMEIDA, 2005).

Além disso, outros trabalhos mostram que ndo somente a depressao
bipolar € mais frequente, mas também o transtorno de ansiedade generalizada
€ mais incidente em mulheres mais velhas na peri e pds-menopausa
(BEBBINGTON et al., 1998; WEISSMAN, 1977; WEISSMAN; OLFSON, 1995;
WITTCHEN; HOYER, 2001). Interessantemente, a terapia de reposicdo de
estrogénio tem se mostrado eficaz para a diminuicéo dos sintomas relacionados
a ansiedade e a depressdo em mulheres na perimenopausa (COHEN et al.,
2003; DE NOVAES SOARES et al., 2001; SCHMIDT et al., 2000; ZHANG et al.,
2021).

Ndo somente € possivel ver o efeito benéfico da administracdo de

estrogénio em mulheres no periodo da menopausa, como também naquelas com
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o ciclo menstrual funcional. Como exemplo, a administragcdo cronica de
estrogénio transdérmico a pacientes com a TPM grave é capaz de diminuir
sintomas negativos como irritabilidade, dificuldade na concentracdo, mudancas
de humor, tenséo e sintomas depressivos (SMITH et al., 1995). Além disso, em
mulheres com depressdo pés-parto (DPP), ou aquelas diagnosticadas com
transtorno depressivo maior, a administracao de estrogénio é capaz de melhorar
0s sintomas depressivos e recuperar o afeto exibido por elas (AHOKAS et al.,
2001; GREGOIRE et al., 1996; KLAIBER, 1979).

Com relacéo a progesterona, relatos na literatura apontam que os sintomas
da TPM e da TDPM se tornam mais severos durante os 5 dias anteriores a
menstruacao, a medida que os niveis de progesterona diminuem (BACKSTROM
et al., 1983, 2003; NEVATTE et al., 2013). Nesse contexto, um estudo realizado
por Ziomkiewicz e colaboradores (2012) correlacionou sintomas relacionados a
TPM com o nivel sérico de progesterona coletada através da saliva de mulheres
saudaveis. De maneira bastante interessante, essas mulheres, que ndo haviam
sido diagnosticadas clinicamente com a TPM, demonstraram um aumento de
comportamentos agressivos e irritabilidade, bem como fadiga quando os niveis
de progesterona eram o0s mais baixos durante o final da fase Ilatea
(ZIOMKIEWICZ et al., 2012). Adicionado a isso, outros estudos demonstraram
gue os niveis baixos de progesterona, mas ndo de estrogénio em mulheres que
sofriam com a TPM gerava um aumento de sintomas relacionados a ansiedade
quando comparadas aquelas mulheres que nao sofriam com a tensdo
(BACKSTROM; CARSTENSEN, 1974; DENNERSTEIN et al., 1984; MUNDAY;
BRUSH; TAYLOR, 1981; WANG et al., 1996).

Mais recentemente, Lovick e colaboradores (2017) avaliaram, através da
coleta de saliva diaria, a concentracdo absoluta e a cinética dos niveis de
progesterona e a relacao dessas mudancas para o desenvolvimento de sintomas
pré-menstruais durante os ultimos 10 dias da fase Iutea, em uma populacéo de
mulheres brasileiras adultas e saudaveis. Os autores observaram que, nas
participantes que desenvolveram sintomas pré-menstruais (sintomas
depressivos, aumento de ansiedade e irritabilidade, dificuldade em
concentracdo, anedonia, entre outros), a concentracao diaria de progesterona

na saliva permaneceu estavel durante a maior parte da fase lutea antes de
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diminuir acentuadamente durante os Ultimos 3 dias antes do inicio da
menstruacdo. Em contraste, a concentracdo de progesterona em mulheres
assintomaticas sofreu um declinio gradual nos Uultimos 8 dias antes da
menstruacdo. Dessa forma, os autores sugerem que o0s sintomas da TPM
surgem nao pela baixa concentracdo de progesterona, mas sim devido a queda

abrupta que ocorre nos dias anteriores a menstruacéo (LOVICK et al., 2017).

Além dos estudos em mulheres, os estudos realizados em animais de
laboratorio, especialmente ratas, tém auxiliado no progresso do entendimento da
influéncia sexual nas diferengas da manifestagcdo do TP. Como nas mulheres, é
vélido ressaltar que em roedores comumente utilizados em laboratérios, como
ratos e camundongos, o padréo de producdo e ciclicidade dos hormdnios sexuais
supramencionados também ocorre. Esse assunto sera abordado com mais

abrangéncia na proxima sesséo.

1.3.3. Ciclo estral em roedores

O ciclo hormonal dos roedores € chamado de ciclo estral (ou cio). Arata é
um animal mamifero poliéstrico que ovula espontaneamente em intervalos de 4
ou 5 dias ao longo de sua vida reprodutiva, exceto durante a gravidez, a
pseudogravidez e a lactacdo (CORA; KOOISTRA; TRAVLOS, 2015; FREEMAN,
2006). Nesse aspecto, e assim como nas mulheres, dois hormdnios séo
produzidos em maior quantidade pelos ovarios: 0 estrogénio e a progesterona,
e estes atuam no cérebro para estimular os eventos hormonais que resultam na
ovulagdo e em comportamentos sexuais (BECKER et al., 2005; FREEMAN,
2006).

De maneira similar as mulheres, o ciclo estral € composto também por
quatro fases: 01) Proestro: nesta fase, os eventos hormonais, morfolégicos e
citologicos que ocorrem sdo similares ao da fase folicular humana, isto é, o
estrogénio aumenta dramaticamente, agindo no cérebro para desencadear a
liberacdo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que induz um
aumento de LH da hipofise, levando a ovulacdo. O nivel de progesterona

aumenta algumas horas antes da ovulacao, contribuindo para o processo; 02)
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Estro: apos o pico de liberacéo de LH, nessa etapa ocorre a ovulagéo, e no caso
desses animais, multiplos ovocitos sao liberados. Os niveis de 173-estradiol
(estrogénio) comecam a cair, enquanto os niveis de progesterona comecam a
crescer gradualmente, até atingir um platd; 03) Metaestro: equipara-se do inicio
a metade da fase Iutea, no qual, ndo havendo a fecundacédo do ovécito, os niveis
de 17B-estradiol se mantem a niveis baixos, enquanto da progesterona ainda
continuam em um platd, devido a estimulacao das células do corpo luteo e 04)
Diestro: equivale-se ao final da fase lGtea e a fase isquémica, sendo que neste
periodo ocorre uma queda abrupta nos niveis de progesterona, comecando
assim novamente o ciclo (BECKER et al., 2005; FREEMAN, 2006).

Tendo em vista a similaridade morfolégica e hormonal, bem como a
diferenca na temporalidade dos ciclos menstrual e estral, estudos em ratas tém
se mostrado ferramentas importantes e muito mais rapidas para avaliar questées
que envolvem o ciclo menstrual. E importante reiterar que estudos que
correlacionam os transtornos de ansiedade, incluindo o TP a comportamentos
de animais de laboratorio, vém sendo realizados ha muito tempo (como ja
descrito na sesséo 1.2) no entanto, e como ja mencionado, é digno de nota que
a maioria desses trabalhos é realizado em animais machos (HUGHES, 2019;
LOVICK; ZANGROSSI, 2021). O motivo para isso é que muitos pesquisadores
atribuem um maior viés a pesquisa causada pela variacao ciclica dos horménios
durante o ciclo, que acarretaria na constante mudanca quimica no cérebro
feminino, uma vez que esses compostos sdo geralmente lipofilicos, passando
facilmente a barreira hematoencefalica. Todavia, deve-se mencionar que 0s
horménios sexuais também podem impactar no comportamento masculino,
embora isso seja invariavelmente negligenciado nos testes com machos
(LOVICK; ZANGROSSI, 2021).

1.3.4. Diferencas sexuais e efeito do ciclo estral de ratas em testes

comportamentais de ansiedade/panico

Diversas revisOes recentes na literatura buscam analisar e apontar as
diferencas sexuais existentes no comportamento de animais quando testados

em modelos que avaliam a ansiedade e o panico (DONNER; LOWRY, 2013;
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KOKRAS:; DALLA, 2014; LOVICK; ZANGROSSI, 2021). E importante destacar
gue os resultados encontrados nesses estudos sao bastante conflitantes. Nesse
sentido, quando avaliado o comportamento de machos e fémeas, por exemplo,
no modelo do LTE, trabalhos mostram tanto uma similaridade no comportamento
de esquiva inibitéria entre os sexos (GOUVEIA et al., 2004; ROCINHOLI;
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2011; SANTOS et al., 2014), quanto um menor
comportamento ansioso de fémeas (SLOTTEN et al.,, 2006). O mesmo é
observado quando os animais sao testados no teste do campo aberto, sendo
gque um estudo ndo mostra diferencas comportamentais entre ratos e ratas
(KNIGHT et al., 2021), enquanto outros mostram uma maior responsividade ao
teste pelas fémeas (BEATTY; FESSLER, 1976; BLIZARD; LIPPMAN; CHEN,
1975; FRICK et al., 1999; FRITZ; AMREIN; WOLFER, 2017; MASUR; SCHUTZ,
BOERNGEN, 1980). Quando analisado em um teste de medo — o0 susto
potencializado pelo medo — o mesmo panorama € observado, mostrando
nenhuma diferenca entre os sexos (DE JONGH et al., 2005; GRESACK et al.,
2009; MAREN; DE OCA; FANSELOW, 1994; PETTERSSON; HAGSATER;
ERIKSSON, 2016) ou uma maior reatividade ao teste pelas fémeas (KEISER et
al., 2017).

E importante mencionar que nesses estudos com resultados conflitantes,
as fémeas séo analisadas como um grupo so, ou seja, ndo sdo levadas em conta
as diferentes fases do ciclo estral. Como jA mencionado anteriormente, é de
suma importancia avaliar esse fator, uma vez que as alteracées hormonais que
acontecem nas diferentes fases podem estar afetando o desempenho dos
animais nos testes comportamentais. Nesse contexto, estudos que buscaram
avaliar o efeito das fases do ciclo estral encontraram diferencas bastante
interessantes. Pesquisas utilizando o LCE mostram que fémeas em proestro e
estro ttm menor ansiedade em comparacéo a fase de diestro, que seria similar
a TPM nas mulheres (D'SOUZA; SADANANDA, 2017; DIAZ-VELIZ;
DUSSAUBAT; MORA, 1997; FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; MARCONDES
et al., 2001; MOLINA-HERNANDEZ et al., 2013; RODRIGUEZ-LANDA et al.,
2014, 2021). Também € observado o mesmo resultado, ou seja, de um maior
nivel de ansiedade em ratas na fase de diestro em comparacéo as outras fases
do ciclo, no LTE (GOUVEIA et al., 2004), no teste do claro/escuro (KOKRAS et
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al., 2012; RODRIGUEZ-LANDA et al., 2021; ZULUAGA et al., 2005), no teste da
vocalizacdo ultrassonica (BROWNING et al., 2017; PENTKOWSKI et al., 2018)
e no teste da extingdo do medo (CARVALHO et al., 2021; MILAD et al., 2009).

No que diz respeito ao panico, ainda séo escassos os trabalhos mostrando
o efeito do sexo e da fase do ciclo sobre comportamentos de roedores de
laboratério. Um dos poucos trabalhos que avaliaram essas questdes foi o
executado por Devall e colaboradores (2015). Utilizando a fuga induzida pela
estimulacao elétrica da SCPd como indice de panico, os autores observaram
uma resposta muito similar aos trabalhos com testes de ansiedade, eles
observaram que o limiar para evocar a fuga nas ratas € menor no diestro em
comparacao as outras fases do ciclo, indicando e reforcando a ideia de uma

susceptibilidade ao panico nas fémeas nesse periodo (DEVALL et al., 2015).

Além desse achado bastante importante, os pesquisadores procuraram
avaliar como os hormdnios sexuais poderiam estar influenciando na
manifestacdo do comportamento de fuga expresso pelas ratas. Dentre os
hormdnios importantes, o grupo destacou a progesterona, e particularmente o
seu metabdlito neuroativo, a allopregnanolona (ALLO). Dando embasamento
para essa escolha, estavam trabalhos que mostravam que a queda da ALLO era
um fator fundamental para a susceptibilidade das fémeas a ansiedade e panico.
Por exemplo, Bitran e colaboradores (1995) observaram que a administracao de
progesterona a ratas ovariectomizadas promovia uma diminuicdo da ansiedade
no LCE. Estes pesquisadores foram além, e tentaram entender se o efeito era
de fato da progesterona ou da ALLO. Dessa forma, os autores administraram
sistemicamente o RU38486, um antagonista de receptores de progesterona,
previamente a administracdo do horménio em si. Assim, foi observado que o
mesmo comportamento ansiolitico era expresso pelas ratas, 0 que nao ocorria
quando se administrava o 4-MA, um inibidor da 5a-redutase, enzima responsavel
pela conversado da progesterona em ALLO. Portanto, os autores observaram que
o efeito ansiolitico da progesterona neste modelo animal ndo era do horménio
em si, mas de seu metabdlito, a ALLO (BITRAN; SHIEKH; MCLEOD, 1995).

A ALLO é um esteroide produzido em tecidos periféricos e no encéfalo, e

como ja mencionado, € um produto do metabolismo do horménio progesterona.
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Os passos bioquimicos da conversdo da progesterona em ALLO tem como
composto precursor inicial o colesterol (Figura 1). Inicialmente, o colesterol é
transportado para dentro das mitocondrias e através da acdo da enzima
citocromo-P-450 de clivagem de cadeia lateral (P450scc) ele € convertido em
pregnanolona (PREG). A PREG no citoplasma passara por diversos processos
enzimaticos para a formacao dos esterdides sexuais e seus metabdlitos. No caso
da formacdo da progesterona e da ALLO as etapas que ocorrem sao:
primeiramente, a PREG serd metabolizada em progesterona através da enzima
3B-hidroxi-esteroide desidrogenase (3p-HSD), que por sua vez sera reduzida em
5a-di-hidroxiprogesterona pela enzima 5a-redutase e esta Ultima € reduzida em
ALLO, através da enzima 3a-hidroxi-esteroide desidrogenase (3a-HSD;
SCHULE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014).

Colesterol
: Pregnanolona

deoxi-

corticosterona :

progesterona pregnanolona

5a-DHDOC
Sa-dihidroprogesterona

Pt
(I~

wi X
.

Q

,5a-THDOC allopregnanolona

Figura 1: Sintese de neuroesteroides. P450scc = enzima citocromo-P-450 de
clivagem de cadeia lateral; HSD = hidroxiesteroide desidrogenase; THDOC =
tetrahidrodeoxicorticosterona. Foto retirada e modificada de SCHULE;
NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014.
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No que concerne a acdo da ALLO, é importante ressaltar que os esteroides
neuroativos sao capazes de agir ndo somente em vias classicas esteroidais, ou
seja, agindo na transcricdo do material genético, mas também alteram a
excitabilidade neuronal através da sua relacdo com outras neurotransmissoes,
especialmente com a GABAérgica, se ligando a receptores do tipo A (GABA-A)
(SCHULE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014).

Receptores GABA-A sao canais idnicos pentameéricos compostos por duas
subunidades a (a1-6), duas subunidades B (B1-3) e uma subunidade adicional
(y1-3, 8, €, 6 ou ). Cada subunidade é composta por um grande dominio
extracelular, um dominio transmembrana formado por quatro hélices que
abrangem a membrana, um longo loop intracelular e um C-terminal extracelular
curto (OLSEN; SIEGHART, 2008; SIGEL; STEINMANN, 2012). Os
neuroesteroides sdo capazes de se ligar em sitios localizados no dominio
transmembrana do receptor GABA-A, podendo agir de maneira modulatoria
alostérica positiva, ou seja, potenciando o efeito do GABA enddgeno no receptor
como é o exemplo da ALLO, como também de maneira alostérica negativa,
inibindo as correntes GABAérgicas, tendo como exemplos a epialopregnanolona
e o sulfato de pregnenolona (LOVICK, 2014; MCEVOY; OSBORNE, 2019;
NILLNI; TOUFEXIS; ROHAN, 2011; SUGASAWA et al., 2020).

No trabalho de 2015, Devall e colaboradores utilizaram a fluoxetina em
dose baixa como um indutor da neuroesteroidogénese, especialmente da ALLO,
sem alterar os niveis de 5-HT encefalicos (DEVALL et al., 2015; PINNA; COSTA;
GUIDOTTI, 2009; SERRA et al., 2001; UZUNOV et al., 1996). Os autores fizeram
a administracdo da fluoxetina em dois momentos: uma na tarde do metaestro e
uma na manha do diestro, uma hora antes do teste. Esse protocolo foi adotado
no sentido de evitar com que ocorresse a queda abrupta da progesterona e da
ALLO que ocorre neste periodo do ciclo. Conforme esperado, a administracéo
de FLX, na dose baixa e no regime utilizado, foi capaz de aumentar o limiar de
estimulacdo da SCPd para evocar o comportamento de fuga nas ratas em
diestro, um efeito panicolitico (DEVALL et al., 2015).
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Nesse contexto, os dados encontrados vao de encontro a proposta de
Lovick (2014), que sugere que o aumento dos comportamentos relacionados aos
transtornos psiquiatricos que ocorre na fase pré-menstrual ndo € devido
diretamente a queda abrupta da progesterona e sim a flutuacdo, mais
especificamente, a queda de seu metabdlito neuroativo, a ALLO.

Tendo em vista 0 exposto acima e, ja sabendo que sdo escassos 0s
estudos em animais sobre o impacto das fases do ciclo hormonal de fémeas em
comportamentos relacionados ao panico, bem como o substrato neural envolvido
nessas respostas no sexo feminino, o objetivo geral desse estudo foi verificar a
generalidade dos achados de Devall e colaboradores (2015) em um outro teste
comportamental, mais naturalistico, que associa a resposta de fuga ao panico, o
teste de exposigcdo a 7% de Oz (hipoxia). Ademais, como fator inédito, investigar
as bases neurais adjacentes aos comportamentos expressos pelas fémeas
nesse modelo experimental. O teste comportamental utilizado foi desenvolvido e
validado em nosso laboratério. Em ratos machos, foi observado que a queda
lenta e gradual da concentracdo de Oz ambiental até 7% é capaz de gerar o
comportamento de saltos contra a borda da camara experimental nesses
animais, que é considerado como uma tentativa de fuga do ambiente
experimental (FERNANDES et al., 2019; SPIACCI et al., 2015). Além disso, a
administracdo de drogas utilizadas na clinica para o tratamento do TP, como a
FLX e o alprazolam, causam uma diminuicdo da reacdo de fuga, um efeito
panicolitico (SPIACCI et al., 2015).

Buscando avaliar essas questbes, no nOsSSO primeiro experimento,
comparamos os efeitos da hipdxia entre machos e fémeas, e, neste ultimo caso,
também avaliamos as diferentes fases do ciclo estral. JA& no segundo
experimento, buscamos analisar o efeito da administragcao aguda da dose baixa
de FLX no comportamento de fémeas na fase de diestro no mesmo modelo
comportamental referido. Nao se é bem estabelecido na literatura 0 mecanismo
pelo qual a FLX em dose baixa age como um agente neuroesteroidogénico. No

entanto, trabalhos mostram que h& aumento nos niveis de ALLO apl6s a
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administragcdo aguda dessa droga (DEVALL et al., 2015; FRY et al., 2014;
PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2004, 2009).

Apoés a conclusdo das analises comportamentais, os encéfalos desses
animais foram utilizados para se avaliar o padrdo de ativacdo neuronal
subjacente ao comportamento expresso no teste da hipoxia. Para isso
empregamos a técnica de imunoistoquimica para dupla-marcacéo da proteina c-
Fos e da TPH. Evidéncias na literatura mostram que ratos machos quando
expostos a fuga do LTE apresentam um aumento nos niveis de neurdnios nao-
serotonérgicos tanto nas alDR quanto na SCPd (SPIACCI; COIMBRA;
ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et al., 2019).

A hipétese a ser testada é que devido a queda abrupta da ALLO que ocorre
no diestro (BUTCHER; COLLINS; FUGO, 1974), as ratas nessa fase do ciclo
expostas a hipoxia apresentem um aumento nas tentativas de fuga em
comparacao as outras fases do ciclo, e que a administracdo da dose baixa de
FLX, que impede a queda natural no nivel do esteroide, seja capaz de atenuar o
comportamento das ratas nessa fase do ciclo. Somado a isso esperamos que 0
desafio respiratorio induza um maior recrutamento de neurdnios nao-
serotonérgicos das alDR e da SCPd nas ratas em diestro, e que esse

recrutamento seja menor apés a administracdo de FLX.

Por fim, no terceiro experimento, avaliamos o efeito comportamental da
administragdo aguda de finasterida em ratas na fase de proestro e diestro,
durante a exposicado desses animais a hipoxia. A finasterida € um inibidor da 5a-
redutase, enzima-chave que participa da conversao da progesterona em ALLO
(SCHULE; NOTHDURFTER; RUPPRECHT, 2014). Estudos mostram que a
administracdo de finasterida € capaz de diminuir os niveis de ALLO (DAZZI et
al., 2002; RHODES; FRYE, 2001). E valido ressaltar que na fase de proestro, os
niveis séricos e encefalicos de ALLO estdo em altas concentracées (BUTCHER,;
COLLINS; FUGO, 1974; DONNER; LOWRY, 2013; FREEMAN, 2006) e estudos
que utilizaram a finasterida como agente anti-esteroidogénico em fémeas nessa
fase do ciclo mostraram um efeito ansiogénico no teste do campo aberto e no
labirinto em cruz elevado (FRYE; WALF, 2002; SMITH et al., 2006; WALF;
SUMIDA; FRYE, 2006). Dessa forma, a hipotese a ser testada é que a
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administragcdo aguda de finasterida nas ratas em diestro ndo seja capaz de
alterar o comportamento, mas que em proestro essa droga terd um efeito

panicogénico devido a queda nos niveis da ALLO.
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2. OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia do ciclo estral e de fArmacos que alteram a sintese de
esterdides, mais especificamente, a fluoxetina e a finasterida, no comportamento
de fuga de ratas expostas ao desafio respiratorio da hipdxia. Nesses mesmos
animais, avaliar o perfil de ativacdo neuronal subjacentes as alteracdes

comportamentais observadas, com foco no NDR e SCP.
2.1 Objetivos especificos

= Comparar o comportamento de ratos e ratas, nas diferentes fases do
ciclo estral, durante a exposicéo ao teste da hipoxia, bem como analisar
o perfil de ativacdo neuronal através de imunoistoquimica de dupla-
marcacao para c-Fos e TPH no NDR e na SCP.

= Analisar o efeito da administracéo aguda e sistémica de FLX (1,75 ou 10
mg/kg) no comportamento e no padrao de ativacdo neural do NDR e da
SCP em ratas em diestro expostas a hipoxia.

» |nvestigar os efeitos da administracdo aguda e sistémica de finasterida
(50 mg/kg) no comportamento de ratas no proestro e diestro submetidas

a hipoéxia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos e ratas da linhagem Sprague Dawley, provenientes
do Biotério Central da Universidade de Séo Paulo — Campus de Ribeirdo Preto,
com 8 a 9 semanas de idade no dia dos procedimentos experimentais. Os
animais permaneceram no biotério do Laboratério de Farmacologia do
Comportamento, onde ficaram alojados em grupos de 5 animais, em caixas de
polipropileno (38 x 32x 18 cm), forradas com serragem, tendo livre acesso a agua
e comida durante todo o procedimento. O biotério foi mantido em condi¢cfes
padrdes, com temperatura de 22+1°C e com ciclos de claro-escuro de 12 horas,
sendo o periodo iluminado (intensidade de 60 lux) das 7:00 as 19:00 horas. Os
procedimentos experimentais adotados neste estudo foram aprovados pelo
comité de ética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (protocolo numero:
189/18). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais

e reduzir o nidmero de animais utilizados.

3.2 Esfregaco vaginal

Todas as ratas passaram por um procedimento de esfregago vaginal para
a determinacédo do estagio de seu ciclo estral. O esfregaco vaginal foi coletado
pela manha (08:00-09:00 h), por 5 dias consecutivos antes dos experimentos,
sendo que em cada um desses dias, 0s animais foram manipulados pelo
experimentador por 5 minutos, antes do procedimento. Para a coleta do
esfregaco vaginal, uma alca de inoculacdo foi esterilizada em chama,
mergulhada em agua estéril e, em seguida, inserida suavemente na vagina para
coletar as células, que foram entdo espalhadas em uma lamina de vidro. Os
esfregacos foram corados com um conjunto de coloracdo Pandtico Rapido
(Laborclin, Brasil), que consiste em 3 solugbes nas quais as laminas foram
mergulhadas na seguinte sequéncia: 12: triariimetano a 0,1%, 2. xantenos a

0,1% e 32: tiazinas a 0,1%.
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Com base na citologia vaginal, os estagios do ciclo foram classificados
como proestro: predominadncia de células nucleadas epiteliais; estro:
predominédncia de células queratinizadas; metaestro: predominancia de
leucécitos com ndcleos lobulares bem definidos; e diestro: predominancia de
leucécitos amorfos e desintegrantes (Figura 2; BRACK; LOVICK, 2007; DEVALL
et al., 2015). Apenas ratas que apresentavam um ciclo regular foram utilizadas
para o presente estudo. Os ratos machos utilizados no experimento 1 foram
submetidos individualmente ao procedimento de manipulagdo e a uma
simulagdo de coleta de esfregagco vaginal, pelo mesmo periodo de tempo
descrito acima para as fémeas. Esta simulacdo consistiu em segurar 0s animais

machos da mesma forma que as fémeas, mas sem qualquer estimulo adicional.
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Figura 2: Fotomicrografia ilustrando as quatro fases do ciclo estral (A: Proestro;
B: Estro; C: Metaestro; D: Diestro) obtidas pelo esfregaco vaginal e
subsequente coloracdo com pandptico rapido. As flechas verdes representam
células nucleadas epiteliais; flechas amarelas representam células
gueratinizadas; flechas azuis representam leucd6citos com nucleos lobulares
bem definidos; flechas vermelhas representam leucécitos amorfos e
desintegrantes. Barra de escala = 50um.

3.3 Drogas

Foram utilizados o cloridrato de fluoxetina (Cristélia, Brasil), que foi diluido

em solucéo salina 0,9% com 2% de Tween 80. Ja a finasterida (Zhejiang Xianju

Junye Pharmaceutical Industry Co., China) foi diluida solu¢éo salina 0,9% com

5% Tween 80.

3.4 Aparato experimental

A camara de exposicdo a hipoxia (Figura 3) é constituida por uma arena
cilindrica (25 cm de diametro) com paredes de acrilico transparente (35 cm
de altura), vedada hermeticamente, contendo 2 valvulas. A primeira,
localizada na parte superior da cAmara, é conectada & uma bomba de ar e
um cilindro de nitrogénio (N2), enquanto a segunda, localizada na parte
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inferior da cdmara, € acoplada a um analisador de gas (ML206 Gas Analyzer;
AD Instruments, Australia), que monitora continuamente as concentracdes
dos gases dentro da camara. A hipoxia € induzida pela administracdo de N2
a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min, por aproximadamente 4 minutos. As
concentracdes de Oz monitoradas pelo analisador de gas foram exibidas em

um software (PowerLab) executando o programa Chart 5 (AD Instruments).

,ynalisador de gas

25cm .

Figura 3: Camara experimental utilizada na exposi¢éo de ratos a hipoxia

3.5 Protocolo experimental

Experimento 1: Comparacdo do comportamento de ratos e de ratas, nas

diferentes fases do ciclo estral, apds a exposicdo ao teste da hipdxia, e

analise do perfil de ativacdo neuronal através de imunoistoguimica de

dupla-marcacao para c-Fos e TPH no NDR e na SCP
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Procedimento comportamental

Um dia antes do desafio de hipoxia e 15 minutos apds a realizacdo do
esfregaco vaginal, ou da simulacédo feita em machos, cada animal foi colocado
individualmente na camara experimental. Durante esta sesséo de habituacao, ar
ambiente foi liberado na camara a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min por 15 minutos,
para familiarizar os animais ao fluxo de gas e ao som do jato de ar e para evitar
uma reacao neofdbica a exposicao subsequente a camara. Vinte e quatro horas
depois, uma nova coleta, ou simulacdo de esfregaco vaginal, foi realizada no
horario regular e, 15 minutos depois, os animais foram colocados novamente na
camara experimental e submetidos ao desafio de hipoxia (grupo HOX), ou
expostos ao ar atmosférico (grupo controle norméxia - NOX). Para todos os
grupos, o ar ambiente foi liberado na camara a uma taxa de fluxo de 4,5 L/min
durante os primeiros 5 minutos. Para os animais alocados aleatoriamente no
grupo HOX, o N2 foi entéo liberado na camara (4,5 L/min) por aproximadamente
4 minutos para atingir gradualmente uma concentracdo de 7% de O2. Neste
ponto, a infusédo de N2z foi suspensa e a condi¢cdo de hipdxia foi mantida por 6
minutos. Para os animais do grupo controle, o ar atmosférico foi liberado, na
mesma vazao, pelo restante do periodo de teste (10 minutos). Os ratos foram

entdo removidos da camara e devolvidos a sua caixa de origem.

Os seguintes grupos foram formados: machos em normoxia (machos/NOX,
n = 5), machos em hipoxia (machos/HOX, n = 13), fémeas em normoxia
(feméas/NOX, n = 10) e fémeas em hipdxia (fémeas/HOX, n = 38). Este ultimo
grupo foi subdividido nos seguintes grupos, de acordo com o estagio do ciclo
estral: proestro (PRO/HOX, n = 10), estro (EST/HOX, n = 8), metaestro
(MET/HOX, n = 10) e diestro (DI/HOX, n = 10).

O comportamento dos animais foi registrado durante todo o experimento
usando uma camera de video conectada a um gravador de DVD. O namero de
saltos, considerados como tentativas de fuga, durante o desafio de hipoxia, foi
computado manualmente off-line por um experimentador cego para o0s
tratamentos utilizados. A atividade locomotora foi avaliada registrando-se a

distancia total percorrida nos primeiros 5 minutos do teste, quando os animais
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foram expostos ao ar atmosférico. Para esta andlise, foi utilizado um sistema de
rastreamento de video (ANY-Maze, EUA).

Coleta e preparacao tecidual

Duas horas apés o experimento, os animais foram profundamente
anestesiados com uretana (1,25 g/kg; Sigma, EUA) e entdo perfundidos
transcardialmente com solugéo salina tamponada com fosfato 0,01 M (PBS, pH
7,4), seguido de paraformaldeido a 4% em PBS (pH 7,4) a 4°C. Os cérebros
foram imediatamente removidos, pés-fixados por 2 horas na mesma solucao
fixadora, lavados em PBS e, em seguida, imersos em solucao crioprotetora (30%
de sacarose em PBS 0,2M, pH 7,4) a 4°C por 5 dias. Em seguida, os cérebros
foram rapidamente congelados em isopentano em gelo seco e armazenados a -
20°C. Seccdes coronais seriais de 40 um de espessura contendo o NDR e a
SCP foram cortadas em trés sets usando um criostato (Leica Microsystems,
Alemanha) e armazenadas em PBS. Apenas um dos trés sets foi utilizado para

realizar a imunoistoquimica.

Procedimento imunoistolégico

As secbes do encéfalo contendo o NDR e SCP foram duplamente
imunomarcados para proteina c-Fos e TPH, usando uma metodologia de
imunoistoquimica “free floating” conduzida em um agitador orbital. O protocolo
utilizado foi baseado em estudo anterior em nosso laboratério (VILELA-COSTA
et al., 2019). Primeiramente, a coloracdo para c-Fos foi realizada da seguinte
forma: os cortes foram lavados 3 vezes em PBS e a peroxidase enddgena foi
inativada por imersdo em peroxido de hidrogénio a 1% em PBS por 10 minutos,
seguido de lavagem em PBS 4 vezes. As seccdes de tecido foram entéo
incubadas em uma solu¢éo bloqueadora de 1% de albumina sérica bovina (BSA)
em PBS por 30 minutos e, depois, incubadas durante a noite com um anticorpo
policlonal de coelho anti-c-Fos (ABE457, 1:1000; Merck, Alemanha). Apoés
incubagdo no anti-soro primario, os cortes foram lavados em PBS e,
posteriormente, incubados por 2 horas com anticorpo de cabra anti-coelho
biotinilado (1:1000, Vectastain; Vector Laboratories, EUA). Os cortes de tecido

foram entdo incubados por 2 horas em complexo avidina-biotina (kit Vectastain
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ABC, Vector Laboratories). A imunorreatividade de c-Fos foi revelada apés a
imersdo dos cortes em uma solucéo contendo 0,02% de tetracloridrato de 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), 0,0015% de peréxido de hidrogénio e 0,05% de sulfato

de niquel aménio em PBS por 10 minutos.

Apéds a conclusdo da imunocoloracdo para c-Fos, as secdes de tecido
foram lavadas 4 vezes em PBS e processadas para imunocoloracéo TPH. Para
isso, os cortes foram incubados durante a noite com anticorpo policlonal anti-
TPH de ovelha (AB1541, 1:1000; Millipore, EUA). ApGs a incubacé&o no anticorpo
primério, os cortes foram lavados em PBS, sequencialmente incubados por 2
horas com anticorpo anti-ovelha biotinilado (PK-6106, 1:1200; Vectastain, Vector
Laboratories) e lavados 3 vezes com PBS. Os cortes foram entédo incubados com
complexo avidina-biotina (kit Vectastain ABC, Vector Laboratories) por uma hora
e lavados 3 vezes em PBS. A imunorreatividade da TPH foi revelada apos a
imersédo dos cortes em uma solugéo contendo 0,02% de DAB e 0,0015% de
peréxido de hidrogénio em PBS por 10 minutos. As secdes foram entdo lavadas
4 vezes em PBS para parar a reacao. As sec¢des de tecido foram entdo montadas
em laminas de vidro revestidas com gelatina, desidratadas em uma série de
alcool graduada, clareadas em xilol e cobertas com laminula usando meio de

montagem histolégico Permount (Fisher Scientific, Reino Unido).

Andlises e quantificacoes

Para os procedimentos de imunoistoquimica, os encéfalos marcados
foram visualizados em um microscépio (Olympus DX50- Téquio, Japédo) e
fotomicrografias representativas foram feitas com uma camera digital conectada
a um computador com o software Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, EUA).
A imunocoloracéo c-Fos foi visualizada como produto de reacdo marrom-preto
localizado no nucleo. A imunorreatividade do TPH apresentou-se como produto
de imunorreagdo marrom-alaranjado, localizado no citoplasma e dendritos
proximais. Somente aqueles perfis imunorreativos com um limite bem definido e
produto de imunorreacdo estendendo-se até os dendritos proximais foram
aceitos para contagem. As contagens de células foram realizadas com

ampliagdo de 200x por um investigador cego aos grupos experimentais. O
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namero total de células imunorreativas c-Fos (c-Fos-IR), neurbnios
imunorreativos a TPH (TPH-IR), ou neurénios duplamente imunomarcados c-Fos
+ TPH (c-Fos + TPH-IR) nas diferentes subregides do NDR foram analisados em
quatro niveis do eixo rostrocaudal (a saber, eixos rostral, médio-rostral, médio-
caudal e caudal). J& com relacdo as colunas da SCP, o niumero de células c-
Fos-IR foi quantificado em trés niveis do eixo rostrocaudal (a saber, eixos rostral,
meédio e rostral). As divisdes e coordenadas do NDR e SCP utilizadas neste
estudo foram realizados com base em estudos anteriores (SPIACCI; COIMBRA;
ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et al., 2019; YAMASHITA et al., 2017). Em
cada nivel, duas a trés sec¢Bes imunomarcadas foram selecionadas para
contagem e os resultados obtidos foram calculados em média. Em cada seccéo,
uma area conhecida foi desenhada eletronicamente para delinear os limites dos
diferentes subnucleos do NDR ou SCP, conforme definido no atlas de Paxinos e
Watson (2006). O namero de células marcadas dentro da area foi contado e a

densidade celular (células/mm?) calculada.

As amostras do NDR variaram entre -6,84 e -9,00 mm caudal ao bregma.
As subdivisbes analisadas foram: o DRD no nivel rostral (-6,84 a -7,08 mm do
bregma), o DRD, DRV e nas alDR no medio-rostral (-7,20 a -7,80 mm do bregma)
e médio-caudal (-7,92 a -8,28 mm do bregma), e o DRC e DRI no nivel caudal (-
8,52 a -9,00 mm do bregma). O numero de células nas alDR foi a soma das
células contadas nos lados direito e esquerdo deste subnudcleo. Na SCP, o
namero de células c-Fos-IR foi analisado da seguinte forma: nos niveis rostral (-
6,60 a -6,84 mm do bregma) e médio (-7,32 a -7,80 mm do bregma), as colunas
contabilizadas foram a dmSCP, dISCP, ISCP e vISCP. No nivel caudal (-8,28 a -
8,52 mm do bregma), as colunas investigadas foram a dmSCP, ISCP e vISCP.
O numero de células contabilizadas em cada sec¢édo contendo a dISCP, ISCP
ou VISCP representa a soma das células contadas nos lados esquerdo e direito

dessas colunas.

Nesse experimento, comparamos o efeito da hipdxia em cortes encefalicos
de machos e de fémeas em proestro (baixa resposta comportamental a hipdxia)
e diestro (resposta comportamental aumentada a hipéxia). Em relacéo ao grupo
controle (normoxia) de fémeas, uma vez que 0s experimentos ndo indicaram

diferencas comportamentais entre as fases do ciclo estral, o grupo fémeas/NOX
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formado para as analises imunoistoldgicas incluiu cortes encefalicos de todas as
quatro fases do ciclo (PRO = 1; EST = 3; MET =1, DI = 2).

Para quantificacdo, selecionamos o material em que a coloracdo
imunoistologica foi ideal. Por isso, o nUmero de animais utilizados para a analise

imunoistoquimica € menor do que para as analises comportamentais.

Experimento 2: Analise do efeito da administracido aguda e sist€mica de

FLX (1,75 e 10 ma/kg) no comportamento e no padrdo de ativacao neural

do NDR e da SCP em ratas em diestro expostas a hipoxia.

Nesse experimento, foram utilizadas apenas fémeas em diestro. As ratas
foram manipuladas diariamente pelo experimentador e submetidos a coleta de
esfregaco vaginal por 5 dias para avaliacdo da regularidade do ciclo, conforme
ja descrito. Esse procedimento diario foi entdo continuado até a observacao da
proxima fase de metaestro. Neste dia, 15 minutos apés a coleta do esfregaco
vaginal, os animais foram colocados individualmente na gaiola experimental por
15 minutos para se habituarem as condi¢cdes do teste, conforme descrito no
experimento anterior. Posteriormente, no mesmo dia, entre 16:30 e 17:00 h, ap6s
serem alocados aleatoriamente em seus grupos de tratamento, 0s animais foram
injetados intraperitonealmente (i.p.) com FLX 1,75 ou 10 mg/kg ou solucdo
veiculo. No dia seguinte, no horério regular da manha (8:00-9:00 h), uma nova
coleta de esfregaco vaginal foi realizada para confirmar que as fémeas estavam
em diestro. Nos casos positivos, 15 minutos depois, elas foram injetadas com
FLX (1,75 ou 10 mg/kg i.p.) ou solugdo de veiculo, em concordancia com a
administracdo realizada no dia anterior. Uma hora depois, todos os animais
foram submetidos ao desafio de hipdxia, conforme descrito no experimento 1.
Foram formados os seguintes grupos: veiculo (n = 8), FLX 1,75 mg/kg (FLX 1,75,
n =8) e FLX 10 mg/ kg (FLX 10, n = 8).

A dose baixa de FLX e o protocolo de injecéo foram selecionados com base
em estudos anteriores (DEVALL et al., 2015; MACHADO FIGUEIREDO et al.,
2019). Ja a maior dose foi baseada também em estudos anteriores (SPIACCI et
al., 2015; VILELA-COSTA et al., 2019).
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Da mesma forma que no primeiro experimento, a perfusdo e a coleta dos
encéfalos foram realizados duas horas ap0s o teste comportamental. Os
procedimentos subsequentes ao teste comportamental foram feitos conforme

descritos no experimento 1.

Experimento 3: Investigacdo dos efeitos da administracdo aguda e

sistémica de finasterida no comportamento de ratas no proestro e diestro

submetidas a hipéxia.

Nesse experimento, as ratas passaram pelos procedimentos de manuseio
e esfregaco vaginal conforme descritos na sessdo 3.3. O esfregaco diario
continuou até a observacao da proxima fase de metaestro ou diestro. Nesse dia,
15 minutos apés a coleta do esfregaco vaginal, os animais foram colocados
individualmente na gaiola experimental por 15 minutos para se habituar as
condicBes de teste. No dia seguinte, no horério regular da manha (8:00 - 9:00 h),
uma nova coleta de esfregaco vaginal foi realizada para confirmar que as ratas
estavam ou no diestro ou no proestro. Em casos positivos, 15 minutos depois,
elas foram injetadas sistemicamente (i.p.) com finasterida (FIN; 50 mg/kg) ou
solucdo veiculo. Ap6s 30 minutos, 0s animais passaram pelo teste
comportamental. Os seguintes grupos foram formados: PRO/Veiculo, n = 6;
PRO/FIN, n = 5; DI/Veiculo, n = 6; e DI/FIN, n = 6).

A dose utilizada e o método de diluicdo foram baseadas em estudos prévios
(FRAU et al., 2017a, 2017b; RHODES; FRYE, 2001).

3.6 Analise estatistica

No experimento 1, os dados comportamentais foram analisados por analise
de variancia (ANOVA) de duas vias tendo como fatores independentes o teste e
0 sexo. A ANOVA de uma via foi usada para comparar fémeas em diferentes
estagios do ciclo estral. No experimento 2, os dados comportamentais foram
analisados por ANOVA de uma via. Ja no experimento 3, os dados foram

analisados utilizando a ANOVA de duas vias, sendo os fatores independentes a
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fase do ciclo e o tratamento, além de teste t de Student entre 0s grupos nao

tratados farmacologicamente.

Quanto a contagem de células, no experimento 1, o nUmero de células c-
Fos-IR ou TPH-IR contadas no NDR e de células c-Fos-IR na SCP foi analisado
separadamente para machos e fémeas pelo teste t de Student e ANOVA de uma
via, respectivamente. No experimento 2, foi utilizada ANOVA de uma via.

Em todos os casos, quando apropriado, comparagbes post hoc foram
realizadas com o teste de Duncan. As andlises estatisticas foram realizadas no
software SPSS Statistics 20.0 (IBM SPSS Statistical, EUA). O nivel de
significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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Resultados



4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1: Comparagao do comportamento de
ratos e de ratas, nas diferentes fases do ciclo estral, apos a
exposicao ao teste da hipdxia, e analise do perfil de ativacao
neuronal através de imunoistoquimica de dupla-marcacao
para c-Fos e TPH no NDR e na SCP

4.1.1 Analises comportamentais

A figura 4A mostra que a exposi¢ao a hipdxia provocou saltos em direcédo
ao teto da camara de gas em ambos os sexos. Este comportamento ativo ndo
foi observado em nenhum dos animais expostos ao ar atmosférico. A ANOVA de
duas vias revelou um efeito significativo do desafio respiratério [F(1, 62) = 12,36;
p < 0,001], mas néo do sexo [F(1, 62) = 2,20; NS], nem intera¢do entre o desafio
e o sexo [F(1, 62) = 2,20; NS]. Quando apenas machos e fémeas expostas a
hipoxia sdo avaliados, o teste t de Student mostrou que as fémeas expressam

maior nimero de saltos do que os machos [t(48) = 6,117; p < 0,001].

Para avaliar o efeito da hipoxia nas diferentes fases do ciclo estral, as
fémeas foram subdivididas de acordo com a fase do ciclo, com base na citologia
vaginal. As ratas em todas as fases saltaram durante a hipoxia, mas esse
comportamento foi maior nas fémeas em diestro (Figura 4B). A ANOVA de uma
via mostrou uma diferenca significativa entre as fases do ciclo estral [F(3, 37) =
4,41; p <0,01) e as comparacdes post hoc mostraram que as fémeas em diestro

saltaram significativamente mais do que aquelas na fase de proestro.
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Figura 4: (A) Numero de saltos realizados por machos e fémeas durante a exposicao ao
ar atmosférico (normoxia - NOX) ou 7% O2 (hipéxia - HOX) (machos/NOX, n = 5;
machos/HOX, n = 13; fémeas/NOX, n = 10; fémeas/HOX, n = 38). (B) Efeito da
exposicao a hipoxia de fémeas em diferentes fases do ciclo (proestro - PRO/HOX, n =
10; estro - EST/HOX, n = 8; metaestro - MET/HOX, n = 10; diestro - DI/HOX, n = 10) no
namero de saltos. Os dados sdo expressos como média * erro-padréo médio (EPM). *p
< 0,01 e **p < 0,001 em relacdo ao respectivo grupo controle (NOX); &p<0,001 em
relacdo ao grupo PRO/HOX.

Com relacdo a atividade locomotora nos 5 minutos iniciais do teste, a
Tabela 1 mostra que ndo houve diferenca significativa entre os grupos quando
comparados machos e fémeas [Sexo: F(1,62) = 0,60, NS; Teste: F(1,62) = 3,47,
NS; Interacdo: F(1,62) = 0,10, NS] e fémeas nas diferentes fases do ciclo [F(3,37)
= 1,23, NS].
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Tabela 1: Distancia percorrida (Média + EPM) sob normédxia durante os primeiros cinco

minutos de teste de animais do experimento 1.

Sexo/Teste Distancia percorrida (m) £ EPM
Machos
NOX 3,14 + 0,40
HOX 3,80+0,34
Fémeas
NOX 3,47 £ 0,22
HOX 3,94 + 0,15
Ciclo Estral
PRO/HOX 4,41 + 0,39
EST/HOX 3,85+ 0,30
MET/HOX 3,68 £ 0,22
DI/HOX 3,82+0,24

Nesse experimento, os dados foram primeiramente analisados pela ANOVA de duas vias, tendo
como fatores independentes o teste e 0 sexo. Na sequéncia, para comparacao das fases do ciclo
estral, a ANOVA de uma via foi utilizada. NOX= norméxia, HOX= hip6xia, PRO= proestro, EST=

estro, MET= metaestro, DI= diestro.

4.1.2 Analises imunoistoldgicas

Tanto nos ratos machos quanto nas fémeas, as células TPH-IR estavam

presentes em todo o NDR, mas ndo na SCP (Figura 5). O produto de

imunorreagdo nuclear para c-Fos em marrom-preto foi observado em todos os

subnucleos do NDR e em todas as diferentes colunas da SCP (Figura 5).
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Figura 5: Fotomicrografias representando células c-Fos-IR e TPH-IR nas alDR (a-d)
e c-Fos-IR na dmSCP (e-h) de animais representativos dos diferentes grupos
testados no experimento 1. Caixas pretas no canto inferior direito de cada painel
indicam regides mostradas em maior ampliacdo. As pontas de seta brancas indicam
células TPH-IR; pontas de seta cinza indicam células c-Fos-IR. Aq = aqueduto
cerebral. Barra de escala = 100 ym (a—e) e 50 ym (f).
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Quanto ao NDR, a exposicdo ao desafio de hipdxia ndo alterou o numero

de células TPH-IR presentes nos diferentes subnucleos em machos no eixo
rostral [DRD: t(7) = 0,66; NS], médio-rostral [DRD: t(7) = 0,19; NS, DRV: t(7) =
2,71; NS, alDR: t(7) = 0,11; NS], médio-caudal [DRD: t(7) = 0,27; NS, DRV: t(7)
= 0,12; NS, alDR: t(7) = 1,17; NS] e caudal [DRC: t(7) = 0,14; NS, DRI: t(7) =
2,04; NS] ou em fémeas no eixo rostral [DRD: F(2,18) = 2,11; NS], médio-rostral
[DRD: F(2,18) = 0,82; NS, DRV: F(2,18) = 1,67; NS, alDR: F(2,18) = 0,60; NS],
médio-caudal [DRD: F(2,18) = 1,00; NS, DRV: F(2,18) = 1,06; NS, alDR: F(2,18)
=1,76; NS] e caudal [DRC: F(2,18) = 0,21; NS, DRI: F(2,18) = 0,34; NS] (Tabela

2).

Nenhuma célula c-Fos + TPH duplamente marcada foi detectada no NDR.

Tabela 2: Numero (media £+ EPM) de neurdnios TPH-IR medidos nos diferentes subnudcleos do

NDR no experimento 1.

Numero de neurénios TPH-IR mm? + EPM

Nivel

Rostrocaudal

(mm do

bregma) ~
Subnucleo Machos/NOX Machos/HOX Fémeas/NOX PRO/HOX DI/HOX

-6,84 a -7,08 DRD 523,91 + 21,26 561,21 + 26,32 470,34 + 30,80 398,20 + 22,86 507,02 + 46,23

-7,20a-7,80 DRD 413,23 £ 9,61 503,63 + 35,80 426,24 + 24,06 476,02 + 31,79 464,74 + 28,89
DRV 571,74 + 15,56 657,60 + 23,11 591,11 + 29,12 646,16 + 22,00 646,81 + 22,02
alDR 380,00 + 19,67 334,77 £ 22,27 373,47 + 15,78 348,67 + 23,46 379,16 + 21,13

-7,92 a-8,28 DRD 369,08 + 20,13 387,76 + 29,00 340,19+ 9,10 365,38 + 24,26 384,25 + 28,33
DRV 430,69 + 35,91 444,04 + 22,09 464,16 + 16,11 509,92 + 49,94 437,45 + 34,79
alDR 122,85 + 6,83 119,42 +£ 13,08 115,02 £+ 3,45 133,19+ 7,72 113,57 + 10,03

-8,52 a -9,00 DRC 451,34 + 27,51 467,96 + 22,80 410,82 + 25,52 419,65 + 35,19 433,98 + 20,30
DRI 553,41 + 73,97 621,55 + 18,26 545,87 + 37,97 577,16 + 49,98 595,01 + 43,05

Neste experimento, os dados foram submetidos a testes estatisticos distintos. Os dados de machos foram submetidos ao teste T de
Student e das fémeas foi submetido a ANOVA de uma via, em cada subnucleo ao longo do eixo rostro-caudal. NOX: normoéxia; HOX:
hipéxia; PRO: proestro; DI: diestro; DRC: caudal; DRD: dorsal; DRI: interfascicular; DRV: ventral; alDR: asas laterais; TPH: triptofano
hidroxilase
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Com relagdo a ativagdo neuronal do NDR, nos machos, a exposi¢do a
hipdxia, induziu um aumento significativo no namero de células c-Fos-IR nas
alDR nos eixos médio-rostral [t(7) = 11,27; p < 0,001] e médio-caudal [t(7) = 5,92;
p < 0,001], mas ndo em outros subnucleos. Nas fémeas, a ANOVA de uma via
também revelou um aumento em c-Fos-IR nas alDR tanto no eixo médio-rostral
(F(2, 18) = 112,14; p <0,001) quanto no médio-caudal [F(2, 18) = 47,14; p <
0,001], mas ndo em outras regides do NDR (Figura 6). O teste post hoc revelou
que este efeito € significativo na fase de diestro, quando o niumero de células c-
Fos-IR aumentou cinco vezes em compara¢ao com o grupo normoxia. Ratas em
proestro mostraram um aumento muito menor (duas vezes), mas significativo,

nas células marcadas apenas nas alDR no nivel médio-rostral.
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Figura 6: Namero (média + EPM) de células c-Fos-IR contadas nos diferentes
subnucleos do NDR de machos e fémeas expostos a normoxia ou a hipdxia
(machos/NOX, n = 4; machos/HOX, n = 5; fémeas/NOX, n = 7; PRO/HOX, n = 6;
DI/HOX, n = 8). * p <0,01 e ** p <0,001 em comparag¢do com o respectivo grupo
controle (NOX); + p <0,001 em comparac¢ao com todos 0s outros grupos.
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Quanto a ativacao neuronal na SCP, numeros semelhantes de células c-
Fos-IR estavam presentes em todas as colunas de machos e fémeas mantidos
em normoxia (Figura 7). ApGs a exposi¢ao a hipdxia, os machos apresentaram
um aumento significativo no nimero de neurénios c-Fos-IR na dmSCP, nos
niveis rostral [t(7) = 4,83; p < 0,01], médio [t(7) = 5,43; p < 0,001] e caudal [t(7) =
4,50; p < 0,01] e também na vISCP no nivel mais rostral [t(7) = 2,06; p < 0,01]
(Figura 7). Nas fémeas, a ANOVA de uma via também mostrou diferencas
significativas entre os grupos na dmSCP, nos niveis rostral [F(2, 18) = 16,15; p
<0,001], médio [F(2, 18) =39,77; p <0,001] e caudal [F(2, 18) =58,47; p < 0,001]
e também na vISCP rostral [F(2, 18) = 6,76; p < 0,01]. O teste post hoc mostrou
que em todos os niveis da dmSCP, a exposicdo a hipéxia aumentou o numero
de células c-Fos-positivas, tanto durante a fase de proestro quanto de diestro,
guando comparado com a nhorméxia. No entanto, o efeito foi mais de duas vezes
maior durante o diestro quando comparado ao proestro. Como observado em
ratos machos, as fémeas em diestro, mas ndo aquelas em proestro, também
apresentaram um aumento significativo no numero de células c-Fos-IR na vISCP

rostral durante a hipoxia (Figura 7).
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Figura 7: Namero (média + EPM) de células c-Fos-IR contadas nas diferentes
colunas da SCP de machos e fémeas expostos a normoéxia ou a hipoxia
(machos/NOX, n = 4; machos/HOX, n = 5; fémeas/NOX, n = 7; PRO/HOX, n =
6; DI/HOX, n = 8). * p <0,01 e ** p <0,001 em comparacdo com 0 respectivo
grupo controle (NOX); + p <0,001 em comparac¢do com todos 0s outros grupos.

4.2 Experimento 2: Analise do efeito da administracao
aguda e sistémica de FLX no comportamento e no padrao
de ativacao neural do NDR e da SCP em ratas em diestro
expostas a hipoxia.

4.2.1 Analises comportamentais

Neste experimento, testamos se o tratamento agudo com FLX (1,75 ou 10
mg/kg) evitaria 0 aumento do numero de saltos observados em fémeas no diestro
submetidas ao desafio de hipoxia (Figura 8). A ANOVA de uma via revelou uma

diferenca significativa entre os grupos de tratamento [F(2, 21) = 45,35; p < 0,001]
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e o teste post hoc mostrou que as fémeas que receberam a dose mais baixa
(1,75 mg/kg), mas ndo a mais alta (10 mg/kg) de FLX, saltaram

significativamente menos do que 0s animais tratados com solucao veiculo.
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Figura 8: Efeito do tratamento (i.p.) com FLX (1,75 ou 10 mg/kg, h = 8 cada grupo) ou
solugédo de veiculo (n = 8) no nimero de saltos de ratas em diestro expostas ao desafio
de hipdxia. Os dados sédo expressos como média £+ EPM. +p < 0,001 em relagdo aos
demais grupos.

N&do foram observadas diferencas entre os grupos na atividade

locomotora [F(2,21) = 1,80, NS], como pode ser observado na tabela 3.

Tabela 3: Distancia percorrida (Média + EPM) sob normdéxia durante os cinco primeiros

minutos de teste de fémeas em diestro no experimento 2.

Grupo Experimental Distancia percorrida (m) £ EPM
Veiculo 3,67 £0,27
FLX 1,75 3,32+ 0,46
FLX 10 2,79 0,23

Nesse experimento a ANOVA de uma via foi utilizada. FLX= fluoxetina
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4.2.2 Analises imunoistoldgicas

Da mesma maneira que no experimento 1, nesse experimento as células

TPH-IR estavam presentes em todos os subnudcleos do NDR das fémeas em

diestro. No entanto, nenhuma célula duplamente marcada para c-Fos e TPH foi

detectada. Ndo foram encontradas diferencas significativas no nuamero de
células TPH-IR no eixo rostral [DRD: F(2,17) = 1,44; NS], médio-rostral [DRD:
F(2,17) = 2,09; NS, DRV: F(2,17) = 1,35; NS, alDR: F(2,17) = 0,90; NS], médio-
caudal [DRD: F(2,17) =1,30; NS, DRV: F(2,17) =1,92; NS, alDR: F(2,17) = 1,25;
NS] e caudal [DRC: F(2,17) = 0,21; NS, DRI: F(2,17) = 0,92; NS] entre 0s grupos
testados (Tabela 4).

Tabela 4: Numero (média £+ EPM) de neurdnios TPH-IR medidos nos diferentes
subnucleos do NDR no experimento 2

Nivel
Rostrocaudal

(mm do bregma)

Subncleos

Ndmero de neurdnios TPH-IR em mm2+ EPM

Veiculo

FLX 1.75

FLX 10

-6.84 a -7.08

-7.20a-7.80

-7.92 a -8.28

-8.52a-9.00

DRD

DRD

DRV

alDR

DRD

DRV

alDR

DRC

DRI

380,81 + 40,02
449,22 + 15,43
616,73 + 35,24
644,55 * 36,35
525,74 + 32,48
590,54 + 25,43
253,64 + 37,80
641,22 + 48,37

854,56 + 95,22

396,00 + 33,86
392,01 + 24,50
606,09 + 32,55
623,86 + 51,86
456,22 + 39,91
528,91 + 28,28
284,83 + 28,08
632,12 + 27,03

794,64 + 36,68

368,97 + 29,50
413,88 + 20,10
534,97 + 45,10
559,44 + 46,93
463,51 + 26,19
517,26 + 32,32
216,63 +17,19
605,32 + 41,63

947,85 + 94,93

Nesse experimento, a ANOVA de uma via foi performada para cada subnucleo no eixo rostro-
caudal. DRC= caudal, DRD= dorsal, DRI= interfascicular, DRV= ventral, aIDR= asas laterais,
TPH= triptofano hidroxilase, FLX= fluoxetina.
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No que tange a ativacdo neuronal no NDR, a fluoxetina teve um efeito
significativo na expressao de c-Fos evocada pela hipdxia nas alDR (Figura 9). A
ANOVA de uma via mostrou diferencas significativas entre os grupos no niumero
de células c-Fos-IR nas alDR nos eixos medio-rostral [F(2, 17) =47,05; p <0,001]
e médio-caudal [F(2, 17) = 34,27; p < 0,001]. O teste post hoc revelou que o
namero de células c-Fos-IR de fémeas em diestro tratadas com a dose mais
baixa de fluoxetina (1,75 mg/kg) foi significativamente menor do que no grupo
controle tratado com veiculo. Curiosamente, a dose mais alta de fluoxetina (10

mg/kg) ndo teve efeito na expressédo de c-Fos nas alDR.
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Figura 9: Niomero (média + EPM) de células c-Fos-IR contadas nos diferentes
subnicleos do NDR de fémeas em diestro tratadas com solucdo veiculo ou
fluoxetina (FLX 1,75 ou 10 mg/kg) e submetidas ao desafio de hipdxia (veiculo, n =
7, FLX 1,75, n =7; FLX 10, n = 6). Os dados sdo expressos como média = SEM. +p
< 0,001 em comparacdo com todos 0S outros grupos.
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Quando avaliamos a SCP, a dose mais baixa de fluoxetina (1,75 mg/kg) foi
capaz também de produzir uma reducdo de mais de 50% na expressao de c-
Fos-IR apds a hipdxia em fémeas no diestro. Este efeito foi confinado a dmSCP,
nos niveis rostral [F(2, 17) = 37,27; p < 0,001], médio [F(2, 17) = 25,88; p < 0,001]
e caudal [F(2, 17) = 28,03; p < 0,001] (Figura 10). Assim como no NDR, a dose

mais alta de fluoxetina (10 mg/kg) n&o produziu efeito.
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Figura 10: Namero (média £+ EPM) de células c-Fos-IR contadas nas diferentes
colunas da SCP de fémeas em diestro tratadas com solugéo veiculo ou fluoxetina
(FLX 1,75 ou 10 mg/kg) e submetidas ao desafio de hipdxia (veiculo, n = 7; FLX
1,75,n=7; FLX 10, n = 6). Os dados séo expressos como média + SEM. +p < 0,001
em comparacao com todos 0s outros grupos.
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4.3 Experimento 3: Efeitos da administracdao aguda e
sistémica de finasterida no comportamento de ratas no
proestro e diestro submetidas a hipoxia.

A figura 11 mostra que o tratamento com a finasterida em fémeas no
proestro promoveu um numero maior de saltos quando comparadas ao seu
respectivo grupo veiculo, sem promover qualquer alteracdo comportamental na
fase de diestro. A ANOVA de duas vias ndo mostrou efeito da fase do ciclo estral
[F(1,19) = 0,03; NS], porém indicou o efeito do tratamento [F(1,19) = 9,50; p <
0,05] e também da interacdo entre os fatores [F(1,19) = 4,86; p < 0,05]. Como no
experimento 1, nas fémeas sem tratamento farmacolégico, as que estavam em

diestro saltaram mais do que as em proestro [t(10) = 2,25; p<0,05].
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Figura 11: Numero de saltos expressos por fémeas nas fases de proestro (PRO) e
diestro (DI) durante a exposi¢cdo a hipoxia ap6s a administragdo de veiculo ou
finasterida (FIN; 50 mg/kg) (PRO/Veiculo, n = 6; PRO/FIN, n = 5; DI/Veiculo, n = 6;
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DI/FIN, n = 6). #p<0,05 em relagdo ao grupo PRO/Veiculo; &p<0,05 em relacéo ao
grupo PRO/Veiculo.

A tabela 5 mostra que ndo ha diferencas entre 0s grupos experimentais
com relagéo a atividade locomotora medida nos primeiros 5 minutos de teste. A
andlise estatistica ndo apontou diferencas entre a fase do ciclo [F(1,19) = 0,04;
NS], tratamento [F(1,19) = 2,49; NS] ou interacdo entre os fatores [F(1,19) = 0,01,
NS].

Tabela 5: Distancia percorrida (Média + EPM) sob normdéxia durante os cinco primeiros
minutos de teste de fémeas em proestro e diestro tratadas com veiculo ou finasterida

(50 mg/kg) no experimento 3.

Grupo Experimental Distancia percorrida (m) £ EPM
PRO/Veiculo 3,02+0,44
PRO/FIN 2,37 £ 0,40
DI/Veiculo 2,91 +0,39
DI/FIN 2,31+0,33

Neste experimento, a ANOVA de duas vias foi utilizada. PRO= Proestro, DI= Diestro, FIN=
Finasterida
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5. DISCUSSAO

Na primeira parte do presente estudo, buscamos avaliar o efeito do sexo e
da fase do ciclo estral de ratas e ratos da linhagem Sprague Dawley no

comportamento de fuga avaliado no teste da hipoxia.

Os resultados comportamentais mostraram que machos e fémeas sé&o
sensiveis ao teste da hipOxia, ou seja, que estes animais saltam em dire¢do ao
teto da camara em resposta a baixa concentracdo de Oz, comportamento este
interpretado como uma resposta de fuga. No que concerne as diferencas
sexuais, as fémeas enquanto um grupo unico, sem diferenciar as fases do ciclo,
se mostraram mais responsivas ao teste do que os machos, sendo que estas
saltaram o dobro em comparacédo a eles. Quando o ciclo estral € levado em
consideracdo, maiores diferencas sdo observadas. As ratas na fase de diestro
tiveram um nivel de resposta significativamente maior quando comparadas a

fase de proestro.

E valido mencionar que a questdo do aumento de saltos no teste da hipdxia
durante o diestro ndo é um fator secundario relacionado a alteracdes na atividade
motora dos animais, uma vez que a locomocdo medida durante a normoxia
imediatamente antes de iniciar o desafio de hipdéxia, ndo foi afetada pelo estagio
do ciclo estral. Além disso, sabe-se que, embora a exposicao a hipdxia seja
conhecida por provocar alteracdes fisioldégicas que incluem aumento significativo
da frequéncia respiratoria e do volume corrente (HAMASHIMA; SHIBATA, 2016;
LIN et al.,, 2005; PRETER; KLEIN, 2008; THOMAS; MARSHALL, 1995), a
resposta ventilatéria ndo é afetada pelo estagio do ciclo estral (MARQUES et al.,
2017). Portanto, ratas em todos os estagios de seu ciclo parecem ser igualmente
propensas a ter um acréscimo na demanda metabdlica devido ao aumento da
atividade de saltos. Dessa maneira, 0 aumento da reacao de fuga observado
durante o diestro parece ser, portanto, devido ao aumento da resposta emocional
em frente ao estressor, e ndo secundario a alteracgdes fisioldgicas induzidas pela

hipoxia.

Trabalhos prévios de nosso laboratério mostraram que ratos da linhagem

Wistar também séo responsivos ao teste da hipdoxia. No entanto, esses
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resultados foram inicialmente obtidos apenas com animais machos
(FERNANDES et al., 2019; SPIACCI et al., 2015). Dessa forma, € importante
ressaltar que o presente estudo é o primeiro trabalho a mostrar as diferencas
entre machos e fémeas, além do efeito das diferentes fases do ciclo estral neste
modelo experimental. Trabalho mais recente, realizado por Ferreira-Sgobbi e
colaboradores (2022), que conta com a minha co-autoria (ver anexo 8.2), mostra
que, como na linhagem Sprague-Dawley, ratas Wistar também expressam a
resposta de saltos durante a hipoxia. Ademais, quando analisadas as fases do
ciclo separadamente, o resultado vai de encontro ao observado aqui, ou seja, ha
fase de diestro as fémeas saltam mais em direcdo ao teto da camara
comparadas aquelas na fase de proestro (FERREIRA-SGOBBI et al., 2022).
Neste mesmo estudo, também foram avaliados os comportamentos desses
animais frente a um predador, uma serpente da espécie Bothrops alteratus. Os
autores mostraram que tanto machos quanto fémeas tém um aumento nos
comportamentos de avaliacdo de risco, esquiva inibitéria e de fuga quando
colocadas frente a frente com o predador, além de uma diminuicdo na interacdo
com a cobra. Da mesma forma, quando avaliada a questdo do ciclo estral, as
ratas em metaestro e diestro tiveram uma frequéncia maior de fuga, quando
expostas a cobra, do que aquelas nas outras fases do ciclo, reforcando que nesta
fase as fémeas sdo mais susceptiveis ao panico (FERREIRA-SGOBBI et al.,
2022).

E ainda digno de nota que o aumento da responsividade & hipoxia pelas
fémeas em diestro parece estar em concordancia com outros dados da literatura
gue avaliaram o comportamento de roedores em testes de panico/medo. Como
ja mencionado na introducdo, o trabalho realizado por Devall e colaboradores
(2015) mostra que durante a estimulacéo elétrica da SCPd, as fémeas em diestro
tém um limiar menor para a evocacdo do comportamento de fuga em
comparacao as outras fases do ciclo (DEVALL et al., 2015). Outro estudo que
mostrou uma maior susceptibilidade das fémeas no diestro foi o realizado por
Machado-Figueiredo e colaboradores (2019). Nesse estudo, os pesquisadores
avaliaram a vocalizacdo ultrassonica de ratos e ratas expostos ao estressor de
restricdo de isolamento, uma resposta relacionada ao grau de aversédo a

situacdo. Sendo assim, o resultado mostrou que na frequéncia de 20 a 22 kHz,
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as fémeas em diestro vocalizaram mais que aquelas em outras fases do ciclo,
demonstrando a aversdo aumentada a situacdo durante esse periodo do ciclo
(MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019).

Curiosamente, no modelo do LTE, os resultados ndo pareceram ir na
mesma direcdo. O estudo realizado por Gouveia Jr e colaboradores (2004)
mostra que durante a esquiva inibitoria as ratas em diestro iniciam o teste ficando
mais tempo no braco fechado comparadas aquelas em outras fases do ciclo,
sugerindo que nessa fase os niveis de ansiedade sdo mais elevados. No entanto,
quando a fuga é avaliada, nenhuma diferenca é encontrada entre 0s grupos
analisados (GOUVEIA et al., 2004).

Os trabalhos supramencionados sdo 0s poucos que buscaram avaliar a
diferenca do ciclo estral com comportamentos relacionados ao panico. A grande
maioria dos trabalhos que se preocuparam em avaliar a influéncia do ciclo foram
realizados em testes de ansiedade. Em revisdo recente, Lovick e Zangrossi
(2021) abordaram com mais detalhes essa questdo. Por exemplo, no LCE
alguns trabalhos mostram n&o haver diferengcas entre as fases do ciclo
(FERNANDEZ-GUASTI et al., 1999; MOLINA-HERNANDEZ et al., 2013; NIN et
al., 2012; SAKAE et al., 2015; SANTOS et al., 2014; SCHOLL et al., 2019),
enquanto em outros, as ratas em diestro se mostraram mais ansiosas do que as
que estavam em outras fases (DIAZ-VELIZ; DUSSAUBAT; MORA, 1997; FRYE;
PETRALIA; RHODES, 2000). Isso também ocorre no LTE e no campo aberto,
nos quais, ou sdo encontrados resultados negativos (HIROI; NEUMAIER, 2006;
SANTOS et al., 2014), ou as fémeas em diestro se mostram mais ansiosas
(FRYE; PETRALIA; RHODES, 2000; GOUVEIA et al., 2004).

Apesar de ndo serem claras as razdes para esses resultados conflitantes,
alguns fatores devem ser levados em consideracao. Por exemplo, nos estudos
utilizando o LCE, h& a formacéo de grupos através da juncéo de dados das fases
do ciclo, geralmente proestro/estro e metaestro/diestro, o que dificulta uma
analise mais apropriada da questao, ja que em cada fase do ciclo os niveis
hormonais de progesterona e estrogénio sao diferentes e em constante mudanca
(DONNER; LOWRY, 2013).
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Os nossos resultados, bem como os outros ja apontados, destacam a fase
de diestro como sendo aquela com maior reatividade a estimulos panicogénicos.
Como ja mencionado anteriormente, um evento importante que ocorre nessa
fase do ciclo em comparacdo com as outras é a queda abrupta nos niveis de
progesterona e, consequentemente da ALLO. Tendo em vista essa situagéo, na
segunda parte do projeto, buscamos analisar a influéncia da administracdo de

FLX no comportamento de ratas submetidas a hipoxia.

Apesar do conhecimento de que a FLX € um antidepressivo muito utilizado
na clinica para tratamento do transtorno de ansiedade generalizada e do panico
por alterar a neurotransmisséo serotonérgica, a dose eficaz da droga utilizada
nesse teste (1,75 mg/kg) esta abaixo do limite para os efeitos sobre a
neurotransmissé@o serotonérgica (DEVALL et al., 2015; HERVAS; ARTIGAS,
1998; PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2009). No entanto, essa dose ja mostrou
possuir propriedades esteroidogénicas, ou seja, que levam a um aumento na
concentracdo do metabdlito neuroativo da progesterona, a ALLO (DEVALL et al.,
2015; FRY et al., 2014; PINNA; COSTA; GUIDOTTI, 2009). Testamos também
o efeito da administracdo aguda da dose de 10 mg/kg, que comumente é
utilizada para se estudar o efeito da inibicdo seletiva da recaptacao de serotonina
em testes animais de ansiedade e de panico (POLTRONIERI; ZANGROSSI; DE
BARROS VIANA, 2003; VILELA-COSTA et al., 2019, 2021; ZANOVELI et al.,
2010).

Observamos que o aumento do comportamento de fuga observado durante
o diestro foi prevenido pelo tratamento de curto prazo com a dose de 1,75 mg/kg
de FLX, mas ndo com a de 10 mg/kg. Novamente, é improvavel que este efeito
seja devido a uma alteracdo da atividade motora, uma vez que a droga, nessas

doses, nédo teve efeito na locomocéo nos 5 minutos anteriores a hipéxia.

O efeito panicolitico da FLX em dose baixa encontrado aqui corrobora com
resultados de estudos anteriores em ratas usando outros testes
comportamentais (DEVALL et al., 2015; MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019).
Assim, no estudo realizado por Devall e colaboradores (2015), a dose de 1,75
mg/kg de FLX foi capaz de aumentar o limiar para a evocagao da fuga na

estimulacdo elétrica da SCPd na fase de diestro, ndo demonstrando efeito nas
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outras fases do ciclo (DEVALL et al., 2015). Ademais, no trabalho de Machado-
Figueiredo e colaboradores (2019), a mesma dose de FLX foi capaz de diminuir
0 numero de vocalizac¢des ultrassdnicas ndo somente na frequéncia de 20 a 22
kHz, como também nas frequéncias de 18 a 20 e 22 a 24 kHz, mostrando um
efeito anti-aversivo da droga. Curiosamente, uma Unica administracdo de FLX
no fim da tarde do metaestro, sem haver a segunda administracdo na manha do
diestro, foi ineficaz, sugerindo que a FLX precisa permanecer suficientemente
elevada por pelo menos 15 horas para evitar um aumento na excitabilidade do
circuito de panico (MACHADO FIGUEIREDO et al., 2019).

Em relacdo a dose maior de FLX, Zanoveli e colaboradores (2010)
mostraram que em ratos machos ela produz uma aumento modesto na
concentracdo extracelular de 5-HT na SCPd uma hora apés a administracéo
aguda (ZANOVELI et al., 2010). Em fémeas no diestro, Devall e colaboradores
(2015) mostram que a concentragdo de 5-HT na SCPd aumenta
significativamente ap6s uma dose unica de 10 mg/kg de FLX administrada 16
horas antes do teste, no fim da tarde do metaestro. Curiosamente nessas
fémeas, 0 mesmo protocolo de administracdo dupla de FLX na maior dose leva
a uma diminuigéo na concentragdo extracelular de 5-HT na SCPd. Dessa forma,
o resultado observado com a maior dose de FLX pode ter sido consequéncia da
ativacdo autorreceptores somatodendriticos 5-HT1A inibitorios presentes em
neurbnios serotonérgicos do NDR (uma importante fonte de neurbnios
serotonérgicos para a SCP), o que deprimiria a atividade deste grupo neuronal
(HAJOS et al., 2001; RUTTER; AUERBACH, 1993), reduzindo a liberag&o de 5-
HT na SCPd (DEVALL et al., 2015).

Na parte seguinte do presente estudo, buscamos investigar os mecanismos
subjacentes as mudancas comportamentais observadas frente ao desafio da
hip6xia e apds a administracdo de FLX. Fizemos isso através da observagdo do
padrao de ativacdo neuronal do NDR e da SCP refletido pela expressao de
células c-Fos-IR e TPH-IR.

Os resultados encontrados mostraram que, tanto em machos quanto em
fémeas, o desafio de hipdxia recrutou neurdnios nao-serotonérgicos nos

subnucleos alDR, dmSCP e, em menor extensao, na vISCP. Além disso, vale

87



ressaltar que essas areas do cérebro séo recrutadas tanto nas fémeas durante
0 proestro quanto no diestro, mas com o0 numero de neurdnios c-Fos-IR
significativamente maior na ultima fase do ciclo, refletindo o maior nivel de
resposta ao estimulo panicogénico. De maneira interessante, a administracdo da
FLX na dose de 1,75 mg/kg nas fémeas em diestro foi capaz de diminuir o
namero de células c-Fos-IR nos subnucleos supramencionados, 0 que nao

ocorreu no grupo administrado com a dose de 10 mg/kg.

Outros trabalhos de nosso laboratério também observaram um padréao de
ativagdo neuronal similar, porém utilizando o modelo do LTE. Nesses casos,
apos a expressao da fuga, os autores observaram o recrutamento das alDR e da
dSCP, sendo que essa ativacdo também ocorreu em neurbnios nao-
serotonérgicos (SPIACCI; COIMBRA; ZANGROSSI, 2012; VILELA-COSTA et
al., 2019). Ja com relacdo ao efeito da administracdo da FLX na dose de 1,75
mg/kg, vale ressaltar que este é o primeiro trabalho que mostra o seu efeito no
padrdo de ativacdo neuronal em estruturas encefalicas relacionadas ao panico.
Quanto a dose de 10 mg/kg, no estudo realizado por Vilela-Costa e
colaboradores (2019), os autores mostram que essa dose administrada de
maneira aguda também néo foi capaz de atenuar a ativacdo das aIDR e dmSCP
apos a exposicao dos animais aos bracos abertos do LTE (VILELA-COSTA et
al., 2019). Isto, no entanto, ocorre nos animais tratados cronicamente com essa
dose, quando ha um aumento da liberacdo de 5-HT na SCPd (ZANOVELI et al.,
2010).

E digno de nota que em nosso estudo, células serotonérgicas ndo foram
ativadas pelo desafio de hip6xia. Estudos realizados em machos também
mostram um nivel muito baixo, ou mesmo a auséncia de expressao de c-Fos em
células serotonérgicas de alguns subnucleos do NDR apoés diferentes desafios
estressantes (BARATTA et al., 2018; LOPES et al., 2016; ROCHE et al., 2003;
SPANNUTH et al, 2011; VILELA-COSTA et al, 2019). Problemas
metodolégicos também parecem improvaveis, pois em um estudo anterior,
também em machos, utilizando os mesmos métodos de processamento, foi
possivel ver o recrutamento de células serotonérgicas no NDR em ratos no LTE
apos tratamento crénico com FLX (VILELA-COSTA et al., 2019). Desse modo,

pode haver diferencas sexuais no recrutamento de neurénios serotonérgicos nas
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fémeas pelos estimulos panicogénicos ou, alternativamente, o c-Fos pode néo

ser o marcador mais adequado de ativacao neuronal neste caso.

Por outro lado, vale a pena notar que outro estudo em ratos utilizando
exposicdo ao CO:2 (hipercapnia), os invés de Og, relatou ativacdo de células
serotonérgicas no NDR, bem como na vISCP (JOHNSON et al.,, 2005).
Recentemente, nosso laboratdrio realizou um estudo em ratos para comparar a
ativacao funcional do NDR e da SCP em resposta a hipoxia e hipercapnia (dados
nao publicados). Os resultados encontrados confirmam os achados anteriores,
mostrando uma ativacdo de neurbnios serotonérgicos no NDR em resposta ao
COg2, porém que esta populacao nao é significantemente ativada na exposi¢ao a
hipoxia. Além disso, no estudo realizado por Johnson e colaboradores (2011) os
autores mostram uma ativacdo funcional de neurbnios em toda a SCP em
resposta ao CO2 (JOHNSON et al., 2011), enquanto em nosso estudo apenas a
dmSCP e uma extenséo limitada da vISCP foram ativadas pela hipoxia.

De fato, o uso de CO2 como estimulo panicogénico em ratos é controverso.
Os neurdnios da SCP de ratos sao inerentemente mais sensiveis a hipdxia do
que a hipercapnia (KRAMER; NOLAN; WALDROP, 1999). Essa sensibilidade
parece ter uma base evolutiva, uma vez que os ratos, diferentemente de
camundongos, ndo vivem em grandes altitudes, nas quais a concentracao de Oz
€ baixa e, portanto, essa espécie seria mais reativa a hipoxia (JOCHMANS-
LEMOINE et al., 2015; SPIACCI et al., 2018; STORZ et al.,, 2007). Foi
demonstrado em ratos que, enquanto a hipdxia citotdxica induzida por cianeto
de potassio evoca a resposta de fuga, que € sensivel a drogas antipanico, a
resposta ao CO2 se assemelha mais & excitagdo comportamental (AMENDOLA,;
RATUSKI; WEARY, 2019; SCHIMITEL et al., 2012). Sendo assim, a exposicao
ao CO2 em ratos parece inibir o sistema de panico na SCP, via ativacdo de
células serotonérgicas no NDR, enquanto a hipdxia ativa células nao
serotonérgicas, que inibem a acdo daquelas serotonérgicas (para discusséo
desse ponto, ver SCHENBERG et al., 2014).

Nossos dados ndo permitem tirar conclusbes sobre a identidade
neuroquimica dos neurbnios nado-serotonérgicos recrutados nas alDR em

resposta ao desafio da hipéxia. Entretanto, evidéncias na literatura indicam que
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eles possam ser GABAérgicos. As alDR contém um grande numero de
interneurdnios GABAeérgicos (CALIZO et al., 2011; DAY et al., 2004; FU et al.,
2010), que exercem controle inibitério tdnico sobre neurbnios serotonérgicos no
NDR (GERVASONI et al., 2000; TAO; AUERBACH, 2000, 2003; VARGA et al.,
2001; WANG et al., 2017). Em ratos submetidos ao nado forgado, que evoca o
comportamento de enfrentamento ativo do tipo fuga (por exemplo, nadar,
escalar), foi encontrado um aumento da expressdo de c-Fos em neurbnios
GABAEérgicos, mas nao serotonérgicos, dentro das alDR (ROCHE et al., 2003).
Curiosamente, ap6s a exposi¢cdo ao estresse do nado forcado nessa primeira
tentativa, os niveis de serotonina diminuem em regides inervadas pelo NDR,
como septo lateral e amigdala (KIRBY; ALLEN; LUCKI, 1995; KIRBY; LUCKI,
1997). Dessa maneira, é concebivel que um mecanismo similar esteja operando
na projecdo serotonérgica do NDR para a SCP em resposta ao desafio da

hipoxia.

Assim como nas alDR, mais estudos ainda sédo necessarios para desvendar
o fendtipo neuroquimico de neurdnios ativados na SCP pela hipdéxia, porém ha
evidéncias de que eles sejam glutamatérgicos. J& € descrito na literatura que a
SCP é uma estrutura rica em glutamato e seus receptores do tipo acido N-metil-
D-aspartico (NMDA; ALBIN et al., 1990; TOLLE et al., 1993; COMMONS;
VALENTINO, 2002). O estudo farmacoldgico realizado por Bittencourt e
colaboradores (2004) mostrou que administracéo de glutamato na SCP de ratos
era capaz de gerar comportamentos defensivos, como galopes, trotadas e
saltos, especialmente quando realizadas na regido dorsal dessa estrutura
(BITTENCOURT et al.,, 2004). Além disso, em outras espécies como
camundongos (CARVALHO-NETTO et al., 2009) e gatos (SCHUBERT; SHAIKH;
SIEGEL, 1996), o mesmo padréo era observado, levando a sugestao de que os
neurdnios efetores da resposta comportamental de defesa na SCP eram

majoritariamente glutamatérgicos.

Mais recentemente, o estudo realizado por Tovote e colaboradores (2016),
utilizando a optogenética, pode contribuir ainda mais no entendimento desta
questao, ao explorar o papel da neurotransmissao glutamatérgica em diferentes
colunas da SCP. Nesse estudo, os autores observaram que quando neurénios

glutamatérgicos (vGIuT2) na vISCP de camundongos eram ativados pela luz,
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estes respondiam com o comportamento de congelamento, relacionado a
ansiedade. Por outro lado, quando esses neurdnios glutamatérgicos eram
ativados na dISCP e ISCP, os animais expressavam o comportamento de fuga

explosiva, relacionado ao panico (TOVOTE et al., 2016).

Em nosso estudo, é importante ressaltar que somente a dmSCP e, em
menor extensdo a vISCP, foram recrutados frente & exposi¢do a hipoxia. Esse
achado pode indicar que algumas subpopula¢des de neurénios glutamatéergicos,
diferentes das encontradas nas outras colunas, estariam mediando o
comportamento encontrado aqui. Estudos mostram que na dmSCP, &rea aqui
extensamente recrutada, mas n&do na dISCP ou ISCP, ha abundancia de
neurbnios glutamatérgicos contendo receptores NK-1 (COMMONS;
VALENTINO, 2002). Ndo menos interessante, o bloqueio de receptores NK-1 na
dSCP reduz a excitabilidade desta regido, levando a uma maior facilidade na
evocacgao das respostas de fuga (BROIZ et al., 2012), sugerindo entdo que esta
populacdo de receptores glutamatérgicos/NK-1 desempenha um papel
fisiologico na regulacdo de respostas defensivas relacionadas ao panico,
tornando-as uma subpopulacdo plausivel para mediar o comportamento

consequente a exposi¢ao a hipoxia.

Em paralelo a essas evidéncias sobre o fenétipo dos neurdnios aqui
recrutados, outros resultados da literatura sugerem que o impacto do ciclo estral,
mais especificamente do diestro, sobre o comportamento emocional pode ser
decorrente de alteracbes em receptores GABAérgicos localizados em neurbnios

de estruturas como a SCPd.

Esses trabalhos mostram que durante a fase de diestro, ou também apdés
a retirada abrupta da progesterona exdgena, a expressao das subunidades o4,
B1 e & nos receptores GABA-A na SCPd é regulada positivamente, em
consequéncia do rapido declinio da concentracdo cerebral da ALLO
(GRIFFITHS; LOVICK, 2005; LOVICK et al., 2005). Essas subunidades podem
se agrupar formando receptores funcionais (LOVICK et al., 2005) e, quando ha
a presenca da subunidade 8, esse receptor tem localizacdo extrasinaptica
(FARRANT; NUSSER, 2005). Sabe-se que a expressao aumentada do receptor

GABA-A 04318 apds a queda da ALLO ocorre também em outras estruturas
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encefélicas além da SCPd, como nas células granulares do cerebelo e no
hipocampo (BIGGIO et al., 2001; GANGISETTY; REDDY, 2010; GULINELLO;
GONG; SMITH, 2002; SMITH et al., 1998).

Vale ressaltar que ndo ha registros na literatura sobre o efeito do ciclo estral
sobre a expressdo desses receptores no NDR, ou em quais populacdes
neuronais poderiam estar localizados. No entanto, um estudo realizado por
Kaura e colaboradores (2007), utilizando a técnica de eletrofisiologia,
demonstrou que a administracdo de ALLO em neurbnios 5-HT do NDR
potencializa a acao inibitéria de drogas agonistas de receptores GABA, como o
muscimol (KAURA et al., 2007). Dessa forma, permanece por ser explorado de
gue maneira alteracdes em receptores GABAérgicos do tipo A, induzidas pelos
niveis flutuantes de ALLO, se correlacionam com o0s achados obtidos no

presente estudo.

Na area efetora da SCPd, também nao ha evidéncias de qual populacéo
neuronal esses receptores a416 estariam. No entanto, hipotetizamos que eles
seriam heterorreceptores, ou seja, estariam localizados em neurdénios como 0s
glutamatérgicos. Ja é descrito na literatura que receptores GABAérgicos podem
estar presentes nesses neurbnios e que, quando ativados, inibem o ténus
excitatorio glutamatérgico (FAWLEY; PETERS; ANDRESEN, 2011; KANG et al.,
2012; OUYANG et al., 2007; WEN et al., 2022). Dessa maneira, 0 aumento
dessas subunidades levaria a uma menor inibicdo da neurotransmissao
glutamatérgica que regula a excitabilidade da SCPd, o que levariaa um aumento
na excitabilidade intrinseca da estrutura (BRACK; LOVICK, 2007; DEVALL et al.,
2015; GRIFFITHS; LOVICK, 2005). Novamente, ressaltamos que novos estudos
Sdo necessarios para se ter a compreensdo de quais populacdes neuronais

estariam localizados esses receptores.

Por fim, no ultimo experimento realizado, verificamos o efeito da finasterida,
um inibidor da 5a-redutase, no comportamento de ratas em proestro e diestro
expostas a hipoxia. Essa droga € muito comumente utilizada na clinica para
tratamento de alopecia e hiperplasia prostatica, agindo ao impedir a conversao
de progesterona em ALLO (FERTIG et al., 2017; SCHULE; NOTHDURFTER,;
RUPPRECHT, 2014).
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Nossos resultados mostraram que o blogueio da formacao da ALLO na fase
de proestro, mimetizando o que ocorre na fase de diestro, foi capaz de causar
um efeito panicogénico nesses animais em relacdo ao grupo que néo recebeu a
droga. Ademais, e de maneira bastante interessante, nenhum efeito foi
observado nas fémeas em diestro que receberam a finasterida. Os nossos
resultados vao de acordo com outras evidéncias na literatura que utilizaram a
finasterida como agente anti-esteroidogénico em fémeas no proestro. Nesses
estudos, os comportamentos avaliados foram aqueles relacionados a ansiedade
e a depressao, utilizando o teste do campo aberto, o LCE e o teste do nado
forcado (FRYE; WALF, 2002; SMITH et al., 2006; WALF; SUMIDA; FRYE, 2006).

Por exemplo, os resultados encontrados por Frye e Walf (2002) mostram
gue nas ratas avaliadas no proestro a expressédo de comportamentos associados
a ansiedade e a depressédo estava diminuida nos testes do campo aberto e no
teste do nado forcado, respectivamente, quando comparados aquelas na fase
de diestro e aos machos. Entretanto, quando tratadas com finasterida, na mesma
dose aqui utilizada, os animais em proestro se comportavam de maneira
semelhante as ratas na fase de diestro, ou seja, mais ansiosas e com fendtipo
pro-depressivo (FRYE; WALF, 2002). Em consonancia a esses resultados, os
autores observaram, por radioimunoensaio, uma diminuicao drastica nos niveis
hipocampais de ALLO apds a administracdo da finasterida (FRYE; WALF, 2002).

Em conjunto a essas evidéncias, Smith e colaboradores (2006) avaliaram
o efeito da administracdo intraperitoneal da finasterida (50 mg/kg, 3 dias
consecutivos) no comportamento de camundongas expostas ao LCE. Da mesma
forma, esses animais tiveram um aumento de ansiedade medido no teste, além
de uma diminuicdo nos niveis hipocampais de ALLO em compara¢ao aos que
nado receberam a administracdo da droga. Além disso, ao avaliarem as
subunidades dos receptores GABAérgicos no hipocampo, a queda acentuada da
ALLO causou um aumento nas subunidades a4 dos receptores GABA-A,
mostrando uma direta e rapida acéo do esteroide na regulagdo da conformagéo
desses receptores (SMITH et al., 2006).

Em mulheres, um estudo realizado por Rapkin e colaboradores (1997)

mostrou que os niveis de ALLO presentes em pacientes com 0s sintomas da
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TPM eram menores do que naquelas que ndo possuiam os sintomas (RAPKIN
et al., 1997). Da mesma maneira, a infusdo intravenosa de ALLO em pacientes
com depressao pos-parto resultou em uma reducado clinicamente significativa
nos escores de depressdo em mulheres tratadas com a droga versus o grupo
placebo. A melhora nos escores de depressao foi evidente em 60 horas apés o

inicio da infuséo e ainda estava presente apos 30 dias (KANES et al., 2017).

E digno de nota que os varios estudos sobre a acdo da ALLO sobre o
comportamento emocional foram essenciais para a sua transformacao em um
medicamento utilizado clinicamente. Como exemplo disso, no primeiro trimestre
de 2019, um andalogo sintético da ALLO, a brexanolona (de nome comercial
Zulresso®, Sage Therapeutics), foi aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) e tem se mostrado bastante eficaz para o tratamento da depressao pos-
parto moderado a severo em mulheres nos Estados Unidos (PATATANIAN;
NGUYEN, 2022; POWELL et al., 2020).

Em suma, nossos resultados mostram que a hipdéxia aguda € um estimulo
panicogénico em ratos de ambos os sexos. No entanto, a resposta das fémeas
se mostra ciclo-dependente, sendo significativamente aumentada na fase de
diestro, que corresponde ao periodo pré-menstrual nas mulheres. Além disso,
eles revelam que ha a ativacao funcional induzida pela hipdxia de neurénios néo-
serotonérgicos na alDR, dmSCP e, em menor extensdo na VISCP rostral.
Ademais, o aumento da resposta comportamental e da ativacdo das alDR e
dmSCP nas ratas em diestro foi prevenido pelo tratamento de curto prazo com
uma dose baixa de FLX, que aumenta a concentracdo de ALLO. Além disso,
observamos que a diminuicdo da concetracédo de ALLO pela administracdo de
finasterida, inibidor da enzima b5a-redutase, foi capaz de aumentar o
comportamento de fuga no proestro, porém nao no diestro, sustentando uma
relagdo entre os niveis desse desse neuroesteroide e o comportamento
defensivo expresso na hipoxia. Por fim, sugerimos que uso de baixas doses de

FLX merece atencdo como estratégia para o tratamento do TP em mulheres.
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Conclusdo



6. CONCLUSAO

A hipéxia aguda é capaz de evocar o comportamento de fuga,
relacionado ao panico, em ratos e ratas. Em ratas, quando levado em
conta o ciclo estral, observamos que esse efeito € mais pronunciado
naquelas que estdo na fase de diestro;

A administracdo aguda de fluoxetina em dose baixa (como um agente
esteroidogénico) nas ratas em diestro é capaz de atenuar o
comportamento de fuga, enquanto que a administracao de finasterida
(como um agente bloqueador da sintese de esteroides) na fase de
proestro é capaz de aumentar a expressao dessa resposta
comportamental no teste da hipéxia;

Tantos em machos, quanto em fémeas a hipéxia foi capaz de recrutar
neurdnios ndo-serotonérgicos nas alDR e na dmSCP e, em menor grau,
a VISCP, porém a ativacdo foi maior nas fémeas em diestro quando
comparada aos outros grupos. A administracdo de fluoxetina aguda e
em dose baixa foi capaz de reverter essa ativacdo neuronal encontrada

nas ratas em diestro.
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Abstract

Backgrewnd: Acute bypoda, which is panicogenic in bemans, also evokes: panic-liks: behavior in malbs rats. Paric disordar is mose common in women
and sesceptibility increases during the premanstnal phase of the oycle.

Aims: Wa bhara investigated for the first ime the impact: of bypoxia on the eepression of panic-like escaps bahawior by female ats and its relationship
with the estrous cycde. We sl evalsated funchional activation of the midbmin panic cincuitry in sesponsae to this panicogemic stimeles and whather
short-tarm, kow-doss flucsting treatmant inhibits the byperseponsivencss of fomales in lato dicstnes.

Methods: Malo and female Sprages Dawley mis wore axposed to 7% L. Femalos in Lo diestrus wos: also tested after short-torm tmatment with
Auowating {1.75 or 10mg, g, ip.). Bins wers hanestod and processed for c-Fos and tryptophan bydrongdase immunomactivity in the periaqueductal
gray matter (PAG) and dorsal rpha nucless (DR).

Resultsr Anrte hypoida ewoked ascape in both sexes. Dverall, fomales were mors responsive than malies and this is clearer in bate diestnes phasa. In
both sases, hypoia induced functional activation {c-Fos axprassion) in non ic calls in tha lateral wings of tha OR and dosomadial PAG,
which was greater in late diestrus than progstrus (lowest: bobavicral response to bypowiz). Inowased msponding in bate Sestrus (behavionl and
callubar lovols) was prventod by 175, but not 10mg, %y fuoxtine.

Discussion: Tha msponsa of fumale mts to acute hypoda models pamic behawvior in women. Low-dose flucestine administared in the premenstrual

phasa desarves furthar attention for managemant of pamic disomdars in woman.

Keywords

Panic, estrous cycle, serotonin, dorsal rphe nucles, periaqueductal gry matter

Introduction

Pamio disorder (FD) is chamcterized by episodes of intonse frar
socompaniod by autanomic and respiratory changes such as tachy-
candia, sweating, and shortness af breath (American Poychistric
Agsoiation (APA), 2013). The recurring attacks happen unexpect-
edly and are the source of considerable digress 1o the sufferer,
ofien leading to the development of agaraphobia and ather avedd-
ance behaviors. It is well cstablished that the incidence of PD is
24 times highor in women compared with men {(Christansen,
2015; Ealom ot al, 1994; Guo o al, 2006 Joyoo ot al, 198%;
Mclcan et al. 2011; Sheikh ot al, 2002). Morcover, in many
womon, vialnerability to panio shows a cyclical vaniation during the
menstnml cycle with increased susceptibility during the laie heeal
phase, an effect that is particularly pronoumoed in women who suf
fier from premenstnaml syndrome (Milled etal, 2002, 20017).

In femzle ratx, the late diestrus phase of the estrous oycle shows
simnilaritics to the lats lutcal phase in women. At this time, plasma
anid brain concontrations of progesbenone, and henoe its posoac-
tive metabalite allopregnanclone, decrease rapidly (Butcher et al.,

1974; Fry et al., 2014} Late dicstrus is also o period when respon-
siveress to fear-provoking stimuli increases (Dovall = al, 20157
Machadn. Figusireda et al., 2019). This effect is associnted with
inoroasad excitakility of ncurons in the dorsa] periaqueeductal gray
matter (dP&(). a brain region known to be crucial for mediating
panic- and anxiety-related behaviors in rats 2nd in humans (soc
Larviick, 2004, for roview ).

In female: mts, the increase in unconditioned foas panic-lils
behavior in late diestrus can he by ameliomted by short-term
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administration of a storaidegonic agont timed to offset and blunt
the: sharp fall in progesterone, and henoc allopregnanolons con-
contratian in the brain that normally ocours at this time (Devall
ot al., 201 5 Machado-Figecrodo o al., 201%). For those experi-
menis, flsorctineg was utilized as the steroid- stimulsting agent
simoo at low doses, that arc subthneshold for influencing 5-HT,
flucxctine raiscs brain allopregnanolons conconimtion aasichy
(Devall ot al, 2015; Fry o al., 2014; Pinna ct al., 2004, TG,
2009, Shori-torm adminisration of low-dose fluoxctine during
late dicstres normalized brain allopregnanclone concontration,
blocked the incrcass in fearpanic-like behaviar, and prevenbed
the incroase in nouronal cxcitbility of the dPAO that normalby
ooours at this time (Dovall ot al, 2015).

In humars, acute kypoia is 2 recognized panicogenic stimu-
lus [Beck ot al., 199%; Johnson of al., 2014; Nicoalai ot al., 2009;
Sracic ctal., 2014). ¥We recently reported that bypoxia also cvoloos
panic-like cscape behavior in malke rats [Fomandes ct al., 2009;
Spiaoci et al, 2015). In the next stage of this shady, which we
nopart bare, we validabed the hypoxia mode] of panic in fomale
rats and showed that they respond in an estrous cyele- dopondent
manmer. W also imvestigated whethor short-tom treatment with
low-dosc fluoxctine during laic dicstnes would prevent the
incroased respansivoness io ypoxia that ocours at this tme.

Owur second objective was i imvestigate the functional activa-
tian of thc midbrain panic circuitry in rospomse o hypocia chal-
lenge, in particular, its relationship 1o the inoaasc in pamic-like
csmape respanss displayed by fomale rats in b dicstns, and the
oot of fAuoxcting. To do this, wo mapped the pattem of nou-
ranal activation in the PAG and dorsal raphe nuclous [DR)
ovokod by exposure to the panic-producimg stimulus (7% 0.0,
row caled by the distribution of o-Fos immumoreactivity.

A wealth of cvidence in males indicates that both serotonargic
{5-HT) and mon-sorotonargic mamons of the DR, mors specifi-
cally, its dorsolateral region, also known as the latcral wings
(hwDR), modulate the expression of pamic-like responses medi-
ated by the dPAG (Fax and Lowry, 2013; Hale ot al., 2017; Paul
ot al., 2014; Paul and Lowry, 2013; Spiacci ot al., 2012, 2016).
Wheoreas stimulation of scrotonergic nouroms i the lwDE in
malcs restrains cscape perfimmance, activation of local non-5-HT
oclls, prosumably OABAagic imtcrmeourons, facilitaics the
cxprossion of this panic-like resporse (Spiacci o al., 201Z, 2006;
Vilels-Costa ct al., 201%). To debermine the relative imeoly oment
of scrotonorgic and mon- serotoneTgic neurons in esponsc i tho
hypaxia, wo counicrstainsd for tryptophan bydroxylase (TFPH)
immunorcactivity as a marker for 5-HT-comtaiming nourcns. Far
thiis imitial study, immunolsbeling for o-Fos and TPH was com-
parcd in the DR and PA (4 in male rats and fomales in their procs-
trus and lmic diestrus phascs, chosen o represent tmes
respectively of low and high behavioral responsivencss io the
panicogonic stirulus. We also investigated whother flsax ciine at
the dose shown to bock the behavicrl panic response to hypaxia
in latc dicstnes would influcnce functional activation of noamons
in the DR and PAG.

Material and methods

Animals

Male and femals Sprague Daw ey rais B8 wocks old an the dey of
the cxporimonts wore housed in groups of fve in pobypropy lone

cages [39 » 32 | Tom) and maintzined undor standard baboratory
conditions {22+ 1°C and 12:12h light dark cycle, lights oo at
07 :00h), with food and water available ad Iihitum. The o perimen-
tal procodures. adomied in this study wene conducted in conformity
with the Brwilian Council for the Care and Usc of Laboratory
Animals (COBEA), in compliance with the National Institute of
Health Guide for the Carc and Usc of Laboratory Animals, and
were approvad by our local cthics commitios {prodoco] number:
1EV1E). ATl offorts wore made to mindmins animal sufering and to
reduce the number of amimals wsed.

Drugs

Fluox ctime hydrochlarids (Cristilia, Brasl)l was dissolved in
sallims with 2% Twoen B,

Voginal smears

All fomale rats went throsgh a vagimal smearing prooedure: to
detomine the stage of their ostrous cycle. A vaginal smear was
tzkan in the moming (08:00-09:00h) foir 5 conscoutive days
before the cxperiments. On cach of these days, the animals were
handled by the o porimanter for Smimn, before the smeanng pro-
cotdurc. For vagimal smear colloction, an inooulation leap was
sicrilized in a flame, dipped in sicrile water, and then gently
imscrbed into the vagine io gather cells, which were then smeared
onio a glass slide. The smears were siained using 2 staining sct
(Panitico Répida; Laborckin, Braxil).

Based on vaginal cyiology. oycle stapges wore classificd as
procstnzs: mainly round nucloated cpithelial odls; estrus: mainty
comificd cells; carly dicsines: mainly loucocyios with well
defined lobular ruclei: and late dicstrus: fewer oclls than in carhy
dicsirus, nuclous “clumped,” and the presenoe of amorphous, dis-
imlegrating loucocytes (Brack and Lowvick, 2007; Dovall = al,
B 5). Only fomale rats that displayed a regular oycle were used
fior the prosont shady.

In exparimont 1, malc rats wone individsally sshmiticd io the
handling procodure and to a simulation of vaginal smear colloc
ton, for the same porind of Gme described above for fomales.
This simulation consisted in bolding the male animak in the
samecway as the fermales, but without amy fisther stmulation.

Apparatus

The hypoxia chamber was a roof-scaked oylinder made of a
cylindrical transparent Ploxiglas (Z5cm diamcter and 35cm
bight). The chamber had a flow valve commected o bath an air
pump and a mitrogon (N,) oylinder. Hypoia was indwocd by
administration of N; at a flow mic of 4.5 L'min, for approxi-
matecly 4min. Chamber conconirations of O, and CO, were man-

iored continuously using a yas analyeer (ML206 Gas Analyrer;
AD Instruments, Australiz) and displayed om 2 Powerlab run-
ming Chart 5 software (A Instrumenis).

Procedures

Experiment 1: Effed of esfrous gucle on animal befavior
and poffern of peuronal edivation. Onc day before the
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hypoxia challomge, 15min afier the vagina] smeanng or smaula-
tion (males) was completed on the fifth day, cach rat was indi-
vidually placed in the cxporimental chamber. During this
habitsstion scssion, room air was flushed indo the chember at a
flow raic of 4.5 L/min for 15 min to familiarizc the animals to gas
flow and to the air jot sound, and 1o prevent a neophobic reaction
o sshscguent cxposurc bo the chamber covironmont
Twenty-four hours later, a now vaginal smear collection or
smulation (malkes) was porformed at the regular time and, 15 min
later, the animals ware placsd again in the o porimental chamber
and submitted either 1o the hypoxia challenge or exposed to
atmospheric air (nomaxia comtrol growp). For all groups, room
air was flushed into the chamber ata flow ratc of a 4.5 Limin dur-
img the first 5 min. For animals randomby allocated in the hy poia
groups, N; was then flushed imio the chamber (4.5 Limmin) for
approximatcly 4 min to gradually reach a concentration of 7% 0,
At this point, N, infision was suspended and the hypoxia condi-
tron (7% 0,) was mantainod for dmin. Rats wers then removed
from the chamber and retemed 1o their home cage. For animals of
the contred group, smospheric air was flushod, at the same flow
rate, for the romaining test pariod (10min) bofors retumning them
o the homic cage. The following groups ware formad: male nor
maxia (male™OX, a=5), male hypoia (malaHOX, n=13),
fomalc normaxia (femala™0X, r=100L and fomale hypmia
[fomalaHOX, n= 18). The labior group was subdivided inio the
following groups according to the stage of ostrous oycle: procs-
s (PROVHOX, n= 10), cstrus (ESTTHOX, n=5), carly dicstrs
[EIVHOX, n=110), and latc dicstnes (LIVHOX, m=10).
using & video camera connected to 2 DV recarder. The number
of jumps, comsidored a5 escapc aticrmpts, during the hypoia
challenge was scored marually off-line by an experimenter blind
o the troatmonis wsed. Locomotor activity was asscssed by
recarding the total distanoc travelod over the fisst Smin of the
test, when the animals wore cxposed to atmpspheric air. For this
analysis, a vidoo tracking-sysicm was used (ANY-Maro, USA ).

Experiment 2: Effect of low dose of fluovetine on panic-iike
batavior and the pattern of newronal edbivafion in femaies
in the lote diesfrus phase. In sxperiment 2, only fomales in
late dicstrus wore used. A nimals were handled dai'ly by the cxpar-
imenter and submiticd to vagmal smear collection for 5 days to
asscss the cyole rogulanity, as doscribed in cxponiment 1. This
daily procodure was then continued until the observation of the
next carly dicstrus phasc. On this day, 15min afier the v aginal
smear collection, animals wens individually placed in the oxpeni-
mental cage for 15min to habihmte to the tost conditions, as
described in experiment 1. Later in the same day, betweon 16:30
and 17:00h, aftar beinpg randomly allocated to their oatment
groups, the animals wore inmaporitoncally mjocted with fluax-
ctime (FLX, 1.75 ar 10makg) or vchicls solution. On the naxt
day, at the regular time in the moming [B200-9:00h), a now vagi-
nal smoar colloction was porformed to confirm that females were
now in laic dicstrus. In positive cascs, 1 5min ko, thay were
imjocted with FLX (175 or 10mp'ky ip.) or vehicle sohution.
Omc hour later, all animals wore sshmitted 1o the hypoxia chal-
lenge as described in experiment 1. The follewing growps were
formed: vehicle (n= 8}, Aucxctine 1.75 ma'ky (FLX 175, n=E),
and flucxcting 1 0mglky (FLX 10, n=E).

Thee low dose of FLX and the mjection protocol wens sclected
bhased on proviows stadics (Dovall et al., 20015; Machado-
Figueiredn ot al, 2019). For comparison, we also included a
higher dosc (10ma'kg) to dotarmine whether thore was dosc-
response relationship im offoctivencss.

Tissue collection and preparation

Twa hours after the end of the hypoxia challenge, in both cxperi-
monis, all animals woro decply ancsthotized with urcthanc
(1.25g'ky; Sigma, UISA) and then porfised transcardially with
0.01M phosphatc-buffered saline (PEE, pH T 4), followed by 4%
paraformaldchy de in PBS (pH 7.4) at 4°C. Brains were immoedi-
atcly removed, postfixed for 2h in the same fixative sohtion,
nnsad in PHS, and then immemsed in oryoprotoctant solution
(3% secrosc in 0.IM PBSE, pH 7.4) at 4°C for Sdays. Next,
brzins were guickly foron in isopentane in dry ioc and stoned at
=10 Serial 40pm-thick coronal sections of midbraim were cut
in threc alicmaic scis using 2 cryostat [Leica Microsysicms,
Gormany ) and collected im FHS. Only one of the scis was used to
porform the histochemisry.

Immunohistochemistry

Brain scotions containing the DR and PAG wone double-immus-
nosiained for o-Fos protein and TPH using 2 froc-floating, immus-
nohistochemistry methadology comduscted on an orbital shaker.
The protoool used was based on a provious study moowr laborsiory
(Vilcla-Costa ot al, 2009). First, the staiming for o-Fos was por-
formed as fallows: The scotions wore washed 3 times in PBS and
mdogomous poroxidsse was inactivated by immorsing in 1%
hydrogen peroxids in PBS for 10min, followed by washing in
PRS 4 times. Tissue seotions ware then incubated in 2 blocking
solution of 1% bovime serum afbumin (B3A) in PRS for 30 min
and aficrward incubated ovomight with a polyclonal mbbit anti-c-
Fos protein antibody (ABE45T, 1:1000; Morck, Gomany). A fior
incubation in the primary antiscnam, the sections wore washed in
FBE and subscguently incubaicd for Zh with bictimy lsicd goat
anti-rabbil antibody (1:1000, Vectastmin Voctor Laboratorics,
USA). Tismec soctions wens thon incubated for 2h in avidin-hiotin
complex (Vectastain A BC kat, Veotor Labomionics). o Fos immus-
norcactivity was revealed aftor immersing the soctions in a sohs-
tiom containing 0.02% 3,3 diaminoharridine tetrabydmchiloride
(DAE), 1001534 hydrogen porocide, and 0U05% nicke] ammo-
mitm sulfatc in PBS for 10min. A fier c-Fos immunostaining was
completed. the tisase soctions wore washed 4 times im FBS and
procossed for TPH immmumostaining. Far this, sootions were imos-
hacd ovemight with polyclonal shoop anti-TPH  antibody
(ABL54L, 1:1000; Millipore, USA).

A foer moubation in the primary antiserum, the scotions. wero
washed in PHS, scquentially incubated for 2h with biotimy lated
anti-shoep (FE- 6106, 1:1200; Voctastain, Vector Laboratarics),
and washed 3 times with PBS. Sections wore then incubated with
avidin-biotin complox [Veotastain ABC kit, Vector Laboratonics)
and washed 3 times in FBS. TPH immunoncactivity was revealed
after immersing the sections in 2 solution containing 0.02% DAB
and 0L0015% hydrogen peroxide in PRS for 10min. Scotions
wore then washod 4 times in FBS to stop the roaction. The tisssc
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seotions were then moumnted on gelatin-coated glass shides, dehy-
drated in a graded aloohol series, clarsd in xylol, and cover
slippod using Pomount hisiclogical mounting medium (Fisher
Soiontific, UK).

Analysis and guantification

The mmmmosiaining was visualized wsmg 2@ microscope
(Olympus DX 50 Tokyo, Japan) and representative photomicro-
graphs wore taken using 2 digital camora binked to a compuicr
with Image Pro Plus 60 sofiware (Modia Cybernctics, UEA ).
c-Fos immumosiaining was visualived as brown-black roaction
product bocalized to the nucleus. TPH immunoreactivity dis-
played as ornge-brown immaunorcaction product, which was
localized to the oytoplasm and proximal dendrites. Only those
immunorcactive profiles with a wolbdofined boundary and
immunorcaction product exicnding imto proximal dendrites wers
acceptod for counting.

Cell counts weore conducted at WM< magnification by an
imvestigatar blinded to the assignment of the tissee. The total
numbar of o-Fos-immumarcactive cells  [c-FosIR), TPH-
immunorcactive mourons (TPH-IR), or oFos+ TPH double-
immunostaned nourons (o-Fos + TPH-IR) m di fiorent rogions of
the DR was counled at four rostrocaudal lovels, the divisions and
ocoordinates of the DR =nd PAG based on previous shadics
(Spiacci o al., 2012 Vilela-Costa ot al., 2019; Yamnashits ot al,
201 7). At cach lovel, two o three optimally stained scotions worn
sclected for counting, and the counts averaged. On cach soction, a
mask of known arca was drawn dectromically to dolimcate the
boundaries of di ferent submuclc of the DR or PAL, as defined in
the atles of Paximos and Watson [ 1998). The number of single and
dowhble- labeled colls within the arca was counted and the ocll don-
sity (cells'mm?) caloulated.

The DR was samplod betweon —6.84 and —9.00'mm caudal 1o
bregma. The subdivisions analyred were the dorsal subruclous
(DRI at the rostral ovel (—6.84 10—7 .08 mm bregma), the DR,
the veniral (IDEV), and the DR subouclei at the mid-rosiral
(—7.20 to —7.80mm bregma) and mid-caudal kovels (—-7.92 1o
—E.28mm brogma)., and the cauds]l (DRC) and interfascicular
(DRI} subnucla &t the caudal level (—8.52 to —9.00mm bregma).
The mumber of cclls sampled within the wDE was the smm of
oells counted in the right and left sides of this subouclews.

In the PAQ, the mumber of o-Fos- IR oolls was analyzed as fol-
lows: =t the rostral (—6.60 to —6.84 mm bregma)) and mid-mostro-
candal levels (-7.32 to —7.50mm from bregma), the columns
sampled wore the dorsomedial (dmPAG), dorsolateral (dIPAG),
lateral (IPAG), and ventrodsteral (vIPAG). At the candal level
(—&.28 1o —B52mm from bregma), the columns sampled were
dmPAG, IPAG, and vIPAG. The number of odlls sampled within
in cach scction contaiming the dIPAG, IPAG, or vIPA G represonts
the sum of cclls counted in the kft and right sides of those
calumns.

In expenment |, wo compared the cfect of hypoxia in matc-
rial fram males and fiemales in proestrus (low behavioml response
i hypaxia) and Iste dicstrus (enhanced behaviaral response 1o
hypaxia). Sinoo the behavioral experiments. indicated no cstrous
cycle difforemocs in behavior during mormaxia, the control group
far fermales (mormoxia) comprised matorial from rats at all cycle
stages [FRO=1; EST=3; ED=1; LD= I). For quantification, we
sclected material in which immunchistochemical staining was
optimal. Booause of this, in both ouperiments 1 and 2, the number

of animals used for immunchistochermical analysis is lower than
for the behavioml analyses (the final number of animals used n
cach group is stated in the legonds 1o Fipares 3 and 4).

Stotistical analysis

In cxperiment 1. behavioral data were first analyzed by two-way
analysis of varance (ANOVA) with fost condition and sox as
indepondent factors and onc-way ANDVA was msed 1o compans
females in difforent stages of the estrows oycle. In aoporiment 2,
behavioral data were analyzed by oncway ANOWVA.

In exporiment 1, the cffect of the hypoxia challengs an the
rumber of o-Fos-IR or TPH-IR cclls counted in each sshrogion
of the DR or the numbor of c-Fos-IR cells counted in difforont
colurmns of the PAG was analyred scparately for males and
femalcs, by Studomt’s &-tost and onc-way ANCVA, rospoctively.
In ox periment 2, onc-way ANCVA was used.

When appropriaic, post hoo comparisons were performed
with Duncan's icst. Statistical analyses wore parformed using the
softwarc SPSS Statistics 2000 (IEM 3PS5 Statistical, USA ). The
lovcl of significanoc was sct at p== 0.05.

Results

Behavior

Experiment 1—Response to oowle hypowio in males and
femaies. In both scxes, cxposure o hypoxia ovoked jumping
toward the ociling of the gas chamber [Figuene 1{a)). This active
bechany ior was not ohscrved in any of the animals aoposcd io atmo-
spheric air. Twoway ANOVA rovoaled a significant effioct of the
respiratory challemge [(F1, 6= 12.36, p-<00.001), but not of sex
({IF(1, &2)= 2. 10, ns), mar an imeraction hetw cen proocodure and sex
{1, 62)= 220, ns). However, the ANOVA is compromised by
zem values in the nomaxia growps in which no animals jumped.
A Student’s &1cst betwoon males and fomales in hypoxia showed
a vory significamt sox difforencs (48 6.117, p< 0001 ], with
females having 2 highar number of jumps than males.

Tao evaluate the cfftct of hypoxia across the estrous oyole, the
females wore subdivided according to the phase of the oycle,
bascd on vagmal cytology. Animals in all phascs jumped during
hypoxia, but this behavior was highe in fomales in the laie dics
trus phass (Fipere 1(k)). One-way ANOVA showed a. significant
difforemce across cstrous oycle phases (F(3, 37)=4.41, p<c0u01)
and post boo comparisons indicated that females in late dicstrus
Jumped significantly more than those in the proestrus phase,

Experiment 2—Effect of fluoxeiine. We tosted whether shart-
torm troatmant with FLX 175 ar 10mygky would provent the
moroase in the number of jumps sccn in females in the late dics-
trus submitted to the hypoxia challenge (Figure 1(c)). Onc-way
ANOVA rovealod & significant difforence among, the treatment
groups (F[2, 21)= 4535, p<20.001) and the post hoo test showed
that fomales that recoived the lower (1.75mpkg) but not the
highor dosc (10mgkg) of FLX, jumpod significantly less than
salipo-troated animals.

Meither in exporiment | mor cxperiment in 2 wore thoro sig-
mificant difforonocs botween the groups with rospect to the iotal
distance travcled by animals during the first Smin of the cxperi-
muontal tost when thoy broathed atmospheric air (Table 1)
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Figure 1. {2) Numbsr of jumps mads by males and fomales during
exposss o atmospheric air [nermoda— KOK) or 7% 0, (hypoda—
RO {malia/HOK, me=5; malaHOX, #=13; fonals/NOX, r=10; fomala/
RO, n=22). () Effect of axposure to hypowia of females in different
phasas of the cyrle (proestrus—PROSHIE, n=10; estas—EST HOK,
n=£; sy diestrus—EDHIE, n=10; l2te diestne—LDHOE, #=10) in
tha numbsar of jemps. (c) Efoct of the teatmant (i.p.) with flucseting
(FLE, 1.75 or 10mg kg, n=2 sach groep) or vehicle solution [n=2)
on the member of janps of fomale 2tz in lte diestrus epoesa to
tha hypooria challenge. Data are expressad as mean + 5EN. “p<<0.01
and ""p= 0001 compared with the respective NOK grmaps *p < 0.001
compared with the PROHOX group and fp = 0001 compared with the
other groups.

Table 1. Fistance traveled (mean + SEM) undar normocia during the
first Smin of the test.

[ristanca Seatistics

travaled (m)

Saoejicondition

brparimant 1
Malz Saxz A1, &2)=0.500, ns
KO 3,14 + L&D Test HI, 62)=3.472, s
K 80+ 034 Sax = Tast HL, G62)=0.10&, i
Femala
KO 4T =02E
HIK G4 =0ls
Estrous opcla
PROHOX
EST/H

A4l =0
B =03
ED/HOX ER ]
LO/HOX 1mrom
Exparimast 2 (Famaliz)
Vehicla LT R
AX1.75 332 = 0eh
ALK 10 .Mz

A3, 37)= 1227, ns

Az, #1)=LEDL, ns

In acpartment 1, dota wera first ansiyzsd by be-way ANIVA with test consttion
andl san 35 indkspencant Sactors, and one-way AMIVA was usad b compana temales
in SHferaat stages of the estrous cpde. Tn exparimest 2, ong-way ARDVA was
s, MOK: mormioecas HOX hypoces PRI proestnes: EST: estnes: B2 sarly dies-
fes; LI s diestmus: (AL Muosebing: ANOVA: Jmalysts of wananc

Immunohistochemistry

I male and fomale rats, TPH-IR oclls wore presont throeghout the
DR bt mot i the PAG (Figere 2). In double-staimed material,
smiall, light brown muclcar-shaped immunaostained profiles wero
prosent in the PAG ot were absont in single stained soctions
(Supplomentary Figure 1{a]) and not considered to roproesant TPH
immmumoreactivity. Brown-black «Fos nuckar immumancaction
produsct was obscrved in all subnscle of the DR and within all tho
difficrent columns of the PA G (Figure 2). Those profiles worc casy
tr distinguish from the lighter brown-colored profiles, despite
appranng identical in siec (Supplementary Figure 1B). The small,
light brosvn ruclear-shaped immuncstained profiles are alse pre-
et in the DE where again, they could be readily distimguished
from the brown-black sinimcd niscla, as woll as rmmmnosta med
neuronal perikarya (Supplementary Figure 1C).

c-Fos cxpression is not present in a hinary/all-or-nothing
manmixr but rather presents itsclf in difforent intensitics‘degroes
af expressien. Cur animals were killed 2h afie the Gmin hypaxic
stimulss. when the ocllular responsc to the hypoxic challenge
wauld ke maximal (Kovics, 208} and genorating the most
intense immunansaction product (brown-black in matorial sained
using Ni-DAH). Accordingly. a weaker o Fos signal would also
be present, stimulated by ovents that coowmed before and aficr
the hypoxia challenge. The light brown reaction product likehy
meflocts this activity, which can be seon in the PAJ and the DE.
‘W did mot count these cells.

Expeniment 1—Effects of acute hyporio

Dorsal raphe nedeus. Exposure to the hypoia challengs
did not alicr the number of TPH-IR cells prosont in ihe difforent
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Figure 2. Photomicrographs depicting (a-s) c-Fos-IR and TPH.IR colls in the lwDR or (f-j) c-Fos-IR calls in the dmPAG of mpressntativa asimals of the

Gifforent groups tested in experiment 1. Black boxes indicate regions shown at highar

magnification i insats in the lower right comer of aach pansl.

White amowheads indicate TPH-IR colls; gray arrowhaads indicato ¢-Fos-IR calls. Aq-corsbral aqueduct. Scalo bar= 100y, (3-a) and 50um (F-3).

DR subnucc in males or in fomales (Tablce 2). No double-labeled
c-Fos + TPH cclls were detocted in the DR.

In malcs, cxposare to hypoxia did, however, indusce 2 signi fi-
cant increase in the number of ¢ Fos-IR cells in the IwDR at mid-
rostral (#(7)=~11.27, p<<0.001) and mid-caudal (#7)~5.92,
p<0.001) lovels but not in other subnucle: (Figere 3(2)). In
females (Figure 3(b)), coc-way ANOVA also revealed an incroase
in c-Fos-IR in the IwDR at both mid-rostral (M2, 18)~112.14,
p<-0.001) and mid-caudsl ({2, I8)~47.14, p<0001) levcls

but not in other regions of the DR. The post hoc tost revealed this
cffect to be highly significant in the late dicstnas phasc when the
number of c-Fos IR cells increased fivefold compared with nos-
moxia. Rats in proestrus showed a much smaller (twofold) but
sigmificant increasc in labeled cclls at the wDR mid-rostral level
only.

Penioqueductol gray. Inthe PAQ, similar numbers of c-Fos-
IR cells were prosent in all sectors in males and fomales main-
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tmincd under normoxia (Figere 4). At apesure to hypaxia
males displayed a significant increase in the number of «Fos-IR
nourons in tho dmPAG, at rostral §7)= 483, p<20001), middlc
@[7)=5.43, p=-0.001), and cawndsl §(7)=4.50, p=0.01) lov-
cls and also in the vIPAG at the most rostral lovel (7] 206,
<20 (Frgure &a)).

Regarding fomales (Figure 4(bj). oneway ANCOWA alsm
showed significant differences amang the groups in the dmPAG,
at rostral (F{2, 18)=16.15, p<200001 ), middls (F(2. 18)=39.77.
p<-0001), and caudal (F[2, 18)= 5847, p<-0.001) lovcls, and
also in the rostral vIPAGHF(2, 18)=6.76, p<00.01). The post hoo
tost showed that a all bovels of the dmPAG, exposerns io hypaxia
increased the mumbar of o-Fos-positive oclls, both during the
procstrus and late dicstnas phase, when compared with normoxia,
but the cificct was more than twofold greater during late dicstrus
comparcd with procsirus. As ohsorved in mals rats, fomales in
lIate dicstrus, but not thase in procstnes, also displayed a signifi-
cand increasc in the number of c-Fos-1R colls in the rostral vIPAG
during hypaoxia.

Experiment 2—Effects of fluoxetine on response to hypoxio
in femiles during lote diestrus

Dorsal raphe nudews. TPH-IR cclls wone prosent through-
out the subnuclei of the DR = all lovels in fomales in late dicstrus
but na oclls dowble-labeled for o-Fos wers detected. There was no
sigmificant difference in the number of TPH-TR cells aftor reat-
ment with Ruoxctine (Tabls 2). Mo double-labolod o Fos + TPH
cclls wers detected in amy submuclous of the DR.

Fheaxetine did, however, have a significant offect on hypoxia-
ovaked mpression of oFos in the lateal wings of the DR (Figurs
3l Oncway ANOWVA showed significant differences on the
mumber of c-Fos-1E oclls betwoon groups at both mid-rostral
(2, 17)=47.05, p<0.001) and mid-caudal (F(Z, 17)=34.27,
200000 ) levels of the bw DR The post hoo bost novealod that the
number of ¢-Fos-IR cclls of fomales in lme diestrus treated with
the lower dosc of luexctine (1.7 5 ma'ky) was significamtly lowe
than in the vchicle-treated control group. Interostingly, the kigha
dose of fluoxctine [10maky) had no cffiect of c-Fos cuprossion
in the hwDE.
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Peragueductal gray. The lewor dose of fleocctins (1.7 5my’
ky) also produced a more than 50% reduction in the hypoxia-
induced expression of o-Fos- IR in the PAQ in females in late
dicstrus. This offect was confined to the dmPAG, 2t rostml (M2,
17)= 3717, p<2 0001, middle (F(Z, 17)=25E8, p <0001}, and
causdal (FZ, 17)= 28.03, p<0.001) lovels (Figurs 4{c)) As in the
DR, the higho dosc of Auaxctine (10ma'ky) fElked o produce
an cffcct.
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Discussion

These axperiments showed that mals Sprague Dawley mis anc
sensitive o acutc hypoxic challenge, which cvekes panic-liks
jumping. The findings arc similar to a provicus stedy using mals
‘Wistar rats (Spiacci ot al., 2015) and show that the response 1o
hypaxia is not strain-specific, at loast in males. In fomales, the
hypaxia challenge als ovoked panic-liks jumping but females as
2 wholo wore more rosponsive than males, making twice the
mumber of jumps. When cstrous oycle stage was taken into
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Figure 3. Numbsar of c-Fos-IR cells cosnted in difforent DR subnucled of {2) males aposed to nomoda or bypoxia challenge (maleyMOX, 7= 4; mals)/
HOK, m=5); (k) females axposed to normoxia (female/NIX, n=7) or hypovia dering the proestrus (FROHOK, n=&} and lats Sestrus (LDHOK, n=E);
and ic) females in late diestrus teated with vehicle solution or fuemeting (ALX 1.75 or 10mg/kg) and submitied to the bypovia challenge (vebicls,

m=7; FLX 175, n=7; FLK 10, n=6). Data are axpressed 2= maan = SEM. "p--0u01 and **p < 0,001 compared with the mspective NIJK groep;

‘p<o0.001 compared with all other groups.

cansideration, oven bigger difforonoes omerged. Females in late
diestrus shiwed a sigmificantly kigher lovel of responding com-
parcd with other stages of the grole.

It scoms wmlikely that the increase in motor behavior (jump-
ing) duming labc dicstrus could have beon secondary to an averall
increase in motor activity since locomotion measancd during mar-
moxia immediatcly prior to starting the hypoxia challonge, was
unaffocted by extrows cycle stage. Although exponere o hypaxia
(™% 0, is known to evoke physiological changes that include a
significant incrcasc in rospiriory raic and tidal volume, the

ventilalory respansc is not affected by ostrous cycle stape
(Marques et al., 2017). Rais at all stages of their cycle are thus
equally likcly to he able to sustain the rise in metabolic demand
duc to increased maotar activity (umping). The incrmsed pamic-
like cscapc roaction scen during, laie dicstrus is tharefore most
likcly duc tp an cohanced cmotionz] rospansc to the stressor
rather than sccondary to physiological changes induced by
bypomia.

Our findings of incrcascd responsivencss 1o acul CXpOSET o
hypoxia during the labe dicsirus phase in fomale ras are in binc
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Figure 4. Mumber of c-Fos-IR cells countad in the diffeent colemns of the PAG of {a) males eposed to nomoxa and hypoxda challenge (male;
RO, m=4; mala/WOK, n=5); (b} fomales eqosed to nomexia (femala/NOX, #=7) or hypoxia deving the prowtnes (FROFHOK, n=6) and bte diestus
(LD, n=£); and {c) females in late diestrus troated with wehicls solution or flumeting (ALY 1.7% or 10mg,lg) and submitted to the hypaxda
challenge (vehicle, n=7; ALK 1.75, n=7; FLX 10, m=6). Data 2 eqpeessad as mean = SEM. "p<<0.01 and *“p<20.001 compared with the respective

HOX growp; “p<20.001 compared with all other groups.

with othar studics wsing behavioral tests that evoke moondi-
tioncd fear or ancicty-like behavior in fomalkes (Dovall ct al,
2008, 1015; Diar-V Elic e al., 1997; Frye ct al., 2004k Gouveia
ct al., 2HM; Machado-Figueiredo et al., 301%). During the latc
dicstnes phase, there is an inorcasc in cxcitability of the dPAG
gircuitry, in association with the rapid doclins in progesteronc
scoretion that oocurs at this time and triggers uprogulstion of
expression of cortain GABA; rocoptor subumits on cutput new-
rons (Brack and Laovick, 2007; Brack ot al., 2006; Devall et al,
2015; Criffiths and Lavick, 2005). The ensuing lowering of the
threshold for sctivation of the panic circuitry in the dPAG [Devall
ctal, 201 5] is likely 1o bo a major facior underlying the enhanced
respanss i hypaxia in late dicstrus.

The increascd panic-like behavior obscrved during lato dics-
tnas in females was prevented by short-tom roaatmeaont, with a low
dose of flucxctme, starting on the ovoning of carly dicstrus. This
cfficct iz umlikely to be dsc to & depression of motor activity since
the dmuy had no effioct on locomotion in the Smin proccding
hypmia The offect of flumctine on hypoxia-mducad panic-like
bechavior comours with proviows studics in fomale rats wsing other
behavioml tests of moonditionod foar (Dovall o al., 3015;
Machade-Figueiredo ot al., 2019). In those studies, fluoxetine
had no cffect if administored at othor stages of the cyclo [Dovall

ct al, 2015). Moreover, a single dese of fluoxeting given on the
ovening of carly dicstrus but omitting the ssoond “iop up™ dosc
an the moming of latc dicstrus was mcffoctive (Machado-
Figuerede ot al, 31%), supgestng that flumectine, or mano
likcly its mamoantive metabolite morfluaxetine, mocds. 1o remain
sufficiontly chovated for at lcast 15h to provent an incrcasc in
acitability of the panic crcuitry. The effective doss of fluo otine
{1.75ma'kg) is subthreshold for effocts of S-HT systems (TDovall
at al.. P015; Horvds and Artigas, 1998; Pinma ot &l 2009) bt has
steroid-stimulating proportics, which load to an incrcass in brain
comcentration of the nourcactive metabalite allo-
prognanclone ([hovall et al., 2015; Fry o al., 2014; Finna ot al.,
2009). It has been proposcd that the increase in brain concentra-
tion af allopregnanclone in the dPAG produced by short-torm
administration of fleoxctine started in the cvening of carly dies-
trus offscts the sharp decline in the storoid that noemally coours
in late dicstnes. This stabilizes the cxcitability of the panic cir-
auitty of the dPAG by proventing, the progesiorone withdrawal
offect that triggar an moreasc in excitability and lowencd throsh-
ald for activation by panicogenic stimuli (Dovall o al., 200 5).
An intriguing finding in the prosont study was that a kigho
dosc of 10maky fluoxctme was incfocctive in provonting, the
hoighicnod responsc to hypoxia m laic dicsines. At this dosc,
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fucxetine is active oo 5-HT systbems and i male mts produsces a
modest rise in otmeclular concentration of 5-HT in the dPAG
within an houwr of acubc admimistation (Fanovdli et al, 20100 In
fomales m laic diesirus, 5-HT concontmation m the dPAG was
also miscd sigmificantly after a single dosc of 10mgkyg fluome-
tino administored 16h carlicor in the evening of carly diestrus
(Dovall ct al., 2015), prosumnably reflocting the rolatively long
halFlifc of fluoxdime and its bicactive meotabohitc nocfluo ctine,
which kas boen reported in malks rats afior this dosc (Hervis and
Artigas, 1998). Indcrostingly in females in late diestrus, the same
double-dosing protwcal for fluoxctine used in the prosemt sudy
led to & doorcass in extraccllular S-HT concentration in the PG
after the scoond dosc of 10mpky was admimistered {Dovall
ot al., 2015). It was ssggestcd tha this may keove resulted fom
activation of inhibitory HT1A sommndondritic sutarcoopinms
an 5HT-comtaiming nourens in the DR (2 major souros of sono-
toncrgic imput to the PAG]), which would dopross the activity of
the DR population (Hajbs o al.. 31; Rubier and Aucrbach,
1983} and roduce 5-HT output in the dPAG {Devall ot al, J015).
The net cffiect of the combination of inorcased allopregnanolone,
which would increase (A BRA tone and reduced S-HT inhibition,
most likely explains the lack of offect of the 10ma'ky dosc oo
flucxetine on hehey jon

Further insights. imio the mechani sms undarlying the: difforon-
tial nospomsivencss. to the hypoxia challenge during the cstrous
cyclec and the cffect of fluoxdine were gained from chscrving the
pattem of nomranal activation of the DR and PAG reflocted by
cxpression of o-Fas-1R. In males and fomalos, the hypoia chal-
lenge roonuibed oclls within DR, dmPAG, and, to0 2 lossor
cxiend, the rostral pole of the vIPAG, in line with rosults of shsd-
ics utilizing another model that associaics the osoape rosponsc
with pamic: the clovated T-mare (Spiacci ot al, 20012; Vilkls-
Costa ot al_, 2019). Thercfore, independently of specific stmuli
that cvoke cscape, the pattrway that comneccts the wDR o the
dmPAG is recruited, reinforcieg s critical rols i panic rogula-
tion‘genesis (Paul and Lowry, 2013; Vilcla-Costa ot al., 30159,
Morcaver, it is notoworthy that these brain arcas e roonmited
both in fomales duiming the procstnes and lstc dicstnes, but with
the number of c-Fos-1R nourons. significamtly kigher in the latcr
cycle phass, reflacting the higher lovdd of responsivencss to the

Notably, monc of the scrotonergic ool population was acti-
vated by the hypoxia challenge. However, a vay low lovel or
oven ahsencs of o-Fos expression in the serotomergic coll popa-
lation in some subnuclei of the DR followimg a range of different
sivcssful challcoges is mot unprocodonbod (Baratia ct al, 2008;
Lopeos et al., 2014; Roche et al., BH3; Spanmuth et al, 2011;
Wilela-Costa ot al, 2019 These shadics were carricd out in
males. Methodaological problams also scem unlikely since in a
previows stsdy in males using the same processing methods, we
were 2bls o meonzt scrotonorgic oclls i the DR in rais in the
clevated T-mare after chromic treatment with flsax ctins [Vilcla-
Caosta o al., 2019). There may therofore be s differonoes in
rocnuitment of S-HT-contaiming neurcmes in females by pamioo-
genic simuli ar, altematively, o-Fas may not bo the most appro-
priate markoor of mourona] activation in this casc. On the contrary,
it is worth noting that ciber studics in rats uiiliring cxposurs o
{000, rather than ), as a pamicogonic stimulus, roportod activa-
tian of S-HT-containing oclls in the DR as well as ventrolaberal
PAG where 315% of the scrotonergic population was double

lahecled compared with 6% i control rats (Johrson ot al., 2005).
This is in complcte comirast to our finding thet hypaxia doos not
activate scrodomorgic cclls. Very rooontly, wo cammicd out a study
in rats 1o compars fimotional activation in the PAG in responsc
to hypoxia and hy porcarbia {data not published)). This confirmed
the carlicr findings of scrotonergic newron activation in the DR
im responss o acwic (0L but showed that this population is not
sigmificantly activated by hypoxia. Inberestingly, the PAG also
appears to display a similar differential respansc to hypoxia and
hiypercarbia. An carlicr stady showad fimctional activation of
mcurons threaghout the PAG in response to OOy, (Johnson o al.,
2011}, whils in our study anly the dmP4 (3 and a limitcd cxtont
of the vIPFAG wore activaicd by hypoxia.

In fact, the use of {0y as a panicegenic stimulus in rats is
comtroversial. Mewrons in the PAO of rats are inherenily more
sonsitive to hypoxia then hypercapmia (Kramer of al., 1999), It
b bocn shown in rats that whercas cytotaxic bypaxia mduced
with potassium oyanide (KCN) ovokes a panic-like dofonsive
bchavioral repertains that is scositive 1o proven antipanic drgs,
the respomss o C0 more closcly resembles behavioral arousal
(Améndola and Weary, 2020; Schimitc] o al, 2002). Indood,
O, ex posure in rais scems to inhibit the PAG panic system via
activation of scrotonergic cclls in the DE whils hypoxia acti-
vaics non-scrodonergic cells, which inhibit the action of sero-
toncrgic cells (soo Schenbery et al., 2014, for discussion of this

imt}.

” Our data do mot allow conchasions to b dravn concoming the
raurachomical identity of the non-scrotonorgic nourons recruitcd
in the lwDR in rosponsc te the panicogeomio hypoxia challenge.
However, soveral factors indicate thoy are likcly to be
(A BAogic. The v DR contains a great number of GABAcrgic
memamons (Calize ot al, 2001; Day ct al, 2004; Fu < al,
N0}, which mort tomic mbibiiory control over sorolomergic
cells within the DR (lervaseni o al., DMK Tao and Auarbach,
0D, 200%; Varga ot al., DHM; Wang ot al, 200 7). In mts submil-
ted to watcr immersion, which cvolkes active cscape-like coping
bchavior (c.g. swimming, climbing), «Fos was uprcgulated in
OABAogic bul not sootonorgic mourons within the lwiDR
(Roche o al., 2003 Intorestingly, after cxposers to acutc swim
stress, scrobanin bovgls docrcass im regions immervaied by the DE,
such as lateral scptum and amypdala (Kirby ot al., 1995; Kirby
and Luckd, 1997 A similar mochanism operating an the scrobon-
ogic projection from the DR 1o the PAG i responss o the
brypoxia challenge would lead o an incrcass in excitahility of the
PA( via disinhibition of the inhibitory 5-HT hwDRE-dPAG proe
jection. In support of this idea, in our study inorcased oFaos
immumorcactivity was obsorved in the dmPAG in both sexes and,
to & lesser extent, in the rostral ventrolateral soctor (only in males
and fomales in latc dicstnes) following the hypoxia challenge.

Ag in the hwDE, firther studics anc still required to umy gl the
rmaurachomical phenotype of nourons activated in the PAG by
bypoxia. However, it is notoworthy that in the dmPAG and, to a
losser extent, in the vIPRG, the two PAQ ancas rocngited bore by
T% O, but mot in the dIPAG or 1PA G, there is an abundancs of
ghitzmatorgic mourons comtaining NK-1 roospiors. (Commons
and Valentino, 2082). Mot boss imicresting, blockads of ME-1
roocplors in the dPAG rodeces the oxciiability of this rogion o
ovolo cscape rospansos. {Broix ot al, 701 ), suggesting that this
papulation of glutamabergic™K-1 reocpiors plays a physiologi-
cal rode in the rogulstion of panic-likc defensive responscs,
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making them a plausible candidate for meadiating the bohaviaral
conscquoncos of oo posurs to hy poxia

In summary. cur rosulis show acuic hypoxia to bo 2 pamico-
ponic stimules in male and female Wistar rats, as it s in male
Sprague Dewley rats. Howev e, the response of fomales is cstroes
oycle-dopondent, with amimals showing sigmificamly enhanced
rosponding im bte dicstrus, which correspond to the promonsirual
phasc in womon. Hypoxia induced functional activation of non-
scrotonorgic nourons in the w DR, the dmPAG, and, 1o 2 lessor
extent, the rostral vIPAG. The increase in bohaviaral responsive-
ness and onhanced fimctional activation of this pathway in lae
dicstrus was provented by short-tormn treatment with a low dose of
fluax cine sufficicnt io misc bram alloprognanclons concmiration
without cfficct on 5-HT systoms. We sugyest that shari-torm treai-
ment with low-dose fluoxctine deserves firther attontion as a
potmtial thorapoutic strategy for management of PDs in women.
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z:::’:&ﬁ;F:;':_: m;’;dd men, and in women, sympltoms may be omcerbated during the late luteal
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1 | INTRODUCTION
It is well established that anxicty-related disorders are
bwice a5 common in women compared with men (Remes
ct al, 2016; Stecl ot al, 2004). Despite this, the majority
of preclinical rescarch continecs o use male animal
models (Hughes, 2009) with the assumption that findings
in males can be translated to females. Morcover, when
studies are carried out in females, the potential cffects of
hormonal chanpes due to the oestrous cycle ane not
abways tuken into account. This s a serious omission
since in women, the menstrual cycle is a reoognised fac-
tor that can affect the intensity of symptoms. Late lutealf
premenstrual  cxscerbations  of symploms  have  been
reported across a range of mental health disorders
{Hendrick ot al., 1996; Nillni et al, 2021). For cxample,
women in their late-luteal phase become particularly sus-
ceptible to symploms of depression, anxicty, and anhedo-
nia (Yonkers et al, 2008) whilst in panic sufferers,
symptoms of panic attscks worsen during the premen-
strual period (Nillnd et al., 2002, 20017

In vicw of the clinical finding, our laboratorics began
to investigate the utility of a number of rodent models for
studying anxicty- and panic attack-like behaviours in
females, paying particular altention o ocstrous cycle
stapr. We, and others, find that several of the commonly
used behavioural tests of fear and anxiety developed in
males, for example, clevated plus masse, conditioned fear,
conditioned fear o context, and fear potentiated starthe,
are nob influenced by the oestrous cycle in lemales

wiLEyl =

defensive attention, risk assessment, and cautions interaction with the snake,
progressing o defensive immobility to overt escape. Both males and females
displayed higher levels of risk assessment but less interaction with the preda-
tor. They also spent more time in the burrow, displaying inhibitory avoidance,
and more time engaged in defensive attention, and non-oricnted cscape behav-
iour. In females, anxicty-like behaviour was most pronounced in the ocstrous
and procstrus phases whereas panic-like behaviour was more pronounced dur-
ing the diocstrus phase, particolarty during late dioestrus. Acute hypoxia
evoked panic-like behaviour (undirected  jumping) in both sexes, but in
females, responsivencss in late dioestrus was significantly greater than at other
stapes of the cycle. The results reveal that females respond in a gualitatively
similar manner to males during exposure to naturally oocurring threatening
stimuli, but the responses of females is oestrous cycle dependent with a sipnifi-
cant cxacerbation of panic-like behaviour in the late dicestros phase.

acule hypooia, male and lemale mls, oesioows opcle, panic, prey-versus-snake conlronbalon,
wrulu-cruzozing noehead pil viper

(Machado Figuciredo ot al, 2019; Pentkowski ot al., 2018;
Soarcs-Rachetti et al, 2016). On the other hand, in tests
cmploying  unconditioned  fear  paradigms,  although
females as a whole usually respond in a similar manner
to males, their responsivencss is ocstrous ovele depen-
dent. Furthermone, females in the late dioestrus stape
consistently display enhanced responsivencss compeared
with other stapes of the cycle (Devall et al., 2009, 2015;
Machado Figueiredo ot al, 2009), a finding which is in
line with the dlinical ohservation of increased psychologi-
cal vulnerability to anxicty during the premenstrual
period in women (see above].

Almost all laboratory-based tests of fear and anciety
in rodenis employ artificial behavioural scenarios, for
convenienee amd high throughput. We wished tw employ
more cithologically relevant behavioural models. We
belicve this approach to be important as it offers the
opportunity o validate new psychobiological models of
panic atitack in comparison with  less  naturalistic
laboratory-based tests in common use.

Confrontation with a snake, a natural predator of
rodents, has been used o clicit anti-predator behaviour
in mice (de (Miveira of al, 2018). In rats, exposurc to
snake odour clicits similar  anxiogenic  behaviour
{de Paula et al., 2005; Tapocik ct al., 2021} We ublised
the rodent’s innate fear of snakes w develop and validate
a rodent-versus-snake confrontation paradigm test using
Wistar rats as prey. Confrontation with a senomows
snake in the polyponal arcna for snake panic test elicits a
mix of anxicty- and panic attack-related behaviours in
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male rals (Calvo, Almada, ct al., 20019; Calvo, Lobao-
Soarcs, et oal, 2019 Coimbra, Mendes-Gomes,
et al, 20017), golden hamsters  (Paschoalin-Maurin
et al, 2018), and mice (Almada et al., 2021; Coimbra,
Calvo, ot al, 2017; dos Anjos-Garcia & Coimbra, 2019,
2020y Lobao-Soarcs et al, 2008 Mendes-Gomes,
Paschoalin-Maurin, ¢t al., 2020). The test recruits similar
wcerchral and midbrain structures (Mendes-Gomes, Molla,
et al, 2020; Paschoalin-Maurin ci al, 2018) to those
already reported to be related o the organisation of
antipredatory behaviour (Blanchard ot al., 2005; Canteras
ot al, 1997; Canteras & Golo, 1999) and panic-like
responscs (Biagioni ot al, 2003; Ullah ct al, 2015, 2017;
Wilent et al., 2010). The behaviour of females in this test
has niot been reported.

In human beings, acute cxposune o hypoxa is a well-
established  panicogenic stimulus (Beck ot oal, 1999
Johnson ot al., 2004; Niccolai ot al., 2009). Hypoxia also
evokes panic-like escape defensive responses in male rats
{(Fernandes ct al., 20019; Spiacci ot al., 20015). To date, the
behaviour of females in this sk, or in the prey-versus-
predutor confrontation paradipm, has not been studied.
To redress this omission, we conducted a study Lo analyse
the behaviowr of females in the polyponal arena for snake
panic test test and hypoxic challenge test, paying particu-
lar attention to the possible influence of the ocstrous
cyche.

2 | MATERIAL AND METHODS

Ethical approval

All experiments were performed in compliance with the
recommendations of the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the Ribeirao Preto Medical School of
the University of Sao Paulo (CEUA-FMREP-USF), which
agrees with the cthical principles in animal rescarch
adopted by the Mational Council for Animal Experimen-
tation Control (CONCEA), and were approved by the
CEUA-FMRP-USP (processes 224/2018 and 123/2019).

21 |

Animals

Young-adult 60- to T0-day-old male and female Wistar
rats (Rafius norvegicus, Rodentia, Muoridac) weighing
200-210 g (females) and 250-300 ¢ (males) from the ani-
mal facility of the Ribeirdo Preto Medical School of the
University of Sio Paulo were used. These animals were
housed in groups of four in plexiglass cages (41 = 34 cm)
and given free access o food and waler throughout the
cxperiment.

We also used male South American urutu-cruscino
venomous  lancehead pit vipers (Bothrops alternatus,
Reptilia, Viperidae) (n = 3), with 115, 112, and 108 cm
length, weighing 1198, 1056, and 782 g, respectively, as
the source of aversive stimuli. The snakes were col-
lected from Southeast Brazil and were maintained in
the Laboratory of Neuroanalomy and  Newro-
psychobiclogy  ophidiarium  (licensed by the TBAMA
Comrmnitbes; PrOCEsses 3543.6986/2012-5P and
3543.6984/2012-SF and the Sa0 Paulo State povernment,
SMA/MDeFau  15.335/2012; Mechanisms of Defensive
behaviour  and  Unconditioned  fear-induced  anting-
ciception in Snake-threatened Animals (MEDUSA) Pro-
ject, SISBIO processes 414351 and 41435-2) 1 week
before the cxperimental procedures. The snakes wene
previously fed with the same species of proy used in
this work (Raftus morvepicus) monthly and 1 weck
before the experimenis.

23 |
test

Polygonal arena for snake panic

The polyponal arena for snake panic test was used for
prey-versus-predator  confrontations. The experimental
apparatus consists in oan cnriched  polyponal  arcna
(154 = 72 = 4 cm, crystal  acrylic, with  insulfilm}
arranged on a granite surface (170 = &5 = 02 cm) and
cquipped with an arlificial burrow (36 = 26 = 125 cm,
with two outlets diametrically opposite) and two small
clevated platforms (7 = 4 = 10.5 cm) for escape, acoessed
by acrylic staire This prey-venms-snake confrontation
environment (see Fipure 1) has been described  in
more detail in previous reports from our laboratory
(Almada & Coimbra, 2015 Almada et al, 2015, 2021;
Coimbra, Calvi, et al., 2017; Coimbra, Mendes-Gomes,
ct al, 2017; Coimbra, Paschoalin-Maurin, et al., 2017;
dos Anjos-Garcia & Coimbra, 2009, 2020).

2.4 | Hypoxia chamber test

The hypoxia chamber was a roof-scaled cylinder made of
transparcnt Plexiglas (25 cm dismeter and 35 cm height).
The chamber had a flow valve connected w both an air
pump and a nitropen (M) cylinder. Hypoxia was pro-
duced by Mz administration at a low rate of 4.5 Limin,
for approximately 4 min. Chamber concentrations of
both 0y and COy were monitored using a gas analyser
(ML206 Gas Analyser, AD Instruments, Bella Vista,
MNSW, Australia) and scanned online with PowerLab
Chart 5 software (AD  Instruments, Bella  Vista,
Australia).
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FIGURE 1 Delensive behaviours evoked
by Raltus norvegicus (Wistar rats) confronted
wilh Bothrops alternalus pit vipers in the
polygonad arena for snake enic lest enriched
with a burrow and two small devated
platforms lor escape, accessed of acrylic stairs.
(2) Flat back approach (lemale in oestrus),
(b) stretch-attend posture (female in oestrus),
(¢) inhibitory avoidance (lemale in late

i ). and (d) del
(lemade in late dioestrus)

bility

BEHAVIOURAL PROCEDURES
Vaginal smears

All female rats went through a vaginal smearing proce-
dure to determine the stage of their oestrous cycle 5 days
before the test. A vaginal smear was taken immediately
before the confrontation with the predator or the hypoxia
challenge. An inoculation loop was sterilised in a flame,
dipped in sterile water, and then gently inserted into the
vagina to gather cells, which were then smeared onto a
glass slide. The smears were stained using a staining set
(Pandtico Rdpido, Laborclin, Parana, Brazil; ANVISA
number 10097010-105). Changes in the cytological

3 1

31 |

appearance of the smears were used to identify the cyce
stage. The oestrous cycle comprises four phases, cach one
with a different cell configuration: Procstrus phase was
characterised by an abundance of round nucleated epi-
thelial cells; ocstrus phase by larger cornified squamous
cells; in carly dioestrus, plenty of leucocytes, typically
with multi-lobed nuclei was the main characteristic; late
dioestrus is characterised by fewer leucocytes whose
nuclcus has become diffuse with many cells appearing to
be disintegrating (Brack ct al., 2006). The vaginal smear
was taken 5 min before cach confrontation between prey
and urutu-cruzeiro venomous lancehead pit vipers and in
independent group of rats 5 min before the exposure of
rats to the hypoxia challenge test.
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3.2 | Prey-versus-predator confrontation

The rats were grouped according o sex and kept in the
enriched polyponal arena for 78 h for habituation under
# 12-h/12-h light/dark cycle, with a temperature between
22'C and 25°C, with free access to food and water, except
on the experimental day. Habituation was conducted to
penerate a non-aversive and safe environment for the rats
{Twardowschy et al., 2013; Uribe-Marifio et al., 2012}, On
the test day, the rats were removed from the polyponal
arcna, and a lancchead pit viper or a false (toy) snake
was placed on the opposite side of the burrow. Subse-
quenily, cach animal was placed in the enriched polypo-
nal arcna in the cormer opposite where the snake or the
false snake is found. Alter a 5-min confrontation, the rats
were removed from the experimental environment. After
confrontation with three to four rodents, the snake was
replaced by another one. Each ral was used in only onc
confron tation.

The behaviours were record by using videocamera
(Somy  Handcam HDRE-CX350, Eonan, Minato-ko,
Tokye, Japan) for 5-min off-line analysis by a rescarcher
who was blinded to animals cestrus phase. The behav-
ioural responzes were analysed wsing the free softwane
X-Plo-Rat version 1.1.0, developed at the Laboratory of
Exploratory Behaviour of Ribeirio Preto School of Phi-
losophy, Sciences and Litcrature of the University of
580 Paulo. This software docs not perform automatic
measurcment of behaviours, and the experimenter eval-
wales the behaviour and then uses the software to help
quantify the number and duration of cach behavioural
TES[HITSE.

The following prey behaviours were quantified based
on previously described analyses of responses of rats con-
fronted by other specics of snake (Calvo, Almada,
et al., 2019%; Coimbra, Calve, ct al., 2017): (I} risk asscss-
ment: comprised by flat back approach, defined as for-
ward clongation of the body with frontward movement
sroomplished by slowly pulling the hind body (Figure 1a)
and stretch attend posture, when the rat streiches to its
full length with its forepaws, keeps its hind paws in the
same place, and turns back to the anterior position
(Figure 1b); (IT) defensive attention (alertness): interoup-
tion of ongoing behaviours for up o 5 5, follewed by an
attentive posture, as well as behaviours characterised by
small head movements, rearing, and smelling; (117} ori-
ented escape: running or shifting the direction of ronning
tovwards the burrow or the clevated platform for cscape or
dlimbing the side of the burrow; (IV) inhibitory avoid-
ance (Figure 1ok involves behaviour that postpones the
occurrence of a future aversive event (the rodent, after an
oricnted cscape to the burrow, puts the head in the
entrance of the burrow and displays defensive attention);

(V) non-oricnted escape: running and/or jumping in a
dircction opposite that of the predator; (VI) defensive
immobility (freceingl immobility for at least 6 5 in a
dorziflexion defensive posture, followed by aulonomic
reactions, such as defecation, exophthalmia and/or mic-
turition (Figure 1d); (VII} inleractions between prey and
predator: close contact, followed by sniffing, carcful
touching with the front paws andfor nose. In addition,
we measured the time spent inside the burrow and time
spent on, below or above the stairs (ecscape platforms) as
saf places. Crossings (stepping with four legs within a
delimited rectangle on the arcna floor after crossing the
border of cach section line) were also recorded as a mea-
sure of locomotor activity of prey.

The ocourrence of the different defensive behaviours
of Bothrops alternaius was quantificd as the number of
events that ocourred during the presence of prey in the
polyponal arena.

The following behaviours were displayed by the
snakes: (1) threatening posture: defensive reactions, in
which the snakes clevated the first thind of their bodics
and assumed an 5" shape, with the curled body or with
the body partially distended; (1T) dorsoventral flattening
of the body: a defensve response enlarging the size of the
body; (111) hiding; the head: a defensive posture for head
protection; (V) tail vibration: a threatening behaviour
with rapid movements with the il against the floor of
the polyponal arcna; (V) exploratory behaviour: elevation
of the head and anterior body region (without “57 shape
posturcl;, (VI) threatening attack: strike without biting
the prey with the mouth closed or partially open; (VI
olfensive/delensive attack: strike and bite (in the event of
this strike the cxperiment was interrupted, the proy was
sacrificed with a lethal injection of ketamine and xylazine
and discarded from the experiment, and the behavioural
data related to the rodent that was attacked and poisoned
were also discarded); (VIID) retreat backwands with
threatening posture. Crossings (the first third of the ante-
rinr part of the body within a delimited rectangle on the
arcna floor after crossing the border of cach section line)
were also recorded as a measure of locomotor activity of
the: predator.

The following cxperimental groups were performed:
male rats + toy snake (n=8); male rats + Bothrops
alternatus {n = 9% female rats + toy snake (n = 32; pro-
cetrus, n = &, ocstrus, n = &, carly diocstrus, n = 8, and
late dioestrus, n = &) female rats + Bothrops allernatus
(m = 40; procstrus, 0 = &, ocstrus, 7 = 12, carly diocstrus,
n =7, and late dicestrus, i = 13). All venomouws snakes
were submitted to confrontations o male and female
prey in cach cycle phases of ocstrous cycle, and their
behavioural reactions were not significantly influenoed
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3.3 | The hypoxia challenge test

In all cxperiments, 1 day before the hypoxia challenge,
male and female rats were placed  individoally  in
the cxperimental chamber for 15 min  (Fernandes
et al, 2019). During this habituation session, room aic
was [lusghed into the chamber at a fow rate of 4.5 Limin
in order o familiarise the rats with the gas Qow and air
jet sound, and to prevent a neophobic reaction o the
cage cnvironment.

The next day, animals were placed in the cxperimen-
tal chamber and submitted either to the hypoxia chal-
lenge or to atmospheric air (normoxia). For that purpose,
the animals were placed individually into the chamber
and acclimated to it for 5 min. During this period, room
air was [lushed into the chamber at a flow rate of a 4.5 LS
min. Subscguently, Mz was flushed into the chamber
{4.5 L/min) for 4 min in order to reach a concentration of
T% Oy AL this point, Ny infusion was suspended, and the
hypoxia condition of 7% O, was maintained for a further
& min (Spiacc ot al., 2005).

The behaviour of cach rat was recorded throug hout
the experiment using a video camera connected tooa
WY recorder. The number of jumps displayed by rais
during the hypoxia challenge (10 final minutes of the test
semsion) was computed manually by an cxperimenter
blind to the cxperimental conditions being tested. Base-
line locomotion was assessed by recording the total dis-
tamce travelled over the first 5 min of the test, with
animals under atmospheric air. For this analysis, a video
tracking system was used (AnyMaze version 4.96, USA).
The following experimental groups were used: male rats(
normoxia (n = 8); male rats/hypoxia (= 9% female
rats/mormoxia (n=9); female rats/hypoxia (n = 37).
Among females challenped with hypoxia, 7 were tested
in procstrus, 9 in oestrus, 9 in carly diocstrus, and 12 in
late dioestrus. As described for male rats (Fernandes
et al., 20019; Spiacci et al., 2015) and in pilot stedics with
females in our lab, no animals jumped during normosis.
Thus, for the sake of reducing the number of animals
uzed, a smaller number of females from different oycle
staprs was tested in normoxia as the control proup, cven
though this precludes statistical comparison.

4 | STATISTICAL ANALYSIS

Considering that according to Shapiro-Wilk test of nor-
mality the majority of defensive behaviour-related data
did not follow a Gaussian distribution, the behavioural
data of malec and female rals submitied to cither the
polyponal arcna for snake panic test or the hypoxia chal-
lenpge were analysed by Kruskal-Wallis test by ranks

followed by Dunn's post hoo test. Dats were reported as
median with interquartile ranpe and represented as scat-
ter dot plot in the fpurcs. Howewver, concemning the
females in different oestrous cycle phase submitted G the
hypoeda chamber test, the majority of groups (cowept the
procstrus group) followed the Gaussian curve, and for
thiz reason, data represented in Fipure b were submitted
to the one-way analysis of vanance followed by Tukey's
post hoc test, and data were represenied as means + 5E.
M. Concerning the locomotor activity displayed by Wistar
rats submitted to cither the polyponal arena for snake
panic test or the hypoxia challenge test, considering that
data did not have a Gaussian distribution, the findings
were submitted to the Kroskal-Wallis test by ranks
followed by Dunn's post hoc test, and data were represcn-
ted as median and interguartiles. P < 0005 was considered
statistically sipnificant.

5 | RESULTS
51 | Defensive behavioural responses

displayed by Bothrops aliernatus pit vipers
during the confrontation with prey

During the prey-versus-snake confrontation sessions, all
three venomous snakes used displayed attenitional behay-
iour towards the prey. As shown in Table 1, they dis-
played defensive postures such as clevation of the head
and anterior body region (28.74%), domsoventral fatten-
ing the body (16.09%), threatening attack (13.79%), and
threatening posture (12.64%), in which they remained
with the anterior portion of the body retracted in a sig-
moid curve, a position in which the snoke s ready to

TABLE 1 Incidence of defensive behaviour displayed by
Bothrops allernalies
Incidence
Behavious %)
Elewation ol Lhe head amd anterior thind ol the 2874
by
Dorsoveniral Rattening of the body 1609
Threakening allack 1179
Rapid tail wilsration againsd ithe subsirale 1494
Threakening poslure 1164
(Hlensive/ delensive allack 69
Roelreal eckwarrd with thnsslening posiure 375
ITiding the hesd L15

Mot Data correspond bo the percentage of cach behavioural response in
comqparisan with the total incdence of behavioural reactions displayed by
snakes {n — 3)when confronted with prey.
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launch a strike (Coimbra, Calvo, et al, 2017;
Saxima, 1988). Threatening tail vibration against the
polyponal arcna floor (14.94%), as a warning behavioural
response, retreal backwards with threatening posture,
and defensive hiding the head wene also displayed by the
predator when confronted with fearless prey. Offensive/
defensive attsck with biting had an incidence of only
6.9%. There were not sipnificant differences in the looo-
motor activity of Bathrops alternatus pit vipers during the
confrontation with male and female prey (Kroskal-
Wallis H test; p* = 0L8369; p = 0L05) (data not shown).

5.2 | Behavioural responses exhibited by
male and female rats threatened by
Bothrops alternatus pit viper

A summary of the statistical data presented in Figures 2
and 3 i shon in Tables 2 and 3.

In the presence of the by snake, male and female rats
displayed investipatory  behaviour, but no anxicty- or
panic-like responses, appearing o treat it as a benign
novel object rather than a potential threat. Females did
mad appear any less inguisitive than males in this respect
(Figares 2 and 3).

In contrast, the responses of both seees were dra-
matically different when they were confronted with the
live: smake (Fipures 2 and 3). Threatening behaviour by
the snake consistently clicited anxiety-like responscs in
the rats, such as defensive attention, risk assessment
(flat back approach and stretch attend posturc), and
inhibitory avoidance, as well as panic-like behaviours,
including defensive immobility and escape behaviour.
Although there was an ethological scquence of defen-
sive responscs, such  defensive  attention, flat back
approach, startle, defensive immobility, cscape, inhibi-
tory avoidance, and stretch attend  posture, not all prey
display the whole range of these behaviours, For exam-
ple, depending of cach situation, escape can be clicited
during the risk asscssment, and defensive immobility
can be replaced by cxplosive cscape. Typically, the rat
might initially display several cpisodes of flat back
approach and startle as it appearcd to investipate and
assess  the snake (risk assossment) and  cautiously
approach it (lat back approsch and interaction between
prey and predator). Compared with exposure o the toy
snake the presence of the live snake indwced a signifi-
cant increase in the frogeency of rsk assessment in
both male and female rats (Figure 2a; p < 0005 in both
cases). Although females in all stapes of the oestrus
cycle carricd out risk asscssment in the presence of the
predator, the incidenoe was hiphest in the oestrus phase
(Figure 2b).

After displaying flat back approach and stretch attend
postures, the prey usually interacted with the snake.
However, both male and female rats displayed signifi-
cantly fewer interactions with the live predator comparcd
with the toy snake (Figure 2o; p < 0005 in both cases). In
females, the interaction with the snake varicd acoonding
to oestrous oycle phase. In ocstrous, carly diocstrus and
late dioestrus rats tend towards o spend a shorter time
interacting with the predator compared with the toy
snake, and these behavioural responses were significantly
shorted in comparison with those displayed by female
rals in procstrus. In contrast, rabs in procsires appeancd
frarless, and interactions with the live snake were signifi-
cantly higher compared with the toy snake (Figure 2d).

The next event depended on the response of the
snake. For example, the snake reacting to the approach
of the rat would elicit a jump and non-oricnted cscape of
the prey, but if the snake made no offensive response, the
rat typically displayed oriented escape. Interestingly,
when threatened by the snake, after the clicitation of ori-
ented cscape to the burrow, usually prey displayed inhibi-
tory avoidance, as shown in Figure 1. Females displayed
the same pattern of response as males in the presence of
the snake. However, females appearcd to be less fearful,
as shown by significantly lower levels of defensive immo-
bility (Figure 3c)

The close contact with the predator clicited mainky in
male rats a sipnificant oriented escape o safe places (the
burrow and the elevated platforms for escape). Acconding
to Dunn’s post hoc test, females displayed less oriented
cacape when compared with males, as shown in
Figure Ze. No significant differences between ocstroos
cycle phases in females were observed (Figure 26).

Concerning the time spent in safe places, there was a
sipnificant cnhancement in the presence of the live snake
only in female rats, as shown in Figure 2p. This behay-
iour was ocstrous oycle specific with females in the
oestrus phase spending significantly more time in safe
places (Fipure 2h; p = 0.05).

Defensive attention, cither displayed by prey in the
open spaces of the polyponal arena or in safe places, was
sipnificantly displayed mainly by female rats exposed to
the live: snake but not the oy one (Fipure 3a). In females,
only rats in the carly and late diocstrus phases showed
this behaviour in the presence of the live snake, in com-
parison with threatened females in proestrus  phase
(Fipure 3b; p < 0U05 in all cases).

After oriented cscape to the burrow, inhibitory avoid-
ance, when the rat puts the head in the entrance of the
burrow, was significantly displayed by male and female
rats threatened by Bothrops altermatus when compared
with the toy snake, as shown in Figure 3¢ The cxposure
o the live venomous snake induced a sipnificant increase
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TABLE 2 Kruskal-Wallis-refated 1T and F values reganding comparisons belween male and lemale Wislar rals

Males and females I (%) statistic
Risk asmesmmenl 6.7
Frey va predator inlersclion 52
Crrienled escape s
Time spenl in sale places R
Deelemsive allention mne
Inhibilory aveddance P
Drelemsive immaobilily mne
Non-oriented sscpe 43.6

Degrees of freedom Pvalue
<001
<01
<001
< a1
<001
<01

<0001

(E I TR I T R R P )

<0001

Mot The behavisaral data, which were abtained after the prey venass predaior confrontaisons, ane expressed as the median and intergquartiles.

TABLE 3 Kruskal-Wallis-refated IT and P values reganding comparisons lemale Wislar rals in dillerent oesirous cycle phases

Oestrous cycle phases I (%) statistic
Risk wmesmment 593
Prey vi predalor inleraclion 6.4
Orrienbed escape 1.0
Time spenl in sale places 6.2
Drelemsive allenlion 48.6
Inhibilory avoddance 31z
Delemsive immaobilily M5
Non-oriented sscpe 596

E
E

Pvalue
<0001
<0001
<0001
<0001
<0001
<0001
<0001
<0001

L I T R e |

Mot The behavisaral data, which were abtained after the prey venass predaior confrontaisons, ane expressed as the median and intergquartiles.

in the frequency of inhibitory avoidance behaviour in
females in the late dioestrus phase compared with the
contrl  and o threatened  females  in procstrus
(Figure 3d; p < 0.05)

Close contacts between prey and predator, but not the
loy snake, also clicited panic aitack-like responses of
defensive immobility and non-oriented/explosive cscape
behaviour. However, only male rats displayed a signifi-
cant increase in defensive immobility when confronted
with the snake compared with the control, and that
defensive reaction was significanily higher than that dis-
played by females (Figure 3e; p < 0005 in both cases). No
significant difference between oestrous oycle phases in
threatened females was observed (Figune 36).

MNon-oricnted escape behaviour was, however, dis-
played by both male and female rats when threatened by
the venomous snake (Figure 3g; p < 005 in both cases).
Interestingly, when ocstrous cycle stape was ake into
account, only females in the carly dioestrus and late
diocstrus phases displayed a significant level of non-
oricnted escape behaviour compared with control {expo-
sure to the toy snake), a defensive response that was also
significantly different from that displayed by females in
procstrus phase (Figure 3h; p < 005 in all cases).

Concerning the locomotor activity (crossings) of male
and female Wistar rats submitted (o the polyponal arena
for snake panic test, only females sipnificantly decreased
the locomotor activity when confronted with the predator
(Kruskal-Wallis H test; y° = 22.7; p <0001}, a8 com-
parcd with control group, as shown in Figure 5a (Dunn
post hoc test; p < 0U05). When ocstrous cycle stage was
take into account, only females in the late diocstrus
phase displayed a significant decrease in the number of
crossings in comparison with the contred group and that
decrease in the locomotor activity was also significantly
different from that displayed by females in proestres
phase (Kruskal-Wallis H test; ¢* = 34.8; p < 0.001), as
shown in Figure 5b (Dunn post hoo test; p < 0005 in both

53 | Effects of the hypoxia condition on
the behaviour displayed by male and
female rats

Both male and female Wistar rats displayed a panic
attack-like escape reaction when  submitted o the
hypooia challenge. Hypoxia induced sipnificant jumping

152



FEREEIRA SGOREL vr a

behaviour in male and female Wistar rats but not in their
respective  control  groups  maintained  in normoxia
(Kruskal-Wallis H test; y* = 27.7; p < 0001), as shown
in Figure 4a (Dunn post hoc test; p < 0005 in both cases).

Regarding the responses of female Wistar rats at dif-
ferent phases of the oestrus cycle, there was sipnificant
effect of oestrous cycle on panic-like responses to hypoxia
conditions (Fj ;= 4.068, p - 0.05). Females in the late
dinestrus phase displayed the hiphest number of jumping
responses, which was significantly greater compared with
females in procstrus, as shown in Figure 4b (Tukey post
hoc test; p - 0U05).

There were neither significant differences between
male and female rats (Kruskal-Wallis H test; ¢ = 2.65;
p > 0.05) nor between females in different ocstrous cycle
phascs (Kruskal-Wallis H test; ¢* = 2.29; p > 0.05) on
baseline locomotion during normoxia condition: move-
ments made during the 5 min in the chamber before hyp-
oxia (Figure 5c,d).

6 | DISCUSSION

The prey-versus-predator  confrontation and  hypoxia
challenge tests have previously been validated as models
of panic attack-like defensive behaviours onby in male
laboratory animals (Coimbra, Calvo, et al., 2017; Mendes-
Gomes, Motta, ot al, 2020; Paschoalin-Maurin
et al., 2018; Spiacci et al., 2015, 2018). The present study
has shown that in both these tests, females behave inoa
gqualitatively similar fashion to males. Howewer, there are
sex differences in terms of guantitative aspects of the
responses, and  the responsivencss of  females s
influcnced by stape of the oestrous cycle.
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FIGURE 4

In terms of responsivencss o the hypoxic challenge,
female Wistar rats tended to be less scnsitive than
males, making only half the number of jumps. This
finding is in contrast to results of a recent study in our
laboratory using Sprapuc-Dawley rats, in which the
responsiveness of males was similar to the Wistar rats
used in the present study but females were much more
responsive o hypoxia than males, making twice the
number of jumps (Batistela ot al., 2021). Since the appa-
ratus, housing conditions, and the test protocol were
the same in both studics and experiments were Llarpely
carried out at a similar time of year (Aupust/Scptember
2018 for Sprague-Dawleys and October/November 2017
for Wistars, plus a fow experiments in March 2018), this
suggests there could be strain-related sex differences in
the female panicopenic response o hypoxia. However,
it remains unclear whether this stems from a difference
in the physiological and/or emotional component of the
TespOnse.

Motwithstanding the blunted responsiveness of the
female comparcd with male Wistar rats, it was clear that
the response o hypoxia in females was ot opcle
dependent Indeed, the oestrus oycle influence far out-
weiphed any sex differences. Whilst in the proestrus and
oestrus stapes, females showed only a minimal reaction
to hypoxia, their responsivencss increased 10-fold by the
time they reached the late diocstrus phase of the oycle,
when the incidence of their panic-like jumping was com-
parable with that displayed by males.

In contrast (o the straightforward panic attack-like
jumping displayed by rals on exposure o acule hypoda,
the behaviour clicited by confrontation with the snake is
more complex. Confrontation by a predator in a semi-
naturalistic environment (the cnriched polyponal arena)
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Number ol jumps displayed by male and fermale Wistar rals submilled o ether normasia {MOX) ol hyposia (TTOX)

omnditions (a) and by lemale mals in dilferent oestrous cycle phasess in a hypoxia condition (bl Data are presented as either median and
inlerguartiles (a) or mean | SEM (b). "p < 0005, comgxered wilth the respeclive contml groups, according o slber Use Kroskal-Walls 7T et
Tollorwad by Dhunn's post o st (o) or one-way ANOVA lolbsed by Tukey's post hoe et (B); ' p < 0005 between lemales in dillerent
phare of the oestrouws cyde conlmnted with the snake when comgrred wilh the lemales in proesires plase, scoording o Lhe one-way
ANOVA ollowed by Tukey's post boc lest. Dol represent individual data poinds
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represents an cthologically relevant challenge o sur-
vival, which clicits a sophisticated behavioural reper-
toire o promote survival by fimst assessing the level of
threat and then engaging in defensive behaviour if the
threat i judped to pose a risk o survival. In large
enriched polyponal arenas for snakes, such as the one
used in the present study, the initial risk assessment
approach-avoidance conflict behaviour clicited by the
relatively distant threat is considered to reflect anxicty,
whilst unconditioned freesing (defensive  immaobility)
and ecscape responscs ovoked by the real proximal
threat  have been associated  with  panic  (Almada
et al, 2021; Blanchard, Grichel, & Blanchard, 2001;
Blanchard, Hynd, ot al, 2001; Coimbra, Calvo,
et al., 2017; Paschoalin-Maurin et al., 2008). In the pres-
enee of the snake, both males and females initially dis-
played anxicty-like behaviour (risk assessment) followed
by panic-likc cscape response. These behaviours were
specific to the presence of the live predator, since the
toy snake clicited only  investigative  behaviour  and
failed v evoke anxicty- and panic-like reactions in

cither sex. However, once rals came within close

prozimity to the live snake, both males and females
reacted with similar levels of cscape behaviour to the
prozimal threat. The stereotypical sequence of responses
of our Wistar rats exposed o Bothrops alternatus ven-
omous pil vipers was similar to that reported previowshy
for male rats confronted by other species of venomous
snake (Calvo, Almada, et al., 2019; Calvo, Lobao-Soares,
ct al, 2019 Coimbra, Calvo, et al, 2017; Mcndes-
Gomes, Motta, ct al., 2020).

When the response of females confronted by the
snake was analysed with respect o oestrus oycle phasce,
striking differences emerped, which depended not only
on the phase of the cycle but alss on the particular type
of behaviour. In terms of anxicty-like responses of risk
assessment (flat back approach and stretch attend pos-
ture) behaviour, female rats in the early phases of the
cycle (procstrus and ocstrus) showed a significantly
higher level of responding compared with female rats in
their carly and late dioestrus phases. Females in the pro-
cstrus phase were also more inclined to interact with the
predator  suppesting that they were  less fearful  at
thix time.
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However, as the behaviour of prey  progressed
towards panic-like escape, the influcnce of the oestrous
cycle shified. MNon-oricnted  cscape was  sipnificantly
enhanced in the dioestrus phase compared with the car-
licr stages of the osstrus oycle, as were defensive atten-
tivn and inhibitory avoidance, which were low in the
carly stages of the cycle, and increased fourfold o fve-
fold as the rats reached the dioestrus phase. Although
the latter are often considered as classical anxicty-related
responscs in rats, inhibitory avoidance behaviour can be
also cxpressed in a panic disorder context, in the form of
aporaphobia  that follows a  panic attack  (Lelliot
et al., 1989; Willi ct al., 2000). Defensive attention is also
displayed by threatened prey during inhibitory  avoid-
ance behaviour, when they maintain the entire body
inside the burrow, putting the head in the entrance and
scanning the aversive environment, in which the snake
is found. The increased incidence of inhibitory avoid-
ance  displayed by threatened  female rats in late
divestrus  phase is reflected by a trend towards an
increased time spent in safe places.

Our data indicate that the hyposia challenge and con-
frontation with a predator both pose overt threats that
evoke unconditioned panic-like defensive reactions in
rats, which in females is influcnced by ocstrous cycle
stape. These findings corroborate a number of recent
observations that female rats in their dioestrus phase,
particularly late divestrus, show enhanced responsivencss
tov stimuli that evoke unconditioned fear-like behaviours
(Devall et al, 2009, 2015 Ho o al, 2001; Machado
Figueiredo et al., 301%; Pentkowski et al., 2018).

The mechanism whereby the ocstrus cycle impacts so
dramatically on responding of females is intriguing. The
medial hypothalamus, the dorsal periagueductal grey
matter (PAG), the superior and the inferior colliculi arce
considercd the main neural substrate for the integration
of unconditioned  aversive  stimulus-related  defensive
behavioural states, such as those similar to panic attacks
and anxicty {Paschoalin-Maurin et al., 2018). Evidence is
accumulating that neuronal cxcitability in this system s
differentially altered during the oestrus cycle. For exam-
ple, within the PAG the rapid decline in brain propester-
one concentration during late dioestrus trippens increased
expression of cxtrasynaptic GABA, receptor subunits on
GABAcrpic neurones (Griffiths & Lovick, 2005). Fune-
ticnally, this manifests as increased newronal excitability
of the PAG circuitry, due to disinhibition of GABAcrgic
interncurons  activity (Brack & Lowvick, 2007; Devall
et al, 20151 In the amypdaloid complex oo, a cycle-
linked shift in the balance of inhibition and cxcitation
geross the lateral and basal amypdaloid noclei has
been reported, which is linked to a change in the
in vivo sensitivity to GABA across the oestrous cycle

(Blume ct al, 2007) Such actions could decrease the
threshold for trippering the panic-like behaviour in the
late dioestrus phase, rendering animals more scnsitive o
panioogenic challenges.

Another  possibility may rmelate o0 changes  in
oestrogen secrction during the oestrus oycle. Oestropen
reaches s peak concentration in procstrus  (Butcher
ot al., 1974). When injected into the amypdaloid complex
it produces anxiolytic actions (Frye & Wall, 2004). Within
the medial amypdala, expression of membrane-associated
G protein-coupled oestrogen receptor 1 (GPER) displays
remarkable  ocstrus  cycle-linked  plasticity  {Llorente
ct al, 2020). A similar plasticity of cxpression of GPER
has alsy been reported in the PAG (Spary ot al., 2013).
The high level of oestropen during the procstrus phase
may damp the excitability of the panic circuitry and
attenuate responsiviencss o panicopenic challenpes.

To summarise, the present study has demonstrated
that female Wistar rats react in a gualitatively similar man-
ner o male rais in two models of panic-like behaviour:
confrontation with a venomous snake inan enriched
polyponal arcna and acute exposure o hypoxia. In both
tests, the behaviour of females was significantly influenoesd
by oestrus cycle stape. Females  displayed  enhanced
responscs during the dioestrus phase and  attemuated
responscs in the procstrus and ocstrus phases at least con-
sidering anxicty-related  responses of defensive attention
and inhibitory avoddance, inoaddiion o panic attack-
related behaviours, such defensive immobility and non-
orcnied cscape behaviours displayed in the presence of
snakes, as well as panic-like jumping elicited by acute
cxposure o hypoxia. Whether this oydical change in
responding has an adaptive value is unclear. Penthkowski
ct al. (2018) have proposed that the higher levels of circu-
lating oestropen and propesterone in procstrus and oestros
may promolc mate sccking and facilitate subscquent
reproduction: by suppressing fear in novel and/or poten-
tially danperous eovimonmenis. Notwithstanding the ctho-
logical relevance of such a strategy, it s clear that
considerations of ocstrous oycle must be aken into
account when using females in tests of unconditioned fear.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported by the Consclbo Nacional de
Pesguiza ¢ Deseovolvimento Tecnologion  (CNFPg)
(rescarch prants 470119/2004-7 and 427397/2018-9),
Fundacao de Amparo i Pesquisa do Estado de Sao Paulo
(FAPESF) (rescarch grants 2007/00174-1, 2012/03795-0,
and 2017/11855-8), and a Pro-Rectory of the University of
580 Paulo (USPF) Rescarch Grant (NAP-USP-NuPNE:
laPy2012-156-USP-12.1.25440001.6).  Each orpanisation
played no further role in the desipn of the study;
the collection, analysis, and interpretation of data; the

155



FERREIRA SCOERD v s

wiLeyl s

writing of the report; or the decision (o submit the paper
for publication. R. Ferrcira-Spobbi was supported by
Coordenagdo de Aperfeippamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) - Financing Code 001 (postdoctoral
process  fellowship  process: PNPD-FFCLEP-USP-
Psychobiology Division). B. M. de Fipuciredo was finan-
cially supported by CAPES (ScI. lellowship, process
001). LL Falconi-Sobrinho was supported by FAPESP
(Scicntiac Magister grant 2013/10984-8; Post-Doctoral
grant 20019/05255-3) and CNPg (5cM fellowship grant
134267/2013-3;  Scientiac  Doctor  fellowship  prant
145258/2015-7). N.C. Coimbra was a rescarcher (level
1A}  from CNPg (grants  301905/20010-0  and
301341/2015-0). TA Lovick is a Special Visiting
Rescarcher in Brazil supporied by FAPESP  prant
20019/05240-6 to H Zangrossi Ir. The authors ane prateful
to ILH. Elias-Filho for their expert technical assistance.
I H. Elias Filho received a technician scholarship from
FAPESP (TT-2, process 02/01497-1) and was a recipicent
of  scholarships  sponsored by CNPg  (processes
SONR58/2005-9,  SDORMG/2008-9,  505461/2000-2, and
IT2R38/2015-9) and FAEPA (prants 345/2009 and
185/2010).

CONFLICT OF INTEREST
The authors declare that they have no conflicts of interest
with respect to the work presented herein,

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Renata Ferreira-Spobbi and Norberto Cysne Coimbra
performed cxperiments using urobu-cruscing Venomoeus
lancchead pit vipers. Renata Ferreira-Spobbi, Bebeca
Machado de Fipuciredo, and Luiz Lucano Falconi-
Sobrinho prepared the graphs and conducted the statisti-
cal analysis. Renata Ferreira-Spobbi, Melina Matthicsen,
Alana Tercino Frias, Heloisa Helena Vilela-Costa, and
Matheus Fitipaldi Batistela performed experiments using
hypoxia challenge. Susana Isabel Sa, Thelma Anderson
Lowvick, and Heélin Zangrossi Ir. interpreted data and
wrote the manuscript. Norberto Cysne Coimbra designed
the experiments, desipned the enriched polyponal anena
for snakcversus-prey confrontations, interpreted data,
and wrote the manuscrip.

FEER REVIEW
The peer review history for this article is available at
hittpsz/f publons com/publon/ 1001111 fejn. 15548,

DATA AVAILABILITY STATEMENT

All data from this work will be made available in the
USP Scicntific Data Storage Repository, a platform
prowided by the University of Sao Paulo for all and any
scientific content o be stored.

ORCID

Renata Ferreira-Spobhi
2199-8223

Norberto Cysne Coimbra = hitps:/ forcid.org/0000-D002-
AGTH-2620

hittps:/ forcid.ore 0000-0002-

REFERENCES

Almada, B, C, & Coimbra, M. C. (305). Recruitmenl ol siri-
alenigral dizinhibilory and nigrotectal inhibilory GABAergic
palhwarys during Lhe orpanization of delensive behavior by
mice in a dangerous environmenl wilh the vemanous smake
Bothrps alterneius (Replils, Viperidae)., Syaopse, 6906,
200313 hilps fdoiong/ 1001002 5y 21814

Almada, B C., dos Anjos-Garcia, T., da Siha, 1. A Pigalle, G. B,
Woljak, C. T., & Coimbr, M. C. (20210 The modulation of
siriatonigral and nigroledal pathways by CH1 signalling in
the subsiantia nigra pars reticulala regulales panic eliciled
in mice by wrulu-cruesno lancehead pil vipers. Befuviowne!
Broin  Research, 400, 112996 hilps:)/fdoiong/ 101006/ blr.
2020.111956

Admada, K. O, Roneon, C. M, Elis-Filla, T T, & Coimbra, M. C.
(20015} Endocannmabinoid signaling mechansms in the sul-
slanlia nigra pars reliculata modulate GABAerpic nigrolecial
pathverys in mice threatened by wrolu-crueine venomous pil
viper. Newrosciermee, 303, 505-514. hilpsy/{doiorg 100016,
neuroscience 200 5.06.048

Batistela, M. F, Vilela-Costa, 11 11, Prias, AT, Hernamdes, P. M.,
Lawick. T. A, & Fangrossi, TL Ir. (2021). Bnhanoed respomsive-
ness o hypoxie penicogenic challenge in female rals in lake
diesines is suppressesd by shorl lerm, bow dose uoseline:
Tnvolvement of the dorsal raphe nucleus and the dorsl
perizqueductal gray. Jowrael of Pochophormoaodogy, 3512),
1523-1535. hitpey fdoi org/ 10U 1 77/02658R11 21 1053986

Beck, J. G., Ohtake, P. 1., & Shipherd, 1. C. (1999). Exepperated anx-
ety is nol unigue Lo Oy in panic dBorder: A comparison of
hypercupnic and hyposic challenges. Jowrnel of Abrormol Poy-
chodogy, 108(3), 473482 hulps(doiorg/10.1037/0021-R43X.
1083473

Biagioni, A, T, de Freilas, B L, da Silva, 1A, de Dliveira, B C de
Diveira, B, Alves, W M, & Coimbea, M. C. {20]3}. Seroinner-
gic neural links [rom the dorsal maphe nudews modulate
delensive belaviours organised by the dorsomedizl by pothala-
mus and the elaboration ol ler-indeced anlinociceplion via
locus ooerulews pathways, Newrophermaoology, 67, 379-394,
hitps:fdoiorg/ TOL1016 L neumopharm 2012100024

Blanchand, I C., Canteras, M. 5., Markham, C. M., Pentkoaski,
M. 5, & Blanchard, B J. (2005). Lesions ol struclunes showing
TFOS expression o cal prssenlation: Flecls on responsivily o a
Cal, Cal odor, and nonpredalor threal. Neawmscisnce o Biobe-
hoviorel Reviews, 29(8), 1243-1233. hilps:/fdoi ong 10U1006/].
neubiorey 200504019

Blanchard, I O, Griebel, G, & Blanchard, B 1 (2001} Mouse
delensive belaviors Pharmaoobogical and ehavioral asays
lor anxely amd  panic. Newroscieace ward Biobehurvione]
Reviews, 2503, 205-218. hilps:/doior/10.1016/S0149- 7634
(01 000054

Blanchard, D C., Ty, A L., Minke, K. A, Minemolo, T, &
Blanchand, B 1. {2001 ). Tuman delensive behaviors o threal

seemarios  show  pamllels o lear- and  anséely-related

156



