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RESUMO

O reflexo auditivo de sobressalto (ASR) é uma contragcédo rapida e intensa da musculatura
estriada esquelética da face e do corpo frente a um estimulo sonoro inesperado e de alta intensidade.
O ASR pode ser modificado em diversas condigdes, como na inibigdo por estimulo prévio (PPI), que
se caracteriza pela diminuicdo da amplitude do ASR quando o estimulo sonoro de alta intensidade é
precedido por um estimulo de menor intensidade. As respostas de ASR e PPI sdo avaliadas de forma
nao invasiva no homem e em roedores com grande homologia e tém sido utilizadas na pesquisa
basica e clinica. Além disso, se encontram alteradas em diversas afec¢des neuroldgicas e
psiquiatricas que apresentam déficits no processamento sensério-motor. No homem, existem
diferencas na PPI relacionadas ao género, que refletem as variagbes hormonais ao longo do ciclo
menstrual. Entretanto, estudos em roedores se mostram conflitantes em relagdo as diferengas no
ASR e na PPI entre machos e fémeas, raramente mencionando as possiveis variagées ao longo do
ciclo estral, o que dificulta a interpretacéo de resultados experimentais em fémeas e a sua translagao
para os resultados obtidos no homem. Para avaliar a influéncia do género e das fases do ciclo estral
no ASR, foram estudados 10 machos e 28 fémeas de ratos Wistar adultos. O ciclo estral das fémeas
foi acompanhado diariamente e todos os animais foram submetidos a sessdes de avaliagdo do ASR e
PPI. Nas fémeas, as concentragbes plasmaticas de estradiol e progesterona foram dosadas. Os
encéfalos de 3 machos e 3 fémeas em cada fase do ciclo estral foram processados para detecgao da
proteina Fos por imuno-histoquimica. Nao houve influéncia do género ou fase do ciclo estral sobre a
amplitude normalizada e laténcia do pico maximo do ASR. Os machos nao diferem das fémeas
quanto a %PPI; contudo, as fémeas em proestro apresentaram menor %PPl do que fémeas em
diestro quando o pré-pulso utilizado foi maior ou igual a 70 dB, observando-se associacao direta entre
os niveis de progesterona e o conjunto de %PPI. A habituacédo intrassessdo do ASR foi observada
em machos e fémeas em metaestro e na transicdo proestro-estro, embora também houvesse
diminuigcao significativa da amplitude do ASR no Bloco Final da sessao nas fémeas em diestro. O
namero de neurdnios imunorreativos a proteina Fos (FOS-ir) ndo sofre alteragdes no nucleo coclear
dorsal, no locus coeruleus e no nucleo central do coliculo inferior entre os géneros e fases do ciclo
estral. Nos nucleos ventral e medial do corpo trapezoide, pedunculopontino tegmental, cuneiforme,
A5 e no cortex externo do coliculo inferior, as fémeas em proestro tém mais neurénios FOS-ir. Assim,
em trabalhos que pretendam avaliar a %PPI entre machos e fémeas, é importante estadiar o ciclo
estral para que a analise dos dados seja realizada levando-se em consideragéo o seu estadiamento.
O tamanho ideal da sessédo de avaliagdo do ASR/PPI e a configuragdo dos blocos Inicial e Final
também variam em fungédo do ciclo estral. Os resultados desse trabalho sdo importantes para o
delineamento de estudos que utilizem o ASR e a PPl como ferramentas na avaliagdo de déficits na
integracdo sensoério-motora em ratos Wistar machos e fémeas, a fim de aprimorar estudos
translacionais.

Palavras-chave: integracdo sensoério-motora, inibicdo por estimulo prévio, habituagéo intrassesséo,
proteina Fos, hormdnios ovarianos
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ABSTRACT

Influence of gender and estrous cycle in the acoustic startle reflex in Wistar rats

The acoustic startle reflex (ASR) is a fast and intense motor reaction that promotes skeletal
striated muscles contraction of face and body, in response to an unexpected and high-intensity sound
stimulus. The ASR has many modulations such as prepulse inhibition (PPI) which is characterized by
reduced amplitude of ASR when the triggering sound stimulus is preceded by a lower-intensity
stimulus. The ASR and PPI responses can be measured non-invasively in humans and rodents with
high homology and have been used for basic and clinical research. Additionally, they are disrupted in
many neurological and psychiatric conditions that show deficits in sensorimotor processing. In
humans, it is known that there are gender-related differences in PPI, which reflect hormonal changes
that occur during the menstrual cycle. However, studies in rodents are conflicting regarding the
differences in ASR and PPI between males and females, rarely mentioning the possible variations
during the estrous cycle. This fact makes it difficult to interpret experimental results in females and
their translation to results obtained in humans. To assess the influence of gender and estrous cycle in
ASR, 10 males and 28 females adult Wistar rats were studied. Females’ estrous cycle was monitored
daily and all animals were subjected to sessions of ASR and PPI evaluation. In females, estradiol and
progesterone plasmatic concentrations were determinated. The brains of 3 males and 3 females in
each phase of the estrous cycle were processed for Fos protein immunohistochemistry. There was no
influence of gender or estrous cycle phases on the ASR normalized amplitude and latency to
maximum peak. Males do not differ from females in relation to %PPI. However, females in proestrus
show lower %PPI than females in diestrous when the prepulse is greater than or equal to 70dB.
Furthermore, we could observe direct association between progesterone levels and %PPIl as a
set.ASR short-term habituation has been observed in males and females in metestrus and transition
proestrus-estrus, although there was also a significant amplitude decrease at the session’s Final Block
in females in diestrus. The number of Fos immunoreactive neurons (FOS-ir) in the dorsal cochlear
nucleus, locus coeruleus and central nucleus of inferior colliculus does not change between gender
and estrous cycle. In the ventral and medial nucleus of the trapezoid body, pedunculopontine
tegmental, cuneiform nucleus, A5 and external cortex of inferior colliculus, females in proestrous have
the largest number of FOS-ir neurons. Therefore, studies interested in assessing %PPI between
males and females should take into account the stage the estrous cycle for data analysis. The ideal
size of the ASR/PPI evaluation session and the Initial and Final blocks set also vary depending on the
estrous cycle. Our findings are important to design studies using ASR and PPI in males and females
Wistar rats as tools for assessing deficits in sensorimotor integration and to improve of translational
studies.

Keywords: sensorimotor integration, prepulse inhibition, short-term habituation, Fos protein, ovarian
hormones
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SC — coliculo superior

SGe — nucleo supragenual

Sol — nucleo do trato solitario

Sp5 — nucleo espinal do nervo trigémeo
SPL — sound pressure level

SPON - nucleo paraolivar superior

SpVe — nucleo vestibular espinal

SubB - nucleo sub-braquial

SubCV - nucleo subceruleus ventral

TrLL — nucleo triangular do lemnisco lateral
VCP — nucleo coclear ventral

VLL — nucleo ventral do lemnisco lateral
VNTB — nucleo ventral do corpo trapezoide

X —nucleo X
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O reflexo auditivo de sobressalto (ASR) € uma reagdo motora rapida e intensa que resulta na
contracdo da musculatura estriada esquelética da face e do corpo frente a um estimulo sonoro
inesperado e de alta intensidade(KOCH, 1999). O ASR ¢é um reflexo acustico-motor desencadeado
por estruturas do tronco encefalico, que esta presente em diversas espécies de mamiferos, inclusive

o homem.

Em roedores, esse reflexo promove o encurtamento do comprimento total do animal e
aumento da pressdo arterial e frequéncia cardiaca, mediadas pelo sistema nervoso auténomo
(BAUDRIE et al., 1997; KOCH, 1999). No homem, o sobressalto é descrito como uma contragdo

generalizada dos musculos da face, pescoco e parte proximal do membro superior.

Ele possui um carater defensivo frente a uma provavel agressdo ou de alerta perante
acontecimentos inesperados. Em conjunto, as contra¢cdes musculares levam o animal a adotar uma

postura de defesa, protegendo partes vitais do corpo como face, pescogo e abdome (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do reflexo auditivo de sobressalto no rato. Apds ser estimulado por um som inesperado e de
alta intensidade, o animal contrai a musculatura da face, pescogo e corpo para assumir uma postura defensiva
(acima). Abaixo, grafico da amplitude de resposta frente a apresentagdo de um estimulo sonoro de alta
intensidade (113 dB). Modificado de Koch (1999).

No rato, o circuito elementar do ASR é constituido pelos neurdnios do ganglio espiral, os
neurdnios da raiz coclear (CRN), o nucleo reticular caudal da ponte (PnC) e motoneurbnios da

medula espinal ou do tronco encefalico (LEE et al., 1996; KOCH, 1999) (Figura 2).

A laténcia do ASR é muito curta, entre 5 e 10ms no homem (KOCH, 1999) e
aproximadamente 8ms no rato (ISON et al., 1973; DAVIS et al., 1982), quando medida por
eletromiografia. O ASR é desencadeado por estimulos de alta intensidade (acima de 80 dB SPL) e
em um amplo espectro de frequéncias, como o ruido branco, o principal estimulo acustico utilizado

para desencadea-lo experimentalmente (PILZ et al., 1987; KOCH, 1999).
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Figura 2. Esquema do circuito elementar do ASR em um corte sagital mediano do encéfalo do rato. Modificado
de Barioni (2015).

Além do valor adaptativo dos reflexos acustico-motores para a sobrevivéncia do individuo, o
ASR e suas modulagdes dependem de processos de integragdo sensoério-motora que sdo de grande
interesse para a pesquisa basica e clinica (HOFFMAN e ISON, 1980; WILKINS et al., 1986).

O ASR pode ser modificado, qualitativamente e quantitativamente, por diversas condi¢des
fisiolégicas, patoldgicase experimentais (SWERDLOW et al., 2000; BELL et al., 2003), revelando a
sua plasticidade. Ele é uma ferramenta experimental amplamente utilizada por ser um
comportamento mensuravel sem a utilizacdo de técnicas invasivas. Geralmente, as modulagcbes do

sobressalto sdo mais sensiveis a alteragdes do que o préprio reflexo (HOFFMAN e ISON, 1980).

A amplitude de ASR pode diminuirpor habituacdo ao estimulo (GONZALEZ-LIMA et al., 1989;
PILZ e SCHNITZLER, 1996), por um estimulo prévio de menor intensidade (HOFFMAN e FLESHLER,
1963; BRAFF et al.,, 2001; FENDT et al.,, 2001), e pela administragcdo de substancias quimicas
(SWERDLOW e GEYER, 1993a). Em contrapartida, o reflexo pode ser intensificado em condi¢des de
potenciagdo por medo (ANISMAN et al., 2000; DAVIS, 2006; WINSLOW et al., 2007) e ansiedade
(KAVIANI et al., 2004).

A amplitude do ASR também é influenciada pelo ciclo estral em ratas em situagbes de
potenciagéo por medo. Fémeas Sprague-Dawley em diestro expostas ao contexto de medo tém mais
respostas de sobressalto do que fémeas controles em diestro, assim como o contexto aversivo

também diminui a amplitude do ASR nas fémeas em estro (BECK et al., 2008).

Na clinica neurologica e psiquiatrica, por exemplo, s&o registradas alteragbes nas
modulagbes do ASR na esquizofrenia (BRAFF et al., 2001), depressdao (KAVIANI et al., 2004;
GRILLON et al., 2005), estagios avangados da doenga de Parkinson (PERRIOL et al., 2005), doenga
de Huntington (SWERDLOW et al., 1995), transtorno do estresse poés-traumatico (GRILLON et al.,
1996), transtorno do panico (LUDEWIG et al., 2002), e estados de dependéncia de drogas, como
opiaceos (MANSBACH et al., 1992; BOROWSKI e KOKKINIDIS, 1994) e alcool (GRILLON et al.,
1994).
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Entre as principais modulagbes do ASR, destaca-se a inibigdo por estimulo prévio (PPI), que
se caracteriza pela diminuicdo ou abolicao do reflexo quando o estimulo sonoro desencadeante é
precedido por um estimulo sensorial (sonoro, visual ou tatil) de baixa intensidade, que, isoladamente,

ndo desencadearia o reflexo (Figura 3).
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Figura 3. Registro da amplitude do reflexo auditivo de sobressalto (ASR) e da amplitude de sobressalto apds
inibicdo por estimulo prévio (PPl). Em A, a apresentagdo de um estimulo sonoro de alta intensidade (113 dB)
desencadeia uma resposta de sobressalto no animal com grande amplitude. Em B, a amplitude do reflexo
diminui apds o estimulo sonoro desencadeante ser precedido por um estimulo sonoro de menor intensidade (70
dB).

Os circuitos neurais que medeiam a PPl ainda ndo foram totalmente esclarecidos, mas
envolvem estruturas do tronco encefélico, com importante participagado do coliculo inferior (DAVIS e
GENDELMAN, 1977; LI et al., 1998) e da projecao colinérgica inibitéria do nucleo pedunculopontino
tegmental (PPTg) ao PnC (FENDT et al., 2001). Até o momento, entretanto, nenhum dos circuitos
propostos explica adequadamente todos os fendmenos associados a PPl (FENDT et al.,, 2001;
SWERDLOW et al., 2001; YEOMANS et al., 2006), sobretudo em curtos intervalos entre os estimulos,
como 25ms (GOMEZ-NIETO et al., 2013).

No homem, existem diferengas na PPI relacionadas ao género, que refletem as variagbes
hormonais ao longo do ciclo menstrual. Assim, mulheres apresentam maior %PPI durante a fase
folicular em relagédo a fase lutea (SWERDLOW et al., 1997; JOVANOVIC et al., 2004), isto é, durante

o periodo de maior concentragao plasmatica de estradiol.

A avaliagdo da PPl apresenta um alto grau de homologia filogenética entre roedores e o
homem, sendo utilizada como variavel para medir a integragdo sensorio-motora em estudos basicos e
clinicos, nos quais ha especial énfase em estudos relacionados a esquizofrenia, ja que a avaliagcéo da
PPI pode ser utilizada para o estadiamento clinico da doenga, pois cursa com evidente diminui¢ao ao

longo de sua progressao, tanto em pacientes quanto em modelos experimentais (BRAFF et al., 2001).

Assim como a PPI, as flutua¢gdes hormonais também estdo relacionadas a progressao dessa
doenca, sugerindo-se que os horménios ovarianos confiram maior protegdo as mulheres (BRAFF et
al., 2005) e sejam responsaveis pela grande incidéncia da doenga entre os 45 e 49 anos, que
corresponde ao inicio da menopausa, bem como pelo aparecimento tardio de sintomas psicoéticos
(ANGERMEYER e KUHN, 1988; HAFNER et al., 1993; SEEMAN, 1997). As baixas concentragdes de
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estradiol também condizem com o agravamento de sintomas nos periodos pré-menstrual e do pés-
parto (HAFNER et al., 1993; RIECHER-ROSSLER et al., 1994)

Além da esquizofrenia, o0 ASR e a PPl sdo ferramentas utilizadas no estudo de outras
enfermidades com déficits na integragao sensoério-motora, como os disturbios de ansiedade, que
também apresentam incidéncia e sintomas variaveis em relagdo ao género, sendo mais frequentes
em mulheres (SEEMAN, 1997). Pacientes que sofrem de Transtorno Disférico Pré-menstrual, por
exemplo, apresentam maior amplitude do ASR em todas as fases do ciclo menstrual, se comparadas
ao grupo controle, assim como menor %PPI na fase lutea, mas ndo na fase folicular (KASK et al.,
2008).

Assim como diversos fatores bioldgicos e patoldgicos podem afetar as respostas de ASR e
PPIno homem, o modelo experimental mais utilizado em estudos de integragdo sensoério-motora, o
rato albino (KOCH, 1999), também pode ser suscetivel a essas variagdes durante o ciclo estral, ja
que a concentragao de estradiol é de 45 pg/ml na manha do proestro e 88 pg/ml na noite do proestro,
enquantoque a de progesteronaestaentre 46 e 55 ng/ml na noite do proestro (BUTCHER et al., 1974;
SMITH et al., 1975).

Entretanto, estudos em roedores sédo contraditérios em relagao a influéncia do género e das
fases do ciclo estral na resposta comportamental do ASR e da PPI. Assim, alguns estudos nao
revelaram diferencas na PPl entre machos e fémeas adultos de ratos Sprague-Dawley (SWERDLOW
et al., 1993; ADAMS et al., 2008) e Wistar (PALENICEK et al., 2010).

Por outro lado, outros estudos mostraram maior %PPI em ratos machosLong-Evans e
Sprague-Dawley puberes (FARADAY et al., 1999) e ratos Wistar adultos (LEHMANN et al., 1999).
Contudo, esses trabalhos nao levaram em consideracdo a possivel variagcdo das respostas
comportamentais durante o ciclo estral das fémeas. Analises da PPl entre machos e fémeas adultos,
com observagéo de algumas fases do ciclo estral, mostram que as fémeas apresentaram diminuigdo
da %PPI na fase de proestro em ratos Sprague-Dawley (KOCH, 1998) ou diestro no caso de ratos
Long-Evans (KINKEAD et al., 2008).

Ratas Sprague-Dawley ovarectomizadas tém maior amplitude do ASR e aumento da %PPI
apos o tratamento agudo com estradiol (VAN DEN BUUSE e EIKELIS, 2001), enquanto que o
tratamento croénico ndo provoca alteragdes (VAILLANCOURT et al., 2002). Em ratos machos Wistar
controles, a administragdo de progesterona diminui a amplitude do ASR, sem afetar a PPI
(RUPPRECHT et al, 1999). A administracdo de estradiol em machos Sprague-Dawley
orquidectomizados também diminui a amplitude do ASR (TURVIN et al., 2007).

Ainda que o sobressalto e suas modulagdes possam ser alterados em diversas condigdes
experimentais, as fémeas sdo geralmente excluidas dos estudos fisioldgicos, farmacoldgicos e
comportamentais (ADAMS et al., 2008; SIMPSON e KELLY, 2012), no intuito de eliminar o efeito das
flutuagdes hormonais, o que dificulta a utilizacdo dessa ferramenta experimental em modelos animais

voltados ao estudo de condigbes humanas.

Entretanto, a existéncia de diferengas sexuais em transtornos psiquiatricos, para os quais o
ASR e a PPI sao utilizados como comportamentos preditivos, indica que essas influéncias devam ser

investigadas tanto na pesquisa clinica quanto na basica (CAHILL, 2006). Ressaltam-se, também, as
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indicagbes do Institute of Medicine (EUA) para elaboragéo de estudos que levem em consideragéo o
género como uma variavel inerente, humana e animal (INSTITUTE OF MEDICINE (U.S.).
COMMITTEE ON UNDERSTANDING THE BIOLOGY OF SEX AND GENDER DIFFERENCES,
2001).

Além do estudo das diferengas na amplitude de ASR e %PPI entre machos e fémeas nas
diferentes fases do ciclo estral, seria interessante correlacionar as variaveis comportamentais aos
niveis plasmaticos dos horménios ovarianos no momento da avaliagdo comportamental e a ativagao
de centros neurais que subsidiam a integracdo sensério-motora. Nesse sentido, a imunorreatividade a
proteina Fos tem sido utilizada como marcador da atividade neuronal em estudos sobre o ciclo estral
(JENNES et al., 1992; CONDE et al., 1995) e nucleos dos circuitos do ASR e PPl (TAKAHASHI et al.,
2007).

A proteina Fos € produto do proto-oncogene c-fos, expresso nos nucleos de neurdnios apés
diferentes estimulos. Estudos indicaram que ela € um fator de transcrigdo que converte estimulos
externos de curta duragdo em eventos genéticos intracelulares prolongados (HOFFMAN et al., 1993b;
CHEN et al.,, 2000; HOFFMAN e LYO, 2002; KOVACS, 2008). Acreditamos que a detecgcédo da
proteina Fos é importante para verificar possiveis diferengas na atividade neuronal em nucleos

relacionados ao ASR e PPI entre os géneros e as fases do ciclo estral.

Portanto, é importante levar em consideragaoas possiveis diferencas no ASR e na PPl em
fémeas devido a ampla utilizacao desse reflexo em estudos de déficits na integragdo sensorio-
motora, comuns em muitas doengas, a fim de aprimorar o delineamento de futuros estudos basicos e
translacionais que utilizem o ASR como ferramenta experimental (FARADAY e GRUNBERG, 2000;
BEERY e ZUCKER, 2011).Além disso, € fundamental aprimorar os protocolos com modelos animais
que podem auxiliar no esclarecimento da etiologia de diversas enfermidades neuropsiquiatricas, bem

como torna-los mais adequados a ensaios farmacolégicos (MUELLER et al., 2014).
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CONCLUSOES

Com base em nosso trabalho podemos concluir que:

» A amplitude normalizada e a laténcia do ASR nao variam entre os géneros e fases do
ciclo estral.

= As fémeas em proestro apresentam as menores %PP| e as maiores alteragdes da
atividade neural detectada, nos nucleos relacionados as vias da PPI, pela proteina
Fos; em ambos os casos, com diferencas estatisticas em relagcdo aos machos ou a
outras fases do ciclo estral.

= H& uma associagao direta entre as concentragdes plasmaticas de progesterona e as
%PPI, especialmente na PPI obtida com pré-pulso de 75 dB.

= O padrao de habituacao intrassessao € diferente entre as fases do ciclo estral e em
machos.

= Protocolos experimentais devem ser propostos levando-se em conta essas diferencas
para configurar as sessbes de avaliagdo do ASR/PPI, bem como analisar os dados

obtidos em machos e fémeas nas diferentes fases do ciclo estral.
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