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RESUMO

O Transtorno por Estresse Po6s-Traumatico (TEPT) é um transtorno
mental causado por um fator inicialmente estressante, como acidentes
automobilisticos, assaltos, guerras, desastres naturais, entre muitos
outros exemplos. Os principais sintomas sdo ansiedade (caracterizada
por hiperexcitacdo, vigilia e medo) quando as experiéncias do individuo
de algum evento traumatico sdo revividas. Assim, o objetivo deste
estudo foi padronizar um modelo de inducdo de transtorno por estresse
poés-traumatico (TEPT) em camundongos, por meio de observacdo
emocional (in vivo) e avaliagdo bioquimica (ex vivo). Para tal, foram
utilizados camundongos Swiss machos (25-35 g) submetidos a uma
série de cinco choques elétricos (0,8 mA e duracdo de 10 s). Estes
animais foram expostos novamente ao mesmo aparelho 1, 6 e 24 horas,
7 e 14 dias mais tarde. Imediatamente ap0s a reexposicdo, avaliou-se o
estado de medo, ansiedade e depressdo. Em seguida, o hipocampo foi
removido para aferir a concentracdo de proteinas envolvidas na
neuroplasticidade. Este protocolo foi capaz de induzir um
comportamento excessivo de medo nos animais quando foram
reexpostos ao aparelho gerador de choque. Além disso, os animais
apresentaram comportamento de ansiedade e depressdo avaliados no
labirinto em cruz elevado e no nado forcado, respectivamente.

A andlise bioquimica mostrou elevacdo da concentracdo de BDNF 24 h
apos a série de choques e imediatamente apds a reexposi¢do, bem como
um aumento da concentracdo de CREB 1 e 6 h apds os choques. Além
disso, observou-se uma reducdo da concentracdo 24 e 1 h da caspase 8 e
de p38 MAPK apds os chogques, respectivamente.

Assim, conclui-se que o modelo utilizado induziu mudangas
comportamentais (medo, ansiedade e depressdo) e bioguimicas
condizentes com 0s sinais observados em humanos, sugerindo que ele

pode ser (til para se estudar a fisiopatologia e o tratamento do TEPT.

Palavras-chave: TEPT. Depressdo. Ansiedade. Medo. Meméria. BDNF. CREB.
p38 MAPK.






ABSTRACT

Post-Traumatic Stress Disorder (PTSD) is a mental disorder caused by
an factor initially stressful. Automobile accidents, muggings, wars,
natural disasters among many other examples. The main symptoms are
anxiety (characterized by hyperexcitation, hypervigilance and fear)
when the patient relives some traumatic event from the past. Thus, the
aim of this study was to standardize a model of PTSD in mice by
observation of emotional (in vivo) and biochemical (ex vivo) parameters.
For this purpose male Swiss mice were used (25-35 g) and submitted to
a series of five electric shocks (0,8 mA, for 10 s) in a step down
apparatus. The animals were re-exposed to the apparatus 1, 6, 24 hours,
7 and 14 days later. Immediately after re-exposure, we evaluated the
state of fear, depression and anxiety. After that, the hippocampus was
collected to mensure the expression of proteins that are involved in
hippocampus neuroplasticity. This protocol was able to induce excessive
fear behavior in the animals when they were re-exposed to the shock
apparatus. Moreover, the animals showed anxiety and depression
behavior in the elevated plus maze and forced swimming test,
respectively.

Biochemical analysis showed an increase in BDNF concentration 24 h
after the shock series and immediately after the exposure, as well as an
increase in CREB levels 1 and 6 h after shock series. Further, caspase 8
and p38 MAPK showed a decrease of their levels 24 and 1 h after the
shock exposure, respectively.

We can conclude that this PTSD model induced behavioral changes in
the animals (fear, anxiety and depression), accompanied by biochemical
changes. Thus, this profile is consistent with symptoms observed in
humans, suggesting that the model used in this work can be useful to
study the physiopathology and treatment of PTSD.

Keywords: PTSD. Depression. Anxiety. Fear. Memory. BDNF. CREB.
p38 MAPK.
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1 INTRODUCAO

1.1 O QUE E E ONDE SURGIU O TERMO TRANSTORNO POR
ESTRESSE POS-TRAUMATICO

O Transtorno por Estresse Pés-Traumatico (TEPT) é uma
sindrome caracterizada por um espectro variado de sintomas que surgem
apos a exposicdo de um individuo a agentes estressores traumaticos
(muitos dos quais com risco de morte) como, por exemplo, assaltos,
acidentes automobilisticos, guerras, e outros eventos de forma geral
violentos. Os critérios de diagndstico, na maioria das vezes, incluem
uma revivéncia do evento traumatico inicial, evitar locais, objetos ou
estimulos associados ao evento estressante e uma hiperexcitacdo que
ndo estava presente no individuo antes do evento estressante (American
Psychology Assaciation, 2000).

Uma das primeiras descricbes do TEPT remete a guerra civil
americana (1861-1865) quando se observou que os soldados veteranos
passavam a apresentar arritmia cardiaca, bem como um comportamento
hipervigilante que ndo era evidenciado antes da experiéncia em
combate. Entretanto, apenas em meados da década de 80 o termo TEPT
foi introduzido no contexto cientifico primeiramente nos EUA, e
posteriormente na Europa ocidental (LIPOV e KELZEMBERG, 2012).

Embora exista a possibilidade de qualquer evento estressante
promover o TEPT, aqueles em que ha lesdo fisica do individuo sdo os
mais provaveis de provocar alguma sequela psicoldgica, sendo o TEPT
uma delas (KOREN et al., 2005).

Existe ainda uma grande discrepancia entre os individuos que
desenvolvem o TEPT e aqueles que ndo o desenvolvem, bem como a
intensidade ou a gravidade dos sintomas do transtorno entre estas
pessoas. Sabe-se, por exemplo, que o trauma é necessario, mas nao
suficiente para precipitar o desenvolvimento do TEPT. Esta questdo €
tdo primordial que pode ser a chave para explicar como alguns
individuos, mas ndo outros, desenvolvem o transtorno (cerca de 5 a
30%) mesmo todos tendo passado pelo mesmo evento traumatico
(GILLESPIE et al., 2009; MILLIKE, AUCHTERLONIE e HOGE,
2007; DAVIDSON et al., 2004).

Existe, portanto, uma variedade de fatores que contribuem para
a magnitude dos sintomas durante o TEPT, sdo eles: predisposicéo
genética, a rede social de apoio, ou seja, as pessoas mais préximas que
convivem com o individuo e experiéncias de vida que antecedem o
evento traumatico (aquelas que ocorrem normalmente durante a
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infancia) (Figura 1). Em suma, estes fatores podem determinar se um
individuo é resistente ou sensivel a exposicdo a um trauma (BINDER e
SCHARFMAN, 2008; JOVANOVIC e RESSLER, 2010).

Estudos de associagdo alélica buscaram identificar uma
associacdo entre uma variante genética (polimorfismo) e a expressao
fenotipica. Estes estudos compararam 0 DNA (mas ndo sequéncias de
DNA, e sim marcadores de variagBes regionais do DNA também
conhecidos pela sigla SNP ou polimorfismo de nucleotideo simples) de
individuos que passaram por algum tipo de trauma que desenvolveram e
outros que ndo desenvolveram o transtorno (MAHAN e RESSLER,
2012).

AssociacOes genéticas replicadas encontradas em pacientes com
TEPT em Val66Met o qual possui fungdo neurotréfica, ja que se trata de
uma porc¢do do gene responséavel pela producdo de BDNF, apontou que
portadores da variagdo Met/Met neste SNP mostraram aumento da
ativacdo do lobo temporal medial durante a recuperacdo do episédio
traumatico e codificacdo de tarefas. Por outro lado, portadores Met/Met
exibem extingdo prejudicada de memorias que esta correlacionado com
uma ativacdo alterada da amigdala, PFC (Cortex pré-frontal) e
hipocampo; maior recrutamento da amigdala e PFC em portadores
Met/Met durante a formacdo da memdria (DENNIS et al., 2010; VAN
WINGEN et al., 2010; LONSDORF et al., 2010). De acordo com a
literatura, parece que qualquer variacdo deste SNP que ndo seja entre
uma valina e uma metionina no cddon 66, pode promover ou facilitar o
desenvolvimento de TEPT em humanos.

Em relacdo aos alelos curtos e longos dos genes que estdo
associados com fungdes no transportador de serotonina sugeriu-se na
ocasido daquele estudo, que o alelo curto estaria associado com uma
diminuigdo do risco para desenvolvimento de TEPT em ambientes de
baixo risco, enquanto que em ambientes de risco elevado ele estaria
associado a um grande risco de desenvolvimento do TEPT.

Estes achados sugerem que o ambiente pode exercer influéncia
no gene na regido polimorfica ligada ao transportador de serotonina e
indiretamente ao risco de desenvolvimento de TEPT (GRABE et al,
2009).

A proteina de ligacdo FK506 com funcdo chaperona (proteinas
chaperonas, também conhecidas por proteinas auxiliares que tem como
fungdo a inducdo da correta configuracdo tercidria de outras proteinas)
glicocorticoide também se mostraram alteradas em individuos com
TEPT; o SNP FKBPS5, esta relacionado com historico de maus tratos em
criancas e serve como um preditor da gravidade dos sintomas do TEPT
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no individuo adulto (Figura 1). Assim, o FKBP5 pode contribuir para o
aumento da sensibilidade da amigdala e a resposta do eixo HPA ao
estresse no adulto (MEHTA et al., 2011; BINDER et al., 2008).

Figura 1 - Participacdo da carga genética e riscos ambientais para o
desenvolvimento do TEPT.
—— |

Variabilidade
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TRAUMA INFANTIL;
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SERT

Trauma

GUERRA;
VIOLENCIA;
ACIDENTES

Sintomasdo TEPT

HIPERVIGILACIA; REEXPERIENCIA;
EVITACAO

FKBP5, SNP do gene que expressa a proteina FK506 esta Gltima com fungéo
chaperona glicocorticoide; BDNF, fator neurotréfico derivado do cérebro;
Genes associados com fungdes no transportador de serotonina (Serot). Fonte:
Adaptacdo de MAHAN e RESSLER, 2012.

1.2 PARTICIPACAO DE ESTRUTURAS LIMBICAS NO TEPT

Tanto em homens quanto em animais, as estruturas neuronais
mais claramente alteradas durante o TEPT sédo: amigdala, hipocampo e
cortex pré-frontal (PFC) (HEIMER e VAN HOESEN, 2006) (Figura 2).

Com fung¢do de regular a “aprendizagem” do medo, a amigdala
recebe projecdes do hipocampo e do PFC, sendo que individuos com
TEPT apresentam uma diminuicdo da ativacdo do PFC e hipocampo,
coincidindo com um aumento da ativacdo da amigdala devido a uma
perda do controle da mesma, possivelmente resultando em uma hiper-
responsividade da amigdala frente a estimulos que provocam medo, ou
mesmo, resultam nas respostas de medo exagerado frequentemente
presentes durante o TEPT e também em outras disfuncdes psicologicas
relacionadas com medo (ETKIN e WAGER, 2007). Outras estruturas
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como giro parahipocampal, cortex orbito frontal, cortex sensério motor,
tdlamo e o cortex cingulado anterior também estdo alterados em
individuos com o transtorno (ABE et al., 2006; ROGERS et al., 2009)
(Figura 2).

Figura 2 - Regides limbicas e suas fung@es, conhecidamente alteradas
durante o TEPT.

Cortex cingulado anterior:

Cortex sensorio motor: coordena fungdes fungbes autondmicas e
sensoriais e motoras; cognitivas;
No TEPT: sintomas de provocagdo No TEPT: atividade metabélica de
aumentam a atividade. repouso aumentada.

Cortex pré-frontal: regulagdo e
processamento emocional;
No TEPT: diminui¢do da matéria
branca e cinza; diminuigao da
responsividade para estimulos
traumaticos e emocionais em
compensac3o a hiper ativagdo da
amigdala e hipocampo).

Talamo: retransmisséo
sensorial;
No TEPT: redugdo do
aporte sanguineo.

Cértex orbito - frontal: fungdo
executiva;
No TEPT: diminuig¢do do volume.

Giro para-hipocampal:
codificagdo e recuperagdo da
memoéria;

No TEPT: forte conexdo com
cortex pré-frontal medial;
Reducdo do volume.

Amigdala: “aprendizagem” do
medo; “aprendizagem”
associativa;

No TEPT: aumento da
responsividade para estimulos
traumdticos e emocionais.

Resposta de medo: evolugdo e Hipocampo: meméria de medo;
sobrevivéncia; aprendizagem associativa;
No TEPT: sensibilidade ao No TEPT: aumento da
estresse;resposta de medo responsividade para estimulos
generalizado; extingdo de traumaticos e emocionais.
medo prejudicada.

Fonte: Adaptacdo de MAHAN e RESSLER, 2012.

1.3 RELACAO ENTRE MEDO E TEPT

O medo irracional ¢ um grande impedimento para 0 sucesso e
produtividade. Franklin D. Roosevelt (presidente dos EUA de 03/1933
até 04/1945) ja sabia disso quando em 1933 reconheceu, referindo-se na
ocasido, ao futuro econdmico dos EUA que: “a tnica coisa que
devemos temer é o proprio medo”. Embora se saiba que a aprendizagem
do medo é algo, evolutivamente benéfico e necessario, quando o medo
se torna generalizado, este mecanismo passa a ser além de improdutivo,
prejudicial ao individuo (Figura 3). E durante o TEPT, é exatamente o
gue acontece, pois 0 medo aprendido durante um evento traumatico
torna-se generalizado mesmo em situacbes consideradas seguras
(GILLESPIE et al., 2009; WILCOX, STORR e BRESLAU, 2009).
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Evidencias de estudos em animais bem como estudos de
neuroimagem em humanos, sugerem que um dos mecanismos
subjacentes ao TEPT é a plasticidade neuronal exacerbada, que,
originalmente é a base da aprendizagem e da memoéria (LANIUS et al.,
2006; FRANCATI, VERMETTEN e BREMNER, 2007; PAPE e PARE,
2010; SHUMYATSKY et al., 2005).

Comportamentalmente, transtornos psiquiatricos como o TEPT
apresentam um aumento da sensibilizacdo ao estresse, excesso de
generalizagdo de situacOes rotineiras com situacbes de medo e
finalmente uma deficiéncia na capacidade de extinguir a memoria
aversiva (MCLAUGHLIN et al., 2010; JOVANOVIC et al., 2009)
(Figura 3).

Figura 3 - Diferencas entre o curso de aquisicdo e extingdo das
memorias aversivas e em individuos normais e com TEPT.

Regulagdo g s " o Exting&o das
g .Qa Resisténcia Recuperagao Discriminagao ¢ _—
apropriada memodrias
ao estresse; do medo; do que temer; R
do medo aversivas;
Resiliéncia/recuperacdo
Desenvolvimento do TEPT |
Extingdo deficiente o Adensamento da o g Regulagdo
¢ 5 Generalizagdo g Sensibilidade eulaga
das memoarias consolidagédo do desordenada
i do medo; ao estresse;
aversivas; medo; do medo

Fonte: Adaptacdo de MAHAN e RESSLER, 2012.
1.4 A DOR EM PACIENTES COM TEPT

Além daqueles sintomas ja conhecidos e citados até 0 momento,
ainda existem outras disfungBes que acometem estes pacientes, sendo a
dor crénica uma das mais importantes delas. Estudos com amostras de
pacientes com transtornos psiquiatricos apontaram que cerca de 46%
deles apresentavam sintomatologia condizente com TEPT, e destes, 24%
relatavam também dor cronica em diferentes partes do corpo
(VILLANO, ROSENBLUM e MAGURA, 2007).

Em meados de 2007 um extenso estudo canadense verificou
uma notavel diferenca entre individuos com e sem diagnostico de TEPT
em relacdo a dor cronica. Observou-se que entre 0s pacientes com
TEPT, 46% também sofriam de dor crénica na regido lombar (em
comparacgdo com 20,6% da amostra sem TEPT) e 33% relatavam fortes
crises de enxaqueca (em comparacdo com 10% sem TEPT) (SAREEN,
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COX e STEIN, 2007). A relacéo entre o referido transtorno e quadros de
aumento de dor é conhecida ha muitos anos e é demonstrada em
diversos estudos (BRAS et al., 2011; MOELLER e KELTNER, 2012),
porém, ainda h& uma caréncia de estudos para melhor relatar o
mecanismo pelo qual isto ocorre.

1.5 0 TEPT EM ANIMAIS

Atualmente sdo descritos alguns modelos animais que tem
como propo6sito mimetizar um quadro tipico de TEPT. Estes modelos
sdo comumente utilizados com um resultado satisfatorio ha alguns anos
(WANG et al., 2012) e dentre eles destacam-se: medo condicionado,
exposicdo Unica e prolongada a um evento estressante, exposicdo a
predadores ou simplesmente ao odor destes. Assim, a inducdo do TEPT
através de choques elétricos é conhecida e utilizada com o propdsito de
se estudar alteragBes comportamentais, e também o efeito de algumas
substancias frente a essas alteracdes (LI et al., 2006).

Um exemplo deste fato, é que a aplicacdo de sucessivos
choques elétricos nas patas de camundongos da linhagem ICR, seguida
de reexposicdo deste evento aversivo, promove alteracdes
comportamentais nos testes do labirinto em cruz elevado e na caixa clara
e escura (ambos os testes preditivos para ansiedade) por até quatro
semanas apés a inducdo dos choques, e até duas semanas apés a Ultima
reexposicdo do evento estressante (LI et al., 2006).

Além das alteragdes de ambito comportamental nos animais
submetidos ao modelo de inducdo de TEPT por choques elétricos,
também tem sido observado alteracGes relevantes no que diz respeito ao
sono destes animais. Percebeu-se que apds a aplicacdo dos estimulos
elétricos, em camundongos, 0s mesmos demonstraram uma diminuicdo
nos episodios de sono por até 21 dias. A exploracdo de objetos que
haviam sido previamente associados ao evento estressante (choques)
também foi significativamente diminuida nos animais que receberam os
estimulos quando comparado aqueles do grupo controle, sugerindo um
comportamento de medo excessivo (PHILBERT et al., 2011).

Também durante a experimentacdo animal, evidenciou-se uma
significativa reducdo do volume do hipocampo, naqueles animais
submetidos ao modelo de indugdo de TEPT quando comparados aos
animais controle, tal qual ocorre em humanos portadores do transtorno
(PYNOOS et al., 1996; BACHMANN et al., 2005).

Através de ressonancia magnética, notou-se uma lateralidade no
que diz respeito & amigdala dos animais com TEPT, ja que ocorreu
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também uma diminuicdo da amigdala direita nestes animais.
Concomitantemente com os achados citados, através de western blotting
observou-se que também ocorreu uma diminui¢do da forma fosforilada
da proteina GAP43/B-50 a qual é expressa exclusivamente no corpo
celular e processos axonais dos neurdnios hipocampais e possuem um
papel importante no crescimento dos neuritos e na sinaptogénese desta
regido (GOLUB et al., 2011).

Ainda ndo estd totalmente elucidado como essa reducdo do
volume da amigdala ocorre, no hipocampo, entretanto, alguns estudos de
imagem por ressonancia magnética (RMI) sugerem ser a apoptose
(evento também conhecido por morte celular programada) a causa
principal dessa atrofia (ZHANG et al., 2006).

A apoptose é um processo extremamente complexo e
estreitamente controlado que é fundamental para o desenvolvimento e
para manutenc¢do tanto da homeostase como da doenga. Este processo
gue é responsivo a sinais ambientais e intrinsecos tem como fungédo
eliminar células defeituosas de forma controlada (YAN et al., 2006;
YAO et al., 2007), mantendo e promovendo a homeostase. Existem duas
vias de sinalizacdo que promovem a morte celular por apoptose, a via
intrinseca que é dependente da mitocondria e a via extrinseca que €
dependente de receptor, sendo que ambas as vias sdo reguladas por
caspases (THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998), além de serem
moduladas pela familia de genes de células de linfomas do tipo B2 (Bcl-
2), que compreende proteinas pr6 apoptdticas como a BCLS associada a
proteina X (Bax) e proteinas anti-apoptéticas como a Bcl-2
(PANARETAKIS et al., 2002; KONOPLEVA et al., 2002).

As caspases compreendem um grupo de proteases que S&o
expressas intracelularmente como pré-caspases. Estas Ultimas possuem
um dominio proteolitico que é capaz de ser clivado, sendo
subsequentemente divididas em caspases iniciadoras e efetoras. As
caspases iniciadoras se localizam upstream na cadeia e estdo vulneraveis
a clivagem proteolitica e consequentemente clivam caspases dowstream
da cadeia, ditas caspases efetoras. A caspase 3 é um exemplo de caspase
efetora deste processo, j as caspases 8 e 9 por sua vez, constituem-se de
caspases iniciadoras do processo de morte celular sendo estas Ultimas
portanto, upstream a caspase 3 (COHEN, 1997; BAO e SHI, 2007;
GELDERBLOM et al., 2004).

Estudos ex vivo serviram para estabelecer a participagdo de cada
uma das proteinas na manutencédo das caspases no processo de apoptose.
Assim, descobriu-se que quando ocorria 0 aumento da concentragao de
Bax havia concomitantemente um aumento da apoptose (MATTER-
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REISSMANN et al., 2002; LANZI et al., 2001; CHANG et al., 2002),
enquanto que aumento da concentracdo de Bcl-2 estava relacionado com
uma diminuicdo da apoptose (USUDA et al., 2002; SUN et al., 2002;
TILLI et al., 2002). Desta forma, a relacdo entre Bcl2/Bax é critico para
a manutencdo adequada do processo de apoptose (JARSKOG et al.,
2004; PETTERSSON et al., 2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a exposicdo a eventos traumaticos é frequente ao
longo da vida, afetando até 90% da populacdo em geral, sendo que 0s
homens sdo a grande maioria. Somente nos Estados Unidos estima-se
que 7% da populagdo irdo desenvolver o TEPT ao longo da vida
(CERVANTES, TREVISOL e JORNADA, 2013). Apos todas as
informagBes mencionadas até entdo, a execucdo deste projeto torna-se
interessante e principalmente importante devido os seguintes aspectos:

e A padronizacdo de metodologias simples e rapidas que sejam
capazes de induzir um comportamento semelhante aqueles
evidenciados em individuos com TETP, se faz muito
importante para melhor compreendermos estes sintomas e
também verificar a possibilidade de novos tratamentos;

e A importdncia de se compreender 0s mecanismos que
favorecem a consolidacdo das memorias aversivas que S&o,
basicamente, as responsaveis por desencadear todos os efeitos
do TEPT em humanos;

e Compreender as vias de sinalizacdo que levam a morte neuronal
em algumas regides cerebrais sabidamente envolvidas no
transtorno, e mais importante ainda, descobrir mecanismos ou
estratégias para minimizar o maximo possivel este “dano” no
SNC;

Finalmente, juntando todos os itens, chegamos a principal
justificativa para o presente estudo, que seria contribuir a médio e longo
prazo para a descoberta de estratégias para melhorar a qualidade de vida
dos pacientes acometidos por este transtorno ja que o TEPT ¢é capaz de
causar prejuizos significativos na qualidade de vida dos seus portadores.
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se os choques elétricos nas patas de camundongos
induzem um quadro semelhante ao TEPT convencionalmente observado
em humanos, e verificar possiveis alteracbes de cunho emocional (in
vivo) e bioquimico (ex vivo), bem como os possiveis mecanismos e
estruturas neuronais envolvidas.

3.1.1 Objetivos Especificos

e Padronizar o modelo de indugdo de TEPT em camundongos;

e Verificagdo dos comportamentos indicativos de medo excessivo,
ansiedade e de depressao;

o Verificar a duragéo do comportamento de medo e ansiedade;

e Mensurar a concentracdo de BDNF, p38 MAPK, CREB e das
caspases 8 e 9 no hipocampo dos animais submetido ou ndo ao
modelo de TEPT;
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados cerca de
290 camundongos Swiss machos (2 meses de idade), pesando entre 25 a
35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC. Uma vez recebidos do Biotério Central, os animais
foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da Dor e
da Inflamagdo (LANDI), em micro isoladores com circulacdo de ar
(Alesco), em gaiolas de 12x30x18 cm (6 animais por gaiola), com
temperatura controlada de 20 + 2 °C, em ciclo claro/escuro de 12 horas
(luzes acesas as 6:00 h) e com agua e racao ad libidum.

Antes dos experimentos, os animais foram aclimatados ao
laboratério por periodo minimo de 1h, e todos os procedimentos foram
realizados apds aprovacdo dos protocolos experimentais pela Comissao
de Etica para 0 Uso de Animais (CEUA) — UFSC (protocolos n°
PP00699 e PP00745) e conduzidos de acordo com as normas de
cuidados com animais de laboratério e as diretrizes éticas para
investigagdo de dor em animais conscientes (ZIMMERMANN, 1983).

Ressaltamos ainda, que todos os procedimentos foram
executados de maneira a preservar a0 maximo a integridade fisica do
animal, tendo como principio reduzir a0 maximo o desconforto que
eventualmente foi necessario para demonstrar a efetividade do modelo
proposto.

4.2 INDU'CAO DO TRANSTORNO POR ESTRESSE POS-
TRAUMATICO (TEPT)

Os animais foram submetidos a uma série de choques elétricos
nas patas através de uma grade metalica conforme modelo previamente
descrito por Pynnos e colaboradores (1996).

Neste modelo utilizou-se um equipamento de Esquiva
Inibitéria ou Step-Down (Modelo EFF 342, INSIGHT, Séo Paulo, SP)
no qual se isolou a area/plataforma de escape normalmente utilizada
para avaliacdo cognitiva. Os choques elétricos tiveram uma intensidade
de 0,8 mA e duracdo de 10 s (Figura 4). No total, foram aplicados 5
choques elétricos em intervalos de 30 s. Uma, seis ou vinte e quatro
horas ap6s a aplicacdo dos choques os animais foram reexpostos durante
3 minutos a0 mesmo aparato de choque utilizado, para que houvesse
uma ‘‘lembranga’” da situagdo estressante a qual o animal foi submetido
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no dia anterior e entdo o quadro ‘‘tipo” TEPT foi analisado, ressaltando
gue ndo houve qualquer estimulo elétrico neste momento.

Trés diferentes grupos experimentais foram utilizados neste
trabalho. O grupo naive ndo recebeu qualquer estimulo elétrico, apenas
foi exposto ao aparato de choque uma vez, previamente a todas as
analises. O grupo controle também néo recebeu nenhum choque elétrico,
porém, foi apresentado ao equipamento gerador de choque duas vezes,
sendo que a ultima corresponde a reexposi¢cdo que ocorreu em 1 h, 6 h,
24 h, 7 e 14 dias apds a primeira exposic¢do. Por fim, tem-se 0 grupo
TEPT, o qual recebeu os choques elétricos e foi reexposto ao aparato de
choqueem 1 h, 6 h, 24 h, 7 e 14 dias apds os estimulos elétricos.

Figura 4 - Representacdo esquematica da metodologia utilizada para
indugdo do TEPT.

Reexposi¢do
ao aparelho

4.3 AVALIACAO DO COMPONENTE EMOCIONAL

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).

Ap06s 0s animais terem sido expostos aos estimulos elétricos
conforme descrito acima, eles foram avaliados em relagdo ao
desenvolvimento de comportamentos “tipo” depressivo, medo e
ansiedade, conforme descrito a seguir.
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44 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE MEDO E
ANSIEDADE

Dentro do contexto de medo o qual é evocado pela memoria do
evento traumatico, o comportamento de ‘’congelamento’’ dos animais
submetidos aos choques elétricos tem sido utilizado para mensurar uma
resposta de medo exagerado. Portanto, optou-se por gravar em video o
comportamento destes camundongos submetidos ao modelo de inducéo
de TEPT durante a reexposicdo ao aparato gerador de choques para
posteriormente mensurar o0 tempo de congelamento (Figura 5) dos
mesmos em comparagdo aos demais grupos (SZCZYTKOWSKI,
LEBONVILLE e LYSLE, 2012).

Figura 5 - Fotografia mostrando a postura que o animal adota quando
esta exibindo o comportamento de congelamento (freezing) durante a
reexposi¢do ao aparato de choque.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).

Durante o periodo de reexposicao, que foi de 3 minutos, quando
0 tempo de congelamento foi mensurado, também se observou o nimero
de exploracOes verticais (rearing) (Figura 6) executadas pelos animais
submetidos ao modelo em comparacdo aos demais grupos
experimentais, esta foi tomada como uma varidvel de avaliacdo motora e
de ansiedade conforme descrito por Polesel e colaboradores (2014).
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Figura 6 - Fotografia mostrando a postura do animal durante o
comportamento exploratério vertical (rearing) no momento da
reexposi¢do ao aparato gerador de choque.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
4.5 TESTE DO NADO FORCADO

Com o objetivo de observar o possivel efeito tipo depressivo
que pode ser evidenciado durante o TEPT, os animais foram forgados a
nadar individualmente no interior de cilindros de plastico PVC com
agua a uma profundidade de 20 cm e temperatura de aproximadamente
25+1°C (Figura 7).

Neste ambiente os animais foram filmados durante 6 minutos e
posteriormente foi contabilizado o tempo (em segundos) de imobilidade
do animal, tempo este em que o0 animal permanece totalmente imdvel,
apenas boiando sobre a agua, e a imobilidade mensurada foi considerada
como indicativo de comportamento “tipo” depressivo (PORSOLT,
1979).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dias%20Elpo%20Zomkowski%20A%22%5BAuthor%5D
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Figura 7 - Fotografia mostrando a postura dos animais ao serem
submetidos ao teste do nado forcado logo ap6s terem sido reexpostos ao
aparato de choque.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
4.6 TESTE DE SUSPENSAO DE CAUDA

Assim como no teste do nado forcado, com o objetivo de
observar o possivel efeito tipo depressivo que é evidenciado durante o
TEPT, os animais foram suspensos pela cauda a uma altura de
aproximadamente 80 cm do chéo e separados por divisérias de isopor
espagadas cerca de 25 cm ndo possibilitando, portanto, que os animais
pudessem interagir um com o outro, visualmente, durante o
experimento.

Os animais tiveram suas caudas fixadas com fita adesiva
aproximadamente a 2 cm da extremidade proximal da cauda na prépria
bancada de experimento (Figura 8). Neste teste, de forma semelhante ao
que ocorre no teste do nado forgado, mensura-se o tempo de imobilidade
dos animais, ou seja, 0 tempo em que eles permaneceram totalmente
imdveis sem debater-se buscando uma possibilidade de fuga. Os animais
foram filmados e o seu comportamento foi avaliado em video por um
periodo de 6 minutos (SACHARCZUK et al., 2009).
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Figura 8 - Fotografia mostrando a postura dos animais ao serem
submetidos ao teste suspensdo de cauda logo ap6s terem sido reexpostos
ao aparato de choque.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
4.7 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Com 0 objetivo de observar o nivel de ansiedade gerado pelo
modelo proposto, fez-se uso do Labirinto em Cruz Elevado o qual
consiste em dois bracos abertos e dois bracos fechados ambos com 30
cm de comprimento, conectados entre si por uma plataforma central de
5x5 c¢m, sendo que os quatro bracos estdo dispostos em um angulo de
90° entre si, e elevados do chdo cerca de 25 cm (Figura 9).

Um a um, os animais foram levados a plataforma central e
avaliados em relacdo ao tempo de permanéncia nos bracos abertos e
fechados, bem como o nimero de entradas no braco fechado do
equipamento. Para tanto, registrou-se com a utilizagdo de uma camera o
comportamento dos animais durante um periodo de 5 minutos os quais
posteriormente foram avaliados utilizando o software Plus MZ vl.v
(REHNI et al., 2010).
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Figura 9 - Fotografia mostrando o comportamento exploratério do
animal sobre o labirinto em cruz elevado logo apds eles terem sido
reexpostos ao equipamento gerador de choque.

Fonte: Elaborado pelo autor (2014).
4.8 AVALIACAO BIOQUIMICA

Apos a verificacdo das alteracfes emocionais induzidas pelos
choques elétricos nos camundongos em outro grupo experimental,
verificou-se possiveis alteracGes em nivel de expressdo de proteinas
especificas no hipocampo dos mesmos, bem como a verificagdo da
concentracdo das caspases 8 e 9, conforme descrito a seguir.

4.9 WESTERN BLOTTING

Apbs o estabelecimento do quadro “’tipo’” TEPT, os animais
foram sedados com isoflurano e sacrificados por decapitacdo,
posteriormente, extraiu-se o encéfalo e em seguida o hipocampo para
semi-quantificacdo de p38 MAPK e CREB.

As amostras foram  imediatamente = homogeneizadas
mecanicamente a 4°C em homogeneizador de tecidos de vidro (Dounce
Grinders, Omni International, Kennesaw, GA, EUA) com 500 uL de
Tris-base 50 mM, pH 7,0; EDTA 0,1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM
e Na3VvO4 2mM. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (13.000
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X g por 10 minutos) para separacao dos detritos celulares (OLIVEIRA et
al., 2008).

O sobrenadante foi diluido individualmente 1/1 (v/v) com
tampdo de amostra de eletroforese com concentragdo final de Tris 50
mM (pH 6,8) EDTA 2 mM, SDS 4% e glicerol 8%. O teor de proteinas
foi quantificado pelo método de Lowry utilizando albumina de soro
bovino como padrdo (LOWRY et al., 1951). Cada uma das amostras foi
submetida a eletroforese em 10% de SDS-PAGE em minigéis apos a
adicdo de 2% de azul de bromofenol e 5% de mercaptoetanol
(CORDOVA et al., 2004).

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitro-
celulose (1,2 mA/cm2; 1,5 h) como descrito por Bjerrum e Heegaard
(1988) com adaptacoes, e 0 bloqueio das membranas foi feito com uma
solucdo a 5% de leite em p6 desnatado em TBS (10 mM Tris, 150 mM
de NaCl, pH 7,5) por 1h.

As respectivas proteinas foram detectadas utilizando anticorpos
especificos diluidos em TBS-T (Tris 10 mM, 150 mM de NaCl, 0,1% de
Tween-20, pH 7,5) contendo BSA a 2,5% nas seguintes dilui¢Ges:
1:1000 para P - p38 MAPK; 1:10000 para T — p38 MAPK; para P-
CREB e T-CREB a diluicdo foi de 1:1000 e 1:2000 para B - actina.
Posteriormente, as membranas foram incubadas com um anticorpo
secundério ligado a uma peroxidase (com diluicdo de 1:2000) por 1h, e
o sinal quimioluminescente foi detectado utilizando um kit ECL da
Amersham.

Todos os passos de bloqueio e de incubagéo foram seguidos por
trés lavagens de 5 minutos cada das membranas com TBS-T e a
densidade dptica (D.0O.) das bandas foram quantificadas utilizando Scion
Image TM (Frederick, MD, EUA) (COSTA et al., 2012).

4.10 QUANTIFICAGAO DE BDNF POR ELISA

Vinte e quatro horas apés a inducdo do transtorno, e logo ap6s a
reexposicdo dos animais ao aparato de choque, os mesmos foram
sedados com isoflurano e sacrificados por decapitagéo.

Retirou-se, em seguida, o hipocampo destes animais, 0s quais
foram imediatamente homogeneizados em homogeneizador de tecidos
de vidro (Dounce Grinders, Omni International, Kennesaw, GA, EUA),
com uma solucdo de PBS (tampdo fosfato salino) contendo Tween 20
(0,05%), fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,1 mM, EDTA 10
mM, protinina a 2ng/ml, e cloreto de benzet6nio 0,1 mM.
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Os homogeneizados foram transferidos para tubos de 1,5 ml
(Eppendorfs), e centrifugados a 3.000 g durante 10 min a 4 °C, sendo
gue o sobrenadante obtido foi armazenado a -80 °C até 0 momento da
quantificacdo do BDNF. O conteldo total de proteina foi mensurado no
sobrenadante utilizando o método de Bradford.

Aliquotas de 100 pl das amostras foram utilizadas para
mensurar a quantidade de fator neurotréfico derivado do cérebro (brain-
derived neurotrophic factor BDNF) nas amostras por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando o kit da R&D (Minneapolis, MN)
de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os valores obtidos foram estimados por meio da interpolacdo de
uma curva padréo, utilizando-se ensaio colorimétrico, medido a 450 nm
(comprimento de onda de correcdo de 540 nm) em um leitor de placa de
ELISA (Berthold Technologies — Apollo 8 — LB 912, Alemanha). Assim
todos os resultados foram expressos em pico gramas de BDNF por
miligrama de proteina (BOBINSKI et al., 2011).

4.11 DOSAGEM DAS CASPASES 8 E 9

Apbs o estabelecimento do quadro “tipo TEPT” e sob o efeito
de isoflurano, os animais foram sacrificados por decapitacdo. Em
seguida extraiu-se o encéfalo e o hipocampo bilateralmente dos mesmos
0s quais foram armazenados a -80 °C até 0 momento do ensaio.

As amostras foram homogeneizadas mecanicamente utilizando
um homogeneizador de tecidos de vidro (Dounce Grinders, Omni
International, Kennesaw, GA, EUA) em tampédo TRIS EDTA no mesmo
dia do ensaio. Utilizou-se um ensaio de quimioluminescéncia,
utilizando-se de kit comercial (Caspase-Glo® 8 e Caspase-Glo® 9 —
Assay, Promega Corporation, USA), conforme instrugdes do fabricante.
Depois de homogeneizadas as amostras foram inseridas na placa de
leitura (placa branca fosca com 96 pocos) onde se acrescentou igual
volume de reagente de trabalho (substrato liofilizado + tampdo +
inibidor de proteases MG-132) totalizando um volume de 100 pl (50 pl
de amostra para 50 ul de reagente de trabalho).

Apdbs um periodo de incubacdo de 3h em baixa luminosidade,
procedeu-se a leitura do sinal quimioluminescénte utilizando um
equipamento EnSpire Alpha®, Perkin — Elmer, EUA. A intensidade do
sinal quimioluminescente € diretamente proporcional a concentragdo das
caspases na amostra.

Os resultados obtidos no ensaio foram corrigidos pela
guantidade de proteina presente em cada amostra, sendo, portanto
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representado a concentracdo da caspase (em unidades arbitrarias) por
mg de proteina na amostra conforme metodologia descrita por Andrew
et al., 2004, com modificacgoes.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism
versdo 5.01 (2005, San Diego, CA, USA). Os dados apresentados
possuem uma distribuicdo normal, de acordo com o teste de Shapiro —
Wilk (P>0,05). Desta forma, os resultados foram expressos como média
* erro padrdo da média (E.P.M.) e foram avaliados através da anélise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido pelo teste pos-hoc de Student -
Newman-Keuls. Valores de p menores que 0,05 (p<0,05) foram
considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS
5.1 COMPORTAMENTO DE MEDO E ANSIEDADE

Os dados representados pela figura 10 (A e B) mostram que 0s
animais controle que foram apenas colocados no aparato de choque, e
que nado receberam qualquer estimulo elétrico, e que foram reexpostos
ao aparato 24 h, 7 e 14 dias ap0s a aplicacdo dos choques elétricos, nao
apresentaram o comportamento de congelamento e tampouco
demonstraram uma diminuicdo do comportamento de exploracdo
vertical associado ao medo e ansiedade, respectivamente, quando
comparados com o0s animais do grupo naive.

Ja os animais do grupo TEPT, (que receberam os estimulos
elétricos nas patas) e que foram reexpostos ao aparato de choque, ap6s
24 h e 7 dias desenvolveram o comportamento de congelamento [F2 1) =
28,48, P=0,0001] e [Fp1s = 4,465, P=0,0316] e de reducdo da
exploracdo vertical [Fp.5 = 20,44, P=0,0001] e [Fpi4 = 11,12,
P=0,0013] quando comparados com 0s grupos naive e controle,
respectivamente (Figura 10 A e B).

No entanto, o comportamento de congelamento [F(2,16) =
1,256, P=0,3150] e de exploracdo vertical [F(2,16) = 1,012, P=0,3887]
nos animais que receberam os estimulos elétricos e que foram
reexpostos ao contexto 14 dias ap6s a aplicacdo dos estimulos, ndo foi
diferente dos animais do grupo naive e controle, sugerindo que houve
uma extin¢do do comportamento de medo e ansiedade, respectivamente
(Figura 10 A e B).
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Figura 10 - Decurso temporal do comportamento de congelamento e de
exploracgdo vertical dos camundongos reexpostos ao aparato de choque.
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5.2 TESTE DO NADO FORGADO E SUSPENSAO DE CAUDA

Observou-se nestes testes que o grupo que recebeu os estimulos
elétricos apresentou um tempo de imobilidade no teste do nado forgcado
gue foi significativamente superior ao grupo naive e controle,
respectivamente (Figura 11 A).  Além disso, foi possivel observar que
o tratamento com fluoxetina (10 mg/kg i.p.), 30 minutos antes do teste,
foi capaz de reverter significativamente o comportamento tipo
depressivo observado nos animais do grupo TEPT [Fu2) = 15,12,
P=0,0001] quando comparados aquele grupo que ndo recebeu o
tratamento com a fluoxetina (Figura 11 A).

Assim como no teste do nado for¢ado, o comportamento “tipo”
depressivo foi observado nos animais do grupo TEPT quando analisados
no teste de suspensdo de cauda, uma vez que eles permaneceram
imoveis por um tempo significativamente superior quando comparados
aos do grupo controle e naive. E tal qual ocorreu anteriormente, 0
tratamento previamente ao teste com fluoxetina 10mg/kg i.p foi capaz
de reverter de forma significativa 0 comportamento “tipo” depressivo
observado [F 29 = 4,027, P=0,018] (Figura 11 B).

Observou-se também durante esta etapa experimental que o
tratamento com fluoxetina (10 mg/kg i.p.) previamente & reexposicao ao
contexto aversivo, ndo foi capaz de reverter o comportamento de
congelamento e de exploracdo vertical demonstrado pelos animais que
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receberam os estimulos elétricos quando comparados aos demais grupos
(Figura 11 C e D).

Por fim, observa-se que os animais que ndo foram submetidos
ao modelo deindugdo de TEPT e foram tratados com fluoxetina ndo
apresentaram alteracdo comportamental quando comparados aos grupos
controle e naive (Figura 11 A e B).

Figura 11 - Comportamento “tipo” depressivo no teste do nado forgado
e suspensdo de cauda e o tempo de congelamento e exploragfes verticais
durante a reexposicao do animal ao aparato de choque.
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Painel A representa o teste do nado forcado, Painel B a suspensdo de cauda e o
tempo de congelamento e exploragdo vertical (Paineis C e D), 24h ap6s a
exposicdo dos animais ao modelo de inducdo de TEPT e imediatamente ap6s o
tratamento com fluoxetina (10 mg/kg i.p.) e reexposi¢do dos mesmos ao aparato
de choque. Os valores sdo expressos como média de 4 a 6 animais + EPM (erro
padrdo da média). O asterisco e o sustenido representam um aumento no tempo
de imobilidade significativo quando comparado com os demais grupos. *** P <
0,001, #P < 0,01, *P < 0,05.
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5.3 TESTE DO LABIRINDO EM CRUZ ELEVADO

A fim de verificar se 0 modelo de indugdo de TEPT adotado
alterava o estado de ansiedade, os animais submetidos aos estimulos
elétricos (aqueles do grupo TEPT) bem como aqueles do grupo controle
e naive (que nao receberam qualquer estimulo elétrico) foram analisados
no teste preditivo de ansiedade, o labirinto em cruz elevado sendo que o
numero de entradas e saidas do braco fechado do aparato, bem como o
tempo de permanéncia tanto no braco aberto quanto no fechado foi
mensurado. Conforme pode ser observado na figura 12 A, os animais
que receberam os choques elétricos apresentaram reducdo significante
[Feiz = 6,696, P=0,0143] na permanéncia no brago aberto quando
comparado com 0 grupo naive e controle, respectivamente.
Consequentemente, 0s animais que receberam os estimulos elétricos
permaneceram um tempo significativamente [F 1g = 5,559, P=0,0132]
superior nos bracos fechados do aparato quando comparado ao grupo
naive e ao grupo controle (Figura 12 B), confirmando o comportamento
tipo ansiogénico. Por fim, o nimero de entradas destes animais
submetidos aos estimulos elétricos nos bracos fechados do aparato
também foi reduzido de forma significativa [F 16 = 11,84, P=0,001]
guando comparado ao grupo naive e controle, respectivamente (Figura
C).
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Figura 12 - Comportamento “tipo” ansiogénico no teste do labirinto em
cruz elevado, 24h apds a exposicdo dos animais ao modelo de inducédo
de TEPT e imediatamente apds a reexposi¢cdo dos mesmos ao aparato de
choque.
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O painel A representa o tempo de permanéncia dos animais no brago aberto, em
B observa-se o0 tempo de permanéncia dos animais no braco fechado e o painel
C representa o nimero de entradas no brago fechado do aparato. Os valores séo
expressos como média de 5 a 6 animais + EPM (erro padrdo da média). O
asterisco representa diferenca estatisticamente significativa quando comparado
com os demais grupos. *P < 0,05, **P < 0,01.

54 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DE BDNF NO
HIPOCAMPO

Os dados representados na figura 13 demonstram que 0s
animais do grupo TEPT apresentaram aumento significativo [F14) =
21,55, P=0,0001] na concentracdo de BDNF no hipocampo 24 h apoés a
indugdo dos estimulos elétricos quando comparados aos animais do
grupo naive e controle, sendo que ndo foi observado qualquer alteracéo
na concentracdo de BDNF em 1 h [F(2,14) = 1,765, P=0,2128] e 6 h
[F(2,14) = 2,804, P=0,1002] ap6s a aplicacdo dos estimulos elétricos.
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Figura 13 - Concentracdo de BDNF no hipocampo dos animais 1, 6 e 24
h apos terem sido submetidos aos choques elétricos e imediatamente
apos a reexposicao dos mesmos ao aparato de choque.
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Os resultados apresentados expressos em pg/mg de proteina. Os valores sdo
expressos como média de 5 a 8 animais + EPM (erro padrdo da média). O
asterisco e o0 sustenido representam um aumento significativo da expresséo de
BDNF em relacdo aos demais grupos e em relagdo ao grupo naive
respectivamente. *P < 0,05, ## P < 0,01.

55 AVALIA:CAO DA CONCENTRACAO DO FATOR DE
TRANSCRICAO CREB E DA PROTEINA CINASE P38

Os dados representados na figura 14 demonstram que 0s
animais do grupo TEPT apresentaram aumento de forma expressiva e
significativa da concentracdo do fator de transcricio CREB no
hipocampo 1 h apds a inducdo dos estimulos elétricos e imediatamente
apos a reexposicdo quando comparados aos animais do grupo naive e
controle, respectivamente. No entanto, 6 h apds a inducdo do estimulo
elétrico e da reexposicdo ocorreu aumento de forma expressiva e
significativa da concentracdo do fator de transcricio CREB no
hipocampo dos animais do grupo TEPT bem como controle quando
comparado com o grupo naive (Figura 14).
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Por outro lado, pode-se observar que a concentragéo do fator de
transcricio CREB no hipocampo foi reestabelecido 24 horas apo6s a
reexposicdo, uma vez que ndo foi detectada diferenca significativa na
concentracdo de CREB nos animais do grupo naive em relagéo ao grupo
TEPT e controle, respectivamente (Figura 14).

Na figura 15 observa-se que 0s animais do grupo TEPT
apresentaram reducdo de forma significativa da concentracdo da
proteina cinase p38 no hipocampo 1 h apds a indugdo dos estimulos
elétricos e imediatamente apds a reexposicdo quando comparados aos
animais do grupo naive e controle, respectivamente. Entretanto, 6 h ap6s
a inducdo do estimulo elétrico e da reexposi¢do ocorreu diminuigéo de
forma ndo significativa da concentracdo da proteina cinase p38 no
hipocampo dos animais do grupo TEPT quando comparado com o grupo
naive e controle (Figura 15). Por fim, pode-se observar que a
concentracdo da proteina cinase p38 no hipocampo foi restabelecido 24
horas ap6s a reexposicdo, uma vez que os valores encontrados foram
semelhantes nos animais do grupo naive em relagdo ao grupo TEPT e
controle, respectivamente (Figura 15).

Figura 14 - Avaliagdo da concentracdo de CREB no hipocampo 1, 6 e 24
h ap6s a exposicdo dos animais ao choque e imediatamente apds a
reexposicdo dos mesmos ao aparato de choque.
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Os resultados apresentados sdo expressos em % em funcdo do controle. Os
valores sdo expressos como média de 5 a 6 animais + EPM (erro padrdo da
média). O asterisco representa uma alteracdo estatisticamente significativa na
concentracdo de CREB em relag&o aos demais grupos. *P < 0,05.
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Figura 15 - Concentracdo de p38 MAPK no hipocampo 1, 6 e 24 h apds
a exposicdo dos animais ao choque e imediatamente apds a reexposicao
dos mesmos ao aparato de choque.
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Os resultados apresentados sdo expressos em % em funcdo do controle. Os
valores sdo expressos como média de 5 a 6 animais + EPM (erro padrdo da
média). O asterisco representa uma alteracdo estatisticamente significativa na
expressao de P38 MAPK em relagdo aos demais grupos. *P < 0,05.

5.6 AVALIACAO DA CONCENTRACAO DAS CASPASES 8e 9

O perfil de concentracdo das enzimas envolvidas na morte
celular programada (caspases 8 e 9) também foram avaliadas neste
trabalho. Esta atividade foi avaliada em trés diferentes periodos: 1, 6 e
24h apds a aplicagdo dos choques elétricos e imediatamente apds a
reexposicdo dos animais ao aparato de choque.

Neste experimento observou-se gque a concentracao da caspase 8
no hipocampo, foi significativamente [Fp13 = 5,877, P=0,0184]
reduzida no grupo TEPT quando comparado aos grupos naive e
controle, somente 24 h apds a aplicacdo dos choques e imediatamente
apos a reexposicao (Figura 16A).

Por outro lado, observou-se que ndo houve alteracdo
significativa na atividade da caspase 9 no hipocampo dos animais do
grupo TEPT, controle e naive em nenhum dos periodos avaliados [F ;.15
= 1,784, P=0,2067] (Figura 16B), sugerindo que a participacdo da
caspase 8 se sobreple a da caspase 9, pelo menos durante os periodos
iniciais em que o TEPT esté instalado.
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Figura 16 - Concentracéo das caspases 8 e 9 no hipocampoem 1, 6 e 24
h ap6s a exposicdo dos animais ao choque e imediatamente apds a
reexposicdo dos mesmos ao aparato de choque.
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O painel A representa a concentracdo da caspase 8 e o painel B representa a
concentracdo da caspase 9 no hipocampo em 1, 6 e 24 h apds a exposi¢do dos
animais ao choque e imediatamente apds a reexposi¢do dos mesmos ao aparato
de choque. Os resultados apresentados sdo expressos unidades arbitrarias/mg de
proteina. Os valores sdo expressos como média de 6 a 8 animais + EPM (erro
padrdo da média). *P < 0,05.
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6 DISCUSSAO

Os dados descritos no presente trabalho claramente mostram
gue a metodologia que foi empregada com a finalidade de induzir um
quadro “tipo” TEPT em camundongos foi bem sucedida, tendo em vista
que foi possivel observar alguns sinais tais como: depresséo, ansiedade e
medo que sdo condizentes com a doenga em humanos.

O quadro de ansiedade, caracterizado pelo comportamento de
medo exagerado e diminuicdo da exploracdo do ambiente aversivo, e
depressdao, mimetizam em parte sintomas presentes em varios
transtornos.

Conforme j& mencionado anteriormente, muitos sdo os fatores
gue podem contribuir para que um individuo possa apresentar os sinais e
sintomas clinicamente conhecidos no TEPT, sendo que eles abrangem
desde as caracteristicas genéticas de cada individuo, bem como as
variaveis ambientais (BINDER et al., 2008; JOVANOVIC e RESSLER,
2010).

Resultados descritos na literatura mostram que essas respostas
exacerbadas de medo ocorrem em funcdo do circuito de medo
condicionado que é conservado na grande maioria dos vertebrados, e
possui uma leitura das memorias aversivas de uma forma extremamente
rapida e robusta, facilitando, portanto, o aparecimento das memodrias
intrusivas, “flash-backs” e o conhecido comportamento de hiper
excitagdo comumente observada durante 0 TEPT (JOVANOVIC et al.,
2009; YEHUDA e LEDOUX, 2007; LANG, DAVIS e OHMAN, 2000;
BELZUNG e PHILIPPOT, 2007).

Portanto, a diminuigdo do nimero de exploragdes verticais
dentro do aparato de choque durante a reexposicao, aliado ao tempo de
congelamento destes animais, sdo comportamentos originados do medo
exagerado e da ansiedade, respectivamente e tais comportamentos ndo
haviam sido observados até entdo por outros autores utilizando-se a
metodologia empregada neste trabalho

Ademais, diferentemente do que se pode inferir, a diminuicdo
do numero de exploragdes verticais ndo resulta de uma diminuicdo da
atividade locomotora (uma vez que ndo ha diferenca na ambulagéo dos
animais que receberam os estimulos elétricos quando comparado com os
demais grupos), mas sim uma diminuicdo da atividade exploratéria o
que reflete indiretamente no aumento do comportamento ansiogénico do
animal (ANKUR, MAHESH e BHATT, 2013).

Sabe-se que dependendo da intensidade e do tempo em que se
sustenta a exposi¢do ao estresse, as respostas do individuo podem ser
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mal adaptadas, ou seja, ocorre uma facilitacdo do individuo desenvolver
ansiedade, abuso de drogas e claro, quadros depressivos (BALE e
VALE, 2004; KRISHNAN e NESTLER, 2008; BRUCHAS, LAND e
CHAVKIN, 2010; KOOB, 2008).

De forma semelhante ao TEPT como um todo, o
desenvolvimento de quadros depressivos sdo também dependentes de
fatores ambientais e genéticos. Esta interacdo (genético-ambiental),
porém, pode ser mais bem contextualizada como uma vulnerabilidade
genética que pode se expressar em resposta a eventos traumaticos e/ou
estressantes durante a vida do individuo. Estudos apontam que
disturbios complexos que resultam de fatores genéticos e ambientais sao
os que melhor prevéem a ocorréncia de depressdao (WONG e LICINIO,
2001) (Figura 17).

Figura 17 - Esquema da participagdo simultanea dos fatores genéticos e
ambientais no desenvolvimento de quadros depressivos.
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Fonte:Adaptacdo de WONG e LICINIO, 2001.

Em nosso estudo, 0s choques (eventos extremamente
estressantes) foram capazes de induzir nos animais uma resposta mal
adaptada, ou seja, o comportamento “tipo” depressivo propriamente
dito. Assim, pode-se afirmar que: 1) o modelo de inducdo de TEPT
através de uma Unica se¢do de choques foi capaz de induzir um
comportamento “tipo” depressivo, avaliado por meio do teste do nado
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forcado, e 2) a utilizacdo de um medicamento tradicionalmente utilizado
para o tratamento de quadros depressivos como a fluoxetina (inibidor
seletivo da recaptacdo de serotonina), foi capaz de reverter este
comportamento, nos levando a crer que pelo menos em parte, a
sinalizacdo serotoninérgica esta envolvida na sintomatologia do TEPT,
pelo menos no que diz respeito ao comportamento “tipo” depressivo.

Um fato relevante em relagdo ao tratamento com fluoxetina é
que a reversdo do comportamento “tipo” depressivo ocorre tanto com o
tratamento prévio a reexposi¢do do animal ao aparato de choque (dados
ndo mostrados pois representam exatamente o mesmo perfil daquele
apresentado na figura 11 A) quanto com o tratamento ap0ds esta etapa,
sugerindo, portanto, que o processo limitante para o desenvolvimento da
depressdo durante o TEPT se da no momento em que ocorre 0 evento
estressante, neste caso o choque propriamente dito. O neurotransmissor
serotonina, h& tempos vem sendo estudado devido a sua participacéo
direta na manutencdo de quadros depressivos. Estudos que utilizaram a
separacdo neonatal de ratos da presenca materna sdo exemplos de que
experiéncias adversas de vida podem ser capazes de promover
alteragdes efou mudancas de cardter tanto comportamental como
neuroendécrino relacionados a depressdo, sendo que estas alteragdes
perduram até a vida adulta destes ratos (LADD et al., 2000).

Entre estas alteragdes cabe ressaltar a hiper excitacdo do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) em resposta ao estresse gerado
(LADD et al., 1996), o qual pode promover ou facilitar ainda, o
surgimento de quadros de ansiedade (HUOT et al., 2001). Como ja se
sabe, a serotonina e a sinalizagdo proveniente da sua liberagdo na fenda
sinaptica possuem um importante papel na etiologia da depressdo e
também da ansiedade (OVERSTREET et al., 2003; SIBILLE e HEN.,
2001).

Em roedores, no nucleo dorsal da rafe (DR), estdo localizadas
cerca de metade dos neurénios serotoninérgicos do SNC, e estes por sua
vez inervam numerosas regides encefalicas responsaveis e/ou que tem
envolvimento na regulacdo da ansiedade e medo tais como o
hipotdlamo, hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal (AZMITIA e
SEGAL, 1978; VERTES, 1991; PYNEYRO e BLIER, 1999).

Assim como a depressdo, a metodologia empregada foi capaz
de promover um aumento dos niveis de ansiedade nos animais
avaliados. Este fato foi evidenciado no teste do labirinto em cruz
elevado, o que corrobora com os dados ja disponiveis na literatura, mas
também fortalece a suspeita de que situagdes estressantes agudas
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promovem uma intensa reorganizacdo neuronal em regides de controle
emocional.

De fato, foi observado que na amigdala basolateral (BLA), por
exemplo, ocorre aumento da densidade das espinhas dendriticas bem
como do comportamento de ansiedade dos individuos de maneira muito
abrupta, sendo que em apenas 10 dias ap6s o trauma estes eventos ja séo
evidenciados (YEHUDA, 2002; American Psychiatric Association,
2000).

Outros estudos em roedores apontaram que um periodo de duas
horas de estresse por imobilizagdo leva a um aumento do
comportamento tardio de ansiedade, sendo 0 mesmo acompanhado por
aumento significativo da densidade de espinhas dendriticas em
neurodnios principais da BLA (MITRA et al., 2005). Assim, estes efeitos
sdo reminiscentes de TEPT no qual um evento traumatico Unico
desencadeia mudancas plasticas que promovem ansiedade e outros
comportamentos de inicio rapido ou tardios prolongados, que s&o
acompanhados por hiperatividade da amigdala (YEHUDA e LEDOUX,
2007).

No presente estudo, buscamos também estudar eventuais
mudancas plasticas (neuroquimicas) que acreditamos ocorrer em
algumas regides do SNC, em especial no hipocampo, que estdo
envolvidas no TEPT. Assim, verificamos as concentracfes de BDNF,
uma proteina segregada (BINDER e SCHARFMAN, 2004) que em
humanos é codificada pelo gene conhecido também por BDNF,
localizado no cromossoma 11 (JONES e REICHARDT, 1990;
MAISONPIERRE et al., 1991).

O BDNF é um membro da familia das neurotrofinas de fatores
de crescimento e relaciona-se com o “fator de crescimento neural”,
também dito NGF. O BDNF tem como funcdo manter a sobrevivéncia
de certos neurbnios bem como estimular o crescimento e diferenciacéo
de novos neurdnios e consequentemente de novas sinapses (ACHESON
et al., 1995; HUANG e REICHARDT, 2001). No SNC o BDNF ¢
extremamente ativo no hipocampo e coértex, areas vitais para o
processamento de memorias e aprendizagem (YAMADA e
NABESHIMA, 2003).

As memorias propriamente ditas Sd0 processos neuronais que
envolvem algumas etapas, tais como aquisicdo, consolidagdo e
evocacdo, ndo sdo, portanto adquiridas na sua forma final, sendo
portanto, extremamente susceptiveis de interferéncias durantes os
primeiros momentos ap6s a aquisicdo (MC GAUGH, 1966, 2000;
IZQUIERDO e MC GAUGH, 2000).
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A meméria de longo prazo por sua vez, que é fundamental
dentro do contexto do TEPT, ndo é um evento Unico, mas sim
dependente de muitos eventos metabdlicos que envolvem a participacéo
de muitas estruturas cerebrais, como por exemplo, o hipocampo, além
de necessitar de algumas horas (hormalmente de 3 a 8) para se formarem
(IZQUIERDO e MEDINA, 1997).

Cabe ainda ressaltar que no decorrer destas horas quando
processos metabolicos estdo em andamento, as memdrias de longa
duragdo sdo extremamente instaveis e somente ao término de todos os
processos metabdlicos que estdo em andamento, tem-se a consolidagéo
propriamente dita (IZQUIERDO, 2002).

Ainda neste contexto de aquisicio de memoria e
neuroplasticidade, observamos ao término do estudo e durante o
tratamento dos dados, que os choques induzidos nos animais foram
capazes de promover um aumento significativo na concentragdo de
BDNF no hipocampo destes animais vinte e quatro horas apds a
aplicacdo dos estimulos elétricos, quando comparados aos grupos
controle e naive, respectivamente. Por outro lado, ndo foi observado
quaisquer alteracdes nos niveis de BDNF em 1 e tampouco 6 horas ap6s
0 evento estressante.

E importante salientar que os nossos resultados contrariam de
certa forma alguns dados descritos na literatura que mostram que
pacientes com TEPT possuem uma concentracdo reduzida de BDNF no
soro quando comparados a outros individuos que ndo possuem o
transtorno (HAUCK et al., 2010). Da mesma forma, nossos dados
divergem de alguns estudos que apontam uma diminuicdo do mRNA
para BDNF tanto no hipocampo quanto no giro denteado de ratos apds a
exposic¢do a um trauma (RASMUSSON, SHI, e DUMAN, 2002),

Compartilhamos da ideia de que o aumento da concentracdo de
BDNF em areas limbicas, como no hipocampo, por exemplo, durante a
instalacdo do TEPT pode ocorrer devido a uma aquisi¢do/consolidacdo
de memoria e/ou aprendizado que é dependente da ativacdo da via
BDNF-TrkB, a qual regula a plasticidade sinaptica necessaria para a
manutencdo da memdria de longo prazo (NATHAN et al., 2011), tal
qual ocorre durante o TEPT (Figura 18).
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Figura 18 - Esquema da sinalizagéo de BDNF via receptores TrkB.
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Fonte: Adaptacdo de AUTRY e MONTEGGIA, 2012.

Assim, podemos sugerir que a interacdo destas vias possa
participar, ou mesmo possuem um papel importante para mimetizar em
animais sintomas do TEPT de forma muito semelhante aqueles
observados em humanos, tais como o medo condicionado e a
dificuldade de extinguir memorias aversivas, bem como, a dificuldade
cognitiva (ANDERO e RESSLER, 2012; JOHANSEN et al., 2011).

Ainda, acredita-se que o aumento de BDNF que ocorre nas
primeiras horas ap6s os choques elétricos, além de promover a
consolidacdo da memoria aversiva, também seja, pelo menos em parte,
responsével pela hiperativagdo de algumas regies limbicas durante o
transtorno.

Paralelamente a dosagem de BDNF no hipocampo destes
animais, verificamos também a concentracdo de CREB e p38 MAPK.
Os nossos dados mostram que a concentragcdo de CREB, uma e seis
horas ap6s a reexposicdo do animal ao aparato do choque, foi
significativamente superior em relacdo aos grupos naive e controle.
Assim, pode-se sugerir mais fortemente que, além de induzir uma
alteracdo de ambito comportamental (ansiedade, depressdao e medo) o
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modelo de inducdo de TEPT em questdo é capaz de promover uma
mudanca plastica e organizacional no hipocampo destes animais uma
vez que proteinas e fatores de transcricdo estdo sendo diretamente
alterados pelo evento estressante imposto.

O aumento da concentragdo de CREB no hipocampo foi
também observado por PLIAKAS et al., 2001, nesse estudo, o estresse
induzido pela natagdo forgada em ratos fosforila (ativa) o elemento de
resposta a0 AMPc e promove no ndcleo accumbes (area esta conhecida
por desempenhar um papel crucial na resposta de recompensa/prazer e
motivac¢do) um aumento da CREB.

Esta resposta neuroadaptativa por sua vez tem efeitos funcionais
no comportamento, onde o aumento na concentracio do CREB no
nicleo accumbes esta correlacionado com o aumento do tempo de
imobilidade no teste do nado forgcado, um claro sinal de comportamento
tipo depressivo (NESTLER e CARLEZON, 2006; WISE, 2008;
CARLEZON e THOMAS, 2009).

Além de todas as alteragcbes comportamentais e neuroguimicas
descrita na literatura e observadas no presente trabalho, sabe-se, que o
TEPT também esta relacionado com alteragdes estruturais do cérebro
(HEDGES e WOON, 2007).

Essas alteragdes foram observadas por meio de estudos de
neuroimagem em individuos com TEPT, dando énfase ao
monitoramento principalmente do hipocampo destes individuos, o qual
ja se sabe ter uma participagdo ativa durante a instalagdo e manutencéo
do transtorno, uma vez que esta diretamente envolvida na aprendizagem
e nas memorias declarativas, contextuais e espaciais (BREWIN et al.,
2007; BURGESS, MAGUIRE e O'KEEFE 2002; EICHENBAUM,
OTTO e COHEN, 1992; PHILLIPS e LEDOUX, 1992; SQUIRE,
STARK e CLARK, 2004).

Conforme demonstrado por Bremner e colaboradores (1995) ha
uma redugdo significativa do volume hipocampal em individuos
portadores do TEPT, esta diminuicdo foi observada em individuos com
experiéncia prévia em combate (veteranos de guerra) quando comparado
a pessoas normais, sem TEPT e tampouco com experiéncias de combate.
Desde entdo, muitos outros trabalhos passaram a reportar este achado,
porém, ndo apenas em ex-combatentes, mas também em individuos
adultos com TEPT relacionado a abuso sexual durante a infancia
(WOON, SOOD e HEDGES, 2010).

Em roedores, a reducdo da neurogénese hipocampal também é
evidente apds experimentos em que houve uma separagdo dos ratos
neonatos da presenca materna (LEE et al., 2001; MIRESCU et al.,
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2004). Assim, sugere-se ainda que esta reducdo da neurogénese
hipocampal tenha um importante papel na fisiopatologia da depressao
(DUMAN e MONTEGGIA., 2006) fato este que vai ao encontro com 0s
dados do presente estudo.

Neste momento, qualquer afirmacdo sobre a relacdo entre o
aumento de BDNF observado e a diminuicdo do volume hipocampal
relatado pela literatura seria mera hipétese, porém, consolidacdo de
memoaria (aversiva), neuroprote¢do, ou mesmo um aumento da ativacdo
dessa regido nesses individuos figuram entre as principais justificativas
para este aumento. Em relagdo a diminuicdo do volume do hipocampo,
ainda carecemos de argumentos para melhor delinea-la.

Em funcéo da hip6tese de que esta gradativa reducdo do volume
(e consequentemente massa) hipocampal ocorre devido a morte neuronal
gue é desencadeada pelos mecanismos intracelulares que controlam a
apoptose, decidimos investigar se de fato esta morte neuronal ocorre
pelas vias de morte celular programada, tendo, como passos iniciais
deste processo a ativagdo das caspases 8 e 9.

Os resultados observados foram surpreendentes e contrarios
aqueles esperados, uma Vvez que ocorreu uma diminuicdo da
concentracdo da caspase 8 no hipocampo destes animais 24 h apés a
exposicdo aos choques elétricos e imediatamente ap6s a reexposicao
deles ao aparato gerador de choque.

Por outro lado, nossos resultados corroboram com dados da
literatura os quais apontam que um aumento da concentracdo de BDNF
estd diretamente relacionado com uma diminui¢do da morte celular via
caspase 3 (KLOCKER et al., 2000), relembrando que esta ultima é
dowstream a caspase 8 e 9 e portanto dependente da
concentracao/ativacao delas para promover a morte celular programada
tal como conhecemos.

Cabe, portanto, inferir que se existe uma tentativa de
neuroprotecdo do hipocampo, isto ocorre devido ao aumento expressivo
de BDNF, ele por sua vez sera capaz de controlar a morte neuronal que
se da via ativacdo das caspases, pelo menos durante as primeiras horas
gue sucedem o evento estressante.

Devido ao fato de termos observado um aumento das
concentracbes de BDNF no hipocampo dos animais (cujo objetivo
aparente é a neuroprotecdo hipocampal) submetidos ao modelo de
indugdo de TEPT, somados ao fato de que ocorreu uma diminuicdo da
concentracao da caspase 8 destes animais, sugerimos que a morte celular
hipocampal que ocorre em individuos sabidamente portadores do TEPT,
a qual resulta na atrofia do hipocampo, deve ocorrer por outros
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mecanismos que ndo pela via das caspases, pelo menos quando
analisados de forma aguda (poucas horas ap0s a exposicdo ao evento
aversivo).

Ainda cabe mencionar que diversos estudos tém sugerido a
participacdo das vias das MAPK na morte celular (apoptose). Conforme
apontado por Nakagami e colaboradores (2001), que estudou a relagdo
entre p38 MAPK e a ativacdo das proteases (caspases) induzida por altas
concentracdes de D-glucose. Verificou-se neste estudo que o tratamento
de culturas de células com altas doses de D-glucose promoveu um
aumento significativo da fosforilagdo de p38 MAPK, sendo que o
subsequente tratamento destas culturas com um inibidor especifico de
p38 (SB203580) reduziu significativamente a morte celular induzida
pela alta concentragdo de D-glucose.

A investigacdo da participagdo da p38 no aumento da morte
celular por apoptose também foi o foco de estudo de Genaro e
colaboradores (2013). Neste trabalho verificou-se o papel do Aacido
retindico (RA) no que diz respeito a inducdo de apoptose e diferenciacdo
durante o desenvolvimento de células da retina. Para tanto suplementou-
se culturas de células da retina de ratos com RA com e sem &cido
docosahexaenoico (DHA) que é um fator de sobrevivéncia celular.

No referido estudo observou-se que no dia 0, ou seja, depois do
primeiro tratamento das culturas com RA ocorreu um significativo
aumento da apoptose de fotorreceptores e concomitantemente um
aumento da fosforilagdo de p38, quando esta Ultima foi seletivamente
inibida pelo SB203580 verificou-se uma prevencdo da morte celular
(apoptose) induzida pelo RA.

Assim, os dados obtidos no presente estudo parecem estar de
acordo com o que a literatura vem preconizando nos ultimos anos, uma
vez que a exposicdo dos animais ao estimulo elétrico foi capaz de
promover uma diminuicéo da concentracdo de p38 e da via iniciadora da
morte celular programada (caspase 8) no hipocampo, sugerindo que essa
via de sinaliza¢do (p38 MAPK) possui um papel importante na morte
celular no hipocampo dos animais com TEPT quando avaliados algumas
horas ap0s a exposicao aos estimulos elétricos.
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7 CONCLUSAO

Concluimos, com o presente estudo, que a metodologia
empregada com o objetivo de induzir em camundongos um quadro
semelhante aquele evidenciado em humanos portadores do TEPT foi
eficiente, pois mimetizou de forma fiel as alteracBes tanto de ambito
comportamental quanto bioquimicas que comumente estao atrelados ao
transtorno em humanos, bem como foi capaz de dar uma mencéo da
propor¢do destas alteracdes que estdo atreladas a eventos extremamente
aversivos, resultando em novos conhecimentos acerca deste transtorno
sendo que alguns deles ndo haviam até entdo sido relatados pela
literatura.

Sabendo da relevancia de se pesquisar esse transtorno
psiquiatrico, o presente estudo surge com novas perspectivas para 0
estudo do TEPT, uma vez que ferramentas de estudo eficientes e
fidedignas sdo fundamentais para o conhecimento continuo e aplicado a
esta area
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8 PERSPECTIVAS

e Utilizar outros estimulos estressantes, mais intensos e por
periodos mais longos de tempo;

o Auvaliar a expressao de proteinas e morte celular em outras areas
encefalicas além do hipocampo;

e Auvaliar a participagdo do cortisol apds a aplicacdo do modelo
de inducdo de TEPT proposto;

o Implementar testes para avaliacdo da agressividade dos animais
submetidos ao modelo;

e Avaliar o perfil nociceptivo dos animais submetidos ao modelo
de indugdo de TEPT.
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