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RESUMO

Indroducdo: O transtorno de estresse poés-traumatico (TEPT) € um distarbio
psiquiatrico incapacitante desencadeado apOs exposicdo a eventos traumaticos
como guerras, acidentes, agressfes, sequestros, violéncia sexual e/ou fisica entre
outros. Esse disturbio gera varias alteracbes organicas, dentre elas a desregulacéo
do eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) que esta associado a alteracfes na
secrecdo de cortisol e neurodegeneracdo em regiées como amigdala, hipocampo e
cortex pré-frontal (CPF). Embora a maioria dos pacientes se recupere desta
desordem por meio de psicoterapia e/ou farmacoterapia, grande parte dos pacientes
apresentam recidivas, resisténcia ou resposta refrataria ao tratamento. Dentre as
terapias, o uso de plantas medicinais e/ou de seus derivados tem-se monstrado
efetivo no tratamento de diversas doencas do sistema nervoso central. Neste
contexto, o &cido rosmarinico (AR) emerge como potencial terapéutico devido a seus
efeitos antioxidantes, neuroprotetores e antidepressivos ja descritos cientificamente.
Objetivo: no presente estudo, testamos se o tratamento oral com o AR atenua ou
mesmo previne 0s sintomas emocionais e alteracdes bioquimicas presentes no
modelo pré-clinico de TEPT. Material e métodos: Camundongos Swiss machos e
fémeas foram submetidos a um modelo de TEPT por meio de um choque
inescapavel nas patas. Avaliagdo da atividade locomotora, emocional (medo,
ansiedade) e de aprendizado e memoéria foram realizadas. Além disto, foi
quantificada a concentracdo de corticosterona no plasma. Também foram
quantificados os niveis protéicos do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e
do fator neurotrofico derivado da glia (GDNF) no hipocampo através de imunoblot.
Resultados e conclusédo: A analise comportamental do tempo de congelamento ou
freezing mostrou um resultado de formato em U no paradigma de curva dose-
resposta dos animais tratados com o AR, apontando a dose de 30 mg/kg como a
mais eficiente em prevenir o comportamento de freezing [Fs, 78) = 18,36; p < 0,0001],
considerado o0 aspecto comportamental mais palpavel na analise etolégica em
modelos pré-clinicos de trauma. O tratamento com o AR na dose de 30 mg/kg
também manteve o0s niveis de corticosterona 24h apds o evento traumatico
mantendo em niveis semelhantes ao dos animais controle, sugerindo um efeito
protetor sobre o eixo HHA. No teste de esquiva inibitéria a resposta dos animais

apontou que nao ha acdo negativa ou inespecifica do AR 30 mg/kg sobre a memoria



ou aprendizagem [Fq, 31y = 167,1; p < 0,0001]. Adicionalmente, o tratamento com o
AR 30 mg/kg tendeu manter a expressao protéica de BDNF e GDNF semelhante aos
animais controle. Em conclusado, nds sugerimos que o tratamento com AR na dose
30mg/kg possa ser uma potencial droga para aliviar sintomas comportamentais
debilitantes, além de regular algumas das altera¢cdes bioquimicas desencadeadas
pelo TEPT.

Palavras chaves: Transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT), acido rosmarinico
(AR), eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA), esquiva inibitéria (El), fatores

neurotréficos, neuroinflamacao.



ABSTRACT

Indroduction: Post-traumatic stress disorder (PTSD) is one of the most prevalent
and disabling psychiatric disorders developed by exposure to traumatic events such
as wars, accidents, assaults, kidnackers, violations, assaults, abductions, traffic
accidents, fires, wars, sexual and/or physical violence among others. Although most
patients recover from this disorder, through psychotherapy and/or pharmacotherapy,
most patients experience relapses, resistance or response refractory to treatment, in
addition to deregulation of the hypothalamic-pituitary adrenal (HPA) axis associated
with alterations in cortisol secretion and prognosis of severe neuronal degeneration
in amygdala hippocampus and prefrontal cortex. Among the alternative therapies, the
use of medicinal plants or their derivatives had shown to be highly attractive for the
treatment of several neuropathologies. In this context, rosmarinic acid (RA) treatment
has previously exhibited antioxidant, neuroprotective, and antidepressant-like effects.
RA is a polyphenol derived from caffeic acid and 3.4- dihydroxyphenylacetic acid
found in several plants, mainly in Rosemary (Rosmarinus officinalis). Objective: In
the present study, we tested whether RA has a therapeutic potential to alleviate the
symptoms and biochemical alterations in a pre-clinical murine model of PTSD.
Material and methods: Male Swiss mice were traumatic to a PTSD induction model
through a strategy of inescapable foot shock (ISF). Behavioral evaluation at the level
of locomotor activity and emotional evaluation in a dose-response curve paradigm
was also performed. Influences on learning and memory were evaluated through the
inhibitory avoidance test. The expressed amounts of the proteins neurotrophic factors
derived from the brain (BDNF) and from the glial cells (GDNF) via Western Blot were
taken. Results and conclusion: The behavioral analysis showed a U-shaped result
in the dose-response curve paradigm of the animals treated with RA, pointing the
dose of 30 mg/kg as the most efficient in reversing the freezing behavior (Fs, 78) =
18.36, p < 0.0001], considered the main behavior in the etological analysis of trauma
models. The dose of AR 30 mg/kg also maintained the levels of corticosterone 24h
after the traumatic event [F, 220 = 5.93, p = 0.0040], maintaining at levels similar to
that of healthy animals up to 48h after the traumatic event [F, 24y = 5.235, p =
0.0064], suggesting a protective effect of RA over the HPA axis. The inhibitory
avoidance test showed no negative or nonspecific action on memory or learning in
the treatment with RA at a dose of 30 mg/kg [F@, 31 = 167.1, p < 0.0001]. The AR 30



mg/kg, despite the non-statistical difference, maintained the tendency to regulate the
expression profile of BDNF and GDNF at the level of healthy animals. Through these
results, it is possible to assign RA as an alternative and safe tool for the treatment
and development of PTSD. In conclusion, we strongly suggest that the treatment with
RA in the 30mg/kg dose regimen may be a potential drug to relieve debilitating
behavioral symptoms and to regulate the expressive biochemical alterations
triggered in PTSD patients.

Palavras chaves: Posttraumatic stress disorder (PTSD), rosmarinic acid (RA),
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis, inhibitory avoidance (IA), neurotrofic

factors, neuroinflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO DO ESTRESSE POS-TRAUMATICO
A histéria dos traumas psiquicos na sociedade nos ultimos 200 anos é sempre
trazida a tona principalmente apds acontecimentos historicos de guerras, além dos

crescentes episodios de violéncia fisica e sexual (HERMAN, 1992).

Em 1893, Freud, em seus estudos sobre a histeria, apresentou o conceito de
trauma, em que o trauma psiquico, mas nao o dano fisico, seria o responsavel pela
causa da doenca. Essa noc¢do de trauma passou a ser entendida como algo capaz

de desencadear manifestacdes patolégicas (FREUD, 1972).

Entretanto, foi com os estudos do neurologista Jean-Martin Charcot (1825-1893) e
seus dois discipulos Pierre Janet (1859-1947) e Sigmund Freud (1956-1939) com
pacientes traumatizados, o inicio dos debates relacionados a etiologia traumatica e a
sua proveniéncia organica e/ou psicoldgica. Janet passou entdo a discutir, integrar e
escrever 0S mecanismos de dissociacdo, traumas e histeria, definindo a
compreensao bastante contemporanea de que o gatilho do transtorno mental
iniciaria em mentes que se mostravam incapazes de parear as experiéncias
aterrorizantes com 0s esquemas cognitivos prévios e “subconscientes” (conjunto de
memoérias envolvidas na formacao e ordenacdo dos esquemas mentais que guiam a
interacdo da pessoa e meio ambiente), gerado por estados de excitagdo extremos
(hipearousal), causando o fracasso na integracdo fisiolégica de memorias
traumaticas, bem como sua dificil extincdo e constante intromissdo na consciéncia
como percepcdes de terror, preocupacfes obsessivas e revivéncias sométicas de
forma ansiosa (SCHESTATSKY et al., 2003).

As primeiras descri¢cdes do Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) remetem
a guerra civil americana (1861-1865) em que soldados veteranos passavam a
apresentar arritmia cardiaca, bem como um comportamento hipervigilante que nao
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).
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O Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtorno Mental (DSM) lista diferentes
categorias de transtornos mentais e critérios para diagnostico e vem sendo
constatemente alterado a medida que novos dados cientificos se apresentam. Na
sua 32 edicdo publicada pela Associagcao Psiquiatrica Americana (APA) em 1980, o
conceito de TEPT relaciond-se a eventos trauméaticos que acarretavam prejuizo a
saude fisica e mental. Tal conceito basea-se nas observacdes do psiquiatra Abram
Kardiner (1891-1981) observar diversas alteracbes comportamentais (angustia,
isolamento social, depresséo, suicidio, dentre outros) em soldados que voltavam dos
campos de batalha apés o fim da 22 Guerra Mundial, compiladas no livro “As
Neuroses Traumaticas de Guerra em 1941 (APA, 1980; SBARDELLOTO et al.,
2011; SCHESTATSKY et al., 2003).

No DSM, o TEPT é considerado uma disfuncdo biopsicossocial que impacta
severamente na qualidade de vida do individuo (BERGER et al., 2007; CLAPP et.
al., 2008; WARSHAW et al., 1993). Ele pode surgir ap0s uma ou varias experiéncias
traumaticas, tais como: assaltos, sequestros, acidentes, guerras, violéncia sexual
elou fisica, com risco de quase morte. Dentre os critérios de diagnéstico incluem-se
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 (APA, 2000).

De acordo com o DSM-V, o TEPT “caracteriza-se pela revivéncia de um evento
extremamente traumatico, acompanhada por sintomas de excitacdo aumentada e
esquiva de estimulos associados ao trauma”. Nessa versdo mais atualizada, o
diagnéstico foi estendido as pessoas cujo familiar ou pessoas com grande
proximidade sofreram exposicdo a detalhes aversivos de eventos traumaticos, tais
como os paramédicos e outros profissionais de saude. Também foi retirado o critério
A2 do DSM-IV em que era exigido que o evento fosse vivenciado com intenso medo,
impoténcia ou horror por ndo ser relevante quanto ao diagndstico e prognostico da
patologia (APA, 2013).

As terapias farmacoldgicas para o TEPT incluem uma vasta gama de medicamentos.
Destes podem-se incluir: inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS),

noradrenalina (ISRN), inibidores da monoamina oxidase (IMAO), antidepressivos
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triciclicos (TCA), agentes adrenérgicos, benzodiazepinicos, estabilizadores de
humor e antipsicéticos atipicos (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMONDS, 2013).
Atualmente, o tratamento de escolha para os pacientes que sofrem de TEPT s&o os
antidepressivos, especialmente os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina
(ISRS), os quais vém demonstrando certa eficacia no alivio dos sintomas e
prevencao de recaida nos pacientes. (BERGER et al., 2009; CORCHS et al., 2009;
SCHNEIER et al. 1997).

Alteracdes Unicas sdo encontradas em pacientes com TEPT, como por exemplo,
revivéncia do evento traumatico, que interfere na resposta individual a medicacéo,
além disso, um paciente pode precisar de farmacos diferentes no decorrer do
tratamento, dependendo dos sintomas que forem mais proeminentes em
determinado momento (SEGAL, 1979; KOSTEN et al., 1987; MARTINEZ et al., 2007,
SOUTHWICK et al., 1991; SOUTHWICK et al., 1993).

Dessa forma, autores propdem a seguinte associacdo entre as dimensdes

psicopatologicas do TEPT e a resposta aos diferentes farmacos:

a) os sintomas de revivéncia do trauma normalmente mostram melhor

resposta aos antidepressivos triciclicos como a imipramina;

b) a esquiva a estimulos relacionados ao trauma e distanciamento afetivo, aos
inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ISRS), como por exemplo, a

sertralina;

c) a hiperestimulacdo autondmica, aos betabloqueadores e agonistas alfa-2-
adrenérgicos (FRIEDMAN, 1988; DAVIDSON, 1992; KATZ et al., 1996; VIOLA
et al., 1997; NUTT, 2000; KARL et al., 2006).

Os inibidores seletivos de recaptacdao de serotonina (ISRS), como a sertralina, séo
os farmacos que apresentam melhor resposta no TEPT, portanto a medicacdo de
primeira escolha (ALBUCHER & LIBERZON, 2002). O tratamento tido como padréao
ouro para o TEPT consiste na combinacdo de Terapia Cognitivo Comportamental
(TCC) e ISRS, porém, estes alcancam apenas algo em torno de 50% de remissao

completa dos sintomas. Tal fato tem motivado a constante procura por novas formas
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de tratamento, tanto psicoterapicas quanto farmacoldgicas, essenciais no tratamento
do TEPT (NAJAVITS, 2015).

Estudos pré-clinicos e clinicos mostram que ocorrem, no TEPT, algumas alteracdes
no Sistema Nervoso Central (SNC) envolvendo diversos neurotransmissores, tais
como, serotonina (5-HT), acido gama-aminobutirico (GABA), glutamato, dentre
outros (KIM; GORMAN, 2005).

1.2 DISTRESSE E REGULACAO EIXO HIPOTALAMICO-HIPOFISARIO-ADRENAL

Distresse € uma palavra relativamente nova na histéria da psiquiatria e sem
definicdes claras, porém amplamente utilizando no sistema do DSM e em menor
extensdo na Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados com a Saude (CID). O distresse pode ser definido na maioria dos
casos como comprometimento funcional, ou seja, quando o eustresse ou estresse
fisiologico e necessario para a manutencdo do individuo chega a patamares de
maladaptacdo e comprometimento da saude do individuo, trazendo tanto alteragbes
psicoldgicas quanto fisicas e consequentemente um quadro patolégico (PHILLIPS,
2009).

Diversos agentes estressores (Figura 1) como medo, dor, ansiedade, infeccao,
hemorragia, hipoglicemia, jejum podem estimular a liberagdo do hormonio
corticosterdide (cortisol) produzido na zona fasciculada do cortex da glandula
suprarrenal e liberado na corrente sanguinea. O cortisol tenta suprir 0 organismo
com combustivel (glicose) a fim de resistir as situacfes estressantes. A acao do
cortisol € lenta e altera o metabolismo pela mudanca nos tipos e quantidades de
certas enzimas sintetizadas em suas células-alvo, tem capacidade de atravessar as
membranas como qualquer esterdide e combinando-se ao receptor glicocorticoide
presente no nucleo ou citoplasma de forma néo covalente, altera sua conformacao
estrutural na qual o complexo gerado se liga ao elemento regulador dos
glicocorticoides ativando ou ndo a transcricdo génica. De tal forma o cortisol ndo é
capaz de regular a atividade de moléculas enzimaticas ja existentes (NELSON e
COX, 2019).
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O mecanismo de acdo do eixo hipotalamico-hipofisério-adrenal (HHA), onde os
neurénios do nucleo paraventricular do hipotdlamo sintetizam e liberam o horménio
liberador de corticotrofina (CRH) o principal horménio regulador dessa cascata. A
secrecdo de CRH exige ritmo circadiano, ao qual se sobrepdem os efeitos do
estresse. As fibras excitatérias da amigdala transmitem as informacdes relacionadas
ao estresse e ativam a biossintese e a secrecao de CRH, as fibras inibitorias vém do
hipocampo (KANDEL et al., 2013).

Da mesma forma que uma via biossintética, em niveis da cascata hormonal, existe
uma autorregulacdo através da retroalimentacdo negativa das etapas anteriores, na
qual o aumento da concentracdo desnecessaria do ultimo horménio ou de um
intermediario inibe a sintese dos hormoénios anteriores na cascata (Figura 1), dessa

forma um produto é sintetizado ou liberado até que se alcance a concentracdo
desejada (NELSON e COX, 2019).

Figura 1 - Cascata de liberacdo de hormbdnios em consequéncia da estimulacdo do

hipotalamo pelo sistema nervoso central.
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O estresse psicologico repetitivo, experiéncias traumaticas e a privacdo do sono
podem também causam estresse oxidativo e danos mitocondriais ao cérebro (DU et
al., 2009, JOU et al., 2009, SU et al., 2008b, ZHANG et al., 2006). Tais alteracdes ja
foram descritas na maioria dos estudos envolvendo ensaios clinicos de civis e

abrange uma ampla faixa etaria (DU et al., 2016).

As respostas fisioldgicas ao estresse sdo reguladas por diversas vias tais como a
ativacdo do sistema nervoso simpatico, o eixo HHA e a resposta comportamental de
luta ou fuga (MIFSUD e REUL, 2018). Entretando o distresse ou exposi¢ao cronica
ao estresse pode causar reacOes maladaptativas, incluindo depressao, ansiedade,
comprometimento cognitivo e doencas cardiacas (KETCHESIN, STINNETT e
SEASHOLTZ, 2017).

1.3 ANSIEDADE E DEPRESSAO NO TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-
TRAUMATICO

Ansiedade e disturbios relacionados sdo normalmente caracterizados por episodios
de ansiedade excessiva, medo, preocupacao e evasao. Enquanto a ansiedade pode
ser uma resposta quase sempre normal do cotidiano, transtornos com comorbidade
de ansiedade estdo ligados a um comprometimento funcional. A ansiedade de tal
forma toma propor¢gdes com sintomas que causam sofrimento clinicamente

significativo ou compromete em ambito social, profissional ou outro (APA, 2013).

A depressdo, uma desordem de saude mental caracterizada por humor deprimido
persistente ou perda do interesse em atividades e prazer (anedonia), e o distresse
estdo inter-relacionados, pois em alguns casos a depressao resulta de uma
experiéncia estressante. Nao obstante, a experiéncia de depressdao € por si sO
estressante. Além disso, a depressdo compartilha varias caracteristicas com o
estresse cronico, incluindo mudancgas no apetite, no sono e na disposi¢cdo (KANDEL
et al., 2013). Depressdo maior, um tipo mais grave de depressao, e estresse crénico
também podem compartilhar alteragfes fisioldgicas importante como a atividade
persistente do eixo HHA (KANDEL et al., 2013).
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A producéo diaria de cortisol, horménio glicocorticoide liberado durante o estresse, e
a secrecdo do CRH e do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) também podem
estar elevados em individuos depressivos, assim como no TEPT (KANDEL et al.,
2013).

Importantes centros encefalicos, entre eles a amigdala o hipocampo, o cortex pré-
frontal (CPF) e o cortex cingulado anterior (CCA) que séo responsaveis pelas
emocOes (Figura 2), sofrem alteracbes em pacientes com depressédo. Cada uma
destas estruturas interconectadas desempenha um papel na regulacdo das emocodes
e das respostas fisiologicas e comportamentais a um estimulo emocional.
Anormalidades em uma ou mais destas regides, ou na interconexao entre elas,
estdo associadas com falhas na regulacdo das emocdes (KANDEL et al., 2013;
DAVIDSON, PUTNAM e LARSON, 2000).

Figura 2 - Estruturas encefalicas envolvidas na circuitaria de regulagdo emocional.
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Estudos de neuroimagem sugerem que um dos mecanismos subjacentes ao TEPT é

a plasticidade neuronal exacerbada, que, originalmente é a base da aprendizagem e
da memdéria (LANIUS et al., 2006; FRANCATI, VERMETTEN e BREMNER, 2007;

PAPE e PARE, 2010; SHUMYATSKY et al., 2005).

Figura 3 - Desregulacao no eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal envolvido no TEPT.
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A fisiopatologia do TEPT a nivel de SNC compreende uma neurocircuitaria
especifica e sugere uma hipoativagédo do CPF, englobando o CCA, cortex pré-frontal
resultando na
incapacidade de controle eficaz a resposta de estimulos relacionados ao trauma. A

amigdala se torna hiperativa emitindo constante sinal de alarme que resulta em
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constante ativacdo do eixo HHA, quando este ja deveria diminuir suas atividades
(Figura 3). Essa hiperativacdo também estaria ligada a ocorréncia de lembrancas
vividas e sintomas de hiperexcitagdo (RAUCH et al., 1998; RAUCH et al., 2006). O
funcionamento anormal do hipocampo, envolvido em déficits de aprendizagem e

memoria, resulta na incapacidade de extincdo do medo (PATEL et al., 2012).

1.5 NEUROINFLAMACAO E FATORES NEUROTROFICOS

Desde o tempo de Aristoteles acredita-se haver uma relacdo entre a mente e o
corpo, como complementares entre si e capazes de provocarem alteracdes
funcionais de forma bidirecional. Mais tarde, estudos avaliaram a capacidade de
influéncia do Sistema Nervoso Central (SNC) sobre o sistema imunoldgico (Sl),
sendo esta area de estudo denominada de “neurcimunomodulagdo” ou
“psiconeuroimunologia” (PINHEIRO, 2008).

Entretanto, acreditava-se que essa interacdo se desse de forma unidirecional, fato
esse refutado posteriormente, por meio de crescentes evidéncias acerca da
capacidade do sistema imunologico em influenciar o funcionamento do SNC. A
relacdo entre SI e SNC mostrou ter grande relevancia no desenvolvimento de
distirbios neuropsiquiatricos e neurolégicos, bem como em alteracdes
comportamentais, tais como o TEPT (PACE, HEIM, 2011). Acredita-se ha uma
correlacao entre o estresse, a ansiedade e a inflamacao, portanto, é pertinente supor
gue a resposta imunoldgica esteja envolvida na fisiopatologia do TEPT bem como
em outras comorbidades (JONES, THOMSEN, 2013).

Alteracbes nas concentracdes de citocinas no SNC podem gerar mudancas
comportamentais, tanto em roedores quanto em humanos, na forma de
"comportamento de doenca" (DANTZER, 2001; PARNET et al., 2002). Tal
comportamento € uma estratégia altamente organizada do organismo para o
combate de processos infecciosos. Em roedores, o comportamento de doenca é
caracterizado por letargia, diminuigdo do interesse pelo ambiente, isolamento social
e reducédo da ingestdo de alimentos e agua (DANTZER et al., 2008; MILLER et al.,
20009).
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Entre os mediadores inflamatérios, os mais extensivamente estudados sdo as
interleucinas 1beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) (JONES, THOMSEN, 2013). E ja foi evidenciado por meio de dosagem no plasma
de pacientes depressivos com comportamentos suicidas elevacao significativamente
maior das citocinas pro-inflamatoria IL-6 e TNF-a em comparacdo com pacientes
depressivos sem comportamento suicida (JANELIDZE et al., 2011; GHANSHYAM et
al., 2012).

Em modelos animais, da mesma forma, a relagcdo entre os sintomas de
comportamento doentio induzido por citocinas e depressao € grande. Em ambos os
casos, ocorre isolamento social, mal-estar e anedonia (STEPANICHEYV et al., 2014).
A esses fatores, soma-se o fato de que alguns componentes do comportamento da
doenca, como a diminuicdo da preferéncia de solucdes doces e exploracéo social
reduzida, sdo melhoradas por farmacos antidepressivos. No entanto, a semelhanca
entre comportamento de doenca e depressdo € apenas parcial. O “comportamento
do tipo doentio” é normalmente uma resposta adaptativa a infeccdo por agentes
patogénicos e é reversivel, uma vez que o agente é eliminado, porém tal fato nao
ocorre na depressao estabelecida por alteracdes nas concentragdes de monoaminas
(STEPANICHEV et al., 2014).

Os fatores neurotroficos também estdo envolvidos nos processos de
neuroinflamacao e sdo compostos por duas familias principais, a das neurotrofinas
(NTs) e a do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF), do inglés glial cell line-
derived neurotrophic factor, cujos componentes podem atuar de forma isolada ou
conjuntamente nos processos de regeneracdo de fibras nervosas lesadas (BRAUN,
2014).

As alteragcbes nas concentragcbes de neurotrofinas, como o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), do inglés brain-derived neurotrophic factor), no
hipocampo e regides corticais pré-frontais, tem sido implicada numa ampla
variedade de doencas psiquiatricas tais como esquizofrenia, depressdo maior,
transtorno bipolar e TEPT (ZHANG, LI, HU, 2016; GREEN, CORSITRAVALLI,
NEUMEISTER, 2014).
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No TEPT, mudangas ocorridas na via das neurotrofinas tém sido relacionadas com
implicagbes na aprendizagem contextual, expressédo e extingdo do medo. O
desenvolvimento de alguns dos sintomas clinicos do TEPT, tais como memoarias
intrusivas, hiperexcitacdo e medo exacerbado podem estar relacionados
parcialmente com alteracbes envolvendo o BDNF (GREEN, CORSITRAVALI,
NEUMEISTER, 2014).

As principais funcdes desempenhadas pelo BDNF incluem o aumento da
plasticidade, sobrevivéncia e crescimento celular, dentre outras. Possuindo grande
importancia na neurogénese, seu bloqueio no hipocampo reduz a aprendizagem de
medo contextual, o que poderia explicar alguns dos sintomas do TEPT, tais como a
revivéncia de memdrias aversivas em contextos inadequados, sendo ele necessario
para a extingdo dessas memoérias (GREEN, CORSI-TRAVALI, NEUMEISTER,
2013).

Por sua vez, o GDNF é encontrado principalmente nas regides cerebrais do estriado
e areas prosencefalicas, e € considerado um dos mais eficazes fatores neurotréficos
de neurbnios dopaminérgicos (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002). O GDNF possui
capacidade neuroprotetora em populacbes de neurbnios periféricos e centrais
(AIRAKSINEN e SAARMA, 2002), além do envolvimento no desenvolvimento e
manutencdo de células gliais, serotonérgicas e dopaminérgicas (DUCRAY et al,

2006) e na regulacédo de vias noradrenérgicas e GABAérgicas (SARABI et al., 2000).

1.6 SISTEMA SEROTONERGICO E SEU PAPEL NA HOMEOSTASE NEURONAL

As drogas da classe dos ISRS sdo os medicamentos de primeira escolha no
tratamento dos transtornos mentais ligados a traumas, humor e ansiedade, dentre
eles o TEPT, o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno de péanico
(TP). O que aponta a 5-HT como o neurotransmissor especializado no controle dos
estados aversidos dentro da evolugédo (DEAKIN e GRAEFF, 1991).

A 5-HT € um neurotransmissor distribuido em todo o SNC, sua sintese é dependente

do aminoacido triptofano no nucleo da rafe do mesencéfalo, ponte e bulbo, por meio



31

da recaptura ativa do triptofano do plasma a partir de carreadores de aminoécidos
neutros da BHE, o qual € convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) por acdo da
enzima triptofano-hidroxilase que adiciona uma hidroxila ao anel aromatico na
posicdo cinco (BLUNDELL, 1992).

A via serotonérgica € altamente complexa, possui mais de 14 tipos de receptores pré
e/ou pbs-sinapticos, cuja ativacdo € capaz de produzir efeitos antagénicos, tornando
complexo o entendimento da acédo dessa via em transtornos psiquiatricos (HOYLER
et al., 2002). Além disso, a serotonina possui carater hidrofilico e ndo possui

propriedade de ultrapassar a barreira hematoencefalica (BHE) (BLUNDELL, 1992).

A 5-hidroxitriptamina/serotonina/5-HT é entdo produzida a partir do 5-HTP por meio
da descarboxilase do aminoacido L-aromatico (AADC) (EATON E GUDEHITHLU et
al., 1993; AZMITIA, 1999) e é armazenada em vesiculas via processo realizado por
bomba de proétons do transportador vesicular de monoaminas (VMAT). Quando ha
impulso nervoso ocorre a despolarizacdo do neurbnio serotonérgico e influxo de
Ca2+, a 5-HT é€ liberada por exocitose na fenda sinaptica (Figura 4), ou seja, € um
processo calcio dependente cuja liberacdo é mediada por auto-receptores
posicionados nos neurbnios pré-sinapticos que modulam a liberacdo de 5-HT
detectando a concentragdo desse no meio extracelular (RAYMOND et al., 2001).

Figura 4 - Representacdo esquemética da sintese de 5-HT a nivel central.

5-HT1ACSS
= —>
1D

5 HT2A ‘AMP
28 — PLC

@ 2C
& 5-HT3_ P”‘g\
°, Kt o—?%’ Na*, Ca®*  A|P3 +DAG

HT-4 &

o 5- HTSA ZAMP

~
<

SERT ~ Tryptophane 5-HT1B/D

5- H|AA SERT )

Fonte: David e Gardier, 2016.



32

A cessacéo da acado da 5-HT pode ocorrer mediante o processo da remocao do
neurotransmissor pelo transportador de 5-HT (SERT), uma proteina
transmembréanica transportadora seletiva de 5-HT Na*/Cl- dependente responsavel
pela recaptura da 5-HT, regulando os niveis do neurotransmissor e sua acao na
sinapse, mantendo a homeostase do sistema (BLAKELY et al., 1994; BOROWSKY
e HOFFMAN, 1995). Ja o outro processo é controlado por degradagdo enzimatica
intracelular através da monoamina oxidase (MAO) (Figura 4 e 5), essa enzima
encontra-se no terminal pré-sinaptico, principalmente, na membrana mitocondrial,
convertendo 5-HT em &cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), seu principal metabdlito
(COOPER et al., 1991) (Figura 5).

Figura 5 - Neurotransmissao serotonérgica.

[

Fonte: Modificado de Graeff e Guimarades, 1999.

A 5-HT pode atuar em receptores chamados de 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-
HT5, 5-HT6 ou 5-HT7 pds-sinapticos. Existem ainda receptores pré-sinapticos
inibitérios do tipo 5-HT1A, localizados nos corpos celulares, e os tipos 5-HT1B/D
(varia da espécie), nos terminais nervosos dos neurbnios serotonérgicos. Todos
esses receptores sdo acoplados a proteina G, exceto o 5-HT3 que é ligado a canal
ibnico (GRAEFF e GUIMARAES, 1999).
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Alguns receptores serotonérgicos possuem interesses farmacoldgicos descritos na
literatura, como os elencados na Tabela 1, sendo que farmacos desenvolvidos com
acao direta sobre receptores serotonérgicos metabotropicos (Tab. 1, quadro 1) e
acao indireta (Tab. 1, quadro 2) possuem predominantemente acdo ansiolitica,
antidepressiva, bipolaridade, humor, insonia e em efeitos colaterais motores,
enquanto os farmacos com acao direta no receptor serotonérgico canal ibnico (Tab.
1, quadro 3) possui efeito basicamente em quadros de nauseas e vOmitos
resistentes (STAHL, 2014).

Tabela 1 - Receptores serotonérgicos de interesse farmacologico.

Receptor ligado as proteinas G e
subtipo farmacoldgico queatuam  Acao farmacoldgica Classe de substancias/farmacos Acdo terapéutica
como alvos diretos
Reducao dos efeitos colaterais
motores; possiveis agoes
: o 0 e ey estabilizadorasdohumore
SHT,0 Antagonista ou agonistainverso  Antipsictico atipico ; )
antidepressivas no
tratamento do transtomo
bipolar
Antidepressivo, hipndtico Melhoraohumore ainsonia
5HT Acoes desconhecidas sobre
SHT1810 receptores secundarios, que
SHTyc Antagonista ou agonista parcial Antipsicético atipico contribuem possivelmente
5HTg paraaeficiciaea
SHT, tolerabilidade
. . — Ansiolitico; reforco da acao
5HTy, Agonista parcial Ansiolitico : ;
antidepressiva
SHT,, (autorreceptores Agonistapormeiodoaumentoda  Antidepressivo (a¢oes nos
somatodendriticos pré- prépria serotonina de todos os transportadores de serotonina,  Antidepressivo, ansiolitico
sinapticos) receptores de serotonina SERT)

Receptores pds-sinapticos SHT,,;
possivelmente, pds-sinapticos
SHT 1, SHT,¢, SHTg, SHT,

Desconhecida; redugao das

SHT; Antagonista Antidepressivo (mirtazapina) ;
nauseas

Reducao de vomitosinduzidos

SHT; Antagonista Antiemético . i
porquimioterapia

Fonte: Adaptado de Stahl, 2014.
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1.7 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO

Alguns modelos animais sdo utilizados para representar um quadro tipico de TEPT
dentre os sintomas destacam-se: medo condicionado ou outroS como exposicao
Unica e prolongada a um evento estressante, exposi¢cdo a predadores ou exposi¢ao
ao odor do predador (WANG et al., 2012).

O choque elétrico inescapavel nas patas € um dos paradigmas utilizados nos
estudos de TEPT objetivando estudar as alteragbes comportamentais e bioguimicas,
assim como o efeito de substancias ativas em relacdo a essas modificacdes (LI et
al., 2006).

A inducdo de sucessivos choques elétricos nas patas de camundongos da linhagem
ICR, seguida de reexposicdo deste evento aversivo, foi capaz de promover
alteracdes comportamentais nos testes do labirinto em cruz elevado e na caixa clara
e escura (ambos os testes preditivos de ansiedade) por até 4 semanas apos o
protocolo de choques, e até 2 semanas apds a Ultima reexposicdo do evento
traumatico (LI et al., 2006).

N&o obstante, também foram observadas alteracbes no sono destes animais,
mostrando diminui¢do dos periodos (episédios) de sono por até 21 dias. Além disso,
a exploracdo de objetos por animais condicionados ao estimulo de choque sofre
significativa diminuicdo em relacdo ao grupo controle, resposta preditiva de medo
excessivo (PHILBERT et al., 2011).

Tal como ocorre em seres humanos portadores do transtorno, na experimentagao
animal, evidencia-se importante diminuicdo do volume do hipocampo em animais
submetidos ao modelo de inducdo de TEPT em comparacdo aos animais do grupo
controle (PYNNOS et al., 1996; BACHMANN et al., 2005). Estudos de imagem por
ressonancia magnética (RM) sugerem esse processo de atrofia evidenciado na
alteracdo morfologica devido a ativacdo de mecanismos de morte celular

programada - apoptose neuronal (ZHANG et al., 2006).
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Na indug&do do modelo de TEPT os eventos de estresse mais comumente utilizados
sdo a exposicdo ao odor do predador ou ao proprio predador, estresse unico e
prolongado e choque inescapavel nas patas (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND,
2013). Por apresentar notavel validade de face e predicdo, o choque inescapavel
nas patas € destacado um dos melhores paradigmas para produzir trauma e para
induzir o TEPT em animais (BALI, JAGGI, 2015). Dessa forma, o modelo de choque

inescapavel nas patas foi 0 adotado para a realizacdo desse trabalho.
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2 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais, principalmente derivados de plantas, constituem a
procedéncia de agentes terapéuticos importantes e presentes em costumes
populares de forma empirica, 0os quais sdo prescritos com frequéncia pelos seus
efeitos medicinais caracteristicos, mesmo que ndo tenha seus efeitos cientiticos
atestados (CALIXTO, 2000; CALIXTO et al.,, 2001). Além disso, o avanco da
terapéutica atual, basicamente constituida por farmacos com acdes especificas
sobre receptores, enzimas e canais idnicos, nao teria se desenvolvido se nao fosse

a contribuicdo dos produtos naturais (CALIXTO et al., 2001).

A descricao de alguns dos efeitos destas substancias, bem como a investigacdo de
seu mecanismo de acao tornou-se viavel através da disponibilidade de principios
ativos puros quimicamente, aliado aos avancos na fisiologia experimental no século
XIX. Como exemplos, tem-se a atropina, principio ativo isolado da planta Atropa
belladona; a reserpina, principio ativo extraido da planta Rauwolfia serpentina.
Outros principios sdo o curare (isolado de Chondodendron tomentosum), nicotina
(espécies de Nicotiniana), ergotamina (espécies do Ergot), cocaina (espécies de
Erythroxylium), morfina (Papaver somniferum), glicosideos cardiacos (espécies de
Digitalis), efedrina (Ephedra sinica); além do acido salicilico, proveniente da planta
Salix alba (FARNSWORTH, 1966; GILANI; RAHMAN, 2005; NEWMAN; CRAGG;
KINGSTON, 2008).

O Brasil destaca-se com aproximadamente 20 a 22% de todas as plantas e
microorganismos do planeta, sendo o o0 pais que detém a maior biodiversidade do
mundo. Entretanto, 10% das espécies de plantas ou de seus produtos foram alvo de
pesquisa cientifica (CALIXTO et al., 2005). Logo, a pesquisa de novos compostos
com interesse terapéutico a partir de recursos da biodiversidade brasileira é
fundamental, impulsionando o desenvolvimento da industria nacional, protegendo os
recursos naturais, fomentando o crescimento da fitoterapia no pais, além de trazer
prerrogativas para a populacdo brasileira no que corresponde a aquisicdo de
medicamentos com eficdcia comprovada. Dentre as indmeras substancias isoladas
de plantas medicinais com potencial para o0 desenvolvimento de um

fitomedicamento, podemos citar o acido rosmarinico.
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2.1 ACIDO ROSMARINICO

O acido rosmarinico (AR) foi isolado pela primeira vez em 1958, das folhas da
Rosmarinus officinalis L, de onde surgiu seu nome (SCARPATI; ORIENTE, 1958).
Este composto € um ester de origem natural, derivado do acido caféico e do acido
R-(+)-3-(-3,4-dihidroxifenil) latico que se acumula em porgbes altas de muitas
espécies de plantas (Figura 6). O AR é abundante em muitas plantas da familia
Lamiaceae, como a Rosmarinus officinalis L., Spearmint (Mentha spp), Melissa
officinalis e também em plantas usadas na medicina tradicional chinesa, como a
Perilla frutescens (L). Britton, Salvia miltiorrhiza Bunge e Rabdosia rubescens
(Hemls) (SOLOMON; AMOAH, 2016).

Figura 6 - Espécies de plantas que contém o Acido Rosmarinico: 1. Rosmarinus officinalis
L.; 2. Melissa officinalis L.; 3. Salvia officinalis L.; 4. Mentha arvensis.

Fonte: Banco de imagens do Google, 2017.



O AR também é encontrado nas seguintes espécies de plantas:

Tabela 2 - Outras espécies de plantas que contém o AR
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Espécie Nome popular Espécie Nome popular Espécie Nome popular
Momordica meldo-de-séo- ) o
Glechoma hederacea  erva-terrestre ) Rabdosia serra rabdésia
charantia caetano
Lavandula angustifélia lavanda Monarda didyma bergamota Salvia officinalis sélvia
o erva cidreira, ) ) Satureja
Lippia alba i . Nepeta cataria gataria ) segurelha
cha de tabuleiro hortensis
o orégano Ocimum L Symphytum _
Lippia graveolens ) - manjericédo T confrei
mexicano basilicum Officinalis
o . . Origanum i Thymus tomilho
Lippia origanoides salva de Maraj6 orégano
vulgare serpyllum selvagem
) ) ] Orthosiphon " ) .
Majorana hortensis manjerona ) ortosiféo Thymus vulgaris tomilho
aristatus
. . Petroselinum i Verbascum
Mentha arvensis hortel& ) salsinha ) Verbasco
crispum phlomoides
Mentha piperita horteld pimenta Passiflora edulis maracuja
Mentha spicata horteld-peluda  Phillyrea latifolia aderno

Fonte: PETERSON E SIMMONDS, 2003; KOMES et al., 2011; ROY; MUKHOPADHYAY,
2012; AYRANCI; ERKAN, 2013; SALTAS et al., 2013; STASSHENKO et al., 2013.

A utilizacdo de vegetais com a presenca do AR se deve a suas mdultiplas atividades
farmacoldgicas e bioldégicas importantes. Nos Ultimos anos diversos estudos
cientificos tém explorado essas propriedades, desde estudos in vitro até ensaios
clinicos (PETERSEN e SIMMONDS, 2013; AMOAH et al., 2016; CHOI et al., 2002;
QIAO et al., 2005).

Uma importante caracteristica do AR é sua excepcional atividade antioxidante
(PETERSEN e SIMMONDS, 2013), bem como seus efeitos nas vias de sinalizagao
celular e expressao génica, contribuindo para suas principais propriedades
biolégicas (AMOAH et al., 2016). O perfil antioxidante deste composto, tem sido

relacionado com a sua acao neuroprotetora (CHOI et al., 2002; QIAO et al., 2005).

Os quatro hidrogénios fendlicos (Figura 7) justificam sua habilidade em modular o

sequestro de radicais livres em combinacdo com as duas porgcbes catecol que
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providenciam uma polaridade adequada para que o AR penetre bicamadas lipidicas
(GIL; ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2013; FADEL; EL; MORANDAT, 2013).
InvestigacOes eletroquimicas revelam que o primeiro passo na oxidacdo desse
composto esta associado com a porcdo do acido cafeico, e o segundo passo
corresponde a oxidacé@o do residuo do acido 3,4-dihidroxifenil latico, devido a essas
combinacdes estruturais, o potencial antioxidante do AR é maior que dos outros

derivados do acido hidroxicinamicos.

Figura 7 - Férmula molecular do Acido Rosmarinico (C1sH160s).

HO 0

HO OH
O OH

OH

Fonte: Sigma Aldrich, 2016.

Alguns estudos sugerem que o0 AR possa apresentar um potencial efeito
antioxidante, o que motiva a um crescente interesse em estudar seu efeito
neuroprotetor em modelos de doencas neurodegenerativas associadas a producao
de espécies reativas de oxigénio (ALKAM et al., 2007; SHIMOJO et al., 2010). O AR
ja apresentou em estudo prévio possuir uma capacidade protetora contra os efeitos
de estresse oxidativo induzido pelo peréxido de hidrogénio (H202), em um modelo de
células dopaminérgicas humanas (SH-SY5Y). Neste estudo o AR impediu a morte
dessas células (LEE et al, 2008).

Estudos mostraram que a administragdo oral do AR (10 mg/kg) por 21 dias reduziu
significativamente a peroxidagao lipidica em multiplas areas do cérebro em ratos
diabéticos, juntos com a modulacdo da neurotransmissdo colinérgica. Em doses
maiores que 50 mg/kg, AR produz efeito anti-inflamatério significativo em ratos

submetidos a modelo experimental diabético de isquemia (MUSHTAQ et al., 2014).
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O AR também apresenta importante efeito anticolinesterasico observado em ensaios
in vitro, resultados importantes para explicar o efeito da melhora dos disturbios de
memoéria (DASTMALCHI et al., 2008). Além disso, estudos tém relatado um potencial
efeito anti-inflamatério do AR em diferentes modelos animais envolvendo
neurodegeneracao e neuroinflamacgéo e as principais propriedades anti-inflamatérias
desse metabdlito foram analisadas através da sua capacidade de bloquear a fixagdo
do sistema complemento, principal mediador humoral do processo inflamatorio junto
aos anticorpos, e inibicdo das lipooxigenases e ciclooxigenases (KIMURA; OKUDA,;
OKUDA, 1987; SAHU; RAWAL; PANGBURN, 1999; KELM; NAIR; STRASBURG,
2000).

Apesar da caréncia de estudos envolvendo indicios de que o tratamento com AR
possa estar associado com uma melhora em altera¢cdes neuroquimicas no TEPT,
uma pesquisa apontou uma melhora da proliferagéo celular hipocampal e aumento
da expressdo de ERK1/2 fosforilada (pERK1/2), envolvida na sinalizacdo de cinase
de proteina cinase ativada por mitdgeno (via MAPK/ERK), responséavel pela ativacao
transcricional e na sintese subsequente de proteinas implicadas na sobrevivéncia
neuronal e neuroplasticidade na depressao (EINAT et al. 2003; HAYLEY et al. 2005).
Tal estudo proveu evidéncias preliminares para justificar o uso do AR no TEPT,
sendo necessario maior investigacdo para elucidar detalhadamente a cascata de
sinalizacdo envolvendo a fisiopatologia de desordens relacionadas ao distresse
traumatico para confirmar a eficacia do AR como um possivel tratamento no TEPT
(JIN e LIU et al. 2013).

Variados estudos tém avaliado a eficacia do AR no tratamento de diversas
patologias, apresentando efeitos biolégicos em modelos in vitro e in vivo,
principalmente sua capacidade antioxidante e antiinflamatoria. Em um deles foi
utilizada a forma spray, como analgesia adjuvante no tratamento de dor central em
pacientes com esclerose multipla. Em outro estudo foi utilizada forma inalatéria, em
pacientes com dor neuropatica pos-traumatica ou pos-cirdrgica, com melhora na
intensidade da dor. E mais recente foi observado melhora dos sintomas tipo TEPT
induzidos por estresse traumatico em modelo animal de TEPT utilizando-se o acido
rosmarinico (NIE, PENG e LAO et al. 2014).
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Por se tratar de um tratamento do tipo SFBR (Simples, Fé&cil, Barato e Racional) em
oposicao a tratamentos dispendiosos, toxicos e custosos, o &cido rosmarinico pode
ser uma opc¢ao para casos de doencas neuroinflamatorias potencialmente refratarias

como o TEPT, em falhas terapéuticas ou eficacia insuficiente.
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3 JUSTIFICATIVA

O TEPT apesar de ja descrito por Charcot e Freud ha algum tempo, sua definicdo e
caracteristicas da forma como entendemos hoje ainda séo recentes. Somado a isso
temos seu mecanismo fisiopatoldgico ainda escasso de elucidacdo, fato esse que
prejudica o desenvolvimento de novos farmacos e terapias alvo para o seu
tratamento, tal caracteristica € um fator limitante na préatica clinica multi e

interdisciplinar.

A terapia farmacologica disponivel na atualidade possui alto indice de resisténcia,
refratariedade, recidivas e efeitos colaterais, interferindo diretamente na adeséo ao
tratamento por parte dos pacientes, além de frustacdo dos profissionais envolvidos,
conflitos familiares e risco social que promovem o surgimento de novas formas de
preconceito social como a psicofobia - preconceito contra as pessoas que sofrem de
transtornos e deficiéncias mentais (KELMENDI, 2016).

Existem apenas dois farmacos aprovados pela agéncia federal americana de
alimentos e farmacos (FDA ou USFDA) para o tratamento de TEPT, paroxetina e
sertralina, os quais raramente produzem uma taxa de resposta superior a 60%, e
menos de 30% dos pacientes apresentam remissao clinica (BERGER et al., 2009).
Estudos apontam que os medicamentos para TEPT ndo obtiveram melhor
desempenho do que o placebo em ensaios clinicos (CIPRIANI et al., 2017,
HERTZBERG et al., 2000). Eles sdo, no entanto, curiosamente tdo semelhantes em
sua eficacia na terapéutica clinica quanto os medicamentos antidepressivos

utilizados para depressao em comparacao com placebo (LEUCHT et al., 2012).

Aliado a isso temos 0 crescente interesse no uso de terapias com produtos naturais,
principalmente com substancias ativas derivadas de plantas (RATES, 2001). As
plantas sao fontes altamente ricas em componentes antioxidantes, em grande parte
derivados de compostos fendlicos (AHER et al., 2011; ZHENG e WANG, 2001), tal
como 0 AR.

O AR é um composto altamente versatil e com boa viabilidade economica, pois sua

molécula pode ser derivada de produtos naturais ou sintetizado artificialmente, além
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de possuir boa seguranca farmacoldgica, uma vez toxicidade s6 de apresenta em
dose superior a 2 g/kg (BORGES, 2015). Tais caracteristicas promissoras apontam o
AR como potencial alvo farmacoterapéutico, classificando-o para estudos em
modelos pré-clinico de enfermidades neuroldgicas como o TEPT, passo fundamental

que antecede aos ensaios clinicos em humanos.

Dessa forma, esse trabalho tem o intuito de ampliar o conhecimento do potencial
neuroprotetor do AR por meio de avaliagbes comportamentais, bioquimicas e
farmacolégica para o tratamento de TEPT, uma desordem neuropsiquiatrica
devastadora, ligada a profundo comprometimento mental, fisico, ocupacional e
funcional. Além disso, sociedades arcam com grande impacto socioeconémico,
tendo em vista sua elevada incidéncia e constante aumentado global (VOGT et al.,
2017).
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial efeito neuroprotetor do AR em um modelo pré-clinico de
transtorno de estresse pos-traumatico em camundongos, por meio de

parametros comportamentais, bioquimicos e farmacolégico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer uma curva dose-resposta de AR no modelo de TEPT;

Avaliar o efeito do AR no comportamento de medo e tipo ansiedade através

de etograma;

Avaliar o efeito da sertralina (controle positivo) no comportamento de medo e

tipo ansiedade através de etograma;

Avaliar o efeito do AR e da sertralina sobre o aprendizado e memoria dos

animais;

Quantificar a concentracéo de corticosterona no plasma dos animais tratados

com AR e sertralina apos inducéao do TEPT,;

Quantificar a expressdo de fatores neurotréficos BDNF e GDNF na regido
hipocampal dos animais tratados com AR no modelo de TEPT através de

imunoblot.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas com 8 semanas de idade,
pesando aproximadamente 40 g, sob ciclo claro-escuro 12:12h (HEINE, 1998), e
temperatura controlada de 24°C + 2°C, com &gua e racao ad libitum. Os animais
foram alojados em nosso préprio biotério no Laboratério de Neurobiologia Molecular
e Comportamental (LNMC) / Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamacéo
(LANDI) da UFES / UFSC, foram mantidos em caixas de polipropileno (38cm x 20cm
X 13cm) com piso coberto com serragem e limpos duas vezes por semana sempre
pelo mesmo pesquisador até o final dos experimentos. Todos os animais foram
recebidos do Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) / Centro de
Ciéncias Bioldgicas (CCB) da UFES / UFSC ap6s desmame realizado entre 21 a 30
dias de vida e mantidos em gaiolas com no maximo 5 animais em hacks com

microisoladores no biotério/casa de passagem dos respectivos laboratérios.

Foram respeitados os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), que estdo de acordo com as normas internacionais de pesquisa
envolvendo animais. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Espirito Santo
(protocolo n° 18/2017) e cumpriram a Diretiva UE 2010/63 / UE sobre a protecéo de

animais utilizados para fins cientificos (https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/0j).

5.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Um modelo de choque inescapavel nas patas adaptado de Pynnos e colaboradores
(1996), conforme previamente descrito (CERUTTI, 2014; BARROS, 2016) foi
utilizado. O modelo de TEPT consistiu de uma breve ambientacdo de 30 segundos
dos animais ao aparato step down modificado (impedindo a fuga para a plataforma),
apos foi aplicado choques nas patas dos animais. Um total de cinco ciclos de
choques elétricos com intensidade de 0,8 mA e duragdo de 10 s com 30 s de
intervalo entre cada estimulacédo elétrica. A inducdo de TEPT foi registrada em


https://eur-lex.europa.eu/eli/dir/2010/63/oj
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camera de ultra definicAo (UHD) e captura de 30 quadros por segundo (FPS)
(Logitech, USA) e os estimulos etologicos de tentativas de fuga (corridas e saltos),
vocalizacdo, miccdo e defecacdo observada individualmente assegurando a inducéo

do modelo.

As drogas (AR e sertralina) foram dissolvidas em solugdo salina (NaCl 0,9%)
contendo 5% de dimetilssulféxido (DMSO). O tratamento foi realizado 30 minutos
apos o evento traumatico por meio da administracao intragastrica (i.g.) via gavagem.
Os animais do grupo controle negativo (C) foram administrados somente com
veiculo (10 ml/kg), utilizado para diluir o AR e sertralina. O AR (obtido da Sigma-
Aldrich, CAS 20283-92-5) foi administrado nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg,

engquanto que a dose utilizada de sertralina foi de 15 e 30 mg/kg.

Figura 8 - Delineamento experimental.

Behavioral
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fear and
anxiety-like
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sertraline or Sacrifice
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Legenda: Camundongos Swiss machos (n = 183) e fémeas (n = 68) desmamados entre 21 e 30 dias
de idade foram obtidos e divididos em grupos experimentais até completarem oito semanas de idade,
guando foram submetidos a um modelo animal de Transtorno de Estresse Pos-Traumatico por meio
de choque inescapéavel nas patas, utilizando um aparelho step down modificado. AR, sertralina ou
veiculo foram administrados i.g. 30 minutos apés a inducao do trauma. Os animais foram reexpostos
ao aparato 24h apds o evento traumético com o intuito de evocar a meméria aversiva, e assim,
analisar caracteristicas comportamentais relacionadas ao medo e ansiedade em um paradigma de
etograma e no LCE. O plasma sanguineo foi coletado para anélise de corticosterona 24 ou 48 horas
apos inducado do trauma. O encéfalo foi dissecado e o hipocampo armazenado em ultrafeezer -80°C.
Ao final, foi realizada analise estatistica dos dados e os resultados expressos em valores da media +

erro padréo da media.
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Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos independentes de acordo com
a administracao das respectivas doses e drogas:

(C): grupo controle negativo / veiculo 10 ml/kg;

(V): grupo PTSD / veiculo 10 ml/kg;

(3): grupo PTSD / AR 3 mg/kg;

(10): grupo PTSD / AR 10 mg/kg;

(30): grupo PTSD / AR 30 mg/kg;

(100): grupo PTSD / AR 100 mg/kg;

(15): grupo PTSD / sertralina 15 mg/kg;

(30): grupo PTSD / sertralina 30 mg/kg.

Os animais controle apesar de ndo submetidos a inducdo de trauma, foram
colocados e mantidos no aparato pelo mesmo tempo que 0s animais que receberam
a inducao do TEPT. Nao foi utilizado grupo naive, pois ja foi observado previamente
gue nao existe diferenca nas respostas comportamentais e bioquimicas deste grupo
em relacdo aos animais do grupo controle negativo (CERUTTI, 2014; BARROS,
2016).

5.3. AVALIACAO COMPORTAMENTAL

A andlise do comportamento de medo e ansiedade foi realizada 24h apos a indugéo
do TEPT. Os animais foram habituados a sala do experimento por 2 horas e, em
seguida, colocados no aparato step down modificado para camundongos (28 x 23 x
26cm) (Insight®, Ribeirdo Preto, SP), onde foram mantidos por 3 minutos. A caixa foi
limpa com &lcool a 70% entre as exposicbes de cada animal. Toda a atividade
locomotora foi registrada por camera UHD e monitorada pelo software Anymaze® e
0s aspectos comportamentais do tipo medo e ansiedade foram gravados para

posterior avaliacdo por pesquisador cego.
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Figura 9 - Aparato step down modificado para camundongos.

19/04/2018 09:30:50

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

5.3.1. Congelamento (freezing)

O comportamento de congelamento é caracterizado como um comportamento de
imobilidade total, excluindo-se movimentos minimos inerentes a respiracdo e
espasmos involuntarios. E um estado de imobilidade defensiva do organismo que se
mostra passivo, porém ativamente preparado para responder a estimulos
subsequentes (VALENTE et al., 2008).

No contexto de evocacdo do medo pela memoria aversiva do evento traumatico, o
periodo de congelamento dos animais submetidos a modelos de TEPT tem sido
utilizado como parametro mais fidedigno para mensurar uma resposta de medo
exagerado (SZCZYTKOWSKI, LEBONVILLE e LYSLE, 2012).

O freezing refere-se a uma resposta de medo intensa, na qual o animal, baseado em
experiéncias anteriores, responde de forma defensiva e intensa ao ambiente,
guando reexposto a ele (BALI, JAGGI, 2015). Os camundongos foram submetidos
ao modelo de inducdo de TEPT e 24h apds foram reexpostos por trés minutos ao

aparato gerador de choques, ambas as etapas foram realizadas sob filmagem para
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posterior avaliagdo de um pesquisador cego. O tempo de freezing foi medido e a
contagem era interrompida ao apresentar algum tipo de movimentacao pelo animal e

reiniciada quando o mesmo retornasse ao estado de imobilidade.

5.3.2. Locomocgao

Contréario a imobilidade o tempo de locomoc&o ou movimentacéo total corresponde
ao tempo em que o animal de movimentou no aparato e foi quantificado subtraindo-
se 0 tempo de exploracdo total de trés minutos pelo tempo de freezing

cronometrado.

5.3.3. Laténcia de movimento

A reacdo de freezing é associada tanto ao medo, que é a reacdo a uma ameaca real
e identificada de forma iminente ou a ansiedade, relacionada a sensacdo ou
sugestdo de ameaca futura. Animais que recebem choque nas patas, geralmente
permanecem imdveis ou movimentam-se ou locomovem-se pouco quando
reexpostos ao aparato. Em outros testes como Labirinto em Cruz Elevado, Caixa
Claro/Escuro e Teste do Nado Forcado, a laténcia dos animais em apresentar o
comportamento analisado também pode ser avaliada. Em vista disso, o presente
trabalho também avaliou a laténcia dos animais em sair pela primeira vez do estado
de freezing e se movimentar no aparato. A laténcia de movimento foi cronometrada
do momento que o animal foi colocado dentro do aparato até o momento que saiu

pela primeira vez do estado de freezing.

5.3.4. Exploragéao vertical (rearing/climbing)

O numero de exploracdes verticais (rearing) ou exploracdes verticais com apoio das
patas dianteiras (climbing) executadas pelos animais submetidos ao modelo em
comparacado aos demais grupos experimentais foi contabilizado no momento de
reexposicdo de 3 minutos. Tal acdo exploratéria € comum e considerada uma

variavel de avaliagdo motora e de ansiedade (POLESEL et al., 2014).
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5.3.5. Grooming

A autolimpeza (autocuidado) também é uma acdo comumente vista em roedores e a
mensuracdo deste comportamento foi realizada sabendo-se que as correlacbes
existentes entre comportamentos tipo ansioso e a execugao do grooming em
camundongos séo influenciadas pelo distresse (KALUEFF et al., 2016). A medida do

tempo total de ocorréncia do grooming foi cronometrada.

5.3.6. Defecacéao

Outro sinal de medo em roedores € aumento da defecacdo quando reexposto a
estimulos indutores de distresse (LESTER, 1968; STAM et al., 1995; GAO et al.,
2011). O aumento da defecacdo (motilidade do colon) é uma medida altamente
sensivel ao estresse psicologico em ratos (VERLEYE e GILLARDIN, 2004). Por isso
o numero de bolus fecais foi contabilizado no momento da reexposi¢cao por trés

minutos de cada animal.

5.4. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Imediatamente apés a reexposi¢cdo dos camundongos ao aparato step down, os
animais foram colocados individualmente no centro de um labirinto em cruz elevado
(LCE) e deixados explorar livremente por 5 minutos. Cada bragco mede 25 x 5 cm
(comprimento x largura) e é elevado a 50 cm de distancia da superficie. O aparato é
constituido por 2 bragos abertos com “corrimao” de seguranca de 1 cm de altura em
acrilico transparente e 2 bracos fechados com acrilico de cor preta (30 cm de altura).
Entre cada exposic¢ao individual dos animais o aparato foi limpo com alcool etilico a

70% e agua destilada.

O numero de entradas nos bracos fechados e nos bracos abertos foi mensurado,
onde também foi medido o tempo total gasto nos bracos fechados e nos bracos
abertos, bem como a quantidade de cruzamentos e tempo de permanéncia na zona
neutra (dados ndo mostrados). Animais que sofreram queda do aparato durante o

teste foram eliminados do experimento, bem como, 0s animais que apresentaram
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congelamento durante exploragdo nos bracos abertos impossibilitando a viabilidade
do teste.

A atividade locomotora foi registrada por camera UHD, o efeito ansiolitico do AR foi

analisado a partir do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos.

Figura 10 - Labirinto em cruz elevado para camundongos.

Fonte: Arquivo pessoal, 2018.

5.5. ESQUIVA INIBITORIA NO APARATO STEP DOWN

O teste de esquiva inibitéria ou esquiva passiva foi desenvolvido no contexto de
condicionamento Pavloviano, utilizando um aparato eletrificado (step down) que
permite a associagdo a um ambiente inicialmente ndo aversivo e seguido de um
choque elétrico, criando assim uma resposta condicionada, ligada ao aprendizado
de uma tarefa aversiva (GOLD et al., 1986). E um teste amplamente utilizado em

avaliacbes de memoria aversiva (medo), na avaliacdo de drogas com efeitos
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amnésicos ou com acgdo sobre a memaria no ambito de estudos farmacologicos no
desenvolvimento de farmacos (SOARES et al., 2011).

Com o objetivo de avaliar se os tratamentos com AR ou sertralina afetam o
aprendizado e memodria, utilizou-se o paradigma da esquiva inibitdria no aparato step
down. Os animais foram colocados na plataforma elevada e o tempo para sair
totalmente da plataforma para as barras eletrificadas com as quatro patas foi
medido. Apds esse tempo, aplicou-se estimulo elétrico sub-traumatico (0,5 mA por 5
segundos), durante a fase de treinamento o tempo esta relacionado a aquisicdo da
aprendizagem inibitéria (SOARES et al., 2011).

Grupos distintos de animais foram tratados pela via i.g. com AR (30 mg/kg),
sertralina (30 mg/kg), ou veiculo (10 mi/kg) 30 minutos apds a aplicacdo do estimulo
elétrico nas patas. Apés 24 horas os animais foram colocados novamente sobre
plataforma, sendo medido o tempo gasto para os animais descerem totalmente a

plataforma com as quatro patas (SOARES et al., 2011).

Nesse experimento, foram utilizados os seguintes grupos:
(1): choque / veiculo 10 ml/kg;

(2): choque / RA 30 mg/kg;

(3): choque / sertralina 30 mg/kg.

5.6. COLETA DE SANGUE, OBTENCAO DE PLASMA SANGUINEO E DISSECCAO
CEREBRAL

A coleta de sangue foi realizada apds a eutanasia por decaptacdo dos animais, as
amostras de sangue foram rapidamente colhidas diretamente em tubos de 1,5 ml
contendo solucdo anticoagulante (1:10 v/v) de citrato de sédio 3,2% (m/v) em agua
deionizada. O sangue coletado foi imediatamente centrifugado por 10 minutos a
velocidade de 2.400 g na temperatura de 4 °C, sendo armazenado a -80 para

posterior analise.
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O encéfalo foi rapidamente dissecado e as regides do hipocampo, estriado, cortex
pré-frontal e tronco encefalico foram imediatamente congeladas em gelo seco e

armazenados a -80°C até posterior analise.

5.7. PROCESSAMENTO E QUANTIFICACAO DE CORTICOSTERONA
PLASMATICA POR HPLC ACOPLADO A DETECTOR UV-VIS

A corticosterona foi extraida de amostras de plasma de acordo com o método
descrito anteriormente (VELAZQUEZ-MOCTEZUMA, 2002; WOODWARD and
EMERY, 1987). Para tal, 300 pl de plasma foi adicionado a 1,5 ml de uma mistura de
éter etilico (Sigma-Aldrich) e diclorometano (Vetec) (60:40, v/v) e posteriormente foi
agitado com o auxilio de um vortex por 30 s. Apés, a solugcdo resultante foi
imediatamente centrifugada a 600 g por 5 min. O sobrenadante (1 ml) foi entdo
transferido para um segundo tubo e adicionado 300 pl de agua tipo 1 ou grau HPLC
(Cromatografia Liquida de Alta Resolucédo) e apds foi agitado em vortex durante 30 s
e posteriomente centrifugado a 600 g por 5 min. Finalmente, apds a centrifugacao
cerca de 1 ml do sobrenadante foi cuidadosamente evaporado com nitrogénio
gasoso e o residuo resultante foi reconstituido com 100 pl de uma mistura de

metanol (Sigma-Aldrich) e agua ultrapura (55:45 v/v).

A amostra (20 pL) foi injetada em HPLC acoplado a detector ultravioleta-visivel (UV-
Vis) usando uma coluna de fase reversa (Shimadzu Shim-pack “CLC (M)” 4,6 mm id
x 15cm, 5 um) com um fluxo cromatografico de 0,4 ml/min e temperatura do forno
constante de 40°C. A fase movel constituida de uma solucéo de acetonitrila (Sigma-
Aldrich) em &gua grau HPLC, na proporcdo de 65:35 v/v, devidamente filtrada a
vacuo com membrana de PVDF de 0,22 um (Aprolab).

5.8. QUANTIFICACAO PROTEICA DOS FATORES NEUROTROFICOS BDNF E
GDNF NO HIPOCAMPO POR IMUNOBLOT

Amostras de hipocampo armazenadas previamente em freezer a -80 ° C foram
homogeneizadas em tampéao de lise RIPA [Tris-HCI (10 mM), NaCl (150 mM), EDTA
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(1 mM), Triton X-100 (1%), pH 7,4 NaOH (0,5 M) e um coquetel de inibidor de
protease (diluicdo de 1:100) (Sigma-Aldrich)] e mantidos durante 30 min em gelo.
Apoés, a amostra foi centrifugada a 12.000 g a 4 °C por 30 min, a quantificacdo das
proteinas totais nas amostras foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD,
1976). As amostras foram diluidas num tamp&o de amostra 5x (10% SDS, 500 mM
2-mercaptoetanol, 50% Glycerol, 250 mM Tris-HCL and 0.5% bromophenol blue dye,
pH 6,8) e aquecidas a 100 °C por 5 min. Em seguida, 20 pl das amostras foram
submetidos a separacgao por electroforese utilizando método de eletroforese em gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), do inglés sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) a 4-12%. As membranas de pvdf
contendo as proteinas transferidas foram bloqueadas com leite em pé-desnatado a
5% com TBS-T [Tris base (24,2 g), NaCl (50 g) e H20 destilada, ajustado pH 7,6
com solucao de HCI 5M, filtrado e mantido ao abrigo da luz e em geladeira (4° C)].
Depois disto, incubou-se com os anticorpos primarios: anti-BDNF ([1: 1000] coelho,
Alomone); anti-GDNF ([1: 1000] coelho, Alomone, CO, EUA) e B-actina ([1: 1000]
camundongo, Santa Cruz, Inc., EUA) por 18 h e as membranas foram lavadas 3x de
10 minutos cada com TBS-T e posteriormente incubadas com os respectivos
anticorpos secundarios (anti coelho ou anti-camundongo) conjugados com
peroxidase ([1:5000], Abcam, Inc., USA). Para deteccdo por quimiluminescéncia, as
membranas foram incubadas com 250 pl (1:1) de Reagente ECL (GE Healthcare,
Freiburg, DE) e as imagens foram adquiridas no sistema de imagem ChemiDoc™
XRS+ (Bio-Rad). Os sinais de imunotransferéncia foram quantificados usando o
software Image Lab™ 5.2.1 (Bio-Rad) e os niveis de expressdo de proteinas foram

normalizados para a expressao de [(3-actina.

5.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo apresentados em média + erro padrdo da média (EPM) para cada
grupo. Os dados comportamentais e bioquimicos foram analisados usando analise
de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguida de correcdo de multiplas
comparacoes, post hoc de Bonferroni (BONFERRONI, 1936).
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Os valores de p foram considerados como indicativos de significancia quando
menores ou igual a 0,05 (p < 0,05). Os outliers foram cuidadosamente removidos
pelo teste de Grubb ou método de desvio estudantil extremo (ESD) (do inglés
extreme studentized deviate) para p < 0,05 (GRUBBS, 1969). As analises foram
realizadas com o software estatistico GraphPad Prism v7.0 (GraphPad Software,
California, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Com o objetivo de avaliar o efeito neuroprotetor do AR e seu potencial na reducéo
das alteragbes emocionais e comportamentais associadas ao TEPT, os
camundongos foram reexpostos por 3 minutos no aparato step down 24h apés
inducéo do TEPT.

Como mostrado na Fig. 11, os animais submetidos ao TEPT e tratados com veiculo
apresentaram aumento do tempo de congelamento (freezing) [F (5, 78) = 18,36, p <
0,0001] (Fig. 11A), diminuicdo da locomocéo total [F (5, 78) = 17,92, p < 0,0001]
(Fig. 11B), e aumento na laténcia de primeiro congelamento (freezing) [F (5, 77) =
5,727, p = 0,0168] (Fig. 11C) e também aumento no comportamento de defecacgédo
(bolus feacalis) [F (5, 78) = 2.994, p = 0,0367] (Fig. 11F) quando comparado com o

grupo controle negativo (C).

Além disto, também foi observado que os animais com TEPT/veiculo apresentaram
respostas comportamentais relacionadas ao comportamento semelhante a
ansiedade, como reducdo na exploracédo vertical ou rearing/climbing [F (5, 78) =
24,25, p = 0,0343] (Fig. 11D), assim como, redu¢do no comportamento de
autolimpeza ou grooming [F (5, 78) = 7,816, p = 0,0319] (Fig. 11E), ambas respostas
diminuidas em relacéo ao grupo controle negativo (C).

Curiosamente, a dose de 30 mg/kg de AR foi a mais efetiva em reduzir os sintomas
de medo e ansiedade associado ao TEPT, como evidenciado pela diferenca
estatistica entre o grupo TEPT/veiculo e TEPT/AR 30 mg/kg. Por outro lado, os
animais tratados com a dose de 100 mg/kg de AR apresentaram reducdo da
resposta quando comparados com o grupo AR 30 mg/kg dos parametros do
etograma. Tal fato, permite inferir que doses > 100 mg/kg do AR seriam menos

eficazes, caracterizando um perfil de resposta em formato de U.
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Figura 11 - Efeito dependente da dose do AR no comportamento de camundongos machos
submetidos ao modelo de TEPT.
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Legenda: Avaliacdo da resposta dependente da dose do AR no comportamento de camundongos
machos submetidos ao modelo de TEPT. As respostas comportamentais observadas foram freezing
ou congelamento (A); locomocéo total (B); laténcia de primeiro freezing (C); exploracéo vertical ou
rearing/climbing (D); autolimpeza ou grooming (E) e defecagédo (F). Cada coluna representa a média
de 14 animais e as linhas verticiais indicam o EPM. Os simbolos mostram significAncia estatistica por
meio da ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni. #### p < 0,0001, ## p < 0,01
comparado ao grupo controle/veiculo (C) e **** p < 0,0001, *** p < 0,001, * p < 0,05 comparado ao
grupo TEPT/veiculo (V).

Os dados apresentados na Fig. 12 mostram que a sertralina, usada como controle
positivo, promoveu reducdo da resposta emocional relacionada ao medo e no

comportamento semelhante a ansiedade de camundongos submetidos ao TEPT.
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Os animais tratados com a sertralina apresentaram reducdo dependente da dose
dos comportamentos de medo como freezing ou congelamento [F, 40) = 27,58, p <
0,0001] (Fig. 12A), aumento na locomocéao total [F, 36) = 20,38, p < 0,0001] (Fig.
12B) e atenuacdo no comportamento de defecacao [F, 40) = 4,632, p = 0,0141] (Fig.
12F), exceto no comportamento de laténcia de primeiro freezing ou congelamento
[F, 36) = 4,925, p = 0,3198] (Fig. 12C) quando comparado com o grupo TEPT.

Além disto, foi observado que a sertralina néo foi capaz de promover mudancas nos
comportamentos indicativos de comportamento de ansiedade, como exploracéo
vertical ou rearing/climbing [F@, 36) = 17,4, p > 0,9999] (Fig. 12D) e autolimpeza ou
grooming [F, 36) = 4,342, p > 0,9999] (Fig. 12E) em relacdo ao grupo TEPT.

Figura 12 - Efeito dependente da dose da sertralina no comportamento de camundongos
machos submetidos ao modelo de TEPT.
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Legenda: Avaliagcdo da resposta dependente da dose da sertralina no comportamento emocional
(etograma) de camundongos machos submetidos ao modelo de TEPT. As respostas

comportamentais observadas foram freezing ou congelamento (A); locomocéo total (B); laténcia de
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primeiro freezing (C); exploracdo vertical ou rearing/climbing (D); autolimpeza ou grooming (E) e
defecacdo (F). Cada coluna representa a média de 10/11 animais e as linhas verticiais indicam o
EPM. Os simbolos mostram significAncia estatistica por meio da ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Bonferroni. #### p < 0,0001, ### p < 0,001, ## p < 0,01, # p < 0,05 comparado ao grupo

*kkk

controle/veiculo (C) e p <0,0001, * p < 0,05 em comparagao com o grupo TEPT/veiculo (V).

Em outro experimento foi verificado a posteriori se o efeito neuroprotetor do AR
poderia estar associado ao sexo. Para tal, o efeito do AR sobre as alteracbes
comportamentais foi investigado em camundongos fémeas submetidas ao modelo

de TEPT, conforme descrito anteriormente.

De forma semelhante, os camundongos fémeas submetidos ao TEPT foram
observados quando a presenca de sinais fidedignos de indu¢do do TEPT, como
vocalizacdo, mic¢do, defecacdo e tentativa de fuga durante a inducdo da memoria
aversiva, e no momento de reexposi¢cdo, durante a evocacdo da memoria,
apresentaram nitido comportamento de freezing ou congelamento. Os resultados
apontam diferenca estatistica entre os grupos de fémeas controle/veiculo e
TEPT/veiculo, promovendo as alteragbes comportamentais tipo TEPT da mesma

forma como exibido pelos dos camundongos machos.

Como mostrado na Fig. 13, os camundongos fémeas submetidas ao TEPT e
tratadas com AR apresentaram reducao dependente da dose do comportamento de
18,36, p < 0,0001] (Fig. 13A),
0,0001] (Fig. 13B), reducéo da
laténcia de primeiro freezing [Fes, 77) = 5,727, p = 0,0168] (Fig. 13C), e tendéncia de

medo, como freezing ou congelamento [Fs, 78)

IA

aumento da locomocéo total [F@, 789 = 17,92, p

efeito positivo no comportamento de defecacdo com reducédo de bolus feacalis [F,

78) = 2.994, p = 0,0367] (Fig. 13F) quando comparado com o grupo TEPT.

Entretanto, o AR nao foi eficaz na resposta comportamental relacionada ao
comportamento semelhante a ansiedade, como exploragcdo vertical ou
rearing/climbing [Fs, 789 = 24,25, p = 0,0343] (Fig. 13D) e de autolimpeza ou
grooming [Fs, 78) = 7,816, p = 0,0319] (Fig. 13E) em relacdo ao grupo TEPT.
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De forma convincente, 0 mesmo tratamento de dose com 30 mg/kg do AR impediu
quase todos os sintomas de TEPT relacionados ao medo nas fémeas como
evidenciado pela diferenca estatistica entre o grupo TEPT/veiculo (V) e TEPT/AR
(30) nos parametros analisados, obtendo o mesmo perfil de resposta em formato de
U dos camundongos machos. Logo o efeito do AR n&o € um fato isolado ligado ao

sexo do animal, agindo em ambos os sexos.

Figura 13 - Efeito dose dependente do AR no comportamento de camundongos fémeas

submetidas ao modelo de TEPT.
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(etograma) de camundongos fémeas submetidas ao modelo de TEPT. As respostas comportamentais
observadas foram freezing ou congelamento (A); locomocéo total (B); laténcia de primeiro freezing
(C); exploracgéo vertical ou rearing/climbing (D); autolimpeza ou grooming (E) e defecacéo (F). Cada
coluna representa a média de 10/12 animais e as linhas verticiais indicam o EPM. Os simbolos

mostram significancia estatistica por meio da ANOVA de uma via seguida pelo poOs-teste de
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Bonferroni. #### p < 0,0001, ## p < 0,001, ## p < 0,01, # p < 0,05 em comparagdo com 0 grupo
controle/veiculo (C) e **** p < 0,0001, *** p < 0,001, * p < 0,05 comparado ao grupo TEPT/veiculo (V).
A Fig. 14 mostra a atividade emocional relacionada com o comportamento de medo

e ansiedade dos camundongos fémeas submetidas ao TEPT e tratamento com

sertralina da mesma forma como realizado com os camundongos machos.

Figura 14 - Efeito dose dependente da sertralina no comportamento de camundongos
fémeas submetidas ao modelo de TEPT.
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Legenda: Avaliagcdo da resposta dependente da dose da sertralina no comportamento emocional
(etograma) de camundongos fémeas submetidas ao modelo de TEPT. As respostas comportamentais
observadas foram freezing ou congelamento (A); locomocéo total (B); laténcia de primeiro freezing
(C); exploracgéo vertical ou rearing/climbing (D); autolimpeza ou grooming (E) e defecacéo (F). Cada
coluna representa a média de 10/12 animais e as linhas verticiais indicam o EPM. Os simbolos
mostram significAncia estatistica por meio da ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de
Bonferroni. ##H# p < 0,0001, ### p < 0,001 comparado com o grupo controle/veiculo (C) e **** p <
0,0001, ** p £ 0,01 comparado ao grupo TEPT/veiculo (V).
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A avaliagdo dos parametros do etograma mostrou que 0s animais de todos 0s
grupos nao exibiram mudancas no comportamento inerente & ansiedade, como na
exploracdo vertical ou rearing/climbing [F@, 36) = 17,4, p > 0,9999] (Fig. 14D) e na
autolimpeza ou grooming [F@, 36) = 4,342, p > 0,9999] (Fig. 14E). No entanto, o
tratamento com sertralina influenciou tanto nos comportamentos relacionados ao
medo como reducdo do freezing ou congelamento [F, 40) = 27,58, p < 0,0001] (Fig.
14A), aumento da locomocéo total [Fs, 36) = 20,38, p < 0,0001] (Fig. 14B) e reducao
na laténcia de primeiro freezing [F, 40) = 4,632, p = 0,0141] (Fig. 14C), exceto no
comportamento de defecacao [F@, 36) = 4,925, p = 0,3198] (Fig. 14F). O perfil do
experimento também mostrou uma curva dose-resposta em formato de U,

equivalente ao alcancado pelos camundongos machos tratados com sertralina.

Curiosamente, em parametros em que o AR néo surtiu efeito, a sertralina também foi
incapaz de atuar, principalmente no envolvimento de comportamento semelhante a
ansiedade. Isso nos indica que as regides de controle das emocbes (medo e
ansiedade) apesar de compartilharem fisicamente tais centros encefalicos,

participam de maneira diferenciada entre si no controle dessas emocgdes.

Em resumo (Tabela 2), os dados s&o indicativos de uma melhor eficdcia no
tratamento do TEPT com o AR em relacdo ao tratamento com a sertralina, visto que
o AR foi capaz de reverter maior niumero de comportamentos ligados a atividade
emocional dos animais submetidos ao modelo de TEPT e analisados pelo etograma
tanto em camundongos machos como em fémeas, surtindo efeito também de
maneira mais eficaz, conforme pontuacdo maxima obtida (score total). Para
elaboracao da tabela foi atribuido 1 ponto (x) para valor significantemente estatistico,

0,5 ponto (¥2) para tendéncia e zero (&) para nenhum efeito.
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Tabela 2 - Resumo de efeitos dos tratamentos com AR e sertralina nos camundongos
submetidos ao TEPT.

Comportamentos
. . . B Rearing/ . Score
Freezing | Locomocgédo | Laténcia { Defecacao o Grooming

Climbing total

n X X X X X X 6
2|
& <

= X X Y% X a a 3,5

@ £ x X X e @ %] 3,5
E | £

e o X X X %] @ @ 3
N

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019. Atribuido x = 1 para valor significantemente estatistico, ¥z para

tendéncia e @ para nenhum efeito.

6.2 EFEITO ANSIOLITICO DO AR NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

O efeito ansiolitico do AR foi analisado no LCE imediatamente apds a reexposi¢ao
dos camundongos ao aparato step down modificado. Os animais controle que néo
foram submetidos ao TEPT apresentaram tempo de aproximadamente 177,72 s e
cerca de 13 entradas em média nos bracos fechados, enquanto os animais
submetidos ao TEPT apresentaram permanéncia de 225 s e cerca de 7,69 entradas

nos bragos fechados.

Nota-se que e o numero de entradas dos animais nos bracos fechados apresentou
reducdo nos grupos (V) e (3), mas tal parametro foi revertido no grupos (10), (30) e
(100) [F,74) = 4,176, p = 0,0021] (Fig. 15A). O tempo gasto em bragos fechados foi
aumentado no grupo (V) e todos os quatro grupos foram iguais ao grupo (C), mas o
grupo (100) também foi estatisticamente significativo do grupo (V) [F, 75) = 3,258, p
=0,0102] (Fig. 15B).

O numero de entradas nos bracos abertos foi reduzido nos grupos (V), (3) e (100)
em comparacédo ao grupo (C) e o grupo AR 30 grupo foi estatisticamente significante

em relagdo ao grupo nao tratado (V) [F, 76) = 5,064, p = 0,0005] (Fig. 15C), o tempo
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gasto em bracos abertos seguiu 0 mesmo perfil, no qual o grupo (30) foi obteve
relevancia estatistica em relacdo ao grupo (V) [Fe, 75 = 3,793, p = 0,0041] (Fig.
15D).

Figura 15 - Efeito ansiolitico do AR no LCE durante evocagdo da memoria aversiva do
TEPT.
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Legenda: Efeito do tratamento do AR sobre o comportamento de ansiedade avaliado no LCE
imediatamente ap6s a reexposicdo dos animais ao aparato de inducdo do TEPT. As respostas
comportamentais observadas foram numero de entradas nos bragos fechados (A); tempo de
permanéncia nos bracos fechados (B); nimero de entradas nos bracos abertos (C); tempo de
permanéncia nos bragos abertos (D). Cada coluna representa a média de 11/15 animais e as linhas
verticiais indicam o EPM. Os simbolos mostram significancia estatistica por meio da ANOVA de uma
via seguida pelo pds-teste de Bonferroni. ## p < 0,001, ## p < 0,01, # p < 0,05 em comparagédo com

o grupo de control/veiculo (C) e ** p < 0,01, * p = 0,05 em comparagao com o grupo TEPT/veiculo (V).
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6.3 AVALIACAO DE MEMORIA E APRENDIZADO NA ESQUIVA INIBITORIA

Os dados apresentados na Fig. 16 referentes ao teste de esquiva inibitéria, mostram
claramente que os animais controle/veiculo (10 ml/kg) permaneceram um periodo
significativamente maior na plataforma no periodo de teste (fase de aquisi¢do) [Fq,
31 = 167,1; p < 0,0001] quando reexpostos ao aparato step down apds 24h do
periodo de treino (fase de retencéo), indicando que ocorreu o aprendizado e
desenvolvimento da memaria aversiva. Tal comportamento, foi também observado

nos animais tratados com o AR (30 mg/kg) ou sertralina (30 mg/kg).

Figura 16 - Efeito do AR e da sertralina sobre a memaria aversiva.
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Legenda: Avaliac@o do efeito do AR e da sertralina sobre a memoria aversiva de camundongos na
esquiva inibitéria. As respostas comportamentais observadas foram tempo de permanéncia na
plataforma no periodo de treino (training) e tempo de permanéncia na plataforma no periodo de teste
(test). Cada coluna representa a média de 11/12 animais e as linhas verticiais indicam o EPM. Os
simbolos mostram significancia estatistica por meio da ANOVA de duas vias seguida pelo pés-teste

de Bonferroni. **** p < 0,0001 comparando cada grupo com seu respectivo periodo de treino x teste.

6.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO PLASMATICA DE
CORTICOSTERONA

Os dados apresentados na Fig. 17A mostram a concentracdo de corticosterona nos

animais submetidos ao TEPT. A concentragdo sanguinea de corticosterona
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apresentou aumento significativo [Fe, 12) = 5,185; p = 0,0206] ap6s 24h e os niveis
retornaram ao basal apos 14 dias mediante as reexposicfes no 4°, 7°, 10° e 14° dia
apos inducéo do TEPT.

Além disto, foi observado que os tratamentos dos animais com AR (30 mg/kg) ou
sertralina (30 mg/kg) por si s6 ndo foram capazes de promover alteracdes
significativas [Fe, 18y = 0,6293; p = 0,5443] da concentracdo sanguinea de
corticosterona 24h apds a administracdo em relacdo ao grupo controle/veiculo (10
ml/kg) (Fig. 17B).

Ja o tratamento com AR (30 mg/kg) ou sertralina (30 mg/kg) impediu 0 aumento da
concentracdo sanguinea de corticosterona nos animais submetido ao TEPT, Fig.
17C e Fig. 17D, [Fa, 22= 5,93; p = 0,0040], ndo havendo diferenca significativa entre
0S grupos tratados e o grupo controle negativo (C). Os tratamentos com AR ou
sertralina, respectivamente preveniu em 34,93% e 28,70% o0 aumento de

corticosterona 24h apds o evento traumatico.

Essa prevencdo permaneceu por até 48h apds a inducdo do TEPT nos animais,
representando uma reducao de 26,63% dos animais tratados com AR contra 26,81%
do grupo tratado com sertralina [F (3, 24) = 5,235, p = 0,0064] (Fig. 17D). De tal
forma, a secrecdo e liberacdo de corticosterona nos grupos tratados manteve-se
equiparanda com o grupo controle negativo (C), ou seja, semelhante aos animais

saudaveis em ambos 0s tempos (24 e 48h) apds o evento traumatico.
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Figura 17 - Dosagem de corticosterona no plasma sanguineo.

A
= 127 121 B
E 10/ E =
5 10 5,10 T
=1 =1
= 0.8 = 0.8-
2 2
S 0.6 S 0.6
2 .
@0 0.4 @ 0.4
S 8
T 0.2 T 0.2
Q o]
© o0l © g0l -
336h c RA Sertraline
PTSD 30 mg/kg, p.o. (per se)
Control HE PTSD 24h BN PTSD 336h Vehicle 10 mi/kg I AR 30 mg/kg [ Sertraline 30 mg/kg
c ,.D
= 1.2 . a0 Y
E 1.0 -g. 1.04
2 s 3493%  28.]0% 2. 2663%  2681%
— . .0 *
2 T T 2 = T
S 06 S 0.6
5] L
47 0.4 W 0.44
g 8
T 0.2 t 0.2
Q <}
© oo - © .0 -
Cc Y RA Sertraline c v RA Sertraline
30 mg/Kg, p.o. 30 mg/Kg, p.o.
PTSD PTSD
q Control + PTSD + PTSD + PTSD +
Vehicle 10 mikg ™ \epide 10 mifkg RA30mgkg — Sertraline 30 mg/kg

Legenda: Dosagem de corticosterona plasmética secretada e liberada no sangue dos animais. Os
ensaios bioquimicos realizados foram secre¢do de corticosterona 24h e 14 dias apés inducdo do
trauma (A), cada coluna representa a média de 5/7 animais; efeito per se do veiculo ou AR ou
sertralina sobre a secre¢éo e liberacdo de corticosterona plasmatica (B), cada coluna representa a
média de 7 animais; efeito do tratamento com AR ou sertralina na secrecdo e liberacdo de
corticosterona plasmaética 24h (C) ou 48h (D) apds exposicdo ao trauma, cada coluna representa a
média de 6/8 animais. As linhas verticiais indicam o EPM. Os simbolos mostram significancia
estatistica por meio da ANOVA de uma via seguida pelo po6s-teste de Bonferroni. # p < 0,05
comparado ao grupo controle/veiculo (C) e ** p < 0,01, * p < 0,05 em comparagdo ao grupo
PTSD/veiculo (V).

6.5. QUANTIFICACAO PROTEICA DOS FATORES NEUROTROFICOS BDNF E
GDNF NO HIPOCAMPO

A expressao protéica dos fatores neurotroficos BDNF e GDNF foi avaliada por
imunoblot (Fig. 18) 24h apos a inducdo do modelo de TEPT. A expressao protéica
de BDNF no hipocampo [F (3, 10) = 0,799, p = 0,5222] (Fig. 18A) nao foi alterada

estatisticamente, mas os tratamentos apresentaram uma tendéndia em manter os
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valores semelhantes ao grupo controle negativo (C) 24h apds o evento traumatico.
Jé a expresséao protéica de GDNF (Fig. 18B) nao foi diferente [F (3, 12) = 0,4497, p
= 0,7221] entre os grupos analisados 24h apos a indugéo do TEPT.

Figura 18 - Expressao de fatores neurotréficos BDNF e GDNF no hipocampo.

50+ A 15 B

'TE 40+ ?
€ €
[=] [=]
o o
® 307 2 T '|'
1 ©
£ £
w L
=z T z

4 (=]
@ 1 g)

u- . .
C V RA Sertraline RA Sertraline
30 ma/Kg, p.o. 30 mg/Kg, p.o.
PTSD PTSD
e .-
BDNF GDNF
——— — — —~——— -
B-actina B-actina

Legenda: Efeito do tratamento com AR ou sertralina sobre a quantificacdo de fatores neurotréficos no
hipocampo. Os ensaios bioguimicos realizados foram quantificacdo de BNDF (A) e quantificacdo de
GDNF (B). Cada coluna representa a média de 3/4 animais e as linhas verticiais indicam o EPM. A
expressdo de BDNF e o GDNF foram normalizadas com B-actina. Os simbolos mostram significancia

estatistica por meio da ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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7 DISCUSSAO

O TEPT € uma desordem neuropsiquiatrica relacionado a situacdes que envolvem
traumas e distresses acentuados e resulta no importante prejuizo da qualidade de
vida dos individuos afetados (APA, 2013). Tal fato ocorre devido ao profundo
comprometimento mental, fisico, ocupacional e funcional que o TEPT promove, em
parte, devido a alteracdo na funcdo neuronal no encéfalo, principalmente no giro
dentado, no hipocampo, no CPFm e na amigdala (BREMNER, 1995). Considera-se
que o0 estresse oxidativo e a neuroinflamagédo desempenham um papel importante
na funcao neuronal, levando a rupturas na manutencao fisiol6gica do potencial redox
nos neurénios, recrutamento de citocinas inflamatoérias que interferem em diversos
processos bioldgicos, culminando na degeneracao e morte neuronal (JIA et al.,
2018; PETROVIC et al., 2018).

Pesquisam envolvendo estudos com medo condicionado e a extincdo de memoarias
aversivas (Pavloviano) apontam para evidéncias que atribuem mais embasamento
cientifico de que o TEPT ndo é meramente e totalmente caracterizado por uma
simples resposta aumentada do medo, mas sim uma disfun¢éo primaria no processo
da aprendizagem adaptativa, o que leva a uma regulacdo do medo mal-adaptada e
complexa de extinguir (DESS et al.,, 1990; MINOR et al., 1991; MINOR AND

HUNTER, 2002; MAIER e SELIGMAN, 2016).

A extincdo do medo, descrito pioneiramente por Pavlov em 1927 baseia-se em
repetidas exposi¢cdes a estimulos ansiogénicos para consolidar uma nova memoaria
contraria a memoria de medo original. Tal técnica é altamente relevante para
distarbios de medo, ansiedade e relacionados com traumas associados a reacdes
emocionais negativas desencadeadas por objetos, situacbes ou percepcdes
particulares internas/externas, e desnecessarias para o real perigo. Ademais, o
processo de extincgdo em animais ocorre de forma equivalente em algumas
abordagens psicoterapicas, inoculando estimulos especificos e desencadeando

ansiedade sob maneira de tratar a ansiedade (FITZGERALD et al., 2014).
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Nesse contexto, o desenvolvimento de nova opcdes terapéuticas para o tratamento
do TEPT faz-se necessario, principalmente os que visam processos antioxidantes e
anti-inflamatoérios. De fato, existem estudos pré-clinicos e clinicos que revelam as
multiplas atividades bioldgicas de compostos naturais, como o AR (AMOAH et al.,
2016) especialmente no que diz respeito a sua elevada capacidade antioxidante,
antiinflamatdria e antinociceptiva (SAMBONGI et al.,, 2003), sendo grande parte
dessas atividades bioldgicas ja testadas em nossos laboratérios, porém ainda nao
publicados (PRESTI-SILVA, 2018; SANTOS, 2013). No entanto, apenas um relatério
sobre os efeitos do AR em modelo pré-clinico de TEPT foi publicado até agora na
literatura (NIE, PENG, LAO et al., 2014). Nesse estudo, 0s pesquisadores
identificaram a capacidade do AR na maior dose (10 mg/kg) em atenuar os efeitos
tipicos de TEPT em ratos machos Sprague Dawley adultos no LCE aumentando
significativamente o niumero de entradas nos bragos abertos, bem como o tempo de
permanéncia nos bragcos abertos, além de diminuir de forma estatisticamente
significativa o tempo de freezing desses animais quando reexpostos a uma camara
de choques sem qualquer novo estimulo apresentado (NIE, PENG, LAO et al.,
2014).

Portanto, no presente estudo, realizamos um conjunto de experimentos
comportamentais e bioquimicos, a fim de investigar o potencial terapéutico desse
poderoso antioxidante polifendlico na prevencéo de alteragdes globais induzidas por
um modelo animal de TEPT através do choque inescapavel nas patas com robusta
validade comportamental de face, constructo e predicdo, tendo em vista que esse
paradigma mimetiza varios clusters relativos a heterogeneicidade da patologia do
TEPT, tais como: sintomas intrusivos, sintomas de evitacdo, alteracfes negativas no
humor e cognicdo, sintomas de hipervigilancia e tempo de duracdo consideravel
(FLANDREAU e TOTH, 2017).

Identificamos que o tratamento agudo no regime de dose de 30 mg/kg com o AR, 30
minutos apos a indugdo do TEPT, melhora a atividade comportamental de medo e
ansiedade, diminuindo o comprometimento emocional dos animais tratados. Nesse
aspecto, os comportamentos de freezing e consequentemente de movimentacéo
total sdo o0s aspectos comportamentais com maior validade de predigéo

comportamental, devido ao maior poder do comportamento de freezing em indicar
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de modo mais intenso e sensivel, o comportamento de medo global presente no
modelo animal de TEPT. O AR impediu a consolidacdo da memdéria aversiva e
atenuou significativamente, 76,40% de redugao no tempo de freezing, a evocacao
da memdéria do trauma dos animais machos quando reexpostos ao aparato. O
mesmo ocorreu para as fémeas que apresentaram 66,77% de redugao no tempo de
freezing. Nossos dados apontam para validar o efeito do AR ndo como algo isolado
vinculado ao sexo, mas com acao independente sobre ambos os sexos, além disso
corrobora com resultados da literatura em que a dose mais elevada de 10 mg/kg do
AR administrada i.p. por 14 dias foi capaz de reduzir o tempo de freezing ou
congelamento em ratos machos Sprague Dawley adultos submetidos a um modelo
animal de TEPT (NIE, PENG, LAO et al., 2014).

E interessante destacar que protocolo de inducdo do TEPT promoveu alteragdes
comportamentais tipicas de medo e ansiedade assim como mostrado nos
experimentos com 0s animais machos e fémeas, e foram atenuados também com a
utilizacdo da mesma dose de AR 30 mg/kg tanto para machos como fémeas. Nas
mesmas circunstancias, os animais de 100 mg/kg comecaram a apresentar uma
piora dos parametros do etograma quando comparados com o grupo 30 mg/kg, o
que trouxe para o perfil do experimento uma curva dose-resposta em forma de U em

ambos estudos farmacoldgicos de rastreio de dose.

A diminuicdo no comportamento exploracdo vertical ou rearing, quando o animal se
posiciona sobre as duas patas traseiras sem apoio das patas dianteira elevadas ou
na posicado de exploracdo vertical do tipo “escalada” (climbing), quando o animal
apoia as patas dianteiras em algum objeto ou parede, sdo interpretados como
respostas defensivas de medo, na medida em que os camundongos assumem
comportamentos de imobilidade na tentativa de defesa das possiveis ameacas
inescapaveis (ANKUR et al.,, 2013). O tratamento com o AR em camundongos
machos foi capaz de prevenir a redugcdo do comportamento de exploragao vertical
(rearing/climbing), e a sertralina monstrou uma resposta sutil, entretando com
relacdo aos camundongos fémeas tanto o AR quanto a sertralina ndo foram eficazes
em reestabeler o comportamento exploratorio. Esse dado, reproduz respostas
anteriores da sertralina no mesmo modelo de TEPT para camundongos fémeas
(BARROS, 2016).
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O comportamento de autolimpeza ou grooming se apresentou inexistente nos
animais submetidos ao TEPT, no entanto, os animais machos tratados com o AR,
mas ndo os tratados com sertralina, revelaram uma melhora significativa na
atividade de autolimpeza. O comportamento de grooming € modulado também por
neurotransmissor dopamina e pertubac¢des na sua concentracao € capaz de produzir
variagdes na expressdo deste comportamento (KALUEFF et al., 2016). Assim, €
possivel sugerir que o AR pode promover a reducdo do comportamento de medo e
ansiedade por aumentar a transmissdo dopaminérgica em areas encefalicas
relacionadas ao TEPT. Tal hipétese pode ser corroborada por dados ainda néo
publicados do estudo de Martins-Presti (2018), o qual mostrou que o AR possui
efeito per se em aumentar o conteddo dopaminérgico e serotonérgico em regides
encefalicas em camundongos saudaveis. A despeito disso ndo se pode afirmar que
essa hipotese seja 0 motivo da prevencao da reducédo do tempo de grooming nos
animais machos com TEPT, é uma expectativa a ser investigada posteriormente, por

meio de experimentos adicionais.

Nesse estudo, observamos nos animais tratados, no momento da reexposi¢cao ao
aparato de TEPT, antes de sair do estado de freezing ou congelamento onde os
animais apresentam uma imobilidade tenra com encolhimento do corpo, posicéo das
orelhas juntapostas ao corpo, olhos parcialmente fechados e calda ereta para cima
gue os mesmos desempenham movimentos sutis de cabeca e de avaliagéo de risco,
em gue o animal avanca e recua com 0 corpo. Isso € caracteristico de uma maior
capacidade de avaliar o risco presente no ambiente, quando comparados aos
animais controles. Apd6s perceberem a auséncia de choques no aparato, esses
animais tratados apresentavam nitida reducdo do comportamento de medo e dessa
resposta defensiva, fato esse ausente nos animais tratados com veiculo, 0os quais
apresentavam freezing e grande imobilidade, reproduzindo dados anteriores
observados por n6és em outro tratamento antioxidante proposto para 0 mesmo
modelo de TEPT em camundongos fémeas (BARROS, 2016).

A dose de 30 mg/kg de AR também mostrou resultado estatisticamente significante
no LCE, um teste classico utilizado no estudo comportamental de ansiedade em

roedores (ZHAO et al.,, 2016), aumentando o numero de entradas e o tempo de
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permanéncia dos animais nos bragos abertos, ou seja, agindo como uma droga
ansiolitica no modelo proposto. O modelo de TEPT animal diminuiu estatisticamente
0 numero de entradas e o tempo de permanéncias nos bracos abertos, reproduzindo
dados da literatura, assim como aumentou o numero de entradas e o tempo de
permanéncia nos bragos fechados (CERUTTI, 2014). De forma semelhante,
conforme observaram em um estudo um aumento no percentual de entradas e no
tempo de exploracdo nos bragcos abertos dos animais submetidos a 14 dias de
tratamento com AR administrado i.p. (NIE, PENG, LAO et al., 2014).

Ndo houve diferenca entre os grupos no teste de esquiva inibitoria, utilizado na
pesquisa de processos de aprendizagem e memodria em roedores (GOLD, 1986;
SOARES, 2011). Como observado nos testes anteriores, nenhum dos
comportamentos relacionados a memoaria e aprendizagem da tarefa foram alterados,
logo, confirmou-se que os resultados observados tanto na evocag¢do da memaria no
aparato, quanto no LCE, séo inerentes ao medo e ansiedade, ndo havendo viés com
interacbes na memoria aversiva. O tratamento com AR ou sertralina no regime
posolégico de 30 mg/kg identificado na curva dose-resposta realizada para ambos
ndo demonstrou influéncia negativa na memodria como amnesia ou alteracdo no
tempo de laténcia de descida da plataforma em relacdo ao grupo tratado com
veiculo, confirmando que o AR pode ser uma alternativa tdo segura quanto a
sertralina, usada no tratamento do TEPT, uma vez que a retencao da tarefa aversiva

no step down foi mantida.

A dosagem de corticosterona no plasma sanguineo dos animais demonstrou que o
modelo de TEPT eleva os niveis plasmaticos de corticosterona, sendo visivel
estatisticamente apdés 24h da inducdo do trauma e assemelhando-se ao grupo
saudavel apos 14 dias do evento traumatico e mediante sucessivas reexposicoes
dos animais ao aparato gerador de choques. Essa elevacdo nos niveis de
corticosterona a longo prazo leva a uma desensibilizagdo de receptores
glicocorticéides e aumento do feedback negativo no eixo HHA, estas caracteristicas
também se assemelham ao status neuroenddécrino de pacientes com TEPT (JIA et
al., 2018). Os tratamentos com AR e sertralina impediram significativamente essa
alteracdo no eixo HHA, prevenindo a elevagédo da corticosterona em 34,93% nos

animais tratados com AR e em 28,70% nos animais tratados com sertralina apos
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24h do evento traumético, mantendo-se capaz de prevenir a elevacdo de
corticosterona em 28,70% (AR) e 26,81% (sertralina), 48h apds o evento traumatico.
Dessa forma, esses dados claramente mostram que o AR ou a sertralina foram
capazes de atuar positivamente sobre o eixo HHA impedindo a secrecéo e liberacéo
de corticosterona plasmatica nos animais avaliados 24h e 48h apds o trauma e 0 AR
apresentou maior eficacia que a sertralina na protecao do eixo HHA nos dois tempos

avaliados.

Existem poucos estudos correlacionando o envolvimento de corticosterona e AR na
literatura, e dentre eles, apenas um estudo melhor norteia a relagcdo entre
corticosterona e um modelo de distresse, o qual foi viabilizado por um paradigma de
imobilizagdo de ratos Winstar por 14 dias, utilizando o extrato de Mentha arvensis
100 mg/kg, bem como, seu extrato fermentado 100 mg/kg, ambos ricos em
concentragbes naturais de AR, os quais foram administrados i.g. por 14 dias 1h
antes da imobilizacdo dos animais. Os tratamentos demonstraram efeito protetor
sobre os animais, diminuindo a secrecdo de corticosterona e B-endorfina sérica e
aumentando niveis de serotonina sérica, sendo que o extrato fermentado regulou os
indicadores fisiologicos relacionados ao distresse melhor que o extrato nao-
fermentado, resultado esse diretamente proporcional ao maior aumento na

concentragéo de AR dosada por HPLC no extrato fermentado (TIAN et al., 2018).

Aparentemente, o principal efeito do AR € sua capacidade em sequestrar os radicais
livres e proteger as moléculas celulares do sistema de defesa oxidativa através da
estimulacdo do sistema antioxidante endégeno e de sua grande capacidade de doar
elétrons para os radicais reativos, convertendo-os em uma forma mais estavel
(MORENO et al., 2006). Até mesmo o extrato de alecrim adicionado a dieta foi capaz
de melhorar a atividade do estresse oxidativo no tecido neuronal de ratos idosos
(RASOOLIJAZI et al., 2015).

Como apontado pela literatura, o estresse oxidativo cerebral e marcadores
inflamatorios parecem desempenhar um papel importante na neuropatologia e
alteracdes fisiologicas do TEPT (MILLER et al., 2018). Relatérios anteriores sugerem
gue o cérebro produz altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) todos os

dias, principalmente oriundos da cadeia respiratéria mitochondrial e do desbalanco
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redox do complexo nicotinamida-adenina-dinucleotido-fosfato (NADPH) oxidase
ligado a membrana e voltado para o espaco extracellular das células. A familia de
enzimas NADPH oxidase (NOX) produz ROS como principal funcdo, no qual um
subproduto da atividade da cadeia respiratoria mitochondrial, a subunidade de
membrana catalitica gp91phox (NOX2), é altamente expressa em indmeras
desordens do SNC, gerando um ciclo de retroalimentagdo com producao de grandes
quantidades de ROS (KRAUSE, 2007; SORCE e KRAUSE, 2009).

O cérebro deve estar preparado para lidar com essa carga excessiva de ROS na
forma de &anion superdoxido e peroxido de hidrogénio proveniente da cadeia
respiratoria ou transportadora de elétrons nas mitocondrias porque a superproducao
e as mudancas na homeostase redox mitochondrial foram apontadas no
envolvimento em um grande numero de circunstancias neurolégicas e em uma
maioria da doenga neurodegenerativas (ANGELOVA e ABRAMOV, 2018). Dessa
forma, o risco de desenvolver TEPT torna-se significativo quando vivenciado um
evento traumatico. Isso é explicado pelo fato de que os neurdnios terem um alto
grau de plasticidade para manter as fungbes cerebrais normais. Portanto, a
suplementacdo com antioxidantes como o AR pode reduzir a taxa de perda de
neurbnios, especialmente em neurbnios catecolaminérgicos, que sao mais
suscetiveis a danos oxidativos (AASETH et al., 2019; HERNANDEZ et al., 2019;
THEAL et al., 2018; VAN DEN BERK-CLARK, et al., 2018).

O extrato de Rosmarinus officinalis causou um efeito semelhante a um
antidepressivo que pareceu ser mediado por uma interacdo com o0 sistema
monoaminérgico e dependente de uma diminui¢cdo na ativacdo do receptor 5-HTs. A
hipotese € de que a supressdo da atividade do receptor 5-HTs foi reforcada pelo
efeito similar ao antidepressivo sinérgico observado quando os camundongos foram
tratados com MDL7222 (um antagonista seletivo do receptor de serotonina 5-HTs em
combinacdo com uma dose sub-efetiva do extrato de Rosmarinus officinalis
(Machado et al., 2009).

Além do TEPT estar relacionado a hipofuncdo do hipocampal, CPF e hiperativagédo
da amigdala, evidéncias também apontam para o papel da 5-HT nessa doenca.

Estudos epidemioldgicos apontam uma correlacao positiva entre a elevada ingestéao
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de polifenéis com uma redugdo no risco de uma série de doencas crbnicas nao
transmissiveis (DCNT), incluindo as doencas neurodegenerativas, tais como a
doenca de Parkinson e Alzheimer (VAUZOUR et al., 2010). Em modelos animais de
TEPT a proliferacéo de células hipocampais é suprimida (HENDRIKSEN et al., 2010;
KIKUCHI et al., 2008) e a apoptose neuronal aumentada (KASTER et al., 2012; LI et
al., 2010, induzindo danos morfologicos com atrofia, perda de neurdnios piramidais e
reducdo da neurogénese no giro dentado. Em um estudo o AR foi capaz de de
aumentar o diametro de esferas neurais de cultura celular hipocampal nas doses de
5 e 10 mg/kg, mas revertido por U0126, um inibidor seletivo da via de sinalizagéo
ERK, diminuindo a fosforilzacdo de ERK1/2 (NIE, PENG, LAO et al., 2014).

Dados néo publicados sugerem que o AR por si s6 possua a capacidade em
aumentar o contetdo dos neurotransmissores serotonina e dopamina. No encéfalo
saudavel, ou seja, sem a indugcdo de nenhum modelo de doenga, o AR promoveu
um ganho expressivo de dopamina (100%) e serotonina (69.8%), bem como de seus
metabdlitos, DOPAC (111, 22%), HVA (94%) e 5-HIAA (59,92%) no conteudo
estriatal em camundongos C57BL/6. Contudo, apesar do aumento do teor de
monoaminas, nao interferindo no comportamento motor normal dos animais
(MARTINS-PRESTI, 2018). Os mecanismos detalhados envolvidos na melhoria do
AR no sistema serotoninérgico e dopaminérgico em animais saudaveis ainda néo
estdo claros. A literatura é escassa em relacdo ao papel do AR em sistemas

monoaminérgicos em cérebros saudaveis.

No entanto, relatos anteriores mostraram que o AR, bem como o extrato de
Rosmarinus officinalis aumentaram o conteddo monoaminérgico contra diferentes
distarbios neurologicos (WANG et al., 2011; RIZK et al., 2017; MACHADO et al.,
2009). Um estudo farmacologico recente revelou que a administracdo do AR
melhorou as monoaminas cerebrais na neurotoxicidade induzida pela doxorrubicina
em ratos e, além disso, o0 AR protegeu contra o0 estresse oxidativo, que se
manifestou pela diminuicdo do malondialdeido (MDA) acompanhada do aumento do
conteudo de glutationa reduzida (GSH). Esses dados mostram que o AR protegeu
da neurotoxicidade induzida pela doxorrubicina por efeitos antioxidantes (RIZK et al.,
2017).
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Jéa foi demonstrado que o estresse e a liberacdo de corticosterona sao importantes
reguladores dos receptores 5-HTia do hipocampo (CHALMERS et al.,, 1993).
Curiosamente, mudancas na mediacdo hipocampal por respostas dos receptores 5-
HTia dependem se o0 estresse ou a corticosterona ativa predominantemente o
receptor mineralocorticoide ou o receptor de glucocorticoide (MEIJER et al., 1998). O
TEPT é caracterizado por uma resposta desregulada ao estresse, o que pode
resultar em alteragbes nos receptores 5-HTia do hipocampo em humanos. O efeito
ansiolitico das drogas ISRSs dependem dos receptores 5-HTia uma vez que seu
efeito é revertido quando administrado em camundongos knockout para receptores
5-HT1a (SANTARELLI et al., 2013). Os receptores 5-HT1A s&o receptores acoplados
a proteina Gi que quando ativados aumenta o influxo de K+ na célula e inibe a
atividade da adenilato ciclase (RAYMOND et al., 1999). Esses recepetores agem
inibindo autorreceptores em neurbnios serotonérgicos no nucleo dorsal da rafe, mas
também estéo localizados pés-sinapticamente em diversas regides encefalicas como
substancia cinzenta periaquedutal, amigdala, hipocampo e coértex frontal, algumas
dessas regibes também envolvidas no TEPT (POLLANDT et al.,, 2003). Em um
estudo farmacoldgico com camundongos machos BALB/c o acido galico 60 mg/kg,
um acido fendlico com potencial antioxidante, assim como o AR, teve sua acgao
ansiolitica ou anti-imobilidade no teste de suspensdo da cauda revertida com o pré-
tratamento com PCPA 100mg/kg i.p. por 4 dias (antagonista da sintese de 5HT),
guetanserina 5 mg/kg i.p. (antagonista de receptor 5HT2a2c) e ondasetrona 0,3
mg/kg (antagonista de receptor 5HT3), mas ndo com NAN 190 0,5 mg/kg
(antagonista de receptor 5HT1A), esses achados levam a entender que niveis
elevados de serotonina nas sinapses sao importantes para ocorrer a acgao
farmacoldgica do &cido galico, juntamente com as contribuicbes dos receptores
5HT2a2c € 5HT3 (CAN et al., 2017).

Esses fatores podem estar associados a elevada taxa de ndo adesao, resisténcia,
recidivas, além dos inumeros efeitos colaterais dos pacientes tratados com este
farmaco, tais como disfuncdo sexual, sonoléncia, ganho de peso, insonia,
ansiedade, tontura, dor de cabeca, boca seca, visdo turva, nausea, erupcao
cutanea, tremores, astenia e mal-estar (SHEFFLER e ABDIJADID, 2019). Outros

resultados negativos do uso de sertralina e paroxetina foram apontados em estudos,
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monstrando inducdo a apoptose mediada por dano mitocondrial em astrdcitos e
células neuronais (THEN et al., 2017).

Quanto aos fatores neurotréficos, apesar do post hoc de Bonferroni ndo apontar
diferenca estatistica nas dosagens de BDNF, é nitido pelo perfil do gréfico que o AR
promove uma manutencdo dos niveis considerados saudaveis e semelhantes ao
grupo controle negativo, comparando-se com o grupo nao tratado TEPT/veiculo que
apresentou niveis mais elevados na expressao protéica de BDNF e compativeis com
a literatura 24h apés a inducdo do modelo de TEPT animal em camundongos
machos (CERUTTI, 2014). Da mesma forma, o tratamento de animais submetidos
ao TEPT normalizou a expressdo génica de fatores neurotroficos BDNF e GDNF e
TNF-a no hipocampo de camundongos fémeas em um tratamento i.g. proposto com
extrato hidroalcoolico de Polygala paniculata na dose de 0,1 mg/kg, uma planta
encontrada na flora brasileira e rica em derivados fitoquimicos antioxidantes
(BARROS, 2016). O tratamento com AR na dose de 10 mg/kg i.g. por 14 dias
também preveniu a variacdo de BDNF em um modelo subcrénico de TEPT animal
(14 dias), revertendo os niveis desse fator neurotrofico aos niveis do grupo controle
negativo (JIN e LIU et al., 2013).

Em resumo, fornecemos a primeira descricdo dos efeitos do AR em um modelo pré-
clinico de TEPT em camundongos, focando nas alteracbes comportamentais e
bioguimicas que esse tratamento promoveu, principalmente sobre o eixo HHA. Este
trabalho traz novas evidéncias do potencial terapéutico demonstrado pelo AR em
prevenir o aparecimento ou desenvolvimento da doenca, principalmente pela
manutencdo comportamental dos animais tratados na dose de 30 mg/kg se
compararem aos animais saudaveis na avaliacao sistematica provida pela analise do

etograma nos animais submetidos ao TEPT.

Faltam informacgdes sobre o AR em modelos de TEPT animais e no TEPT humano, e
pretendemos avaliar como uma prospeccdo se existe uma correlacdo linear de
tratamento e efeitos do AR no TEPT humano clinico, uma vez que a dose de 30
mg/kg foi a dose eficaz capaz de produzir efeitos sobre parametros comportamentais
e bioquimicos nos animais. Em vista disso, esses dados sdo promissores e sugerem

um potencial do AR para prevenir o desenvolvimento da doenca.
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E importante ter consciéncia de que os conceitos aqui discutidos foram obtidos a
partir de dados coletados em estudos pré-clinicos (modelos animais validados para
TEPT) e, consequentemente, alerta € necessario para extrapolar esses resultados
para o TEPT humano. Os resultados de pesquisas com animais sdo destinados a
ajudar a promover hipéteses para estudos clinicos que, quando testados, podem
orientar a descoberta de novos tratamentos ou refinamentos de tratamentos e

estratégias farmacoldgicas ou ndo farmacologicas ja existentes.
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8 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Depreende-se da elaboracdo desse estudo que o tratamento com o AR na dose de

30mg/kg em um modelo pré-clinico de TEPT demonstrou que:

e O AR preveniu o comportamento do medo e da ansiedade induzido pelo TEPT

em camundongos.

e O tratamento com o AR na dose 30 mg/kg apresentou resultados que

aproximam dos animais ndo submetidos ao modelo.

e O AR 30 mg/kg mostrou uma melhor eficiéncia no tratamento do TEPT em
camundongos adultos machos e fémeas comparado a sertralina 30 mg/kg nos

parametros de medo e ansiedade avaliados;

e O teste de esquiva inibitoria identificou do tratamento com AR 30 mg/kg que néo
ha acdo negativa ou inespecifica sobre a regido hipocampal de memdria e

aprendizagem.

e A corticosterona no plasma dos animais do grupo TEPT tratados com AR 30
mg/kg foi semelhante ao dos animais controle, 24h e 48h ap6s o evento
traumatico, demonstrando controle sobre a desregulacdo do eixo HHA

caracteristico desse transtorno neuropsiquiatrico.

e O AR 30 mg/kg apresentou tendéncia na manutencdo dos niveis de expressao
protéica de BDNF no hipocampo 24h apds o evento traumético em relacdo ao
grupo controle negativo e os niveis de expressdo protéica de GDNF no
hipocampo néo apresentou diferenca entre os grupos 24h apos o evento

traumatico.
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9 PERSPECTIVAS

e Proceder dosagem de 5-HT e 5-HIAA nos grupos experimentais dos animais
submetidos ao TEPT e tratados com veiculo, AR 30 mg/kg ou sertralina 30

mg/kg, comparando os tratamentos;

e Avaliar as expressdes protéicas dos fatores neurotroficos BDNF e GDNF em
outras regides encefalicas, bem como de outras proteinas de relevancia em

processos neuroinflamatorios;

e Elucidar possiveis vias envolvidas no mecanismo de acéo farmacoldgica do AR
no TEPT;

e Avaliar a resposta nociceptiva, memoria de curta e longa duracao,
comportamento compulsivo e anedonia dos animais submetidos ao TEPT e
quanto aos respectivos tratamentos com veiculo, AR 30 mg/kg ou sertralina 30
mg/kg.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

11 RESULTADOS

11.1 ATIVIDADE LOCOMOTORA E COMPORTAMENTAL NO TEPT

Com o objetivo de avaliar a atividade locomotora, 0 medo e o efeito semelhante a
ansiedade presentes no modelo de TEPT avaliado pelo paradigma inescapavel do
choque do pé, os camundongos foram submetidos a uma exposicdo de 3 minutos
com estimulo de choque no aparelho modificado e a atividade locomotora foi
avaliados pelo software Anymaze, os mesmos animais foram submetidos a

avaliacdo dos parametros do etograma para avaliar o comportamento emocional.

Como mostrado na Fig. 1, a inducao de TEPT foi avaliada por 14 dias, os animais
foram reapresentados em 24, 96, 168, 240 e 336h apos a inducdo traumatica, entéo
a atividade locomotora foi avaliada como mostrado na Fig. 2. Comportamento
emocional relacionado a medo, como congelamento, primeiro congelamento,
laténcia e comportamento de defecacao (bolus fecal) e comportamento emocional,
como ansiedade de criar / escalar e aliciar, foram avaliados e expostos na Fig. 3.

Figura S. 1 - Delineamento experimental (experimento piloto).

Ethogram Ethogram I Ethogram | | Ethogram | Ethogram
Locomotor Locomotor Locomotor Locomotor Locomotor
" activity activity activity activity activity
) PTSD Behavioral Behavioral Behavioral Behavioral Behavioral
A - - r-— - -
%3 Induction assessment | assessment | B4 assessment Ll assessment L1 assessment o
I | i v ¥ v !
Days 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Blood plasma

Legenda: Delineamento experimental: camundongos Swiss machos adultos foram pego recém
desmamados entre 21-30 dias ap6s nascimento e divididos em dois grupos: controle negativo (C) e
transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT). Quando os animais completaram oito semanas de
idade foram submetidos ao modelo de TEPT através de choque inescapavel nas patas usando o
aparato step down modificado. Os animais foram reexpostos ao aparato 24h apdés o evento
traumatico para evocar a memodria aversiva e sintomas neurovegetativos tais como medo e
ansiedade, caracterizados pelo etograma de roedores. O comportamento da extingdo de atividade
locomotora e comportamental no TEPT foi avaliado por meio de reexposi¢des repetitivas dos animais
ao mesmo aparato 4 dias (96h), 7 dias (168h), 10 dias (240h) e 14 dias (336h) apo6s a inducéo do
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trauma. Os animais foram testados quanto a atividade locomotora durante a reexposicao ao aparato
step down modificado pelo software de Any-Maze. No final, os animais foram eutanasiados e
microdissecads as regibes encefdlicas de interesse, assim como, o sangue colhido e o plasma
sanguineo obtido em seguida. A analise estatistica dos dados foi realizada ao final da andlise

experimentos.

Figura S. 2 - Atividade locomotora 24h apés inducéo do TEPT animal.
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Legenda: Avaliagdo da atividade locomotora no modelo animal de TEPT 24h apés indugdo da
memoaria aversiva do trauma no aparato step down modificado. (C) n = 9/10; (TEPT) n = 10. Os
resultados foram submetidos a analises de teste t de Student. Os dados sdo expressos como média +

EPM. ** p < 0,01, *** p <0,001 em comparagdo com o grupo controle (C).

Nesse sentido, as alteracées da atividade locomotora mostradas no modelo de

TEPT tanto quanto a distancia total percorrida (Fig.S 2A), a distancia total percorrida
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pela cabeca do animal (Fig.S 2B), velocidade média (Fig.S 2C), velocidade maxima
(Fig.S. 2D), tempo total movel (Fig.S 2E) e tempo total imével (Fig.S 2F), o grupo
TEPT evidenciou diferenca estatistica entre o grupo controle (C) em todos os
parametros, exceto em velocidade maxima, mostrando que o modelo animal de
TEPT n&o causar um prejuizo locomotor por si s6. De fato, as alteracdes
locomotoras sdo resultados de alteragées cognitivas causadas pela evocacéo da

memoria aversiva dos animais quando submetidas novamente ao aparelho.

Figura S. 3 - Avaliacdo comportamental 24h apés inducédo do TEPT animal.

731 A 200- B
*kkk n 175
604 -
E E 150
g’ 45 E 1254
N 8 1001
g 304 o 75-
L T 50
15+ ‘g
= 25-
0 L T 1 0 T
C PTSD C PTSD
= 70+ C 12+ D
= *kk
2 W T
c
S 504 5 4
IS £ 7
— 40_ H—
(@) Q 6
% 304 g} *%
S 201 T 4
= ¢ 2
g 10+
L 9 T 0 r
C PTSD C PTSD
16-E
E 124
(@)}
c
E 8
(]
e
O 44
*dk k%
0 T
C PTSD

Legenda: Avaliagdo comportamental do modelo animal de TEPT analisado através do etograma. (C)
n = 9/10; (TEPT) n = 10. Os resultados foram submetidos a analises de teste t de Student. Os dados
estao expressos como média + EPM. ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001 em comparac¢do com 0

grupo controle (C).
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A Fig.S. 3 mostra a atividade emocional relacionada ao medo e comportamento
semelhante a ansiedade de camundongos submetidos ao paradigma do etograma.
Parametros gerais como congelamento ou freezing (Fig.S 3A), locomocéo total
(Fig.S 3B), primeira laténcia de congelamento (Fig.S 3C), exploracdo vertical ou
rearing/climbing (Fig.S 3D) e grooming (Fig.S 3E) foram avaliados e o grupo TEPT
exibiu mudancas que aumentam esses medos e comportamentos semelhantes a

ansiedade.

11.2 EXTINCAO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA E COMPORTAMENTAL NO TEPT

Nas mesmas condi¢cdes, as alteracbes da atividade locomotora mostraram-se
repetidas avaliadas em outros momentos 96, 168, 240 e 336h ap6s a inducao do
TEPT (Fig. S. 4), visando avaliar por quanto tempo as alteracdes da atividade
locomotora poderiam ser observadas nos animais submetidos a indu¢do da meméria

aversiva do TEPT.

Assim, a distancia total percorrida (Fig. S 4A), a distancia total percorrida pela
cabeca do animal (Fig. S. 4B), a velocidade média (Fig. S. 4C), a velocidade
maxima (Fig. S. 4D), o tempo total de mobilidade (Fig. S. 4E) e tempo total de
imobilidade (Fig. S. 4F) observada no grupo TEPT evidenciou diferenca estatistica
significante entre o grupo controle (C) principalmente nas duas primeiras
reexposicoes (24 e 96h) e ja pela terceira reexposi¢do (168h) apds a inducdo do
trauma a atividade locomotora ndo diferenciou-se mais do grupo C, apontando
dessa forma que o melhor momento para propor algum estudo envolvendo o modelo

deveria ser realizado antes do quarto dia apos a inducédo do TEPT.
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Figura S. 4 - Avaliacdo da extincdo de atividade locomotora no modelo de TEPT.
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Legenda: Extingdo da atividade locomotora tipo PTSD avaliada com software de labirinto. (C) =
10/11); (TEPT) n = 11. Os resultados foram submetidos a ANOVA de duas vias e post hoc de
Bonferroni. Os dados sdo expressos como média + EPM. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 em
relacdo ao grupo controle x TEPT em seu respectivo dia de reexposi¢cdo ou em comparacdo com o
grupo indicado pela marcacdo pontilhada. ## p < 0,01, ### *** p < 0,001, #### *** p < 0,0001 em

comparac¢do com o grupo indicado pela marcagéo pontilhada (controle 24h).

A Fig. S. 5 mostra a avaliagao de atividade comportamental relacionada ao medo e
ansiedade dos animais submetidos a avaliacdo através do etograma. Alguns
parametros como congelamento ou freezing (Fig. S. 5A), 24h p < 0,0001, 96h p <
0,0001, 168h p = 0,0514, 240h p = 0,3046 e 336h p > 0,9999; locomocéo total (Fig.
S. 5B), 24h p < 0,0001, 96h p = 0,0003, 168h p = 0,1133, 240h e 336h p > 0,9999;
laténcia de primeiro freezing (Fig. S. 5C), 24h p < 0,0001, 96h p = 0,0799, 168h p =
0,5591, 240h p = 0,8176 e 336h p > 0,9999, foram avaliados e o grupo TEPT exibiu
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mudangas apresentando o0s comportamentos de medo nas duas primeiras
reexposicfes 24 e 96h, mas ndo na laténcia de primeiro freezing que mostrou
apenas diferenca do grupo controle (C) na primeira reexposicdo indcua 24h apos a
exposicdo traumética no aparato step down modificado, ndo sendo relevante
estatisticamente a partir da reexposicdo de 96h (p = 0,0799). Tal reducéo
progressiva do comportamento de freezing representada na Fig. S. 5 traduz a ideia
de que a cada vez que 0s animais Sao reexpostos ao aparato, 0 comportamento de

freezing perde mais intensidade, paulatinamente até sua total extin¢ao.

Figura S. 5 - Avaliagdo da extingdo do comportamento do modelo de TEPT.
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Legenda: Extincdo do modelo animal de TEPT comportamental avaliado pelo paradigma do
etograma. (C) n = 11; (TEPT) n = 11. Os resultados foram submetidos a ANOVA de duas vias e post
hoc de Bonferroni. Os dados estdo expressos como média + EPM. ### *** p < 0,001, #### *** p <
0,0001 em comparagdo com o grupo controle 24h e * p < 0,05, ** p < 0,01, *™* p < 0,001, *** p <
0,0001 em comparacdo com o grupo TEPT 24h ou em comparacdo com o grupo indicado pela

marcagao pontilhada.
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Apos a realizacdo do experimento piloto e andlise dos dados ficou convencionado
gue os experimentos seguintes envolvendo estudo comportamental com tratamentos
englobando os demais grupos experimentais baseariam-se na fixagcdo do tempo de
analise 24h apos a inducdo do modelo animal de TEPT, abarcando de tal maneira
todos os sintomas tipo TEPT de medo e ansiedade. Esse tempo se extenderia até
48h apenas para avaliacfes bioquimicas para averiguar a liberacdo e secrecédo de

corticosterona pelo eixo HHA.



12 ANEXOS

ANEXO | - Planilha de avaliacdo comportamental:

M.Sc. Rafael Moraes Aguiar/ IC Emanuel Dalmaso da Silva

Tempo de reexposicao - 180 s (3 min)

ANALISE DE VIDEOS DE COMPORTAMENTO - CURVA DOSE-RESPOSTA
Reexposi¢do ao aparato Step Down

CURVA DOSE-RESPOSTA - ) rodada. Data: _ / /20
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ANEXO Il - Etograma murino

Etograma murino na auséncia ou presenca de eletroestimulagio nas patas

Inventario ou lista de comportamentos usados pela etologia (disciplina que estuda o comportamento
animal) para descrever tendéncias ambientais em determinadas espécies. Deve ser objetivo para evitar
interpretacdes ou "ruidos" subjetivos, respeitando a lei da replicabilidade cientifica.

e Autolimpeza (grooming) - Manipulacédo repetitiva dos pélos da cabeca, tronco e genitais
usando as patas dianteiras ou a boca (comportamentos autodirigidos).

e Olfacéo - Exploracéo offativa do ambiente indicada pelo movimento das narinas e das
vibrissas e movimentos pendulares da cabeca em posicéo elevada.

e Esquadrinhar - Exploracéo visuomotora do ambiente caracterizada por movimentos
laterais da cabeca, geralmente, acompanhados de olfacéo.

e Avaliacéo de risco - Exploragdo do ambiente com breves alongamentos do tronco
(stretch-attending), olfacéo e esquadrinhamento.

e |evantar (rearing) - Postura ereta, com extensdo das patas posteriores ou quando
realizado apoiando duas patas nas paredes (climbing).

e Locomocéo - Deslocamento lento do animal por, pelo menos, dois espacos do assoalho
da arena, mediante a projecdo simultanea das patas contralaterais anterior e posterior.

e Freezing (congelamento) ou Imobilidade tensa - Cessar brusco de todos os
movimentos, frequentemente acompanhado de extensdo dos membros (elevacéo do
tronco), orelhas e pescoco e, as vezes, da cauda, indicando o aumento do ténus
muscular. O cessar brusco das atividades pode resultar em posturas anémalas.

e Miccao - Eliminacé&o de urina durante varios comportamentos e intensamente presente
durante na inducéo de modelos de traumas.

e Defecacéo - Eliminacéo de fezes durante varios comportamentos, comum na marcagéo
de territorialidade. No teste do LCE, roedores machos podem, também, apresentar
comportamentos relacionados ao medo, em maior intensidade do que as fémeas como
baixa taxa de ambulacéo e altos niveis de defecacdo no teste da arena, assim como
numero reduzido de entradas nos bracos abertos do LCE (Johnston e File, 1991).

e Dormir - Postura horizontal com olhos fechados, sem atividade olfativa, e com
relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco, cabeca e pescogo e pela
flexdo dos membros.

e Repouso - Postura horizontal com olhos semiabertos ou abertos, atividade olfativa
reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco e pela flexdo
dos membros. Roedores (ratos) podem apresentar uma postura de “esfinge”, com o
tronco rebaixado e pescoc¢o e cabecga erguidos.

e \Vocalizacdo - Emisséo sonora mediante presas, predadores, manuseio humano,
administracdo de drogas, comunicacéo entre os animais € comum na indugdo de
modelo de traumas, geralmente acompanhado com tentativa de fuga.
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ANEXO Il - Certificado de Aprovagao no CEUA:
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