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RESUMO

O transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) é um transtorno
psiquiatrico desencadeado a partir da exposicdo a um evento traumatico.
Ocorre frequentemente em associagdo com outros transtornos
psiquiatricos e seus sintomas causam reducao da qualidade de vida, além
de prejuizos sociais e econdmicos. Embora este transtorno tenha sido
amplamente estudado nas Gltimas décadas, muitos aspectos de sua
neurobiologia ainda ndo foram esclarecidos, o que dificulta o
desenvolvimento de novos farmacos e métodos de diagnostico eficazes e
especializados. Deste modo, faz-se necessario o desenvolvimento de
modelos animais que se enquadrem nos critérios de validade vigentes e
permitam estudar a neurobiologia do TEPT, bem como novos alvos
terapéuticos. Atualmente, os modelos de estresse social tém sido
amplamente utilizados para o estudo de transtornos psiquiatricos. Neste
contexto, o paradigma de derrota social (DS) tem se destacado por ser um
modelo naturalistico que se baseia em interagdes agonisticas entre
roedores machos coespecificos desencadeadas por disputa territorial. O
objetivo deste trabalho foi otimizar um protocolo de DS para o estudo de
TEPT que havia sido previamente estabelecido por nosso grupo de
pesquisa. Para isso, camundongos C57BL/6 (intrusos) foram expostos a
camundongos da linhagem Swiss (residentes) em suas caixas moradias
por trés ou cinco sessbes de 3 h de duracdo, realizadas em dias
consecutivos. Decorridas 24 h do término da Gltima sessdo, grupos
independentes de animais intrusos foram avaliados no teste de partigdo
(TP) ou no teste de interagéo social (TIS). Em um dos protocolos adotados
0s animais foram expostos ao protocolo de DS composto por trés sessbes
e foram posteriormente avaliados no TIS 24 h e 10 dias apés a Ultima
sessdo com o objetivo de identificar e investigar diferencas nas respostas
defensivas de subpopulagBes de animais vulneraveis e resilientes ao
estresse. Em outro protocolo, 0s animais foram expostos a cinco sessdes
de DS e avaliados em uma bateria de testes comportamentais — TIS,
labirinto em cruz elevado (LCE) e teste de suspensdo pela causa (TSC).
Ndo foram observadas alteragdes nas respostas defensivas dos
camundongos expostos ao protocolo de DS de trés ou cinco sessdes no
TP. Quando avaliadas as respostas defensivas dos animais que haviam
sido expostos ao protocolo de DS de 3 sessGes no TIS, foi observado que
0s camundongos vulneraveis apresentaram uma tendéncia a explorar por
menos tempo a zona de interacdo social do aparato, quando comparado
ao grupo controle e resiliente. Também foi observada uma reducéo da
distancia total percorrida e do nimero de entradas na ZIS entre o teste e



0 reteste, sugerindo que houve habituacdo ao aparato. Ja quando
submetidos ao protocolo de DS de 5 sessdes e avaliados no TIS, também
foi observado que os camundongos derrotados apresentaram uma
tendéncia a explorar por menos tempo a ZIS e a permanecer por mais
tempo na zona dos cantos na presenca do alvo social, parametros que
indicam comportamento de esquiva social, sendo que ndo foi observado
comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo, no LCE e no TSC,
respectivamente. Em resumo, nossos resultados sugerem que foi estudada
uma populacdo composta predominantemente por animais que
apresentavam um fenotipo de resiliéncia ao estresse, hipGtese sustentada
pelos resultados obtidos no TIS e pela auséncia de alteracGes observadas
no TP.

Palavras-chave: Transtorno de estresse pos-traumatico. Derrota social.
Resiliéncia.



ABSTRACT

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatry disorder triggered
by the exposition to a traumatic event. It is frequently associated with
comorbidities that result in a decrease in life quality besides social and
economic losses. Thus, it is necessary the development of animal models
that fit the validity criteria and allow the study of PTSD neurobiology, as
well as new therapeutic targets. Nowadays, the social stress models have
been largely utilized to study psychiatry disorders. In this context, the
social defeat (SD) paradigm has become a naturalistic model that is based
in agonistic interaction between co-specific male rodents, unleashed by
territorial dispute. The goal of this study was to optimize a SD protocol
previously established by our research group in order to study PTSD.
C57BL/6 mice (intruder) were exposed to Swiss mice (resident) in the
resident house for three or five 3 h sessions, performed in consecutive
days. After 24 h of the last session independent groups of intruder animals
were evaluated through the partition test (PT) or social interaction test
(SIT). Aiming to identify and investigate the differences in defensive
response of subpopulations of animals vulnerable or resilient to the stress,
animals were evaluated in the SIT 24 h and 10 days after the last 3-days
protocol session. In the 5-days protocol animals were evaluated in a
behavioral test battery — SIT, elevated plus maze (EPM) and tail
suspension (TS). There were no alterations observed in the defensive
response among the mice exposed to the 3-days and 5-days protocol in
the PT. When the defensive responses of the animals exposed to the 3-
days protocol were evaluated, we observed that the vulnerable mice
presented a tendency to a lower exploration of the social interaction zone
(S1Z), when compared to the control and resilient groups. It was also seen
a reduction of the total distance traveled and in the number of entries in
the SIZ between the test and retest session, indicating a habituation to the
apparatus. When subject to the SD protocol of five sessions and evaluated
in the SIT, the defeated mice presented a tendency to a lower exploration
of the SIZ and to stay more in the corner zone, in the presence of the social
target, parameters that indicate social avoidance behavior. However, it
was not observed any anxiety-like or depression-like behavior, in the
EPM and TS tests, respectively. In summary, our results suggest that the
studied population was mostly composed by animals that present a
resilient phenotype to the stress, and this hypothesis is sustained by the
results obtained in the SIT and for the lack of changes in the PT.

Keywords: Post-traumatic stress disorder. Social defeat. Resilience.
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INTRODUCAO
1.1. TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO

O transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) é um transtorno
psiquiatrico desencadeado a partir da exposicdo a um evento traumatico
gue pode ter sido experimentado ou testemunhado por um individuo, no
gual houve ameaca a vida ou a integridade fisica dele proprio ou de
terceiros (CAMARA FILHO & SOUGEY, 2001). Como exemplos de
eventos traumaticos que podem causar TEPT, podem-se citar situacdes
de violéncia urbana, como assaltos e sequestros, violéncia doméstica,
abuso fisico ou sexual, exposicdo a guerras, desastres naturais, acidentes
automobilisticos ou de trabalho.

Na década de 1990 foi conduzido o primeiro estudo em larga escala
de prevaléncia de transtornos mentais (denominado em inglés de National
Comorbidity Survey) nos Estados Unidos. Este estudo estimou que a
prevaléncia de ocorréncia de TEPT no decorrer da vida é de 7,8% na
populacdo geral, sendo esta duas vezes maior em mulheres (10,4%)
guando comparada aquela observada em homens (5,0%) (KESSLER et
al., 1995). Um estudo mais recente realizado por Kilpatrick e
colaboradores (2013) estimou uma prevaléncia de 8,3% de ocorréncia de
TEPT na populacdo geral, sendo de 11,0% em mulheres e 5,4% em
homens, dados similares aos observados por Kessler e colaboradores
(1995). Ja no Brasil, um estudo conduzido no estado de Rio de Janeiro,
revelou uma prevaléncia de 11,1% de ocorréncia de TEPT na populagédo
geral, sendo de 15,9% em mulheres e 5,1% em homens (LUZ et al., 2016).

Os sintomas do TEPT podem ser agrupados em trés categorias,
determinadas de acordo com os critérios estabelecidos pela 5% Edi¢do do
Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders - DSM-V). Ressalta-se que
0s sintomas caracteristicos do transtorno devem persistir por pelo menos
um més, causar sofrimento significativo e ndo estar relacionados a outras
condi¢des médicas.

O primeiro grupo de sintomas engloba aqueles relacionados a
reexperiéncia traumatica, na qual o individuo apresenta pensamentos
recorrentes e intrusivos, pesadelos ou flashbacks que remetem a
lembranca do trauma. O segundo conjunto de sintomas envolve o
comportamento de esquiva e isolamento social, isto €, o individuo evita
situaces e atividades que possam reavivar as lembrangas do trauma. Por
fim, o terceiro conjunto de sintomas envolve a hiperexcitabilidade
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psiquica e psicomotora, englobando distdrbios de sono, dificuldade de
concentracao, irritabilidade e hipervigilancia (APA, 2013).

Além disso, pacientes que sofrem de TEPT sdo mais propensos a
desenvolver outros transtornos mentais, como depressdo, transtornos de
ansiedade ou abuso e dependéncia de substancias psicoativas (ZATZICK
etal., 2012; APA, 2013).

Atualmente, o tratamento do TEPT se da pela associacdo entre a
psicoterapia e a farmacoterapia, sendo os antidepressivos, principalmente
os inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS), o0s
medicamentos de primeira escolha (BERGER et al., 2007). Existem
apenas dois medicamentos (ambos ISRS) que sdo indicados pelo FDA
(em inglés Food and Drug Administration) para o tratamento de TEPT
(YEHUDA et al., 2015). Adicionalmente, estudos relatam que menos de
um terco dos pacientes tratados com ISRS respondem adequadamente ao
tratamento com esta medicacdo (ZOHAR et al., 2002). Esta escassez de
estratégias terapéuticas especificas e eficazes para o tratamento do TEPT
se da principalmente pelo fato de que ainda se conhece pouco sobre a
neurobiologia do transtorno.

1.2. NEUROBIOLOGIA DO TEPT

Nas Gltimas décadas foram conduzidos diversos estudos que
visavam elucidar os mecanismos envolvidos na neurobiologia do TEPT.
Embora tenham sido realizados avancos importantes no entendimento do
transtorno, ainda ndo foi possivel compreender qual é a relacdo entre
todos os sistemas que estdo alterados no TEPT. Deste modo, o0s
mecanismos envolvidos na origem e no desenvolvimento do transtorno
ainda ndo foram completamente esclarecidos (LIBERZON &
ABELSON, 2016).

Entre os sistemas envolvidos na neurobiologia do TEPT podemos
citar o sistema neuroendocrino e o sistema nervoso autbnomo (SNA),
sendo que ambos estdo envolvidos na resposta a situacfes de estresse
(MCEWEN, 2002). Os estressores podem ser definidos como situagdes
em que ha uma ameaca real ou a percep¢do de uma ameaga a
sobrevivéncia do individuo e podem ser de diferentes tipos, como fisicos,
psicolégicos ou sociais (VAN DE KAR & BLAIR, 1999).

Quando o individuo é exposto a algum tipo de estressor é
desencadeada uma resposta adaptativa de ativacdo do eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA), conforme ilustrado na Figura 1. Primeiramente,
os estimulos neuronais relacionados a situacao de estresse sdo recebidos
por estruturas que compdem o sistema limbico, como o hipocampo, a
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amigdala e o cortex pré-frontal, sendo posteriormente convertidos a uma
resposta enddcrina no hipotdlamo. O eixo é composto pelo nucleo
paraventricular do hipotalamo que é responsavel por secretar o horménio
liberador de corticotrofina (corticotrophin-releasing hormone - CRH) e 0
hormdnio vasopressina. O CRH sera transportado através do sistema
porta hipofisario até a pituitaria, também chamada de hipdéfise, onde ird
exercer sua fungdo de estimular a liberagio do horménio
adrenocorticotrofico (adrenocorticotrophic hormone - ACTH). O ACTH,
por sua vez, ap0s secretado, sera transportado pela corrente sanguinea até
a glandula adrenal, na qual ir4d atuar estimulando a liberacdo de
glicocorticoides. A ativacdo do eixo e a consequente liberacdo de
glicocorticoides sera inibida por meio de um mecanismo de feedback
negativo mediado por receptores que sdo ativados pelos préprios
glicocorticoides (revisado por PHILLIPS et al., 2006).

Amigdala Hipocampo

Cortex
Pré-frontal

Feedback —
(mediado por receptores
de glicocorticoides)

P2 piitaria
/ Cortex  Anterior
. \da Adrenal

Glicocorticoides

Figura 1. Ativacdo do eixo HPA em resposta ao estresse. O nucleo
paraventricular do hipotdlamo (PVN) secreta o hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) que sera transportado até a pituitaria (também chamada de
hipdfise) anterior, onde estimulara a secre¢do do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) que sera transportado pela corrente sanguinea até o cdrtex da glandula
adrenal, estimulando a liberagdo dos glicocorticoides. Os glicocorticoides atuam
por meio da ativagdo de seus receptores expressos em estruturas limbicas (cortex
pré-frontal, amigdala e hipocampo) e no eixo (hipotalamo e pituitaria) modulando
a resposta ao estresse. Adaptado de Krugers, Hoogenraad & Groc (2010).

Dentre os tipos de glicocorticoides existentes, o cortisol é o
principal responsével por mediar as respostas fisioldgicas ao estresse.



26

Portanto, em situacdes de exposicdo ao estresse ocorrem elevacdes dos
niveis de cortisol por curtos periodos de tempo, que tém como finalidade
preparar 0s sistemas do organismo para reagir contra 0 estressor.
Entretanto, alteragdes prolongadas nos niveis de cortisol estdo
relacionadas a prejuizos cognitivos, danos em estruturas do sistema
nervoso central (SNC) e a alguns transtornos psiquiatricos como o
transtorno depressivo maior (TDM) e o TEPT (O’BRIEN, 1997;
MCcEWEN, 2002; PHILLIPS et al., 2006).

Existem indicios de que em pacientes com TEPT ocorre uma
disfuncdo do eixo HPA em que hd um aumento da ativacdo do mecanismo
de feedback negativo, essa hipotese foi sugerida a partir da observacéo de
gue pacientes com TEPT apresentam niveis reduzidos de cortisol
(YEHUDA et al., 1990; 1995; 1996).

Além disso, como citado anteriormente, o sistema nervoso
autdbnomo também esta alterado no TEPT. Estudos sugerem que ocorre
uma hiper-reativacdo do sistema nervoso simpatico (SOUTHWICK et al.,
1999) caracterizada pela liberacdo excessiva de norepinefrina. Esta
parece ser responsavel por desempenhar um papel importante mediando
a formacdo de memérias traumaticas, e esta relacionada com os sintomas
de hiperexcitagao e reexperimentacdo traumatica (PITMAN et al., 2012).

Além das alteracbes no funcionamento de sistemas que regulam a
resposta ao estresse, também ja foram identificadas alteracdes em
estruturas cerebrais que fazem parte desses sistemas e que desempenham
outras fungbes importantes como formacdo de memdria e controle
emocional, tanto em animais expostos a modelos de estresse quanto em
humanos com TEPT (SHIN & LIBERZON, 2010).

Estudos realizados em animais sugerem que modelos de estresse
crénico causam danos no hipocampo (SAPOLSKY et al., 1990) e no
cortex pré-frontal ventromedial (PITMAN et al., 2012). A partir desses
achados e com o desenvolvimento das técnicas de estudo de
neuroimagem, como a imagem de ressonancia magnética, foi possivel
investigar se essas mesmas estruturas se encontravam danificadas em
pacientes com transtornos psiquiatricos. Deste modo, um dos achados
mais consistentes em estudos conduzidos em pacientes com TEPT foi a
reducdo do volume do hipocampo, do cértex pré-frontal ventromedial e
do cortex cingulado anterior dorsal (BREMNER et al., 1995; GURVITS
et al., 1996; STEIN et al., 1997; KITAYAMA, QUINN & BREMNER,
2006; KASAI et al., 2008;). Entretanto, Pitman e colaboradores (2012)
ressaltaram em seu trabalho, que a origem destas alteracdes ainda €
incerta em humanos, e que estas podem ser alteragdes genéticas ou de
origem ambiental que ja estavam presentes nos individuos anteriormente
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a exposicdo ao episodio traumatico e ao aparecimento dos sintomas do
TEPT podendo ser, portanto, consideradas como fatores de risco.

Adicionalmente, os estudos de neuroimagem funcional também
evidenciaram que ha uma ativacdo exagerada da amigdala — uma das
estruturas que compde o sistema limbico, cuja fungéo esta relacionada a
identificacdo de situagdes de ameaca, aprendizagem e expressdo de medo
em resposta a estimulos relacionados ao trauma e a estimulos genéricos
em pacientes com TEPT (ETKIN & WAGER, 2007).

1.3. MODELOS ANIMAIS DE TEPT

Visto que muitos aspectos da neurobiologia do TEPT ainda ndo
foram esclarecidos e que existe a necessidade de se desenvolver novos
medicamentos que sejam especificos e eficazes, além de métodos que
permitam o diagnostico precoce do transtorno, os modelos de estudo
animal consistem em boas ferramentas para investigar a fisiopatologia do
TEPT e possiveis novos alvos farmacolégicos.

Embora os modelos animais ndo sejam capazes de reproduzir
alguns dos principais sintomas deste transtorno, como aqueles subjetivos
envolvidos na reexperiéncia traumatica (memorias e pensamentos
intrusivos, pesadelos e flashbacks relacionados ao trauma), eles podem
mimetizar outros sintomas importantes (Tabela 1), como hipervigilancia
e hiperexcitacdo, esquiva ef/ou respostas exageradas a estimulos que
possam relembrar o trauma (COHEN et al., 2014).

Com o intuito de estabelecer um método de comparacdo entre
diferentes modelos animais para o estudo da depressdo, Willner (1986)
descreveu trés critérios que podem ser utilizados para validar modelos
animais de diversas patologias. Estes critérios sdo: a validade analégica,
a validade preditiva, e a validade tedrica.

A validade analdgica refere-se ao fato de que o modelo animal
deve apresentar caracteristicas semelhantes as da condicdo que se deseja
estudar, ou seja, 0 modelo deve apresentar etiologia, sintomatologia e
processos patoldgicos semelhantes aos do transtorno ou doenga estudado.
Ja a validade preditiva refere-se a capacidade do modelo de apresentar
resultados semelhantes aos observados na clinica diante de um
determinado tratamento farmacolégico, portanto este critério avalia se o
modelo é capaz de fazer predi¢des a respeito dos efeitos de farmacos em
humanos. E a validade tetrica determina que o modelo deve apresentar
um pressuposto teérico semelhante ao da doenca ou transtorno estudado,
como por exemplo, ser capaz de causar alteracdes neurobioldgicas
similares as observadas em humanos (revisado por STAAY, 2006).
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Tabela 1. Critérios do DSM-V e comportamentos correspondentes em
modelos animais

Critérios do DSM-V Equivalente em Modelos Animais
Comportamento - Meméria de medo: congelamento, resposta exagerada a
intrusivo estressores de baixa intensidade

] - Comportamento tipo-ansioso no LCE
Esquiva . .
- Comportamento de esquiva social

. - Alteracdo na memdria espacial
Alteragdes negativas . .
L - Reducédo da interagéo social
da cognigdo e do B
- Redugdo do consumo de sacarose

humor N

- Imobilidade no teste de nado forgado

- Resposta exagerada no teste de sobressalto acustico
Alteracdes da - AlteragBes do sono

excitacdo e reatividade - Aumento da atividade locomotora
- Aumento do comportamento agressivo

Adaptado de Schoner e colaboradores (2017).

Um dos principais desafios enfrentados no desenvolvimento de um
modelo para estudo de TEPT é o fato de que este transtorno é
caracterizado por sintomas que sdo comuns a outros transtornos
psiquiatricos, como o TDM (WHITAKER et al., 2014). Segundo Yehuda
e Antelman (1993), os estressores utilizados em um modelo de TEPT
devem ser intensos e de curta duracdo, de forma semelhante ao que ocorre
em humanos que sdo expostos a estressores agudos, como por exemplo,
desastres naturais e acidentes automobilisticos. Deste modo, o0s
estressores utilizados em paradigmas experimentais de TEPT, se
diferenciariam daqueles utilizados na inducdo de comportamento tipo-
depressivo em animais, que geralmente sdo cronicos e de baixa
intensidade (SCHONER et al., 2016).

Outro ponto importante que foi levantado por Yehuda e Antelman
(1993), que deve ser considerado em um modelo animal de TEPT, é a
guestdo da variabilidade interindividual em resposta ao estresse. Embora,
a exposicdo a um trauma seja um critério fundamental para o diagnostico
de TEPT, vale lembrar que nem todos 0s humanos que sdo expostos a
situagdes estressantes e traumaticas desenvolvem o transtorno (Figura 2).
Sabe-se que existem fatores, que podem ser genéticos e/ou ambientais,
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gue precedem o trauma que podem predispor o desenvolvimento do
transtorno (KESSLER et al., 1995). Portanto, um bom modelo para
estudo de TEPT é aquele em que o estressor ndo é capaz de induzir as
alteracBes comportamentais caracteristicas do transtorno em uma parcela
da populacéo estudada, de modo que se possa estudar fatores relacionados
a vulnerabilidade e resiliéncia ao estresse.

+ Testemunho 7=
Acidentes _:

de ameacga |

At
ques | ]

Abuso sexual -
Combate ,=—|

Traumas _|
na inféncia

]

[Prevaléncia do trauma
[Prevaléncia do TEPT
Estupro - | : P 12 de recu

T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Populagao (%)

Figura 2. Prevaléncia de exposicdo a situacOes traumaticas e desenvolvimento
de transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT). Barras vermelhas representam
a prevaléncia de cada tipo de trauma na populacdo geral. Barras verdes
correspondem a prevaléncia de desenvolvimento do TEPT apés o trauma. Barras
amarelas correspondem a prevaléncia de recuperacdo ap6s o trauma, ou seja,
quando ndo ha desenvolvimento de TEPT. *Segundo os critérios do DSM-V,
individuos que presenciaram situagdes traumaticas também podem desenvolver
0 TEPT. Adaptado de Yehuda e colaboradores (2015).

Existem diversos modelos para o estudo de TEPT descritos na
literatura que variam de acordo com o tipo de estressor (fisico, social ou
psicolégico), a duracdo da exposicdo (agudo ou crénico) e a frequéncia
(um Unico episddio ou episodios repetidos) do estimulo estressante
(GOSWAMI et al., 2013).

Os paradigmas que envolvem estressores fisicos, como o choque
inescapavel nas patas, estresse por imobilizacdo e nado forcado, embora
sejam muito utilizados para o estudo de TEPT, ndo sdo bons modelos para



30

se avaliar a variabilidade interindividual dos animais (WHITAKER et al.,
2014). Ja& os modelos de estresse psicolégico, como exposicdo ao
predador ou ao odor do predador, nos quais 0s animais sdo expostos a um
Unico e intenso estimulo estressante (COHEN et al., 2006), embora sejam
capazes de induzir algumas alteragdes neurobioldgicas observadas no
TEPT e permitam a distin¢do entre subpopulacdes de animais vulneraveis
e resilientes, s@o paradigmas que variam muito em relacéo a intensidade
da exposicdo e ao tipo de predador, de modo que alguns modelos
requerem a adicdo de estressores secundarios. Além disso, uma vez que
cada laboratério adota um tipo de protocolo especifico, existe uma
dificuldade na avaliagio da confiabilidade dos resultados
(DESLAURIERS et al., 2017).

Os paradigmas que utilizam estressores sociais incluem a
instabilidade social, o isolamento, a separacdo maternal e a derrota social.
O uso de estressores sociais tem se destacado, pois nestes modelos os
animais sdo expostos a condicOes estressantes semelhantes aos eventos
que podem predispor ou causar TEPT em humanos. Por exemplo, o
modelo de instabilidade social, no qual os animais sdo constantemente
trocados de caixa moradia, mimetiza situacdes de instabilidade social
vividas por humanos, como situa¢des de violéncia doméstica, que ja
foram correlacionados com os sintomas de TEPT (PICO-ALFONSO,
2005; ROLLINS et al., 2012; GOSWAMI et al., 2013).

1.4. DERROTA SOCIAL

O paradigma de derrota social (DS) se baseia em interaces
agonisticas entre animais machos coespecificos desencadeadas pelo
comportamento natural e previsivel de disputa territorial (HAMMELS et
al., 2015). E possivel encontrar na literatura uma ampla variedade de
protocolos de DS que variam em relagdo a espécie dos roedores (ratos,
camundongos ou cobaias), duracdo e nimero de repeticdes das sessdes de
estresse (agudo ou crénico) e o tempo de interacdo entre 0s animais
(KUDRYAVTESVA, 1994; KRISHNAN et al., 2007; GOLDEN et al.,
2011; HAMMAMIEH et al., 2012; DUQUE; VINADER-CAEROLS &
MONLEON, 2016; MOURI et al., 2018). Entretanto, todos os protocolos
apresentam uma fase de interagdo fisica, na qual o animal intruso €
colocado na caixa moradia do animal residente, que ird atacd-lo durante
um periodo pré-determinado. Além disso, enquanto alguns modelos séo
constituidos apenas pela fase de ataque fisico, outros a combinam com
uma fase de estresse psicossocial, na qual o intruso é separado do
residente por uma barreira fisica e é exposto a uma situacdo de ameaca de
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ataque (revisado por MARTINEZ; CALVO-TORRENT; PICO-
ALFONSO, 1998).

Existem poucos estudos que relatam o efeito da DS em roedores
fémeas, pois estas geralmente ndo apresentam comportamento
territorialista (BEERY & KAUFER, 2015; HAMMELS et al., 2015).
Entretanto, existem algumas exce¢des em que fémeas de linhagens
especificas ou em situacBes especiais apresentam comportamento
territorialista e/ou agressivo. A maior parte dos paradigmas de DS
estabelecidos em fémeas utilizam ratas que estdo no periodo de lactagdo
como residentes, pois estas apresentam comportamento agressivo quando
sdo colocadas em contato com outras fémeas (HANEY et al., 1995;
HOLLY et al., 2012). Um outro modelo que ja estd bem estabelecido,
utiliza fémeas de camundongos da Califérnia (Peromyscus californicus)
que diferentemente de fémeas de outras linhagens de camundongos,
apresentam comportamento de defesa territorial frente a um intruso do
mesmo sexo (RIBBLE & SALVIONI, 1990; TRAINOR et al., 2011).

Embora, a DS seja primariamente utilizada como um modelo de
depressao, pois induz alteracfes caracteristicas de comportamento tipo-
depressivo, como anedonia, comportamento tipo-ansioso e esquiva social
(AVGUSTINOVICH; KOVALENKO & KUDRYAVTSEVA, 2005;
GOLDEN et al., 2011; LIU et al., 2017), existem adaptaces do modelo
para o estudo de TEPT (HAMMAMIEH et al., 2012; SANTOS, 2015).

Um dos modelos de DS utilizados para o estudo do TEPT foi
proposto por nosso grupo de pesquisa. Neste modelo, camundongos da
linhagem C57BL/6 foram expostos a trés sessdes de 3 h de duracéo de
DS, que foram realizadas em dias consecutivos, sendo que 0s animais
foram posteriormente avaliados no teste de particdo (SANTQOS, 2015).

No teste de particdo (TP), descrito por Kudryavtesva (1994), o
camundongo agressor e 0 camundongo derrotado sdo colocados em
compartimentos distintos de uma caixa moradia comum. Estes
compartimentos sdo separados por uma placa transparente perfurada que
funciona como uma barreira. Estudos demonstraram que o tempo gasto
pelos camundongos desempenhando a atividade de exploragdo da &rea
préxima a barreira estd diretamente relacionada ao status social dos
animais. Camundongos que experienciaram a vitdria durante os episédios
de conflito social gastam grandes quantidades de tempo explorando a area
préxima & barreira, enquanto que camundongos que foram derrotados
gastam pouco tempo explorando a mesma area (KUDRYAVTSEVA,
2003).

O paradigma de DS estabelecido em nosso laboratério foi baseado
no modelo proposto por Hammamieh e colaboradores (2012), no qual os
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animais eram expostos a cinco ou dez sessdes de DS de 6 h, e que foi
capaz de induzir comportamento tipo-ansioso e promover redugdo do
comportamento de demarcacdo territorial e alteragdes fisiologicas
relacionadas a ativacdo repetida do eixo HPA e do sistema nervoso
autdbnomo. Ja, em nosso laboratdrio, foi observado que protocolo de trés
sessOes foi capaz promover uma diminui¢do do tempo de aproximagéo da
zona da barreira e 0 aumento do comportamento de avaliacdo de risco no
TP, mesmo 30 dias ap6s o término do protocolo. Também foi observado
um comportamento tipo-ansioso no labirinto em cruz elevado (LCE), mas
nao foi observado comportamento tipo-depressivo e aneddnico, nos testes
de suspensdo pela cauda (TSC) e preferéncia pela sacarose,
respectivamente (SANTQOS, 2015).

Como discutido anteriormente, um dos critérios importantes para
validar um modelo animal para o estudo do TEPT ¢é a possibilidade de se
estudar a variabilidade interindividual dos animais expostos ao estresse.
Neste contexto, é importante definir os conceitos de resiliéncia e
vulnerabilidade ao estresse. Ser resiliente ndo significa que o individuo
ndo é afetado pelo estresse, mas sim que o individuo apresenta uma
habilidade de adaptar-se e recuperar-se dele (FLESHNER et al., 2011).
Ja a vulnerabilidade representa uma situacdo, na qual o individuo esta
propenso a experimentar os efeitos negativos do estresse, de forma nédo
adaptativa (WU et al., 2013).

Além do TP, outro teste comumente utilizado para avaliar o
comportamento de esquiva social apos o protocolo de DS é o teste de
interacdo social (TIS) que tem como principal objetivo avaliar o tempo
gue 0s animais gastam explorando uma zona pré-determinada chamada
de zona de interagdo social (ZIS), na auséncia e na presenga de um animal
coespecifico, ndo familiar, chamado de alvo social. Este teste apresenta
uma vantagem na avaliacao de altera¢des decorrentes do protocolo de DS,
pois a partir dos dados obtidos nele, é possivel se calcular o indice de
interacdo social que é comumente utilizado para categorizar os animais
derrotados em subgrupos de animais vulneraveis ou resilientes ao
estresse. Ja estd bem estabelecido na literatura que animais controle
exploram a ZIS na presenca do alvo por um periodo igual ou maior ao
periodo de tempo gasto explorando a mesma zona na auséncia do alvo,
consequentemente apresentam indice de IS igual ou maior que 1. Deste
modo, animais derrotados que apresentam indice de 1S igual ou maior a
1, sdo categorizados como resilientes, pois se comportam de forma
semelhante & dos controles, e animais que apresentam indice menor que
1 sdo categorizados como wvulneriveis (BERTON et al., 2006;
KRISHNAN et al., 2007; GOLDEN et al., 2011).
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Uma vez que os modelos de estresse social sdo considerados por
alguns pesquisadores como as melhores ferramentas atualmente
disponiveis para o estudo de transtornos psiquiatricos (VAN KAMPEN
et al., 2002) e considerando o que foi exposto a respeito de outros
modelos animais que utilizam tipos diferentes de estressores (fisicos ou
psicolégicos), neste trabalho nés buscamos otimizar o protocolo de
derrota social previamente estabelecido por nosso grupo de pesquisa para
0 estudo do TEPT.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

e Estabelecer um modelo experimental em camundongos
C57BL/6 para o estudo do TEPT.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os tipos de estratégias de defesa adotados pelos
camundongos C57BL/6 frente ao ataque durante as sessdes de
derrota social,

e Avaliar as respostas defensivas dos camundongos C57BL/6
apos a exposicdo ao modelo de derrota social composto por trés
ou cinco sessBes no teste de particdo;

e Expor os camundongos C57BL/6 ao modelo de derrota social
composto por trés sessbes e identificar subpopulacbes de
animais vulneraveis ou resilientes ao estresse a partir do teste
de interacdo social;

e Investigar possiveis diferencas nas respostas defensivas nas
subpopulagdes de camundongos vulneraveis e resilientes no
teste de interacdo social;

e Avaliar as respostas defensivas dos camundongos C57BL/6
apds a exposi¢ao ao protocolo de derrota social de cinco sessbes
no teste de interacdo social, labirinto em cruz elevado e teste de
suspensao pela cauda.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CONSIDERACOES ETICAS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com o0s
padrdes de bem-estar animal recomendados pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA) obedecendo a lei
nacional n° 11.794/2008. Além disso, ressalta-se que todos os
procedimentos realizados com os animais foram previamente submetidos
e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA 6798200617 — Anexo A).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (3 a 7
meses) provenientes da colénia do Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) e camundongos machos da linhagem
C57BL/6 (3 a 4 meses) provenientes da colénia do Laboratério de
Farmacologia Experimental localizado no Departamento de
Farmacologia da UFSC, que foram originalmente adquiridos da colénia
da Universidade do Vale do Itajai (UNIVALI). Os animais de ambas as
linhagens foram transferidos para o Biotério do Laboratério de
Neurofarmacologia, onde foram alojados em caixas moradias (41 x 34 X
16 cm) forradas com maravalha que foram mantidas em estantes
ventiladas (Alesco®) separadas de acordo com a linhagem, sob condicdes
padronizadas (temperatura de 21 + 2 °C, ciclo claro-escuro de 12h, com
luzes acesas as 7h), com livre acesso a racao e agua filtrada.

3.3. DERROTA SOCIAL
3.3.1. Alojamento e selecdo de camundongos residentes

Os camundongos da linhagem Swiss, também chamados de
animais residentes, foram alojados em caixas moradias individuais um
més antes do inicio do protocolo de DS e foram mantidos nessa condicéo
durante todo o periodo de realizacdo do protocolo, a fim de exacerbar suas
caracteristicas de demarcacdo territorial.

Ainda a fim de garantir que os animais residentes apresentariam o
comportamento agressivo necessario para a realizacdo do protocolo de
DS, foi realizado um teste prévio de selecdo de agressores que consistiu
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em uma adaptacdo daquele descrito por Golden e colaboradores (2011).
Durante o teste prévio, camundongos C57BL/6 (2 a 5 meses) foram
colocados nas caixas moradia dos camundongos Swiss sem nenhum tipo
de caixa de protecdo, ou seja, permitiu-se que os animais interagissem
livremente durante um periodo de trés minutos diarios durante trés dias
consecutivos. Os animais Swiss que apresentaram pelo menos dez ataques
direcionados aos animais C57BL/6 durante dois dias consecutivos foram
selecionados para participarem do protocolo de DS. Aqueles que nédo
atenderam ao critério de incluséo e os camundongos C57BL/6 usados nas
sessOes de treino foram submetidos a eutanasia por exposicdo a dioxido
de carbono (CO,).

3.3.2. Alojamento de camundongos intrusos

Inicialmente, os camundongos C57BL/6, também chamados de
animais intrusos, foram alojados em grupos de 3 a 5 animais por gaiolas,
sendo que s6 foram colocados em isolamento na semana que precedeu o
inicio do protocolo a fim de se evitar a influéncia da hierarquia social
previamente  estabelecida dentro da gaiola de  origem
(KUDRYAVTSEVA, BAKSHTANOVSKAYA & KORYAKINA,
1991; HAMMAMMIEH et al.,, 2012). Os animais intrusos foram
mantidos em isolamento durante todo o periodo de realizacdo dos
experimentos.

3.3.3. Protocolo de derrota social

O protocolo de DS adotado no presente trabalho foi composto por
trés ou cinco sessdes de DS com duracdo de 3h realizados em dias
consecutivos, nos quais os animais intrusos foram apresentados a
diferentes residentes. No inicio de cada sessdo, o animal intruso foi
colocado em uma caixa de malha metalica (19 x 15 x 8 cm) que foi
alocada dentro da caixa moradia do animal residente (41 x 34 x 16 cm),
sendo que esta caixa metélica conferia protegéo fisica ao intruso, porém
permitia contato sensorial com o animal residente. Dentro desse periodo
de 3 h, em um momento escolhido de modo aleatério por sessdo, a caixa
de protecdo foi retirada e o intruso foi deixado em livre contato com o
residente durante 2 min ou até que ocorressem dez ataques diretos (Figura
3).

Durante os ataques fisicos foram observadas e registradas as
estratégias de defesa adotadas pelos animais intrusos sendo que essas
foram classificadas como: postura de submissdo, tentativa de fuga,
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imobilidade e congelamento. Também foram registrados parametros
referentes aos animais residentes como a laténcia para o primeiro ataque,
laténcia para a realizagdo de dez ataques e quando ndo ocorreram dez
ataques, o numero de ataques realizados. Esses parametros foram
registrados a fim de monitorar as caracteristicas agressivas dos animais
residentes e retirar do experimento 0s animais que apresentassem
adaptacédo ao protocolo.

Os animais C57BL/6 pertencentes ao grupo controle foram
colocados em caixas (41 x 34 x 16 cm) contendo maravalha limpa e na
auséncia do animal residente, porém nas mesmas condi¢des dos animais
derrotados, ou seja, foram alocados dentro de caixas metélicas por um
periodo de 3 h que foi repetido durante trés ou cinco dias consecutivos e
foram retirados por 2 min, em horérios aleatérios entre os dias de
repeticdo do protocolo, para que pudessem explorar a caixa.

Caixa moradia do Swiss Contato Sensorial Contato Fisico
“Ameaca de ataque” 2 min ou 10 ataques

Figura 3. Representacgdo esquematica do protocolo de Derrota Social.
3.4. TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1. Teste de Particéo

O teste de particdo (TP) utilizado neste trabalho foi descrito
detalhadamente por Kudryavtesva (1994). Neste teste, foi colocado uma
barreira fisica na caixa moradia dos animais residentes de modo que estas
foram divididas em dois compartimentos. A barreira fisica consistia em
uma placa de acrilico transparente com pequenas perfuragcbes que
restringia o contato fisico entre os animais, mas permitia o contato
sensorial. O animal intruso foi entdo colocado no compartimento oposto
ao que se encontrava o animal residente (Figura 4.A). J& os animais do
grupo controle foram colocados em uma caixa semelhante contendo
maravalha limpa e na auséncia do residente (Figura 4.B). O
comportamento dos animais foi filmado por 5 min e posteriormente
avaliou-se o tempo de exploracdo da zona da barreira (uma area
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retangular de 7 x 34 cm iniciando na barreira) e 0 comportamento de
avaliacdo de risco (quando o animal ¢ B senta um comportamento de
estiramento corporal direcionado a h..._ira) dos animais intrusos e
controles com o auxilio do software ANY-MAZE® (Stoelting Co., IL,
EUA).

- 7

~ L

Figura 4. Representagdo esquematica do teste de partigdo (TP). (A) representa
0 TP de um animal derrotado, isto €, que passou por todas as etapas da derrota
social na presenga do animal residente e (B) representa o TP de um animal
controle, ou seja, que ndo teve nenhum tipo de contato com o animal residente.
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3.4.2. Teste de Interacgdo Social

O aparato utilizado para a realizacdo do teste de interacdo social
(TIS) consistiu em uma caixa de acrilico (50 x 50 x 50) com fundo (chao)
de coloracdo cinza, na qual havia, apoiado a uma de suas paredes, um
cilindro de plastico perfurado movel. O teste foi composto por duas etapas
de 180s de duragdo cada. Na primeira etapa, chamada de “sem alvo”, o
camundongo intruso foi colocado no centro do aparato com a cabeca
voltada ao lado oposto ao que estava o cilindro vazio. Passados os 180s o
animal foi retirado e o aparato foi higienizado com alcool 10%. Logo ap6s
a higienizagdo, na segunda ou etapa “com alvo”, foi colocado um
camundongo Swiss ndo familiar dentro do cilindro e o mesmo
camundongo intruso foi novamente colocado no centro do aparato.
Ambas as etapas foram filmadas para posterior analise pelo software
ANY-MAZE®, no qual foi possivel delimitar a zona de interacéo social
(Z1S) e a zona dos cantos como esquematizado na Figura 5. Os
parametros avaliados foram o tempo de permanéncia e o ndmero de
entradas na ZIS e na zona dos cantos na auséncia e presenca do alvo, o
indice de interagdo social e a distancia percorrida.
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Figura 5. Esquema representativo do aparato utilizado para realizacdo do teste
de interacdo social. As areas tracejadas foram delimitadas no software ANY-
MAZE®. C: zona dos cantos; IS: zona de interacdo social.

3.4.3. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE) consistiu em um aparato de
madeira pintado de cinza, elevado a 45 cm do nivel do chdo composto por
dois bragos abertos opostos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 15 cm),
também opostos, sendo que os bracos abertos e fechados eram conectados
por uma plataforma central. Os animais foram colocados individualmente
no centro do LCE com a cabega voltada para um dos bracos abertos e seu
comportamento foi filmado durante 5 min para posterior avaliacdo. Os
pardmetros comportamentais avaliados neste teste foram: nimero de
entradas e tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos e
fechados e tempo gasto realizando comportamento de avaliacdo de risco.

3.4.4. Teste de Suspensao pela Cauda

Para a realizacdo do teste de suspensdo pela cauda (TSC), os
camundongos foram individualmente suspensos a 1,0 m do chdo por uma
fita adesiva colocada aproximadamente 1 ¢cm do final da cauda e o
comportamento exibido foi registrado por 6 min com o auxilio de uma
camera de video. Posteriormente avaliou-se o tempo de imobilidade dos
animais.
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3.5. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

A fim de avaliar as possiveis alterages no comportamento
defensivo dos camundongos C57BL/6 decorrentes do modelo de DS
foram adotados diferentes protocolos experimentais que foram realizados
em grupos independentes de animais, conforme descrito nos itens
seguintes.

3.5.1. Protocolo Experimental 1 - Avaliagdo das estratégias
comportamentais frente ao ataque e das respostas defensivas dos
camundongos intrusos apos o protocolo de derrota social no teste de
particao

Para a realizacdo desse protocolo experimental, grupos
independentes de camundongos C57BL/6 foram submetidos ao protocolo
de DS composto por 3 ou 5 sessBes. Conforme descrito no item 3.3.3,,
durante a realizacdo das sessdes de derrota, as diferentes estratégias
comportamentais adotadas pelos camundongos intrusos frente ao ataque
fisico foram registradas e classificadas em (Figura 6):

e Postura de submissdo: quando o animal adotou uma postura
vertical, expondo o abddmen ao agressor durante o ataque;

e Tentativa de fuga: quando animal correu e/ou pulou na
tentativa de evitar o residente, quando este se aproximava;

e Postura de submissdo + tentativa de fuga: quando o animal
expressou ambos 0s comportamentos durante uma mesma
sessdo de exposicao;

e Imobilidade: quando o animal ndo eshogou resposta engquanto
era atacado pelo residente;

e Congelamento (também chamado de freezing): quando o
animal apresentou imobilidade completa, exceto pelos
movimentos respiratérios, durante o ataque do residente.
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Figura 6. Classificagdo das estratégias comportamentais adotadas pelos animais
frente ao ataque. (A) Postura de submissdo, (B) imobilidade frente ao ataque e
(C) tentativa de fuga. Adaptado de Marchette (2017).

Apobs a Ultima sessdo de DS, o comportamento defensivo dos
animais foi avaliado no TP conforme esquematizado na Figura 7.

Isolamento Derrota Social -
[ 7 dias H 3 ou 5 dias wTeste de Partu;ao}

Figura 7. Representagdo esquematica do protocolo experimental 1.

3.5.2. Protocolo Experimental 2 — Avaliacdo das respostas defensivas
dos camundongos intrusos ap6s o protocolo de derrota social de 3
sessdes no teste de interacdo social e investigagdo de subpopulagdes
resilientes e vulneraveis

Visando investigar diferencas nas respostas defensivas em
subgrupos vulneraveis e resilientes ao estresse, 0s camundongos
C57BL/6 foram expostos ao protocolo de DS de 3 sessdes e 24 h ap6s a
Gltima sessdo foram avaliados no TIS que foi repetido 10 dias depois
conforme esquematizado na Figura 8.

Isolamento Derrota Social Teste de Reteste de
7 dias 3 dias Interagéo Social AP Interagio Social

Figura 8. Representagdo esquematica do protocolo experimental 2.
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3.5.3. Protocolo Experimental 3 — Avaliacao das respostas defensivas
dos camundongos intrusos apds o protocolo de derrota social de 5
sessOes em uma bateria de testes

Com o intuito de investigar se um protocolo com mais sessdes de
DS seria capaz de promover respostas defensivas mais robustas no TIS,
os camundongos foram expostos a 5 sessdes de DS e 24 h ap6s a Ultima
sessdo foram avaliados no TIS. Além disso, os comportamentos tipo-
ansioso e tipo-depressivo foram avaliados no LCE e no TSC,
respectivamente. A sequéncia de experimentos realizados esta
esquematizada na Figura 9.

Isolamento Derrota Social Teste de
7 dias 5 dias Interagao Social

Figura 9. Representacdo esquemdtica do protocolo experimental 3. O teste
interacdo social (TIS), o teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e o teste de
suspensdo pela causa (TSC) foram realizados em nesta sequéncia com um
intervalo de 24 h de um para outro.

Labirinto em
Cruz Elevado

Suspensao pela
Cauda

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Primeiramente, foi feita uma analise exploratoria para avaliar a
distribuicdo normal (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade das
variancias (teste de Levene) para cada variavel.

Os resultados, nos quais a Unica varidavel independente foi a
exposicdo a DS, foram avaliados por meio do teste t de Student ndo
pareado. J& os resultados em que havia duas variaveis independentes,
exposicdo a DS e ao TIS na presenca e auséncia de alvo social, utilizou-
se 0 teste de analise de variancia (ANOVA) de duas vias. Nos
experimentos em que além dessas duas varidveis houve a repeti¢do do
TIS, a andlise estatistica foi feita por meio da ANOVA de duas vias com
medidas repetidas. Nos casos em que a ANOVA revelou diferencas
significativas, utilizou-se o teste de post-hoc de Bonferroni.

Todos as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
software Statistica v.7 (StatSoft Inc., EUA) e todos os graficos foram
produzidos no software GraphPad Prism® v.7 (GraphPad Software Inc.,
EUA). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M).
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DAS RESPOSTAS  DEFENSIVAS  DOS
CAMUNDONGOS INTRUSOS APOS O PROTOCOLO DE
DERROTA SOCIAL NO TESTE DE PARTICAO

Nédo foram observadas diferencas estatisticas no tempo de
exploracdo da zona da barreira entre 0s grupos experimentais [3 sessoes:
F(1, 7)=1,141, p=0,321; 5 sessbes: F(1,12)= 3,039, p=0,107] e no tempo
gasto fazendo o comportamento de avaliacdo de risco [3 sessdes: F(1, 7)=
1,891, p=0,211; 5 sessbes: F(1, 11)= 2,214, p=0,165] no TP (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacdo das respostas comportamentais dos camundongos
submetidos a 3 ou 5 sessbes de derrota social (DS) no teste de parti¢do (TP).
Camundongos C57BL/6 machos foram submetidos a 3 ou 5 sessdes de DS e
avaliados no TP 24 h apds a Ultima sessdo. (A) e (B) Tempo gasto explorando a
zona da barreira em segundos, a cada minuto de teste, pelos animais submetidos
a 3 e 5 sessdes de DS, respectivamente. (C) e (D) Tempo gasto executando o
comportamento de avaliacdo de risco em segundos, a cada minuto de teste, pelos
animais submetidos a 3 e 5 sessfes de DS, respectivamente. Dados expressos
como média + E.P.M foram analisados pela ANOVA de medidas repetidas e
complementados com o teste de post hoc de Bonferroni (n = 5 — 8/grupo).
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Adicionalmente, com o auxilio do software ANY-MAZE® foi
possivel elaborar um mapa representativo da ocupagdo média de cada
grupo experimental no aparato utilizado para a realizagdo do TP. No mapa
ocupacional, as cores quentes indicam as areas de maior permanéncia,
enquanto que as cores frias indicam as areas de menor permanéncia.
Assim, observa-se que o0s padrfes de exploracdo dos animais
representados pela Figura 11, corroboram os dados de tempo de
exploracdo da area da barreira apresentados nas Figuras 10.A e 10.B.
Sendo que na Figura 11.A, observa-se um padrdo de exploracdo da zona
da barreira semelhante entre animais do grupo controle e derrotado assim
como foi observado na Figura 10.A. Ja na Figura 11.B observa-se que
houve uma maior ocupacdo da zona da barreira pelos animais do grupo
derrotado quando comparados aos animais do controle, do mesmo modo
gue observou-se na Figura 10.B.

3 Sessoes de Derrota Social

Grupo Controle Grupo Derrotado

B 5 Sessdes de Derrota Social

Grupo Controle Grupo Derrotado

Figura 11. Mapa de ocupacdo média dos camundongos submetidos ao protocolo
de derrota social (DS) de 3 ou 5 sessdes no teste de particdo (TP). Camundongos
C57BL/6 machos foram submetidos a 3 ou a 5 sessfes de DS e avaliados no TP
24h apds a Ultima sessdo. A escala de cores denota a intensidade da ocupagéo:
cores frias indicam menor ocupagdo, enquanto que as cores quentes indicam
maior ocupagao.

Entretanto, observou-se diferencas significativas no tempo de
exploracdo da zona da barreira entre 0s minutos do teste [3 sessbes: F(4,
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28)= 5,455, p= 0,002; 5 sessdes: F(4, 48)= 12,850, p= 0,000], ou seja,
observou-se que animais tanto do grupo controle, quanto do grupo
derrotado expostos aos protocolos de 3 ou 5 sessdes de DS apresentaram
um aumento da explora¢do da zona da barreira com o passar do tempo de
teste (Figuras 10.A e 10.B).

4.2. AVALIACAO DAS ESTRATEGIAS COMPORTAMENTAIS
DOS CAMUNDONGOS INTRUSOS FRENTE AO ATAQUE
DURANTE AS SESSOES DE DERROTA SOCIAL

A Figura 12 representa a prevaléncia de estratégias
comportamentais adotadas pelos camundongos intrusos durante a fase de
ataque fisico do protocolo de DS composto por 3 sessdes (A) ou 5 sessbes
(B). Observa-se que, em ambos protocolos experimentais, as estratégias
classificadas como ativas foram predominantes, principalmente a
combinacdo da postura de submissdo e tentativa de fuga, 40% e 57,5%
dos animais expostos a 3 e 5 dias de DS, respectivamente. Além disso,
apenas um animal expressou 0 comportamento de imobilidade frente ao
ataque em uma das sessdes do protocolo de 5 dias. No protocolo de 3
sessOes de DS ndo houve ataque em apenas uma Sessao com um Unico
animal. J& no protocolo de 5 sessfes de DS ocorreram dois episodios em
gue ndo houve ataque com animais intrusos diferentes.

Congelamento
[ Imebilidade
EH Tentativa de Fuga
Bl Postura de Submissao
Hl Postura de Submissdo + Fuga

6 2b 4|0 Sb 6 Qb 4‘0 EIO
% de ocorréncia durante o ataque fisico % de ocorréncia durante o ataque fisico
Figura 12. Prevaléncia de estratégias comportamentais adotadas frente ao ataque
fisico pelos camundongos submetidos ao protocolo de derrota social (DS). (A)
Estratégias adotadas durante o protocolo composto por 3 sessdes. (B) Estratégias

adotadas durante o protocolo composto por 5 sessdes. Valores expressos como
porcentagem em relagdo ao nimero total de episddios de ataque fisico.
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4.3. AVALIACAO DAS RESPOSTAS DEFENSIVAS DOS
CAMUNDONGOS INTRUSOS APOS O PROTOCOLO DE
DERROTA SOCIAL DE 3 SESSOES NO TESTE E RETESTE DE
INTERACAO SOCIAL E INVESTIGACAO DE
SUBPOPULACOES RESILIENTES E VULNERAVEIS

Os camundongos intrusos foram submetidos ao protocolo de DS
composto por 3 sessdes, conforme descrito anteriormente. No dia
seguinte, apds a Ultima sesséo de estresse, foi realizado o TIS, que foi
repetido apds 10 dias. A partir dos dados de tempo gasto explorando a
ZI1S, na presenca ou auséncia do alvo social, foi determinado o indice de
interacdo social (IS) para cada animal no teste e no reteste.

Observou-se que ocorreram variagcdes no valor do indice de IS de
um mesmo animal derrotado de um teste para outro, de modo que:

e 60% dos animais derrotados, que obtiveram indice de IS< 1 no
teste de 24 h, mantiveram indices menores que 1 no reteste;

e 60% dos animais derrotados, que obtiveram indice de IS > 2 no
teste de 24 h, apresentam indices maiores que 2 no reteste;

e dos 54,5% de animais derrotados, que apresentaram indice de
IS maior que 1 e menor que 2 no teste de 24 h, 45,45%
obtiveram indice de IS < 1 e o restante (54,54%) obtiveram
indice > 2 no reteste.

Baseando-se nessas observagdes foi determinado que o intervalo
entre 1 e 2 representava uma “grey zone” (do inglés, zona cinzenta), isto
é, um intervalo no qual ndo se pode afirmar com certeza se 0s animais se
enguadram no perfil de vulneravel ou resiliente ao estresse. Portanto, foi
estabelecido um critério de exclusdo em que todos os animais presentes
neste intervalo foram retirados das analises posteriores. Enquanto os
animais que obtiveram indice menor que 1 e maior que 2 no teste de 24 h
foram classificados como vulneraveis e resilientes, respectivamente
(Figura 13).
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Figura 13. indice de interagéo social obtido pelos animais do grupo controle e
derrotado no teste interacdo social (TIS) realizado 24h e no reteste 10 dias ap6s
a Ultima sessdo de derrota social (DS). Os animais contidos na zona sombreada
em cinza (grey zone) foram excluidos das analises posteriores. Os animais que
apresentaram indice de IS menor que 1 e maior que 2 foram classificados como,
vulneraveis e resilientes, respectivamente (n= 15/controle e n=22/derrotado).

Apobs a determinagdo das subpopulacdes de animais derrotados,
foram analisados o0s pardmetros comportamentais dos animais
selecionados no TIS.

A ANOVA de duas vias com medidas repetidas revelou um efeito
significativo da repeticdo do TIS no tempo de exploragdo da ZIS [F(, 44)=
4,797, p= 0,034; reteste > teste] (Figura 14.A) e nos pardmetros
locomotores [entradas na ZIS: F(1, 44)= 13,985, p=0,001; distancia total
percorrida: F(1, 44)= 34,218, p=0,000; teste > reteste] (Figura 14.C e D).
Também houve uma diferenca significativa na distancia percorrida entre
0s grupos experimentais [F(2, 44)= 5,021, p= 0,011; controle > resiliente
> vulnerdvel] e nimero de entradas na ZIS quanto a presenga ou auséncia
de alvo [F(1, 44)= 4,568, p= 0,038; auséncia > presenca] (Figura 14.C e
D). Néo foram observadas diferencas estatisticas no tempo de exploracéo
da zona dos cantos [grupo: F(2, 44)= 0,194, p= 0,824] (Figura 14.B).
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Figura 14. Avaliacdo de parametros comportamentais de camundongos expostos
ao protocolo de derrota social no teste e reteste de interacéo social realizados 24h
e 10 dias apds a Ultima sessdo de derrota. Camundongos C57BL/6 machos foram
submetidos a 3 dias de derrota social e testados no interagdo social (TIS) apds
24h e 10 dias. (A) Tempo de exploracdo da zona de interacdo social (ZIS). (B)
Tempo de exploragdo da zona dos cantos. (C) Numero de entradas na ZIS. (D)
Distancia total percorrida. As barras vazias representam os resultados obtidos na
fase sem alvo e barras cheias os resultados na fase com alvo do TIS. Dados
expressos como média + E.P.M foram analisados por ANOVA de duas vias com
medidas repetidas e complementados com o teste de post hoc de Bonferroni (n =
5/vulneravel e resiliente; n = 15/grupo controle).
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4.4. AVALIACAO DAS RESPOSTAS DEFENSIVAS DOS
CAMUNDONGOS  INTRUSOS APOS O PROTOCOLO DE
DERROTA SOCIAL DE 5 SESSOES EM UMA BATERIA DE TESTES

Um dia ap6s o término do protocolo de DS composto por 5 sessdes,
0s camundongos C57BL/6 foram submetidos ao TIS, no qual, a ANOVA
de duas vias apontou um efeito significativo do grupo [F(1, 28)= 4,538,
p= 0,0421; controle > derrotado] e da presenca ou auséncia do animal
alvo [F(1, 28)= 11,305, p=0,002; com alvo > sem alvo] sobre o tempo de
exploragdo da ZIS (Figura 15.A).

Embora o teste estatistico ndo tenha apontado diferencas
significativas entre os grupos [F(1, 28)= 3,125, p= 0,088] ou quanto a
presencga e auséncia de alvo [F(1, 28)= 0,965, p= 0,334] no tempo de
permanéncia na zona dos cantos, observa-se que 0s animais derrotados
apresentaram uma tendéncia a permanecer mais tempo gque os controles
nessas zonas do aparato em ambas situag¢ées (Figura 15.B).

N&o foram identificadas diferencas estatisticas no ndmero de
entradas na ZIS [grupo: F(1, 28)= 2,386, p= 0,134] e na distancia total
percorrida [grupo: F(1, 28)= 1,657, p= 0,208] (Figura 15.C e D).
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Figura 15. Avaliacdo das respostas comportamentais dos camundongos intrusos
no interagdo social (TIS) apds o protocolo de derrota social (DS) de 5 sessdes.
Camundongos C57BL/6 machos foram submetidos a 5 dias de derrota social e
avaliados no TIS apds 24h. (A) Tempo de exploragdo da zona de interagdo social
(Z1S). (B) Tempo de exploracdo da zona dos cantos. (C) Numero de entradas na
ZIS. (D) distancia total percorrida. Dados apresentados como média + EPM
foram comparados por ANOVA de duas vias, seguida do teste de post hoc de
Bonferroni. *p < 0,05 (n — 7-9/grupo).

Além disso, ndo foram observadas diferencas estatisticas no tempo
de exploragdo dos bragos abertos [t(12)= 0,896, p= 0,388] (Figura 16.A)
e 0 no comportamento do avaliagdo de risco [t(12)= 0,441, p= 0,667]
(Figura 16.B) no LCE. Também ndo houve diferencas no nimero de
entradas nos bragos fechados do LCE [t(12)= 1,321, p= 0,211] (Figura
16.C) que é considerado um parametro de atividade locomotora
(RODGERS, 1997). O tempo de imobilidade no TSC também n&o foi
alterado pela exposicdo ao protocolo de DS [t(14)= 1,013, p= 0,328]
(Figura 16.D).
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Figura 16. Avaliacdo do comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo apds o
protocolo de derrota social (DS) de 5 sessdes. Camundongos C57BL/6 machos
foram submetidos a 5 dias de derrota social e foram testados subsequentemente
no TIS, LCE e TSC, com 24h de intervalo entre cada teste. (A) Tempo de
exploracdo dos bracos abertos (%), (B) nimero de entradas nos bracos fechados,
(C) comportamento de avaliagdo de risco (S) no teste do labirinto em cruz
elevado, (D) tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda. Dados
apresentados como média + E.P.M. foram comparados pelo teste t de Student ndo
pareado, p > 0,05 (n = 7-9/grupo).
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5. DISCUSSAO

O TEPT é um transtorno psiquiatrico causado pela exposicdo a
eventos traumaticos, frequentemente associado a comorbidades, como o
TDM. O diagnostico de TEPT é feito exclusivamente por meio de
questionarios, sendo que nao existe nenhum teste laboratorial capaz de
detectar marcadores que confirmem o desenvolvimento do transtorno.
Além disso, apenas dois medicamentos, ambos ISRS, sdo indicados pelo
FDA para o tratamento de TEPT (YEHUDA et al., 2015)

Adicionalmente, o TEPT estd associado a incapacitacdo social,
profissional e fisica do individuo, caracterizada pelo empobrecimento das
relacBes sociais e um menor sucesso académico e profissional (APA,
2013). Deste modo, é evidente a necessidade de se desenvolver modelos
animais que permitam estudar os aspectos neurobioldgicos do TEPT que
ainda nao foram esclarecidos, bem como novos alvos farmacoldgicos e
métodos de diagndstico. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
estabelecer um modelo de conflito social em camundongos para o estudo
do TEPT.

Embora trabalhos anteriores realizados em nosso laborat6rio
tenham demonstrado que o modelo de DS composto por trés sessdes de
3h promoveu alteragdes proeminentes e duradoras nas respostas
defensivas dos animais, evidenciadas pela diminuicdo da exploracdo da
zona da barreira e pelo aumento do comportamento de avaliagéo de risco
no TP (SANTOS, 2015; MARCHETTE, 2017), essas altera¢Ges nédo
foram observadas no presente trabalho.

Hammamieh e colaboradores (2012) também observaram
alteragdes comportamentais pronunciadas no TP, como redugdo do tempo
de duracdo das visitas e da locomocdo na zona da barreira, aumento do
comportamento de congelamento e auséncia do comportamento de tail
rattling (i.e. “bater de cauda”) em animais expostos a um modelo de
derrota social composto por 5 sessfes de 6 h de duragdo. Com base nesses
achados, n6s nos propusemaos a testar se aumentando o nimero de sessdes
de DS de trés para cinco com duragdo de 3 h seria possivel observar
alteragdes no comportamento dos animais derrotados quando comparados
aos controles. Entretanto, novamente ndo observamos diferencas
estatisticas nos pardmetros avaliados no TP entre o grupo derrotado e
controle.

Em humanos, a exposi¢do a um episddio traumatico é um critério
crucial para efetuar o diagndstico de TEPT (APA, 2013), contudo sabe-
se que existe uma ampla variabilidade individual na resposta ao trauma,
de modo que a maior parte dos individuos que passam por situacdes
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traumaticas apresentam respostas adaptativas que culminam em sua
recuperacdo. Ou seja, apenas uma pequena parcela dos individuos
desenvolve o TEPT (Figura 2), indicando que existem outros fatores,
além da exposicdo ao trauma, envolvidos na etiologia do transtorno
(YEHUDA et al., 2011; DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND, 2013).
O mesmo é observado em animais, pois alguns modelos de estresse séo
capazes de induzir alteragdes comportamentais e fisioldgicas em apenas
uma subpopulacdo de animais, de modo que estes sdo considerados
vulneraveis ao estresse, enquanto 0s que nao apresentam essas alteracdes
sdo considerados resilientes (KRISHNAN et al., 2007).

Entre os fatores que influenciam o desenvolvimento do TEPT, a
genética parece desempenhar um papel importante. Em humanos, estudos
realizados em gémeos monozigdticos e dizigoticos sugerem que existe
um componente hereditario envolvido na etiologia do transtorno (AFIFI
et al, 2010). Adicionalmente, estudos conduzidos em animais
geneticamente modificados suportam a ideia de que existem alteragdes
genéticas que sdo fatores de risco para o aparecimento dos sintomas de
TEPT (ADAMEC et al., 2006; YU et al., 2009; VERMA et al., 2012).

Entretanto, também deve-se considerar que em humanos, 0s
fatores epigenéticos podem sofrer influéncia de diversos fatores
ambientais, como traumas e abusos sofridos na infancia (DASKALAKIS,
YEHUDA, DIAMOND, 2013).

Além disso, ja foi demonstrado que roedores de linhagens
consanguineas também apresentam variabilidade interindividual quando
expostos a protocolos de estresse. De modo que estes dados reforcam a
ideia de que existem outros fatores que ndo sdo relacionados aos fatores
genéticos, envolvidos na resposta ao estresse (EBNER & SINGEWALD,
2017).

Neste contexto, sugerimos que a auséncia de alteragdes das
respostas defensivas dos animais derrotados observadas no TP pode ter
sido causada por selecdo acidental de animais que apresentavam
majoritariamente o fendtipo de resiliéncia ao estresse.

Além disso, observamos que os animais expostos a ambos os tipos
de protocolos testados (3 ou 5 sessdes), adotaram predominantemente o
comportamento de tentativa de fuga e postura de submissdo frente ao
ataque, sendo que apenas um animal adotou o comportamento de
imobilidade. Esses resultados se assemelham com os resultados obtidos
por Bartolomucci e colaboradores (2004), que evidenciaram uma
predominéncia destes comportamentos em animais subordinados ap6s um
protocolo de derrota social em um estudo que comparou as respostas
defensivas de animais subordinados e dominantes. Adicionalmente,
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estratégias comportamentais passivas, como a imobilidade durante o
ataque fisico, sdo correlacionadas com uma maior ativacdo do eixo HPA
e a um perfil de vulnerabilidade ao estresse (WALKER et al., 2009;
WOOD et al., 2010).

Diante disso, 0 préximo passo foi investigar se a nossa populacao
de animais era realmente composta predominantemente por
camundongos resilientes ao estresse. Para isso foram avaliadas as
respostas defensivas dos animais apds a exposicdo ao mesmo protocolo
de DS composto por 3 sessdes de 3 hno TIS.

O TIS é comumente utilizado em estudos de subpopulagbes, pois
além de permitir a investigacdo do comportamento de esquiva social,
também é capaz de gerar o indice de IS, que classifica os animais como
resilientes ou vulneraveis ao estresse (BERTON et al., 2006;
KRISHNAN et al., 2007; GOLDEN et al., 2011).

Em um experimento conduzido por Krishnan e colaboradores
(2007), no qual os animais foram expostos a um protocolo de dez sessdes
consecutivas de derrota social, 0s pesquisadores observaram que quando
testados no TIS 24 h ap6s a Gltima sessdo, cerca de 50% dos animais
derrotados apresentavam indice de interacdo similar aos dos controles ndo
derrotados, ou seja, acima de 1. Baseando-se nesse achado, optamos por
expor 0s animais ao TIS 24 h apds a Gltima sessdo de estresse e repeti-lo
apos 10 dias, visando investigar possiveis mudancas no indice de IS de
um mesmo animal de um teste para outro.

Conforme observado em nossos resultados, enquanto os animais
do grupo controle mantiveram predominantemente uma linearidade nos
valores do indice de IS no teste e no reteste, o grupo derrotado apresentou
oscilagfes principalmente dos animais que obtiveram indice no intervalo
entre 1 e 2 no primeiro teste. A partir dessa observacdo, determinamos
um critério de exclusdo para investigar diferencas nas respostas
defensivas de animais que nitidamente apresentavam um fenotipo
vulneravel ou resiliente ao estresse, de acordo com o indice obtido a partir
do TIS.

Entretanto, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre 0s
grupos experimentais, tanto no tempo de exploragdo da ZIS, quanto no
tempo gasto na zona dos cantos, resultados que contrastam com o estudo
de Krishnan e colaboradores (2007), que mostrou que camundongos
expostos a derrota social classificados como vulnerdveis apresentaram
uma reducdo do tempo de exploracdo da ZIS e um aumento no tempo de
permanéncia na zona dos cantos. Adicionalmente, outro estudo
conduzido por nosso grupo de pesquisa utilizou o tempo de exploracdo da
area da barreira no TP como critério para classificar camundongos
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submetidos a 3 sessdes de derrota social, como vulneraveis (menor tempo
de exploracdo da area da barreira) ou resilientes (tempo de exploragdo da
area da barreira maior ou igual ao do grupo controle). Em resumo, foi
observado uma diminuicdo nos parametros de exploracdo da area da
barreira e um aumento na frequéncia de execucdo de comportamento de
avaliacdo de risco dos camundongos classificados como vulneraveis
(MARCHETTE, 2017), similarmente ao estudo de Krishnan e
colaboradores (2007).

Contudo, observa-se que, embora em nosso trabalho o teste
estatistico ndo tenha apontado diferencas significativas entre os grupos,
0s animais vulneraveis apresentaram uma tendéncia a explorar menos a
ZIS no teste e no reteste e somente no reteste apresentaram uma tendéncia
a permanecer por mais tempo na zona dos cantos.

Quando investigado se houve diferenca entre os pardmetros
avaliados entre o teste de 24 h e o reteste de 10 dias, observou-se uma
reducdo dos parametros locomotores (distancia total percorrida e nimero
de entradas na ZIS) e um aumento da exploracéo da ZIS no reteste quando
comparado ao teste.

Segundo a teoria do mapa cognitvo de O’Keefe e Nadel (1978),
guando um organismo explora um ambiente desconhecido, ele constroi
uma representacdo do ambiente no hipocampo e a exploracdo daquele
ambiente sera reduzida conforme a representacdo vai se tornando mais
completa. Este processo é chamado de habituaco e pode ocorrer em uma
mesma sessao de exposi¢ao ou entre sessdes de exposi¢do diferentes a um
mesmo ambiente (BOLIVAR et al., 2009). Baseando-se nessa teoria, 0s
nossos resultados sugerem que ocorreu habituacdo ao aparato entre as
sessOes de teste. Este dado representa um achado importante,
considerando que este protocolo de teste e reteste de interagdo social pode
ser utilizado para avaliar o efeito de farmacos em subpopulactes
resilientes e vulneraveis, de modo que o efeito da habitua¢do pode gerar
falsos resultados.

Outro ponto que chama atencdo neste bloco de resultados refere-
se a porcentagem de camundongos que apresentaram fen6tipo vulneravel
ou resiliente. Segundo Golden e colaboradores (2011), a porcentagem de
animais da linhagem C57BL/6J que apresentam fendtipo resiliente apos
0 protocolo de DS é 30 - 40%. Considerando o numero total de
camundongos derrotados avaliados em nosso estudo (22 animais), foi
observado que 77% apresentaram fendtipo resiliente seguindo-se o
critério do indice de IS. Logo, esta observagdo sugere que nossos
camundongos apresentam um perfil de resposta ao estresse
majoritariamente resiliente.
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Por fim, ndés também avaliamos 0s animais expostos ao protocolo
de 5 sessdes de DS em uma bateria de testes comportamentais composta
pelo TIS, LCE e TSC. Porém, devido ao nimero reduzido de animais
estudados neste experimento (7 controles e 9 derrotados) optamos por nao
os classificar em subpopulacdes resilientes e vulneraveis ao estresse.

Foi observado que ndo houve diferenca entre os grupos no tempo
de exploracdo da ZIS na auséncia do alvo social, de modo que se pode
inferir que os animais do grupo controle ndo expostos & DS e os animais
expostos a DS exploram de modo similar o aparato na auséncia do
camundongo Swiss, dados similares aos observados por Golden e
colaboradores (2011). Porém, na presen¢a do alvo, os camundongos
derrotados apresentaram uma tendéncia a explorar a ZIS por menos
tempo, quando comparados aos controles, sugerindo um comportamento
de esquiva social frente a um estimulo aversivo. Além disso, nota-se que
0s animais derrotados também apresentaram uma tendéncia a permanecer
por mais tempo na zona dos cantos na presenca do alvo em comparagédo
aos animais controle. Estes resultados se assemelham os resultados de um
estudo recém-publicado por Mouri e colaboradores (2018), no qual os
pesquisadores observaram que camundongos da linhagem C57BL/6,
submetidos a 5 sessdes de 10 min de duracdo de derrota social,
apresentaram uma reducdo do tempo gasto investigando a ZIS e um
aumento do tempo de permanéncia na zona dos cantos quando
comparados ao controle.

Adicionalmente, os animais expostos a 5 sessdes de DS ndo
apresentaram alteraces do tempo de imobilidade no TSC, resultado que
também foi observado em outros estudos, nos quais 0s camundongos
foram submetidos a 3, 5 ou 10 sessdes de DS (SANTOS, 2015;
ALBRECHET-SOUZA et al., 2017; MOURI et al., 2018). Também ndo
se observou alteracdes relacionadas ao comportamento tipo-ansioso no
teste do LCE, resultado que contrasta com o resultado obtido por
SANTOS (2015), em que foi observado uma reducdo no tempo de
exploragdo dos bragos abertos do labirinto de camundongos expostos a 3
sessdes de DS.

Como citado anteriormente, uma das principais dificuldades em se
desenvolver um modelo de estudo de TEPT em animais é utilizar um
estressor que seja intenso o suficiente para mimetizar os sintomas do
TEPT, sem induzir alteragbes comportamentais caracteristicas de outros
transtornos  psiquiatricos, como o TDM (YEHUDA &
ANTELMAN,1993; SCHONER et al., 2016). Portanto, a auséncia de
alteragdes no comportamento de imobilidade no TSC representa um
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achado importante para atestar a validade do nosso modelo como um
modelo para estudo do TEPT.
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RESUMO DE RESULTADOS

¢ Na&o houve diferencas estatisticas significativas entre os grupos
experimentais expostos ao protocolo de derrota social de 3 e 5
sessOes no teste de parti¢do;

e Houve um predominio de estratégias defensivas ativas frente ao
ataque fisico durante as sessdes de derrota social;

e 77% dos camundongos expostos ao protocolo de derrota social
de 3 sessdes, quando avaliados no teste de interacdo social 24 h
apos a ultima sessdo apresentaram o fendtipo de resiliéncia ao
estresse;

e Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os animais
expostos ao protocolo de derrota social de 3 sessbes, que foram
classificados como vulneraveis ou resilientes, quando avaliados
no teste de interacdo social. Porém, observou-se que 0s animais
vulneraveis apresentaram uma tendéncia a explorar por menos
tempo a zona de interacdo social, e o por mais tempo a zona dos
cantos;

¢ Quando os animais foram expostos ao protocolo de derrota social
de 5 sessdes e avaliados no teste de interacdo social, 0s
camundongos derrotados apresentaram uma tendéncia em
explorar por menos tempo a zona de interagdo social do aparato;

e Nao houve diferengas estatisticas significativas entre os animais
expostos a 5 sessdes de derrota social quando comparados aos
controles nos parametros avaliados no labirinto em cruz e no
teste de suspensdo pela causa, ou seja, ndao foi observado
comportamento tipo ansioso e tipo depressivo.
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7. CONCLUSOES

O conjunto de dados obtidos neste trabalho sugere que ndo foi
possivel observar respostas defensivas caracteristicas do comportamento
de esquiva social no teste de particdo devido provavelmente a uma
alteracdo no perfil de resposta ao estresse dos animais estudados.

Deste modo, sugerimos que neste trabalho foi estudada uma
populacgdo de animais composta majoritariamente por animais resilientes,
uma vez que foi observado um predominio de animais com este fen6tipo
no teste de intera¢do social apds o protocolo de derrota social de trés
sessOes e que o0 protocolo composto por cinco sessdes de derrota social,
ou seja, com uma maior intensidade do estimulo estressante foi capaz de
induzir alteragdes mais robustas nas respostas defensivas dos animais no
teste de interacdo social.

Assim, trabalhos futuros devem investigar possiveis fatores que
possam ter contribuido para o predominio do fendtipo resiliente
apresentado pelos nossos animais.
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ANEXO A — Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais

Universidade Federal Comissao de Etica no
de Santa Catarina Uso de Animais =&

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do papel dos receptores de neurocinina-1 (NK1) em um modelo de estresse
social", protocolada sob o CEUA n® 6798200617, sob a responsabilidade de Thereza Christina Monteiro de Lima e equipe;
Bruna Caroline Pierone - que envolve a producdo, manutengdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de
outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 05/09/2017.

We certify that the proposal "Evaluation of the role of neurokinin-1 (NK1) receptors in a social stress model", utilizing 300 Isogenics
mice (300 males), 240 Heterogenics mice (240 males), protocol number CEUA 6798200617, under the responsibility of Thereza
Christina Monteiro de Lima and team; Bruna Caroline Pierone - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in the meeting of 09/05/2017.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 08/2017 a 08/2019 Area: Farmacologia

Origem: CCB - Lafex- Laborataério de Farmacologia Experimental

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Machos idade: 3 a5 meses N: 300
Linhagem: C57BL/6 Peso: 20a35g

Origem: Biotério Central

Espécie: C dongos heterogénico: sexo: Machos idade: 3 a6 meses N: 240
Linhagem: Swiss Peso: 30a50g

Resumo: Estima-se que o transtorno do estresse pés-traumatico (TEPT) acomete cerca de 7,8% da populagao geral, sendo que este
transtorno é desencadeado a partir da exposicao a um evento traumético que pode ter sido experimentado, testemunhado ou
confrontado pelo individuo. Alguns exemplos de eventos traumaticos que podem causar TEPT sdo: situagdes de violéncia urbana,
doméstica ou sexual; acidentes automobilisticos ou de trabalho; e desastres naturais. Os sintomas sao agrupados em trés
categorias sendo que estas contemplam os sintomas relacionados a reexperiéncia do trauma, ao comportamento de esquiva e
isolamento social e por fim a hiperexcitabilidade psiquica e psicomotora. Além disso, pacientes portadores de TEPT frequentemente
sofrem de condigdes comérbidas, como depressao, ansiedade e dependéncia de drogas. O tratamento do TEPT é comumente feito
pela associacao entre a psicoterapia e farmacoterapia, sendo que os farmacos de primeira escolha s&o os antidepressivos,
particularmente os inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS). Entretanto, estudos relatam que menos de um tergo
dos pacientes respondem adequadamente ao tratamento farmacolégico, que também é de dificil adesao devido aos muitos efeitos
adversos causados. Atualmente, tem se estudado o papel dos neuropeptideos na fisiopatologia de disturbios psiquiatricos como o
TEPT e como estes poderiam ser manipulados a fim de constituir novas estratégias terapéuticas. Um desses neuropeptideos é a
substancia P (SP) que € amplamente distribuida pelo sistema nervoso central e parece estar envolvida com a regulagao de diversos
mecanismos fisioldgicos, como por exemplo, na modulagao da resposta ao estresse e de comportamentos afetivos e relacionados a
ansiedade. A SP atua por meio da interagcdo com os receptores de neurocinina ou NK1, 2 e 3, ligando-se preferencialmente aos
receptores NK1. Existem evidéncias de que a ativacao do receptor NK1 pela substancia P esta relacionada com a expressao de
comportamentos de medo e ansiedade e que o bloqueio deste mecanismo causa um efeito tipo-ansiolitico em modelos animais.
Neste contexto, o objetivo deste trabalho é estudar o efeito do bloqueio dos receptores NK1 promovido pelo Aprepitanto (EMEND®,
Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda) como possivel nova estratégia terapéutica para pacientes com TEPT. Para isso sera
realizado um tratamento crénico com doses crescentes de aprepitanto em camundongos submetidos ao protocolo de derrota social
(DS), um modelo translacional para o estudo de TEPT. Além disso, também propde-se o estudo de um possivel efeito aditivo da
associagao entre o tratamento com o aprepitanto e o enriquecimento ambiental que visa mimetizar a psicoterapia utilizada como
tratamento de TEPT em humanos.

Local do experimento: Laboratério de Neurofarmacologia, Sala 307, Departamento de Farmacologia, CCB, UFSC (etapas
comportamentais); Laboratério Multiusuério de Estudos em Biologia (LAMEB), CCB, UFSC (analises moleculares).
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