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RESUMO

O Transtorno de Estresse Pdés-Traumatico (TEPT) é um grave e
incapacitante transtorno de ansiedade, que alguns individuos apresentam
ap0s a exposi¢cdo a um evento traumatico. Sem possuir tratamento
especifico, o recomendado atualmente é a combinacdo do inibidor
seletivo de recaptacdo de serotonina (ISRS) sertralina e a Terapia
Comportamental Cognitiva (TCC). No entanto, estes ndo chegam a
alcangar 50% de remisséo dos sintomas. Devido a esse fator, a busca por
novas e eficazes formas de tratamento se mostra de grande relevancia.
Dentre elas, a utilizacdo de plantas medicinais parece ser interessante
devido ao seu uso no tratamento e prevencdo de doengas ser realizado
desde a antiguidade, sendo esse uso mantido até os dias atuais, por uma
expressiva parcela da populagdo. Entre as diversas plantas utilizadas,
encontra-se a Polygala paniculata, conhecida popularmente como
“barba-de-Sdo Joao e mimosinha”. Estudos anteriores indicam que seu
extrato hidroalcodlico possui efeito analgésico, anti-inflamatério,
antidepressivo e neuroprotetor por inibir a acdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ a
interleucina um beta (IL-1B), as quais contribuem na neuroinflamagio,
presente em doengas neuropsiquiatricas tais como Esquizofrenia,
Depressdo Maior e o TEPT. Assim, o presente trabalho pretende
investigar o possivel efeito do extrato hidroalcodlico da Polygala
paniculata (EHPp) no modelo animal de TEPT, bem como o seu
mecanismo de acdo neurobiolégico em camundongos fémeas. A
administracdo do EHPp (0,1-1,0 mg/kg) por via intragastrica (i.g.) em
camundongos, trinta minutos apds passarem por um protocolo de indugéo
de TEPT (choque inescapavel nas patas) mostrou ser capaz de reduzir,
dependente da dose, o0 tempo de freezing destes animais, quando
reexpostos ao aparato de choque, vinte e quatro horas depois. O EHPp
(0,1 mg/kg, i.g.) e a sertralina (15 mg/kg, i.g.) foram capazes de reduzir o
tempo de laténcia dos animais para sairem do estado de freezing e o EHPp
foi capaz de prevenir a reducdo do comportamento de grooming,
provocada pelo estresse gerado. Além disto, o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) foi
capaz de reduzir o estado tipo depressivo associado ao TEPT no teste do
nado forcado, caracterizado pelo aumento de imobilidade dos animais. O
EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) preveniu o aumento da expressdo génica do
RNAm de TNF-o no hipotalamo, cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo
dos animais com TEPT, todavia, a prevencdo do aumento da expressdo
de IL-1p foi demonstrada apenas no hipocampo. Por outro lado, 0 EHPp
(0,1 mg/kg, i.g.) preveniu 0 aumento da expressdo génica do RNAm de



GDNF no hipotalamo, CPF e hipotadlamo, enquanto que o aumento da
expressdo do RNAm de BDNF foi prevenido no hipotalamo e CPF. Além
disto, o efeito do EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) foi independente de uma acéo
amnésica quando avaliado no teste da esquiva inibitéria, sugerindo que
seu efeito parece ser especifico. Em conjunto, os dados deste trabalho
demonstram que o EHPp apresenta importante efeito promissor no
tratamento da neuroinflamacédo associado ao transtorno de estresse pds-
traumatico.

Palavras chave: Transtorno de Estresse Pds-Traumatico, Polygala
paniculata, depressdo, neuroinflamacdo, neurotrofinas, citocinas pro-
inflamatdrias, plantas medicinais.



ABSTRACT

The post-traumatic stress disorder (PTSD) is a severe and disabling
anxiety disorder, which some individuals present after exposure to a
traumatic event. Without possessing specific treatment, the currently
recommended is the combination of selective serotonin reuptake inhibitor
(SSRI) sertraline and Cognitive Behavioral Therapy (CBT). However,
these are not enough to achieve 50% remission of symptoms. Due to this
factor, the search for new and effective approaches is of great relevance.
Among these, the use of medicinal plants seems interesting due to its
application in the treatment and prevention of diseases be known since
old ages, and is beneficial until the present days, by a significant portion
of the population. Among the various plants used is Polygala paniculata,
popularly known as "barba-de-S&o Jodo e mimosinha". Previous studies
indicate that its hydroalcoholic extract possesses analgesic, anti-
inflammatory, antidepressant, and neuroprotective by inhibiting the
action of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor alpha
(TNF-a) and interleukin 1 beta (IL-1 B), which contribute to the
neuroinflammation, existent in neuropsychiatric diseases such as
Schizophrenia, Major Depression and PTSD. Thus, the present study aims
to investigate the possible effect of hydroalcoholic extract of Polygala
paniculata (HEPp) in the animal model of PTSD, as well as its
mechanism of neurobiology action in female mice. HEPp Administration
(0.1-1.0 mg/kg, i.g.), thirty minutes after going through a protocol of
PTSD induction (inescapable shock on his paws) proved to be capable of
reducing the dose-dependent time of freezing of these animals, when re-
exposed to the shock apparatus, 24 hours later. The HEPp (0.1 mg/kg,
i.g.) and sertraline (15 mg/kg, i.g.) were able to reduce the latency of the
animals to leave the state of freezing and prevent the reduction of the
grooming behavior, caused by stress generated. In addition, the HEPp (0.1
mg/kg, i.g.) was able to reduce the depressive-like behavior associated
with PTSD in the forced swimming test, characterized by the increase of
immobility. The HEPp (0.1 mg/kg, i.g.) prevented the increase in gene
expression of the TNF-a RNAm in the hypothalamus, prefrontal cortex
(CPF) and hippocampus of animals with PTSD, however, prevention of
the increase of the expression of IL-1  has been demonstrated only in the
hippocampus. On the other hand, the HEPp (0.1 mg/kg, i.g.) prevented
the increase in gene expression of RNAm to GDNF in the hypothalamus,
CPF and hypothalamus, while the increase of RNAm expression to BDNF
was prevented in the hypothalamus and CPF. In addition, the HEPp effect
(0.1 mg/kg, i.g.) was independent of an amnesic action when evaluated in



the inhibitory avoidance test, suggesting that its effect seems to be
specific. Together, the data of this study demonstrate that the HEPp
presents important promising effect in the treatment of
neuroinflammation associated with post-traumatic stress disorder.

Key words: Post-traumatic Stress Disorder, Polygala paniculata,
depression,  neuroinflammation,  neurotrophin,  cytokines  pro-
inflammatory, medicinal plants.
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1 INTRODUCAO
1.1 ESTRESSE

Derivada do latim, a palavra “stress”, desde o século XVIII, ¢
utilizada pela fisica para designar a acdo de uma for¢a ou pressao externa
que deforma ou rompe o equilibrio de um sistema. Adotada pela biologia,
tal terminologia, passou a ser utilizada a partir da década de 30, na
definicdo das alteragGes que 0s organismos de seres vivos, vertebrados e
invertebrados, sofriam quando, em funcdo da acdo de um agente, saiam
de seu estado de homeostase e passavam a apresentar estados fora de seu
equilibrio natural (FARIAS, 1985).

Tais alteragGes foram observadas inicialmente por Cannon (1926),
mas foi o fisiologista Hans Selye, em seus estudos em 1935, que utilizou
pela primeira vez a denominagéo estresse para esses estados (MORAES,
2010). Desse modo, estresse passou a ser entendido, dentro do campo de
estudo da biologia, como a resposta resultante de uma a¢do com potencial
de provocar alteragdes no equilibrio natural de um organismo (FARIAS,
1985).

Apesar de se referir a estados fora da homeostase, o estresse é
essencial para a manutencdo da vida e sobrevivéncia das espécies. Seres
vivos, sejam vertebrados ou invertebrados, estdo constantemente
expostos a situacBes que podem comprometer tanto a sua seguranga
guanto a sua sobrevivéncia (exposicdo ao frio ou calor intenso,
predadores, animais dominantes da mesma espécie, desastres naturais,
entre outros) (MORAES, 2010). Séo as reacOes de estresse, portanto, que
Ihes proporcionam meios de responderem de forma répida e condizente
com a situagdo, aumentando as chances de adaptagéo e sobrevivéncia.
Desse modo, quando se encontram em situacfes de ameaca, seres Vivos
podem apresentar diferentes respostas, que sdo possiveis através da
ocorréncia de uma série de alteracGes fisiologicas preparatdrias. Essas
respostas podem ser do tipo ativas, as chamadas respostas de “luta ou
fuga”, ou passivas, caracterizadas por comportamentos de imobilidade
(MORAES, 2010).

Usualmente desencadeadas na presenca de um estressor ou ameaca
controlavel ou passivel de escape, as estratégias ativas envolvem aumento
da atividade sensério-motora com mudangas circulatorias, que incluem
aumento da pressdo arterial, frequéncia cardiaca e respiratoria,
aumentando a disponibilidade de sangue em areas com maior necessidade
metabdlica, tais como membros superiores e inferiores (VALENTE et al.,
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2008). As estratégias passivas, por sua vez, sdo ativadas quando a ameaca
é incontrolavel ou sem possibilidade de escape. Neste caso, seres vivos
apresentam redu¢do da atividade motora (imobilidade), da vigilancia,
reatividade, diminui¢do da pressdo arterial e bradicardia (VALENTE et
al., 2008). Em animais, este comportamento é denominado “freezing”, ou
congelamento, fazendo com que o animal se torne menos perceptivel
possivel ao agente estressor.

S&o varias as areas cerebrais que estdo envolvidas nestas respostas,
mas em especial, destaca-se o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (eixo
HPA). Quando ha a detec¢do de uma ameaca, ocorre o desencadeamento
de reacOes emocionais e ativagdo no sistema limbico, que através de
conexdes com o hipotdlamo, promove a ativagao do eixo HPA (MORRIS,
COMPAS, GARBER, 2012). Quando este eixo é ativado, ocorre a
liberacdo do horménio liberador de corticotropina — CRH (do inglés
corticotropin releasing hormone) através dos neurbnios do nucleo
paraventricular (PVN) do hipotadlamo. O CRH promove a liberacdo na
corrente sanguinea do horménio adrenocorticotropico — ACTH (do inglés
adrenocorticotropic hormone) pela adeno-hipéfise, na parte anterior da
hipofise, também chamada de pituitaria. O ACTH, por sua vez, atua no
cortex da glandula adrenal, localizada na parte superior dos rins, e
promove a liberagdo de glicocorticoides (cortisol em humanos e
corticosterona em roedores), das catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) e neuropeptidios, em especial opidides endégenos (Fig. 1)
(DANTZER, 2009). A estimulacdo desse eixo também resulta na ativacéo
de regides especificas do cérebro, como o hipocampo, amigdala e cortex
pré-frontal, que sdo dotadas de grande nUmero de receptores de
glicocortictides (GRS) (DEPPERMANN et al., 2014).

A ativacdo do eixo HPA promove a ativa¢do do sistema nervoso
simpatico, com aumento, portanto, da frequéncia cardiaca e da presséo
arterial, vasodilatacdo dos vasos sanguineos dos musculos dos membros
superiores e inferiores, de modo a lhes conferir maior disponibilidade
energética, vasoconstricdo dos vasos da pele, dilatagcdo da pupila, entre
outras alteracdes (DEPPERMANN et al., 2014). Estas altera¢6es ocorrem
para que haja maior disponibilidade de energia nas areas necessarias para
a acdo de luta ou fuga (Fig. 1). Com a reducédo do estimulo de estresse,
estas respostas vdo sendo reduzidas, até que o organismo volte ao seu
estado basal.

A reducdo completa da resposta de estresse ocorre através de
feedback negativo, em que o cortisol liberado pelas adrenais atua inibindo
a liberacdo de CRH no hipotalamo, que por sua vez, inibe a liberacao de
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ACTH na pituitaria, resultando na inibicdo de sintese e liberacdo de
glicocorticoides na adrenal (Fig. 1).

Figura 1: Esquematizagdo do processo de estresse.
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Em individuos sadios, ap6s a retirada do agente estressor, 0
organismo tende a voltar aos poucos ao seu estado de homeostase e a
meméria traumatica, referente ao evento estressante, integrada as demais
memorias, proporcionando assim maior habilidade e repertorio para
responder ou evitar situagdes semelhantes no futuro (VALENTE et al.,
2008). Essas sdo as chamadas respostas adaptativas. No entanto, alguns
organismos podem apresentar respostas incongruentes, que resultam em
um estado constante de hiperexcitacdo e falha da integracdo da meméria
traumatica, o que faz com que a resposta de estresse permaneca, mesmo
gue a ameaca ja nao esteja mais presente. Quando isso ocorre, 0 estresse
passa a ser nocivo, acarretando implicagGes fisioldgicas, que resultam em
danos fisicos e emocionais ao organismo, sendo estas consideradas como
respostas ndo adaptativas (VALENTE et al., 2008).

O impacto provocado pela ndo integracdo dessas memdrias ja
havia sido descrito em 1887 pelo psicélogo e neurologista Pierre Janet,
que em seus estudos apontava a influéncia de situacGes estressantes ou
traumaticas sobre estados emocionais. Segundo ele, estados de excitacéo
extremos poderiam provocar falhas na integragdo de memorias
traumaticas, 0 que ocasionava uma continua intromissdo destas memorias
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na forma de sensacdes de medo intenso, preocupacfes obsessivas e
reexperimentacbes somaticas sob a forma de reacBes ansiosas
(SCHESTATSKY et al., 2003). A pré-disposicao genética, historico de
vida, natureza da ameaga vivenciada assim como a sua significancia,
emocional ou social, sdo alguns dos fatores que podem contribuir para a
ocorréncia de respostas mal adaptativas. Estas respostas podem resultar
nos chamados Transtornos de Ansiedade, como o transtorno do panico ou
outros transtornos, como o transtorno obsessivo compulsivo e o
transtorno de estresse pds-traumatico.

1.2 TRANSTORNO DE ESTRESSE POS-TRAUMATICO - TEPT.

Em seus estudos sobre a histeria, Freud (1893) traz o conceito de
trauma, em que aponta ser a causa da doenga nao danos fisicos, mas sim
0 trauma psiquico, sendo este passivel de se originar de qualquer
experiéncia que possa evocar emocOes aflitivas, tais como medo,
angustia, vergonha e dor fisica. A nocdo de trauma é por ele trazida,
portanto, como algo capaz de desencadear manifestacdes patologicas
(FREUD, 1972).

Porém, foi apds o fim da 22 Guerra Mundial, com a observagéo que
diversos soldados apresentavam alteracfes comportamentais apés
voltarem dos campos de batalha que constatou-se que tais eventos eram
traumaticos e acarretavam prejuizos a salde fisica e mental das pessoas
afetadas. Em 1941, com a publicagdo do livro “As Neuroses Traumaticas
de Guerra”, de Abram Kardiner, o Transtorno de Estresse Pos-Traumatico
comecou a ser definido (SCHESTATSKY et al., 2003), e em 1980, este
foi inserido na 3% edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico dos
Transtornos Mentais (DSM-I11), publicado pela Associacdo Psiquiatrica
Americana (APA) (SBARDELLOTO etal., 2011).

De acordo com 0 DSM, o TEPT “caracteriza-se pela revivéncia de
um evento extremamente traumatico, acompanhada por sintomas de
excitacdo aumentada e esquiva de estimulos associados com o trauma”
(DSM-V). Até o DSM-IV, o diagnostico de TEPT exigia
obrigatoriamente a ocorréncia de vivéncia, testemunho ou confronto com
um ou mais eventos que envolveram ameaca de vida ou a integridade
fisica, propria ou de pessoas préximas, com intenso sentimento de medo,
impoténcia ou terror. Na versdo atualizada, DSM-V, o diagndstico foi
estendido as pessoas cujo familiar ou pessoas com grande proximidade
foi exposto a um evento traumatico ou por quem é frequentemente
exposto a detalhes aversivos de eventos traumdticos, tais como
paramédicos e outros profissionais da saude. Esse critério ndo se aplica a
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exposicdo através de midia eletronica, televisdo, filmes ou imagens, a
menos que esta exposicao seja relacionada ao trabalho. O critério em que
era exigido que o evento fosse vivenciado com intenso medo, impoténcia
ou horror (Critério A2 do DSM-1V) foi retirado por ndo implicar em
diferencas quanto ao diagnostico e evolugéo do caso.

Atualmente, o TEPT tem sido descrito como o Unico distarbio de
salide mental com uma causa conhecida (PITMAN et al., 2012), embora
os fatores que levam a sua ocorréncia ainda permanecam desconhecidos,
ja que apenas uma parcela da populacdo exposta a eventos traumaticos
desenvolve este transtorno (GIUSTINO, MAREN, 2015).

A sintomatologia do TEPT é dividida em quatro eixos, sendo eles:
reexperimentacdo do evento traumatico (critério B), em que os individuos
diagnosticados apresentam revivéncia dos eventos traumaticos, de forma
constante e involuntéaria, podendo esta ocorrer através de memorias
intrusivas ou flashbacks, pensamentos angustiantes e pesadelos. Evitagdo
e embotamento (critério C), caracterizado por comportamentos de
esquiva persistente em relacdo a fatores associados ao trauma, como
pessoas, locais, conversas e situagcdes, além de sentimentos de
entorpecimento. Alteraces negativas persistentes em cognicGes e humor
(Critério D); Excitabilidade aumentada (Critério E) com intensa
reatividade psicologica ou fisiologica, como se a pessoa revivesse 0
momento do trauma (RUIZ et al., 2007). O diagnostico de TEPT exige
gue a duracdo destes sintomas deva ser superior a um més e que a
perturbacdo por eles gerada, ocasione sofrimento clinicamente
significativo ou comprometimento do funcionamento no &mbito social,
ocupacional ou em outras importantes areas da vida (DASKALAKIS,
LEHRNER, YEHUDA, 2013; ARNSTEN et al., 2015; DSM-1V, 2002;
ARAUJO, LOTUFO-NETO, 2014).

De acordo com dados da Pesquisa Nacional de Comorbidade (do
inglés National Comorbidity Survey, NCS) do Estados Unidos da América
(EUA), em torno de 8% da populacdo mundial pode vir a desenvolver
TEPT em algum momento de sua vida, sendo estimado que 11% das
mulheres e 5% dos homens sejam afetados. Quando a sua incidéncia é
analisada em populacdes de risco, os numeros sofrem consideravel
aumento, sendo estimada em 15,4% em populac6es afetadas por conflitos
(HOSKINS et al., 2015) e para aproximadamente 30% em veteranos de
guerra (KOENEN et al., 2008). Segundo o Departamento Americano de
Assuntos de Veteranos de Guerra, nos EUA, entre 2002 e 2012,
aproximadamente, 257.000 veteranos do Iraque e Afeganistdo foram
diagnosticados com TEPT. Somado a esse nimero, encontram-se
aproximadamente, 1,63 milhdes de veteranos de guerras, relacionados aos
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atentados terroristas de 11 de setembro e aos conflitos resultantes que
ocorreram posteriormente (BURBIEL, 2015).

O Brasil é o terceiro no ranking mundial de mortes por arma de
fogo entre jovens de 15 a 24 anos e até 0 ano de 2005 ocupava a 6° posicao
entre 91 paises, ao se analisar as taxas de homicidios na populacéo total
(WAISELFISZ, 2010). O pais apresenta também altos indices de
acidentes automobilisticos, porém, apesar disso, o diagndstico de TEPT
recebe pouca atencdo (FIGUEIRA, MENDLOWIC, 2003). Tendo o
Brasil indices tdo elevados de violéncia e acidentes automobilisticos e
sendo o TEPT o principal transtorno neuropsiquiatrico relacionado a
ocorréncia de eventos traumaticos e de violéncia, verifica-se a
necessidade de mais atencdo na compreensdo dos aspectos deste
transtorno e também nas abordagens dispensadas no seu tratamento.

Estudos epidemioldgicos mostram diferencas em relacdo ao
género na ocorréncia do TEPT. Embora homens apresentem maior risco
de exposicdo a eventos potencialmente traumaticos (OLFF et al., 2007),
a chance de se desenvolver TEPT apds exposicdo a um trauma, é duas
vezes mais elevada em mulheres (MORRIS, COMPAS, GARBER,
2012). Os pacientes com TEPT s&o seis vezes mais propensos a cometer
suicidio, apresentam risco aumentado de abandonarem a escola ou
faculdade e sdo mais propensos a apresentar instabilidade em
relacionamentos interpessoais e conjugais (PACE, HEIM, 2011;
ARNSTEN et al., 2015).

O TEPT causa significativo prejuizo ndo apenas na qualidade de
vida das pessoas afetadas, mas também na esfera econdmica, devido aos
custos gerados por absenteismo, afastamentos de trabalho, aposentadorias
precoces e tratamentos (JONES et al., 2015). O comprometimento de
trabalho sofrido por pacientes com TEPT é comparavel ao de individuos
com depressdo maior, 0 que ressalta a gravidade da doenca
(DASKALAKIS, LEHRNER, YEHUDA, 2013). Estima-se que no ano
2000, a perda anual de produtividade por causa de TEPT nos EUA tenha
sido de cerca de US$3 bilhdes (KESSLER, GREENBERG, 2002).

Embora seja classificado como um transtorno mental, o TEPT
apresenta alta comorbidade com outras condicbes médicas, como
hipertenséo e doenga cardiovascular, sindrome metabdlica, sindrome da
fadiga cronica, fibromialgia, doenca gastrointestinal, dor cronica, doenca
respiratoria, entre outras doencas (DASKALAKIS, LEHRNER,
YEHUDA, 2013). A taxa de mortalidade entre as pessoas com TEPT é
significativamente maior do que em pessoas saudaveis, 0 que pode ser
explicado através de uma combinacdo de fatores, incluindo a viséo
distorcida e o preconceito ainda existente em relacdo a salde mental e
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seus tratamentos. Associado ainda a esse fato, had a limitada
disponibilidade e alto custo dos tratamentos, o que faz com que muitos
dos individuos ndo procurem tratamento mental especializado ou tenham
dificuldade em seu acesso. Apesar disso, 0s pacientes com TEPT estéo
entre 0s que mais utilizam os servi¢os de cuidados primarios, em funcédo
da grande variedade de queixas somaticas e médicas por eles apresentados
(DASKALAKIS, LEHRNER, YEHUDA, 2013; BOSCARINO, 2004).

1.3 FISIOPATOLOGIA DO TEPT

O TEPT pode ser entendido como uma reagdo anormal a uma
adversidade intensa, onde a reacdo de estresse e sensacdo de medo ndo
cessa apods o fim ou retirada do fator estressante. Desse modo, a busca de
suas bases bioldgicas tem-se concentrado nos aspectos neuroenddcrinos
envolvidos nas reagdes de estresse e medo (GIUSTINO; MAREN, 2015).
Regides do cérebro como a amigdala, o hipocampo e o cértex pré-frontal
medial (CPFm) sdo as regibes mais fortemente estudadas no TEPT,
devido a relacdo que possuem com as respostas de medo e 0s mecanismos
de aquisigdo e extin¢do do medo condicionado (MAREN, QUIRK, 2004;
HERRY et al., 2010; DEJEAN et al., 2015).

A aquisicdo do medo condicionado é primariamente mediada pela
amigdala basolateral - BLA, enquanto o CPFm modula sua consolidacéo
e intensidade (MAREK et al., 2013; BREMNER, 2007). As sinaliza¢bes
subsequentes ao término da ameaca sdo capazes de acarretar mudancas
na resposta de medo, fazendo com que a sua consolidacgdo seja alterada
para um estado de extin¢do, sendo esse processo resultante também da
interacdo entre BLA e CPFm. Uma das hipGteses sugeridas para a
fisiopatologia do TEPT, descreve o transtorno como o fracasso ou
impossibilidade da extin¢do do medo, que é referente ao aprendizado de
gue um estimulo especifico ndo deve mais ser temido, por ja ndo se
encontrar mais em posicdo de oferecer perigo ou por este ja ter sido
cessado. Cabe ressaltar que ndo ha eliminacdo das memorias referentes
ao medo condicionado, o que ocorre é a aquisi¢cdo de novas memorias,
indicando que o que antes era ameacador, ja ndo é mais. No entanto, por
razdes ainda desconhecidas, este processo ndo ocorre no TEPT e 0 evento
traumatico continua a gerar respostas de medo, mesmo ap6s a sua
cessagdo, de modo que a consolidacdo do medo se mantem ao longo do
tempo e de forma constante (KOEK et al., 2016).

Desse modo, 0s processos relacionados ao estresse podem levar a
alteracOes estruturais e funcionais, geralmente atribuidas & "rede do
medo", que inclui o hipocampo, amigdala e CPF. Estas alteracdes podem
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explicar os sintomas tipicos experimentados por pacientes com TEPT
como respostas de medo intensificadas e ndo condizentes com o contexto,
além de estados de medo e ansiedade constantes e injustificaveis. O CPF
e 0 hipocampo agem como importantes moduladores da ativagdo do eixo
HPA (MCLAUGHLIN et al., 2014), sendo a atuacdo do CPF pautada em
efeitos inibidores sobre a liberagdo de CRH no hipotdlamo e, por
conseguinte, de cortisol das glandulas adrenais. A amigdala, no entanto,
desempenha papel oposto, promovendo a ativacdo do eixo HPA
(SHERIN, NEMEROFF, 2011), sendo sua atuacédo disfuncional relatada
em modelos de neurocircuitaria do TEPT.

O modelo mais aceito de neurocircuitos de TEPT, ilustrado na Fig.
2, foi proposto pela primeira vez por Rauch e colaboradores (1998) e
sugere a ocorréncia de hipoativacdo do CPF (englobando o cortex
cingulado anterior, cortex pré-frontal ventromedial, cortex subcaloso e
cortex orbitofrontal) que resulta na incapacidade de controlar eficazmente
a resposta a estimulos relacionados ao trauma. Sem a inibicdo por parte
do CPF, o hipotdlamo se mantém ativo, liberando CRH. Ja a
hiperatividade da amigdala resulta em uma emissdo constante de alarme,
resultando em constante ativacdo do eixo HPA, quando este ja deveria
apresentar diminuicdo de suas atividades. A hiperatividade da amigdala
também estaria associada a ocorréncia de lembrangas vividas e sintomas
de hiperexcitacdo (RAUCH et al., 2006). Esse modelo também aborda o
funcionamento anormal do hipocampo, que estaria envolvido em déficits
de aprendizagem e de memoria, resultando na incapacidade de extin¢éo
do medo (PATEL et al., 2012).

Estudo de neuroimagem realizados em pacientes com TEPT vém
fornecendo subsidios para esse modelo. Por exemplo, na comparagao de
estados sintométicos e de repouso, hiperativacdo da amigdala
correlaciona-se positivamente com sintomas de TEPT e gravidade do
transtorno (KOEK et al., 2016).

Devido as alteragbes encontradas no funcionamento de regibes
encefalicas envolvidas com respostas de medo e consequente influéncia
destas no funcionamento hiperativo do eixo HPA, a expectativa é de que
as concentracdes de cortisol se apresentem elevadas, no entanto, alguns
estudos encontraram concentracdes reduzidas de cortisol em pacientes
diagnosticados com TEPT (SHALEV et al.,, 2008). Uma possivel
explicacdo para este achado pode ser que, a exposicdo repetida a
estimulos associados ou que promovam o estresse e, consequentemente,
a constante liberacdo de cortisol, ocasione um aumento da regulacdo dos
receptores de glicocorticoides, que por sua vez leva a reducao dos niveis
de cortisol. Essa reducéo, no entanto, implica em uma diminuicgéo no grau
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de inibicdo do feedback negativo sobre o hipotdlamo e a pituitaria. Como
consequéncia, mais CRH ¢é liberado no hipotalamo, seguido de liberacéo
de ACTH na pituitaria, porém, com baixos niveis de cortisol a reacao de
estresse ndo pode ser encerrada corretamente (KOEK et al., 2016). Esse
processo é representado na Fig. 2.
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Figura 2: AlteragBes funcionais de estruturas limbicas e do Eixo HPA no
TEPT, com consequente aumento de citocinas pré-inflamatérias.
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Fonte: Imagem adaptada de Dégeilh et al., 2013.
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Ademais, 0s mecanismos fisiopatoldgicos do TEPT sdo complexos
e como em diversos outros distlrbios psiquiatricos, sdo altas as
probabilidades dos casos ndo compartilharem 0s mesmos mecanismos
gue levam a sua ocorréncia, 0 que aumenta a dificuldade de compreenséo
deste transtorno e de desenvolvimento de novas abordagens de
tratamento. Embora a investigacdo sobre a fisiopatologia do TEPT tenha
sido historicamente pautada por estudos com enfoque neuroendocrinos, o
sistema imunitario tem despertado atengdo, devido a estreita relacdo
existente entre ambos (KOEK et al., 2016).

1.4 NEUROINFLAMACAO
1.4.1 Citocinas

A ideia da existéncia de uma interagdo entre a mente e 0 corpo €
antiga e remete as concepcOes de Aristdteles, que acreditava serem estes,
complementares entre si e capazes de provocarem altera¢fes funcionais
de forma bidirecional (PINHEIRO, 2008). Durante algum tempo, estudos
avaliaram a capacidade de influéncia do SNC sobre o sistema imune (SI),
sendo esta area de estudo denominada de “neuroimunomodulagio” ou
“psiconeuroimunologia”. No entanto, acreditava-se ser esta interacéo
unidirecional (REICHLIN, 1993), o que foi refutado posteriormente,
através de crescentes evidéncias acerca da capacidade do sistema
imunoldgico em influenciar o funcionamento do SNC.

A relagdo entre SI e SNC mostrou ter grande relevancia no
desenvolvimento de disturbios neuropsiquiatricos e neuroldgicos, assim
como em alteragcBes comportamentais. Estudos vém mostrando que o
estresse, a ansiedade e a inflamacdo estdo correlacionados, portanto, €
pertinente supor que a resposta imunoldgica esteja envolvida na
fisiopatologia do TEPT bem como em outras comorbidades (PACE,
HEIM, 2011; JONES, THOMSEN, 2013).

Alteracdes nas concentracdes de citocinas no SNC podem gerar
mudangas comportamentais, tanto em roedores quanto em humanos, na
forma de "comportamento de doenca" (DANTZER, 2001; PARNET et
al., 2002). Esse comportamento é uma estratégia altamente organizada do
organismo para o combate de processos infecciosos. Em roedores, 0
comportamento de doenca é caracterizado por letargia, diminuicdo do
interesse pelo ambiente, isolamento social e reducdo da ingestdo de
alimentos e agua (DANTZER et al., 2008; MILLER et al., 2009).



34

Dos mediadores inflamatérios, os mais extensivamente estudados
sdo as interleucinas 1beta (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (JONES, THOMSEN, 2013).

Estas citocinas possuem significativo papel na inducdo do
“comportamento de doeng¢a” e a administracdo delas por si s, na periferia
ou no ventriculo lateral do cérebro, é capaz de induzir os componentes
centrais da reacdo aguda da fase inflamatdria, incluindo febre, ativacdo
do eixo HPA e reducdo da atividade. A super expressdo de IL-1p,
prejudica a funcdo da memdria, desempenho da memoria espacial e de
medo condicionado (CUNNINGHAM, SANDERSON, 2008; MOORE et
al., 2009). Porém, concentracfes reduzidas desta citocina se mostram
necessarias para a plasticidade sinaptica normal, uma vez que roedores
sem o receptor para a IL-1f, mostram disfuncdo de memarias (JONES et
al., 2015; GOSHEN et al., 2007). Assim, observa-se, portanto, que a
presenca de IL-1B ndo é prejudicial, mas sim o aumento da sua
concentracdo fisiolégica, que pode resultar no desenvolvimento
fisiopatoldgico associado ao TEPT e outras doencas.

Ainda, a IL-1B é uma das principais citocinas pro-inflamatérias
envolvidas na regulacdo do eixo HPA. Essa citocina, além de ser expressa
em todos os componentes do eixo HPA, afeta a secre¢cdo de CRH a partir
do hipotadlamo, ACTH da pituitéria e de glicocorticoides a partir do cértex
da adrenal (GADEK-MICHALSKA et al., 2013).

O TNF-a, por sua vez, tem um papel importante na resposta
imunoldgica e pode eliminar tumores quando presentes em concentragdes
ideais. Porém, apesar dos efeitos benéficos, ha uma gama de efeitos
patolégicos relacionados ao aumento da sua concentracdo no SNC e tais
alteracbes podem contribuir para 0S mecanismos associados ao
desenvolvimento da doenca de alzheimer, doenca de parkinson, esclerose
multipla e acidente vascular cerebral isquémico (LORZ e MEHMET,
2009). Acredita-se também que haja envolvimento do TNF-a no TEPT,
ja que a frequéncia e gravidade de seus sintomas tem-se mostrado
positivamente correlacionados com suas concentra¢fes (von KANEL et
al., 2007) e sua acdo, em conjunto com a IL-1p no hipotalamo, além de
associada a indugdo de febre e supressdo do apetite, é relacionada com a
estimulacdo do eixo HPA.

Estudos clinicos e experimentais tém indicado que estresse e
depressao estdo associados com o aumento das concentragdes circulante
de TNF-a e IL-1p (REMUS et al., 2013; GADEK-MICHALSKA et al.,
2013), o que pode prejudicar processos cognitivos e de plasticidade
sindpticas e contribuir para a progressdo de transtornos
neuropsiquiatricos, inclusive o TEPT (KHAIROVA et al., 2009).
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Em um estudo em que foram analisadas as concentracbes de
citocinas no plasma de pacientes deprimidos com comportamentos
suicidas, foi encontrado concentragdes das citocinas pré-inflamatérias IL-
6 e TNF-o significativamente maiores em pacientes deprimidos que
tentaram suicidio em comparacdo com o0s pacientes deprimidos sem
comportamento suicida (JANELIDZE et al., 2011; GHANSHYAM et al.,
2012).

A semelhanca, em animais de laboratério, entre os sintomas de
comportamento doentio induzido por citocinas e depressdo é grande. Em
ambos 0s casos, ocorre isolamento social, mal-estar e anedonia. Somado
a esses fatores, ha o fato de que alguns componentes do comportamento
de doenca, como a diminuicdo da preferéncia de solucBGes doces e
exploracdo social reduzida, sdo melhoradas por farmacos anti-
depressivos. No entanto, a semelhanca entre comportamento de doencga e
depressédo € apenas parcial. O comportamento de doenca é uma resposta
adaptativa a infeccéo por agentes patogénicos e é reversivel, uma vez que
0 agente é eliminado, o que ndo ocorre na depressdo estabelecida por
alteragdes nas concentraces de monoaminas (STEPANICHEV et al.,
2014).

1.4.2 Fatores neurotréficos

Os fatores neurotréficos compem duas familias principais, sendo
a das neurotrofinas (NTs) e a do fator neurotrdfico derivado da glia
(GDNF), do inglés glial cell line-derived neurotrophic factor, cujos
componentes podem atuar de forma isolada ou conjuntamente nos
processos de regeneracao de fibras nervosas lesadas (BARBOSA, 2009).

As alteracdes nas concentrag@es de neurotrofinas, como 0 BDNF
(do inglés brain-derived neurotrophic factor) no hipocampo e regides
corticais pré-frontais, tem sido implicadas numa ampla variedade de
doencas psiquiatricas tais como esquizofrenia, depressdo maior,
transtorno bipolar e TEPT (ZHANG, LI, HU, 2016; GREEN, CORSI-
TRAVALI, NEUMEISTER, 2014). No TEPT, as mudangas ocorridas
nesta via tém sido relacionadas com implicacfes na aprendizagem
contextual, expressao e extingdo do medo. O desenvolvimento de alguns
dos sintomas clinicos do TEPT, tais como memdrias intrusivas,
hiperexcitagdo e medo exacerbado podem estar relacionados
parcialmente com alteragdes envolvendo o BDNF (GREEN, CORSI-
TRAVALI, NEUMEISTER, 2014).

As fungdes desempenhadas pelo BDNF sdo vastas e incluem o
aumento da plasticidade, sobrevivéncia e crescimento celular, entre outras
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fungdes. 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
memérias aversivas em contextos inadequados, sendo ele necessario para
a extincgdo dessas memodrias (GREEN, CORSI-TRAVALI,
NEUMEISTER, 2013).

A reducdo do BDNF estd associada também a estados de
depressdo. De fato, a reducdo na concentracao plasmatica de BDNF foi
evidenciada em pacientes depressivos, sendo observado ao longo de
tratamentos a base de antidepressivo, que estas concentragfes foram
aumentadas (MATSUOKA et al., 2015).

Por sua vez, o GDNF é encontrado principalmente nas regides
cerebrais, principalmente em regides do estriado e areas prosencefalicas,
sendo considerado um dos mais potentes fatores neurotroficos de
neurdnios dopaminérgicos (AIRAKSINEN e SAARMA, 2002).

O GDNF, apresenta como caracteristica a capacidade de exercer
efeito neuroprotetor na populacdo de neurdnios periféricos e centrais
(AIRAKSINEN e SAARMA, 2002), além de estar envolvido no
desenvolvimento e manutencdo de células gliais, serotonérgicas e
dopaminérgicas (DUCRAY et al, 2006) e a regulacdo de vias
noradrenérgicas e GABAérgicas (SARABI et al., 2000).

O papel desempenhado pelo GDNF em doengas
neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer tem sido alvo de
estudos, porém, estudos envolvendo a participacdo do GDNF em
desordens de humor s&o ainda relativamente muito recentes (BARBOSA,
2009). Niveis circulantes reduzidos de GDNF foram encontrados em
pacientes com depressdo (DINIZ et al., 2012; TSENG et al., 2013) e 0
estudo de Ubhi e colaboradores (2012) encontrou elevacdo dos niveis
circulantes do GDNF e do RNA no hipocampo de roedores tratados com
fluoxetina. No entanto, ainda ndo é possivel afirmar se o GDNF
desempenha algum papel no desenvolvimento, progressdo ou tratamento
de transtornos do humor (IBANEZ, ANDRESSOO, 2016).
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1.5 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNO DE ESTRESSE
POS-TRAUMATICO (TEPT)

Apesar de a etiologia do TEPT ainda ndo ser totalmente conhecida,
ha diversos modelos animais que buscam mimetiza-lo e que séo usados
em pesquisas pré-clinicas atualmente. No entanto, desenvolver um
modelo animal para o TEPT ndo é algo simples, devido ao caréater
fortemente subjetivo que comp®e sua sintomatologia. O diagnodstico em
humanos depende em sua maior parte de relatos verbais, referentes a
expressdo de pensamentos, sentimentos, sonhos e memorias (estas muitas
vezes intrusivas) e que ndo podem ser estudados em animais. Desse
modo, varios dos sintomas tipicos do TEPT sdo encontrados, ou
identificados, exclusivamente em seres humanos e, portanto, ndo sdo
passiveis de reproducdo no modelo animal (COHEN et al., 2012).

No entanto, apesar das limitages existentes, os modelos animais
de TEPT séo de grande valor para a compreensdo de sua fisiopatologia e
fornecem meios para que haja um aprofundamento cada vez maior sobre
0s aspectos neurobiolégicos que o comp8em, assim como permitem
também o aprimoramento de tratamentos farmacoldgicos e novas
abordagens terapéuticas (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND,
2013).

A composicao da maior parte dos modelos animais existentes para
0 TEPT atualmente, baseia-se na exposi¢do do animal a uma situagdo
extrema de estresse, que desencadeia uma resposta de medo intenso. E
esperado que apo6s a aplicagdo do protocolo escolhido, o animal passe a
apresentar caracteristicas comportamentais semelhantes as encontradas
no TEPT, como comportamento tipo depressivo e ansioso (BALI, JAGGI,
2015).

As situaces de estresse mais comumente utilizadas na inducéo do
comportamento semelhante ao TEPT séo os protocolos de exposi¢do ao
odor de predador, exposicdo ao predador, estresse Unico e prolongado e
choque inescapavel nas patas (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND,
2013). Em funcdo de apresentar grande validade de face e predi¢do, o
choque inescapavel nas patas é considerado um dos melhores paradigmas
para produzir trauma e para induzir o estado de TEPT em animais (BALI,
JAGGI, 2015).

Com o objetivo de demonstrar a validade de face do modelo
adotado, ap6s um periodo de tempo determinado para cada protocolo, €
feita uma avaliagdo comportamental onde o animal é reexposto ao
ambiente estressante e sdo avaliados 0s comportamentos relacionados a



38

ansiedade e hiperexcitagdo que sao tipicamente relacionados a meméria
do medo (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMOND, 2013).

A subsequente reexposic¢do ao contexto condicionado, 24h ap6s os
estimulos aversivos, demonstram induzir intensa resposta de medo (altos
niveis de freezing) em roedores, semelhante as respostas
comportamentais encontradas em individuos com TEPT (LI et al., 2005).

A exposicdo a fatores de estresse é também uma abordagem para
induzir comportamentos tipo depressivos em animais de laboratorio.
Eventos estressantes sdo considerados um dos principais fatores para o
desenvolvimento de desordens de humor e apesar de varios sintomas
importantes da depressdo, como sentimento de vazio e pensamentos
suicidas, ndo poderem ser modelados em animais devido ao seu carater
subjetivo, esta abordagem tem alta validade de predicdo. Com efeito, a
exposicdo ao estresse cronico ou mesmo a um Unico episddio de estresse
pode causar alteragdes comportamentais especificas da depresséo e que
podem ser revertidos por farmacos antidepressivos (STEPANICHEYV et
al., 2014).

Em uma variacdo da reexposicdo ao contexto aversivo para
verificacdo da eficacia do protocolo, o animal é reexposto ao ambiente,
sem o estimulo aversivo repetidas vezes ou durante um Unico periodo de
tempo. Esse processo, descrito inicialmente por Pavlov (1927),
denominado extin¢do, é um comportamento aprendido, em que um
contexto que anteriormente foi associado a algo aversivo é apresentado
como ndo mais ameagador (FITZGERALD, SEEMANN, MAREN,
2014). Desta maneira, o animal aprende que o estimulo ou o contexto ja
ndo sinalizam perigo e o comportamento normalmente passa a apresentar
alteragdes, de modo a refletir uma diminui¢do gradual no medo. Em
roedores de laboratério, a extingdo muitas vezes se manifesta como uma
diminuicdo mensuravel no comportamento de freezing (FITZGERALD,
SEEMANN, MAREN, 2014)

O freezing é um dos principais comportamentos de medo,
apresentado por grande parte dos animais vertebrados, inclusive os
utilizados em laboratério, em que o animal adota 0 comportamento de
imobilidade total, fazendo movimentos apenas de respiracdo. Esse
comportamento é caracterizado como uma imobilidade defensiva, na qual
0 organismo é passivo, mas preparado para responder ativamente a
estimulos subsequentes (VALENTE et al., 2008).

Outro comportamento apresentado por roedores € o de autolimpeza
ou autocuidado, denominado “grooming”, que é um comportamento
tipico e que pode ser afetado bidirecionalmente por manipulacéo
experimental, incluindo lesbes do trato nigroestriatal, administracdo de
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farmacos dopaminérgicos, mutagfes genéticas e estresse psicoldgico.
Além disso, o grooming é modulado por diversos circuitos, entre eles, o
sistema limbico, incluindo a amigdala e o hipotalamo, sendo ambas as
areas envolvidas diretamente na fisiopatologia do TEPT (KALUEFF et
al., 2016).

A compreensdo mais acurada do comportamento de animais de
laboratério  visa  permitir  consideracdes mais precisas da
representatividade dos comportamentos apresentados por eles e também
da relacdo do comportamento apresentado e a patologia estudada. Desse
modo, tem-se buscado estabelecer ligacdes entre sinalizacdes especificas,
especialmente as comportamentais e estados emocionais de animais
(BOISSY etal., 2007; DESIRE et al., 2002). Com o objetivo de preencher
esta lacuna, alguns estudos vém procurando decodificar expressdes
faciais e suas alteragBes em diversas espécies animais utilizadas em
laboratério, a fim de alcangarem uma maior compreensdo do seu estado
emocional (GRANDIN, DEESING, 2013).

A mencdo a presenca de expressdes faciais em animais, analogas a
expressdes faciais humanas, j& havia sido demonstrada por Darwin (1872)
em seus estudos (LECORPS, FERON, 2015). Na sua obra “A expressdo
das emogdes no homem e nos animais”’ Darwin afirma que determinadas
respostas emocionais, como as expressdes faciais humanas, tendem a
acompanhar os mesmos estados emocionais em todos os membros de uma
espécie (PINEL, 2005). Porém, poucos trabalhos tém-se dedicado ao
estudo e decodificagdo das expressdes faciais em animais, principalmente
em ndo primatas (DIOGO et al., 2009).

Uma caracteristica comportamental que vem sendo observada e
gue se mostra como um promissor parametro de identificacdo
de emocionalidade em camundongos € a posicao da orelha (ear position),
onde em testes como o labirinto em cruz elevado (do inglés Elevate Plus
Maze) e reconhecimento de odor (do inglés Novel Odour Test), as
alteragdes na posicao da orelha foram relacionadas negativamente com
maior indice de exploracdo dos animais (LECORPS, FERON, 2015).

No entanto, apesar de haver uma gama de comportamentos animais
usados na transposi¢do de diversas patologias em ensaios pré-clinicos,
como 0s acima citados e diversos outros ainda existentes, ainda é
necessaria a ampliacdo do conhecimento acerca deles. Tais avancos
possibilitariam a obtencdo de resultados cada vez mais fidedignos e
consequentemente, mais confidveis acerca das patologias estudadas e que
permitam superar as limitagdes de transposicdo atualmente existentes.

Outra limitagdo existente atualmente é a prevaléncia do uso de
animais machos nos modelos experimentais. Existem evidéncias que
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demonstram haver diferencas relacionadas ao género em condicfes
patoldgicas, incluindo distirbios de ansiedade e depressdo, sendo o
género feminino com mais do dobro da probabilidade de ser acometido.
No entanto, apesar disso, a maioria dos estudos experimentais ndo levam
em consideracdo esse fator e os estudos sdo realizados em sua maioria
com roedores machos, o que dificulta uma translacdo mais fiel de dados
experimentais para a clinica (STEPANICHEYV et al., 2014).

1.6 TRATAMENTO

A busca por tratamentos eficazes para o0 TEPT apresenta um vasto
historico de respostas insatisfatorias envolvendo uma ampla gama de
agentes farmacoldgicos, que incluem os inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina (ISRS) e da noradrenalina (ISRN), inibidores da
monoamina oxidase (IMAO), antidepressivos triciclicos (TCAs), agentes
adrenérgicos, benzodiazepinicos, estabilizadores de humor e
antipsicéticos atipicos (DASKALAKIS, YEHUDA, DIAMONDS,
2013).

Em relacdo a tratamentos com abordagem psicoldgica, as formas
de tratamento mais usuais, se dividem em duas categorias, tendo como
foco experiéncias passadas ou concentrando-se no tempo presente e em
seu enfrentamento. Exemplos de abordagens com foco em experiéncias
passadas sdo a Exposi¢éo Prolongada, uma forma de terapia que se baseia
no confronto direto e graduado aos objetos ou situagBes temidas
(SOARES, LIMA, 2003). A terapia por exposicdo é aplicada segundo o
fundamento de que a ansiedade é uma resposta condicionada que tende a
diminuir através da habituacdo durante a exposi¢do sistematica aos
estimulos temidos (BUTLER et al., 1984). Terapia de Dessensibilizacdo
e Reprocessamento por meio dos Movimentos Oculares (do inglés Eye
Movement Desensitization and Reprocessing - EMDR), que se baseia na
reorganizacdo e reprocessamento de memdrias traumaticas, através da
simulacdo do movimento dos olhos realizado durante o0 sono REM. Além
da terapia de exposicdo narrativa, onde o paciente fala repetidamente
sobre os acontecimentos traumaticos e dolorosos de seu passado, de modo
a reexperimentar toda a emocao associada ao evento. Baseada em tempo
presente, tem-se a Terapia Comportamental Cognitiva (TCC), que
consiste no treinamento de habilidades de enfrentamento para melhorar o
funcionamento em dominios tais como interpessoal, cognitivo e
comportamental (KNAPP, BECK, 2008).

Os ISRS e a TCC sdo os dois tratamentos mais aceitos atualmente
para TEPT (SOFUOGLU et al., 2014), sendo a sertralina e a paroxetina
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as duas Unicas medicacdes aprovados pela FDA (Food and Drug
Administration), 6rgdo americano responsavel pela aprovacéo de drogas
e alimentos, para o tratamento de TEPT (RYTWINSKIA et al., 2014). O
Departamento de Defesa de Veteranos (DoD) do EUA também
recomenda ISRS e ISRN como primeira linha farmacoterapéutica para o
TEPT. Estas duas medicacfes tém-se mostrado capazes de reduzir alguns
dos sintomas de TEPT dentro dos trés principais grupos: revivescéncia,
esquiva e hipervigilancia (KOBAYASHI et al., 2015). No entanto, apesar
disso, o indice de remissdo dos sintomas dos pacientes tratados sequer
chega a 50% e estima-se que apenas 65% dos pacientes diagnosticados
com TEPT procuram por tratamento (WANG et al., 2005), apesar do
prejuizo na qualidade de vida que o transtorno provoca.

Os tratamentos farmacolégicos existentes atualmente, ndo sdo
recomendados apenas para 0 TEPT, mas também para diversos outros
transtornos, e nem sempre conseguem alcangar uma remissao completa
ou encontram-se acessiveis a toda populacdo. Aliado a esses fatores, hd o
fato de estes ndo serem livres de efeitos colaterais e, portanto, produzirem
efeitos indesejados, o que pode se mostrar como um obstaculo a aderéncia
ou continuidade a essa forma de tratamento (WESOLOWSKA, 2010).

Formas de tratamento preventivas para 0 TEPT também tem sido
estudadas, como prevencOes primérias, que sdo abordagens adotadas
antes do evento traumatico ocorrer. Para a populacdo civil, abordagens
preventivas ndo sdo relevantes, devido ao carater imprevisivel da
ocorréncia de eventos traumaticos e também por ainda néo ser possivel
prever se um individuo desenvolvera o transtorno ou ndo. No entanto, em
populacdes de alto risco de desenvolver TEPT, tais como bombeiros e
militares em areas de combate, formas preventivas de tratamento se
mostram como uma nova e interessante abordagem a ser adotada
(BURBIEL, 2015).

Ainda sobre formas preventivas de tratamento do TEPT, ha a
prevencgdo secundaria, em que o tratamento é feito logo apds a ocorréncia
do evento traumético, dentro do periodo chamado “janela terapéutica” e
a prevencdo terciaria, em que o tratamento € iniciado tdo logo os primeiros
sintomas se tornem aparentes (BURBIEL, 2015).
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2 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas e outros produtos oriundos da natureza com
finalidades medicinais faz parte da histéria da humanidade, desde os
tempos mais remotos e é considerada a pratica mais antiga que se tem
registro no tratamento de enfermidades (ANDRADE, CARDOSO,
BASTOS, 2007). Dessa interagdo, entre 0 homem e a natureza e a sua
busca por meios de prevenir e tratar enfermidades, originou-se as
chamadas “medicina tradicional” e “medicina popular”. Sendo a
medicina tradicional relacionada a grupos étnicos especificos e a
medicina popular, pautada no resultado da interacéo de culturas diversas
(RODRIGUES e OTSUKA, 2011).

Dotado de grande diversidade, tanto bioldgica quanto cultural, o
Brasil possui grandes motivos para enaltecer a etnofarmacologia, a
ciéncia que tem como objeto de estudo a utilizacdo feita por diversos
grupos populacionais, dos recursos naturais existentes em seus ambientes,
para fins medicinais, ou seja, como medicamento para o tratamento das
diversas enfermidades (RODRIGUES e OTSUKA, 2011). Cabe ressaltar
gue muitas vezes 0 conhecimento acerca das propriedades e usos de
plantas medicinais pode ser o Gnico recurso que muitas comunidades e
grupos étnicos possuem, no que se refere a prevencéo e tratamentos de
salde (HOEFFEL et al., 2011). Essa limitagdo pode ser em funcéo da
grande extensdo territorial do pais, que torna dificultoso ou restrito o
acesso a sistemas de salde, sejam eles publicos ou privados, pela
populacdo ou determinados grupos (RODRIGUES e OTSUKA, 2011).

Giraldi e Hanazaki (2010), realizaram na cidade de Floriandpolis,
um trabalho de identificacdo de usos de plantas medicinais por parte da
populacdo nativa da regido do Sertdo do Ribeirdo, localizada na regido do
sul da ilha. Neste trabalho, observou-se a existéncia de conhecimentos
tradicionais sobre plantas medicinais na regido e que remetiam a historia
local, denotando a miscigenacdo cultural existente entre amerindios,
europeus e africanos, observada desde os tempos da colonizagdo.
Também foi observado serem estes conhecimentos, em sua maioria,
adquiridos através de familiares, como pais e avds ou entdo, através de
pessoas que vivem na mesma regido, demonstrando haver expressiva
heranca cultural acerca de conhecimentos envolvendo plantas medicinais
nessa localidade.

O grande uso de ervas na medicina popular pode ser explicada
talvez, pela facilidade com que s&o encontradas, podendo ser cultivadas
em quintais, o que facilita a obtencdo desses recursos vegetais (PILLA et
al., 2006). Outro fator contribuinte é a associacéo entre a cultura étnica, o
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conhecimento e uso acerca das plantas, sendo muitas vezes esses US0S
passados de pais para filhos ou caracteristicos de uma determinada
localidade ou grupo étnico (GIRALDI e HANAZAKI, 2010).

Em dezembro de 2008 foi instituido o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Esse programa tem como objetivo
inserir, de forma segura e eficaz plantas medicinais, fitoterapicos e
servicos relacionados a fitoterapia no Sistema Unico de Satde (SUS).
Ainda em seu escopo, esta a promocao e reconhecimento de praticas
populares e tradicionais de uso de plantas medicinais. Desse modo,
estudos etnobotanicos podem contribuir, através da listagem de plantas
medicinais j& conhecidas e utilizadas em determinada regido, com
potencial para serem inseridas em sistemas publicos de satde (GIRALDI,
HANAZAKI, 2010).

Entre as diversas plantas utilizadas na medicina popular e que tém
sido objeto de estudo de diversos trabalhos, encontram-se as pertencentes
ao género Polygala. As plantas deste género sdo amplamente distribuidas
pelo planeta, ndo sendo encontradas apenas na Nova Zelandia e nas Zonas
Artica e Antartica (LUDTKE, SOUZA-CHIES, MIOTTO, 2013). As
espécies deste género sdo ervas, subarbustos, podendo algumas poucas
vezes serem encontradas na forma de arvores com flores brancas,
esverdeadas, rosas ou roxas. Estima-se a existéncia de mais de 700
espécies deste género sendo utilizadas pela populagdo como expectorante,
sedativa, na neutralizacdo de venenos de cobras, antifingicas e
analgésicas entre varios outros usos. Essa diversidade faz com que o
género Polygala seja objeto de interesse na pesquisa farmacoldgica
devido ao seu grande potencial fitoterapico (LUDTKE, SOUZA-CHIES,
MIOTTO, 2013).

Diversas espécies de Polygala tem sido alvo de estudos, devido as
propriedades benéficas a elas associadas. Como exemplo, pode-se citar a
Polygala tenuifolia W., utilizada no tratamento de doencas psicéticas na
medicina coreana e chinesa (CHUNG et al, 2002), além de apresentar
propriedades anti-inflamatorias e neuroprotetoras; a Polygala fallax H,
também com propriedades antiinflamatéria (KOU et al., 2003); Polygala
cyparissias St. Hillaire & Moquin, com atividade antinociceptiva
(CAMPOS et al., 1997) e efeito antiespasmddico (EL SAYAH et al.,
1999) e a Polygala paniculata, objeto de estudo do presente trabalho.
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2.1 Polygala paniculata

Amplamente encontrada em varias regides do Brasil e inclusive no
estado de Santa Catarina, a Polygala paniculata, ilustrada na Fig. 3, é
conhecida popularmente como barba-de-séo-pedro, vassourinha-branca,
mimosinha, bromil, gelol entre outros (NEWALL et al., 1996; LORENZI
e MATOS 2002; LAPA et al., 2007). Segundo Paiva (1998), a Polygala
paniculata é a espécie mais amplamente distribuida do género, sendo
encontrada em lugares diversos e com caracteristicas também diversas
como beiras de estradas, em solos Umidos, secos, arenosos, restingas,
beiras de matas de planicie, no interior e na orla de capoeiras, campos
arbustivos e, mais raramente, em banhados. E considerada,
frequentemente, uma planta ruderal, embora tenha sido coletada também
em locais preservados. Floresce e frutifica em todos os meses do ano
(LUDTKE, SOUZA-CHIES, MIOTTO, 2013).

Figura 3: Exemplares de Polygala paniculata. Painéis A e B, parte aérea da
planta. Painel C, exemplar de sua flor em destaque.

Fonte: Painel A, L.L. Co; Painel B, M. Fagg e painel C, G.D. Carr.
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E usada na forma de cha na medicina popular e seu uso se estende
para tratamentos diversos, tais como de asma, bronquite cronica, artrite,
artrose, problemas renais, dor de estdmago, diarreia, bem como
tonificante (NEWALL et al., 1996; LORENZI e MATOS, 2002; LAPA,
2006). Em Florianopolis, na regido do sul da ilha, foi identificado uso da
Polygala paniculata no tratamento de dores musculares, sendo o
armazenamento da planta para o uso, nestes casos, em forma de tintura.
(GIRALDI e HANAZAKI, 2010).

Outros usos associados a Polygala paniculata sdo relacionados
com a sua caracteristica de odor de “gelol”, liberado pela sua raiz quando
retirada do solo (AGUIAR etal., 2008). Ao se fazer uma busca na internet
utilizando-se os termos “Polygala paniculata gelol” ¢ possivel encontrar
varias mencdes ao uso da planta, em sites voltados para divulgacdo de
plantas com propriedades medicinais ou que buscam enfatizar os
beneficios encontrados em plantas e produtos de origem natural. Ressalta-
se, porém, que estes sites ndo estdo associados com estudos de base
cientifica, sendo em sua maioria, baseados apenas em conhecimentos e
usos populares.

As menc¢Oes encontradas em meios eletrdnicos sobre o uso da
Polygala paniculata s&o diversas, sendo encontradas citacfes sobre 0 uso
de suas raizes, como descongestionante nasal e também para contusdes e
reumatismo, sendo estes usos em Santa Catarina, remetidos aos agorianos.
Outros beneficios associados a Polygala paniculata, encontrados em
pesquisas na internet sdo: amaciante da pele, anti-inflamatorio, diurético,
expectorante, laxante, vomitiva. Porém, ressalta-se que estes usos nao se
encontram referenciados de nenhum modo, nao sendo possivel, portanto,
afirmar seus efeitos, o uso efetivo nos tratamentos de tais condi¢des e a
gual regido estes usos ou conhecimentos se remetem.

Embora varios dos efeitos terapéuticos associados a Polygala
paniculata na medicina popular ainda carecam de comprovagdo
cientifica, estudos fitoquimicos realizados permitiram a identificacdo de
alguns de seus compostos e confirmaram a presenca de varios metabolitos
secundarios na Polygala paniculata. Entre os ja identificados, pode-se
citar a cumarina (HAMBURGER, GUPTA, HOSTETTMANN, 1985), o
flavondide rutina (LAPA, 2006) e xantonas (CRISTIANO et al., 2003),
representados na Fig. 4.
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Figura 4: Estrutura quimica dos compostos cumarina, rutina e xantona
respectivamente, encontrados no EHPp.
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As cumarinas, presentes em diversos produtos naturais, tem grande
importancia devido a suas diversas atividades biologicas e a larga
utilizacdo na quimica. Ocorrem como metabolitos secundarios em
diversas partes de plantas, tais como raizes, folhas, frutos, flores e
sementes, especialmente de plantas verdes (HOULT, PAYA, 1996).
Entre os efeitos associados a cumarinas pode-se citar atividade
vasorelaxante (CHEN et al., 2000), anti-inflamatéria (CHENG et al.,
2004; CURINI et al., 2004), imunossupressora (TADA et al., 2002) e
antidepressiva (SINGH et al., 1992).

A rutina é um flavonoide pertencente a subclasse dos flavondis,
gue tem se destacado em fungdo das suas diversas atividades
farmacoldgicas (PEDRIALI, 2005). Alimentos como cebola, uva, trigo
serraceno, feijdo vermelho, macas, tomates e bebidas como vinho tinto e
cha preto sdo fontes desse flavonoide (THOMSON et al., 1999). Possuem
acdo terapéutica em patologias que envolvam radicais livres e ndo sao
toxicos, especialmente a rutina. Varias outras atividades da rutina vém
sendo estudadas, como seu efeito anticonvulsivante em ratos (NASSIRI-
ALS, SHARIATI-RAD, ZAMANSOLTANI, 2008), supressdo da
imunidade celular (MIDDLETON et al., 2000) e efeito antiinflamatério
(GUARDIA et al., 2001).

Por sua vez, as xantonas tém sido isoladas a partir de uma
variedade de fontes naturais, tais como plantas superiores, fungos e
liquenes. Possuem interessantes propriedades farmacoldgicas. Uma agdo
de grande interesse apresentada pelas xantonas € sua acao inibitoria da
enzima monoaminooxidase (MAO), relacionada com o tratamento de
estados depressivos. Por demonstrarem atividade inibitoria potente,
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seletiva e reversivel desta enzima, as xantonas apresentam um grande
potencial de utilizacdo (GNERRE et al., 2001; SANTOS et al., 2003).

Estudos realizados com o extrato hidroalcéolico de Polygala
paniculata (EHPp), identificaram entre seus efeitos, expressiva agédo
antioxidante, devido ao efeito protetor apresentado contra a
neurotoxicidade induzida pelo tratamento crénico de camundongos com
metilmercirio (MeHg) (FARINA et al., 2005). Ademais, os autores
relataram que o efeito neuroprotetor encontrado poderia estar associado
com a presenca no extrato de xantonas e flavonoides, que possuem
importante acdo antioxidante.

Lapa e colaboradores (2007), mostraram que o EHPp apresenta
importante atividade gastroprotetora, ou seja, ele foi capaz de reduzir as
lesbes estomacais (ulceras gastricas) induzidas por etanol em ratos, sendo
este efeito também associado a acéo antioxidante do extrato. Por sua vez,
Lapa e colaboradores (2011) demonstraram que o EHPp possui
importante efeito hipotensor e vaso-relaxante, através de estudos in vivo
e in vitro, sendo que estas acBes foram associadas a presenca do
flavonoide rutina.

No presente estudo, cabe destacar os trabalhos conduzidos por
Lapa e colaboradores (2009) e Bettio e colaboradores (2011) com a
Polygala paniculata.

Lapa e colaboradores (2009) mostraram que o EHPp promoveu
significativa reducdo da nocicepcdo (dor) causada por agente quimicos
(por exemplo, acido acético, capsaicina, cinamaldeido, glutamato e
formalina) em camundongos. Além disto, 0s autores também
evidenciaram que o EHPp foi capaz de reduzir a nocicepgao causada pela
administragdo intratecal de citocinas, tais como interleucina-1p (IL-1p) e
fator de necrose tumoral (TNF-a), e pelo agonista glutamatérgico
ionotrépico NMDA (N-metil-D-aspartato). Assim, esses resultados
denotam uma possivel acdo anti-inflamatéria da planta e entre as
possibilidades consideradas para tal efeito, esta a da inibicdo da acéo das
citocinas IL-1f e TNF-a, bem como o bloqueio do receptor ionotropico
para glutamato, NMDA, que estudos tem mostrado estarem envolvidas
no desenvolvimento de desordens psiquiatricas (GADEK-MICHALSKA
etal., 2013).

Por outro lado, Bettio e colaboradores (2011), demonstraram que
0 EHPp também é dotado de importante atividade antidepressiva. O
EHPp foi capaz de reduzir o tempo de imobilidade observado no teste do
nado forgado, um dos testes preditivos mais utilizados para avaliagdo de
efeitos anti-depressivos de drogas. Os autores também observaram que o
efeito anti-depressivo observado foi dependente da interagdo com os
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receptores serotonérgicos (5-HT2A), noradrenérgicos (02 e PB) e
dopaminérgicos (D1 e D2). Considerando-se que o0 sistema
monoaminérgico estd implicado na fisiopatologia e tratamento da
depressao e que esta, é uma das principais comorbidades que afetam os
individuos diagnosticados com TEPT, seus efeitos se tornam atrativos e
fortalecem a hipotese que a Polygala paniculata pode possuir
potencialidade terapéutica para esta patologia.

Desse modo, com base nos aspectos expostos referentes as
caracteristicas do TEPT e dos efeitos ja& comprovados da P. paniculata, é
possivel especular sobre um potencial terapéutico a nivel pré-clinico, em
um modelo animal desse transtorno.
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3 JUSTIFICATIVA

O TEPT é um transtorno frequentemente incapacitante, que afeta
uma consideravel parcela da populacdo. No entanto, os tratamentos
atualmente disponiveis sdo limitados, com taxas modestas de remissdo
dos sintomas. Desse modo, a busca por novas formas de tratamento torna-
se ndo apenas relevante, mas também necessaria.

O wuso de plantas medicinais no tratamento de diversas
enfermidades é feito j& ha muito tempo pelo homem, sendo este uso
mantido até os dias atuais, principalmente por popula¢tes de baixa renda,
com acesso restrito a atendimento médico ou resistentes as formas de
tratamento farmacolégicas atualmente existentes. O Brasil possui um dos
ecossistemas mais ricos do mundo e apesar da rica biodiversidade que
apresenta, da grande aceitacdo e do ja extenso uso terapéutico feito pela
populacdo em geral, as plantas medicinais ainda tém sido pouco estudadas
cientificamente. Estes estudos sdo necessarios para que seus efeitos sejam
melhor elucidados e sejam também comprovados cientificamente, e
também, para que sejam asseguradas qualidade, seguranca e eficacia em
Seus usos.

Desse modo, a justificativa desse estudo é pautada na necessidade
da busca por novas formas de tratamento para o TEPT e na investigacéo
de potenciais efeitos do extrato de Polygala paniculata nesta patologia,
gue baseado em efeitos mostrados anteriormente em outros estudos,
mostram-se COmMo pPromissores.
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4 OBJETIVOS
41 GERAL:

Verificar o efeito do extrato hidroalcodlico de Polygala paniculata
em um modelo animal de transtorno de estresse pds-traumatico.

4.2 ESPECIFICOS:

Verificar se 0 EHPp apresenta efeito ansiolitico no modelo de
Transtorno de estresse pos-traumatico em camundongos fémeas.

Verificar se 0 EHPp apresenta efeito tipo antidepressivo no modelo
de Transtorno de estresse pds-traumatico em camundongos fémeas.

Verificar possivel acdo do EHPp na modulacdo de memdrias
aversivas.

Avaliar o efeito do EHPp sob a expressao genica de BDNF, GDNF,
IL-1B e TNF-a, no hipotadlamo, cortex pré-frontal e hipocampo de
camundongos fémeas submetidas ao modelo de inducéo de TEPT.
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5. MATERIAIS E METODOS
51 ANIMAIS

Foram utilizados 235 camundongos Swiss fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade, peso entre 25 a 35 g, provenientes
do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
localizado no Campus Reitor Jodo David Ferreira Lima, Floriandpolis,
SC. Apds serem recebidos, 0s animais foram mantidos no biotério do
Laboratorio de Neurobiologia da Dor e da Inflamacdo (LANDI),
Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas/CCB, em micro-isoladores
(ALESCO) contendo no maximo 6 animais por caixa, com ventilacdo,
sob condigdes controladas de temperatura (20 £ 2°C) e umidade (60% -
80%) em ciclos de 12 horas claro-escuro (6 as 18 horas), além de livre
acesso a agua e racao.

Para a realizacdo dos estudos comportamentais, 0s camundongos
foram distribuidos homogeneamente entre os grupos e mantidos no
laboratério para ambientacdo por pelo menos 1 hora antes da realizacao
dos experimentos. Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram
aprovados pela Comisséo de Etica para o Uso de Animais (CEUA/UFSC)
sob protocolo n°® PP00745 e conduzidos de acordo com as normas de
cuidados com animais de laboratério e diretrizes éticas para investigacdo
de dor em animais conscientes.

Ressalta-se que todos os procedimentos foram executados de
maneira a preservar a0 maximo a integridade fisica dos animais, tendo
como principio reduzir ao méximo o sofrimento eventualmente causado,
porém, necessario para a demonstragdo da efetividade do modelo
proposto.

5.2 INDUQAO DO MODELO DE TRANSTORNO DE ESTRESSE
POS-TRAUMATICO

O modelo adotado, de choque inescapavel nas patas, foi descrito
por Pynoos e colaboradores (1996). Para a realizacdo do protocolo de
indugdo de TEPT, foi utilizado o equipamento Step-Down (Modelo EFF
342, INSIGHT, S&o Paulo, SP), empregado normalmente para o teste de
Esquiva Inibitéria. Para atender as necessidades do modelo de TEPT, o
aparato teve a area da plataforma devidamente isolada para a realizagéo
destes experimentos, como é mostrado na Fig. 5.

Os animais foram colocados no aparato e apds breve periodo de
adaptacdo (30 segundos), foram aplicados choques em suas patas através
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das barras de metal localizado no assoalho do aparato, sem que houvesse
a possibilidade de escape do animal. Os choques possuiam intensidade de
0,8 mA e cinco segundos de duragdo, sendo aplicados a cada vez dois
choques consecutivos, resultando em dez segundos de choque. Entre cada
sequéncia de choque, foi dado um intervalo de 30 segundos, sendo este
procedimento repetido por mais quatro vezes, totalizando 10 choques
divididos em 5 sequéncias, como é mostrado na Fig. 5. Ap6s o término,
0s animais foram colocados novamente em caixas de acondicionamento
e ap6s 30 minutos, cada grupo recebeu o tratamento especifico (item 5.3).

Figura 5. Representagdo do animal no aparato de Esquiva Inibitdria, adaptado
para a realizagdo dos experimentos de choque inescapavel nas patas.

Fonte: Imagem elaborada pela autora).
5.3 DROGAS E TRATAMENTO

A obtengdo e preparagdo do extrato hidroalcoolico de Polygala
paniculata foi realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof®
Moacir G. Pizzolatti do Departamento de Quimica da UFSC. Para tal,
cerca de 1000 g da planta inteira, seca e triturada foram submetidos a
extragdo, por maceragdo em 80% de etanol-agua, a temperatura ambiente
(22 £ 3° C), por 14 dias. O etanol foi evaporado e o extrato (rendimento
50 g) foi concentrado ao nivel desejado.

Para preparagdo da solugdo a ser usada no tratamento dos animais,
realizou-se a dilui¢do do extrato em salina com 5% de Tween 80. Como
controle positivo foi utilizado sertralina, dissolvida em salina com 10%
de DMSO (Dimetilsulfoxido). Todas as solugdes foram preparadas
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previamente a realizacdo de cada experimento, ndo sendo armazenadas
para uso posterior.

Trinta minutos apos a execucdo do protocolo de choques, os
animais foram tratados por via intra gastrica (através de gavagem), com
salina (10 ml/kg), extrato hidroalcoodlico de Polygala paniculata (EHPp)
nas doses de 0,001; 0,01; 0,1 e 1,0 mg/kg ou sertralina, na dose de 15
mg/kg (Fig. 6 e tabela 1). As doses utilizadas foram baseadas em estudos
anteriores em que também foi utilizado o EHPp e dados do laboratoério.

Apds a realizagdo do experimento com as diferentes doses do
EHPp, foi estabelecida a dose mais efetiva, 0,1 mg/kg, sendo esta a
escolhida para os estudos posteriores (Fig. 6 e tabela 1). A dose de
sertralina utilizada foi escolhida baseada no estudo de Zhang et al. (2015).
O tempo do tratamento foi baseado em trabalhos anteriores do proprio
laboratorio e também no estudo de Levkovitz et al. (2014).

Figura 6: Sequéncia dos procedimentos realizados, desde a indugdo do
TEPT até o tratamento dos animais.
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Tabela 1: Especificagdo dos grupos de animais usados na parte experimental do
presente estudo e seus respectivos tratamentos

GRUPO TRATAMENTO

Grupo 1: Naive Animais que ndo receberam nenhum tipo de
intervengao

Grupo 2:EHPp Animais que receberam apenas tratamento com
EHPp e ndo receberam choques.

Grupo 3: Sertralina Animais que receberam apenas o tratamento com
sertralina e ndo receberam choques.

Grupo 4:Veiculo Animais que receberam choques e foram tratados

+TEPT com salina.

Grupo 5:EHPp + Animais que receberam choques e foram tratados

TEPT com EHPp.

Grupo 6:Sertralina Animais que receberam choques e foram tratados

+TEPT com sertralina.

Fonte: Elaborada pela autora.
5.4 AVALIAQAO COMPORTAMENTAL

Entre os sintomas mais prevalecentes no TEPT, estdo as memorias
intrusivas/resposta exacerbada de medo e a depressdo. Desse modo,
foram realizados testes comportamentais para avaliacdo da presencga de
tais estados nos animais e verificagdo de possiveis efeitos do extrato sobre
eles. Com excec¢do do teste de Esquiva Inibitéria, todos os experimentos
foram filmados, para analise posterior. Nas filmagens realizadas, foi
utilizada uma web cam modelo Logitech HD 270, conectada a um
notebook. Durante a realizagdo dos experimentos, o experimentador ndo
permanecia na sala experimental, de modo a ndo interferir na resposta
comportamental dos animais.

Para isso, inicialmente, os animais passaram por uma etapa de
reexposi¢cdo ao aparato de choque, vinte e quatro horas apds a inducdo do
modelo de TEPT. Na reexposi¢@o 0s animais permaneceram no aparato
por trés minutos (cento e oitenta segundos) e os comportamentos de
laténcia, freezing, grooming, rearing e ear position, foram avaliados. Vale
ressaltar que com excec¢do dos comportamentos de ear position e rearing,
todos os demais foram mensurados através de crondmetros, para a
contagem do tempo total de sua ocorréncia. Salienta-se que o aparato foi
limpo com alcool a 20% entre um animal e outro, de modo a se eliminar
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possiveis odores que poderiam afetar a resposta comportamental dos
animais.

5.4.1 Medo e Ansiedade

5.4.1.1 Freezing

O "freezing" ou "congelamento” ¢ caracterizado como um
comportamento de imobilidade total, excetuando os movimentos de
respiracdo. Considera-se este estado como uma imobilidade defensiva, na
gual o organismo € passivo, mas preparado para responder ativamente a
estimulos subsequentes (VALENTE et al., 2008). 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, quando
reexposto a ele (BALI, JAGGI, 2015).

Durante o periodo de trés minutos, os animais foram reexpostos ao
aparato, sendo cronometrado o tempo de freezing. Foi considerado todo
o0 tempo em que o animal apresentou imobilidade total, com movimentos
Unicos apenas de respiracdo. Quando o animal realizava qualquer tipo de
movimentacgdo, a contagem era interrompida e retomada quando este
voltava a apresentar imobilidade.

5.4.1.2 Laténcia de movimento

A reacdo de freezing é associada tanto ao medo, que é a reacdo a
uma ameaga real e identificada ou a ansiedade, relacionada a sensagéo ou
sugestdo de ameaca. De modo geral, animais que recebem choque nas
patas, tendem a permanecer iméveis ou Se movimentarem ou
locomoverem pouco, no periodo em que s&o reexpostos no aparato. Em
outros testes comportamentais, como Labirinto em Cruz Elevado, Caixa
Claro/Escuro e Teste do Nado Forcado, a laténcia dos animais em
apresentar o comportamento analisado é também avaliada. Desse modo,
no presente trabalho, optou-se por avaliar também, a laténcia dos animais
para sair pela primeira vez do estado de freezing e se movimentar pelo
aparato. A laténcia de movimento foi considerada a partir do momento
em que o animal foi colocado dentro do aparato até 0 momento em que
este saia pela primeira vez do estado de freezing.
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5.4.1.3 Grooming

Comportamento de autolimpeza ou autocuidado observado em
roedores, conforme ilustrado na Fig. 7. Devido as correlacBes existentes
entre comportamentos tipo ansioso e 0 grooming em camundongos
(KALUEFF et al., 2016), a mensuracdo deste comportamento foi
realizada, com o objetivo de se observar a influéncia que o estresse exerce
em sua execugdo. A mensuragdo do grooming foi feita através da
cronometragem do tempo total de sua ocorréncia.

Figura 7: Comportamento de grooming em animal reexposto ao aparato de
choque

Fonte: Imagem elaborada pela autora (2016).

5.4.1.4 Rearing

O rearing é referente a atividade exploratoria e/ou locomogdo em
um novo ambiente, podendo existir, contudo, a influéncia da ansiedade
neste fator (BOERNGEN-LACERDA, SOUZA-FORMIGONI, 2000).

O rearing € um comportamento em que o animal se apoia somente
nas patas traseiras, mantém o corpo ereto e ergue a cabeca em direcdo ao
alto (Fig. 8B), podendo este comportamento ser realizado também
utilizando as paredes do aparato como apoio, sendo neste caso
denominado climbing, Fig. 8A. Durante o periodo de reexposicdo do
animal ao aparato, foi registrado o nimero de vezes que o animal
apresentou este comportamento.
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Figura 8: Imagem A, animal realizando comportamento de climbing. Na imagem
B, animal apresentando comportamento de rearing.

Fonte: (Imagens elaboradas pela autora).
5.4.1.5 Ear position

A avaliacdo da posic¢ao da orelha dos camundongos, apds passarem
pelo protocolo de indugéo de TEPT, foi registrada e analisada utilizando-
se um escore baseado no trabalho de Lecorps e Féron (2015). O escore
constitui-se de valores que partem de -1 a 2, sendo -1 a posi¢do mais
retraida e junta ao corpo e 2, a posicao elevada e posicionada para a frente
(Fig. 9). A avaliagdo foi feita nos primeiros 60 segundos de reexposi¢do
dos animais ao aparato de choque e foi considerado o comportamento
prevalente, ou seja, a postura da orelha apresentada por mais tempo pelos
animais.

Figura. 9: Escore adaptado do trabalho de Lecorps e Féron (2015), utilizado para
mensuragédo da posigdo da orelha.

Fonte: Imagens elaboradas pela autora.
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5.4.2 Avaliacdo Comportamental tipo Depressédo
5.4.2.1 Teste do Nado Forgado

O teste do nado forgado ¢ largamente utilizado em estudos pré-
clinicos, para avaliagdo do potencial antidepressivo de novos farmacos.
Elaborado inicialmente por Porsolt et al. em 1978, o teste baseia-se na
aversdo inata de camundongos a agua (ALMEIDA et al., 2011). Neste
teste é contabilizado o tempo de imobilidade total do animal, sendo este
um indicativo de comportamento tipo-depressivo. Os farmacos com
potencial antidepressivo teriam a capacidade de diminuir o tempo de
imobilidade apresentado pelos animais e aumentar o tempo de laténcia
para a imobilidade (ALMEIDA et al., 2011).

Para a realizacdo deste teste, os animais foram colocados em
cilindros plasticos, com 45 c¢cm de profundidade e 6 cm de diametro,
preenchidos até a altura de 30 cm com agua na temperatura de 25 °C. A
agua de cada cilindro foi trocada ao fim do teste de cada animal, para se
evitar influéncia de odores deixados por outros animais.

Os animais foram avaliados durante o periodo de seis minutos (360
segundos), sendo o teste filmado e sua avaliacdo feita posteriormente.

5.4.3 Avaliacdo da memoria aversiva
5.4.3.1 Esquiva inibitoria

Teste amplamente utilizado em avalia¢des que envolvam memoria
aversiva e de medo ou para a avaliacdo de drogas com efeitos amnésicos
ou que ajam sobre a memoria (SOARES et al., 2011).

Este teste constitui-se de duas fases, sendo a primeira o treino, € a
segunda, 24 horas depois, o teste. Em ambas as fases, ¢ medida a laténcia
dos animais para descerem da plataforma, como mostrado na Fig. 10.

Na fase de treino, os animais foram colocados na plataforma do
aparato e ap0s descerem e encostarem as quatro patas no assoalho (grades
de metal), receberam um choque com intensidade de 0.6 mA, com
duragdo de cinco segundos, sendo retirados do aparato logo apos.
Decorridos 30 minutos, os animais receberam os respectivos tratamentos,
salina (10 ml/kg), EHPp (0,1 mg/kg) e sertralina (15 mg/kg). Vinte e
quatro horas depois, os animais foram recolocados na plataforma e a
laténcia para a descida da plataforma, mensurada novamente.

O teste se encerra apos o animal descer da plataforma, ou apds
atingir o teto de 180 segundos sem descer da plataforma, o que ocorrer
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primeiro (SOARES et al., 2011).
Os animais utilizados neste teste ndo passaram pela indugdo do
modelo de TEPT e nem por nenhum outro teste comportamental.

Figura 10: Animal na plataforma do aparato de Esquiva Inibitoria.

Fonte: Imagem elaborada pela autora.
5.5 AVALIAGAO BIOQUIMICA “EX VIVO”

No primeiro dia ap6s a inducdo do modelo de TEPT, decorridos 30
min apds serem reexpostos ao aparato de choque, os camundongos foram
anestesiados com isoflurano (2-3% a 100% de oxigénio) e eutanasiados
por decapitacdo para retirada do hipocampo, hipotadlamo e cértex pré-
frontal. A retirada das estruturas foi realizada em ambiente previamente
limpo e esterilizado. Além disto, o material cirtrgico utilizado foi
autoclavado, assim como os eppendorfs utilizados. Ap6s a retirada, o
hipocampo, hipotadlamo e o cortex pré-frontal foram armazenados em
eppendorfs e adicionado 1 ml de liquido fixador de RNA (RNA Later,
SIGMA), para conservagdo do RNA presente nas estruturas. As amostras
foram armazenadas em geladeira, a temperatura de 4 °C, até o envio para
0 Laboratério de Neurobiologia Molecular e Comportamental,
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Centro de Ciéncias da Sadde da
Universidade Federal do Espirito Santo, coordenado pela Prof:. Dra.
Cristina Martins e Silva, para a realiza¢ao dos ensaios descritos a seguir.
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5.5.1 PCR Quantitativo em Tempo Real

A anélise da expressdo génica para 0 BDNF, TNF-a e IL-1p foi
realizada de acordo com protocolo adotado por Martins-Silva e
colaboradores (2011). Em uma série separada de experimentos, foram
utilizados camundongos dos grupos: i) controle + veiculo (10 ml/kg, i.g.),
ii) controle + EHPp (0,1 mg/kg, i.g.), iii) TEPT + veiculo (10 ml/kg, i.g.)
e iv) TEPT + EHPp (0,1 mg/kg, i.g.). As amostras de hipocampo,
hipotdlamo e cortex pré-frontal foram processadas até a extragdo do
DNA. O RNA total foi extraido usando reagente de isolamento de RNA
(TRI, Sigma-Aldrich, MO, EUA). O DNA complementar (DNAc) foi
sintetizado utilizando o kit de sintese de DNAc (iScript, BioRad, CA,
EUA). Subsequentemente, 0 PCR (Reacdo em cadeia da polimerase)
quantitativo (PCRq) foi realizado utilizando o CFX96 PCR em tempo real
(BioRad, CA, EUA) e 0iQ SYBR Green Supermix (BioRad, CA, EUA).
A quantificagdo relativa da expressdo génica foi analisada pelo método 2-
AACt ytilizando a expressdo do gene da B-actina para normalizar os dados.
Os genes escolhidos para a andlise do RNA mensageiro, primers e
tamanho do fragmento estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Genes para a anélise por PCR quantitativo em tempo real e seus primers
e tamanho do fragmento.

Gene Par da sequéncia de primers 5'-3' | Tamanho do
fragmento (pb)
TNF GAG GTC AAT CTG CCC AAG | 202
TAC/CCT GAG CCA TAA TCC
CCTTTC
GDNF AAC GGT GTG GAT GTA TCT | 213
GAC/TTT TCT GTA GCT GGG
CCT TC
IL-1PB ACG GAC CCC AAA AGA TGA | 169
AG/ICAC GGG AAA GAC ACA
GGT AG
BDNF GCG CCC ATG AAA GAA GTA | 118
AAI/TCG TCA GAC CTC TCG
AAC CT

Fonte: A autora (2016).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados no programa Graph Pad Prism
versdo 6.01 (2012, San Diego, CA, USA). Os dados foram analisados para
avaliacdo de normalidade utilizando o teste de Shapiro — Wilk (P >0,05).
Desta forma, os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.). Para comparacdo entre dois grupos foi utilizado teste t de
student ndo pareado. Para comparacdo entre mais de dois grupos, foi
utilizada ANOVA de uma ou duas vias, e teste de Bonferroni. Valores de
p menores que 0,05 (p <0,05) foram considerados estatisticamente
significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE MEDO E
ANSIEDADE

Primeiramente, ap6s a inducdo do modelo de TEPT, através da
aplicacdo dos choques nas patas, o comportamento dos animais foi
analisado, de modo a se aferir se 0 modelo era capaz de provocar
alteracBes no comportamento dos animais e reproduzir algumas das
caracteristicas da sintomatologia do TEPT.

Foi observado que o protocolo de inducéo de TEPT foi capaz de
promover alteragcGes no comportamento dos animais ao serem reexpostos
ao aparato, que passaram a apresentar elevado tempo de freezing (Fig. 11)
e reducdo do tempo de grooming (Fig. 12A) e também na frequéncia do
comportamento de rearing (Fig. 12B) em comparacao ao grupo controle.

Figura 11: Influéncia das reexposi¢des ao aparato, no comportamento de freezing,
na primeira reexposic¢éo apds os choques.
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Legenda: Cada grupo representa a média de 6 animais e as linhas verticais o
E.P.M. Painel A, ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni. *** P <
0,001.
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Figura 12: Influéncia das reexposicdes ao aparato, nos comportamentos de
grooming e rearing, na primeira reexposicao apds os choques.
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Legenda: Cada grupo representa a média de 6 animais e as linhas verticais o
E.P.M. Painel A, ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni. *** P <
0,001.

Apo6s a verificacdo de que o protocolo era capaz de provocar
alteragdes nos comportamentos dos animais, foram feitas novas
avaliacBes, para verificar se as alteragdes comportamentais se mantinham
ao longo do tempo.

Os dados apresentados na Fig. 13 mostram que 0s animais que
passaram pelo protocolo de indugéo de TEPT e que foram reexpostos ao
aparato de choque, 24 (1 dia) e 96 (4 dias) horas exibiram significante
comportamento de freezing em relagdo aos animais controle. Salienta-se
gue o grupo controle foi exposto ao aparato, na mesma sequéncia de dias,
porém sem receber choques, e ndo apresentaram alteracdes
comportamentais, como freezing ou diminuicdo da atividade exploratdria,
comportamentos caracteristicos de medo e ansiedade. Além disto, pode-
se observar que o comportamento de freezing estava presente de forma
ndo significante 168 (sete dias) horas ap6s o choque, sendo
completamente extinto 240 (dez dias) e 336 (quatorze dias) horas apds a
indugdo do modelo de TEPT quando comparado com o grupo controle [F
(1, 10) = 29,83 (P = 0,0003)] (Fig. 11). Essa reducdo progressiva do
comportamento de freezing é representada na Fig. 13, onde observa-se
gue a cada vez que o animal é reexposto ao aparato, 0 comportamento de
freezing vai perdendo intensidade, até ser quase completamente extinto.
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Figura. 13: Decurso temporal do comportamento de freezing pds choque.
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Legenda: Os animais foram avaliados em diferentes tempos dentro do periodo de
quartoze dias e comparados ao grupo reexposto sem choque, que nao apresentou
comportamento de freezing em nenhum dos pontos avaliados. Cada grupo
representa a média de 6 animais e as linhas verticais o E.P.M. Os simbolos
denotam os niveis de significancia quando comparado ao grupo controle (Anova
de duas vias de medidas repetidas seguida de teste de Bonferroni). *** P < 0,001.

Assim, foi levantada as questdes se o fator tempo, influenciaria na
duracdo do comportamento de freezing e se este poderia ser inversamente
proporcional ao nimero de vezes que o animal foi reexposto ao aparato
ap6s a inducdo do modelo de TEPT. Ademais, a diminui¢do do
comportamento de freezing dos animais, decorrido algum tempo apo6s a
aplicacdo dos choques, poderia ser dependente do “esquecimento” do
evento traumatico.

Levando-se em consideracdo estas questdes, foram feitas
reexposicdes dos animais ao aparato, em diferentes tempos, de modo a se
verificar se eram de fato as reexposicGes constantes ao aparato ou a
passagem do tempo, que provocavam a diminuigdo do comportamento de
freezing nos animais.

Observou-se que 0s animais reexpostos pela primeira vez, quatro
ou sete dias ap6s a indugdo do modelo de TEPT, apresentavam
comportamento de freezing semelhante aos animais reexpostos 24 horas
apos [F (2, 15) = 1,441, P =0,267] (Fig. 14A). Foi verificado também que
0 nimero de reexposicdes afeta de modo significativo na diminuicéo do
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comportamento de freezing, ja que a redugdo deste comportamento foi
diretamente relacionada ao numero de reexposi¢des ao aparato [Dia
quatro, uma reexposicdo (77,17 £ 9,92) x duas reexposigdes (34,83 £
10,12), P=0,013]. (Fig. 14B e C).

Figura 14: Influéncia das reexposi¢des ao aparato, no comportamento de freezing.
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Legenda: Painel A, representa o comportamento de freezing na primeira
reexposicdo apds os choques, em diferentes periodos de tempo. Nos Painéis B e
C, sdo mostradas as diferencas no tempo de freezing dos animais, quando
comparados em diferentes nimeros de reexposi¢des. Cada grupo representa a
média de 6 animais e as linhas verticais o E.P.M. Painel A, ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni. Painel B e C, Teste t de student ndo pareado. **
P <0,01; *P<0,05.

6.2 EFEITO DO EHPP E DA SERTRALINA NO COMPORTAMENTO
DE MEDO E ANSIEDADE DOS ANIMAIS SUBMETIDO AO TEPT

Inicialmente, foi observado que o EHPp promoveu reducdo
significante e dependente da dose do comportamento de freezing e
consequentemente favoreceu o aumento da movimentagdo total dos
animais submetido ao TEPT quando comparados com 0 grupo controle
(Fig. 15A, B e C). Desse modo, os comportamentos de freezing e
movimentacdo total foram selecionados, devido ao maior poder de
predicdo comportamental apresentado por eles, ja que o comportamento
de freezing é o que indica de forma mais intensa e detectavel, o
comportamento de medo. Além disto, foi demonstrado que as doses de
0,1 e 1,0 mg/kg de EHPp promoveram a reducdo do comportamento de
freezing, e aumento da movimentacdo total quando comparado com as
doses de 0,001 e 0,01 e grupo controle [F (5, 57) = 32,16 (P < 0.0001)]
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(Fig. 15A, B e C). Diante destes resultados, 0s experimentos posteriores
foram realizados somente com a dose de 0,1 mg/kg de EHPp.

Figura 15: Efeito do EHPP na resposta comportamental de freezing (painel A),
tempo de locomocao (painel B) e movimentacéo total (painel C) dos animais, 24h
ap6s serem submetidos ao protocolo de TEPT.
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Legenda: Apds o protocolo, os animais foram tratados com diferentes doses do
EHPp (0,001-1,0 mg/kg i.g.). Cada grupo representa a média de 10 a 13 animais
e as linhas verticais o E.P.M. (#) corresponde a diferenca significante entre os
grupos salina e naive. (*) corresponde a diferencas significantes entre 0s grupos
salina e grupos tratados. Anova de uma via, seguido pelo teste de Bonferroni. ###
P <0,001. *** P < 0,001.

Os dados apresentados na Fig. 16 mostram o efeito do tratamento
dos animais com o EHPp (0,1 mg/Kkg, i.g.) ou com a sertralina (15 mg/kg,
i.g.), utilizada como controle positivo, sobre o comportamento de laténcia
e freezing (congelamento), ap6s a reexposicdo do animal ao ambiente
aversivo. Como demonstrado na Fig. 14A, o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) foi
capaz de reduzir o tempo de laténcia para a saida do estado de freezing
dos animais [F (1, 46) = 9,263 (P = 0003], assim como reduziu também o
tempo de duracéo deste comportamento [F (1, 46) = 40,99 (P < 0,0001)]
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(Fig. 16B). Os animais tratados com sertralina (15 mg/kg, i.g.), utilizada
como controle positivo, apresentaram reducdo significante do
comportamento de freezing [F (1, 48) = 15,93 (P = 0,0002)] (Fig. 16B), e
também o tempo de laténcia dos animais quando comparado com o grupo
controle [F (1, 48) = 15,10 (P = 0,0003)] (Fig. 16D).

Figura 16: Efeito do EHPp ou sertralina, na resposta comportamental dos animais,
24h ap6s serem submetidos ao protocolo de TEPT.
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Legenda: Os painéis de A e B referem-se ao efeito do tratamento com EHPp. Os
painéis de C e D, referem-se ao tratamento com sertralina. Cada grupo representa
a média de 12 a 14 animais e as linhas verticais 0 E.P.M. Anova de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. *** P < 0,001, quando comparado ao grupo
controle (veiculo, EHPp ou sertralina). ##P < 0,01, quando comparado ao grupo
TEPT (veiculo).

Os dados representados na Fig. 17 indicam que o0s animais
submetidos ao protocolo de TEPT apresentam reducdo significante do
comportamento de grooming e de rearing quando comparado com o
grupo controle (Fig. 17A, B, C e D). No entanto, o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.)
foi capaz de aumentar de forma significante o comportamento de
grooming [F (3, 44) = 5.41 (P = 0,024), fator tratamento] (Fig. 17A), mas
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nédo o de rearing dos camundongos submetido ao TEPT [F (1, 39 = 0,011
(P = 0,914), fator tratamento] (Fig. 17B). A sertralina (15 mg/kg, i.g.),
utilizada como controle positivo, promoveu aumento, porém, ndo
significante, somente do comportamento de grooming [F (1, 48) = 0,096
(P = 0,757), fator tratamento] (Fig. 17C) e ndo promoveu alteracdes no
rearing [F (1, 47) = 0,249 (P = 0,620), fator tratamento] (Fig. 17D).

Figura 17: Efeito do EHPp ou sertralina, na resposta comportamental dos animais,
24h ap6s serem submetidos ao protocolo de TEPT.
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Legenda: Os painéis A e B referem-se ao efeito do tratamento com EHPp. Os
painéis C e D, referem-se ao tratamento com sertralina. Cada grupo representa a
média de 12 a 14 animais e as linhas verticais o E.P.M. Anova de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. *P < 0,05, quando comparado ao grupo controle
(veiculo, EHPp ou sertralina). ## P < 0,01 quando comparado ao grupo TEPT
(veiculo).

Com o intuito de se obter uma analise mais acurada do
comportamento de medo e ansiedade, observou-se a posicao da orelha dos
animais com TEPT. Os resultados mostrados na Fig. 18 indicam que 0s
animais submetidos ao TEPT apresentam o posicionamento da orelha
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mais proxima do corpo, ou seja, elas estdo retraidas quando comparados
com o grupo controle (Fig. 19 A e B). J& os animais que foram submetidos
ao TEPT e tratados com o EHPp [F (1, 48) =4,52 (P =0,038)] (0,1 mg/kg,
i.0.) ou sertralina [F (1, 48) = 5,62 (P = 0,021)] (15 mg/kg, i.g.)
apresentaram reducdo da retracdo da orelha quando comparado com o
grupo TEPT (Fig. 18 A e B).

Figura 18: Posicdo da orelha dos animais, ao serem reexpostos ao aparato de
choque, 24h apds passarem pelo protocolo de indugdo do modelo de TEPT e
serem tratados com EHPp ou sertralina.
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Legenda: O painel A refere-se ao efeito do tratamento com EHPp. O painel B
refere-se ao tratamento com sertralina. Cada grupo representa a média de 12 a 14
animais e as linhas verticais o E.P.M. Anova de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni. **P < 0,01, quando comparado ao grupo controle (veiculo ou EHPp).
##P < 0,01quando comparado ao grupo TEPT (veiculo).
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Figura 19: Posicdo da orelha de animais submetidos ou ndo ao protocolo de
TEPT.

Legenda: Na imagem A, animal que ndo recebeu choque e foi apenas exposto ao
aparato. Suas orelhas se apresentam elevadas e posicionadas para a frente, sendo
esta a posi¢do comumente observada nos camundongos. Na imagem B, observa-
se um animal que recebeu choque 24h antes. Suas orelhas se mostram retraidas e
posicionadas para tras, de modo a ficarem mais préximas do corpo do animal.
Fonte: Imagem elaborada pela autora.

6.3 EFEITO DO EHPP E DA SERTRALINA NO COMPORTAMENTO
TIPO DEPRESSIVO DOS ANIMAIS SUBMETIDO AO TEPT

Para se avaliar se o protocolo de choques seria capaz de induzir um
comportamento tipo depressivo nos animais, foi realizado o teste do nado
forcado.

Os dados apresentados na Fig. 20 mostram que 0s animais
submetidos ao TEPT apresentaram diminuicéo no tempo de laténcia para
0 estado de imobilidade e aumento no tempo de dura¢do do
comportamento de imobilidade, quando comparado com 0 grupo
controle. O que demonstra que os choques aplicados nas patas dos
animais para indugdo do modelo de TEPT promoveram o comportamento
tipo depressivo, presente nos individuos com TEPT.
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Figura 20: AlteragcBes comportamentais induzidas pelos choques nos animais no
teste do nado forgado.
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Legenda: Houve redugdo no tempo de laténcia para o comportamento de
imobilidade (painel A) e aumento no tempo de imobilidade (painel B)
apresentado pelos animais. Cada grupo representa a média de 10 a 13 animais e
as linhas verticais o E.P.M. Anova de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni.
*** P < (0,001; *P < 0,05). #P < 0,01quando comparado ao grupo TEPT
(veiculo).

Posteriormente, foi avaliado se 0 EHPp seria capaz de prevenir as
alteracGes comportamentais induzidas pelo TEPT.

Foi observado entdo que o EHPp foi capaz de promover, de forma
significativa, aumento no tempo de laténcia, [F (1, 36) = 8,05 (P = 0,007)]
(Fig. 21A), e redugéo do comportamento de imobilidade [F (1, 36) = 9,47
(P =0,004)] (Fig. 21B). A sertralina, no entanto, ndo promoveu reducdo
de forma significativa da laténcia [F (1, 37) = 3,12 (P = 0,085)] (Fig. 21C)
e nem do tempo de imobilidade [F (1, 38) = 1,89 (P = 0,176) (Fig. 21D).
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Figura 21: Efeito do EHPp ou sertralina, no comportamento de imobilidade dos
animais no teste do nado forgado, 24h ap6s serem submetidos ao protocolo de
TEPT.
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Legenda: Os painéis de A e B referem-se ao efeito do tratamento com EHPp. Os
painéis de C e D, referem-se ao tratamento com sertralina. Cada grupo representa
a média de 10 a 13 animais e as linhas verticais o E.P.M. Anova de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni. *** P < 0,001;*P < 0,05, quando comparado ao
grupo controle (veiculo, EHPp ou sertralina). ## P < 0,01quando comparado ao
grupo TEPT (veiculo).

6.4 EFEITO DO EHPP E DA SERTRALINA NA MEMORIA
AVERSIVA (ESQUIVA INIBITORIA)

Este teste foi realizado com o intuito de verificar se o efeito do
EHPp sobre a sintomatologia do TEPT estaria relacionado a modulagéo
negativa do processo de aprendizagem e memoria, associados a eventos
emocionais.

Como demonstrado na Fig. 22, ndo houve reducdo do tempo de
laténcia para a descida da plataforma pelos animais, assim como néo
houve diferenca entre 0s grupos tratados, tanto com EHPp (0,1 mg/kg,
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i.9.) quanto pela sertralina (15 mg/kg, i.g.) quando comparado com o
grupo controle (salina) [F (2, 15) = 0,06 (P = 0,933)].

Estes resultados indicam que o efeito do EHPp e da sertralina no
modelo do TEPT ndo dependem de uma acdo inespecifica sobre
mecanismos de memdrias e aprendizagem, ou seja, um possivel efeito
amnésico do EHPp e/ou da sertralina.

Figura 22. Efeito do EHPp, sertralina ou salina, no teste de esquiva inibitoria.
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Legenda: Cada grupo representa a média de 6 animais e as linhas verticais o
E.P.M. Anova de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos tratados com EHPp, sertralina ou salina.
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6.5 AVALIACAO BIOQUIMICA “EX VIVO”

Para verificar se o protocolo de inducdo de TEPT foi capaz de
induzir alteragdes bioquimicas em estruturas encefalicas dos animais,
semelhantes as observadas em humanos, foi realizada a analise de qPCR,
para verificagdo da expressdo de RNAmM de BDNF, GDNF, IL-1B e TNF-
a, nNo hipotalamo, cortex pré-frontal e hipocampo dos animais.

6.5.1 Efeito do modelo de TEPT e do EHPp na expressdo do RNAm de
BDNF, GDNF, IL-1p e TNF-a no Hipotdlamo

A Figura 23 destaca que a indugdo do modelo de TEPT foi capaz
de promover significante aumento na expressdo do RNAm do BDNF,
GDNF e TNF-a no hipotadlamo dos camundongos, quando comparado
com o grupo controle (Fig. 23A, B e C). Além disto, foi observado uma
significante reducdo na expressdo do RNAm da IL-1pB no hipotalamo dos
camundongos, quando comparado com o grupo controle (Fig. 23D). No
entanto, os camundongos com TEPT que foram tratados com o EHPp (0,1
mg/Kkg, i.g.) apresentaram o restabelecimento (prevengdo do aumento) na
expressdo do RNAm do BDNF [F (1, 14) = 16,40 (P = 0,001)], GDNF [F
(1, 13) = 11,84 (P = 0,004)] e TNF-a [F (1, 13) = 11,42 (P = 0,004)] no
hipotalamo quando comparado com o grupo controle (Fig. 23A, B e C).
Contudo, o tratamento com o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) ndo foi capaz de
restabelecer (prevencdo da diminuigdo) a expressdo do RNAm da IL-1
no hipotalamo quando comparado com o grupo controle [F (1, 14) = 0,23
(P =0,636)] (Fig. 23D).
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Figura 23: Efeito do EHPp sobre a expressdo do RNAm de BDNF (A), GDNF
(B), TNF-a.(C) e IL-1B (D) no hipotalamo de camundongos que passaram ou néo
pelo protocolo de indugéo de TEPT.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + EPM de 4 a 5 animais por grupo,
avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni, **P < 0,01; *P < 0,05, quando comparado ao grupo controle (veiculo
ou EHPp). ##P < 0,01quando comparado ao grupo TEPT (veiculo).

6.5.2 Efeito do modelo de TEPT e do EHPp na expressdo do RNAmM de
BDNF, GDNF, IL-1p e TNF-a no Cortex Pré-Frontal

No cortex pré-frontal, foi observado que a inducdo do modelo de
TEPT promoveu significante aumento na expressdo do RNAm do BDNF,
GDNF e TNF-a dos camundongos, quando comparado com 0 grupo
controle (Fig. 24 A, B e C). Além disto, foi observado que a expressao do
RNAm da IL-1p ndo foi alterado de forma significante no cortex pré-
frontal dos camundongos quando comparado com o grupo controle (Fig.
24 D). Por outro lado, os camundongos com TEPT que foram tratados
com o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) apresentaram o restabelecimento
(prevencdo do aumento) na expressdo do RNAm do BDNF [F (1, 16) =
17,79 (P = 0,0007)], GDNF [F (1, 17) = 5,15 (P = 0,036)] e TNF-a [F (1,
16) = 20,05 (P = 0,0004)] no cortex pré-frontal quando comparado com o
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grupo controle (Fig. 24 A, B e C). Contudo, o tratamento com o EHPp
(0,1 mg/kg, i.g.) dos camundongos com TEPT ndo foi capaz de promover
alteracdo na expressdo do RNAm da IL-1p [F (1, 18) = 2,96 (P = 0,102)]
no cortex pré-frontal quando comparado com o grupo controle ou TEPT
(Fig. 24D).

Figura 24: Efeito do EHPp sobre a expressdo do RNAm de BDNF (A), GDNF
(B), TNF-a (C) e IL-1B (D) no cortex pré-frontal de camundongos que passaram
ou nao pelo protocolo de inducdo de TEPT.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + EPM de 4 a 5 animais por grupo,
avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni, **P < 0,01; *P < 0,05, quando comparado ao grupo controle (veiculo
ou EHPp). #P < 0,05 e ##P < 0,01quando comparado ao grupo TEPT (veiculo).

6.5.3 Efeito do modelo de TEPT e do EHPp na expressdo do RNAm de
BDNF, GDNF, IL-1p e TNF-a no Hipocampo

A Figura 25 destaca que a inducdo do modelo de TEPT néo
promoveu alteracdo na expressdo do RNAm do BDNF no hipocampo dos
camundongos, quando comparado com o grupo controle (Fig. 25A).
Interessantemente, os camundongos tratados com o EHPp (0,1 mg/kg,
i.g.) apresentaram aumento na expresséo do RNAm do BDNF no
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hipocampo quando comparado com o grupo controle e TEPT [F (1, 17) =
9,56 (P = 0,006)] (Fig. 25A). No entanto, foi observado o aumento na
expressdo do RNAm do GDNF, TNF-a e IL-1B no hipocampo dos
camundongos com TEPT quando comparado com o grupo controle (Fig.
25B, C e D). Ademais, os camundongos com TEPT que foram tratados
com o EHPp (0,1 mg/kg, i.g.) apresentaram o restabelecimento
(prevencdo do aumento) na expressdao do RNAm do GDNF [F (1, 17) =
5,37 (P =0,033)], TNF-a [F (1, 12) = 0,59 (P = 0,456)] e da IL-1B [F (1,
10) = 4,33 (P = 0,063)] no hipocampo quando comparado com 0 grupo
controle (Fig. 25 B, C e D).

Figura 25: Efeito do EHPp sobre a expressdo do RNAmM de BDNF (A), GDNF
(B), TNF-a (C) e IL-1p (D) no hipocampo de camundongos que passaram ou ndo
pelo protocolo de indugéo de TEPT.
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Legenda: Os dados sdo expressos como média + EPM de 4 a 5 animais por grupo,
avaliados estatisticamente através de ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni, **P < 0,01; *P < 0,05, quando comparado ao grupo controle (veiculo
ou EHPp). #P < 0,05quando comparado ao grupo TEPT (veiculo).
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7 DISCUSSAO

A evolucdo dos estudos sobre a memdria mescla-se com a narrativa
da busca humana pela compreensdo do cérebro (MUKAMAL,
MOREIRA, CARRASCO, 2012). Aristoteles foi quem primeiro
descreveu a fisiologia da memdria. Para ele, o armazenamento da
memoéria era feito no coragdo, ndo no cérebro, e as sensagfes externas
passariam do 6rgdo sensorial para o coracdo por intermédio da pneuma,
gue era entdo movimentada pelo “espirito animal”. Ao chegar ao coragao,
era transformada em ideias e a sua permanéncia, chamada de memdria
(MUKAMAL, MOREIRA, CARRASCO, 2012).

Atualmente, a memoria é entendida como uma grande rede de
conexdes, que mediante informacBes adquiridas da experiéncia
individual, juntamente com o estimulo apresentado, é capaz de responder
prontamente a funcdo exigida (BEAR et al., 2002). Ela refere-se a
persisténcia do aprendizado, e o aprendizado, & aquisi¢do de uma nova
informacéo.

A informacdo pode ser perdida por interferéncia, destruicdo ou
ambas, sendo 0 modo como sdo processadas capaz de afetar diretamente
a facilidade com que sdo lembradas. Existe a chamada aprendizagem
associativa, onde a previsdo de relacdo entre um estimulo e outro, ou entre
comportamento e consequéncia é aprendido. Tal aprendizado pode
formar relagdes essenciais que ajudam a adaptar suas a¢des ao ambiente
(MUKAMAL, MOREIRA, CARRASCO, 2012).

No presente estudo, foi observado que as reexposi¢des dos animais
ao contexto aversivo sao capazes de modificar a resposta comportamental
gue estes apresentam, ou seja, 0 comportamento de medo (freezing) é
extinto pela reexposi¢do (Fig. 11). De fato, a primeira reexposi¢do €
marcada por uma forte resposta de medo, com alto tempo de freezing,
porém, essa resposta ao longo de novas reexposicdes vai decaindo
progressivamente. Novas informacGes vdo sendo adicionadas ao
referencial que os animais possuem em relagdo ao ambiente, de modo que
cada reexposicao reforca o novo aprendizado, e consequentemente, a
nova resposta, que vai se mostrando mais forte. O ambiente que
anteriormente oferecia perigo, j& ndo o apresenta mais. O que se apresenta
ndo é um esquecimento do evento traumatico, que originou a resposta de
medo, mas sim, a adi¢do de novas informacges, que demonstram auséncia
de perigo, o que proporciona a reducao da necessidade de comportamento
defensivo ou resposta intensa de medo (GIUSTINO, MAREN, 2015).

Assim, salienta-se que sdo as reexposicdes ao ambiente ndo mais
aversivo as responsaveis pela diminuicdo da resposta de medo. Este fato



84

foi confirmado no presente estudo, o qual mostrou que 0s animais
reexpostos pela primeira vez, vinte e quatro horas, quatro ou sete dias
apos a aplicacdo dos choques (estimulo aversivo), apresentam robusta
resposta comportamental de medo, sendo elas na mesma intensidade.
Observa-se também que ao se fazer um comparativo, entre o tempo
decorrido e 0 nimero de reexposicdes feitas ao aparato, percebe-se que é
0 numero de reexposi¢cdes € ndo 0 tempo, que promove a expressiva
diminuicdo da resposta de medo. As constantes reexposi¢cdes promovem,
portanto, a extin¢do do medo (Fig. 13).

A extincdo do medo, processo originalmente descrito por Pavlov
(1927), implica repetidas exposicao a estimulos que provocam ansiedade
para estabelecer uma nova memoria que contraria a meméria de medo
original. Esse processo é altamente relevante para distlrbios de medo,
ansiedade e relacionados com traumas que estdo associados a reacoes
emocionais negativas desencadeadas por objetos especificos, situagdes ou
percepcOes internas e externas, e que Sd80 excessivas para 0 perigo
apresentado. Além disso, nos animais a extingdo é semelhante as formas
de processamento aplicados em algumas abordagens psicoterapicas, que
utilizam a exposicdo a estimulos relacionados e provocadores de
ansiedade como formas de tratamento para atenuacdo da ansiedade
(FITZGERALD, SEEMANN, MAREN, 2014).

Entre este tipo de abordagem psicoterapéutica, encontra-se a
chamada Exposicdo Prolongada, bastante utilizada no tratamento de
TEPT, que tem como base a reexposicdo ao ambiente traumatico ou
reexperimentacdo das emocoes relacionadas ao trauma (BUTLER et al.,
1984). No entanto, embora apresente bons resultados, alguns estudos tém
demonstrado haver um alto nimero de evasao dessa forma de tratamento,
sendo entre as razdes encontradas a piora dos sintomas, ideagdo suicida,
comportamento dissociativo e recusa no envolvimento de uma exposicao
imaginaria. Salienta-se, porém, que estas ndo foram as Unicas causas de
evasao e outras causas foram encontradas também, como sensagdo de
melhora e de ndo necessitar mais de tratamento, envolvimento com outras
formas de tratamento, problemas pessoais e de tempo entre outros
(NAJAVITS, 2015)

E de grande interesse tanto para profissionais de salide mental
guanto para 0s pacientes a maximizacdo da eficacia da terapia
(FITZGERALD, SEEMANN, MAREN, 2014). A complementacéo dos
efeitos de tratamentos psicoterapéuticos pode ocorrer através da adogéo
de abordagens farmacologicas, que ja foram mostradas poderem melhorar
a aprendizagem e a extingdo do medo relacionado a memdrias
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traumaticas, além de potenciar os efeitos de psicoterapia com base na
extin¢do do medo (CHOI et al., 2010).

Atualmente, o tratamento tido como padrdo ouro para 0 TEPT
consiste na combinacdo TCC e ISRS, porém, estes alcangam apenas algo
em torno de 50% de remissdo completa dos sintomas. A baixa resposta
aos tratamentos atuais existentes, tem motivado a constante procura por
novas formas de tratamento para o TEPT, tanto psicoterapicas quanto
farmacoldgicas, que se mostram essenciais no tratamento dessa patologia
(NAJAVITS, 2015).

Como ¢ possivel observar na Fig. 16, o tratamento tanto com o
EHPp quanto com o controle positivo, sertralina, promoveu diminuigo
na resposta de medo dos animais, quando reexpostos ao aparato. O extrato
causou diminuicdo do tempo de laténcia desses animais para sairem do
estado de freezing e se movimentarem pela primeira vez pelo aparato,
assim como do tempo total de freezing apresentado. A diminuicdo desse
tempo pode ser compreendida como uma menor intensidade na resposta
de medo apresentada pelos animais, quanto ao ambiente. Sugere-se que 0
efeito do EPp ndo age através de um efeito amnésico inespecifico, como
foi mostrado na Fig. 22, através do experimento de esquiva inibitdria, mas
sim na resposta comportamental de medo, que se mostra atenuada. Porém,
embora a resposta de medo em relacdo ao ambiente tenha diminuido na
intensidade, a memoria referente ao evento traumatico persiste, o que
invocaria a necessidade de ainda se manter comportamentos defensivos.

A avaliagdo da posicdo da orelha dos animais tratados que
receberam choques indicou haver diferencas entre 0s grupos que nédo
receberam choques. Os animais tratados com EHPp e também com a
sertralina, a apresentaram menos curvada, quando comparado aos animais
tratados com salina, 0 que, baseando-se no trabalho de Lecorps e Féron
(2015), pressupde-se ser um indicativo de menor reatividade ao ambiente.
No entanto, apesar das observacdes feitas indicarem maior reatividade
dos animais com TEPT, este parametro comportamental ainda necessita
de estudos mais precisos, que possam confirmar de fato a correspondéncia
feita entre 0 comportamento apresentado pelos animais e a emocao
sentida por eles.

Estudos tém demonstrado correlagfes entre aumento da ansiedade,
reducdo da liberacdo de dopamina na amigdala e alteracdes no
comportamento de grooming, assim como, aumento da acéo de grooming
guando ocorre estimulagcdo do hipotadlamo, seja através de estimulos
elétricos locais ou através de drogas (KALUEFF et al., 2016). Desse
modo, 0 comportamento de grooming se mostra interessante ao presente
trabalho, devido a influéncia que o estresse exerce na frequéncia em que
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ocorre e devido também ao envolvimento de areas encefélicas, tais como
amigdala e hipotdlamo e o sistema hipotalamo-hipo6fise, que séao
relacionados tanto com a fisiopatologia do TEPT quanto com a ocorréncia
deste comportamento (KALUEFF et al., 2016).

No presente estudo, o comportamento de grooming se mostrou
reduzido nos animais com TEPT, porém, os animais tratados com EHPp
mas ndo os tratados com sertralina, mostraram uma prevencao parcial
dessa reducdo. O comportamento de grooming é mediado também pela
dopamina e alteragcdes em sua concentracdo podem provocar alteracfes
na expressao deste comportamento (KALUEFF et al., 2016). Assim, é
possivel sugerir que o EHPp pode estar promovendo a reducdo do
comportamento de medo e ansiedade por aumentar a transmissdo
dopaminérgica em areas encefalicas relacionadas ao TEPT. Tal hipétese
pode ser corroborada pelo estudo de Bettio et al. (2011), o qual mostrou
gue o efeito tipo antidepressivo do EHPp parece ser dependente também
da participacdo dos receptores dopaminérgicos D1 e D2. Embora néo se
possa afirmar que seja essa a causa da prevencgdo da redugdo do tempo de
grooming nos animais com TEPT, é uma possibilidade a ser investigada
posteriormente, através de experimentos adicionais.

Os comportamentos de rearing e climbing, caracterizam
comportamentos exploratorios e se apresentaram diminuidos nos animais
apos receberem os choques, como é mostrado na Fig. 17. A diminui¢do
no comportamento exploratério, € compreendido como uma resposta
defensiva de medo, visto que os camundongos adotam comportamentos
de imobilidade para se protegerem de ameacas inescapaveis (ANKUR,
MAHESH e BHATT, 2013). Neste caso, ambos os tratamentos, EHPp e
sertralina, ndo foram capazes de prevenir a sua diminuigao.

No presente estudo, foi observado que os animais tratados, apés
decorrido um curto intervalo de tempo apds serem recolocados no
aparato, passam a apresentar, ainda que de forma reduzida, pequenos
movimentos, entre eles 0 movimento da cabega e movimento de avaliagdo
de risco, em que o animal avanga e recua com 0 corpo. Tais
comportamentos podem denotar uma maior capacidade de avaliacdo de
risco do ambiente, em comparagdo aos animais controles. Quando
decorrido um tempo sem a apresentacdo de choques no aparato, 0s
animais tratados apresentavam uma atenuacdo do comportamento de
medo e consequente diminuigéo da resposta defensiva, o0 que ndo ocorria
nos animais que receberam apenas veiculo, que durante todo o tempo da
reexposicdo apresentam alto tempo de freezing e pouca ou nenhuma
movimentacao.
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A realizacdo de analise de PCR para a expressdo de RNAm das
citocinas pro-inflamatorias IL-18 e TNF-a, mostrou diminuicdo da
expressdao de RNAm de IL-1p no hipotalamo de animais com TEPT,
guando comparado aos grupos controles, tanto no grupo salina quanto no
grupo tratado com EHPp. Foi mostrado haver também aumento do
RNAm de TNF-a. no hipotalamo dos animais do grupo tratado com salina,
porém o EHPp foi capaz de prevenir esse aumento. No CPF ndo houve
alteracdo na expressdo de IL-1p, tanto nos grupos que receberam choque
guanto nos grupos gque nao receberam. Houve alteragdo somente na
expressdo de TNF-a, que se mostrou elevada nos animais que receberam
choque e foram tratados com salina, tendo sido mostrado que o EHPp foi
capaz de prevenir 0 aumento da expressdo do RNAm para esta citocina.

Estes resultados condizem com dados encontrados na literatura,
gue demonstram haver influéncia do sistema imunoldgico na resposta
comportamental (DANTZER et al., 2008; JONES, THOMSEN, 2013;
PACE, HEIM, 2011). A resposta inflamatéria exacerbada origina o
chamado comportamento de doenca, que tem como caracteristicas
comportamentais a imobilidade, reducdo de locomocéo e exploragéo,
reducdo no consumo de alimentos, além de outros comportamentos.
Ainda associado ao aumento de citocinas, estudos com roedores sugerem
gue sua agao no cérebro pode promover mudancas na circuitaria cerebral
gue esta envolvida na mediacdo da ansiedade (PACE, HEIM, 2011).
Além disso, acredita-se estar a producédo de citocinas pré-inflamatorias
estreitamente envolvida em grandes mudancas de humor, tais como a
depressdo (STEPANICHEV et al., 2014). Somado a esses fatores, a
frequéncia e gravidade dos sintomas de TEPT, tais como revivescéncia,
esquiva e excitacdo, foram correlacionados com aumento das
concentracBes circulantes de TNF-a (von KANEL et al., 2007).
Analisando-se de forma conjunta, estes resultados mostram que as a¢des
de citocinas possuem estreita relacdo com os sintomas de TEPT e que a
atenuacdo encontrada nas respostas comportamentais dos animais pode
ser decorrente da diminuicdo da expressdo destas citocinas, encontradas
nos animais tratados com EHPp.

Essa mediacdo ocorre através de experiéncias passadas, que
funcionam como um banco de dados. Baseando-se nessas experiéncias, 0
CPF define qual a melhor forma de se responder a uma situacdo
especifica. Porém, no TEPT essa atuacdo € falha. Estudos realizados em
voluntarios sauddveis mostraram que a ativacdo do CPFm juntamente
com o hipocampo correlaciona-se com o sucesso de extingdo do medo e
gue essa ativagdo € dependente do contexto (KALISCH et al., 2006;
MILAD et al., 2007). Porém, essa atividade é diminuida em pacientes
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com TEPT, contribuindo ainda mais para os déficits de extingdo (MILAD
et al., 2009). A disfuncéo exibida pelo CPF, resulta em uma inabilidade
em se diferenciar situages seguras ou com semelhangas com a situacéo
traumatica, mas que ndo oferecem o risco que ela ofereceria, com
situacdes de perigo real (ARNSTEN et al., 2015).

A desregulacdo do CPF afeta o funcionamento de outras estruturas
também. O CPF é responsavel por sinalizar situagdes de perigo a
amigdala (ARNSTEN et al., 2015; QUIRK e MUELLER, 2008), que por
sua vez sinaliza ao hipotalamo. Desse modo, a desregulacdo de sua acao
resulta em ativaces desnecessarias e incongruentes destas areas. A
sinalizacdo de perigo ao hipotadlamo promove a liberacdo do horménio
CRH, que por sua vez promove a liberacdo de ACTH, que induzira a
sintese e liberagdo de cortisol e este ird atuar no cértex da glandula adrenal
(ARNSTEN et al., 2015). Quando em uma situacdo de perigo, essa
resposta € parte do funcionamento normal do organismo e é
extremamente necessaria para a sobrevivéncia, porém, em uma situacdo
em que ndo ha perigo real, o desencadeamento dessa reacdo gera
perturbacGes de ordens fisica e emocional nos individuos acometidos.

No hipocampo dos animais expostos aos choques, foram
encontradas aumento do RNAm de IL-1p e TNF-a, tendo sido este
aumento prevenido pelo tratamento com EHPp. O aumento destas
citocinas tem sido associado também a desregulacdo da agdo do
hipocampo. Ademais, o hipocampo é responsavel pelo armazenamento
de memoérias e aquisicdo do aprendizado, e alteragdo no seu
funcionamento pode estar associado a ma incorporacdo das memdrias
aversivas as memorias normais. Essa ma incorporacdo pode ser a
responsavel pelos flash backs que individuos com TEPT sofrem, além de
dificultar a formagdo de novas memérias, que sinalizam néo haver mais
perigo nos locais ou situacdes que remetam a situacdo traumatica. Sem a
possibilidade de incorporacdo de novas memdrias, que promovem a
extingdo do medo relacionado ao trauma vivenciado, o individuo se
mantém em uma constante rememoragdo do evento, com consequente
rememoracdo das emocdes vivenciadas, resultando na revivéncia do
medo.

No entanto, o EHPp se mostrou capaz de prevenir 0 aumento do
RNAmM da IL-1f e do TNF-a, de niveis fisioldgicos, que sdo necessarios
para o funcionamento adequado do organismo, para niveis
patofisioldgicos. Baseado nos estudos anteriores de Lapa et al. (2008),
estima-se que esse efeito seja mediado principalmente pela presenca da
rutina, componente presente no extrato e que tem sido demonstrado
possuir capacidade de reducdo, ou prevencdo de aumento, das
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concentracgdes de IL-1p e TNF-a. Salienta-se que no estudo citado, a acao
do EHPp foi mais eficaz do que a rutina isolada, o que denota o
envolvimento de outros compostos do EHPp nesta acéo.

A depressdo é uma das doencas mentais mais prevalentes e que
apresenta grande comorbidade com o TEPT. Vérios estudos tém
demonstrado ligacdes entre alteragdes no complexo hipotalamo-adrenal,
na producédo de citocinas pré-inflamatérias e neurotrofinas, sendo essas
alteracbes envolvidas em expressivas mudancas de humor
(STEPANICHEV et al., 2014). A anedonia, anorexia, perda de peso
corporal, e reducdo da atividade locomotora, exploratéria e de
comportamentos sociais sdo importantes componentes do estado tipo-
depressivo observado em animais, induzido por ativagdo imune, no
chamado comportamento de doenga. Foi observado que a indugdo desse
comportamento, através de injecdes de LPS, resulta no aumento da
expressao local do RNAm de IL-1p, IL-6, e TNF-a no hipotalamo. Estes
dados vdo ao encontro dos resultados encontrados no presente estudo, em
gue também foi observado aumento no RNAm de TNF-a no hipotalamo
dos animais com TEPT.

Nos animais controles tratados com EHPp foi observado aumento
na expressdo do RNAm de BDNF no hipocampo, porém, nao foram
encontradas altera¢cBes nas concentragfes dos grupos com TEPT. O
estresse crénico induz alteragdes atréficas em sub-regides do hipocampo
e volume reduzido do hipocampo foi relatado em casos de depressdo e
TEPT (JEON e KIM, 2016; WANG et al., 2010). A sinalizagcdo de BDNF
é vital para a neurogénese no hipocampo (GREEN, CORSI-TRAVALI,
NEUMEISTER, 2014). Tendo o extrato mostrado efeito no aumento
dessa sinalizacdo, essa € uma propriedade a ser explorada no tratamento
de patologias em que a redugao da concentracdo de BDNF esté envolvida.

Curiosamente, o0 BDNF se mostrou elevado no hipotalamo e no
CPF dos animais do grupo TEPT tratados com salina. Porém, os animais
com TEPT, tratados com EHPp apresentaram expressdo do RNAm para
BDNF semelhante aos dos grupos controle. Embora estudos apontem para
os efeitos benéficos e protetores do BDNF, Green, Corsi-Travali e
Neumeister (2013), fazem a ressalva de que o aumento da sinalizacéo de
BDNF poderia teoricamente aumentar o risco de desenvolvimento de
TEPT, se estiverem presentes em certas areas do cérebro, como a
amigdala, durante o processo de aquisicdo do medo. Os autores sugerem
gue a sinalizacdo desregulada de BDNF pode interferir no funcionamento
normal do cortex anterior cingulado e da amigdala, levando a respostas
de medo elevadas, 0 que poderia contribuir para o desenvolvimento
potencial de TEPT. Essa hipotese é corroborada por Yu e Chen (2011),
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gue apontam que o BDNF, ao contrario do que demonstra sua atua¢éo no
hipocampo, pode agravar sintomas depressivos ou de ansiedade, ao atuar
dentro de um circuito especifico, como a area tegmental ventral (VTA)
ou ndcleo accumbens.

Desse modo, a prevencdo do aumento de BDNF promovida pelo
EHPp, poderia contribuir para a regulacdo do funcionamento destas
estruturas, que sabidamente, se mostram alteradas no TEPT.

O GDNF, por sua vez, apresentou aumento da expressao do RNAm
no hipotalamo, CPF e hipocampo dos animais do grupo TEPT tratados
com salina, sendo esse aumento prevenido pelo EHPp nas trés estruturas
analisadas. E considerado um neuroprotetor essencial para neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo (NITTA et al., 2004), além de promover
0 desenvolvimento e a diferenciacdo de neurdnios dopaminérgicos
(GRANHOLM et al., 2010).

A associagdo entre perturbacfes do humor e o sistema
monoaminérgico, incluindo a dopamina, sdo bem estabelecidos
(KOTYUK etal., 2013) e alteracdes na regulacéo de sua expressdo foram
associadas a varias doencas neuropsiquiatricas, tais como a esquizofrenia
e a depressdo através da desregulacdo de circuitos neuronais
dopaminérgicos e plasticidade sinaptica deficiente (AIRAKSINEN e
SAARMA, 2002). No entanto, o papel desempenhado pelo GDNF nos
transtornos de humor ainda é pouco conhecido e necessita de mais estudos
para sua melhor compreensdo. Os dados encontrados no presente
trabalho, denotam um possivel envolvimento do GDNF na atuagdo do
EHPp na atenuacdo da sintomatologia associada ao TEPT. Sendo a
depressdo uma das principais comorbidades encontrada em individuos
diagnosticados com TEPT e tendo a desregulacdo de monoaminas,
inclusive a dopamina, participacdo no desenvolvimento deste transtorno,
pressupde-se que possa haver um envolvimento do GDNF nesse processo.

Alguns estudos realizados com o intuito de investigar possiveis
relagbes entre GDNF e transtornos de humor, como depressdo e
transtorno bipolar, foram inconclusivos, devido as contradicfes nos
resultados obtidos. O aumento na concentracao plasmatica do GDNF foi
encontrada por Wang e colaboradores (2011) e Rosa e colaboradores
(2006), enquanto Tseng, Lee, Lin (2013) encontraram concentracoes
diminuidas. Embora os resultados encontrados até o presente momento
ndo contribuam de forma consistente na elucidacdo do papel do GDNF
nos transtornos de humor, a investigacdo envolvendo sua atuagdo no
TEPT deve ser investigada posteriormente, através de experimentos
adicionais.
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No teste do nado forcado, os animais expostos aos choques
apresentaram maior tempo de laténcia e de imobilidade quando
comparados ao grupo controle, o que indica a presenga de comportamento
tipo depressivo nestes animais. Ademais, 0 EHPp foi capaz de aumentar
o0 tempo de laténcia e diminuir o de imobilidade nos animais com TEPT.
Essa diminuigdo pode estar associada a reducédo da expressdo do RNAm
de TNF-a, que ja foi mostrado estar relacionado ao aumento da
imobilidade no teste de nado forcado (KASTER et al., 2012). Foi
mostrado também, no trabalho de O'Connor e colaboradores (2009), que
injecGes intraperitonais de LPS aumentam a imobilidade dos animais no
teste do nado forcado, porém esse efeito mostrou ser revertido pela
administragdo de minociclina.

A minociclina é uma tetraciclina de segunda geracdo com efeitos
anti-microbianos, anti-inflamatorios, anti-apopt6ticos e neuroprotetiva
(YONG et al., 2004; KIM e SUH, 2009; GARRIDO-MESA et al., 2013).
Entre seus efeitos cita-se a promoc¢édo da neurogénese e neuroplasticidade,
reducdo do estresse oxidativo e excitotoxicidade induzida pelo glutamato
e atenuacdo da diminuicdo da serotonina, dopamina, norepinefrina e seus
derivados (LEVKOVITZ et al., 2014). Embora 0s mecanismos exatos
pela qual a minociclina exerce estes efeitos ndo sdo completamente
compreendidos, sugere-se que sua acdo iniba a ativacdo e proliferacio de
uma variedade de células imunes. Os modelos animais de transtornos
psiquiatricos, incluindo depressdo (MOLINA-HERNANDEZ et al.,
2008; ARAKAWA et al., 2012), ansiedade (NEIGH et al., 2009) e
esquizofrenia (LEVKOVITZ et al., 2007) sugerem que 0 uso da
minociclina, pode ser benéfico para o tratamento dessas condigdes.

Levkovitz e colaboradores (2014) mostraram os efeitos da
minociclina em um modelo agudo de TEPT, em que animais 24h apés
serem expostos a uma situacdo de estresse extremo (odor de predador) e
serem tratados com uma Unica dose desse farmaco, apresentaram reducédo
no tempo de freezing ao serem reexpostos ao contexto aversivo. Foi
mostrado também reducdo nas concentragfes de IL-1B, 11-6 e TNF-o. no
hipotalamo, hipocampo e cortex frontal desses animais. Desta forma, os
efeitos do EHPp em muito se assemelham aos da minociclina, que tem se
mostrado como uma potencial abordagem terapéutica no tratamento de
doencas neuropsiquiatricas relacionadas a neuroinflamacéo, inclusive a
associada ao TEPT.

Os efeitos do extrato na resposta comportamental se assemelharam
em muito aos efeitos da sertralina. O trabalho de Sitges, Gémez e Aldana
(2014) mostrou ser a sertralina capaz de reduzir a expressdo de RNAm
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para 1I-1B8 ¢ TNF-a no hipocampo de ratos. O que aproxima ainda mais
os efeitos do extrato aos da sertralina.

Tendo sido mostrado o importante papel desempenhado pelo
sistema imune nas patologias neuropsiquiatricas e tendo estas, grande
incidéncia na populacdo e impacto na qualidade de vida das pessoas
acometidas, investigacGes que colaborem para o desenvolvimento de
novos farmacos, com alvo no sistema imune, séo de grande relevancia.

Os efeitos do EHPp mostrados no presente trabalho, na prevencédo
do aumento do RNAm de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p ¢ TNF-a) e
de fatores neurotréficos (BDNF e GDNF) sdo bastante relevantes,
principalmente ao se pensar em tratamentos preventivos, administrados
logo apds o evento traumatico. A reducdo da elevacdo desses marcadores
inflamatdrios poderia prevenir ou atenuar a ocorréncia de alguns dos
sintomas encontrados no TEPT, diminuindo a intensidade dos sintomas e
0s prejuizos por ele gerados.

No entanto, apesar dos resultados positivos encontrados no
presente trabalho, julga-se necessario a continuacdo e ampliacdo destes
estudos, com a finalidade de se caracterizar de forma mais concisa 0s
resultados encontrados e explorar melhor as possibilidades de agéo
oferecidas pelo EHPp.

Assim, o presente estudo forneceu a base para possiveis usos do
EHPp no tratamento do TEPT e outras patologias neuropsiquiatricas, no
entanto, uma melhor caracterizacdo de seus efeitos é necessaria, visto
serem estes estudos importantes, porém iniciais.
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8 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram ser o EHPp eficaz
nos principais sintomas que regem a sintomatologia do TEPT. De fato, a
resposta de medo referente ao contexto e esquiva, foram atenuadas pelo
EHPp, bem como o comportamento tipo-depressivo.

Atualmente hd um grande nimero de estudos que visam a
descoberta de novas e mais eficazes abordagens terapéuticas para o
TEPT. Tendo sido ja mostrado possuir efeitos em outras patologias, o
EHPp se mostrou promissor no tratamento da sintomatologia do TEPT,
principalmente na forma de tratamento terapéutico, ou seja, administrado
logo apds a ocorréncia do evento traumatico.

Os resultados do presente trabalho permitem ampliar os dados
encontrados na literatura, referentes aos efeitos da Polygala paniculata,
no entanto, devido as limitagdes inerentes aos modelos animais, que ndo
permitem a transposi¢do completa dos sintomas e da complexidade das
doencas neuropsiquiatricas, as conclusdes sobre seus efeitos e aplicacfes
devem ser feitas com cautela e seguida de experimentos adicionais.
Contudo, os efeitos anti-inflamatorios apresentados pelo EHPp indicam
sua potencialidade para o tratamento do TEPT e de outras patologias
neuropsiquiatricas, relacionadas com a neuroinflamacao.
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