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RESUMO

SILVA-JUNIOR, Antonio Furtado. A administraco repetida de um agonista do
receptor ativado pelo proliferador de peroxissomos gama (PPARY) reverte o prejuizo na
extincdo da memoria de medo condicionado ao contexto em animais submetidos a um
modelo de transtorno do estresse pds-traumatico. 2023. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade
de Medicina de Ribeiréo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto.

O Transtorno do Estresse Pos-traumatico (TEPT) é considerado um trantorno
psiquiatrico que, por meio de um conjunto de sintomas caracteristicos, pode chegar a ser
debilitante. Os sintomas envolvem medo associado a ambientes ou pessoas, reexperiéncia do
trauma, hiperexcitagéo e sintomas negativos de humor. Na patologia estdo presentes alteracdes
em estruturas chaves relacionadas a formacao da memoria de medo condicionado ao contexto
como a amigdala, hipocampo e cértex pré-frontal medial (CPFm), além de alteracdes no eixo
HPA, neuroenddcrinas, neuroimunes e em neurotransmissores. Atualmente, a terapia
medicamentosa envolve drogas da classe dos inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ISRR), porém ndo sdo tdo efetivos devido a respostas individualizadas. Dessa forma, a
descoberta de novos mecanismos fisiopatologicos pode auxiliar no emprego de outros farmacos
para o tratamento. Dentre os quais, pode-se citar os fibratos e as tiazolidinedionas (TZD),
utilizadas no tratamento de hipertrigliceridemia e do diabetes tipo 2, respectivamente. Das
classes de farmacos citadas, o Fenofibrato, agonista de receptor PPARa, e a Pioglitazona
(TZD), agonista receptor PPAR-y, possuem importante papel na regulacdo da expressdo génica
de proteinas associadas com neuroprotecdo e que estdo de alguma forma relacionadas com
processos de formacdo de memdria. Mesmo com estudos empregando a modulacdo dos
receptores PPAR em modelos de transtornos neuropsiquiatircos sendo escassos, varios
trabalhos reportam efeitos benéficos ocasionados pela ativacao desses receptores em modelos
de transtornos neurodegenerativos e em certo grau na regulacdo do estresse e de processos
cognitivos. Sendo assim, o presente trabalhou verificou o papel da administracéo intraperitoneal
sub-cronica de um agonista PPARy (Pioglitazona) e PPARa (Fenofibrato) na modulagao da
resposta de medo condicionado em animais que foram submetidos ao modelo de estresse-
reestresse (SRS) que causa um prejuizo na extingdo da memdria de medo condicionado ao
contexto, caracteristica importante na fisiopatologia do TEPT. Primeiramente foi realizada a
padronizacdo do modelo consistindo na verificagdo do impacto do condicionamento aversivo
com choques nas patas em diferentes intensidades (0,65 mA e 0,45 mA), e os resultados

apontaram para uma resposta mais homogénea na intensidade de 0,65mA que foi utilizada



durante todos os experimentos. Em seguida, foi verificado se o isolamento dos animais poderia
interferir no perfil da resposta do medo condicionado ao contexto (MCC). Dessa forma, 0s
animais que permaneceram isolados ou agrupados em suas moradias tiveram resposta de
freezing igualmente menor quando comparado com 0s animais estressados. Com isso, iniciou-
se 0s testes com a administragdo intraperitoneal sub-cronica de um agonista dos receptores
PPARy (Pioglitazona) nas doses de 0,1, 1 e 10 mg/kg em animais submetidos ao modelo de
SRS que apresentaram prejuizo na extingdo da memaoria de medo associado ao contexto. A dose
de 10 mg/kg foi capaz de reverter esse prejuizo. Em seguida, foi testado o agonista de receptores
PPARa (Fenofibrato) nas mesmas doses e ndo houve nenhum efeito comportamental benéfico
aos animais estressados. O uso de antagonistas dos mesmos receptores (GW9662 e GW6457)
na dose de 2 mg/kg ndo apresentaram efeito, confirmando que a ativacdo dos receptores é
necessaria para o efeito observado. Por fim, a administracdo de uma Unica dose poderia ser o
suficiente no efeito benéfico, para isso, foi feita a administracdo da dose de 10 mg/kg de
Pioglitazona em dois momentos: 24h apds a extingdo e 30 min. antes do dia do teste. Os
resultados obtidos mostram que nenhuma das duas doses foi capaz de reverter os efeitos do
estresse sobre a extingdo memoria aversiva. Dessa forma, os resultados acabam por demonstrar
experimentalmente que a administracdo de Pioglitazona, fArmaco agonista do receptor PPARYy,
ao longo de 7 dias na dose de 10 mg/kg é capaz de reverter o efeito deletério do estresse,
representado pela diminuicdo no percentual de freezing do animal a niveis semelhantes aos
animais que ndo passaram por nenhum evento estressor

Palavras-chave: transtorno do estresse pds-traumatico, receptores PPAR, medo

condicionado ao contexto, Estresse, PPARYy



ABSTRACT

SILVA-JUNIOR, Antonio Furtado. Repeated administration of gama peroxisome
proliferator-activated receptor agonist (PPARy) revert the impairment of fear
conditioning memory extinction in rats subjected to a post-traumatic stress disorder
model. 2023. Master Thesis (Msc.). Ribeirao Preto Medical School of the University of Séo
Paulo, Ribeiréo Preto. 2023.

Post Traumatic Stress Disorder is a psychiatric disorder that can incapacitate individuals
through na assemblage of symptons. The main set of symptons involve intense fear associated
with places or people, reexperience of the trauma, arousal and negative symptons associated
wit humor. The pathology is carachterized by morphofunctional changes in key structures of
the forebrain that are related with contextual fear memory like, amygdala complex, medial
prefrontal cortex and hippocampus, moreover changes in HPA, neuroendocrine, neuroimune
and within neurotrasmiters are also present. Nowadays, PTSD therapy involves psychoterapy
associated with selective serotonine reuptake inhibitors (SSRI) drugs class, nevertheless its
effectiveness is limited since individual responses are observed.  Therefore, new
pharmacological threatments can be available by discovering physiopathologic mechanisms of
neuropsychiatric diseases. In this context, Fibrates and Thiazolidinediones actually are only
approved to use in hyperlipidemia and type 2 diabetes respectively. From these
Pharmacological classes, Fenofibrate, PPARa agonist, and Pioglitazone, PPAR-y agonists, are
widely described to have a importante role on genic expression regulation of neuroprotection
associated proteins that are related with memory processes. Even with many studies that employ
the modulation of PPAR receptors in neuropsychiatric disorders models are scarce, several
studies report beneficial effects resulting from the activation of these receptors in
neurodegenerative disorder models and to some extent in the regulation of stress and cognitive
processes. Therefore, the present study aimed to investigate the role of repeated intraperitoneal
administration of a PPARy agonist (Pioglitazone) and a PPARa agonist (Fenofibrate) in
modulating the conditioned fear response in animals subjected to the stress-restress model
(SRS), which impairs the extinction of contextual fear memory, an important characteristic in
the pathophysiology of PTSD. To begin with it the standardization of the model was performed
by assessing the impact of aversive conditioning with different intensities of foot shocks (0.65
mA and 0.45 mA), and the results indicated homogeneous behavior response at the intensity of
0.65 mA, which was used throughout all the experiments. Next, it was verified whether the

isolation of animals could interfere with the profile of the contextual fear conditioning response



(CFC). Thus, animals that remained isolated or grouped in their homecage showed equally
lower freezing response compared to stressed animals. With this, the tests began with repeated
intraperitoneal administration of a PPARY receptor agonist (Pioglitazone) at doses of 0.1, 1, and
10 mg/kg in animals subjected to the SRS model, which exhibited impaired extinction of fear
memory associated with the context. The dose of 10 mg/kg was able to reverse this impairment.
Subsequently, it was hypothesized that administration of a single dose might be sufficient for
the beneficial effect. For this purpose, the dose of 10 mg/kg of Pioglitazone was administered
at two time points: 24 hours after extinction and 30 minutes before the test day. The results
obtained showed that neither of the two doses was able to reverse the effects of stress on the
impaired consolidation of the extinction. Besides, the PPARa receptor agonist (Fenofibrate)
was tested at the same doses, and it did not demonstrate beneficial effect on the impaired fear
response to stressed animals. The use of antagonists of the same receptors (GW9662 and
GW6457) at a dose of 2 mg/kg did not show any effect, confirming that receptor activation is
necessary for the observed effect. Therefore, the results experimentally demonstrate that the
administration of Pioglitazone, a PPARY receptor agonist, over a period of 7 days at a dose of
10 mg/kg, is capable of reversing the deleterious effect of stress, as represented by the decrease
in the animal's freezing percentage to levels similar to those of animals that did not undergo

any stressful event.

Keywords: Post traumatic stress disorder, PPAR receptors, contextual fear

conditioning, Stress, PPARy
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way.

Figura 12. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retengdo da memoria de
extingdo do medocondicionado ao contexto de ratos Wistar submetidos a diferentes formas de
agrupamento demonstrando prejuizo na extincdo da memoria de medo condicionado ao
contexto em animais previamente estressados. Os animais foram divididos entre 0s grupos
experimentais agrupado (n=9), isolado (n=10) e estressados e isolados (n=11). Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total de
10min., 30min. e 5min. para o condicionamento, extin¢do e teste, respectivamente. * posthoc
de Tukey indica valor de p = 0,0003 quando comparado com o grupo isolado; # * posthoc de

Tukey indica valor de p = 0,0003 quando comparado com o grupo agrupado.

Figura 13. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min. iniciais da sessao de extin¢ao)
de animais controles que permaneceram agrupados ou que foram isolados 7 dias ap0s a sessdo

de extingdo e animais estressados. Os valores estdo expressos em porcentagem de freezing +



Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos primeiros e nos Gltimos cinco minutos da sessao de
extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com controle
agrupado; # * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com animais

isolados.

Figura 14. Ultimos 5min. da sesso de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memdria de extincdo (B) de animais controles que permaneceram agrupados ou
que foram isolados 7 dias ap0s a sessao de extingdo e animais estressados. Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing £+ Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos ultimos
cinco minutos da sessao de extingdo e no dia do teste. * * posthoc de Tukey indica valor de p
< 0,05 quando comparado com controle agrupado; # * posthoc de Tukey indica valor de p <

0,05 quando comparado com animais isolados.

Figura 15. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 18 dias ap6s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto
apresentaram mudangas em alguns dos parametros comportamentais observados comparados
com animais controle. Os animais foram distribuidos entre os grupos agrupado, isolado e SRS
(estresse-reestresse). A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s) total em
que o animal permaneceu imével no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do aparato e D)
na periferia E) numero absoluto de entradas na por¢do central F) e na periferia da arena. Os
dados estéo representados na forma de média £ EPM e foram submetidos a ANOVA one-way.
* * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 comparado com grupo agrupado, # * posthoc de
Tukey indica valor de p < 0,05 comparado com grupo isolado.

Figura 16. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retencdo da memoria de
extingdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO + Tween 80) por
sete dias ap6s a sessdo de extingcdo. A pioglitazona na maior dose foi capaz de reverter o prejuizo
na consolidacdo da memoria de extingdo causado pelo estresse. Os animais foram divididos
entre 0s grupos experimentais controle + veiculo (n= 7), controle SRS + veiculo (n=7),
Pioglitazona na dose de 0,1 mg/kg (n=6), 1 mg/kg (n=6) e 10 mg/kg (n=7). Os valores estao
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total de 10
min, 30min e 5min para o condicionamento, extingéo e teste, respectivamente. * * posthoc de
Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com o grupo controlo SRS; # * posthoc de

Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com os grupos Pioglitazona 0,1 e 1 mg/kg.



Figura 17. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e ultimos 5 minutos da sesséo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracdo intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO + Tween 80) por sete dias apds a sessdo de extingdo. Os valores estdo expressos em
porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e
nos ultimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * * posthoc de Tukey indica p<0.05 com

relacdo ao grupo controle.

Figura 18. Ultimos 5min da sess&o de extin¢do do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extincdo (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo
subcronica intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO +
Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extincdo. Os valores estdo expressos em porcentagem
de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos ultimos cinco minutos da sessdo de
extin¢do e no dia do teste. * * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado
com controle; # posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com controle
SRS

Figura 19. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 18 dias ap0s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto néo
apresentaram mudangas nos parametros comportamentais observados quando receberam
administracdo subcrénica intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO 1% + Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extingdo. Os animais foram distribuidos
entre os grupos controle (n= 4), controle SRS (n=5), Pioglitazona na dose de 0,1 mg/kg (n=5),
1 mg/kg (n=5) e 10 mg/kg (n=5) A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s)
total em que o animal permaneceu imével no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do
aparato e D) na periferia E) nimero absoluto de entradas na por¢éo central F) e na periferia da
arena. Os dados estdo representados na forma de média + EPM e foram submetidos a ANOVA
one-way.

Figura 20. Perfil temporal de condicionamento, extingdo e teste de retengdo da memoria de
extingdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% + Tween 80) 24h apés a
sessdo de extingdo ou 30 minutos antes do dia do teste. Na condi¢do de administracdo aguda a
Pioglitazona teve sua capacidade de reverter os efeitos deletérios do estresse prévio ao
condicionamento ao contexto anulada. Os animais foram divididos entre 0s grupos

experimentais controle (n= 9), controle SRS (n=9), Pioglitazona administrada 24h apds a



extin¢do (n=13) e Pioglitazona administrada 30 min. antes da sesséo de teste (n=13). Os valores
estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total
de 10min, 30min e 5min para o condicionamento, extingdo e teste, respectivamente. * posthoc
de Tukey indica valor de p < 0,05 quando os grupos SRS, Pioglitazona dia 1 e Pioglitazona dia

7 foram comparados com o grupo controle

Figura 21. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e ultimos 5 minutos da sessdo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracao intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% +
Tween 80) 24h ap0s a sessdo de extingdo ou 30 minutos antes do dia do teste. Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos
primeiros e nos Gltimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor

de p < 0.05 quando comparado com o grupo controle

Figura 22. Ultimos 5min da sess&o de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extincdo (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% + Tween 80) 24h apds a
sessao de extingao ou 30min. antes do dia do teste. Os valores estdo expressos em porcentagem
de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e nos Gltimos
cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 em

comparagdo com o grupo controle.

Figura 23. Perfil temporal de condicionamento, extingdo e teste de retencdo da memdria de
extincdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracédo
intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 10% + Tween 80)
por sete dias ap0s a sessao de extingdo. Nenhuma das doses testadas de Fenofibrato foi capaz
de causar efeito de reducdo do porcentual de freezing de animais estressados previamente ao
condicionamento ao contexto. Os animais foram divididos entre 0s grupos experimentais
controle (n=7), controle SRS (n=7), Fenofibrato na dose de 0,1 mg/kg (n=6), 1 mg/kg (n=6) e
10 mg/kg (n=6). Os valores estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padréo da
Média (EPM) pelo tempo total de 10min, 30 min e 5min para o condicionamento, extingao e
teste, respectivamente. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com o
grupo controle SRS; # posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com 0s
grupos Fenofibrato 0,1 e 1 mg/kg.



Figura 24. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e ultimos 5 minutos da sesséo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracao intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO 10% + Tween 80) por sete dias apds a sessao de extin¢do. Os valores estdo expressos
em porcentagem de freezing + Erro Padréo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros
e nos ultimos cinco minutos da sessao de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05

quando comparado com o grupo controle ndo estressado + veiculo.

Figura 25. Ultimos 5min da sess&o de extin¢do do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extincdo (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo
subcronica intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO +
Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extincdo. Os valores estdo expressos em porcentagem
de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos ultimos cinco minutos da sessdo de
extingcdo e no dia do teste. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com

controle ndo estressado.

Figura 26. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 17 dias ap6s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto néao
apresentaram mudancas em nenhum dos parametros comportamentais observados. Os animais
foram distribuidos entre os grupos Controle (n=6), controle SRS (n=6), Fenofibrato 0,1 mg/kg
(n=6), Fenofibrato 1 mg/kg (n=6), Fenofibrato 10 mg/kg (n=7). A) distancia (m) percorrida
pelo animal na arena B) tempo (s) total em que o animal permaneceu imével no aparato C)
tempo (s) dispendido no centro do aparato e D) na periferia E) nimero absoluto de entradas na
porcao central F) e na periferia da arena. Os dados estdo representados na forma de média +
EPM.

Figura 27. Perfil temporal de condicionamento, extin¢do e teste de retencdo da memdria de
extincdo do condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% ou 10% +
Tween 80) por sete dias ap0s a sesséo de extingdo. Nenhuma das doses testadas dos antagonistas
foi capaz de causar efeito de reducdo do porcentual de freezing de animais estressados
previamente ao condicionamento ao contexto. Os animais foram divididos entre 0s grupos
experimentais controle (n= 8), controle SRS (n=8), GW9662 (n=7) e GW6471 (n=6). Os
valores estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo

total de 10min, 30min e 5min para o condicionamento, extin¢do e teste, respectivamente. *



posthoc de Tukey indica que os grupos controle, SRS, GW9662 e GW6471 obtiveram valor de
p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.

Figura 28. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e ultimos 5 minutos da sessdo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracdo intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo
(DMSO 1% ou 10% + Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extingdo. Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos
primeiros e nos ultimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor

de p < 0,05 comparado com grupo controle.

Figura 29. Ultimos 5min da sess&o de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extin¢do (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracéo
subcrénica intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% ou
10% + Tween 80) por sete dias ap6s a sessdo de extingdo. Os valores estdo expressos em
porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e
nos ultimos cinco minutos da sessao de extin¢do. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05

comparado com grupo controle.

Figura 30. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 17 dias apds serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto ndo
apresentaram mudancas em nenhum dos parametros comportamentais observados. Os animais
foram distribuidos entre os grupos Controle (n=6), controle SRS (n=6), GW9662 (n=5) e
GW6471 (n=6). A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s) total em que o
animal permaneceu imével no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do aparato e D) na
periferia E) nimero absoluto de entradas na por¢do central F) e na periferia da arena. Os dados

estdo representados na forma de média £ EPM.
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1. Introducéo




1.1 Breve representacdo do Transtorno do Estresse Pos-Traumatico (TEPT) na

literatura e na histéria

Desde 0 momento em que 0s seres humanos passaram a nutrir um sentimento de posse
e de dominag&o sobre outros humanos tem-se escassos relatos na literatura sobre os sintomas
comportamentais que acompanham o transtorno do estresse pos-traumatico (TEPT). Grande
parte desse repertorio estd descrito em registros antropoldgicos que datam de periodos
conturbados envoltos em cenarios de guerras travadas entre as diferentes civilizacdes antigas
que habitaram nos continentes. Até o presente momento o relato mais antigo de um dos
sintomas presentes no TEPT data de 4000 anos atras, compreendendo o periodo de 2027 a 2003
a.C, momento esse onde 0S povos gque ocupavam a regido de Ur na antiga mesopotamia
sofreram uma invasdo dos elamitas e, por meio de escritas cuneiformes e traduzido
originalmente da placa de pedra, estd registrado um trecho em que é possivel distinguir as

consequéncias do trauma (Kucmin et al, 2016):

“The Sumerians and the Elamites, the destroyers, made of it
thirty shekels. The righteous house they break up with pickaxe; the
people groan. The city they make into ruins; the people groan. Its lady
cries: “Alas for my city”, cries: “alas for my house”. In its lofty gates,
where they were wont to promenade, dead bodies were lying about; In
its boulevards, where the feasts were celebrated, scattered they lay. In
all its streets, where they were wont to promenade, dead bodies were
lying about; In its places, where the festivities of the land took place,
the people lay in heaps. At night a bitter lament having been raised unto
me, I, although, for that night I tremble, Fled not before that night’s
violence. The storm’s cyclone like destruction — verily its terror has
filled me full. Because of its [affliction] in my nightly sleeping place,
In my nightly sleeping place verily there is no peace for me.”
(KRAMER SN, 1969, versos 95-99)

Nesses versos é possivel constatar a turbuléncia de sentimentos e de emocdes passadas
pelo autor do texto ao descrever o sentimento de um povo ao ver todas as suas casas destruidas,
objetos sitiados e diversos corpos de pessoas mortas estirados em locais da cidade que antes
eram utilizados para a realizacio de festividades. A medida que o autor prossegue com seu
lamento h& a descri¢do de como suas noites de sono passaram a ser acometidas por constantes

aflices e distresses (cunhado por Selye em 1950 e considerado um estresse que afeta o
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organismo de forma negativa), deixando de serem pacificas e normais. Tais sintomas sdo
comuns em pessoas que passaram por eventos traumaticos intensos.

Outros relatos de trauma podem ser encontrados em trechos do poema épico Os iliadas’
escrito por Homero e que narra eventos que ocorreram durante a guerra de tréia. Ao longo da
narrativa Aquiles sente culpa pela morte dos seus companheiros e apresenta caracteristicas de
uma pessoa enlutada, como sentimento de tristeza e culpa, além de aparentar ter desenvolvido

um trauma sobre os eventos vivenciados (Kucmin et al, 2016):

‘...but Achilles still wept for thinking of his dear comrade, and sleep,
before whom all things bow, could take no hold upon him... As he
dwelt on these things he wept bitterly and lay now on his side, now

on his back, and now face downwards, till at last he rose and went
Out as one distraught to wander upon the sea-shore.

I would die here and now, in that | could not save my comrade. He has
fallen far from home, and in his hour of need my hand was not there
to help him. What is there for me? Return to my own land I shall not,
and | have brought no saving neither to Patroclus nor to my other
comrades of whom so many have been slain by mighty Hector;

| stay here by my ships a bootless burden upon the Earth.”

(Homero, Os iliadas. Livro 8 versos 97-101)

Relatos do impacto do trauma na vida das pessoas também podem ser encontrados na
peca historica de William Shakespeare ‘Henrique IV’ (Kucmin et al, 2016) onde um dos
personagens chamado Hotspur, valente jovem guerreiro pertencente a nobre familia Percy que
ajudou Henrigue IV a al¢ar o poder do reino, é confrontado por sua esposa a fim de tentar
entender a mudancga em seu comportamento apos as inimeras guerras travadas ao longo das

cruzadas contra os povos galeses do Oeste e escoceses do norte:

“Por que te achas tao sé, querido esposo? Que fiz eu para estar ha uma
quinzena exilada do leito do meu Harry? Conta-me, esposo amado,
qual a causa que de todo te priva do apetite, da alegria e do sono da

inocéncia? Por que os olhos assim cravas na terra, e estremeces
amilde, quando ficas sozinho? Por que o sangue rubicundo das faces
te fugiu? Por que assim trocas meu tesouro e o direito sobre ti, pela
meditacdo de olhar sombrio e essa melancolia amaldi¢oada?
Observando-te 0 sono tdo inquieto, ouvi-te murmurar de lutas férreas
e incitar teu cavalo irrefreavel com gritos de “Coragem! ” “Para a
frente! ” Falavas de saidas, retiradas, barracas e trincheiras, palicadas,
fortins e parapeitos, basiliscos, canh@es e colubrinas, de soldados sem
vida, de resgates, e de quanto um combate ardente integra. Tanto,
dentro de ti, se achava em guerra teu espirito, e tanto te agitava que o
suor, em bagas, te banhava a fronte como bolhas em riacho remexido.

Estranhas contragdes tu revelavas no rosto, talqualmente essas pessoas

que o félego detém, quando no ponto de sibita entrepresa. Que
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pressagios sdo esses? Meu senhor tem algo em mente, que vai dizer-
me; a menos que ndo me ame” (Shakespeare, Henrique IV. 1597, ato
2 cena 3.)

Saindo do universo mais tradicional e épico da escrita e dos relatos historicos e partindo
para uma perspectiva mais moderna dos diferentes aspectos dos sintomas do TEPT envolvendo
principalmente o trauma, tem-se, dentre inUmeros autores e obras, Virginia Woolf, escritora
moderna e pioneira do feminismo no século XX, com a sua obra ‘Mrs. Dalloway’ trazendo
dentro da narrativa a vivéncia de ex-soldados ingleses que sobreviveram ao terror da | Guerra
Mundial e que convivem com as sequelas disso no periodo de paz posterior a esse evento
historico. Nela o personagem Septimus Warren Smith é um jovem veterano de guerra que tem
a sua vida pés | Guerra Mundial prejudicada pelo que ficou conhecido na época como shell
shock (traduzido como neurose de guerra). Septimus experimenta memarias recorrentes do
ambiente de guerra cirurgicamente representadas pela confusdo feita pelo personagem ao ouvir
o0 barulho da descarga de um carro e confundir com tiros ao andar por uma rua movimentada
de Londres. A medida que a histéria prossegue é possivel perceber a apatia com sentimentos
alheios, incluindo os de sua prépria esposa, 0 sentimento de grandeza, muitas vezes messianico,
como o de um grande herdi, e o terror sentido tanto acordado quanto dormindo, vivendo em um
universo que mescla seus maiores pesadelos com a realidade, onde ele ndo se sente
compreendido por ninguém, isolando-se da sociedade, e revivendo constantemente o seu
passado de guerra manchado de sangue e de corpos dos seus companheiros (Woolf, 1980).

Na vida e na literatura contemporanea existem inimeras narrativas que referenciam o
fator trauma como um evento capaz de modificar o padrdo comportamental de alguém,
demonstrando as consequéncias disso no cotidiano das pessoas. A titulo de exemplo pode-se
citar os titulos de romances que envolvem distopias ou em momentos de grandes crises
humanitérias onde € possivel encontrar relatos de que a experiéncia com eventos traumaticos
pode levar a alteragdes na qualidade de vida e saude mental, podendo ser representadas como

perturbacdes durante o sono, pesadelos recorrentes, memorias intrusivas principalmente
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envolvendo o evento traumatico vivenciado, raiva ou excitagdo constante, distarbios de humor
e a tentativa de evitar lugares ou situac6es que relembrem o trauma. Todos os sintomas citados
estdo associados ao desenvolvimento de TEPT e costumam ser apresentados aos leitores de
obras ficticias em algum momento da vida dos protagonistas que sobrevivem a situacdes de
vida ou morte ou até mesmo ao testemunhar a morte de entes queridos ou pessoas proximas a
eles como, por exemplo, nas séries de livros Jogos Vorazes, da escritora americana Suzane
Colins, Harry Potter, da escritora J.K. Rowling, e também em Divergente, de Veronica Roth.
Mais recente ainda tivemos uma das maiores crises sanitaria e humanitaria do século
XXI1, a Pandemia causada pelo virus da familia do coronavirus SARS-CoV-2 e responsavel pela
sindrome respiratdria aguda grave, também denominada como doenca da COVID-19. Tendo o
primeiro caso sido registrado no final de 2019, a infec¢édo pelo virus sofreu uma rapida escalada
em numeros de casos confirmados e de 6bitos em diferentes paises a medida que o tempo
passava, atingindo mais de 700 milhGes de casos confirmados e cerca de 6,8 milhdes de 6bitos
até o momento (WHO, 2022). Esses numeros acenderam o alerta para uma pandemia, 0 que
levou todos os paises a recorrerem a politicas de lockdown, estado de quarentena, isolamento
social, fechamento de aeroportos e proibi¢do de qualquer evento que gerasse aglomeracéo de
pessoas como medidas de prevencdo e de contencao da disseminagdo do virus (Santomauro,
Herrera e Shadid, 2021). Todas essas medidas geraram uma série de preocupacdes, medos e
incertezas na vida da populacdo mundial, prejudicando o estado de bem-estar psicossocial
mundial (Santomauro, Herrera e Shadid, 2021; Dubey et al, 2020). Desse modo, até os dias
atuais estuda-se o impacto da pandemia na saude mental dos pacientes, profissionais de saude
e de diferentes tipos de populagGes considerando que durante esse periodo foram constatados
altos niveis de ansiedade, alteragdes de humor e de sono, comportamento obsessivo compulsivo

e até mesmo TEPT quando comparados com momentos pré-pandémicos (Chamaa et al, 2021;
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Sun et al, 2020; Wang e Wang, 2023; Santomauro, Herrera e Shadid, 2021; Ahmed et al, 2020;
Marvaldi et al, 2021)

Em sintese, eventos trauméticos acompanham a humanidade ha séculos e nunca
puderam ser tdo bem definidas e caracterizadas como o é atualmente, tendo seus critérios
nosolégicos melhorados e modificados a medida que o conhecimento sobre a psicopatologia
evolui (Vance e Howell, 2020; Shardelloto et al, 2011). E valido ressaltar que durante muito
tempo ndo havia uma definicdo muito precisa do que hoje é caracterizado como transtorno do
estresse pés-traumatico, apenas relatava-se 0s sintomas que acometiam os individuos
possivelmente portadores dessa sindrome baseado numa percepgdo empirica, sem 0 Vviés do

conhecimento cientifico que se detém atualmente.

1.2 O Transtorno do Estresse P6s-Traumatico (TEPT)

Atualmente o Transtorno do Estresse Pds-traumatico (TEPT) é considerado um
transtorno psiquiatrico que, por meio de um conjunto de sintomas caracteristicos, pode chegar
a ser debilitante. Segundo a World Mental Health (WMH), estima-se que cerca de 70% da
populacdo mundial ja foi exposta a algum tipo de trauma e aproximadamente em média 6% dos
individuos expostos a esses traumas desenvolveram o TEPT, variando de acordo com a regido
analisada. Essa prevaléncia acaba sendo maior em populacdes especificas que apresentam alto
grau de exposicdo a eventos considerados traumaticos ao longo da vida, como abuso sexual,
desastres naturais, acidentes com veiculos, estupro, veteranos de guerra expostos ao combate,
dentre outros.

Na primeira edicdo do Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais
(DSM-I) existia uma definicdo primaria e pouco polida para diagnosticar pacientes que
apresentavam alteragcbes de comportamento devido ao fato de terem passado por eventos
estressores intensos como, por exemplo, sobreviventes de guerras e de catastrofes naturais.

Nesse caso, 0s pacientes eram enquadrados nos critérios da categoria de reacdo grave ao
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estresse na extinta secdo de disturbio situacional transitério de personalidade, contudo esse
diagndstico inicial ndo evoluia para o TEPT como é conhecido atualmente (Alvarenga et al,
2009; North et al, 2016). Ao publicar o DSM-II, essas categorias foram extintas e os sintomas
relacionados a eventos traumaticos passaram a ser classificados como reacéo de ajustamento a
vida adulta na secdo de distdrbio situacional transitério (Andreasen, 2011; North et al, 2016).
Ambas classificagcdes previstas nas duas primeiras edi¢des do DSM apresentavam categorias
muito gerais, ocasionando conflito de diagndstico para os diversos casos de reacdes pos-
traumaticas, além de atribuir para esses distlrbios um carater transitério e agudo que
necessitaria de um segundo diagndstico mais preciso caso 0s sintomas apresentassem
cronicidade (Camara Filho e Sougey, 2001; North et al, 2016).

A primeira aparigdo do TEPT formalmente como uma categoria de doenga mental
aconteceu no Manual de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais — 32 edigdo (DSM-
I11), j& que nas edi¢Bes anteriores haviam inimeras inconsisténcias nos critérios e pouco
conhecimento a respeito dessa psicopatologia. Dessa edicdo em diante ocorreu uma série de
modificacdes e reformulacéo dos critérios diagnosticos antigos, visando auxiliar no diagnéstico
clinico dos transtornos mentais e no planejamento estatistico por clinicos e pesquisadores da
area. Sendo assim, o TEPT passou a ser integrado ao conjunto de transtornos de ansiedade, foi
definido de forma inicial o conceito de trauma como um fendbmeno estressor reconhecivel capaz
de evocar sintomas significativos de distresse em praticamente todos os individuos e também a
organizacdo dos diferentes sintomas em trés grandes conjuntos denominados sintomas de re-
experiéncia, entorpecimento e de esquiva e excitagdo (Alvarenga et al, 2009; Andreasen, 2011,
North et al, 2016). Desse momento em diante o fenémeno fisioldgico do “estresse’ passa a ser
incluido nos jargdes da psicologia para denominar o trauma como o evento estressor capaz de
desencadear o TEPT (Camara Filho e Sougey, 2001; North et al, 2016). As edicOes posteriores

apenas trataram de realizar algumas atualizacdes com base no avanco da literatura cientifica
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referentes ao conceito de trauma, seus diferentes tipos e sobre os critérios de exposi¢do que
passaram a considerar também a resposta subjetiva do individuo ao evento estressor, além disso
foram incluidos novos sintomas enquanto outros foram reformulados (Camara Filho e Sougey,
2001; North et al, 2016; Sbardelloto et al, 2011)

De acordo com a quinta e ultima edicdo do Manual de Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5) os sintomas presentes no TEPT estdo agrupados em quatro
grandes conjuntos (clusters) que sdo: sintomas de intruséo ou reexperiéncia do trauma, sintomas
de esquiva, sintomas negativos na cognicdo e humor e hiperexcitagdo. Dentro desses clusters
uma série de sintomas-chave podem estar presentes nos individuos portadores do transtorno,
tendo como pré-requisito a apresentacdo de pelo menos um dos sintomas dentro de cada
conjunto para que o individuo tenha como diagndstico definitivo o TEPT. Desse modo, 0o
principal sintoma do TEPT envolve a inabilidade de extinguir respostas comportamentais que
estdo associadas aos estimulos relacionados com o evento traumatico (Kirkpatrick e Heller,
2014). Em decorréncia disso, uma série de sintomas podem acompanhar esses pacientes em
associacdo com a apresentacdo de memdrias intrusivas, angustiantes e involuntarias em suma
relacionadas ao evento traumaticos, podendo ser sonhos que causam grande aflicdo,
comportamento dissociativo, aversdao a situacGes relacionadas ao trauma, aumento na
ansiedade, humor e memdria muitas vezes debilitados, aumento na excitabilidade e

irritabilidade, além do sentimento de perigo constante (Kirkpatrick e Heller, 2014).

1.3 A memodria como alvo dos estudos do TEPT: o modelo do medo condicionado

A sintomatologia por tras do TEPT compreende intenso medo associado a ambientes ou
situagdes que os portadores da desordem venham a vivenciar no seu cotidiano. Em situagoes
fisioldgicas normais, 0 medo pode ser evocado a partir de estimulos inatos ou estimulos
previamente aprendidos e ocorre como uma forma do organismo animal preparar-se frente a

uma situacao que representa um perigo em potencial, garantindo a sobrevivéncia e diminuindo
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possiveis prejuizos (LeDoux, 2014; LeDoux, 2017, Raber et al., 2019). Quando esse medo €
aprendido forma-se uma associacdo da resposta de medo com o estimulo aversivo de tal modo
gue no momento em que o organismo for exposto novamente & mesma situacéo aversiva sera
desencadeada a mesma serie de respostas fisioldgicas, emocionais e comportamentais
desencadeadas pela memdria de medo criada (Tovote et al., 2015; Fendt e Fanselow, 1999;
Ledoux, 2000; Maren, 2001). A ocorréncia do TEPT apds um evento traumatico esta
intimamente associada a alteragdes na formacdo de memdrias de medo, visto que nesse
transtorno existe uma dificuldade na capacidade de extinguir memorias ligadas ao trauma.

Uma caracteristica comum as doenc¢as neuropsiquiatricas é o comprometimento em
algum grau nos processos que envolvem a memoria (Crawford e Loprinzi, 2020). A memoria
pode ser classificada segundo o seu tempo e duracdo de armazenamento na forma de memoria
de trabalho, de curta duragdo ou de longa duracdo. A memdria de trabalho atua filtrando as
informacdes existentes no cérebro e definindo o que é novo e o que ja existe. A memoria de
curta duracdo armazena informacGes por cerca de 6h até que as mesmas estejam preparadas
para serem reutilizadas ou sejam armazenadas de forma definitiva na memaria de longa duracéo
(podendo ser armazenada por anos) (Alberini e Ledoux, 2013; Kida, 2019).

A formacdo memodria de longa duracdo necessita de algumas etapas para que seja
devidamente armazenada. A primeira fase é a aquisi¢do, 0 momento de contato inicial com a
informacdo nova (a aprendizagem de algo). Apds isso, a informacdo pode ser consolidada,
processo onde a informacdo é armazenada de forma estavel (Bisaz et al., 2004; Izquierdo, 2018;
Johansen et al., 2011; Kensinger e Ford, 2020). Em seguida, essa memdria armazenada pode
ser recrutada pela fase de evocacdo. A partir desse momento a memdoria pode percorrer dois
caminhos, ser reconsolidada com a aquisicdo de novas informacfes sobre a memdria pré-
existente, ou ser extinta, processo no qual a memoria antiga € inibida ao ser sobreposta por uma

nova (Alberini e Ledoux, 2013; Elsey et al., 2018; 1zquierdo, 2018; Kida, 2019).
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Um dos modelos animais bem empregado no estudo dos mecanismos por tras do TEPT
é 0 modelo de medo condicionado estipulado por Ivan Pavlov em 1927 no seu cléssico trabalho
sobre reflexos condicionados. De forma resumida, 0 modelo de condicionamento pavloviano
estabelece que a resposta inata do animal a certos estimulos externos (estimulo n&o-
condicionado) pode ser associada com um estimulo neutro, levando a formacao de uma resposta
condicionada. Assim, o estimulo condicionado pode ser representado na forma de ambientes
(contextos), estimulos sonoros emitidos por equipamentos especificos ou cheiros, por exemplo.
Esse pressuposto é a base da capacidade de aprender a ter medo de pessoas, locais, objetos e
etc. No contexto do modelo Pavloviano, muitos avangos foram feitos possibilitando uma
melhor compreensdo das regides cerebrais envolvidas nas respostas condicionadas ao medo
(Kida, 2018; Tovote, 2015; Phillips e LeDoux, 1992).

Atualmente, é extremamente solidificado em literatura cientifica a participacdo de
algumas estruturas chaves, mas nao exclusivas, como a amigdala, o hipocampo e o cortex pre-
frontal medial (CPFm) nos processos de medo condicionado principalmente pelo fato de essas
estruturas formarem uma rede neural intimamente relacionada com processos que envolvem a
formacéo de novas memdrias e de respostas comportamentais associadas a elas (Beck e Fibiger,
1995a; Beck e Fibiger, 1995b; Johansen et al., 2011; LeDoux, 2014; LeDoux, 2017; Raber et
al., 2019; Smith et al., 1992; Sotres-bayon et al., 2016).

O nucleo amigdaloide esta localizado no lobo temporal e apresenta esse nome devido
a disposicdo dos seus nucleos que formam uma estrutura semelhante a alméndegas. Essa
estrutura € fundamental para que o organismo possa adquirir e expressar o medo condicionado,
visto que lesdes da amidala interferem com os processos de aquisi¢do da memoria de medo
contextual (Kida, 2019; Tovote, 2015; Phillips e Ledoux, 1992). A regido pode ser subdivida
em outros dois subnucleos denominados de Amigdala Basolateral (BLA) ou Amigdala Central

(CeA) que possuem caracteristicas morfologicas e funcionais distintas. De forma geral, a BLA
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codifica as informagfes externas adquiridas e € responsavel por realizar as associacfes
necessarias para parear sinais de alerta com o nivel de perigo que emitem, enquanto que a CeA
é a principal regido de output (regido de emissdo de fibras eferentes para outras regides do
encéfalo), sendo responsavel por enviar para outras regides do cérebro o estimulo necessario
para produzir as respostas efetoras comportamentais e autonémicas necessarias para produzir
comportamentos defensivos que possam lidar com o estimulo ameagador ao qual 0 organismo
esta sendo submetido (Harnnet, Goodman e Knight, 2020; Tovote, 2015)

Os processos de aprendizado associados com o complexo amigdal6ide recebem controle
e regulacdo de outras regibes do encéfalo. Uma dessas regides é o hipocampo que esta associado
com a construcdo de memorias associadas ao contexto e posterior associacdo desse contexto
com o estimulo incondicionado através da transmissdo dessas informacdes para a amigdala
(Tovote, 2015; Maren, 2001). No hipocampo sdo armazenadas as informagdes temporais,
contextuais e as memdrias relacionadas a fatos e eventos vivenciados pelo organismo
(memorias declarativas) associadas ao estimulo aversivo e que podem ser consideradas ao longo
do processo de evocacdo do comportamento defensivo em conjunto com os estimulos
adquiridos pelo complexo amigdal6ide. Desse modo, a aquisicao e a expressao de uma memoria
contextual parecem depender como um todo da atividade hipocampal na medida em que essa
regido atua em conjunto com o complexo amigdaldide para formar a memdria de medo
(Harnnet, Goodman e Knight, 2020; Tovote, 2015). A projecao de fibras da BLA para o cortex
entorrinal que, por sua vez, apresenta alto grau de input (recepgéo de fibras nervosas de outros
nacleos do encéfalo) da formacao hipocampal indica a participacdo dessa regido na aquisicdo
do medo condicionado ao contexto (Sparta et al, 2014; Tovote, 2015)

Outra regido associada com a regulagdo da memoria de medo condicionado é o CPFm
que é responsavel pelo processo de extingdo, retencdo da extingdo da memoria de medo e a

evocacao da memoria, sendo de grande importancia que a circuitaria estabelecida entre os
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neurdnios corticais e a amigdala estejam em harmonia a fim de que esses processos possam ser
realizados de maneira eficaz (Tovote, 2015; Shin et al., 2006; Milad et al, 2007; Milad e Quirk,
2002). Em roedores a porcéo pre-limbica do cortex pré-frontal medial (PL) é responsavel por
evocar a memoria de medo condicionado e regular a expressao, consolidacdo e aquisi¢do da
memoria tanto contextual quanto ao som e isso pode ser verificado por meio de estudos de leséo
seletiva da area em ratos que produziu aumento da resposta do medo condicionado ao contexto
e ao som tanto na fase de aquisicdo como na de extin¢cdo da memoria (Giustino e Maren, 2015;
Harnnet, Goodman e Knight, 2020; Izquierdo, Furini e Myskiw 2016; Maren, 2001; Tovote,
2015). Ja a regido Infralimbica do cortex pré-frontal medial (IL) esta intimamd4ente associada
com a capacidade de evocacdo da memoria de extingdo, visto que lesdo dessa regido em ratos
ndo prejudicou a capacidade do animal de aprender a memdria de extincdo, sendo, portanto,
uma regido critica para o controle e supressao da resposta de medo condicionado (Giustino e
Maren, 2015; Harnnet, Goodman e Knight, 2020; Izquierdo, Furini e Myskiw 2016; Maren,
2001; Tovote, 2015).

Alteracbes nessas regides podem prejudicar a formacdo da memdria de medo
contribuindo para o desenvolvimento do TEPT. Nesse sentido, algumas evidéncias de
alteracdes morfofuncionais foram encontradas em pacientes portadores do TEPT e que podem
atuar como marcadores da doenca, como hiperresponsividade da amigdala (Shin et al., 2006;
Yehuda, 2002), da porcdo dorsal do cortex cingulado anterior (dACC) e do cortex insular (IC)
(Pitman et al, 2012; Shin et al, 2009), enquanto que na formacdo hipocampal e no cortex pré-
frontal ventromedial (vmCPF) verificou-se uma diminui¢do do volume de massa encefélica,
além de diminuigdo da atividade neuronal desse ultimo o que também esta presente no cortex
orbitofrontal (OFC) (Pitman et al, 2012; Shin et al, 2009; Yehuda, 2002). Todas essas regides
mencionadas estdo intimamente relacionadas com o aprendizado da memdria de medo,

expressdo dessa memoria e associa¢do a contextos, nocicepgdo e percepcao sensorial alem de
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elicitarem em conjunto as respostas comportamentais e fisiologicas necessarias ao estimulo de
medo aprendido (Giustino e Maren, 2015; Pitman et al, 2012; Shi et al, 2022; Shin et al., 2006;
Shin et al, 2009; Tovote, 2015). Além disso, € bem documentada a presenca de alteracfes no
sistema neuroendocrino e no eixo Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) (Yehuda et al, 1993,;

Pitman et al, 2012).

1.4 O Estresse como fator desencadeador do TEPT

O conceito de estresse como é conhecido hoje foi construido ao longo dos séculos por
meio da contribui¢do de varios cientistas. Claude Bernard no século XIX expandiu a ideia do
que seria uma condi¢cdo harménica do organismo estabelecendo a ideia de um estado dinamico
de equilibrio fisiolégico interno as células, o que ele chamou de milieu interieur (i.e. meio
interno) (Holmes, 1986; Chrousos e Gold, 1992). J& no inicio do século XX, Walter Cannon
pesquisando alteragOes simpatoadrenais frente a estados de desafio ao organismo cunhou 0
termo homeostase como uma tendéncia de um sistema biolégico de tentar manter o seu milieu
interieur constante, e estendeu esse conceito para estados emocionais e fisioldgicos, além de
descrever a resposta autondémico de luta-ou-fuga ao comprovar que estimulos variados impostos
ao organismo podem desencadear uma resposta de aumento de secrecdo de catecolaminas
preparando-o para uma agéo vigorosa (Chrousos, 1992; Lu, Wei e Li, 2021; Szabo et al, 2017)

Um pouco mais tarde Hans Selye (1950) cunhou o termo “stress” (termo emprestado da
fisica) pela primeira vez como uma forma de designar os procedimentos bioldgicos extremos
aos quais submetia os animais no seu laboratério, sendo também de seu conhecimento a
existéncia de possiveis eventos estressores com caracteristicas psicologicas (Chrousos, 1992;
Jackson, 2014). Segundo Selye (1936), qualquer agente nocivo fisico, como frio extremo,
imobilizagdo forcada por horas, exercicio fisico repetitivo e exaustivo, procedimentos
cirurgicos, quimico, doses subletais de drogas, ou psicologico quando aplicados aos ratos de

laboratdrio eram capazes de elicitar uma resposta organica padrédo que ocorria em trés fases:
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Uma fase de alarme inicial indicando a presenca do estressor, a fase de resisténcia ao estresse
e, por ultimo, a fase de exaustdo que poderia levar & morte como consequéncia. Ademais, suas
pesquisas em laboratorio também foram capazes de identificar mudangas morfoldgicas em
orgdos especificos de ratos submetidos a diferentes condi¢des de estresse. A chamada triade
classica do estresse foi caracterizada por Selye a partir de uma anélise anatomopatolégica
consistindo em hipertrofia da glandula adrenal, atrofia do sistema timo-linfatico e ulceracao
gastrica (Jackson, 2014; Miller, 2018; Selye, 1936; Selye, 1988). Essen fenémeno foi descrito
como uma resposta ndo-especifica do organismo ao estressor ou General adaptation syndrome
(GAS) em 1936, servindo como uma terminologia inicial para o que futuramente seria chamado
de stress (Chrousos, 1992; Selye, 1936).

Os trabalhos subsequentes de Selye envolveram o refino do conhecimento cientifico e
do entendimento dos esteroides, sua grande paixdo, em condi¢fes patoldgicas e no organismo
saudavel (Jackson, 2014). Dessa forma, enquanto muitos pesquisadores da época, inluindo
Canon, estudavam o impacto das substancias produzidas pela medula adrenal, no caso
noradrenalina e adrenalina, nas respostas ao estresse, Selye voltou suas pesquisas para o papel
dos hormdnios corticais produzidos pelo cortex da glandula adrenal. De fato, sua contribuicdo
na area foi tdo significativa que a ele é atribuida a autoria dos nomes dados aos hormonios
esteroidais glicocorticdide e mineralocorticoide e a compreensdo de que tais substancias
estavam envolvidas na manutencdo da homeostase do organismo frente a circunstancias
estressoras, sendo responsaveis pela manutencdo da vida e de estabelecer mecanismos de
adaptacdo a mudancas externas e internas do organismo (Jackson, 2014; Miller, 2018; Selye,
1988). Para aléem da producdo hormonal cortical, outros trabalhos foram desenvolvidos
buscando entender como funcionava a regulagdo dessa glandula que para ele respondia a um
estimulo ““superior” o qual foi atribuido ao hipotdlamo, esse, por estar conectado a glandua

pituitaria (ou adenohipofise) secretava uma substancia que a estimulava a produzir ACTH
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(horménio adrenocorticotrdpico) e secretar na corrente sanguinea, 0 que por sua vez regulava a
producdo de corticoesterdides da glandula adrenal. A estimulacdo dessa glandula pelo ACTH
induzia o cortex adrenal a produzir substancia que seriam as responsaveis pelas modificacdes
dos 6rgdos verificadas na triade cléssica do estresse, diminui¢do da inflamag&o e aumento na
producdo de aglcar organismo (Jackson, 2014; Miller, 2018; Selye, 1988). Apesar da brilhante
percepcao fisioldgica de Selye ele foi incapaz de estabelecer a relacdo entre Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal, o que atualmente é solidamente estabelecido na literatura como o eixo HPA
intimamente associado as respostas ao estresse.

O eixo HPA é responsavel por regular a resposta adaptativa de um organismo a um
estimulo estressor. A liberacdo do horménio regulador de corticotropina (CRH) pelo
hipotalamo leva a estimulacdo da glandula pituitaria, também denominada hipofise, na sua
porcao anterior promovendo a liberacdo de ACTH (Hormdnio adrenocorticotrépico). Por sua
vez, 0 ACTH induz a sintese e secre¢do de glicocorticoides na corrente sanguinea a partir do
cortex adrenal (Joseph e Wirledghe, 2017). Os glicocorticdides atuam em uma série de vias de
sinalizacdo das quais pode-se citar o metabolismo da glicose, a regulacdo de vias de
homeostase, do sistema cardiovascular e da resposta imune, com potente efeito anti-
inflamatdrio (Joseph e Wirledghe, 2017; Oakley e Cidlowski, 2011; Overman et al, 2013).
Estudos mostram que pacientes com TEPT tem niveis de CRH aumentados quando mensurados
no liquido cefalorraquidiano e/ou no sangue (Dunn e Berridge, 1990). Em conjunto com esse
achado, verificou-se também niveis anormais de cortisol nesses pacientes, contudo essa
alteracédo é verificada por uma hipocortisolemia, ao invés de uma hipercortisolemia esperada
devido ao fato de o TEPT ser bem caracterizado como um estresse crénico. Esses baixos niveis
de cortisol ocorrem devido a sensibilizacdo do eixo HPA e pelo feedback negativo enddcrino

exercido pelo cortisol sobre o inicio do eixo, inibindo a liberacdo de CRH e ACTH e permitindo
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que os niveis fisioldgicos desses horménios retornem a estados mais basais (Pitmann et al,
2012; Yehuda, 2002; Yehuda et al., 2000; Yehuda et al., 1990).

A desregulacdo de sistemas fisiologicos relacionados com a resposta ao estresse tendo
como destaque disfuncbes do eixo HPA s&o condicOes patoldgicas bem descritas no TEPT e
consideradas como fator desencadeador da psicopatologia, aliado a isso cada vez mais
evidéncias vao surgindo sobre a relagédo de desregulacdo desse eixo em pacientes portadores da
doenga. Juntamente a estas condicdes, numerosos estudos comprovam a elevacdo de
marcadores inflamatdrios no sangue de pacientes com TEPT, dentre 0s quais pode-se citar as
citocinas IL-1, IL-6 (Passos et al., 2015) e o TNF-a (Bruenig et al., 2017). De fato, é bem
estabelecida a ideia geral de que o estresse mais intenso ou cronico pode causar inflamacao
através da ativacdo de receptores especificos para as moléculas produzidas devido ao estresse
fisico e psicologico (Fleshner et al, 2017). Esse fendmeno ocorre por meio da liberacdo no
nacleo paraventricular do hipotalamo de CRH, que além de estimular o eixo HPA via hipdfise
também estimula o sistema nervoso simpatico ocasionando a liberacdo de catecolaminas. As
catecolaminas, em especial a noradrenalina, podem estimular a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios como a IL-1 e IL-6 em diferentes tipos celulares, incluindo células do sistema
nervoso central (Galic et al., 2012; Bierhaus et al., 2003). Uma das linhagens celulares
relacionadas com processos inflamatorios no tecido cerebral € a micréglia. Em condigdes
normais, esse tipo celular esta em repouso e promove funcdes fisiologicas de manutencédo do
tecido, porém, em algumas doencas e determinadas condi¢des essa célula pode tornar-se ativa
e produzir respostas inflamatérias (Butovsky e Weiner, 2018). Mediadores pré-inflamatorios
séo secretados pela microglia ativada podendo levar a ativagdo de astrocitos e um efeito cascata
de aumento na producdo de citocinas inflamatorias e de liberacdo de glutamato no tecido

cerebral, aumentando a probabilidade de dano celular e promovendo a neuroinflamacao (Takaki
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et al., 2012). CondicGes inflamatorias sdo vistas em diversas patologias do SNC e podem
ocasionar mudangas comportamentais funcionais e estruturais do cérebro.

Os eventos estressores também podem interferir no funcionamento, fisiologia e
morfologia do cérebro como um todo. Sabe-se, portanto, que experiéncias vivenciadas em
conjunto com estimulos emocionais intensos ou com eventos estressores s&o0 mais comumente
lembradas de forma mais intensa e vivida do que outros tipos de situacdes do dia-a-dia (De
Quervain et al, 2017; McGaugh, 2003). Por outro lado, o estresse é capaz de dificultar a
evocacao de memorias, principalmente as de longo prazo (Klier e Burato, 2020). Esse fendbmeno
é importante pois € um ponto chave no que diz respeito a fisiopatologia do TEPT e de outras
desordens neuropsiquidticas relacionadas ao estresse (De Quervain et al, 2017; Joels e Baram,
2009). Desse modo, os hormodnios que sdo produzidos durante situacOes de estresse
(glicocorticoides e mineralocorticéides) sdo capazes de modular as atividades cerebrais por
meio da ligacdo a receptores do tipo GR (Receptores Glicocorticoides) e MR (Receptores
Mineralocorticoides) que estdo distribuidos de forma abundante pelo cérebro, com excecao dos
receptores MR 0s quais sdo comumente encontrados nas zonas limbicas (De Quervain et al,
2017; Joels e Baram, 2009; Joels et al, 2006; McEwen, 2007; Roozendaal et al, 2009). Quando
os glicocorticdides ligam-se em ambos 0s receptores sdo formados complexos transcricionais
que sao translocados para o nucleo celular a podem regular de forma positiva ou negativa uma
série de genes, levando a transativacdo ou transrrepressdo dos genes-alvos. Essa ativacdo
provoca a regulagdo do metabolismo, da resposta inflamatoria, do desenvolvimento
embrionario, de comportamentos relacionados ao estresse, da sensibilidade do eixo HPA e dos
processos de formacdo da memoria (Frank et al, 2021; Joels e Baram, 2009; Kadmiel e
Cidlowski, 2013; McEwen, 2007; ter Heegde et al, 2015). Por conta da alta distribuicdo desses
receptores no encéfalo, hormonios relacionados ao estresse sdo capazes de interferir

diretamente com a fisiologia de regides cerebrais tais como hipocampo, amigdala e cértex pré-
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frontal, por exemplo, estruturas essas que estdo intimamente associadas com 0s processos de
formacdo da memoria, além de estarem interconectadas por meio de proje¢des neurais diretas
e indiretas (De Quervain et al, 2017; Joels e Baram, 2009; McEwen, 2007).

Com base no exposto, torna-se essencial que os estudos de TEPT que empregam
modelos animais como ferramenta para auxiliar na compreenséo dessa psicopatologia ou que
busquem novas formas terapéuticas para o tratamento farmacoterapéutico possam simular as
mesmas alteracdes vistas em pacientes portadores da desordem ou ao menos esteja 0 mais
préximo possivel de mimetiza-la com rigor cientifico. Nesse contexto, o paradigma do Estresse-
Reestresse (SRS) vem sendo utilizado em inimeros estudos de TEPT por apresentar algumas
dessas alteragfes como ansiedade constante, hipocortisolemia, alteracdes no eixo HPA e
aumento na sensibilidade de receptores de glicocorticéides (Yehuda e Antelman, 1993;
Liberzon et al., 1997; Kohda, et al., 2007). O modelo consiste na exposi¢do a um estresse
prolongado com um lembrete do evento estressor, por meio da reexposicdo a um dos
estressores, uma semana depois. A sequéncia corresponde a duas horas de estresse por restricéo,
seguido de nado forcado por vinte minutos e exposicao ao éter até o animal ficar inconsciente.
Sete dias ap0s esses eventos o animal é reexposto a um dos estressores para eventual lembrete
da situacdo traumatica, simulando a constante lembranca da situacdo traumatica por portadores

de TEPT (Yehuda e Antelman, 1993).

1.5 O receptor ativado pelo proliferador de peroxissomos (PPAR) como um alvo

intracelular no tratamento das alteracdes encontradas no TEPT

Apesar dos diferentes mecanismos envolvidos na fisiopatologia do TEPT, a terapia
farmacologica ainda € muito escassa e limitada. Até o momento, apenas dois farmacos
pertencentes a classe dos Inibidores Seletivos da Recaptacéo de Serotonina (ISRS), Sertralina
e Paroxetina, possuem autorizagdo da Food and Drugs Administration (FDA) para serem

comercializados e utilizados como terapia farmacoldgica no tratamento de Transtorno de
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Estresse Pds-Traumaético (Hori e Kim, 2019). Entretanto, existe uma variacdo individual na
resposta ao tratamento com ISRS (Hoskins et al., 2015). Aliado a isso, estudos de meta analise
indicam que a efetividade da terapia farmacologica € menor quando comparada aos efeitos
oriundos da psicoterapia (Lee et al., 2016), mas ainda assim maior que em individuos placebo
(Gene-cos, 2005). Dessa forma, a busca por farmacos que possam melhorar 0s sintomas e
consequentemente o quadro clinico de pacientes portadores de TEPT é de extrema necessidade,
dito isso, farmacos com acdo anti-inflamatéria, que modulem a relacédo do eixo HPA ou até
mesmo a dindmica dos neurotransmissores podem significar avancos no tratamento.

Dentre as inlmeras vias e mecanismos bioquimicos que modulam a fisiologia celular, e
consequentemente dos tecidos e 6rgédos, e que podem auxiliar regulando ou revertendo as
alteracOes fisiopatolégicas encontradas nos pacientes portadores do TEPT tém-se os receptores
da classe PPAR (Receptores Ativados pelo Proliferador de Peroxissomos). A literatura
cientifica vem a cada dia sendo incrementada por uma gama de estudos que apontam para 0
potencial farmacoldgico desses receptores no sentido de atuarem como alvos terapéuticos
promissores em estudos com desordens neurodegenerativas (d'Angelo et al, 2019; Mirza et al,
2019), abrangendo a possibilidade desses efeitos benéficos, ainda de forma bem morosa, no
tratamento de alguns disturbios neuropsiquiatricos (d'Angelo et al, 2019; Nisbet e Pinna, 2018).
Os receptores PPAR pertencem a superfamilia dos receptores nucleares hormonais, e estdo
envolvidos no controle da transcricdo de genes especificos. Até o presente momento estdo
descritas trés isoformas devidamente identificadas e que vém sendo extensamente estudadas,
PPARa, PPARB/S e PPARy. Todas as isoformas, ao serem ativadas pelos seus ligantes
enddgenos naturais derivados de acidos graxos como o acido docosahexaenodico (DHA) e
eicosapentaendico (PEA) ou por xenobidticos, regulam a expressao génica ligando-se as
regides promotoras do DNA relacionadas com o0s seus respectivos genes alvos e denominadas

elementos de resposta ao PPAR (PPREs). Quando ativados, os PPARs sofrem
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heterodimerizacdo com o receptor retindide X (RXR) e entdo sdo translocados para o nucleo
celular e ligam-se aos PPREs atuando como fatores de transcri¢do regulados por ligantes (Cai
etal, 2018; d'Angelo et al, 2019; Locci e Pinna, 2019; Moreno et al, 2004; Nisbet e Pinna, 2018;
Mirza et al, 2019; Warden et al, 2016).

Os receptores PPAR e suas isoformas apresentam funcdo fisiologica critica como
sensores de lipideos e na sua regulacdo metabdlica pelo fato de serem ativados por acidos
graxos e eicosanoides. Além disso, esses receptores tem importante papel no metabolismo
redox, na regulacdo do metabolismo da glicose, na diferenciagdo celular e na homeostase
energética com algumas especificidades, mas também podem atuar inibindo a expressao de
genes que codificam para substancias pro-inflamatorias como o fator nuclear kB (NF- kB) € a
proteina ativadora 1 (AP-1) (Mirza et al., 2019; Towfighi e Oybiagele, 2008; Nisbet e Pinna,
2018; Monsalve et al., 2013). A expressao desses receptores é bem variada podendo ser
encontrados em células do sistema cardiovascular, do sistema imune, musculoesquelético e no
sistema nervoso periférico e central (SNP e SNC), existindo uma presenca majoritaria em
tecidos que atuam de forma intensa no metabolismo de acidos graxos (figado, coragdo e
musculatura) (Mirza et al., 2019; Nisbet e Pinna, 2018; Towfighi e Oybiagele, 2008). No
sistema nervoso central de ratos hd uma ampla distribuicdo de todas as isoformas dos receptores
PPARs com algumas delas sendo restritas a algumas areas especificas e que estdo relacionadas
com as emocdes, memoria, aprendizado e com a resposta ao estresse (Moreno et al, 2004). O
receptor PPARa estd amplamente presente no SNC nédo sendo expressa apenas nos diferentes
nucleos hipotalamicos, em algumas células do cerebelo e na area tegmentar ventral (VTA). Do
mesmo modo, o receptor PPARY esta presente de forma bastante ampla, com excecgéo de regides
como p bulbo olfatoério, algumas areas do neocortex e da VTA (Moreno et al, 2004). Ambos os
receptores podem ser encontrados em regies envolvidas com 0s processos emocionais, de

memoria, medo e ansiedade, aprendizado e formacdo de habitos pelo fato das duas isoformas
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dos PPARs estarem presentes em células de regides encefalicas envolvidas nesses processos
como o CPFm, amigdala e nucleo accumbens, além de serem altamente expressos na regido da
formacé&o hipocampal (Moreno et al, 2004; Nisbet e Pinna, 2018; Warden et al, 2016).

As tiazolinedionas configuram uma classe de drogas que tem atividade hipoglicemiante
e atualmente seu uso clinico restringe-se ao uso como hipoglicemiante oral para pacientes
portadores de diabetes mellitus tipo 2. Dentre os farmacos representantes da classe pode-se citar
a Rosiglitazona e a Pioglitazona (Betteridge, 2011; Davidson et al., 2018) Por outro lado,
derivados do &cido fibrico (fibratos), como o Fenofibrato, sdo medicamentos de escolha no
tratamento de hipertrigliceridemia e dislipidemia, em conjunto com as estatinas, em pacientes
que nao respondem ao tratamento nao farmacoldgico (McKeage e Keating, 2011). Apesar das
drogas terem seu uso clinico para diferentes comorbidades, elas compartilham um mesmo
receptor celular para exercerem suas funcGes ao atuarem como ligantes sintéticos dos receptores

ativados pelo proliferador de peroxissomos (PPAR).

O fenofibrato ¢ um agonista de receptor PPARa, sua ativagdo regula metabolismo
mitocondrial, metabolismo de acidos graxos e da glicose, estados redox e a neurotransmissao
glutamatérgica e de outros neurotransmissores. O PPARa também esta associado com a
expressdao de subunidades especificas dos receptores NMDA e AMPA, e esses mecanismos
aparentam ocorrer por meio da sinalizacdo via proteina CREB (Proteina de ligacdo ao elemento
de resposta ao AMP ciclico) (Wojtowicz et al., 2020; Roy et al., 2013). Com relacdo a
neurotransmissdo do glutamato, ha relatos de que o uso de agonista de receptor PPARa pode
alterar enzimas reguladoras do metabolismo de antagonistas enddgenos do receptor de
glutamato (via da Kinurenina) (Zakrocka et al., 2018) e promover a endocitose de
transportadores de glutamato (GLT-1) em astrécitos (Huang et al., 2017). Ademais, é notorio
0 papel desses receptores na regulacdo da inflamagdo. Estudos com cultura celular de

fibroblastos sinoviais mostraram que ocorreu uma diminuicdo de IL-1f, IL-6 e do TNF-a
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induzidos por LPS quando administrado ao meio agonista do PPARa (Huang et al., 2016). O
mesmo efeito pode ser observado in vivo com ratos quando submetidos a um modelo de dano
pulmonar agudo mediado por LPS (Yoo et al., 2013). Por fim, a ativagdo de receptores PPARa
em um modelo de TEPT realizado em ratos foi eficaz em reduzir a aquisicdo da memoria de
medo e facilitar a extingdo da mesma memoria (Locci et al., 2017)

No que diz respeito aos receptores PPARy tém-se como representantes de agonistas a
classe de farmacos das Tiazolinedionas, como ja citado. Esses receptores quanto ativados
realizam a regulacdo de genes e seu efeito € traduzido em adipogénese, metabolismo lipidico,
diminuicdo da inflamacéo e regulacéo do balanco energético (Davidson et al., 2018). Apesar de
haverem poucos estudos sobre a relagdo do receptor PPAR-y com a regulagdo de glutamato,
muitas evidéncias apontam para uma melhora causada pelo uso das Tiazolinedionas, no
desenvolvimento de doengas neurodegenerativas que envolvem neuroinflamagéo e
excitotoxicidade (Davidson et al., 2018; Chiang et al., 2015), principalmente na Doenca de
Alzheimer (Pedersen et al., 2006). Alguns estudos apontam para uma neuroprotecdo mediada
pelo PPAR-y, onde dano neuronal causado em modelo in vivo teve seu efeito excitotoxico
mediado por NMDA revertido com agonista do PPAR-y (Zhao et al., 2006) ou por seu
coativador PGC-1a (Puddifoot et al., 2012) Quando esses receptores encontram-se regulados
negativamente é possivel observar uma exacerbacao da ansiedade basal, da sensibilidade ao
estresse e produz atividade diferenciada na amigdala e no hipocampo em situacGes de estresse
induzido (Nisbett e Pinna, 2018; Domi et al., 2016). Em modelo para o estudo do
envelhecimento, animais tratados com Rosiglitazona reverteram o déficit na porcentagem de
freezing avaliado no medo condicionado ao contexto quando comparado com ratos
envelhecidos controle. Além dessas atividades induzidas pela ativagdo do receptor, também foi
verificado que o agonismo de PPARy foi eficaz em reduzir a produgdo de citocinas pro-

inflamatorias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) via sinalizagdo dependente de mTOR (Zhao et al., 2020),
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e 0 aumento na expressao desse receptor é capaz de diminuir também a presenca de receptores
do tipo toll-like (TLR4) (Shirvani et al., 2021).

Dessa forma, as isoformas alfa e gama dos receptores PPAR aparentam ter forte ligacéo
com a formacdo de memdrias aversivas, principalmente ao constatar a expressdo desses
receptores em regides do SNC que estdo atreladas aos processos mnemaonicos no processamento
dessas memorias associadas com respostas emocionais e por regularem uma série de genes
importantes para a neuroplasticidade celular e fisiologia neural. Sendo assim, a hipotese
levantada neste estudo foi de que a ativacdo dos receptores PPARa ou PPARy podem melhorar
0 processo de extingdo da memoria de medo condicionado ao contexto de animais que
apresentam déficit na consolidacdo da etapa de extin¢cdo de memoria aversiva causado pelo

estresse.
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2. Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

Verificar os efeitos da administracdo de Pioglitazona e Fenofibrato na extingdo do medo

condicionado ao contexto de ratos Wistar submetidos ao modelo de TEPT

2.2 Objetivos Especificos

Padronizar o modelo de Estresse Reestresse (SRS) em ratos Wistar

Avaliar a retencdo da memoria de extin¢do em ratos Wistar quando doses sub-crénicas
de Pioglitazona sdo administradas por via intraperitoneal em um modelo de TEPT
Avaliar a retencdo da memoria de extingdo em ratos Wistar quando doses subcrénicas
de Fenofibrato sdo administradas por via intraperitoneal em um modelo de TEPT
Avaliar a retencdo da memoria de extingdo em ratos Wistar quando doses de GW9664
e GW 6542 sdo administradas por via intraperitoneal em um modelo de TEPT

Avaliar a retencdo da memdria de extincdo em ratos Wistar quando doses agudas de

Pioglitazona sdo administradas por via intraperitoneal em um modelo de TEPT
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3. Materiais e Métodos
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3.1 Animais

Ao longo de todos os experimentos foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar
em idade adulta, com 9 semanas de idade, pesando entre 280-320 gramas e obtidos da empresa
ANILAB - Animais de Laboratério Criacdo e Comercializacdo Ltda. (Sdo Paulo, Brasil). Os
animais ficaram acondicionados em caixas especificas de acrilico (dimensdes) armazenadas em
racks ventiladas em condigdes padrdo de temperatura, entre 22 e 24°C, ciclo claro e escuro de
12h (06:00a.m. — 18:00p.m.) com &gua e comida Ad libitum. As caixas com o0s animais foram
armazenadas na sala de biotério do Laboratério de Neurofarmacologia do departamento de
Farmacologia, nas dependéncias do prédio da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sdo Paulo (FMRP/USP). Todos os protocolos experimentais passaram pela
apreciagao e consequente aprovagio da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA-FMRP)
e estdo de acordo com os principios éticos na experimentacdo animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA), nimero processo:17/2021 (ANEXO 1.
3.2 Drogas

As drogas utilizadas durante todos os procedimentos farmacol6gicos foram as seguintes:
Fenofibrato (agonista dos receptores PPARa; 0,1, 1, 10 mg/kg) diluido em DMSO 10% e
Tween 2%, bem como Pioglitazona (agonista dos receptores PPARy; 0,1, 1, 10 mg/kg) em
DMSO 1% e Tween 2%, GW 6471(2 mg/kg) (Gaspar et al., 2020; antagonista PPAR«) diluido
em DMSO 10% e Tween 2% e GW9662 (2 mg/kg) (Gaspar et al., 2020; antagonista PPARY)
em DMSO 1% e Tween 2%. Também foi utilizado Uretana (1,25 mg/kg). Todas as substancias

acima foram compradas da empresa Tocris® e administradas via intraperitoneal (i.p.).

3.3 Protocolo de Estresse Repetido (ou Estresse-Reestrese)
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Os animais serdo submetidos ao protocolo de estresse reestresse (SRS) solidamente
estipulado em literatura como um modelo de TEPT (Harvey et al, 2006; Liberzon et al., 1997)
capaz de causar alteracGes no eixo HPA semelhantes aquelas encontradas em portadores do
transtorno. O modelo consiste em restringir os animais em um cilindro de metal (6 cm didmetro
x 15cm comprimento) por 2h, seguido de teste do nado forcado por 20 minutos e, por fim, o
animal sera colocado em uma caixa (30 cm x 19 cm x 12,5 cm) hermeticamente fechada com
um chumaco de algoddo embebido em éter por um periodo de tempo variavel até que o animal
atinja a inconsciéncia, mensurada pela auséncia de resposta nociceptiva apés aplicacdo de
pressdo na pata posterior com o auxilio de pingca. Apos isso, o animal serd imediatamente
retirado e alocado na sua caixa de origem, onde ndo passara por nenhum distdrbio ou estresse
por um intervalo de 7 dias. Passado esse intervalo de repouso, 0s animais serdo submetidos
novamente a um dos eventos estressores previamente apresentados para atuar como um
lembrete do evento traumatico, sendo feito por meio da reexposicdo ao nado forcado por 20

minutos (Reestresse) (Figura 1).
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Figura 1. Sequéncia de estimulos estressores aplicados no modelo de Estresse

Reestresse (SRS).
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3.4 Andlise Comportamental

3.4.1 Paradigma do Medo Condicionado ao Contexto

A execucdo do paradigma comportamental sera feita utilizando-se uma caixa de
23x20x26¢cm (largura x profundidade x altura) formada por 3 paredes de aluminio com a parte
frontal de acrilico, cujo assoalho € constituido por barras metélicas (23x20x2cm cada) que
conduzem corrente elétrica (Insight instrumens, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). O protocolo
experimental consistiu em quatro sessdes com intervalos entre cada uma (Figura 2). A
habituacéo foi a primeira sessdo do MCC, onde os animais foram gentilmente colocados na
caixa por 10 minutos sem receber nenhum tipo de estimulo aversivo. Posteriormente, ocorreu
o condicionamento (ou treino), onde os animais foram expostos, de forma individual, a caixa
de condicionamento por um periodo de 300 segundos a fim de habituarem-se novamente ao
ambiente. Apds esse tempo, 3 choques nas patas de 0,65 mA com duragdo de 1s em intervalos
pseudorrandémicos (30, 60 e 40 segundos) foram elicitados com o auxilio de um gerador de
choqgue conectado a caixa, seguido da permanéncia do animal na caixa por um periodo de 180
segundos sem nenhum estimulo elétrico antes de retorna-lo para a sua caixa. Na terceira sessao
do MCC, foi realizada a sesséo de extin¢do na qual os animais, individualmente, foram expostos
a mesma caixa, onde haviam sido previamente condicionados, por 30 minutos sem a
apresentacdo de qualquer estimulo elétrico. Na quarta e Gltima sessdo do MCC avaliou-se a
retencdo da memoria de extingdo, que consistiu na exposi¢do individual dos animais a mesma
caixa utilizada nas duas sessbes anteriores por um periodo de 5 minutos (Uliana et al 2010,
Rosa et al, 2014). O parametro comportamental (medida de memoria) observado ao longo de
todo o protocolo foi 0 tempo em que o animal permaneceu em estado de freezing, caracterizado
pela imobilidade total com excecdo apenas dos movimentos respiratorios. A sessdo teste foi
realizada em uma sala de experimentacdo diferente da utilizada para o procedimento de

condicionamento e extin¢do. Todas as vezes, antes e apds o0 uso do aparato experimental, sera
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feita a limpeza do material com auxilio de papel toalha e alcool 70%, visando a retirada de
qualquer pista olfativa que permaneca para o outro animal que for exposto a caixa (Lisboa et

al., 2010).

24h 24h 7 days

Al /™ /™

e Y

Habituacao Condicionamento Extincao Teste
Exposto ao contexto 10 min. 10 s (5 min + 24h apos Reexposicéo ao
por 10 min. 2min e 10s + 3 min) condicionamento contexto ~5 min
0,65mA choque nas patas ~30 min

por 1s (30, 60 and 40s)

Figura 2. Representacdo esquematica das quatro sessdes do protocolo de medo condicionado
ao contexto empregados neste estudo, consistindo de habituacdo, condicionamento, extingdo e

teste de retencéo.

3.4.2 Teste do campo aberto

Neste paradigma comportamental, os ratos foram introduzidos a uma caixa de
campo aberto (100 cm x 100 cm x 40 cm) como definido por Belzung (1999) para analise da
capacidade locomotora e explorativa. O grau de locomocdo foi medido pela distancia
percorrida. Além disso, avaliou-se o tempo dispendido no quadrante central do aparato, visto
que, neste modelo, roedores tendem a apresentar comportamento normal do tipo tigmotéctico
(preferéncia por permanecer em contato com as paredes) evitando a regido central. Dessa forma,
aumento do tempo em que o animal permanece na por¢édo central assim como diminui¢do na
laténcia para entrada na mesma regido indicam que o animal ndo apresenta comportamento tipo
ansioso (Prut e Belzung, 2003). O aparato foi filmado com uma cadmera localizada na regido
superior ao equipamento e as anélises feitas no software ANY-maze ver. 7.20 de imagem para

campo aberto.
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3.5 Protocolos Experimentais
Protocolo 1. Padronizacéo do modelo de Estresse-Reestresse

Com o intuito de verificar se diferentes intensidades de choques interferem nos
parametros comportamentais observados no MCC, os animais foram aleatoriamente separados

Nos seguintes grupos experimentais:

1) Controle 0,45mA
2) SRS 0,45mA
3) Controle 0,65mA

4) SRS 0,65mA

Os animais foram estressados da mesma forma supracitada e condicionados no dia
seguinte ao Gltimo dia de estresse utilizando-se parametros de choque diferentes do experimento
anterior (3 choques de 0,65 mA com duragéo de 1s em intervalos pseudorrandomicos 30, 60 e
40 segundos ou 3 choques de 0,45 mA com duracdo de 1s em intervalos pseudorrandomicos de
30, 60 e 40 segundos) a depender do grupo experimental em questdo. No dia posterior, 0s
animais foram submetidos ao processo de extingdo da memoria do condicionamento e,
diferentemente do protocolo anterior, 7 dias depois foram submetidos a uma Unica sesséo de
teste de extingdo com 5 minutos de duragéo (Figura 3).

Por altimo foi realizado um experimento para verificar se 0 acondicionamento dos
animais em colbnia ou de forma isolada seria capaz de alterar os pardmetros de memoria
observados nos experimentos prévios de medo condicionado ao contexto. Dessa forma, 0s

grupos experimentais foram os seguintes:
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2 horas

minutos

inconsciéncia

[

1) Controle
2) SRS Homecage

3) SRS isolado

Os animais foram estressados e em seguida condicionados no dia seguinte ao Gltimo dia
de estresse utilizando-se parametros de deflagragédo de choque com base no resultado do
experimento anterior (3 choques de 0,65 mA com duragdo de 1s em intervalos
pseudorranddémicos de 30, 60 e 40 segundos). Da mesma forma que nos experimentos
anteriores, os animais foram submetidos ao processo de extincdo da memoéria do
condicionamento e 7 dias depois a sessdo de teste de extingdo com 5 minutos de duragédo (Figura

3).

20 Habituacado Condicionamento Extingao Teste
minutos

Campo
aberto

Dia1

//
7

Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 18

Figura 3. Esquema do protocolo de SRS e MCC empregado no presente estudo e utilizado nos

experimentos de padronizacdo do modelo. (Imagem criada por meio do aplicativo Biorender®)

Protocolo 2. Efeito da administracdo sistémica de agonista PPARy na resposta de
medo condicionado ao contexto de animais submetidos ao modelo de SRS
Os animais foram submetidos a sequéncia de estimulos estressores na ordem em que

foram anteriormente citados e 24h depois foram colocados na caixa de condicionamento ao
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contexto para habituacdo. No segundo dia retornaram para a caixa a fim de serem condicionados
ao contexto (3 choques de 0,65 mA com duragédo de 1s em intervalos pseudorrandomicos de
30, 60 e 40 segundos), enquanto que no terceiro dia foram reexpostos a mesma caixa para
extingdo da memoria de medo consolidada. Um dia apds a extin¢do os animais receberam
administracdo de Pioglitazona (agonista do receptor PPARY) por via intraperitoneal e em
diferentes doses todos os dias até completar 7 dias de administracdo do farmaco. Dessa forma,

0s grupos experimentais foram definidos da seguinte forma:

1) Animais controle + Veiculo (DMSO + Tween 80)

2) Animais estressados + Veiculo (DMSO + Tween 80)
3) Animais estressados + Pioglitazona 0,1 mg/kg

4) Animais estressados + Pioglitazona 1 mg/kg

5) Animais estressados + Pioglitazona 10 mg/kg

No ultimo dia de administracdo 0s animais retornaram para a caixa de condicionamento
para testar a retencdo da memoria de extin¢do passados 30 minutos da Gltima injecdo e foram
avaliados quanto ao comportamento de freezing. No dia seguinte 0os animais nao receberam
nenhum tipo de farmaco e foram avaliados quanto a atividade locomotora no teste do campo

aberto e em seguida sacrificados (Figura 4).

62



‘ ' Pioglitazona
2 horas I

j = = " M = E = - 30mmE > a
20

20
minutos

Habituacdo Condicionamento Extingédo Teste Campo

minutos aberto

inconsciencia

| /

Inicio pia7 ¥ Dia 8 Dia9 Dia 10 Dia 18 Dia 19

Figura 4. Esquema do protocolo de SRS e MCC empregado no presente estudo demonstrando
0 momento e frequéncia da aplicagdo do agonista PPARy. (Imagem criada por meio do

aplicativo Biorender®)

Protocolo 3. Efeito da administracio aguda de agonista PPARY na resposta de
medo condicionado ao contexto de animais submetidos ao modelo de SRS

Os animais foram submetidos a sequéncia de estimulos estressores na ordem em que
foram anteriormente citados e 24h depois foram colocados na caixa de condicionamento ao
contexto para habituacdo. No segundo dia retornaram para a caixa a fim de serem condicionados
ao contexto (3 choques de 0,65 mA com duracdo de 1s em intervalos pseudorrandémicos de
30, 60 e 40 segundos), enquanto que no terceiro dia foram reexpostos a mesma caixa para
extingdo da memaria de medo consolidada. No dia posterior a extin¢do os animais receberam a
administracdo de Pioglitazona (agonista do receptor PPARY) na dose de 10mg/kg ou veiculo
(DMSO + Tween 80) por via intraperitoneal nos demais momentos do tratamento. Os animais
pertencentes ao grupo que recebeu a dose de Pioglitazona foram divididos em dois grupos. O
primeiro recebeu Pioglitazona no primeiro dia de tratamento e veiculo nos demais, enquanto

que no segundo a administracéo de veiculo ocorreu desde o primeiro dia até o penaltimo dia de
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tratamento, pois, no ultimo dia foi feita uma Unica administracéo de Pioglitazona. Dessa forma,

0s grupos experimentais foram definidos da seguinte forma:

1) Animais controle + Veiculo (DMSO + Tween 80)
2) Animais estressados + Veiculo (DMSO + Tween 80)
3) Animais estressados + Pioglitazona 10 mg/kg (dia 1)

4) Animais estressados + Pioglitazona 10 mg/kg (dia 7)

No ultimo dia do tratamento farmacologico os animais retornaram para a caixa de
condicionamento para testar a retencdo da memoria de extin¢do passados 30 minutos da ultima

injecdo do farmaco e foram avaliados quanto ao comportamento de freezing (Figura 5).

Pioglitazona 10 mg/kg
Y A
2 horas ¥
7dias (R 24h
—p ¢ Yy, —
i 20 Habituaca c t Extingd T c
minutos finutos abituacdo ondicionamento xtingdo este ag;:?g

Inconsciéncla

T /

Dia 1 Dia7 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 18 Dia 19

Figura 5. Esquema do protocolo de SRS e MCC empregado no presente estudo demonstrando
o momento e aplicagdo aguda do agonista PPARY. (Imagem criada por meio do aplicativo

Biorender®)

Protocolo 5. Efeito da administracio sistémica de agonista PPARa na resposta de
medo condicionado ao contexto de animais submetidos ao modelo de SRS
Os animais foram submetidos a sequéncia de estimulos estressores na ordem em que

foram anteriormente citados e 24h depois foram colocados na caixa de condicionamento ao
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contexto para habituagdo. No segundo dia retornaram para a caixa a fim de serem condicionados
ao contexto (3 choques de 0,65 mA com duragédo de 1s em intervalos pseudorrandémicos de
30, 60 e 40 segundos), enquanto que no terceiro dia foram reexpostos a mesma caixa para
extingdo da memoria de medo consolidada. Um dia ap6s a extin¢do os animais receberam
administracdo de Fenofibrato (agonista do receptor PPARa) por via intraperitoneal e em
diferentes doses todos os dias até completar 7 dias de administracdo do farmaco. Dessa forma,

0s grupos experimentais foram definidos da seguinte forma:

1) Animais controle + Veiculo (DMSO + Tween 80)

2) Animais estressados + Veiculo (DMSO + Tween 80)
3) Animais estressados + Fenofibrato 0,1 mg/kg

4) Animais estressados + Fenofibrato 1 mg/kg

5) Animais estressados + Fenofibrato 10 mg/kg

No ultimo dia de administracdo 0s animais retornaram para a caixa de condicionamento
para testar a retencdo da memoria de extin¢do passados 30 minutos da Gltima injecdo e foram
avaliados quanto ao comportamento de freezing. No dia seguinte 0os animais nao receberam
nenhum tipo de farmaco e foram avaliados quanto a atividade locomotora no teste do campo

aberto e em seguida sacrificados (Figura 6).
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Figura 6. Esquema do protocolo de SRS e MCC empregado no presente estudo demonstrando
0 momento e frequéncia da aplicacdo do agonista PPARa. (Imagem criada por meio do

aplicativo Biorender®)

Protocolo 6. Efeito da administragéo sistémica de antagonistas PPARy e PPARa
na resposta de medo condicionado ao contexto de animais submetidos ao modelo de SRS

Os animais foram submetidos a sequéncia de estimulos estressores na ordem em que
foram anteriormente citados e 24h depois foram colocados na caixa de condicionamento ao
contexto para habituacdo. No segundo dia retornaram para a caixa a fim de serem condicionados
ao contexto (3 choques de 0,65 mA com duragédo de 1s em intervalos pseudorrandémicos de
30, 60 e 40 segundos), enquanto que no terceiro dia foram reexpostos a mesma caixa para
extingdo da memoria de medo consolidada. Um dia apds a extin¢do os animais receberam
administracdo de GW9665 (antagonista do receptor PPARy) e GW6471 (antagonista do
receptor PPAR«) por via intraperitoneal nas doses de 2 mg/kg todos os dias até completar 7
dias de administracdo do farmaco. Dessa forma, 0s grupos experimentais foram definidos da

seguinte forma:

1) Animais controle + Veiculo (DMSO + Tween 80)

2) Animais estressados + Veiculo (DMSO + Tween 80)
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3) Animais estressados + GW9665 2 mg/kg

4) Animais estressados + GW6471 2 mg/kg

No ultimo dia de administracdo os animais retornaram para a caixa de condicionamento
para testar a retencdo da memdria de extin¢do passados 30 minutos da ultima injecdo e foram
avaliados quanto ao comportamento de freezing. No dia seguinte 0os animais nao receberam
nenhum tipo de farmaco e foram avaliados quanto a atividade locomotora no teste do campo

aberto e em seguida sacrificados (Figura 7).
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Figura 7. Esquema do protocolo de SRS e MCC empregado no presente estudo demonstrando
o momento e frequéncia da aplica¢do dos antagonistas PPARa e PPARYy. (Imagem criada por

meio do aplicativo Biorender®)

3.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos em todos os experimentos relacionados ao medo condicionado ao
contexto foram tabelados na medida de tempo de freezing em segundos, em seguida foi feita a
porcentagem desse tempo para cada minuto observado (% freezing) expressos nos graficos

deste trabalho. Quanto aos parametros do campo aberto foram analisados os valores de distancia
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(m), tempo de imobilidade (segundos), nimero de entradas no centro do aparato, tempo
dispendido no centro (segundos), numero de entradas na periferia e tempo dispendido na
periferia (segundos).

A partir do momento que os valores foram tabelados iniciou-se a anélise dos mesmos
quanto ao seu significado estatistico por meio da analise de variancia (ANOVA) do tipo one-
way ou two-ways, seguida do teste post-hoc de Tukey ou de Dunnet. Para analises comparativas
de uma variavel entre apenas dois grupos foi utilizado o teste t-student. O grau de significancia

utilizado para os dados levou em conta o valor bicaudal de p<0,05.
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4. Resultados
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4.1 Padronizagdo do modelo de Estresse-Reestresse

No primeiro experimento de padronizacdo os animais foram estressados e em seguida
condicionados em diferentes intensidades de choques (Controle 0,45mA, n = 5; SRS 0,45mA,
n =5, ou Controle 0,65mA, n = 6, e SRS 0,656mA, n = 6) para verificar se a diferenca de
intensidades seria um fator determinante para a formagdo da memaria de medo ao contexto em
animais estressados e ndo estressados (Figura 8). Inicialmente, observou-se que 0s animais
expressaram um aumento gradual e significativo na porcentagem de freezing ao final dos 10
minutos em que foram avaliados quando comparado com 0s minutos iniciais ao longo do tempo
(n = two-way ANOVA, F3 65, 55,17 = 73,39; p<0,0001) na sessdo de condicionamento (Tabela
1). Além disso, na mesma sessdo ndo houve interacdo entre os fatores observados (two-way
ANOVA, F27,162 = 0,8790; p= 0,6406) nem da condicdo de estresse (two-way ANOVA, F3, 18
=0,1373; p=0,9365), indicando que o condicionamento ocorreu de forma igual entre 0s grupos

experimentais (Figura 8).
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Figura 8. Perfil temporal de condicionamento, exting&o e teste de reten¢do da memdria de medo
condicionado ao contexto em ratos submetidos a diferentes protocolos de intensidade de choque
demonstrando que 0s animais estressados e condicionados na intensidade de 0,65mA
apresentam prejuizo na capacidade de extingdo da memdoria de medo condicionado ao contexto.
Os animais foram divididos entre os grupos experimentais Controle 0,45 mA (n=5), estressados
0,45 mA (n=5), Controle 0,65 mA (n= 6) e estressados 0,65 mA (n=5). Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing £ Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total de
10min, 30min. e 5min. para o condicionamento, extingéo e teste, respectivamente. * Posthoc

de Tukey indica valor de p = 0,0010 quando comparado com animais controle 0,65mA.

Tabela 1. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e 0s dois ultimos
minutos da sessdo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados submetidos

a diferentes intensidades de condicionamento.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Controle 0,65 P=0,0161 P=0,0003
SRS 0,65 P=0,0455 P=0,0005
Controle 0,45 ns* ns*
SRS 0,45 P=0,0317 P=0,0049
* Valor de p>0,05
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Durante a sessao de extincdo da memoria de medo condicionado ao contexto 0s animais
apresentaram uma resposta de freezing que variou ao longo do tempo (two-way ANOVA, F3 93,
5567 = 27,82; p < 0,0001), sofreu influéncia do fator estresse (two-way ANOVA, F3 18=6,192;
p = 0,0044) e também apontou para uma interacdo entre o estresse e a intensidade de choque
nas patas (two-way ANOVA, Fis, 90 = 2,052; p = 0,0197) (Figura 8). Durante os primeiros 5
min. da sessdo (expressdo do medo condicionado) ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos controle e estressados, apesar de haver uma tendéncia estatistica (one-way ANOVA, F3,
18= 3,079; p=0,0538) (Figura 9). Contudo, foi observada diferenca significativa na resposta de
freezing entre os animais controle 0,65mA versus estressados 0,65mA (posthoc de Tukey, p =
0,0371). Em relacdo aos altimos 5 min. (Figura 10-A) verificou-se que animais estressados e
condicionados na intensidade de 0,65mA apresentam porcentagem de freezing elevada
indicando um prejuizo na aquisicdo da memdria de extin¢cdo quando comparado com seu
respectivo controle (0,65mA) (one-way ANOVA, F3, 18= 8,945; p= 0,0008; posthoc de Tukey,
p =0,0011), e com os demais grupos controle e estressados (SRS 0,65mA versus. SRS 0,45mA,
p = 0,0045; SRS 0,65mA versus. Controle 0,45mA, p = 0,0079). Apesar disso, ao comparar 0S
valores de freezing no momento da expressdo com os ultimos 5 min. da extin¢do nota-se que
houve uma diminuicdo da porcentagem dessa resposta em todos 0s grupos experimentais
(Controle 0,65mA, Teste t pareado , t = 4,189, df =5, p = 0,0086; SRS 0,65mA, Teste t pareado,
t = 2,838, df =5, p = 0,0363; Controle 0,45mA, Teste t pareado, t = 4,387, df = 4, p = 0,0118;
SRS 0,45mA, Teste t pareado, t = 8,083, df = 4, p = 0,0013), mesmo que tenham ocorrido em
valores mais pronunciados ou ndo. Sendo assim, durante a extin¢cdo os valores iniciais de
freezing diferem dos minutos finais em todos os grupos, porém nos grupos controle 0,65mA,

controle 0,45mA e SRS 0,45mA essa diferenca € bem maior do que nos animais SRS 0,65mA.
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Figura 9. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min. iniciais da sesséo de extin¢ao)
em animais estressados e nao estressados submetidos a diferentes protocolos de intensidade de
choque nas patas. Os valores estdo expressos em porcentagem de freezing + erro Padréo da
Média (EPM) avaliados nos primeiros e nos Gltimos cinco minutos da sessdo de extingdo. *

posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com controle 0,65mA.
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Decorridos sete dias da sessdo de extingdo os animais foram novamente reexpostos a
caixa de condicionamento para avaliar a capacidade de retencdo da memoria de extincdo. Os
animais estressados e condicionados em 0,65mA demonstraram comportamento de freezing
expresso em nivel porcentual aumentado, como verificado na Figura 10-B (two-way ANOVA,
Fs 18 = 7,413, p = 0,0020). Além disso, esses valores também diferem de forma significativa
dos animais controle 0,65 (posthoc de Tukey, p = 0,0010), indicando que o estresse prévio ao
condicionamento na intensidade de choque nas patas de 0,65 é capaz de induzir um prejuizo na
retencdo da memoria de extingdo, visto que os animais controle foram capazes de extinguir a
memoria de medo condicionada ao contexto. Ao comparar o percentual de freezing do dia do
teste com os Ultimos cinco minutos da sesséo de extingéo foi possivel verificar que apenas o
grupo controle 0,65 ndo teve alteragéo significativa no valor (Teste t pareado, t = 1,452, df = 5,
p = 0,2061), enquanto que os demais grupos todos tiveram um aumento na porcentagem de
freezing (SRS 0,65, Teste t pareado, t = 3,159, df =5, p = 0,0251; Controle 0,45, t = 3,367, df

=4,p=0,0281; SRS 0,45, t = 6,991, df = 4, p = 0,0022) (Figura 10 A comparada com B).
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Figura 10. Ultimos 5min. da sessdo de extin¢do do medo condicionado ao contexto de animais
estressados e ndo estressados submetidos a diferentes protocolos de intensidade de choque nas
patas (A) e sessdo de teste de retencdo da memoria de extingdo (B) Os valores estdo expressos
em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos primeiros e nos
ultimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de TUKkey indica valor de p < 0,05

qguando comparado com todos 0s outros grupos experimentais (A) ou apenas com 0 grupo
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controle 0,65mA (B). * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com

controle 0,65mA.
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No teste do campo aberto ndo houve interagdo entre a intensidade de choque nas patas
e o fator estresse em nenhum dos pardmetros analisados (two-way ANOVA, distancia
percorrida, F1, 17 = 0,0005924, p = 0,9809; tempo de imobilidade, F1, 13 = 0,1400, p = 0,7127,
tempo no centro, F1, 18 = 0,09166, p = 0,7656; tempo na periferia, F1, 18 = 0,1049, p = 0,7497;
entradas no centro, F1,18=0,2138, p = 0,6493; entradas na periferia, F1,18=0,1244, p = 0,7284)
(Figura 11 A-F). Com relacdo a intensidade, verificou-se diferenca entre os grupos 0,45 e
0,65mA apenas na distancia percorrida (two-way ANOVA, Fy, 17 = 8,351, p = 0,0102) e no
tempo de imobilidade (two-way ANOVA, Fi, 18 = 11,93, p = 0,0028) (n&o representados na
imagem). Resumindo, ndo houve diferenga entre os animais controle e estressados para nenhum
dos parametros ja citados. Nos parametros em que houve diferenca signifcativa das médias o
valor de p néo foi significativo ao comparar os animais controles e estressados em 0,45 ou 0,65

mA.
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Figura 11. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto ao final do protocolo estabelecido
ndo apresentaram mudancas nos parametros comportamentais observados quando comparados
com seus respectivos controles da intensidade de choque. Os animais foram distribuidos entre
0s grupos controle 0,45mA (n=6), SRS 0,45mA (n=5), controle 0,65 (n=5) e SRS 0,65 (n=6).
A) distancia em metros (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo total em segundos (s) em

que o animal permaneceu imovel no aparato C) tempo total em segundos (s) de permanéncia
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no centro do aparato, D) tempo total em segundos (s) de permanéncia periferia, E) nimero
absoluto de entradas na porcao central, F) nimero absoluto de entradas na periferia da arena.
Os dados estdo representados na forma de média £ EPM e foram submetidos 8 ANOVA one-

way.

O ultimo experimento da padronizacdo foi realizado com o intuito de verificar se o
isolamento dos animais por um periodo de sete dias apds a sessdo de extingdo da memdria de
medo contextual seria por si s6 responsavel pelo aumento no percentual de freezing dos animais
estressados no MCC (Grupo controle isolado, n = 9, controle agrupado, n = 10, SRS, n = 11).
Dessa forma, durante o condicionamento todos os animais tiveram uma resposta de aquisicéo
da memadria que variou ao longo do tempo e da condicdo de estresse a que foram submetidos
(two-way ANOVA para interacdo, Fis, 243 = 2,447, p = 0,0012), apenas do tempo (two-way
ANOVA para tempo, Fz7es, 1016 = 103,6, p < 0,0001), mas ndo quando se tratava somente da
condicdo (two-way ANOVA para condicdo, F2, 27 = 3,251, p = 0,0543) apesar de haver uma
tendéncia (Figura 12). Ainda foi possivel verificar que todos os trés grupos apresentaram
aumento significativo na resposta de freezing nos dois minutos finais da sessdo de

condicionamento quando comparado com o primeiro minuto da mesma sessao (Tabela 2).
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Figura 12. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retengdo da memoria de
extingdo do medocondicionado ao contexto de ratos Wistar submetidos a diferentes formas de
agrupamento demonstrando prejuizo na extincdo da memdria de medo condicionado ao
contexto em animais previamente estressados. Os animais foram divididos entre 0s grupos
experimentais agrupado (n=29), isolado (n=10) e estressados e isolados (n=11). Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total de
10min., 30min. e 5min. para o condicionamento, extin¢do e teste, respectivamente. * posthoc
de Tukey indica valor de p = 0,0003 quando comparado com o grupo isolado; # * posthoc de

Tukey indica valor de p = 0,0003 quando comparado com o grupo agrupado.

Tabela 2. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e 0s dois ultimos
minutos da sesséo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados submetidos
a diferentes formas de agrupamento.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Agrupado P =0,0038 P <0,0001
Isolado P =0,0045 P =0,0024
SRS P <0,0001 P <0,0001
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Durante a sessdo de extincdo da memoria de medo houve diferenca na resposta de
freezing ao longo do tempo (two-way ANOVA para tempo, Fas0s8, 1006 = 18,69, p < 0,0001) e
que também variou com relacdo ao tipo de agrupamento em que os animais foram submetidos
(two-way ANOVA para condicdo, F2, 27 = 7,641, p = 0,0023), porém sem nenhuma interacdo
entre os fatores (two-way ANOVA para interagéo, Fio 135 = 1,701, p = 0,0866) (Figura 12). Nos
primeiros cinco minutos os animais estressados apresentaram porcentagem de freezing maior
que os demais grupos (one-way ANOVA, F;, 27 = 5,003, p = 0,0142) e esse valor foi
estatisticamente diferente dos animais que permaneceram agrupados (posthoc de Tukey, p =
0,0255) e também dos que foram isolados (posthoc de Tukey, p = 0,0367) (Figura 13). Nos
ultimos minutos da extingdo também houve diferenca entre 0s grupos experimentais (one-way
ANOVA, F, 27 = 4,303, p = 0,0239) apontando para um prejuizo na capacidade de adquirir a
nova memoria (extinguir a memoria de condicionamento) vista nos animais estressados em
contraste com os animais que permaneceram isolados (posthoc de Tukey, p =0,0215), mas sem
diferir dos animais que permaneceram agrupados (posthoc de Tukey, p = 0,1543). Em
contrapartida, ao comparar a expressdo do medo com os ultimos minutos da extin¢do de forma
individual todos os grupos avaliados apresentaram uma diminuicdo na porcentagem de freezing
significativa (Agrupado, Teste t pareado, t = 2,650, df = 8, p = 0,0293; Isolado, Teste t pareado,
t=7,499, df =9, p < 0,0001; SRS, Teste t pareado, t = 2,652, df = 10, p = 0,0242). Portanto, 0s
grupos agrupado, isolado e SRS apresentam uma diminuicdo na porcentagem de freezing do
inicio da extingdo comparado com o0s ultimos cinco minutos, porém os animais SRS ainda
apresentam um valor maior comparado com os animais isolados indicando um prejuizo na

aquisicdo da nova memoria (Figura 14-A).
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Figura 13. Expressdao do medo condicionado ao contexto (5min. iniciais da sessdo de exting¢ao)
de animais controles que permaneceram agrupados ou que foram isolados 7 dias ap0s a sessdo
de extingdo e animais estressados. Os valores estdo expressos em porcentagem de freezing +
Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos primeiros e nos ultimos cinco minutos da sessdo de
extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com controle
agrupado; # * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com animais

isolados.
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No dia do teste de retencdo da memoria de extingdo verificou-se diferenga significativa
no porcentual de freezing do grupo estressado e dos controles (one-way ANOVA, F, 27 = 14,01,
p < 0,0001), mostrando que mesmo ap6s 0 processo de extingdo da memoria de
condicionamento os animais estressados tendem a reter a memaria de medo ao contexto quando
comparados com 0s animais controle que permaneceram sete dias ap0s a extin¢do agrupados
(posthoc de Tukey, p = 0,0003) ou que foram submetidos ao isolamento (posthoc de Tukey, p
= 0,0003) (Figura 14). Com relacdo a porcentagem de freezing avaliado nos ultimos cinco
minutos da extincdo em comparagdo com o dia do teste ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos controle agrupado (Teste t pareado, t = 0,08924, df = 8, p =
0,9311) e isolado (Teste t pareado, t = 1,814, df = 9, p = 0,1030), porém o grupo estressado
apresentou um aumento desse porcentual no dia teste (Teste t pareado, t = 2,250, df = 10, p =
0,0482) (Figura 14-A e B). Dessa forma, o isolamento dos animais estressados ndo aparenta ser
um dos fatores que contribuiu para o prejuizo na extincdo da memdria de medo contextual,
indicando que a sequéncia estressora prévia ao protocolo de condicionamento atuou como

principal causador do fenotipo tipo TEPT em ratos Wistar.
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Figura 14. Ultimos 5min. da sessdo de extincdo do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extingdo (B) de animais controles que permaneceram agrupados ou
que foram isolados 7 dias apés a sessdo de extingdo e animais estressados. Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos ultimos
cinco minutos da sessao de extin¢do e no dia do teste. * * posthoc de Tukey indica valor de p
< 0,05 quando comparado com controle agrupado; # * posthoc de Tukey indica valor de p <

0,05 quando comparado com animais isolados.
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Quanto ao teste do campo aberto os animais estressados tiveram menor distancia
percorrida no aparato (one-way ANOVA, F2, 27 = 6,793, p = 0,0041) quando comparados com
0s animais controles agrupados (posthoc de Tukey, p = 0,0071) e isolados (posthoc de Tukey,
p = 0,0216) e menor numero de entradas na periferia (one-way ANOVA, F2, 27 = 3,779, p =
0,0357) apresentando uma tendéncia em comparagdo com 0S animais agrupados somente
(posthoc de Tukey, p = 0,0530). Nos pardmetros de tempo de imobilidade (one-way ANOVA,
F2,27 = 2,933, p = 0,0704), entradas no centro do aparato (one-way ANOVA, F2, 27 =3,292, p =
0,0526), tempo no centro (one-way ANOVA, F2 27 = 0,1259, p = 0,8822) e tempo na periferia
(one-way ANOVA, F. 27 = 0,1255, p = 0,8826) ndo foram verificadas diferencas

estatisticamente significativas (Figura 15).
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Figura 15. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 18 dias ap6s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto
apresentaram mudancas em alguns dos parametros comportamentais observados comparados
com animais controle. Os animais foram distribuidos entre os grupos agrupado, isolado e SRS
(estresse-reestresse). A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s) total em

gue o animal permaneceu imovel no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do aparato e D)
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na periferia E) niumero absoluto de entradas na por¢do central F) e na periferia da arena. Os
dados estéo representados na forma de média + EPM e foram submetidos 8 ANOVA one-way.
* * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 comparado com grupo agrupado, # * posthoc de

Tukey indica valor de p < 0,05 comparado com grupo isolado.

4.2 Efeito da administraciio sistémica de agonista PPARY na resposta de medo

condicionado ao contexto em animais submetidos ao modelo de SRS

Com o término da padronizacdo do modelo de TEPT o experimento seguinte foi
realizado administrando de maneira subcrénica (por sete dias) Pioglitazona em diferentes doses
(Controle néo estressado + veiculo, n = 7, controle SRS + veiculo,n=7,0,1,n=6,1,n=6, ¢
10 mg/kg, n = 7) a fim de verificar se a ativagdo dos receptores PPARY seria capaz de reverter
os efeitos deletérios causados a consolidacdo da memoria de extin¢do pelo estresse prévio ao
condicionamento ao contexto. Sendo assim, durante a sessdo de condicionamento 0s animais
foram capazes de adquirir a memoria de medo de forma semelhante e sem diferenca entre os
grupos (two-way ANOVA para interacdo, Fss, 216 = 0,5843, p = 0,9721, para tratamento, F4, 24
=0,7599, p = 0,5616), mas ao longo do tempo a resposta de freezing tende a aumentar (two-
way ANOVA para tempo, Fzso7, 84,16 = 193,8, p < 0,0001) (Figura 16). Todos 0s grupos
apresentaram diferenca entre o primeiro minuto do condicionamento e o ultimo com excecao
do grupo Pioglitazona 10 mg/kg que no penudltimo minuto apresentou apenas uma tendéncia

estatistica (Tabela 3).
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Figura 16. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retencdo da memoria de
extincdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO + Tween 80) por
sete dias ap0s a sessao de extingdo. A pioglitazona na maior dose foi capaz de reverter o prejuizo
na consolidacdo da memoria de extingdo causado pelo estresse. Os animais foram divididos
entre 0s grupos experimentais controle + veiculo (n= 7), controle SRS + veiculo (n=7),
Pioglitazona na dose de 0,1 mg/kg (n=6), 1 mg/kg (n=6) e 10 mg/kg (n=7). Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total de 10
min, 30min e 5min para o condicionamento, extingéo e teste, respectivamente. * * posthoc de
Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com o grupo controlo SRS; # * posthoc de

Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com os grupos Pioglitazona 0,1 e 1 mg/kg.
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Tabela 3. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e os dois Ultimos
minutos da sessdo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados que
receberam a administracdo de veiculo ou Pioglitazona em diferentes doses por sete dias apos a

sessdo de extingéo.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Controle P <0,0001 P <0,0001
Controle SRS P =0,0003 P =0,0002
Pioglitazona 0,1 mg/kg P =0,0106 P =0,0001
Pioglitazona 1 mg/kg P <0,0001 P =0,0002
Pioglitazona 10 mg/kg P =0,0517 P =0,0126

Na sessdo de extin¢do da memoria de medo houve diferenca na resposta de freezing ao
longo do tempo apenas (two-way ANOVA para tempo, Fa 326, 1125 = 25,88, p < 0,0001) mas néo
teve nenhum tipo de interacdo entre as variaveis (two-way ANOVA, F2o,30=0,7930, p=0,7181)
ou diferenca entre os grupos de tratamento (two-way ANOVA, F4, 26 = 0,6756, p = 0,6150)
(Figura 16). Quanto a expressao do medo condicionado, nos primeiros cinco minutos da
extincao verificou-se diferenca na expressdo da resposta inicial de freezing apenas para o grupo
controle x SRS (one-way ANOVA, F4,28 = 2,882, p = 0,0407; posthoc de Tukey, p = 0,289) que
foi maior que a do grupo controle. O mesmo ndo ocorreu nos Ultimos cinco minutos (one-way
ANOVA, F4 28 = 1,641, p = 0,1919) para nenhum dos grupos. Ao realizar uma comparagdo
intragrupo da expressao com os Ultimos minutos da exting¢do verificou-se que todos 0s grupos
obtiveram um menor porcentual de freezing nos minutos finais da sessdo (Teste t pareado
controle SRS, t = 4,092 df = 6, p = 0,0064; Teste t pareado Pioglitazona 0,1 mg/kg, t = 4,154,
df =5, p =0,0089; Teste t pareado Pioglitazona 1 mg/kg, t = 3,820, df =5, p = 0,0124; Teste t
pareado Pioglitazona 10 mg/kg, t = 3,082, df = 6, p = 0,0216), com excecdo do grupo controle

que ndo apresentou diferenca entre os dois momentos (Figura 17 e 18-A)
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Figura 17. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e Gltimos 5 minutos da sesséo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracdo intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO + Tween 80) por sete dias apds a sessao de extingdo. Os valores estdo expressos em
porcentagem de freezing * Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e
nos ultimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * * posthoc de Tukey indica p<0.05 com
relagcdo ao grupo controle.
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No dia do teste de retencdo da memdria de extincdo verificou-se que os animais
estressados que foram tratados com Pioglitazona na dose de 10 mg/kg ao longo dos sete dias
apos a extingdo tiveram uma resposta porcentual de freezing bem menor no dia do teste de
retencdo da memdria quando comparado com o grupo controle SRS (one-way ANOVA, Fs, 28
= 6,683, p = 0,0007; controle SRS vs. Pioglitazona 10 mg/kg, posthoc Tukey p = 0,0085).
Além disso, os grupos controle SRS e Pioglitazona 0,1 mg/kg obtiveram valores de freezing
maior do que os dos animais controle(one-way ANOVA, F4,28 = 6,683, p = 0,0007; controle vs
controle SRS, p = 0,0066; controle vs Pioglitazona 0,1 mg/kg, p = 0,0420) (Figura 18-B). A
resposta de freezing durante os minutos finais da extin¢gdo acabou aumentando de forma
significativa sete dias depois quando avaliado durante o teste, ocorendo nos grupos controle
SRS (Teste t pareado, t = 4,239, df = 6, p = 0,0054), Pioglitazona 0,1 mg/kg (Teste t pareado, t
= 4,703, df = 5, p = 0,0053) e Pioglitazona 1 mg/kg (Teste t pareado, t = 2,899, df =5, p =
0,0338) e Pioglitazona 10 mg/kg (Teste t pareado, t = 2,470, df = 6, p = 0,0485). J& 0s animais
controle ndo estressados (Teste t pareado, t = 1,306, df = 6, p = 0,2394) ndo diferiram quanto a
resposta de freezing (Figura 18 A comparada com B). Em sintese, a Pioglitazona na dose de 10
mg/kg foi capaz de reverter o prejuizo na consolidacdo da meméria de extingdo causado pelo
modelo de estresse-reestresse no qual os animais foram submetidos previamente a formacao da

memoria de medo contextual.
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Figura 18. Ultimos 5min da sess&o de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de

retencdo da memoria de extin¢do (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo

subcrénica intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO +

Tween 80) por sete dias ap0s a sessao de extingdo. Os valores estdo expressos em porcentagem

de freezing *+ Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos Gltimos cinco minutos da sesséo de

extincdo e no dia do teste. * * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado

com controle; # posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com controle

SRS
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Por fim, no teste do campo aberto realizado 24h apds o teste de retencdo da memoria
ndo foram encontradas alteragfes locomotoras ou comportamentais para nenhum dos grupos
experimentais (one-way ANOVA, distancia percorrida, Fs, 19 = 2,089, p = 0,1224; tempo de
imobilidade, F4, 19 = 1,817, p = 0,1671; tempo no centro, F4, 19 = 0,9342, p = 0,4652; tempo na
periferia, Fa,19=0,9342, p = 0,4652; entradas no centro, F4 19=0,4572, p = 0,7661; entradas na

periferia, F4,19= 0,5975, p = 0,6689) (Figura 19).
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Figura 19. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 18 dias apds serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto néo
apresentaram mudangas nos parametros comportamentais observados quando receberam
administracdo subcrénica intraperitoneal de Pioglitazona (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO 1% + Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extingdo. Os animais foram distribuidos
entre os grupos controle (n=4), controle SRS (n=5), Pioglitazona na dose de 0,1 mg/kg (n=5),
1 mg/kg (n=5) e 10 mg/kg (n=5) A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s)
total em que o animal permaneceu imével no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do
aparato e D) na periferia E) nimero absoluto de entradas na porc¢do central F) e na periferia da
arena. Os dados estdo representados na forma de média = EPM e foram submetidos 8 ANOVA
one-way.

4.3 Efeito da administracdo aguda sistémica de agonista PPARY na resposta de

medo condicionado ao contexto em animais submetidos ao modelo de SRS

Partindo dos resultados da Pioglitazona, que ao ser administrada ao longo de sete dias
foi capaz de exercer efeitos benéficos na consolidacdo da memoria de extincdo que estava
prejudicada pelo estresse prévio ao condicionamento, foram feitas administracbes de doses
agudas ap0s a extin¢cdo e 30 minutos antes do teste para averiguar se o efeito benéfico também
ocorre com administracdes agudas (Controle ndo estressado + veiculo, n = 8, controle SRS +
veiculo, n =9, Pioglitazona 10mg/kg dia 1, n = 13, e Pioglitazona 10mg/kg dia 7, n = 13). Dessa
forma, durante o condicionamento 0s animais apresentaram resposta significativa para
interacdo entre as variaveis tempo e tratamento (two-way ANOVA, F27,351 = 2,054, p = 0,0019)
e para o tempo (two-way ANOVA, Fa 706, 1835 = 254,6 p < 0,0001), indicando que o estresse
associado com o tempo causou respostas diferentes nos grupos observados (Figura 20). Além
disso, todos os grupos tiveram uma porcentagem de freezing significativamente maior nos

ultimos minutos da sessdo de condicionamento (Tabela 6)
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Figura 20. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retengdo da memoria de
extingdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% + Tween 80) 24h apds a
sessdo de extingdo ou 30 minutos antes do dia do teste. Na condi¢cdo de administracdo aguda a
Pioglitazona teve sua capacidade de reverter os efeitos deletérios do estresse prévio ao
condicionamento ao contexto anulada. Os animais foram divididos entre 0s grupos
experimentais controle (n= 9), controle SRS (n=9), Pioglitazona administrada 24h ap6s a
extincdo (n=13) e Pioglitazona administrada 30 min. antes da sessdo de teste (n=13). Os valores
estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo total
de 10min, 30min e 5min para o condicionamento, extingéo e teste, respectivamente. * posthoc
de Tukey indica valor de p < 0,05 quando os grupos SRS, Pioglitazona dia 1 e Pioglitazona dia

7 foram comparados com o grupo controle
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Tabela 4. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e os dois ultimos

minutos da sessdo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados que

receberam a administracdo de Pioglitazona (10mg/kg) 24h apos a sessao de extingdo ou 30min

antes da sessdo de teste.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Controle P =0,0009 P =0,0002
Controle SRS P <0,0001 P <0,0001
Pioglitazona (10mg/kg) dia 1 | P < 0,0001 P <0,0001
Pioglitazona (10mg/kg) dia 7 | P < 0,0001 P <0,0001

Na sessdo de extincdo da memdria de medo condicionado ao contexto constatou-se que

ndo houve influéncia da interacdo entre o tratamento versus tempo (two-way ANOVA, Fis, 195

= 0,7415, p = 0,7402) nem do tratamento (two-way ANOVA, F3, 39 = 2,285, p = 0,0940) na

resposta de freezing, mas teve do tempo (two-way ANOVA, Fa 198, 1637 = 29,67, p < 0,0001)

(Figura 20). A expressdo do medo condicionado diferiu entre os grupos (one-way ANOVA, F3,

40 = 1,006, p = 0,4000; Figura 21) bem como nos Gltimos cinco minutos da extin¢do (one-way

ANOVA, F3,39=4,041, p = 0,0135; Figura 22-A), sendo maior no grupo estressado do que nos

demais grupos (posthoc Tukey, p = 0,0042). Ao comparar 0 momento da expressdo com 0s

ultimos minutos da extingdo todos os grupos apresentam menores valores de freezing nesse

ultimo (controle, Teste pareado, t = 7,127, df = 7, p = 0,0002; controle SRS, teste t pareado, t =

6,789, df = 8, p = 0,000; Pioglitazona dia 1, teste t pareado, t = 4,849, df = 12, p = 0,0004;

Pioglitazona dia 7, teste t pareado, t = 4,058, df = 12, p = 0,0016).
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Figura 21. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e ultimos 5 minutos da sessdo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracdo intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% +
Tween 80) 24h apds a sessdo de extingdo ou 30 minutos antes do dia do teste. Os valores estdo
expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos
primeiros e nos ultimos cinco minutos da sessdo de extin¢do. * posthoc de Tukey indica valor

de p < 0.05 quando comparado com o grupo controle
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O dia do teste de retencdo da memdria de extingdo indicou menor porcentual de freezing
dos animais controle comparado com controle SRS (one-way ANOVA, F3 39 = 6,555, p =
0,0011, posthoc de Tukey, p = 0,0019), Pioglitazona dia 1 (one-way ANOVA, F3 39 = 6,555, p
=0,0011, posthoc de Tukey, p =0,0033) e Pioglitazona dia 7 one-way ANOVA, F3, 39 = 6,555,
p =0,0011, posthoc de Tukey, p =0,0011) (Figura 22-B). Quando comparados 0s cinco minutos
finais do dia da extincéo e o dia do teste, com excecdo do grupo controle (Teste t pareado, t
=0,6399, df =8, p = 0,5401) os demais grupos apresentaram um aumento significativo no
porcentual de freezing (Controle SRS, Teste t pareado, t = 3,967, df = 8, p = 0,0041,
Pioglitazona dia 1, teste t pareado, t = 3,826, df = 12, p = 0,0024; Pioglitazona dia 7, teste t
pareado, t = 2,766, df = 12, p = 0,0171) (Figura 22-A comparada com B). Desse modo, a
administracdo aguda de Pioglitazona 24h apos a extingdo ou 30min antes do teste ndo é capaz
de recuperar o prejuizo na consolidagdo da memdria de extingdo vista nos animais estressados

previamente ao condicionamento ao contexto.
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Figura 22. Ultimos 5min da sess&o de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de

retencdo da memoria de extin¢do (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Pioglitazona (10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% + Tween 80) 24h apds a
sessao de extingdo ou 30min. antes do dia do teste. Os valores estdo expressos em porcentagem
de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e nos ultimos
cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 em

comparagdo com o grupo controle.
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4.4 Efeito da administracido sistémica de agonista PPARa na resposta de medo

condicionado ao contexto em animais submetidos ao modelo de SRS

Sabendo que a Pioglitazona atua como agonista dos receptores PPARY e que o receptor
PPARa ¢ uma das isoformas pertencente a mesma familia de receptores, testou-se a hipotese
de que a administracdo de agonista dos receptores PPARa, em diferentes doses, também poderia
demonstrar um papel na recuperacdo dos efeitos deletérios do estresse a consolidacdo da
memoria de extingdo (Controle ndo estressado + veiculo, n =7, SRS + veiculo,n=7,0,1, n =
6, 1, n = 6, e 10mg/kg, n = 7). Assim, durante o condicionamento (Figura 23) ndo houve
interacdo entre o estresse prévio e o tempo (two-way ANOVA, Fse 252 = 0,8822, p = 0,6647) e
nem diferenca somente com relacéo as diferentes doses de fenofibrato ou veiculo que os animais
receberam em seus respectivos grupos (two-way ANOVA, Fa28= 1,714, p = 0,1749), porém,
como esperado, houve diferenca no tempo (two-way ANOVA, Fa 347 121,7=177,3, p < 0,0001)
indicando principalmente que nos ultimos minutos todos 0s grupos apresentaram uma resposta

de freezing maior do que no minuto inicial (Tabela 4).

99



-0~ Controle
& Controle SRS

-4 0,1 mg/Kg
1 mg/Kg

Condicionamento Extincao Teste

¥ 10 mg/Kg

FOA  Hpedi—1 Il %

Freezing (%)

: 1 1 1 g
123456789101 2 3 4 5 6 1

Figura 23. Perfil temporal de condicionamento, extingdo e teste de retencdo da memdria de
extincdo do medo condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO 10% + Tween 80)
por sete dias apos a sessdo de extingdo. Nenhuma das doses testadas de Fenofibrato foi capaz
de causar efeito de reducdo do porcentual de freezing de animais estressados previamente ao
condicionamento ao contexto. Os animais foram divididos entre 0s grupos experimentais
controle (n=7), controle SRS (n=7), Fenofibrato na dose de 0,1 mg/kg (n=6), 1 mg/kg (n=6) e
10 mg/kg (n=6). Os valores estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padréo da
Média (EPM) pelo tempo total de 10min, 30 min e 5min para o condicionamento, extingédo e
teste, respectivamente. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com 0
grupo controle SRS; # posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com 0s

grupos Fenofibrato 0,1 e 1 mg/kg.
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Tabela 5. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e 0s dois ultimos
minutos da sessdo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados que
receberam a administracdo de veiculo ou Fenofibrato em diferentes doses por sete dias apos a
sessédo de extingdo.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Controle P <0,0001 P <0,0001
Controle SRS P = 0,0004 P <0,0001
Fenofibrato 0,1 mg/kg P =0,0013 P =0,0001
Fenofibrato 1 mg/kg P =0,0010 P =0,0001
Fenofibrato 10 mg/kg P <0,0001 P <0,0001

Na sessdo de extincdo da memaria de medo condicionado ao contexto verificou-se que
nédo houve diferenca entre os grupos controles e Fenofibrato nos parametros de interagao entre
as variaveis (two-way ANOVA para interagdo, F2o,140= 0,9417, p = 0,5361) nem para o tipo de
tratamento (two-way ANOVA para tratamento, Fs 28 = 1,174, p = 0,3437), porém houve
diferenca significativa ao longo do tempo em que os animais foram avaliados (two-way
ANOVA para interacao, F3 575 1001 = 22,03, p < 0,0001) (Figura 23). Durante os primeiros cinco
minutos dessa sessdo (expressdo), as médias da porcentagem de freezing dos grupos controle e
controle SRS diferiram entre si (one-way ANOVA, F4, 28 = 3,325, p = 0,0239; posthoc Dunnet,
p =0,0121), mas o grupo controle SRS ndo diferiu dos demais grupos (Figura 24). Ja nos cinco
ultimos minutos ndo houve uma diferenca significativa entre as médias (one-way ANOVA, F4,
28 = 1,088, p = 0,3814) (Figura 25-A). A comparacdo do momento da expressdo do medo com
0s minutos finais da extingdo em cada grupo mostra, primeiramente, que 0s animais do grupo
controle ndo diferiram do comeco ao fim da sessdo (Teste t pareado, t = 2,330, df =6, p =
0,0586) quanto a sua resposta de freezing, porém ha uma clara tendéncia que mostra que nos
minutos finais hd uma diminuicao nesse porcentual. Os grupos: controle SRS (Teste t pareado,

t = 3,167, df = 6, p = 0,0194), Fenofibrato 0,1 mg/kg (Teste t pareado, t = 6,886, df =5, p =
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0,0010), Fenofibrato 1 mg/kg (Teste t pareado, t = 3,298, df = 5, p = 0,0215) e Fenofibrato 10
mg/kg (Teste t pareado, t = 5,279, df = 6, p = 0,0019) apresentam uma reducao significativa no

mesmo parametro comportamental (Figura 25-A).
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Figura 24. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)
(A) e Gltimos 5 minutos da sesséo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que
receberam administracdo intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo
(DMSO 10% + Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extin¢do. Os valores estdo expressos
em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros
e nos ultimos cinco minutos da sessao de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05

guando comparado com o grupo controle ndo estressado + veiculo.
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O dia do teste de retencdo da memdria de extingdo somente aponta para diferenca entre
o0 porcentual de freezing dos animais controle comparado com controle SRS (one-way ANOVA,
F4,28= 5,265, p = 0,0027, posthoc de Dunnet, p = 0,0005). Os demais grupos ndo apresentaram
diferencas significativas (Figura 25-B). Quando comparados os cinco minutos finais do dia da
extingdo com o dia do teste, apenas os grupos controle SRS (Teste t pareado, t = 3,460, df = 6,
p = 0,0135), Fenofibrato 0,1 mg/kg (Teste t pareado, t = 3,288, df =5, p = 0,0218), Fenofibrato
1 mg/kg (Teste t pareado, t = 3,809, df =5, p = 0,0125) e Fenofibrato 10 mg/kg (Teste t pareado,
t =4,504, df = 6, p = 0,0041) apontaram para um incremento na resposta de freezing no dia do
teste (Figura 25-A comparada com B). Desse modo, Fenofibrato ndo foi capaz de reverter o
prejuizo causado pelo estresse na consolidagdo da memoria de exting¢do indicando uma possivel

auséncia de funcdo nesse processo de formagdo de memoria.
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Figura 25. Ultimos 5min da sess&o de extingdo do medo condicionado (A) e dia do teste de

retencdo da memoria de extincdo (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo

subcrénica intraperitoneal de Fenofibrato (doses 0,1, 1 ou 10 mg/kg) ou veiculo (DMSO +

Tween 80) por sete dias ap0s a sessdo de extin¢do. Os valores estdo expressos em porcentagem

de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) avaliados nos Gltimos cinco minutos da sessao de

extincdo e no dia do teste. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05 quando comparado com

controle ndo estressado.
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No teste do campo aberto ndo foi encontrada nenhuma diferenca entre os grupos
experimentais analisados em nenhum dos parametros avaliados que foram distancia (one-way
ANOVA, F4,26=0,9559, p = 0,4481), tempo de imobilidade (one-way ANOVA, F4, 26 =0,9845,
p =0,4332), entradas no centro do aparato (one-way ANOVA, F4 26=1,103, p =0,3762), tempo
no centro (one-way ANOVA, F4 26 = 0,7610, p = 0,5601), entradas na periferia (one-way
ANOVA, F4,26= 1,013, p = 0,4187) e tempo na periferia (one-way ANOVA, F4,26=0,7610, p

=0,5601) (Figura 26).

106



>
w

10 O Controle . o Controle
()
e Controle SRS 3 e Controle SRS
o
T e 01 g e 01
= o 1 3 o 1
s [<)
- ° 10 £ e 10
k] S
o o
Q
§
F 150-
400- o Controle 400- o Controle
e Controle SRS e Controle SRS
= s
£ = 300 - e o 01 £s e 0,1
§‘g‘ o o 1 2o o 1
€ G 200 e 10 s 9 e 10
8- © o [
ED o 23
[ 100 o g
= [
@
0_
20— . o Controle © 20+ > o Controle
o e Controle SRS E e Controle SRS
c9 @
gé e 01 o e 01
T o 1 g g o 1
g g (2] E
£3 o 10 S ° 10
paf - £3
TS5 ;;':;
= ©
o
o
z

Figura 26. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 17 dias ap6s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto nao
apresentaram mudancas em nenhum dos parametros comportamentais observados. Os animais
foram distribuidos entre os grupos Controle (n=6), controle SRS (n=6), Fenofibrato 0,1 mg/kg
(n=6), Fenofibrato 1 mg/kg (n=6), Fenofibrato 10 mg/kg (n=7). A) distancia (m) percorrida
pelo animal na arena B) tempo (s) total em que o animal permaneceu imével no aparato C)
tempo (s) dispendido no centro do aparato e D) na periferia E) nimero absoluto de entradas na
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porcao central F) e na periferia da arena. Os dados estdo representados na forma de média +
EPM.

4.5 Efeito da administracéo sistémica de antagonista PPARy e PPARa na resposta

de medo condicionado ao contexto em animais submetidos ao modelo de SRS

ApoGs 0s experimentos utilizando os agonistas tornou-se necessario testar se a dose
baseada na literatura cientifica de 2 mg/kg dos antagonistas PPARy e PPARa seria ineficaz nos
grupos experimentais estudados (Controle ndo estressado + veiculo, n = 8, SRS + veiculo, n =8,
GW09662, n =7, GW6471, n = 7). Posto isto, durante o condicionamento ndo houve interagao
entre o tipo de tratamento e o tempo (two-way ANOVA, F27,205 = 0,7905, p = 0,7622) e nem
diferenca com relacéo ao tratamento aplicado (two-way ANOVA, F3 25 = 1,974, p = 0,1437),
porém, como esperado, houve diferenca no tempo (two-way ANOVA, Fs 198 1290 = 172,2, p <
0,0001) indicando principalmente que a resposta de freezing tende a modificar-se ao longo do
tempo (Figura 27). Assim sendo, todos 0s grupos apresentaram médias de freezing menores no
primeiro minuto quando comparado com os dois Gltimos minutos do condicionamento (Tabela

5).
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Figura 27. Perfil temporal de condicionamento, extin¢éo e teste de retengdo da memoria de

extincdo do condicionado ao contexto de ratos Wistar que receberam administracdo
intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% ou 10% +

Tween 80) por sete dias ap6s a sessao de extingdo. Nenhuma das doses testadas dos antagonistas

foi capaz de causar efeito de reducdo do porcentual de freezing de animais estressados

previamente ao condicionamento ao contexto. Os animais foram divididos entre os grupos
experimentais controle (n= 8), controle SRS (n=8), GW9662 (n=7) e GW6471 (n=6). Os

valores estdo expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) pelo tempo

total de 10min, 30min e 5min para o condicionamento, extin¢ao e teste, respectivamente. *

posthoc de Tukey indica que os grupos controle, SRS, GW9662 e GW6471 obtiveram valor de

p < 0,05 quando comparado com o grupo controle.
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Tabela 6. Resultado da analise posthoc de Tukey comparando o primeiro e os dois Ultimos

minutos da sessdo de condicionamento ao contexto de grupos controle e estressados que

receberam a administracdo de GW9662 ou GW6471 por sete dias apds a sessao de extingéo.

Grupo 1° minuto vs. 9° minuto 1° minuto vs. 10° minuto
Controle P <0,0001 P <0,0001
Controle SRS P <0,0001 P <0,0001
GW9662 P = 0,0005 P <0,0001
GW6471 P =0,0001 P <0,0001

Na sessao de extin¢do da memoria de medo condicionado ao contexto constatou-se que
ndo houve influéncia da interacdo entre o tratamento versus tempo (two-way ANOVA, Fis, 125
=0,7800, p =0,6974) na resposta de freezing, mas teve do tempo (two-way ANOVA, F3g14, 9535
= 37,01, p <0,0001) e do tratamento (two-way ANOVA, F3 25 = 3,139, p = 0,0431) (Figura 27).
Durante a expressdo do medo condicionado houve diferenca entre as médias de freezing (one-
way ANOVA, F3, 25 = 5,199, p = 0,0063) dos grupos controle SRS (posthoc de Tukey, p =
0,0482), GW9662 (posthoc de Tukey, p = 0,0112) e GW6471(posthoc de Tukey, p = 0,0188)
em compara¢do com 0s animais controle ndo estressados (Figura 28). Nos Gltimos cinco
minutos da extingdo ndo houve nenhuma diferenca entre os grupos (one-way ANOVA, F3 25 =
1,495, p = 0,2403) (Figura 29-A). Contudo, ao comparar a expressao e 0s Ultimos minutos da
extingdo todos o0s grupos apresentaram menores valores de freezing a medida que a sessao de
extin¢do se aproxima do fim (controle, Teste pareado, t = 3,939, df = 7, p = 0,0056; controle
SRS, teste t pareado, t = 5,431, df =7, p = 0,0010; GW9662, teste t pareado, t = 7,050, df = 6,

p = 0,0004; GW6471, teste t pareado, t = 3,502, df =5, p = 0,0172).
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Figura 28. Expressdo do medo condicionado ao contexto (5min iniciais da sessao de extin¢ao)

(A) e Gltimos 5 minutos da sesséo de extingdo do medo condicionado (B) de ratos Wistar que

receberam administracéo intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo

(DMSO 1% ou 10% + Tween 80) por sete dias apos a sessao de extingdo. Os valores estdo

expressos em porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos

primeiros e nos ultimos cinco minutos da sessdo de extin¢do. * posthoc de Tukey indica valor

de p < 0,05 comparado com grupo controle.
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O dia do teste de retencdo da memoria de extingdo indicou diferenca entre o porcentual
de freezing dos animais controle comparado com controle SRS (one-way ANOVA, F3, 27 =
11,16, p < 0,0001, posthoc de Tukey, p = 0,0001), GW9662 (posthoc de Tukey, p = 0,0009) e
GW&6471 (posthoc de Tukey, p =0,0015) (Figura 29-B). Quando comparados o0s cinco minutos
finais do dia da extin¢do com o dia do teste, com excecdo do grupo controle (Teste t pareado, t
=0,1905, df =7, p = 0,8543) os demais grupos apresentaram um aumento significativo no
porcentual de freezing (Controle SRS, Teste t pareado, t = 5,284, df =7, p = 0,0011; GW9662,
teste t pareado, t = 3,216, df = 6, p = 0,0182; GW6471, teste t pareado, t = 3,224, df =5, p =
0,0234) (Figura 29-A comparada com B). Desse modo, 0s dois antagonistas ndo causaram

nenhum efeito relacionado a consolidagdo da memdria de extin¢do na dose aplicada.
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Figura 29. Ultimos 5min da sess&o de extin¢do do medo condicionado (A) e dia do teste de
retencdo da memoria de extincdo (B) de animais de ratos Wistar que receberam administracdo
subcronica intraperitoneal de GW9662 ou GW6471 (dose 2 mg/kg) ou veiculo (DMSO 1% ou
10% + Tween 80) por sete dias ap6s a sessao de extingdo. Os valores estdo expressos em
porcentagem de freezing + Erro Padrdo da Média (EPM) que foram avaliados nos primeiros e
nos ultimos cinco minutos da sessdo de extingdo. * posthoc de Tukey indica valor de p < 0,05

comparado com grupo controle.
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No teste do campo aberto ndo foi encontrado nenhuma diferenga entre 0s grupos
experimentais analisados em nenhum dos parametros avaliados que foram distancia (one-way
ANOVA, F3 19=2,291, p = 0,1110), tempo de imobilidade (one-way ANOVA, F3 10= 1,405, p
=0,2722), entradas no centro do aparato (one-way ANOVA, F3 19=0,4972, p = 0,6886), tempo
no centro (one-way ANOVA, F3 19 = 0,2237 p = 0,8787), entradas na periferia (one-way
ANOVA, F3 10=0,5374, p = 0,3436) e tempo na periferia (one-way ANOVA, F3, 19=0,2272,

p = 0,8763) (Figura 30).
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Figura 30. Ratos Wistar expostos ao teste do campo aberto 17 dias ap0s serem submetidos ao
protocolo de estresse-reestresse seguido do modelo de medo condicionado ao contexto nédo
apresentaram mudancas em nenhum dos pardmetros comportamentais observados. Os animais
foram distribuidos entre os grupos Controle (n=6), controle SRS (n=6), GW9662 (n=5) e
GW6471 (n=6). A) distancia (m) percorrida pelo animal na arena B) tempo (s) total em que o
animal permaneceu imével no aparato C) tempo (s) dispendido no centro do aparato e D) na
periferia E) numero absoluto de entradas na porcéo central F) e na periferia da arena. Os dados

estdo representados na forma de média £ EPM.
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5. Discusséao
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Os animais submetidos ao modelo de estresse-reestresse (SRS) apresentaram prejuizo
na memoria de extingdo verificado pela manutencéo de valores de freezing tdo altos quanto
80% ao longo de todos os experimentos mesmo apos sete dias da sessao de extingdo da memoria
de medo previamente condicionada ao contexto quando pareado com um estimulo aversivo
(choque nas patas). Esse fendbmeno tem importancia translacional pelo fato de pacientes com
TEPT apresentarem dificuldade de extinguir memdrias aversivas adquiridas em algum
momento de suas vidas e também por evitarem ambientes que detenham qualquer tipo de
associacdo com o contexto no qual o trauma foi instaurado (American Psychiatric Association,
2013; Kirkpatrick e Heller, 2014).

Os resultados deste estudo mostram que o0 tratamento com agonista do receptor PPARy
(Pioglitazona) na dose de 10mg/kg iniciando 24h apds a extincdo da memoria de medo
condicionada ao contexto e permanecendo ao longo de 7 dias foi capaz de reverter os efeitos de
prejuizo da extincdo da memoria aversiva ocasionados pelo estresse prévio a exposi¢cdo ao
paradigma do MCC ao diminuir os valores de freezing para niveis mais proximos aos dos
animais ndo-estressados. Esse efeito foi anulado a partir do momento que o0s animais que
passaram pelo mesmo protocolo de estresse receberam a administracdo de uma dose Unica dos
agonistas 24h apos a extincao ou 30 minutos antes do dia do teste de retencdo da memdria de
extincdo. Quando foi feita a administracdo, também ao longo de 7 dias, da mesma dose citada
de um agonista PPARa (Fenofibrato) ndo foi observado o mesmo efeito benéfico evidenciado
pela diminuicdo no percentual de freezing dos animais estressados, mesmo apds a extingao,
como ocorreu com o agonista PPARy, indicando que esse efeito pode estar ocorrendo
exclusivamente via ativagdo de receptores PPARy. O tratamento com 0s antagonistas dos dois
receptores também ndo causou nenhum tipo de efeito na resposta de freezing dos animais.

De fato, dados da literatura que empregam o modelo de SRS corroboram com 0s

achados nesse trabalho indicando alteragdes comportamentais importantes. Unyial e
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colaboradores (2019) realizaram o protocolo de SRS em ratos previamente & exposi¢ao ao medo
condicionado ao som (MCS) e 24h depois verificaram a capacidade de extinguir essa memoria
de medo condicionado ao longo de 14 dias (periodo de teste da extin¢do). Os resultados
comportamentais obtidos pelos pesquisadores mostram que os animais submetidos ao SRS
apresentam prejuizo na capacidade de extingdo da memoria de medo com a resposta de freezing
significativamente maior nos animais estressados do que nos animais controle néo estressados
a partir do 9° dia até o 14° Além disso, foram verificadas uma série de alteracGes
comportamentais como aumento no comportamento tipo ansioso, diminui¢do na resposta de
interacdo social e aumento no comportamento compulsivo no teste de marble burying (Uniyal
etal., 2019). Outro estudo utilizando o modelo de condicionamento aversivo ao sabor utilizando
cloreto de litio demonstrou que os animais que foram previamente estressados e reestressados
apresentaram uma maior capacidade de consolidar e reter a memdria aversiva no 14° dia do
protocolo ap6s o condicionamento (Brand et al., 2008).

Ainda com relacdo aos parametros comportamentais, um estudo utilizando o0 mesmo
protocolo de estresse aplicado no presente estudo verificou um aumento na imobilidade dos
ratos estressados no teste do nado forcado (TNF), indicando um comportamento tipo-depressao,
efeito ansiogénico, expresso pelo tempo dispendido e nimero de entradas nos bracos abertos
no labirinto em cruz elevado (LCE), e diminuicdo do tempo dispendido no centro do teste do
campo aberto (TCA) e da distancia percorrida no centro, mas ndo na distancia total no aparato
(Ji et al., 2014). Nos estudos de Garabadu, Ahmada e Krishnamurthy (2015) foi utilizado um
protocolo de SRS modificado. No dia 2 do protocolo experimental foi feita a restricdo dos
animais por 2h, seguido de nado for¢ado por 20 minutos e exposi¢do ao anestésico Halotano
(4%). Seis dias depois foi realizada a re-exposi¢do dos animais ao nado forgado ocorrendo
novamente de 6 em 6 dias até o dia 32. Durante esses dias de reexposi¢do avaliou-se parametros

comportamentais e moleculares demonstrando que 0s animais estressados apresentaram
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aumento do tempo de imobilidade no TNF, diminui¢do do nimero de entradas nos bracos
abertos no LCE, prejuizo da memdria espacial no labirinto em Y e diminui¢do da concentracao
plasmatica de corticosterona com rela¢do aos animais néo estressados.

Nos primeiros experimentos deste estudo referentes a padroniza¢do do modelo de SRS
houve uma diminuicdo da distancia total percorrida no teste do campo aberto (TCA) nos ratos
estressados ja os grupos controle que foram acondicionados em suas moradias de forma isolada
ou agrupados apresentaram distancias percorridas maiores. Realmente, esse fendbmeno é
compativel com outros experimentos com TCA que utilizam animais isolados e/ou agrupados
(Heidbreder et al., 2000; Mora-Gallegos e Fornaguera, 2019). O mesmo padrdo de alteracdo
comportamental no TCA ndo foi observado nos experimentos seguintes, o que pode ter
acontecido devido ao baixo nimero de repeticdes por grupo ndo ter sido o suficiente para
evidenciar tais alteracBes, ou os farmacos ndo exercem nenhuma alteracdo significativa no
padrdo locomotor dos roedores. Ademais, as sessdes de condicionamento, expressdo do medo
condicionado, extin¢do e teste empregados no modelo de condicionamento aversivo do presente
trabalho manteve-se 0 mesmo independente da forma na qual os animais permaneceram
acondicionados entrando em concordancia com os resultados de outros estudos envolvendo
animais socialmente isolados ou agrupados (Lukkes et al., 2009a; Lukkes et al., 2009b; Weiss
et al., 2004; Mora-Gallegos e Fornaguera, 2019)

Essas alteraces comportamentais ocasionadas pelo estresse guardam semelhanca
aquelas comumente associadas a miriade de sintomas presentes em pacientes com TEPT, como
depressdo, ansiedade e prejuizos na memdria (American Psychiatric Association, 2013;
Kirkpatrick e Heller, 2014).

Como j& mencionado, neste estudo a administragdo de um agonista PPARYy
(Pioglitazona) por sete dias levou a uma diminuicdo da resposta de freezing dos ratos

submetidos ao protocolo de SRS quando reexpostos a0 mesmo contexto onde foram
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previamente condicionados. A literatura aponta para um papel desses receptores na regulacéo
de respostas cognitivas e de aprendizado que seguem o0 mesmo padrdo, como no estudo de
Gemma (2004) onde é demonstrado experimentalmente que ratos idosos que receberam por 2
meses uma dieta suplementada com Rosiglitazona (agonista PPARY) na concentragdo de 10
mg/kg apresentaram reversdo no déficit contextual verificado em ratos idosos controle, sendo
expresso pelo retorno no aumento do percentual de freezing. O mesmo fendmeno foi verificado
em camundongos B6SJL de meia-idade (8 meses) que foram pré-tratados com uma estimulacéo
intracranial que causa morte neuronal e prejuizos cognitivos relacionados a aprendizagem e
memdria e em seguida receberam o mesmo tipo de dieta com Rosiglitazona (30 mg/kg).
Posteriormente, esses animais foram submetidos ao teste de discriminagdo de contexto por 6
dias seguidos. Nesses animais a resposta de freezing foi maior no contexto A (onde foram
condicionados) em detrimento do contexto B (contexto neutro) ao longo de mais dias do que
foi verificado nos animais controle, apontando para uma restauracdo da funcdo de
aprendizagem e memoria anteriormente perdidas (Cortez et al., 2019).

Do mesmo modo, quando ratos anestesiados receberam a administracdo do antagonista
do receptor PPARY (GW9662) via i.p. seguido da administra¢do de formalina na pata traseira,
e imediatamente apds submetidos ao paradigma do medo condicionado ao contexto, a resposta
total de freezing (segundos) foi maior do que a do grupo controle condicionado (veiculo e
formalina). Animais que receberam a administragdo sistémica de antagonistas PPARa ou
PPARP/S tiveram a resposta de freezing induzida pelo contexto potencializada sem afetar os 3
minutos iniciais de expressdo da memdria aversiva (Gaspar et al., 2020). O mesmo efeito pode
ser constatado com a administracdo diretamente na amigdala basolateral do mesmo antagonista
nos primeiros 3 minutos de reexposi¢éo ao contexto, enquanto que para o antagonista PPARa
foi verificada diferenca com relagdo ao controle no minuto 10-12 apenas. Com relagdo ao tempo

total, os grupos que receberam antagonistas PPARa, PPARP/S e PPARy diferiram
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significativamente dos animais controle. Os animais que ndo foram expostos ao
condicionamento ao contexto, mas que receberam a administragdo dos antagonistas PPARa ou
PPARP/S também apresentaram um aumento na resposta de freezing, com uma tendéncia
estatistica para o grupo que recebeu antagonista PPARy, ao comparar com animais controle que
receberam apenas veiculo (Gaspar et al., 2022).

A interagdo dos receptores PPAR com outros sistemas de neurotransmissédo pode
explicar parcialmente os efeitos observados neste estudo. De fato, os endocanabinoides mais
comuns (Anandamida, AA, e 2-araquidonoilglicerol, 2-AG) sdo as principais moléculas
produzidas pelas células pertencentes ao sistema endocanabindide e que desempenham
importante papel via receptores CB1 e CB2 nas respostas & neuroinflamagao, dano neuronal,
em doengas neurodegenerativas, além de regular de forma geral fun¢Ges motoras e emocionais,
homeostase intracelular e demais funcgdes fisiologicas neurais (lannotti et al., 2016; Kasatkina,
2021; Melas et al., 2021; Pertwee, 2008; Tsuboi et al., 2018) . Outros compostos também se
relacionam com esse sistema, como os derivados de N-aciletanolamina (PEA, AEA e etc.) que
possuem atividade canabinomimética e podem modular a acdo e atividade do sistema
endocanabinoide por diversas vias, como 0s GPRs (receptores acoplados a proteina G néo
canabindide), TRPV (receptores de potencial transiente do tipo vaniloide) e através dos
receptores PPARs (Ambrosino, 2013; lannotti et al., 2016; Karwad et al., 2019; Kasatkina,
2021; Melas et al., 2021; Panchal et al., 2018; Peng et al., 2022; Tsuboi et al., 2018).

Alguns estudos vém elencando o papel regulatorio cruzado entre os efeitos observados
pela ativacdo do sistema endocanabindide e os receptores PPAR em diversos 0rgaos e tecidos.
Em um deles os autores mostraram que a administracdo do antagonista PPARy 10 minutos apos
injecdo de canabidiol (CBD), agonista parcial/antagonista CB1 e antagonista CB2, ambos
diretamente no hipocampo dorsal, 1h apds a sessdo de consolidacdo da memdria de medo

condicionado ao contexto foi capaz de reverter o prejuizo causado pelo CBD na consolidacdo

121



dessa memoria, indicando um papel dos receptores PPARy na formagao de memorias aversivas
(Raymundi et al., 2020). Em um outro estudo, células astrocititicas FAAH-Knockout (do inglés
fatty acid amide hydrolase, enzima responsavel por hidrolisar a anandamida) exibiram fen6tipo
pré-inflamatorio quando expostas ao pepitideo B-amildide, tendo a auséncia da enzima
aumentado a taxa de morte celular e de produgéo de citocinas, aumento no tempo de ativagéo
de vias de sinalizagdo especificas e da expressdo de mediadores inflamatdrios em astrdcitos.
Quando essas células foram pré-incubadas com N-aciletanolaminas ocorreu uma preven¢do do
aumento da expressao de marcadores pro-inflamatérios induzidos pelo peptideo. Além disso,
os dados mostram que bloqueio dos receptores CB1 e CB2 nédo foram capazes de diminuir a
expressdo dos mesmos marcadores pro-inflamatorios. Contudo, essas mesmas células
Knockout exibiram um padréo de diminuicdo da expressao de receptores PPARa e PPARY, e a
ativacdo desses receptores por agonistas promoveu a reducdo dos efeitos pré-inflamatérios
ocasionados pelo peptideo AP sem afetar seus niveis de expressdo. Por outro lado, nessas
células houve um aumento da expressdo do mRNA de TRPV1, e tratamento com capsaicina
(agonista TRPV1) promoveu diminuicdo da expressdo do mRNA de COX-2, TNF-a ¢ iNOS
(Benito et al., 2012). Semelhantemente, a molécula lipidica PEA, agonista endégeno dos
receptores PPARa, foi capaz de aumentar o influxo de célcio via receptores TRPV1 em uma
cultura de células sensoriais periféricas, efeito que foi bloqueado com a concomitante
administracdo de GW6471. Esse fenbmeno parece ocorrer independente de regulacdo da
expressdo génica e mediado via receptores PPARa, apontando para uma relagdo entre os
receptores TRPV e PPAR (Ambrosino et al., 2013).

O endocanabindide 2-AG aparenta guardar relagdo com os receptores PPAR ao suprimir
a fosforilagdo do complexo NF-kB-p65 e expressdo de COX-2, ocasionados pela presenga das
moléculas IL-1B e LPS, em cultura de células hipocampais via ativagdo direta do receptor

PPARy. Esse efeito anti-inflamatorio e neuroprotetor ocorreu apds inducdo do aumento da
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concentracdo de 2-AG de forma exdgena (administrando diretamente no meio) e endogena (ao
inibir a degradacdo pela enzima lipase de monoacilglicerol, MAGL). Ao inibir os receptores
CB1 farmacologicamente e por delecdo genética, esse efeito foi completamente abolido,
indicando que o efeito via PPARYy ocorre mediante ativagdo ou interacdo com os receptores do
tipo CB1 (Du et al., 2011). Contudo, outro estudo demonstrou que a supressao da expressédo de
IL-2 é mediada por uma via independente de receptores CB1/2 que envolve a ativacdo dos
receptores PPARy. Dessa forma, sugere-se que 0 endocanabindide pode ativar diretamente o
receptor PPARy cruzando o plasma e outras barreiras membranosas celulares (Du et al., 2011;
O’Sullivan, 2007; O’Sullivan ¢ Kendal, 2010; Pistis ¢ Melis, 2010; Sun et al., 2007). Com isso,
fica clara a existéncia de uma possivel interacdo entre os receptores PPAR e 0 sistema
endocanabindide, apesar de ainda possuir resultados um tanto quanto conflituosos e nebulosos,
lancando luz a novos possiveis mecanismos de acao para essa familia de receptores nucleares
modularem o comportamento e demais funcdes realizadas pelo SNC.

Do mesmo modo, um estudo que evidencia a participacdo desse receptor na regulacédo
do eixo HPA pode ser atestado em camundongos tratados com N-acetilcisteina, substancia
capaz de causar hipertrofia da medula adrenal e aumento na circulacdo de glicocorticéides por
meio de um mecanismo que envolve aumento na expressdo de receptores MC2R (receptor
melanocortina 2, para 0 ACTH) e StAR (proteina reguladora aguda da estereidogénese) nesse
orgdo. Nesse modelo, animais tratados com Rosiglitazona apresentaram remissao dos efeitos
de hipercorticoidismo e de hipertrofia do 6rgao periférico (Ventura et al., 2020). O mesmo
farmaco também foi capaz de produzir os mesmos efeitos anteriormente citados associado a
diminuicdo de receptores para ACTH nas glandulas adrenais de ratos diabéticos. Outrossim,
essa redugdo também esta associada com a diminuicdo de células ACTH positivas presentes na
hipofise anterior, da producdo de POMC (pré-opiomelanocortina) e ACTH. Por outro lado, foi

verificado um aumento na presenca de células positivas para PPARy e da expressdo de PI3K
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tanto na glandula adrenal quanto na pituitaria. Esses achados apontam para uma relagdo da
presenca de receptores PPARY e uma diminui¢do da hiperatividade ou hipersensibilidade do
eixo HPA frente a uma situacao estressora (Torres et al., 2016).

O estresse pode desencadear uma resposta pré-inflamatéria com a producdo de
mediadores inflamatdrios por diferentes tipos celulares, incluindo as células neuronais e da glia,
a partir da liberagdo de catecolaminas ou até mesmo de hormdnios locais (Bierhaus et al., 2003;
Galic et al., 2012; Fleshner et al, 2017). A partir disso, essas moléculas pro-inflamatérias como
IL-1, IL-6 e TNF-a produzidas pelas células do SNC podem atuar em diferentes etapas dos
processos de formacdo da memoria, a saber consolidagdo, extingdo e evocacgdo (incluindo a
memdria aversiva) (Pugh et al.,1999; Hao et al., 2014; Jing et al., 2015; Yu et al., 2017). Nesse
cenario, os receptores PPAR exercem importante funcdo na regulacdo da neuroinflamacéo. Os
receptores PPARa estdo intimamente associados a inibicdo do NF-xB, fator esse responsavel
pela expressdo e transcricdo de inumeras moléculas pro-inflamatorias, impactando de forma
benéfica inimeros modelos de neurodegenaragdo. A ativagdo do PPARa também ¢ capaz de
inibir a atividade da AP-1 e diminuir a expressdo da molécula de adesao intercelular (ICAM-1)
e a molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM -1) que estdo associadas a processos
inflamatorios em geral. Além disso, quando o PPARa ¢ ativado moléculas como IL-1, IL-4, IL-
6, IL-8, IL-12 e TNF-q, ciclo-oxigenase tipo 2 (COX-2), endotelina tipo 1 e 6xido nitrico sintase
indutiva (iNOS) estdo reduzidas (Colville-Nash et al., 1998; Cunard et al., 2002; Grau et al.,
2006; Paterniti et al., 2013; Zolezzi et al., 2017). O receptor PPARy aparenta agir pelos mesmos
mecanismos que a isoforma a no que tange a regulacdo dos processos de neuroinflamacao,
sendo responsavel por inibir e diminuir a produgéo e expressdo de moléculas pré-inflamatorias
incluindo NF-xB, AP-1, ICAM-1, STAT-1 (tradutor de sinal ativador de transcri¢cdo) (Moraes

et al., 2006, Skerret et al., 2014; Wojtowicz et al., 2020; Zolezzi et al., 2017)
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Considerando os inumeros papeis dos receptores PPAR na regulagdo de diferentes vias
de sinalizacdo e fungdes celulares relacionadas com comportamento, emocgGes, cognigéo,
processos fundamentais da célula, neuroinflamagdo, metabolismo de lipideos (Locci e Pinna,
2019; Mirza et al., 2019; Towfighi e Oybiagele, 2008), dentre outros, é completamente aberto
a especulacBes neurofisiolégicas os possiveis mecanismos pelo qual ocorreu a reversao do
déficit na extingdo da memoria de medo condicionada ao contexto causada pela administracéo
sub-cronica de um agonista PPARy. Por outro lado, parece que o receptor PPARa ndo esta
relacionado com essa etapa de formacdo da memoria nas condicGes de estresse pré-
estabelecidas aos animais. Esse fendmeno € curioso, visto que na literatura ¢ muito mencionado
e documentado o papel benéfico desse ultimo receptor em modelos de neurodegeneracao e até
mesmo em estudos que relacionam processos mais subjetivos voltados para emogdes, cognicao,
memodria e aprendizado (Locci e Pinna, 2019; Nisbet e Pinna, 2018; Wdjtowicz et al., 2020)

Em resumo, o receptor PPARy, mas ndo o PPARa, foi capaz de reverter o prejuizo na
capacidade de extincdo de ratos submetidos ao protocolo de SRS quando administrado

sistemicamente de forma sub-crdnica (ao longo de 7 dias).
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6. Concluséao
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O presente estudo foi capaz de demonstrar experimentalmente que a administragdo de
Pioglitazona, faArmaco agonista do receptor PPARY, ao longo de 7 dias na dose de 10 mg/kg foi
capaz de reverter o efeito deletério do estresse, representado como a diminuigdo no percentual
de freezing do animal a niveis semelhantes aos animais que ndo passaram por nenhum evento
estressor, no processo de extingdo da memaria aversiva em um modelo animal de transtorno do
estresse pés-traumatico. Entretanto, esse efeito € completamente revertido ao administrar
apenas uma dose do mesmo farmaco 24h depois da sesséo de extin¢cdo da memaria aversiva ou
30 minutos antes do teste de extingdo, apontando para a necessidade de uma ativacgao cronica e

continuada do receptor a fim de que o efeito benéfico seja sustentado.

Além disso, o farmaco ndo foi capaz de causar efeitos tipo-ansiogénicos, dentro das
limitacdes implicitas a0 modelo de teste do campo aberto, nem qualquer tipo de alteracdo
locomotora nos animais. Vale ressaltar que os antagonistas também nédo apresentaram efeito

algum no modelo empregado nesse estudo.
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