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RESUMO

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) afeta uma parcela de individuos que
sdo expostos a um evento traumatico. Este distirbio induz em longo prazo altera¢des no eixo
HPA, autonomicas e cognitivas. O objetivo deste estudo foi avaliar se 0 modelo animal de
TEPT proposto para ratos poderia ser utilizado em camundongos e investigar o efeito dos
farmacos benzodiazepinico, antidepressivo triciclico e inibidor seletivo da recaptagdo de
serotonina, no modelo de TEPT. Para isso realizamos os seguintes experimentos:
Experimento 1- O teste consistiu em submeter camundongos machos, Sui¢o-albino ao choque
inescapavel (0,3mA) nas patas no lado escuro (LE) da caixa claro-escuro (CE). No 7°, 14° e
21° dia os camundongos foram reexpostos a situa¢do de lembranga no lado claro (LC) ou LE
da caixa por 2 min, sem choque. No 29° dia os animais foram expostos ao labirinto em cruz
elevado (LCE), para o registro dos indices de ansiedade [porcentagem de entradas (%EBA) e
de tempo gasto nos bracos abertos (%TBA) e atividade locomotora, entrada nos bragos
fechados (EBF)]. No 34° dia os mesmos animais foram submetidos ao teste CE para o registro
da laténcia de fuga (LF) e do tempo gasto no LC da caixa CE. Experimento 2 — 0 mesmo
procedimento do experimento 1 foi adotado, exceto que os animais foram reexpostos no 7°,
14° e 21° dia a situacao de lembranga apenas no LC da caixa por 2 min, sem choque. No 29°
dia os animais, 30 min apds receberem tratamento com midazolam, foram expostos ao
labirinto em cruz elevado (LCE). No 34° dia os mesmos animais ap6s receberem o mesmo
tratamento farmacologico, foram submetidos ao teste CE. Experimento 3, 4 e 5 — 0 mesmo
procedimento do experimento 2 foi adotado, exceto que no 29° dia os animais nao foram
submetidos ao LCE e no 34° dia, 30 min apos receberem tratamento com midazolam,
imipramina e sertralina foram submetidos ao teste CE. A ANOVA de duas vias (estimulo x
local da SL ou tratamento) seguido do teste de Duncan mostrou que o modelo de TEPT
produziu aumento da ansiedade nos camundongos (P < 0,05). As reexposi¢cdes no LE
promoveram extingdo do efeito ansiogénico do modelo. O tratamento com midazolam (1,0 e
2,0 mg/kg) produziu efeito ansiolitico no LCE (P < 0,05), e a dose de 0,5 mg/kg reduziu a
laténcia de fuga do ambiente claro (P < 0,05) no teste CE e aumentou a atividade exploratoria,
sugerindo o envolvimento deste agonista GABA-benzodiazepinico na modulagao do TEPT.
O LCE nao interferiu na avalia¢do do teste CE. A imipramina ndo apresentou efeito sobre os
camundongos (P > 0,05), ou seja, auséncia de efeito deste antidepressivo triciclico nos
sintomas do TEPT. A sertralina (5,0 mg/kg) produziu efeito ansiolitico no teste CE (P < 0,05)

e aumento na atividade exploratoria, mostrando o envolvimento deste inibidor seletivo da



recaptacdo de serotonina na modula¢cdo do modelo. Estes resultados sugerem que o modelo de
TEPT utilizado poderd ser empregado para o estudo das alteragdes neurobiologicas

envolvidas neste disturbio.

Palavras Chave: Transtorno de estresse pos-traumatico, ansiedade, midazolam, imipramina,

sertralina, labirinto em cruz elevado, teste claro-escuro.



ABSTRACT

The post-traumatic stress disorder (PTSD) affects a portion of subjects exposed to a
traumatic event. This disorder leads to long-term alterations in the hypothalamus-pituitary-
adrenal (HPA) axis, autonomic and cognitive function. The aim of our study was to evaluate
whether the animal model of PTSD proposed for rats could be used in mice and, to evaluate
the effect of benzodiazepine, tricycle antidepressant and selective serotonin reuptake inhibitor
drugs in the PTSD model. For this we realized the following experiments: Experiment 1- The
test consisted of exposure the male mice to inescapable electric footshock (0.3 mA) in the
black side (BS) of the black-white box (BW). In the 7, 14™ and 21" day, mice were re-
exposed to the traumatic reminder on the white side (WS) or BS for 2 min, without footshock.
In the 29" day, the animals were submitted to elevated plus-maze (EPM) for record the
anxiety indexes [percentage of open arm entries (%OA) and percentage of open arm time
(%OT) and as well as general locomotor activity, closed arm entries (CE)]. On day 34 the
same animals were submitted to BW test for record the latency to escape (LE) from WS and
time spent on WS of the BW box. Experiment 2 — the same procedure of experiment 1 was
performed, except that the animals were re-exposed at 7", 14™ e 21th days to reminder
situation only in WS of BW box for 2 min, without footshock. On day 29™ the animals were
exposed to EPM, 30 min after receiving treatment with midazolam. In 34™ day the same
animals after receiving treatment with midazolam were submitted to BW box test. Experiment
3, 4 and 5 - the same procedure was adopted from experiment 2, except that in 29" day, the
animals were not submitted to EPM test and on 34" day 30 minutes after treatment with
midazolam, imipramine and sertraline were submitted to BW box. Two-way ANOVA
(stimulus x place remainder or treatment) followed by Duncan test showed that PTSD model
increased anxiety in mice (P<0.05). The re-exposure in BS promoted anxiogenic-like effect
extinction of the model. The midazolam treatment (1.0 and 2.0 mg/kg, i.p.) produced
anxiolytic-like effect in maze-mice (P < 0.05) and the 0.5 mg/kg decreased latency to escape
of WS (P < 0.05) of BW box and increased the exploratory activity, suggesting involvement
of this GABA-benzodiazepine agonist on this PTSD modulation. The EPM test does not
interfere in the evaluation of the BW test. It is important to note that no other behaviors were
significantly altered by imipramine per se (P < 0.05). The sertraline (5.0 mg/kg), selective
serotonin reuptake inhibitor, produced anxiolytic-like effect in the BW test (P < 0.05) and
increase exploration activity. These results suggest that the employed PTSD model to study

neurobiological disturbances associated with this disorder.



Keywords: post-traumatic stress disorder, anxiety, midazolam, imipramine, sertraline,

elevated plus-maze, black white test.
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LCE - labirinto em cruz elevado

n - nimero de sujeitos

TAG - transtorno de ansiedade generalizada

EBA — entradas nos bragos abertos

EBF — entradas nos bragos fechados

TBA — tempo gasto nos bragos abertos

TBF — tempo gasto nos bragos fechados
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%EBA — porcentagem de entradas nos bragos abertos
%EBF — porcentagem de entradas nos bragos fechados
%TBA — porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos
% TBF — porcentagem de tempo gasto nos bragos fechados
% TC — porcentagem de tempo gasto no centro do labirinto
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1. INTRODUCAO

1.1 Ansiedade

A ansiedade humana vem sendo relatada ha milénios, porém ndo despertou interesse
na medicina e sO veio ter importancia na cultura ocidental a partir do final do século XIX
(Dractu & Lader, 1993). Sigmund Freud, com sua visdo psicanalista, influenciou no
esclarecimento de alguns dos sintomas da ansiedade e, com o desenvolvimento das
neurociéncias surgiu uma orientagdo mais bioldgica para explicar este disturbio (Pereira,
1997).

Schmitt & Kapczinski (2004), apontaram a ansiedade como um sentimento
responsavel pela sobrevivéncia da espécie humana na terra. Pois o medo de ataques de
predadores e a antecipagdo mental dessa possibilidade (caracteristica da ansiedade) levaram o
homem a utilizar estratégias eficientes de fuga ou enfrentamento, resultando na preservacao
da espécie.

A ansiedade torna-se indesejavel quando a intensidade das manifestagdes, duracdes,
relagdo com o evento desencadeante ocorrem de forma intensa, persistente, desproporcional e
passa a ser alvo de intervengdo médica (Hetem e Graeff, 2004). Porém, o valor adaptativo da
ansiedade moderada também propicia um melhor desempenho em determinadas situagdes
como atividade intelectual (Guimaraes, 2001). Entretanto a ansiedade ¢ uma das causas mais
comuns que levam os pacientes a procurar assisténcia médica ou psiquiatrica (Hetem e
Graeft, 2004).

A ansiedade geralmente apresenta combinacdes de manifestacdes psiquicas e
fisiologicas. Justamente por tal motivo, na tentativa de normatizar as variagdes dos estados
patolégicos, surgiram os manuais diagnoésticos, que incluem o CID (Classificagdo
Internacional de Doengas) e o Manual de Diagnostico e Estatistica das Doencas Mentais
(DSM), promovido pela Associacdo Psiquidtrica Americana e ja em sua quarta revisao —
DSM-IV-TR (CID-10, 1993; APA, 2000). A tabela 1 resume as principais classificagdes
propostas pelo DSM-IV-TR.
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Tabela 1 — Transtornos de Ansiedade segundo classificagdo do DSM-1V

Agorafobia

Ataque de Panico

Transtorno de Panico Sem Agorafobia
Transtorno de Panico Com Agorafobia
Agorafobia Sem Historia de Transtorno de Panico
Fobia Especifica

Fobia Social

Transtorno Obsessivo-Compulsivo

Transtorno de Estresse Pos-Traumatico
Transtorno de Estresse Agudo

Transtorno de Ansiedade Generalizada
Transtorno de Ansiedade Devido a uma Condi¢ao Médica Geral
Transtorno de Ansiedade Induzido por Substincia

Transtorno de Ansiedade Sem Outra Especificacao.

Modificado DSM-IV-RT (APA, 2000)

1.2 Transtorno de Estresse Pos Traumatico

Estima-se que a prevaléncia do transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) na
populacdo mundial varie de 1 a 14%, podendo alcancar indices de 60 a 80% em populacdes
submetidas a traumas constantes (American Psychiatric Association, 2000; National Center
for Posttraumatic Stress Disorder, 2007).

Segundo a classificagio do DSM-IV-TR (2000), o transtorno de estresse pOs-
traumatico caracteriza-se pelo desenvolvimento de sintomas como, por exemplo, sentimentos
de medo intenso, impoténcia ou horror. Os sintomas fundamentais deste transtorno incluem
revivéncia persistente do evento traumatico, esquiva persistente de estimulos associados com
o trauma, embotamento de responsividade geral e sintomas persistentes de excitagao
aumentada, geralmente ocorrendo apOs a exposicdo a estressor traumdtico extremo. Os
sintomas devem estar presentes por mais de um meés, podendo variar em relagdo a duragdo
em: agudo (presenca de sintomas por menos de trés meses) ou cronico (presenca de sintomas

por trés meses ou mais).
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As alteragdes neurobioldgicas do TEPT ainda nao estdo claras até o momento, porém
sabe-se que os pacientes de TEPT apresentam hiperativagdo simpatico-adrenal, como por
exemplo, a avaliagdo muitos anos depois do inicio do transtorno mostra que a freqiiéncia
cardiaca estd mais elevada e sua variabilidade diminuida, o que indica uma ativagdo do
sistema simpatico e reducdo do tdnus vagal associada a hipofungdo do eixo HPA,
caracterizada por niveis de cortisol baixo. Estudos t€ém demonstrado que quanto mais reduzida
a funcdo desse ultimo, maior risco do individuo apresentar tal transtorno (Resnik et al., 1995;
Yehuda et al., 1995; Yehuda et al., 2000). Desse modo, a deficiéncia de cortisol, verificada
no TEPT faria com que os pacientes ficassem sem reagdo ao evento estressor na fase de
defesa (Yehuda et al., 1997). O que poderia explicar a maioria dos sintomas do TEPT,
inclusive as alteragdes cognitivas. Além disso, varios autores ja demonstraram reducdo do
volume hipocampal em individuos com TEPT (Bremner et al., 1995; Nutt & Malizia, 2004;
Smith, 2005; Karl et al., 2006) e diferencas no volume de outras estruturas do sistema nervoso
central (SNC) (para revisao, Stam, 2007a).

Apesar de compartilhar sintomas com outros transtornos psiquiatricos, alguns estudos
tém demonstrado alteragdes tnicas nos pacientes com TEPT, como por exemplo, revivéncia
do evento traumatico, o que vai influenciar a resposta individual 8 medicacdo. Além disso, um
paciente pode necessitar de diferentes farmacos no decorrer do tratamento, dependendo dos
sintomas que forem mais proeminentes em determinado momento (Segal, 1979; Kosten et al.,
1987; Martinez et al., 2007; Southwick et al., 1991; Southwick et al., 1993).

Assim, alguns autores propdem a seguinte associagdo entre as dimensdes
psicopatologicas do TEPT e a resposta aos diferentes farmacos: a) os sintomas de
revivescéncia do trauma normalmente mostram melhor resposta aos antidepressivos triciclicos
como a imipramina; b) a esquiva a estimulos relacionados ao trauma e distanciamento afetivo,
aos inibidores seletivos da recaptagdo de serotonina (ISRS), como por exemplo, a sertralina;
c) a hiperestimulagdo autondmica, aos betabloqueadores e agonistas alfa-2-adrenérgicos
(Friedman, 1988; Davidson, 1992; Katz et al., 1996; Viola et al., 1997; Nutt, 2000; Karl et al.,
2006). No entanto os ISRS, como por exemplo, sertralina, sdo os farmacos que apresentam as
melhores respostas no combate ao TEPT, portanto a medicagdo de primeira escolha (Albucher
& Liberzon, 2002).

Neste sentido, estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que no TEPT, ocorrem
alteracdes nos neurotransmissores do SNC, tais como, acido gamaminobutirico (GABA),

serotonina, glutamato, entre outros (Kim & Gorman, 2005).
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1.3 Sistemas Cerebrais de Defesa

Bases neurais do comportamento emocional apontam para circuitos neurais
especificos que respondem em conformidade com a natureza do estimulo a que o individuo ¢
exposto. Os mecanismos associados a resposta incondicionada (inata e nao aprendida) estdao
associados ao chamado sistema cerebral aversivo, representado pelo hipotdlamo medial, pela
substancia cinzenta periaquedutal dorsal e pela amidala. A estimulacdo elétrica destas
estruturas encefalicas produz alteragdes autondmicas intensas (Brandao et al., 1999).

Além do sistema cerebral aversivo, existe outro sistema neural que organiza a resposta
condicionada, o sistema de inibicdo comportamental, representado pelo sistema septo-
hipocampal, em conjunto com nticleo mediano da rafe e a substincia cinzenta periaquedutal
ventral (Gray & McNaughton, 2000). J4 a amidala, estd envolvida na participacdo das
respostas incondicionada e condicionada, agindo como interface entre o sistema de inibi¢ao
comportamental e o sistema cerebral aversivo (Branddo et al., 2003; McNaughton & Corr,
2004). Portanto, sugeriu-se inicialmente que o sistema septo-hipocampal fosse o componente
principal do sistema de inibi¢do comportamental, pois sua ativacdo gera ansiedade (Gray,
1982).

Confirmando os achados da teoria proposta por Gray (Sistema de Inibicdo
Comportamental, de 1982) e acrescentando pontos importantes nesta teoria distinguindo
medo e ansiedade, McNaughton & Corr, (2004) relataram que o medo apresenta a funcao de
mover o animal para longe da fonte de perigo, podendo envolver fuga, luta ou congelamento e
¢ insensivel a drogas ansioliticas. Por outro lado, em uma situacdo conflituosa de
aproximagao-esquiva, a ansiedade faz com que o animal mova-se em dire¢do a fonte de
perigo, aumentando a avaliag@o de risco e € sensivel a acdo de drogas ansioliticas.

Viérias evidéncias t€ém mostrado que estimulos condicionados potenciais e distais,
estimulos incondicionados ameacgadores e proximais estdo representados nos dois sistemas
neurais responsaveis pela geragao e elaboracdo dos comportamentos emocionais: o sistema de
inibicdo comportamental e o sistema cerebral aversivo, acionados em situacdes de conflito ou
perigo eminente, respectivamente. A ativacdo de um ou outro destes sistemas resulta na
experiéncia emocional a qual denominamos medo/panico ou ansiedade (Brandao et al., 2003).

Assim, a avaliacdo do comportamento de roedores em confronto com predadores pode
levar ao surgimento de estratégias comportamentais chamadas de avaliagao de risco, exibidas

de acordo com o nivel de ameaca, se potencial ou real (se real, distal ou proximal). O primeiro
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nivel estd relacionado com a ameacga potencial (novidade), que pode envolver a procura por
alimento quanto possiveis ameacas novas, dessa forma, a reacao de defesa ¢ a exploragdo
cuidadosa do ambiente. No segundo nivel a ameaca estd presente, porém distante, nesse
momento o predador ¢ identificado, mas estando a uma distancia superior aquele limite,
verifica-se, entdo, inibi¢do comportamental que ¢é caracterizada pela imobilidade ou
congelamento. E no ultimo nivel a ameaga estd muito proxima, fazendo com que a presa

possa apresentar um comportamento de fuga ou luta (Blanchard et al., 1986, 1997, 2003).

1.4 Modelos Animais

Em consideracdo a complexidade para conduzir estudos prospectivos de TEPT em
humanos, varios modelos animais tem sido desenvolvidos usando diferentes tipos de eventos
aversivos (Foa et al., 1992; Yehuda & Antelman, 1993; Stam, 2007). Entretanto, nestes
modelos animais, as alteracdes comportamentais sao observadas logo apds o evento aversivo
(Cohen et al., 2003; Wang et al., 2000) e no TEPT em humanos, os sintomas sdo observados
em longo prazo (American Psychiatric Association, 2000).

Estudos com animais t€ém demonstrado que estimulos aversivos podem causar
aumento da ansiedade em varios modelos de TEPT (Stam, 2007). Por exemplo, nos modelos
de exposicao ao odor do gato (Zangrossi & File, 1992), derrota social (Heinrichs, 1992 et al;
Rodgers & Cole, 1993) e choque inescapavel nas patas (Steenbergen & Heinsbroek; 1990;
Short & Maier, 1993), os roedores apresentam diminui¢do das porcentagens de entradas e de
tempo gasto nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (LCE), mesmo que o evento
estressor tenha sido apresentado trinta minutos ou 24 horas antes do teste. Além disso, a
administracao de choque inescapéavel na cauda de ratos também produz aumento da ansiedade
avaliada no LCE (Grahn et al., 1995).

Também ja foi constatado em outros modelos de ansiedade que a administracao de
choque inescapéavel em ratos produziu diminui¢do nos niveis de interacdo social apds 24-72
horas da aplicagdo do evento estressor, sem alterar a locomocao na arena (Short & Maier,
1993).

Alguns modelos animais com relevancia para TEPT esbarram no fato, de que com
exce¢do das experiéncias traumaticas severas, somente uma minoria de individuos desenvolve
o TEPT quando expostos a uma situagdo aversiva, o que torna dificil a semelhanga

fenomenoldgica com modelos animais (Stam, 2007a).
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No modelo de TEPT em roedores proposto inicialmente por Pynnos et al., (1996) e
modificado por Louvart et al., (2005), um estimulo aversivo (estimulagdo elétrica nas patas de
ratos fémeas), provocou reagdes comportamentais caracterizadas por alteracdes autondmicas,
congelamento e medo. A reexposi¢cdo subseqiiente de roedores a situagdes de lembranca do
ambiente aversivo contribui para o processo de consolidacio das memorias traumaticas
(Stam, 2007a; Stam, 2007b).

Alguns estudos tentam entender as adaptagdes neurais, enddcrinas e comportamentais
frente a um estimulo aversivo induzido em animais. Estes estudos demonstram que a
exposicdo prévia ao estimulo estressor altera respostas futuras frente ao mesmo estimulo,
principalmente desenvolvendo tolerancia ou sensibilizacdo. Como por exemplo, o que ocorre
no modelo de depressdo em roedores onde o tratamento cronico com choque inescapavel nas
patas pode levar a alteragdes comportamentais caracteristicas de depressao (Wilner, 1984).
Portanto surgem as distintas respostas adaptativas que podem ser influenciadas pela
intensidade, duracao e tipo de estimulo aversivo utilizado (Mcewen, 2000; Stam et al., 2000).
A adaptacdo ao estresse induzido repetidamente, isto €, expondo animais diariamente € com
variadas duragdes ao estimulo aversivo (Shibasaki et al., 1995) e as respostas bioldgicas e
comportamentais horas ap6s o primeiro episédio ao estimulo aversivo também tem sido
investigadas (Pynnos et al., 1996).

Portanto, objetivando o tratamento dos TEPT estratégias farmacoldgicas tém
contribuido para a identificagdo da correlagdo neuroquimica central do evento estressor com o
distrbio comportamental através da administracdo farmacoldgica em modelos animais
(Hamilton et al., 1986).

Neste sentido, um dos modelos animais mais utilizados nas ultimas décadas ¢ o LCE,
que desde a sua introdu¢do por Handley e Mithani (1984), tornou-se um dos modelos mais
usados para detectar atividade ansiolitica de drogas (Hogg, 1996). O teste ¢ baseado na
aversao natural de roedores a espagos abertos, foi modificado de Montgomery, (1955),
validado em ratos por Pellow et al., (1985) e em camundongos por Stephens et al., (1986);
Lister, (1987) e ¢ bidirecionalmente sensivel a manipulacdes projetadas para avaliar a
ansiedade (Rodgers & Cole, 1994). Os indices principais de ansiedade no labirinto em cruz
elevado compreendem medidas espago-temporais de esquiva dos bragos abertos, enquanto a
atividade locomotora ¢ avaliada seja pelo nimero total de entradas nos bragos ou pelo nimero
de entradas nos bragos fechados (Lister, 1987; File, 1992 b). Alguns autores t€m demonstrado
que o material utilizado na confec¢do do aparato ndo interfere na avaliagdo das respostas de

ansiedade (Rodgers et al., 1997), entretanto a utilizacdo de bragos fechados transparentes no
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LCE possibilita uma melhor observagao dos efeitos ansioliticos € ndo compromete a atividade
locomotora geral do animal, na verdade, melhora a exploracdo do aparato (Wall & Messier,
2000).

J& o modelo claro-escuro (CE) descrito e validado inicialmente por Crawley &
Coodwin (1980), ¢ baseado na aversao inata a areas iluminadas, abertas e no comportamento
exploratorio espontaneo dos roedores. Uma situagdo de conflito natural ocorre quando um
animal ¢ exposto a um ambiente ndo familiar ou novos objetos. O conflito ocorre entre a
tendéncia de explorar e a tendéncia inicial de esquivar-se de ambientes ndo familiares. A
caixa original de teste consiste de dois compartimentos, sendo o compartimento claro tendo
dois ter¢os, em relacdo ao compartimento escuro, totalizando (46 x 27 x 30 cm) com uma
pequena passagem entre os compartimentos de 7,0 cm altura, sendo que no compartimento

iluminado a parte superior da caixa permanece aberta.

Em 1991, o modelo CE foi modificado por Young & Johnson. Estes autores
aumentaram os compartimentos escuro (40 x 23 x 20 cm altura) e claro (40 x 42 x 30 cm
altura). Posteriormente, uma nova modificacdo foi realizada para a implantacio de um
potenciometro ligado ao solo do ambiente escuro, permitindo a estimulagdo elétrica nas patas

dos roedores (Pynoos et al., 1996).

O teste CE tem vantagens tais como, facil uso, inicio rapido, sem a necessidade de
treinamento prévio, privacdo de comida e 4gua, além da possibilidade da utilizagdo de
estimulos naturais ou condicionados. A transi¢ao tem sido relatada como um indice de
atividade exploratéria (Belzung et al.,, 1987), e a porcentagem de tempo gasto em cada
compartimento e laténcia de fuga do compartimento claro como indice de atividade ansiolitica
ou ansiogénica. O tratamento farmacoldgico com agentes ansioliticos faz com que os animais

permanecam por mais tempo no lado claro da caixa CE (Hascoet & Bourin, 1998).

Diante da crescente populagdo com TEPT, dificuldade no diagndstico precoce e
farmacos com pouca ou nenhuma eficacia em seres humanos, outros estudos e modelos sdao

necessarios para esclarecer principalmente as bases neurais do TEPT.



22

2. Objetivo
Considerando as evidéncias acima, este estudo teve por objetivo:

Avaliar se 0 modelo animal de transtorno de estresse pds-traumatico (TEPT) proposto
para ratos, poderia ser utilizado para investigar o efeito dos farmacos benzodiazepinico,
antidepressivo triciclico e inibidor seletivo da recaptagdo de serotonina, no modelo de TEPT

modificado para camundongos.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Sujeitos

Foram utilizados camundongos da cepa Suico-albino, machos, pesando 28-33 gramas,
provenientes do biotério central da Universidade Federal de Sao Carlos-UFSCar. Os animais
foram agrupados em gaiolas coletivas (41 x 34 x 16 cm, 10 por gaiola), mantidos em
condi¢des controladas de temperatura (24 + 1 °C), umidade (55 £ 5%), luz (ciclo claro/escuro
de 12/12 horas, luzes acessas as 7:00 horas) e livre acesso ao alimento e 4gua, exceto durante

as breves sessoes de teste.

3.2 Equipamentos
3.2.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25 cm) unidos ortogonalmente a dois
bracos fechados transparentes (30 x 5 x 15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de
madeira (mofificado de Lister, 1987). A iluminacao utilizada foi de 77 lux no assoalho da
plataforma central. Os testes foram conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (08h30 -

16h00).

Figura 1-Labirinto em Cruz Elevado
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3.2.2 Caixa claro escuro (CE)

Feita de aluminio consiste de dois compartimentos, um claro aberto medindo (30 x 30
x 40 cm) e um compartimento escuro fechado (30 x 30 x 40 cm) (Costall et al., 1989). Os
compartimentos eram unidos através de uma porta guilhotina (10 x 15 cm de altura), em
ambos os compartimentos, o assoalho ¢ formado por 13 barras de aluminio em paralelo, sendo
que no compartimento escuro as barras estdo ligadas a corrente elétrica, com intensidade de
0,3 mA. Acima do compartimento claro, estd acoplada uma lampada de 25 W. Os testes foram

conduzidos durante a fase clara do ciclo de luz (08h30 - 16h00).

Figura 2-Caixa claro-escuro

3.3 Drogas

Midazolam (MDZ): (8-Cloro-6-(fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4] maleato
de benzodiazepina), PM: 441,8, dissolvido em salina (0,9% NaCl), nas doses de (0, 0,5, 1,0 e
2,0 mg/Kg, i.p.) Roche, Brasil. Imipramina (IMP): 10,11-Dihidro-N, N-dimetil-5H-dibenzil-
5-propanamina hidrocloridrica. PM: 316,87, dissolvida em salina (0,9% NaCl), nas doses de
(0, 5,0, 10,0 e 20,0 mg/Kg, i.p.) Sigma, Brasil. Sertralina (SER): (1S,4S)-4-(3,4-Dicloro)-
1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalenamina hidrocloridrica), PM: 342,69, dissolvida em
salina (0,9% NaCl), nas doses de (0, 5,0, 10,0 mg/Kg, i.p.) Sigma, Brasil. As doses utilizadas
foram baseadas em estudos prévios: midazolam (Nunes-de-Souza et al., 2000), imipramina

(Lister, 1987; Cole & Rodgers, 1995) e sertralina (Matar et al., 2006).
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3.4 Procedimento Geral
Realizamos cinco experimentos, conforme descri¢cio abaixo.
3.4.1 Experimento 1

‘ SL SL SL
Treinamento (LE/LC) (LE/LC) (LE/LC) LCE CE

! ! ! ! ! !
¢ ¢

1° Dia 7°Dia 14° Dia 21° Dia 29° Dia 34 Dia

Treinamento (T) - realizado na caixa claro-escuro (CE). Os camundongos foram
separados aleatoriamente em quatro grupos, sendo dois sem (SCHO) e dois com choque nas
patas (CCHO - 0,3mA). No primeiro dia de teste os animais foram confinados no lado escuro
(LE) da caixa e apds 2 minutos, a porta guilhotina foi aberta permitindo a exploracao no lado
claro (LC) da caixa. Assim que o animal entrou no LC uma ldmpada de 25W foi acessa e
houve o retorno imediato do animal ao LE da caixa. A porta foi novamente fechada e os
animais foram expostos (CCHO) ou nao ao choque (SCHO) nas patas por 10 segundos.

Situacoes de Lembranga (SL) - No 7°, 14° e 21° dia os grupos, SCHO ¢ CCHO
foram reexpostos ao LC (Louvard et al., 2005) ou LE da caixa CE por 2 minutos, sem choque.

Avaliacido da Ansiedade - No 29° dia os animais dos grupos SCHO e CCHO, foram
expostos ao LCE. A exposi¢do ao LCE consistiu em colocar os camundongos
individualmente sobre a plataforma central com a cabega voltada para um dos bracos abertos
e foi permitido explorar o labirinto por um periodo de cinco minutos, para o registro dos
indices de ansiedade [porcentagem do niimero de entradas (%EBA) e de tempo gasto nos
bragos abertos (%TBA), e o nimero de entradas nos bragos fechados (EBF), como avaliacao
da atividade locomotora.

No 34° dia os mesmos animais foram submetidos ao teste CE. O teste consistiu em
colocar os camundongos individualmente sobre a plataforma do lado claro e foi permitido
explorar os dois ambientes da caixa CE por um periodo de cinco minutos para registro da

laténcia de fuga (LF) e do tempo gasto no LC da caixa CE.
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3.4.2 Experimento 2

Treinamento  SL (LC) SL (LC) SL (LC) LCE CE

! ! ! ! ! !
¢ ? ? 0 ¢

1" Dia 77 Dia 14° Dia 21° Dia 29° Dia 34° Dia

Treinamento (T) — semelhante ao descrito para o experimento 1.

Situacdes de Lembranca (SL) - semelhante ao descrito para o experimento 1, exceto
que os animais dos grupos SCHO ¢ CCHO foram reexpostos somente ao LC da caixa CE por
2 minutos, sem choque.

Avaliacdo da Ansiedade - No 29° dia os grupos SCHO e CCHO, 30 min apos
receberem tratamento com MDZ (0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg, i.p.), foram submetidos ao LCE
conforme descrito acima (experimento 1).

No 34° dia os mesmos animais apos receberem o mesmo tratamento farmacoldgico

descrito acima, foram submetidos ao teste CE por cinco minutos.

3.4.3 Experimento 3,4 ¢ 5

Treinamente SL (LC) SL{LC) 5L (LC) CE

! ! ! ! !
J

1° ILia 7°Dia 147 Dia 21° Dia 34° Dia

O procedimento dos experimentos 3, 4 e¢ 5 foram semelhantes ao utilizado no
Experimento 2, exceto que no 29° dia os animais ndo foram submetidos ao LCE, e no 34° dia,
30 min apos receberem tratamento com midazolam, imipramina e sertralina foram submetidos

ao teste CE. No experimento 3, foi realizado tratamento com MDZ (0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg,
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1.p.). No experimento 4 o tratamento foi com imipramina (0, 5,0, 10,0 e 20,0 mg/Kg, i.p.) € no
experimento 5 o tratamento foi com sertralina (0, 5,0, 10,0 mg/Kg, i.p.)

Todas as sessdes foram filmadas e gravadas por uma cdmera (Panasonic X12)
posicionada sobre o labirinto com angulo de 45° e a caixa CE com um angulo de 90°. A
camera estava ligada a um monitor e video cassete, localizados na sala adjacente a sala de

teste.

3.5 Analise Comportamental

Os comportamentos foram avaliados pela analise das fitas gravadas, por um
observador treinado, utilizando o programa X-Plo-Rat (Becerra-Garcia et al., 2005). Os
comportamentos analisados envolveram os parametros convencionais do labirinto em cruz
elevado (Lister, 1987) e teste claro escuro (Costall, 1989).

Medidas Convencionais no LCE: freqliéncia de entradas nos bracos abertos e
fechados (a entrada em um brago ¢ definida pelo cruzamento com todas as quatro patas para
dentro do brago) e duragdo do tempo gasto nestes compartimentos e na plataforma central.
Esses dados foram usados para o calculo da porcentagem de entradas e do tempo de
permanéncia dos animais nos bracos abertos (Entradas: [aberto/total] x 100; Tempo: [tempo
no compartimento/300] x 100).

Medidas Convencionais no Teste CE: laténcia de entrada no compartimento escuro
(¢ definida como o tempo que o animal leva para entrar no compartimento escuro com as
quatro patas apos ser colocado inicialmente no compartimento claro), tempo de permanéncia

no compartimento escuro.

3.6 Analise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a uma andlise inicial para avaliar a
homogeinidade dos grupos (Teste de Levene), quando necessario, os dados foram
transformados em LOG, raiz quadrada ou raiz ctibica. Apds a homogeneiza¢io passaram pela
analise de variancia (ANOVA de duas vias), seguido do teste de comparacdes multiplas de

Duncan. Os valores de P < 0,05 foram considerados significativos.



28

3.7 Etica
Os experimentos realizados neste estudo estiveram de acordo com as recomendagdes
da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC) que ¢, por sua vez,

baseada na US National Institutes of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento 1 — Avaliacio do comportamento de camundongos submetidos ao

modelo de TEPT com situac¢des de lembranca (SL) no ambiente escuro e claro.

A Figura 3 mostra o efeito do modelo de transtorno de estresse pds-traumatico
(TEPT), com situacdes de lembranca (SL) no lado escuro (LE) e no lado claro (LC) da caixa,
sobre o comportamento de camundongos expostos ao LCE. A analise de varidncia ANOVA
de duas vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: local da SL) revelou que os grupos que foram
reexpostos durante as SL no LE e LC da caixa apresentaram alteracdo das medidas de
ansiedade [porcentagem de entrada nos bragos abertos - %EBA: sem alteragdo significativa
para o estimulo (F(143= 1,02; P > 0,05), local de reexposi¢do durante SL (F(j43= 1,10; P >
0,05) e alteragdo significativa para interagdo estimulo x local de reexposicdo durante SL
(F.43= 5,07; P < 0,05); porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos - %TBA: alteracido
significativa para o estimulo (F(143= 5,21; P < 0,05), sem alteracdo significativa do local da
SL (Fa43= 1,12; P> 0,05) e da interagdo estimulo x local de reexposi¢ao durante SL (F(; 43=
3,49; P > 0,05)]; e atividade locomotora representada por entradas nos bracos fechados -
EBF: sem alterag¢do do estimulo (F{; 43= 3,54; P > 0,05), do local de reexposi¢do durante a SL
(Fa43= 0,04; P > 0,05) e da interagdo estimulo x local de reexposi¢do durante SL (F(143=
0,55; P> 0,05)].

Analises posteriores utilizando comparagdes multiplas Teste de Duncan, mostraram
que os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram
reexpostos durante as SL no LC da caixa, apresentaram diminui¢ao das %EBA (P < 0,05) e
de %TBA (P < 0,05), quando comparado ao grupo que ndo recebeu choque nas patas durante
o treinamento (SCHO). A atividade locomotora ndo foi alterada em nenhum dos grupos
(EBF) (P > 0,05). Os animais que foram reexpostos durante as SL no LE, ndo apresentaram

alteragdo na %EBA (P > 0,05) e de %TBA (P > 0,05), quando comparados ao grupo SCHO.
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Figura 3. Efeito do modelo de TEPT sobre a freqiiéncia de entrada nos bracos fechados (BFs) e as porcentagens
de entrada e de tempo gasto nos bracos abertos (BAs) do LCE em camundongos (n=11-12). As colunas
representam a média e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de entrada nos bracos fechados ¢ as
porcentagens de entrada e do tempo gasto nos BAs do LCE.

*P < 0,05 comparado ao LE CCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

#P < 0,05 comparado ao grupo LC SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

A Figura 4 mostra o efeito do TEPT, com SL no LE e no LC da caixa, sobre o
comportamento de camundongos expostos ao teste claro escuro (CE). A ANOVA de duas
vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: local da SL) revelou que os grupos que foram reexpostos
durante as SL no LE e LC da caixa apresentaram alteracdo das medidas de ansiedade [laténcia
de fuga do ambiente claro - LF: alteragdo significativa para o estimulo (F(143= 27,65; P <
0,05), local de reexposicdo durante SL (F(143= 9,04; P < 0,05) e da interagdo estimulo x local
de reexposi¢do durante SL (F(143= 8,79; P < 0,05); tempo gasto no compartimento claro -

TC: alteragdo significativa para o estimulo (F(j43= 43,21; P < 0,05), local de reexposicdao
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durante SL (F(143= 15,65; P < 0,05) e sem alteragdo para a intera¢do estimulo x local de

reexposi¢ao durante SL (£(; 43= 2,58; P> 0,05)].
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Figura 4. Efeito do modelo de TEPT sobre a laténcia de fuga do ambiente claro (LF) e tempo gasto no
compartimento claro (TC) do teste CE em camundongos (n=11-12). As colunas representam as médias e o erro
padrio da média (M+EPM) da laténcia de fuga e tempo gasto no compartimento claro da caixa CE.

*P < 0,05 comparado ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

#P < 0,05 comparado ao grupo CCHO LE (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

Anadlises posteriores utilizando comparagdes multiplas Teste de Duncan, mostraram
que os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram
reexpostos durante as SL no LC da caixa, apresentaram aumento das LF (P < 0,05) e do TC
(P < 0,05), quando comparado ao grupo que nao recebeu choque nas patas durante o
treinamento (SCHO). Os animais que foram reexpostos durante as SL no LE nao

apresentaram alteragao na LF (P > 0,05), entretanto ocorreu aumento no TC (P < 0,05),
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ambos quando comparados ao grupo que nao recebeu choque nas patas durante o treinamento

(SCHO).

4.2 Experimento 2 — Efeito do tratamento com midazolam em camundongos submetidos
ao modelo de TEPT.
A Figura 5 mostra o efeito das injecdes de midazolam, sobre o comportamento de

camundongos expostos ao LCE apoés passarem pelo modelo de TEPT.
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Figura 5. Efeito do tratamento com midazolam sobre a freqiiéncia de entradas nos bracos fechados (BFs) e as
porcentagens de entradas e de tempo gasto nos bracos abertos (BAs) do LCE em camundongos (n=9-15). As
colunas representam as médias e o erro padrao da média (M+EPM) do numero de entrada nos bragos fechados e
as porcentagens de entradas e do tempo gasto nos BAs do LCE.

*P < 0,05 comparado ao respectivo controle salina (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

A ANOVA de duas vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: tratamento) revelou que os
grupos que foram tratados com midazolam (MDZ) apresentaram alteracdo das medidas de

ansiedade [%EBA: sem alteragdo significativa para o estimulo (F(g7= 0,71; P > 0,05),
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alteracdo significativa no tratamento farmacologico (F387= 7,46; P < 0,05) e sem alteragdo
da interacdo estimulo x tratamento farmacologico (F387= 0,26; P > 0,05); %TBA: sem
alteracdo significativa para o estimulo (F(;87= 0,007; P > 0,05), alteragdo significativa no
tratamento farmacologico (F387= 7,30; P < 0,05) e sem alteracdo da interacdo estimulo x
tratamento farmacologico (F337= 0,52; P > 0,05)] e EBF: sem alteragdo do estimulo (1 37)=
0,04; P> 0,05), alteragdo significativa no tratamento farmacoldgico (F3g7= 5,96; P <0,05) e
sem alteragdo da intera¢do estimulo x tratamento farmacologico (F337= 1,25; P > 0,05)],
quando comparados ao grupo SCHO.

Analises posteriores utilizando comparagdes multiplas Teste de Duncan, mostraram
que o tratamento com MDZ nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg, aumentou a %EBA (P < 0,05) para
os camundongos dos grupos SCHO e CCHO, e aumentou a %TBA (P < 0,05) somente para
os camundongos do grupo SCHO. Enquanto que a dose de 0,5 mg/kg de MDZ nao alterou os
indices de ansiedade (P > 0,05). Nenhum dos tratamentos com MDZ produziu alteragdo da
atividade locomotora (EBF) nos grupos SCHO ¢ CCHO (P > 0,05), exceto a dose de 0,5
mg/kg de MDZ que aumentou as entradas nos bracos fechados nos dois grupos SCHO e
CCHO.

A Figura 6 mostra o efeito das inje¢des de midazolam, sobre o comportamento de
camundongos expostos ao teste CE apos passarem pelo modelo de TEPT. A ANOVA de duas
vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: tratamento) revelou que os grupos que foram tratados com
MDZ apresentaram alteracdo das medidas de ansiedade [LF: altera¢do significativa para o
estimulo (F(1,37= 47,78; P < 0,05), sem alteragdo significativa no tratamento (F3g7= 0,23; P
> 0,05) e alteracdo da interagdo estimulo x tratamento (F3g7= 1,37; P> 0,05); TC: alteragdo
significativa para o estimulo (F(1g7= 250,63; P < 0,05) e tratamento farmacoldgico (F (387~
3,12; P <0,05), sem alteracdo da interagdo estimulo x tratamento farmacologico (F337= 2,45;
P> 0,05)], quando comparados ao grupo SCHO.

Analises posteriores utilizando comparagdes multiplas Teste de Duncan, mostraram
que os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram
reexpostos durante as SL no LC da caixa, apresentaram aumento das LF (P < 0,05) e do TC
(P < 0,05), quando comparado ao grupo que ndo recebeu choque nas patas durante o
treinamento (SCHO), apenas para as doses de 0, 1,0 e 2,0 mg/kg. Apesar da ANOVA ter
mostrado diferenca em relagdo ao tratamento farmacoldgico para TC, o post hoc ndo

confirmou este efeito (P > 0,05).
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Figura 6. Efeito do tratamento com midazolam sobre a laténcia de fuga do ambiente claro (LF) e tempo gasto no
compartimento claro (TC) do teste CE em camundongos (n=9-15). As colunas representam as médias ¢ o erro
padrdo da média (M+EPM) da LF e tempo gasto no compartimento claro da caixa CE.

#P < 0,05 comparado ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

4.3 Experimento 3 — Efeito do tratamento com midazolam em camundongos submetidos

ao modelo de TEPT modificado.

A Figura 7 mostra o efeito das inje¢cdes de midazolam, sobre o comportamento de

camundongos expostos ao teste CE apods passarem pelo modelo de TEPT. A analise de

varidncia ANOVA de duas vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: tratamento) revelou que os

grupos que foram tratados com midazolam (MDZ) apresentaram alteracdo das medidas
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Figura 7. Efeito do tratamento com midazolam sobre a laténcia de fuga do ambiente claro (LF) e tempo gasto no
compartimento claro (TC) do teste CE em camundongos (n=6). As colunas representam as médias e o erro
padrdo da média (M+EPM) da LF e tempo gasto no compartimento escuro da caixa CE.

*P < 0,05 comparado ao grupo CCHO salina (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

# P < 0,05 comparado ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

convencionais de ansiedade [LF: alteragdo significativa para o estimulo (F(139= 62,56; P <
0,05), sem alteragdo significativa no tratamento farmacoldgico (F339= 1,41; P> 0,05) e na
interagdo estimulo x tratamento (F(339= 1,69; P > 0,05); TC: alteragdo significativa para o
estimulo (£(139= 210,94; P < 0,05), sem altera¢do significativa no tratamento (F339= 0,14; P
> 0,05) e na interac¢do estimulo x tratamento farmacologico (F(339= 1,77; P > 0,05)], quando
comparados ao grupo SCHO.

Analises posteriores utilizando comparagdes multiplas Teste de Duncan, mostraram
que os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram
reexpostos durante as SL no LC da caixa, apresentaram aumento das LF (P < 0,05) e do TC

(P < 0,05), quando comparado ao grupo que ndo recebeu choque nas patas durante o
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treinamento (SCHO), nas doses de 0, 0,5, 1,0 e 2,0 mg/kg. Ja o tratamento farmacoldgico com
MDZ na dose de 0,5 mg/kg reduziu a LF (P < 0,05) para os camundongos do grupo CCHO,
sem alterar o TC (P > 0,05). As doses de 1,0 e 2,0 mg/kg de MDZ ndo alteraram os indices

convencionais de ansiedade do teste CE (P > 0,05), para os camundongos dos grupos SCHO e

CCHO.

4.4 Experimento 4 — Avaliacio do tratamento com imipramina em camundongos

submetidos ao modelo de TEPT modificado.

A Figura 8 mostra o efeito das injecoes de imipramina, sobre o comportamento de

camundongos expostos ao teste CE ap6s passarem pelo modelo de TEPT.
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Figura 8. Efeitos do tratamento com imipramina sobre a laténcia de fuga do ambiente claro (LF) e tempo gasto
no compartimento claro (TC) do teste CE em camundongos (n=12). As colunas representam as médias e o erro
padrdo da média (M+EPM) da LF e tempo gasto no compartimento escuro da caixa CE.

#P < 0,05 comparado ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).
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A andlise de variancia ANOVA de duas vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: tratamento)
revelou que os grupos que foram tratados com imipramina apresentaram os seguintes
resultados [LF: alteracdo significativa para o estimulo (F(ig3= 84,63; P < 0,05), sem
alteracdo significativa no tratamento farmacologico (F3s3= 0,71; P > 0,05) e interacdo
estimulo x tratamento farmacologico (F3s= 1,06; P > 0,05); TC: alteragdo significativa para
o estimulo (Fugsy= 110,86; P < 0,05), sem alteracdo significativa no tratamento
farmacologico (F3gsy= 0,26; P > 0,05) e intera¢do estimulo x tratamento farmacologico
(F3,88=0,04; P> 0,05)], quando comparados ao grupo SCHO.

Analises posteriores utilizando compara¢des multiplas, Teste de Duncan, mostraram
que os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram
reexpostos durante as SL no LC da caixa, apresentaram aumento das LF (P < 0,05) e do TC
(P < 0,05), quando comparado ao grupo que ndo recebeu choque nas patas durante o

treinamento (SCHO), nas doses de 0, 5,0, 10,0 ¢ 20,0 mg/kg.

4.5 Experimento 5 — Efeito do tratamento com sertralina em camundongos submetidos

ao modelo de TEPT modificado.

A Figura 9 mostra o efeito das inje¢des de sertralina, sobre o comportamento de
camundongos expostos ao teste CE apo6s passarem pelo modelo de TEPT. A analise de
varidncia ANOVA de duas vias (Fator 1: estimulo e Fator 2: tratamento) revelou que os
grupos que foram tratados com sertralina apresentaram os seguintes resultados [LF: alteracao
significativa para o estimulo (F(166= 7,19; P < 0,05), sem alteragdo significativa no
tratamento farmacologico (Foe66= 1,32; P > 0,05) e sem alteragdo da interagdo estimulo x
tratamento farmacologico (Fe6= 2,76 > 0,05); TC: alteragdo significativa para o estimulo
(Fuee= 99,14; P < 0,05), sem alteragdo significativa no tratamento farmacologico (F(2,66)=
0,26; P > 0,05) e sem alteracdo da intera¢do estimulo x tratamento farmacologico (F(2,66=
1,85; P> 0,05)], quando comparados ao grupo SCHO.

Analises posteriores utilizando comparacdes multiplas Teste de Duncan, mostraram que
os grupos que receberam choque nas patas durante o treinamento (CCHO) e foram reexpostos
durante as SL no LC da caixa, apresentaram aumento das LF (P < 0,05) e do TC (P < 0,05),
quando comparado ao grupo que nao recebeu choque nas patas durante o treinamento
(SCHO), nas doses de 0, 5,0 e 10,0 mg/kg. Ja o tratamento farmacologico com sertralina na

dose de 5,0 mg/kg reduziu a LF (P < 0,05) para os camundongos do grupo CCHO, sem alterar
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o TC (P > 0,05) enquanto que a dose de 10,0 mg/kg nao alterou os indices convencionais de

ansiedade do teste CE (P > 0,05), para os camundongos dos grupos SCHO e CCHO.
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Figura 9. Efeito do tratamento com sertralina sobre a laténcia de fuga do ambiente claro (LF) e tempo gasto no
compartimento claro (TC) do teste CE em camundongos (n=12). As colunas representam as médias e o erro
padrdo da média (M+EPM) da LF e tempo gasto no compartimento claro da caixa CE.

*P < 0,05 comparado ao grupo salina CCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).

#P < 0,05 comparado respectivamente ao grupo SCHO (ANOVA de duas vias seguido do teste de Duncan).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos comportamentais de um procedimento aversivo
em longo prazo, em camundongos machos. Os resultados obtidos mostraram que o modelo de
TEPT proposto para ratos, produz aumento da ansiedade em camundongos, e esta pode ser
bloqueada quando os animais sdo reexpostos durante as situagdes de lembranga no ambiente que
haviam recebido choque inescapavel. O tratamento com midazolam produziu efeito ansiolitico,
dependente da dose, no labirinto em cruz elevado (LCE) e auséncia de efeito no teste claro-
escuro (CE). A imipramina nao apresentou efeito sobre os camundongos submetidos ao modelo
de TEPT, e a sertralina (5,0 mg/kg), produziu efeito ansiolitico no teste CE.

Os nossos resultados, experimento 1, demonstram que um breve e tnico choque nas
patas seguido de situagdes de lembrangas induz alteragdes comportamentais por mais de um
més apds o evento aversivo. Segundo o DSM- IV- TR (2000), na clinica, para o diagndstico
do transtorno de estresse pos-traumatico (TEPT) em humanos, os sintomas devem estar
presentes por mais de um més (Stam, 2007b). O modelo animal de TEPT proposto neste
experimento indica que o modelo parece ser sensivel para o estudo deste disturbio.

Os resultados apresentados mostram que o modelo de TEPT modificado de Louvart et
al. (2005), com reexposi¢cdo no lado claro (LC) da caixa CE, aumentaram os parametros
convencionais de ansiedade avaliados no LCE, e no teste CE, sugerindo efeito ansiogénico do
modelo sobre os camundongos. Resultados semelhantes foram observados anteriormente em
outro estudo, em camundongos machos e ratos fémeas (Louvart et al., 2005; Matar et al.,
2006).

Entretanto os animais que foram reexpostos no lado escuro da caixa, durante as
situagdes de lembranga, apresentaram extingdo do aumento dos parametros de ansiedade
avaliados no LCE e no teste CE, apenas para a medida de laténcia de fuga do LC, ou seja,
ocorreu a perda do efeito ansiogénico do modelo. Os animais com SL no lado escuro da caixa,
no teste CE ndo apresentaram extingdo dos parametros de ansiedade, avaliados pelo tempo
total de permanéncia no compartimento claro. Porém, a magnitude da resposta foi menor se
comparada quando as reexposi¢des ocorreram no lado claro da caixa no teste CE.

Os resultados também mostraram que a atividade locomotora avaliada no LCE no
experimento 1 (Lister, 1987; File, 1992), nao foi alterada, assim como observado em outros
trabalhos (Pynnos et al., 1996). Porém, em outro estudo empregando o modelo de TEPT foi

obtida redug¢ao da atividade locomotora em ratos fémeas (Louvart et al., 2005).
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Viérios trabalhos da literatura tém demonstrado que durante a exposi¢do ao LCE,
roedores ingénuos, como por exemplo, ratos (Handley & Mithani, 1984; Pellow et al., 1985;
File & Gonzalez, 1996; Rosa et al., 2000) e camundongos (Lister, 1987; Holmes & Rodgers,
1998; Nunes-de-Souza, 2000; Tucker et al., 2004) exibem comportamento caracterizado por
evitacao dos bracos abertos e preferéncia pelos bragos fechados do labirinto, sem alteragdo da
atividade locomotora, caracterizada pelas entradas nos bragos fechados.

No teste CE, camundongos geralmente gastam mais tempo no compartimento escuro
do que no compartimento claro (Sanchez, 1996; Hascoet & Bourin 1998). Interessantemente
em nosso estudo, 34 dias ap6és o choque nas patas, os camundongos evitaram o
compartimento escuro, indicando que a lembranca do estimulo aversivo causou resposta de
fuga. Alguns autores tém demonstrado que o medo generalizado no contexto comportamental
¢ intensificado quando estimulos condicionados sdo aumentados (Laxmi et al., 2003). Neste
sentido, 0s nossos resultados corroboram a teoria que o medo apresenta a funcdo de mover o
animal para longe da fonte de perigo, podendo envolver fuga, luta ou congelamento e ¢
insensivel a drogas ansioliticas (Gray, 1982; Mcnaughton & Corr, 2004).

Tentando distinguir os comportamentos relacionados com ansiedade e medo, alguns
autores sugerem que quando o estimulo ou situacdo ameacadora ¢ real, os comportamentos
desencadeados (fuga e luta) representariam medo, enquanto os que representam ansiedade
(avaliagdo de risco) seriam desencadeados por estimulos ou situacdes apenas potencialmente
ameagadoras (Blanchard et al., 1993). Assim, os modelos animais de medo e ansiedade
favoreceriam a expressdo dos comportamentos defensivos frente a situacdes artificiais ou
naturais de perigo, permitindo a compreensao das suas bases biologicas subjacentes.

No nosso estudo, a situacdo de lembranca no ambiente escuro (mesmo ambiente do
choque) desencadeou o processo de dessensibilizacdo, ou seja, extingdo do efeito do choque
nas patas, provavelmente ocorrido pelo fato dos animais terem sido reexpostos no LE, sem
receber choque nas patas, o que nao ocorreu no dia do treinamento. Este processo de extingao
das alteragdes comportamentais que ocorreu nos testes do LCE e CE ¢é semelhante ao que
ocorre no “step down”, ou seja, a medida que os animais sdo reexpostos ao ambiente aversivo,
sem receber estimulagdo elétrica, ocorre diminuig¢do da laténcia de descida da plataforma, até
que ocorra a extingdo comportamental por completo (Hiramatsu et al., 1992; Roesler et al.,
2000).

No experimento 2, o tratamento com midazolam nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg (i.p.),
produziram efeito ansiolitico, em camundongos avaliados no LCE apos a presenga ou nio do

estimulo aversivo (choque). Estes efeitos foram seletivos para os indices de ansiedade, ndo
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afetando a atividade locomotora dos camundongos, medida pela freqiiéncia de entradas nos
bracos fechados do LCE (Lister, 1987; File et al., 1992 a; Rodgers & Johnson, 1995; Rodgers
et al.,, 1997). Ja a dose de 0,5 mg/kg ndo alterou os indices convencionais de ansiedade
avaliados no LCE, porém aumentou as entradas nos bracos fechados, indice de atividade
locomotora, nos dois grupos SCHO ¢ CCHO. Apesar do possivel efeito de sedagdo induzido
pela droga nesta concentracao, ser oposto ao aumento da atividade locomotora, neste estudo e
em outros, doses maiores ndo produziram alteracdes das EBF no LCE (Lister, 1987; Nunes-
de-Souza, 2000).

Virios estudos com roedores tém demonstrado que durante a exposi¢ao ao LCE, estes
animais exibem um comportamento exploratorio caracterizado por evitagdo dos bracos
abertos e preferéncia pelos bragos fechados do labirinto (Lister, 1987; File, 1992; Rodgers &
Johnson, 1995; Rodgers et al., 1997). Os benzodiazepinicos (BDZs) e outros compostos
ansioliticos sdo capazes de modificar este padrao comportamental em roedores, diminuindo os
indices convencionais de ansiedade, ou seja, aumentando a porcentagem de entradas e o
tempo gasto nos bracos abertos do labirinto (Pellow et al., 1985; Lister, 1987; ; Rodgers &
Cole, 1994; Holmes & Rodgers, 1999; Nunes-de-Souza et al., 2000).

No nosso estudo, a administracdo sistémica de salina, tanto nos animais que nao
receberam o estimulo aversivo (choque nas patas) como para os que receberam, causou
auséncia de efeitos, ou seja, ocorreu a perda do efeito ansiogénico produzido pelo modelo.
Provavelmente, o procedimento de administracdo farmacoldgica (intraperitoneal) no grupo
controle pode ter sido aversivo no dia do teste, fazendo com que estes dois grupos distintos
apresentassem resultados semelhantes. Na tentativa de minimizar este efeito, realizamos um
estudo piloto onde os animais passaram por um periodo de habituacdo ao procedimento de
administracdo, sem droga. Porém, permaneceu a auséncia do efeito ansiogénico como
observado no LCE no experimento 2 (resultados nao publicados).

Outros trabalhos tém demonstrado que diferentes varidveis, tais como o tipo de
alojamento dos animais, iluminagdo, temperatura, podem interferir na avaliagdo da resposta
de ansiedade em diferentes modelos (Griebel, 1995; Martinez et al., 2007; Morato et al., 1989;
Morato & Brandao, 1996; Salome et al., 2002), entretanto, provavelmente isso nao ocorreu no
nosso estudo. Também ja esta descrito na literatura que ocorre uma correlagdo entre o
aumento do cortisol plasmatico e o efeito ansiogénico obtido no LCE (Rodgers et al., 1999).
Na clinica e no modelo animal descrito por Louvard et al. (2005), o TEPT promove
hiporeatividade do eixo HPA e baixos niveis de cortisol plasmatico (Yehuda et al., 1995).

Porém no nosso estudo ndo foi realizado a medida de corticosterona.
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Quando os camundongos foram avaliados no teste CE apods a exposicao ao LCE, o
efeito ansiogénico do modelo foi mantido. Os animais que receberam tratamento com MDZ
nas doses de 1,0 e 2,0 mg/kg no dia do teste CE, apresentaram aumento da laténcia de fuga e
do tempo gasto no compartimento claro, sem alteracdo da atividade exploratéria. O
tratamento com MDZ na dose de 0,5 mg/kg aumentou apenas a atividade exploratoria,
representada pelo aumento no nimero de transigdes entre os dois compartimentos (dados nao
publicados).

Apesar das inconsisténcias encontradas na literatura (Yehuda & Harvey, 1997), outros
trabalhos t€ém demonstrado que o sistema gabaérgico também tem sido implicado na
fisiopatologia da ansiedade, depressdao e insOnia, que sdo distirbios muitas vezes intrinsecos
no TEPT (Vaiva et al., 2004), assim como a modula¢do do o eixo HPA pelo GABA (Yehuda
et al., 2000).

O LCE nio interfere nos indices convencionais de ansiedade avaliados no teste CE,
conforme demonstrado no experimento 3, ou seja, os animais testados no modelo de TEPT
com tratamento farmacoldgico (MDZ), sem o LCE, apresentaram resultados semelhantes aos
obtidos no experimento 2. Assim, apenas a dose de 0,5 mg/kg no experimento 3, reduziu a
laténcia de fuga do ambiente claro e aumentou o numero de transigdes entre os
compartimentos. Provavelmente, isso ocorreu porque a exploragao do lado escuro da caixa
pelos camundongos evocou a lembranca aversiva do choque nas patas, produzindo o retorno
imediato ao lado claro.

Outros autores encontraram resultados semelhantes no teste CE, ou seja, a
administracdo de MDZ aumentou a atividade locomotora, caracterizada pelo aumento no
nimero de transi¢cdes entre os compartimentos, porém ocorreu o aumento do tempo no
compartimento claro, em camundongos machos (Imaizumi et al., 1994), o que nao foi
observado no nosso estudo.

Como acontece na clinica onde os ansioliticos atuam em apenas alguns dos sintomas
do TEPT (Albucher & Liberzon, 2002; Stam, 2007a), neste experimento o MDZ alterou
apenas um indice de ansiedade no teste CE, o que de certa forma reforca a hipotese do
envolvimento do sistema gabaérgico na modulagao do TEPT.

No experimento 4, as doses de 10 e 20 mg/kg aumentaram a atividade exploratoria,
porém nenhuma das trés doses de imipramina foi capaz de alterar os indices convencionais de
ansiedade dos animais que passaram pelo modelo de TEPT modificado. O teste CE
continuou, produzindo efeito ansiogénico, caracterizado pelo aumento da laténcia de fuga e

do tempo total gasto no ambiente claro. Segundo Costall et al., (1989), a iluminacao do
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ambiente claro ¢ suficientemente aversiva, para fazer com que os animais retornem ao lado
escuro da caixa. Porém, no nosso estudo, o efeito aversivo ao ambiente escuro, provocado
pelo modelo de TEPT modificado, foi maior do que o efeito aversivo da iluminacdo. Desta
forma, conforme esperavamos o tratamento com imipramina nao foi capaz de inibir o efeito
do modelo sobre o comportamento dos animais. Neste sentido, resultados da clinica tém
demonstrado que o tratamento com os antidepressivos triciclicos apresenta pouco ou nenhum
efeito em humanos com TEPT, exceto para o sintoma de revivéncia. Por exemplo, um estudo
com aplicagdo cronica de imipramina (300 mg/dia) por 8 semanas, produziu melhora
significativa dos sintomas de revivéncia do trauma (Kosten et al., 1991). Entretanto, a
utilizacdo de desipramina, (200 mg/dia), melhorou alguns sintomas depressivos, mas nao
alterou nenhum dos sintomas que caracterizam o TEPT (Reist et al., 1989).

Outros autores também ndo encontraram efeito dos antidepressivos triciclicos,
tetraciclicos e inibidores seletivos da enzima monoamino oxidase no teste CE utilizando
camundongos, porém nesses estudos ndo foi aplicado nenhum tipo de estimulo aversivo
prévio. Neste sentido, nenhum efeito foi encontrado no teste CE, apds a administragdo dos
farmacos, amitriptilina, mianserina, fluoxetina e selegilina (Costall, et al., 1989; Griebel,
1995; Bourin, et al., 1996; De Angelis & Furlan, 2000). Entretanto, em outros trabalhos, a
administracdo de imipramina e paroxetina, produziu efeito ansiolitico em camundongos
machos (Bourin et al., 1996; Shimada et al., 1995; Hascoet et al. 2000).

No experimento 5, o tratamento agudo com o inibidor seletivo da recaptacdo de
serotonina, sertralina na dose de 5,0 mg/kg, inibiu o efeito ansiogénico do modelo,
representado pela laténcia de fuga do ambiente claro. Também aumentou a atividade
exploratdria, caracterizada pelo aumento no nimero de transi¢des entre os compartimentos.
Porém, a dose de 10 mg/kg ndo interferiu na resposta do modelo de TEPT modificado. Outros
autores também encontraram evidéncias do efeito ansiolitico, ansiogénico e auséncia de
efeitos de agonistas e antagonistas de serotonina, no teste CE. Por exemplo, foi encontrado
efeito ansiolitico utilizando buspirona que ¢ um agonista dos receptores 5-HT,4, efeito
ansiogénico com infusdo de ritanserina, antagonista dos receptores 5-HT, e auséncia de efeito
com mCPP, agonista 5-HT, (Costall et al., 1988; Griebel et al., 1991; Hascoet & Bourin,
1998).

O complexo papel da serotonina no controle dos estados de ansiedade pode estar
relacionado ao tipo de medo, ou seja, condicionado ou incondicionado e também pelo local de
acdo da serotonina em diferentes regides cerebrais (Deakin & Graeff, 1991; Handley, 1995;

Graeff et al., 1996; Green & Mcgregor, 2002; Davidson, 2003). Dessa forma, segundo a
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teoria de Deakin e Graeff, (1991), a serotonina pode atuar facilitando ou inibindo o
comportamento defensivo, isso dependendo do sitio de acdo e dos subtipos de receptores
serotoninérgicos que atuam no sistema nervoso central. Assim, os nucleos da rafe disparam
seus axonios para varias estruturas cerebrais. Porém, isso ndo implica necessariamente que a
5-HT exerca agdo pro ou antiaversiva em todos os sitios pds-sindpticos. Assim, a serotonina
pode apresentar um papel dual no sistema de defesa, atuando como ansiolitica ou ansiogénica,
dependendo das caracteristicas do estimulo aversivo (proximal ou distal, condicionado ou
incondicionado).

No nosso trabalho, ambos os estimulos foram apresentados em momentos diferentes.
Inicialmente, os animais receberam um estimulo aversivo incondicionado (choque nas patas),
e posteriormente foram expostos ao estimulo condicionado (situagdes de lembranca). Apesar
de estimulos diferentes estarem atuando no mesmo modelo, a sertralina, inibidor seletivo da
recaptagdo da serotonina, provavelmente facilitou o aumento da concentragdo de serotonina
na fenda sindptica, exercendo neste caso efeito ansiolitico no teste CE. Este resultado
corrobora com diversos estudos clinicos, os quais tém mostrado que os inibidores seletivos de
recaptacdo de serotonina, sdo recomendados como agentes farmacoterapéuticos de primeira
escolha no tratamento agudo e cronico do TEPT (Zohar et al., 2002; Davidson, 2003;
Davidson, 2004; Tucker et al., 2004).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos neste estudo, concluimos que:

e O modelo de TEPT avaliado produz aumento da ansiedade em camundongos, e esta
pode ser bloqueada quando os animais sdo reexpostos durante as situagdes de
lembranga no ambiente que haviam recebido choque.

e O tratamento com midazolam produziu efeito ansiolitico dependente da dose no
LCE, e auséncia de efeito no teste CE. A dose mais baixa de midazolam reduziu a
laténcia de fuga do ambiente claro e aumentou a atividade exploratoria neste teste,
sugerindo o envolvimento deste agonista GABA-benzodiazepinico na modulagao do
TEPT.

e  Os comportamentos dos camundongos ndo foram alterados pelo tratamento com
imipramina, fortalecendo resultados da literatura que mostram a auséncia de efeito
deste antidepressivo triciclico nos sintomas do TEPT.

e O tratamento com sertralina (dose mais baixa) produziu efeito ansiolitico no teste
CE, sugerindo o envolvimento deste inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina na
modula¢dao do modelo de TEPT.

Portanto, o modelo proposto neste trabalho pode ser 1til para futuros estudos dos
disturbios neurobioldgicos do TEPT e ajudar na avaliagdo de novos agentes terapéuticos que

possam amenizar ou inibir estes sintomas.
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Quadro 1: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apos

passarem pelo modelo de TEPT com reexposi¢des no lado claro e escuro.

SCHO Reexposi¢cao no LE
sujeito] TE EBA EBF TBA TBF TCe %“%EBA %EBF %“TBA %TBF %TC
1 18 4 14 a7 17 146 2322 77768 1220 =808 4374
2 12 1 11 19 197 84 933 9p7 630 Gaps 00
3 14 2 12 35 142 124 1528 8571 1152 4727 420
4 13 4 9 42 114 144 F17/6 BI923 13599 7595 4804
£ 17 2 15 16 183 85 1270 &524 537 G273 350
B 12 2 10 43 163 B9 I7ER 8333 1422 8E15  JBZ
ri g 2 7 A5 0 145 2322 7778 1530 SB35 4835
= ) 0 2] a 183 132 100 1000 000 8595 4402
= 14 4 10 od 122 124 2957 7143 1814 404 411
10 18 1 17 1 170 129 B 55 G444 047  &BpG 4237
11 18 3 15 E 146 123 17pE8  £8333 1045 43R4 4050
12 12 i} 12 ] 1753 122 10 1a00 000 €948 4051
Media| 1383 208 1175 2699 19165 121,34 1575 8525 900 45055 4045
DPM | 3,30 144 299 1917 3081 2129 1016 1017 639 1027 710
EPM | 095 0472 0,86 554 BA0 6,15 2,93 2,93 1,85 2.97 205
SCHO Reexposiciao no LC
sujeiton| TE EBA EBF TBA TBF TCe %“EBA S%EBF %TBA %TBF %TC
1 3 2 A 32 201 G2 25,00 745,00 1250 GES 20,61
Z 13 0 13 1] 175 125 1,00 10000 000 5545 41,54
3 13 4 4 44 91 164 31,76 69,23 1478 30,41 a4,80
4 19 fr 13 ab 140 1045 F2ar Ga4z 1853 4659 3457
i 13 1 12 24 140 136 £ .69 9231 g16 466 45 20
G 10 0 10 1] 200 100 1,00 100,00 0,00 Ef A1 33,38
7 11 1 10 2 170 128 10092 90491 070 S6E5G 0 42,74
£ 18 2 16 27 156 117 12,11 £o59 ga7 &202 3\
q 14 7 g A3 156 a1 47 66 53,33 .07 a3 26,97
1] 14 4 10 42 161 HA 2957 143 1443 S53B1 0 3,95
11 14 4 11 a2 120 128 ITHG T3 33 1T 32 2988 4230
Media | 13,55 2,82 10,73 31,73 15536 112,89 20,74 80,26 1058 51,79 37.63
DPM | 3,24 2,36 2,72 2295 32,4 2B22 1501 1501 765 1082 941
EPM 0,98 0,71 0,82 6,92 90.7/9 8,51 4,52 4,53 231 326 2,84




CCHO Reexposi¢ao no LE
sujeito] TE EBA EBF TBA TBF TCe %EBA %%EBF %S%hTBA %HTBF %TC
1 17 3 14 27 174 39 i85 64 8235 G496 5T 99 33,04
? 4q 2 2 Kh) 246 16 51,00 &000 1238 E216 5,45
3 13 ] 13 ] 236 fid 1,00 10000 000 7861 21,38
4 9 Z 7 12 120 137 232 T8 1447 3996 45 57
5 14 G g a7 134 108 &7EZ A714 1887 4469 3644
5] B o B 0 164 136 1,00 10000 000 S455 4545
7 11 4 7 G0 146 94 3736 B3E4 2001 4363 A 36
8 10 3 7 35 123 132 31,00 FOO0 1310 4297 43,98
9 F 1 ] 11 165 124 1528 8571 378 5431 41,729
tQ 17 2 15 20 193 a2 1276 BB 24 GE4  BEOS 2T 30
11 10 o 10 ] 182 118 1,00 10000 000 G050 39,49
13 5 0 12 1] 174 126 1,00 10000 000 5511 41,88
Média | 10,25 1,92 892 2456 17227 103,16 2091 8124 819 5742 3,30
DPM | 4,37 1,88 390 2262 39,50 3551 1982 1779 F51 13,20 11,84
EPM 1,26 0,54 1,12 6,53 11,43 10,25 5,72 5,14 2,18 3,81 3,42
CCHO Reexposicio no LC

sujeito] TE EBA EBF TBA THBF TCe %“%EBA %EBF %TBA %TBF *%TC
1 11 i} 11 ] 197 103 100 10000 000 B555 5445

2 B 1 o 3 1558 139 17 8333 0e3 8275 4537

3 17 0 17 a 213 87 100 wogo o0oo Aps B9

q 18 i} 13 ] 161 139 100 10000 o000 &S355 4644

g 16 4 12 35 M7 148 2600 7500 12p1 0 3909 45329

B 10 0 10 a 126 178 100 10000 000 427 &373

Fi 7 i} 7 ] 123 177 100 10000 oo 41p3 5556

= g 0 g a 83 217 100 100p0 0oa 272 7228

=l 10 0 10 ] 146 154 100 100p0 Q00 4838 &1 32
10 3 1 7 10 164 127 1350 8750 330 5451 4219
11 10 2 ] 39 M 152 N00 &80p0 1285 3654 A0
12 1 0 1 ] 274 26 100 10000 000 9148 851
Media | 1017 067 940 741 155,82 136.77 7.8 9382 247 9194 45459
DPM | 490 1,23 474 14p6 52,41 4887 954 9% 4,89 1747 16,29
EPM | 141 036 137 423 1513 1411 275 2,73 1.41 5,04 4,70
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Quadro 2: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao teste CE

apo6s passarem pelo modelo de TEPT com reexposi¢des no lado claro e escuro.

SCHO Reexposi¢cao no LE
Sujeito] LF TE TC
1 5 220 g0
2 20 190 110
3 8 185 115
4 22 155 105
= 4 152 118
B B 266 34
7 34 192 0z
8 24 230 70
9 &0 217 &3
10 23 120 110
11 29 215 85
12 21 2ag B2
Media| 213 2100 90,0
DPM | 157 257 25,7
EPM | 4.5 74 74
SCHO Reexposi¢ao no LC

Sujeito| LF TE TC
14 75 225
3 193 102
25 150 150
34 187 113
] 220 a0
13 280 20
14 280 20
] 250 50
120 25 275
B a0 250
3 120 130
Media | 22,18 16682 133,18
DPM | 3390 90,23 9023
EPM | 10,22 2720 2720

i —
g R s B IS




CCHO Reexposi¢ao no LE

Sujeito] LF TE TC

7 285 15
300 a 300
3 218 g2
40 134 166
7 70 230
220 72 228
19 127 173
28 52 208
170 L3 237
i0 5 200 100
11 13 130 170
12 15 45 255

GO P N Em b RO

Média |68917 116, 18033
DPM |10161 83,18 81,148
EPM |29,333 24,01 23.425

CCHO Reexposi¢ao no LC

Sujeito] LF TE TC

180 23 T
210 16 284
300 0 =00
300 0 300
50 27 273
1580 B 294
160 18 282
300 o 300
150 27 273
ia el 70 230
11 55 35 265
2 300 0 00

(00 P LM fm b RO

Média| 1929 185 2815
DPM 903 20p 205
EFPM 26,1 a3 5,9
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Quadro 3: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao LCE apds

passarem pelo modelo de TEPT e tratamento com midazolam nas doses de (0, 0,5, 1,0 ¢ 2,0

mg/Kg, i.p.).

SCHO SALINA
sujeito] TE EBA EBF TBA TBF TCe %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
11 3 E] 39 184 77 2500 7500 1298 B145 2556
i0 2 (5] 21 232 47 2000 soO0O YA FYR 1870
3 g 2 6 b5 138 1007 2500 7500 2172 44p7 3361
4 5 0 t] 1 251 49 0D0 10000 000 8375 16,24
L] i0 | f 32 2m BB 3000 7OOO 10RO GBBERE 22451
G i0 2 g 54 210 3% 2000 8OO0 189 6937 1193
7 g 1 7 19 232 49 1280 ©7E0 B35 7737 1B
5] 2 1 i a7 200 13 &000 =000 2902 GBESD 426
9 2 & 6 74 a6 140 000 5000 2453 28H7 4670
i 10 1 o 14 175 111 1000 Z000 474 5541 D634
11 o] 1] G i 0. 218 100 10000 100 2741 7255
Media | 836 191 655 37,07 18068 8242 2214 77,95 1239 6023 2747
DPM | 296 1,70 225 2944 5720 5793 1678 1691 978 1907 1931
EFM J O30 051 068 888 17,25 1747 506 510 285 575 582

SCHO 0,5 mg/kg

sufeito | TE EBA EBF THA TBF TCe %EBA “EBF %TBA %WTBF %GITC

1 g 1 B i 263 37 100 10000 100 &771 1228
P 20 3 17 22 177 101 1500 8500 747 &3R5 Z0R7
3 i7 10 7 120 121 58  &88E2 41458 4015 4033 194B
4 g 1 7 10 225 FS 1280 E7E0 331 F502 2157
5 17 3 14 50 186 54 1764 B236 1633 B153 2134
B iz 1 11 3 158 1n;ma 8533 WMEB7 108 B272 3623
7 ik 1 if i 24k 54 100 10000 100 8215 1735
o 16 3 13 47 200 53 1875 B125 1572 BER3I 17 R4
= i0 3 7 58 177 BS 3000 B000 1934 58337 21p6H
10 7 i & 44 208 47 28ET 7143 14p4 E95E 1580

11 20 B 135 115 45 BOOD 4000 4624 3825 1548
12 G g 155 BG g0 Y500 2500 51452 2157 A0
13 3 4 i2 41 140 118 2500 7500 1379 4AB76 3945
14 13 5 B 51 164 g5 3846 BS5E4 1BEY &450 YEpR2
15 id 10 d 173 42 go 7142 JE5EE S57pkd 1407 252E

Média | 1400 4,73 940 61,05 16790 f17 30,77 70,30 2044 5597 23,72

DPM | 421 411 419 5769 62,16 2433 2467 2492 1913 2072 81N

EPM | 109 106 108 1490 16,05 6728 637 644 494 535 2,09




SCHO 1,0 mg/kg

sujeito] TE EBA EBF TBA TBF TCe %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 7 o 7 1 236 Bd 100 1oopa 100 Y831 2118

2 37 N G 223 48 26 B378 1622 T442 1623 935

3 g 4 11 549 187 34 JBEE Y334 19p1 £249 270

4 16 a (&) 108 123 B9 s000 s000 3R03 4100 Y2595

5 ) 2 3 222 33 5 4000 BOOO €725 1031 133

6 21 10 11 39 188 53 47E1 5239 29B0 45273 1767

7 20 10 10 B3 599 134 5000 sS000 2253 32234 4458

8 15 7 8 66 176 69 4GB G334 2186 SB836 1977

9 i 2 g 20 132 98 2000 BOOO0 B79 6058 3262

10 14 (5] (5] 59 147 94 5714 4288 19pE 48537 35137
1" i3 8 6 ag 147 65 5714 4286 3279 4857 1833
12 3 1 2 i 37 226 3333 BEET 12105 1243 7541
Media | 1467 758 717 90,77 1285H6 80,74 4278 5731 3031 4285 2691
DPM | 896 8,18 282 7764 63,12 56599 21,01 21,20 2581 2104 18,86
EPM | 259 236 081 2241 1822 1634 607 612 745 607 545

SCHO 2,0 mg/kg

sujeitn] TE_EBA EBF __TBA TBF TCe %EBA %EBF %IBA %IBF %T1C
1 8 3 5 45 174 Bl 37A0 B2ZE0 1500 S806 2693

2 7 10 7 180 57 B3 5862 4118 50p0 2831 2108

3 10 2 (&) 24 220 & 2000 8000 B4 Y325 1830

q i9 G 13 71 156 73 MNAES B34 2371 5200 24728

=) i1 4 7 56 157 84 3636 B3E4 1948 5244 2508

(5] 17 12 bl 169 B9 B3 J0E8 2942 &R0 22580 2050

7 15 3 12 28 205 Bf 2000 8000 925 BE3Z2 2247

8 i2 6 6 87 153 B0 5000 5000 2904 5111 1934

E, 21 13 (=] 144 26 B0 B190 2510 4739 3199 2012
Media | 14,44 656 789 86,17 14633 6748 4297 5703 2872 4878 2249
DPM | 442 413 285 549 5242 976 18,30 18,30 1832 1747 3,26
EPM | 147 136 095 1832 1747 326 610 610 6,11 582 1,09
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CCHO SALINA

sujeito] TE _EBA EBF __TBA TBF __TCe %EBA %EBF %IBA %IBF_%1C
1 E 7 35 16 o0 3000 s000 11565 B190 26563
2 & 1 3 1 265 35 100 0000 100 @822 1177
3 5 1 4 2 258 40 2000 8000 071 8538 1329
4 19 6 13 38 129 136 3E7 6843 1155 4233 4542
5 4 1 4 1124 176 100 10000 100 4126 5673
6 8 3 5 23 199 78 3750 B2A0 758 6632 2608
7 12 3 9 57 194 50 2500 7500 1883 G4R1 1656
& 16 2 1427 210 B3 12E0 GBS0 898 6992 2108
9 14 4 10 33 105 156 2857 7243 1302 3497 5200
10 o3 7 30 208 B2 3000 7000 10PD8 E934 2058
1 10 1 9 9 150 142 1000 9000 232 4590 4717
12 m s 5 3 167 98 5000 5000 1174 5558 3268
13 23 9 41 113 141 2500 7500 1351 3959 4G5I
Meédia | 1046 2,77 7,85 25,67 17782 96,65 23,24 77,07 866 45927 32,21
DPM | 427 1,59 3,21 17,55 5140 47,90 14,16 1446 570 1713 1597
EPM | 119 044 089 487 1426 1328 393 401 158 475 443

CCHO 0,5 mg/kg

sujeito | TE __FBA _FBF __TBA TBF _TCe %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 7 6 11 a2 112 147 3529 6471 13p9 3718 4892
2 7 1 7 1 264 46 100 10000 100 8456 1543
3 15 2 i3 18 251 30 1333 BRET GO9 8382 1007
4 18 10 8 74 177 49 5555 4545 2456 5893 1633
5 12 3 9 73 180 48 2500 7500 2425 5958 1585
6 2 8 14 B3 133 104 36,36 BI64 2107 4434 3457
7 10 2 & 25 150 125 2000 8000 B30 50D3 4166
8 21 8 13 37 147 116 3809 6191 1235 4904 3859
9 14 4 0 3% 107 158 2857 7143 1176 38R0 5262
10 | 22 10 12 73 129 98 4545 5555 2432 4308 3258
1 29 i1 89 89 122 4500 5500 2972 2976 4050
12 7 5 12 34 142 124 2941 7050 1110 4740 4140
Média [ 16,25 567 1067 47,00 15593 97,06 3100 69,16 1566 5197 32,35
DPM | 483 328 2,27 2694 52,27 43,26 1521 1498 898 1742 14,42
EPM | 139 095 066 778 1509 1249 439 432 259 503 4,16
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CCHO 1,0 mg/kg

sujeito ] TE EBA EBF TBA TBF TCe %EBA %EBF %TBA %TBF %TC
1 10 (& 4 233 51 16 BOOOD 4000 77pB4 1624 541

9 1 9 i 196 102 100 10000 100 G534 3405

3 4 5 9 42 158 100 3571 B4LY 1390 SX71 3536
4 17 7 10 58 50 152 M7 5883 1936 2989 5073

5 B & & 17 104 79 8000 000 5836 3451 630

G 9 11 g 43 93 164 5789 4211 1449 2038 S4p62

7 15 8 7 52 138 B9 5333 4667 2078 4614 2307
& i7 10 7 127 109 B4 5882 M5 42pE 3628 2124
E i1 A o 73 120 37 4545 E5ES 435 B338 122
10 7 7 i 247 1 53 100p0 1po 8247 100 17 A2
1 i7 G 1 7d 146 80 3529 BaF1 2470 4872 656
12 2 1 2 i 23 227 100 wmood 100 YE1T 9Y39
13 14 4 10 51 133 17 2857 7143 1689 4425 3885
14 15 ]2 5 175 52 73 BbGh 3334 55530 1742 2476
Média | 1329 6,50 7,00 9534 10614 98,72 4535 5494 3189 3543 3290
DPM | 487 328 299 7¥725 5945 6538 2558 25,69 2563 1973 21,79
EPM | 0,35 023 021 552 425 467 183 183 183 141 156

CCHO 2,0 mg/kg

sujeito] TE___EBA__EBF___TBA _TBF___TCe %EBA GEBF %IBA %IBF % 1C
1 23 11 12 9& 105 100 4782 52,28 3171 2490 33,38
2 0 1 g 5 214 8 1000 9000 173 7119 2707
3 7 4 3210 76 16 5704 4286 E9R4 2434 520
4 411 3 208 33 53 7857 2143 B933 1300 17EG
5 19 14 5 160 80 59 73IBB 26,32 5348 2677 1973
3 19 14 & 160 BO 59 73E3 2632 5343 2678 1373
7 14 8 6 59 175 71 5704 428 1951 5332 2355
8 8 3 S 49 132 119 IS0 B2E0 1634 4400 3965
g 11 5 B 53 121 126 4545 5455 1750 4038 4133
Media | 13,89 7,89 6,00 111,05 11343 7597 53,44 46,57 3701 3781 25,32
DPM | 549 4,86 287 7534 54,22 3482 2155 21,55 2511 1807 1161
EPM | 183 162 096 2511 18,07 11,61 718 718 837 602 387




70

Quadro 4: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao teste CE
apos passarem pelo modelo de TEPT e tratamento com midazolam nas doses de (0, 0,5, 1,0 e

2,0 mg/Kg, i.p.).

SCHO SALINA
Sujeito] LF TE TC
1 20 187 143
2 5 105 135
3 2240 60
4 5 152 148
5 3 2586 44
B 230 70 230
7 20 1200 1720
g 2 130 120
9 22 278 22
10 2 1ed 136
11 5 2595 5
Media | 28,7 1888 110,3
OPM | 67,2 699 690
EPM | 203 211 208
SCHO 0,5 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
16 269 31
3 156 144
3 169 131
17 237 B3
4 166 134
13 181 112
3 141 1559
B2 41 259
5 180 120
2 266 a4
10 37 263
300 0 300
15 140 160
300 0 300
2 207 59
Média | 50,3 1459 1549
DPM | 1025 885 886
EPM | 256 221 2272

4 —a —w —u
MEWM @00~ m s k) —




SCHO 1,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 10 180 120

2 4 232 kA
3 2 120 180

4 4 203 97

E 2 205 2

B 25 275 25
7 2 180 120

= 2 240 B0
= B 170 130
10 3 2 89
1 180 105 195
12 5 295 5
Média]| 204 2083 918
DPM 50,7 62,7 62,7
EPM | 135 167 16,7
SCHO 2,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 7 238 B2
2 20 144 156

2 2 2E1 a9

4 2 22 79

5 1 293 1

b 5 206 4

7 80 14% 131

g 3 298 2
5 1 200 100
Média | 123 240,7 601
DPM | 245 606 607
EPM 6,1 15,2 15,2
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CCHO SALINA

Sujeito] LF TE TC

B3 <2 25
300 o 300
300 0 300
B0 <8 272
165 37 263
300 0 300
200 0 200
120 33 267
&80 61 239
24 20 280
200 16 286
300 o 300
100 b b4

— s
Wiy = @00 =00 &b —

Media | 178,5 20,2 2808
DPM | 1090 191 191
EPM 30,2 53 53

CCHO 0,5 mg/kg

Sujeito] LF TE TC

1 a 21 279

2 300 1] 300

3 190 12 205

4 9 4 205

] 300 1 300

B 3 45 2595

7 3 11 289

a 30 17 283

4 120 i 2hd
10 15 5 205
11 300 1 300
12 300 I 300
Méedia | 1315 132 2876
DPM |136,3 15,1 14,9

EPM 39,3 43 4.3




CCHO 1,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC

300 0 300
300 0 300
44 i 262
200 o 200

7 4 2596
200 3 264
B0 a7 263
20 54 246
SO0 0 SO0
10 13 282
200 21 279
S00 0 SO0
200 U 200
44 35 261

—u % % o
P =@ =0 mE W) =

Media | 1704 185 2824
DPM | 1306 195 196
EPM 4.9 52 5.2

CCHO 2,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC

1 S00 0 S00
10 21 203
300 o 300
300 o 300
200 u 200
121 31 263
220 32 263
100 2 2493
5 =00 1] =00

Lo et I Y =S T )

Media | 2168 179 2831
DPM | 1119 30,3 303
EPM 373 101 101
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Quadro 5: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao CE, apos

passarem pelo modelo de TEPT sem LCE e tratamento com midazolam nas doses de (0, 0,5,

1,0 e 2,0 mg/Kg, i.p.).

SCHO SALINA

Sujeito] LF TE TC

1 10 214 86

2 20 230 70

3 13 177 123

4 5 233 57

5 7 263 32

B =) 210 a0
Media| 10,2 2220 ign
DPM 56 301 30,1
EPM 23 12,3 123

SCHO 0,5 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 10 185 145

2 26 192 108

3 12 235 B5

4 23 217 aa

5 5 G0 240

B 12 200 a0
Media| 14,7 1765 1235
DPM i 63,1 63,1
EPM 33 A7 257




SCHO 1,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 25 195 105
2 51 07 93
3 28 210 50
4 12 2049 31
5 12 217 a3
B 15 205 95
Média| 23,8 2172 8945
DPM | 149 264 16
EPM | 61 10,8 47

SCHO 2,0 mg/kg
Sujeito] LF TE TC
1 12 11 189
2 10 257 43
3 130 140 150
4 3 279 2
5 100 126 174
B 5 255 45
Média| 43.3 196.3 1037
DPM 56,4 53 53
EPM | 230 307 30,7




CCHO SALINA

Sujeito] LF TE TC
1 300 ] 300

2 300 0 300

3 235 g 292

4 300 0 =00

5 260 5 295

B 250 11 269
Média| 2742 4.5 2960
DPM | 294 43 48
EPM | 12,0 1,7 1,9

CCHO 0,5 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 23 05 202

2 140 273 277

3 300 0 300

4 300 0 300

5 BE 15 285

B 10 93 207
Media| 1397 39,2 2618
DPM | 1322 453 453
EPM | 540 185 185




CCHO 1,0 mg/kg

CCHO 2,0 mg/kg

Sujeito LF TE TC
1 300 0 300

2 300 0 300

3 240 4 296

4 200 37 263

5 300 0 300

B 16 36 214
Meédia| 226,0 222 2788
DPM | 1108 349 349
EPM 45,2 143 143

Sujeito] LF TE TC
1 300 0 300

2 300 (0 300

3 300 0 300

4 5 a3 257

5 a0 31 269

B 500 0 =00
Média| 1970 2854 1556
DPM | 1435 205 205

EPM 58.6 8.4 B.4

77



78

Quadro 6: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao CE, apos
passarem pelo modelo de TEPT e tratamento com imipramina nas doses de (0, 5,0, 10,0 e

20,0 mg/Kg, i.p.).

SCHO SALINA
Sujeito] LF TE TC
1 4 210 G0
2 4 180 120
| 4 170 130
4 11 100 200
5 2 230 70
(5] 3 34 265
7 &0 191 109
g 300 0 300
b= 3 190 110
10 a0 104 196
11 B 200 100
12 25 170 1350
Media | 42,7 148,33 1517
DPM | 857 725 725
EFPM 24,7 209 208
SCHO 5,0 mg/kg
Sujeito] LF TE TC
1 &0 B0 240
2 3 240 B0
3 17 a0 210
4 5 185 15
5 29 35 165
(5] 2 245 54
7 15 180 120
8 10 124 176
b= 4 181 19
10 29 120 180
11 10 180 120
12 5 B0 240
Media | 158 150,17 1499
DPM | 168 625 625
EPM 48 180 180




SCHO 10,0 mg/kg

SCHO 20,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 2 120 130

2 30 b5 235

3 10 25 275

4 ] 196 104
5 4 170 130
B B 145 155
7 3 180 120
o 33 185 15
9 3 50 210
10 2 155 145
11 16 150 150
12 b 150 120
Média | 104 1384 1616
DPM 11.8 534 834
EPM 34 15,4 154
Sujeito] LF TE TC
1 12 106 194

2 25 275 25

3 =] = 204

g = 120 180

5 3B a7 213

B 13 240 Tl

7 300 a 300

e 38 240 O

o g 185 115
10 a] 170 130
11 &0 kO 140
17 20 156 144
Media | 46,8 1446 1471
DPM 824 81,7 773
EFM 23,8 236 223

79



CCHO SALINA

CCHO 5,0 mg/kg

Sujeito| LF TE TC
1 300 a 300

2 35 126 174

3 120 iR 284

4 300 O 300

5 210 3 297

B =00 0 300

7 100 17 283

g 140 48 152

g 200 0 300
10 a0 0 300
11 120 101 199
12 270 17 253
Média | 2079 275 26572
DPM 990 42 8 553
EPM | 2856 12 4 16,0
Sujeito| LF TE TC
1 110 11 239

2 80 101 199

3 300 0 300

4 120 5] 294

5 300 0 300

B =00 0 300

7 190 21 2749

g B0 141 159

g 200 0 300
10 150 11 288
11 23 4 296
12 100 115 252
Média | 1653 351 2743
DPM | 1127 525 454
EPM | 325 15.1 13,1
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CCHO 10,0 mg/kg

Sujeito| LF TE TC

1 300 0 300
< 200 0 300
3 135 26 274
4 20 121 iva
5 50 = 218
= 300 O 300
7 300 0 300
5 300 o 300
= 300 0 300
10 300 0 300
11 300 0 300
12 120 15 254

Media | 2304 210 2800
DPM | 1062 391 394
EPM a7 113 11.3

CCHO 20,0 mg/kg

Sujeito| LF TE TC
1 300 O 300

2 300 o 300

3 200 0 300

4 135 3 297

5 120 2 298

= 12 58 242

7 25 53 247

g 300 ] 300

g 300 0 300
10 3 33 267
11 230 21 2749
|2 1400 39 251
Média | 1804 183 2827
DPM | 1226 225 225
EPM 3BA 6,5 6,5
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Quadro 7: Registro das medidas convencionais em camundongos submetidos ao CE, apos

passarem pelo modelo de TEPT e tratamento com sertralina nas doses de (0, 5,0 ¢ 10,0

mg/Kg, i.p.).
SCHO SALINA
Sujeito| LF TE TC
i 16 150 120
2 20 193 102
3 4 180 120
4 q 254 45
5 7 216 84
B 10 204 G
7 16 k= i13
8 24 180 120
9 300 0 300
10 25 2100 i00
11 15 220 &0
12 6 2400 &0
Media| 373 1883 1118
DPM | 830 639 639
EPM | 240 184 184
SCHO 5,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 24 236 bd

2 46 193 107
3 20 B4 35
4 4 200 100
5 3 150 150
&) 2 208 54
7 1Mo 150 150
8 1t 240 50
= 13 154 131
10 300 a 300
11 4 286 14
12 172 230 70

Média| 458 1947 1045
DPM | 856 751 748
EPM | 247 217 2156




SCHO 10,0 mg/kg

CCHO SALINA

Sujeito LF TE TC
1 11 203 =r
2 g 230 70
3 20 227 73
4 o] 225 75
5 12 218 82
5 4 20 230
7 13 1580 120
g 9 203 97
9 34 260 40
10 150 1449 151
11 10 240 60
12 5 293 7

Media] 2356 2041 43 3
DPM 40 6 68 5 oA
EPM | 117 198 202

Sujeito] LF TE TC
1 300 ] 300
2 10 1200 180
3 B0 1200 180
4 3 £0 280
5 300 0 300
6 300 0 300
7 70 100 200
a3 a& 74 226
9 28 35 2B5
10 30 G0 240
11 210 5 295
12 4 28 272

Média 1166 493 2507
DFM 1238 459 45,9
EPM | 357 133 133
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CCHO 5,0 mg/kg

CCHO 10,0 mg/kg

Sujeito] LF TE TC
1 2 5 282

2 S0 23 e

3 35 o 209

4 53 240 E0
5 40 41 259
b 3 a3 262

7 4f &5 235

3 3 180 120
9 50 40 270
10 12 30 270
" 29 11 268
12 36 45 257
Media| 334 683 2317
DPM | 260 707 707
EPM 7h 204 204
Sujeito| LF TE TC
i 200 0 300

2 E 30 270
3 120 43 267

4 30 140 160

5 72 &5 234
B 15 10 290

7 35 72 228

g 300 0 =00
9 125 37 263
10 17 40 260
11 4 31 2B9
12 300 0 200
Media | 1208 38,2 2618
DPM | 1142 399 399
EPM | 330 115 115
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