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RESUMO

O transtorno do estresse pos-traumadtico (Post-Traumatic Stress Disorder -
PTSD) ¢ uma doenga neuropsiquidtrica relacionada a exposi¢do a um acontecimento
traumatico. O PTSD ¢ caracterizado clinicamente por uma série de sintomas debilitantes
incluindo a revivéncia frequente do evento traumatico, fuga de estimulos associados ao
trauma, hipervigilancia, mudancas de cognicdo e humor entre outros. Nem todos os
individuos expostos a graves experiéncias traumaticas desenvolvem PTSD, esta
psicopatologia afeta uma subpopulacao de individuos vulneraveis cuja exposicao a uma
experiéncia estressante excede sua capacidade de adaptacdo. Neste sentido, foi
argumentado que o PTSD pode, pelo menos em parte, ser um distirbio relacionado ao
medo. Assim, as regides encefalicas mais amplamente estudadas nesta psicopatologia
sdo o cortex pré-frontal, o hipocampo e a amigdala, pois sdo regides relacionadas com
os processos de armazenamento e consolida¢do de novas memorias incluindo memorias
emocionais, tais como de medo e raiva. Devido a complexa apresentacao clinica do
PTSD e a sua sintomatologia muito variavel esta ainda ¢ uma doenga classificada como
de dificil tratamento. A cetamina ¢ um farmaco antagonista de receptores NMDA que
tem demonstrado promissores efeitos no tratamento da depressdo, entretanto, por ser
uma droga que produz efeitos dissociativos e psicoOticos, existe a preocupagdo de que
esta droga possa estar relacionada com o aumento dos sintomas do PTSD. Um dos
modelos animais mais amplamente utilizados para mimetizar as alteragdes
comportamentais e neuroquimicas do PTSD ¢ o choque inescapavel Unico. Na primeira
parte do trabalho observamos importantes alteragdes comportamentais e histologicas
provocadas pela exposi¢ao ao choque nas patas. Os animais com PTSD apresentaram

um maior comportamento de “freezing” quando reexpostos ao mesmo contexto



aversivo, bem como maior produgdo de bolos fecais. Além disso, importantes alteracdes
foram observadas nos astrocitos da regido CAl do hipocampo destes animais como:
diminui¢do na densidade, arborizagdo e quantidade de processos primdrios. Ademais, a
polaridade astrocitaria também foi alterada em rela¢do aos animais controle. Na segunda
parte do trabalho analisamos os efeitos da cetamina sobre este modelo animal. Como
nem todos os animais apresentam a mesma resposta durante a reexposi¢ao ao contexto
aversivo, ou seja, os animais apresentam diferencgas individuais na sua susceptibilidade
ao estresse traumatico, nos decidimos separar os animais com PTSD em dois grupos:
aqueles que apresentaram uma resposta comportamental exagerada (Extreme Behavioral
Response - EBR) e aqueles que apresentaram uma resposta comportamental minima
(Minimal Bahavioral Response - MBR). Além disso, o metabolismo da glicose e os
niveis de BDNF no cortex frontal, hipocampo e amigdala foram analisados oito e nove
dias ap6s a inducdo do PTSD, respectivamente. Os niveis de BDNF foram analisamos
através ensaios bioquimicos e o metabolismo da glicose foi analisado por meio do '*F-
FDG-microPET que avalia o consumo da glicose nos tecidos. Observamos que os
animais com PTSD classificados como EBR apresentaram um aumento no
comportamento de freezing e que o tratamento com cetamina piorou a resposta
comportamental, ou seja, a cetamina agravou os sintomas do PTSD. Entretanto,
nenhuma alteracdo foi observada nos niveis de BDNF e no metabolismo da glicose.
Estes resultados demonstram que o choque nas patas, como modelos de PTSD em
animais, induz importantes alteracdes comportamentais e astrocitarias. Observamos
também que a cetamina piora os sintomas do PTSD e que, tal qual observado em
humanos, nem todos os individuos expostos a um estresse traumatico desenvolvem os
sintomas. Contudo, este modelo experimental de PTSD parece nao estar relacionado

com alteragdes de longo-prazo nos niveis de BDNF e metabolismo da glicose.



ABSTRACT

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a neuropsychiatric condition related to
exposure to a traumatic event. It is clinically characterized by several debilitating
symptoms including frequent re-experiencing of the traumatic event, avoidance
bahavior, hypervigilance, and cognitive and mood changes among others. Not all
individuals exposed to severe traumatic experiences develop PTSD. This
psychopathology affects a vulnerable subpopulation of individuals confronted with a
stressful experience that exceeds their capacity to cope. In this sense, it has been argued
that PTSD can be considered a fear-related disorder. Thus, the brain regions most
widely studied in this psychopathology are the prefrontal cortex, the hippocampus and
the amygdala, because they are related to the storage and consolidation of new
memories including emotional memories, such as fear and anger. Due to the complex
clinical presentation of PTSD and its very variable symptoms, it is considered a
condition to treat. Ketamine is an NMDA receptor antagonist that has shown promising
effects in the treatment of depression. However, because it produces dissociative and
psychotic effects, there is a concern this drug might be related with increased PTSD
symptoms. One of the most widely used animal models to mimic the behavioral and
neurochemical changes of PTSD is the inescapable footshock. In the first part of this
study, we observed significant behavioral and histological changes caused by exposure
to footshock. Animals with PTSD exhibited longer freezing bouts when re-exposed to
the same aversive context, as well as increased pellet production. In addition, important
changes were observed in astrocytes from the hippocampal CAl region of these
animals, such as decreased astrocytic density, ramification and fewer primary processes.

Furthermore, the polarity of the astrocytes was also changed when compared to control



animals. In the second part of this study, we analyzed the effects of ketamine on this
animal model. Since not all animals have the same response during the re-exposure to
aversive environment, that is, the animals have individual differences in their
susceptibility to traumatic stress, we decided to separate the animals with PTSD into
two groups: those with an extreme behavioral response (EBR) and those with a minimal
behavioral response (MBR). Furthermore, the glucose metabolism and the BDNF levels
in the frontal cortex, hippocampus and amygdala were analyzed 8§ and 9 days after
PTSD induction, respectively. BDNF levels were analyzed through biochemical assays
and glucose metabolism was analyzed by '®F-FDG-microPET, which measures the
glucose uptake in tissues, in other words, the metabolic demand. We observed that
animals with PTSD classified as EBR showed an increase in freezing behavior and the
treatment with ketamine worsened that behavioral response, that is, the ketamine
worsened the PTSD symptoms. However, no changes were observed in BDNF levels or
glucose metabolism. These results demonstrate that footshock as an animal model of
PTSD induced significant behavioral and astrocytic alterations. We also observed that
ketamine worsened the PTSD symptoms and that, as is the case with humans, not all
individuals that are exposed to a traumatic stress develop PTSD. However, this animal
model does not seem to be related to long-term changes in BDNF levels or glucose

metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Estresse

O estresse ¢ um estado de ameaca a homeostase que produz diferentes
alteracodes fisioldgicas e comportamentais, dependendo do tipo, gravidade e duragdo
deste (Ravindran et al., 2005). A exposicao a condigdes estressoras resulta em uma série
de respostas adaptativas, no intuito de que organismo possa lidar com a ameagca,
aumentando assim a probabilidade de sobrevivéncia (Carrasco ¢ Van de Kar 2003;
Grosman et al., 2011).

O estresse comeca com um estimulo de origem interna ou externa ao
organismo que ativa o eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HPA) e o sistema nervoso
simpatico (SNS). A estimulagdo destes sistemas de emergéncia ¢ a principal resposta do
organismo ao estresse ¢ tem como objetivo principal restabelecer a homeostase (Reber
2012).

A ativagdo do eixo HPA resulta na libera¢do de glicocorticoides — cortisol em
humanos e corticosterona em roedores — pelo cortex da suprarrenal, por sua vez a
estimulacdo do SNS resulta na liberagdo de adrenalina pela por¢do medular da
suprarrenal para o sistema circulatério (Reber 2012). As mudangas fisiologicas
associadas a ativa¢do do SNS em resposta ao estresse sdo: mobilizagdo de energia para
manter as fungdes cerebrais e musculares, aten¢do agucada e focada da ameaga
percebida, aumento das taxas de perfusdo e da utiliza¢do da glicose encefélica, aumento
da fung¢do cardiovascular e da respiragdo, redistribuicdo do fluxo sanguineo, diminui¢do
do apetite, entre outros (Carrasco e Van de Kar 2003).

Embora a resposta ao estresse seja essencial e adaptativa as mudangas no meio

ambiente, quando esta resposta ¢ exagerada ou sustentada, pode causar
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comprometimento neural, que é observado apds a exposicdo ao estresse prolongado
(MclIntosh e Sapolsky 1996). Portanto, ¢ essencial limitar a duracdo de tempo durante a
qual os tecidos corporais sdo expostos aos glicocorticoides, a fim de minimizar os
efeitos catabolicos, antirreprodutivos, imunossupressores € neurodegenerativos do
cortisol/corticosterona que podem causar danos fisiologicos além de aumentar a
suscetibilidade para o desenvolvimento de doencas neuropsiquiatricas (Musazzi et al.,

2010; Tsigos e Chrousos 2002) (Figura 1).

Level of stress
Mild  Moderate

Neuro-

chemicals, (e.g. LTP, LTD),
Motivation, Neural activity
Arousal,

Alertness

Transient A » Permanent A

Figura 1. Efeitos bioldgicos do estresse sobre o SNC. Com o aumento da gravidade do
estresse, alteracdes nos neurotransmissores, na plasticidade sinaptica, na citoarquitetura
das células e na atividade neural ocorrem em diferentes regides do SNC envolvidas na
resposta ao estresse e que podem influenciar fungdes cognitivas como aprendizagem e
memoria. + e — representam um aumento e diminuicdo nas fungdes neurais,
respectivamente (Retirado de Kim et al., 2015).

1.2. A memoria do medo
O medo ¢ um mecanismo adaptativo que visa a sobrevivéncia do individuo
quando este ¢ confrontado com circunstancias que ameacam a vida. Na verdade, as
memorias de medo sdo formadas durante situacdes perigosas para facilitar reagdes

defensivas apropriadas, no intuito de reduzir o perigo ou lesdo (Steimer 2002).
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Enquanto as memorias do medo possuem um proposito adaptativo auxiliando a
sobrevivéncia, elas também podem revelar-se patologicas quando inadequadamente
evocadas em condigdes seguras. E esse tipo de condigio que pode, em alguns
individuos, levar ao surgimento de patologias psiquidtricas como o transtorno do
estresse pos-traumatico (PTSD) (Grupe e Nitschke 2013; Giustino e Maren 2015).

Em modelos animais, a memoria do medo tem sido estudada, principalmente,
através do condicionamento Pavloviano e/ou do condicionamento instrumental
inibitorio. No condicionamento Pavloviano, um estimulo aversivo (geralmente um
choque nas patas), associado ou ndo a outro estimulo (geralmente acustico), adquire a
capacidade de provocar um medo condicionado ao contexto. Se o estimulo acustico nao
for utilizado, os animais aprendem a vincular o proprio contexto com os choques nas
patas, ou seja, quando os animais forem novamente expostos a0 mesmo contexto
aversivo, eles irdo apresentar o comportamento padrao do medo, chamado de
“freezing”, isto €, uma imobilidade generalizada (com excec¢ao dos musculos usados na
respiragdo) causada por uma resposta generalizada da musculatura esquelética dos
animais. Enquanto isso, o condicionamento instrumental inibitério ¢ geralmente
realizado através do teste de esquiva inibitoria no qual os animais aprendem a
permanecer no compartimento seguro (plataforma de madeira) e a ndo descer para o
compartimento no qual, anteriormente, eles receberam um choque nas patas (Izquierdo
et al., 2016; Lopresto et al., 2016).

Além de prejuizos na extingdo do medo condicionado (Jovanovic e Ressler
2010; Wessa e Flor 2007) e hiper-condicionabilidade (ou seja, medo condicionado
anormalmente forte) (Orr et al., 2000), estudos recentes tém demonstrado que a
generalizagdo do medo condicionado ¢ um dos principais sintomas dos disturbios de

ansiedade e, em particular, do PTSD (Lissek et al., 2005). Generalizagdo ¢ definida
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como a transferéncia do medo experimentado durante um evento traumatico para outas
situacdes (American Psychiatric Association 2013). Enquanto individuos saudaveis sdao
capazes de discernir novas situagdes indcuas de eventos aversivos anteriores e,
consequentemente, responder de forma apropriada, os individuos com PTSD exibem
elevada reatividade, mesmo na presenca de sinais que transmitem seguranca (Lissek et

al., 2005).

1.3. O transtorno do estresse pos-traumatico (PTSD -“Post-Traumatic
Stress Disorder”)

Os transtornos de ansiedade sdo um problema comum em todo o mundo, € um
deles ¢ o transtorno do estresse pos-traumatico (Borghans e Homberg 2015). O PTSD ¢
listado no Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders - DSM-5) como, um trauma relacionado a
exposicdo a um acontecimento traumatico. A caracteristica definidora de uma
experiéncia traumatica ¢ a sua capacidade de provocar impoténcia, medo ou horror.
Geralmente isso ocorre em resposta a um evento de ameaca de morte, lesdo grave ou
perda de integridade fisica (Diehl et al., 2007; Liberzon et al., 2005). Nao somente a
exposicdo direta ao trauma leva ao desenvolvimento do PTSD, mas testemunhar uma
lesdo violenta ou morte ndo natural também pode constituir uma experiéncia
traumatogénica (Liberzon et al., 2005).

Por ser uma patologia associada ao circuito do medo (Shin e Handwerger 2009;
Shvil et al., 2013), € possivel que os pacientes com PTSD apresentem uma persistente
resposta condicionada ao medo e/ou resisténcia a extingdo da memoria (Pitman 1988).

O DSM-5 define ainda os critérios que devem embasar o diagndstico de PTSD:

1- Exposi¢do a um evento traumatico; 2- Revivéncia frequente do evento traumatico
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através de ‘‘flashbacks”, pesadelos ou situagdes associadas ao trauma; 3- Fuga
persistente de estimulos associados ao trauma; 4- Mudangas negativas na cognicao e
humor, bem como outros efeitos indiretos, tais como aumento da irritabilidade, insonia,
diminui¢do da capacidade de concentragdo e da interacdo social; 5- Resposta exagerada
ao susto e hipervigilancia; 6- Os sintomas apresentados devem ser persistentes ao longo
do tempo; 7- Os sintomas devem afetar substancialmente o funcionamento do
individuo; 8- Outros fatores que podem causar tais sintomas devem ser excluidos.

Os dados sobre a prevaléncia dessa psicopatologia variam de 3 a 8% na
populagdo em geral, este numero pode dobrar em populagdes afetadas por conflitos,
pode chegar a 30% em veteranos de guerra e a 50% em sobreviventes de abuso sexual
(Kessler et al., 2005; Bisson et al., 2015; Breslau et al., 1998; Yehuda 2002). Assim, o
PTSD ¢ a quarta desordem psiquiatrica mais comum no mundo € causa uma
incapacidade substancial nas esferas sociais, ocupacionais ¢ interpessoais (Breslau et al.,
1998; Yehuda 2002).

Nem todos os individuos expostos a graves experiéncias traumaticas
desenvolvem PTSD, esta psicopatologia afeta uma subpopulagdo de individuos
vulneraveis cuja exposicdo a uma experiéncia estressante excede sua capacidade de
adaptacdo. Assim como os humanos, animais também apresentam diferencas
individuais na sua susceptibilidade ao estresse traumatico. Alguns animais apresentam
reagdes de curta duragdo que ndo levam ao estresse prolongado e alguns, apesar de
terem sido submetidos a0 mesmo protocolo estressor, exibem respostas exageradas ao
estresse (Cohen et al., 2014). Mesmo em linhagens laboratoriais isogénicas, animais
geneticamente idénticos podem ser consideravelmente mais ou menos susceptiveis a

manipulagdes experimentais idénticas (Krishnan et al., 2007). A neurobiologia
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individual bem como experiéncias passadas estdo entre os fatores que contribuem para o

desenvolvimento da doenga. (Diehl et al., 2007) (Figura 2).

v v

GENOME =3  DEVELOPMENT < ENVIRONMENT

|

TRAUMA «— SOCIAL SUPPORT
ONGOING STRESS > Phenotype COPING

|

PSYCHOPATHOLOGY PHYSIOPATHOLOGY
(DEPRESSION, ANXIETY, 4% VULNERABILITY é) (IMMUNE, METABOLIC,
PTSD, SUBSTANCE ABLSE) i CARDIOVASCULAR]

LONG-TERM
(MAL-) ADAPTATION

Figura 2. Modelo proposto da interagdo entre a predisposi¢do genética e o ambiente
(experiéncias passadas) levando a um fenétipo vulnerdvel. A exposi¢do subsequente ao
estresse ou trauma pode induzir a exacerbagcdo da resposta comportamental e
consequentemente ao desenvolvimento de patologias associadas ao estresse como o
PTSD. O apoio social ou o estilo de enfrentamento (positivo ou negativo) adotado pelo

individuo também determinam a vulnerabilidade individual (Retirado de Heim e
Nemeroff, 2001).

O PTSD também manifesta uma elevada comorbidade com outros transtornos
psiquiatricos. O estudo realizado por Kessler et al. (1995) identificou que cerca de 80%
dos pacientes com PTSD do sexo masculino ¢ 70% dos do sexo feminino foram
diagnosticados com, pelo menos, uma outra condi¢do psiquidtrica. Assim, um
percentual significativo de pacientes com PTSD sofrem de transtornos de humor,
transtornos de ansiedade, depressdo, estresse, bem como abuso de substincias e/ou
dependéncias (Liberzon et al., 2005). A fim de compreender a neurobiologia do PTSD,
modelos animais desta doenga sdo utilizados, no intuito de estudar os diferentes

aspectos desta psicopatologia.
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1.3.1. Relacio entre as alteracées comportamentais em humanos e em modelos
animais com PTSD

Os modelos animais de PTSD tém se concentrado na sua capacidade de
reproduzir os sintomas bioldgicos e comportamentais observados em humanos. Dentre
os sintomas psicologicos de roedores estdo: 1- A resposta exagerada ao susto,
provocado por um estimulo sonoro que pode representar o sintoma de hipervigilancia;
2- A resposta intensificada de medo condicionado (por exemplo, quando o animal ¢
exposto a um lembrete situacional), pode representar sintomas de revivéncia do evento
traumatico; 3- A diminui¢do da exploracdo em campo aberto representa sintomas de
neofobia e fuga a situagdo relacionada a memoria aversiva; 4- A diminui¢ao na resposta
por recompensas, ou uma resposta diferencial para analgesia e anestesia, pode indicar
um entorpecimento emocional. Dentre esses sintomas, o susto € medo condicionado
sdo, provavelmente, as analogias mais diretas e, portanto, mais extensivamente

estudadas nos modelos animais de PTSD (Liberzon et al., 2005).

1.4.  Regioes encefalicas envolvidas na psicopatologia do PTSD

As alteragdes neuroanatomicas associadas a exposicao ao estresse traumatico
foram demonstradas em regides como o cingulo anterior, insula, locus coeruleus e area
tegmental ventral. Contudo, a maioria dos estudos sobre as anormalidades bioquimicas,
neuroanatomicas e estruturais observadas em pacientes e modelos animais de PTSD esta
focada no hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal (PFC) (Burbiel 2015; Wilson et al.,
2014; Moore et al., 2001; Corral-Frias et al., 2013; Bingham et al., 2013; Rauch et al.,
1996; Shin et al., 1999).

O hipocampo ¢ uma das mais importantes regioes envolvidas no PTSD, uma

vez que esta relacionada com os processos de armazenamento e consolidagao de novas
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memorias e também por seu feedback inibitorio sobre o eixo HPA. O hipocampo parece
interagir com a amigdala durante a codificagdo das memorias emocionais, tais como de
medo e raiva. Enquanto o cortex pré-frontal desempenha um papel de controle sobre as
estruturas subcorticais para regular as respostas comportamentais adequadas (Giustino e

Maren 2015) (Figura 3).

H-PFC pathway

HippCA1
& Subiculum

Figura 3. (A) Desenho esquematico de um cérebro humano na vista sagital mostrando o
hipocampo (amarelo), a amigdala (roxo) e o PFC (azul) que s@o as trés principais
regides envolvidas na psicopatologia do PTSD. (B) Esquema mostrando as
conectividades gerais entre estas regides (Retirado de Godsil et al., 2013).

1.4.1. Hipocampo e PTSD
Estudos recentes demonstram que o hipocampo desempenha um papel critico
nos distirbios psiquidtricos relacionados ao estresse. Esta estrutura medial-temporal
apresenta uma grande concentracdo de receptores para glicocorticoides que sdo
responsaveis pela modulacdo da liberacdo desses hormonios através dos efeitos
inibidores sobre o eixo HPA (McEwen 2008; Sapolsky et al., 2000; Sapolsky 2003).
Além disso, o hipocampo ¢ uma das regides responsaveis pela formacao, consolidagado e

processamento de memorias emocionais (Leuner e Gould 2010). Portanto, essa regido
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constitui peca fundamental de integragdo cognitiva, neuro-hormonal e neuroquimica em
resposta ao estresse (Bremner 1999).

Em dois modelos diferentes de PTSD (estresse social e choque nas patas)
foram observadas diminui¢des no numero de células Bromodesoxiuridina (BrdU)
positivas no giro denteado (Gould et al., 1998) e na zona subgranular (Kikuchi et al.,
2008) do hipocampo de ratos. O nimero reduzido de células BrdU positivas pode ser
reflexo tanto da diminui¢dao na proliferagdo como na sobrevivéncia de células recém-
geradas. Além disso, o nimero de células BrdU positivas se correlaciona negativamente
com os sintomas de hipervigilancia/hiperexcitagdo nos animais com PTSD (Kikuchi et
al., 2008), indicando que a diminuicdo destas células pode ser relevante para os
sintomas comportamentais observados nesta doenca.

Alteragdes morfologicas também foram observadas nas células do hipocampo.
Em outro modelo animal de PTSD (exposi¢ao a um predador) foi observado que, oito
dias apo6s a indugdo, os animais apresentaram diminui¢des na complexidade dendritica,
no comprimento dos dendritos, no numero de ramifica¢des e na densidade de espinhos
dendriticos nos neurdnios de CA1l, CA3 e giro denteado do hipocampo (Cohen et al.,
2014). Do mesmo modo o estresse cronico de contencdo (21 dias) causa uma
diminui¢do na densidade e no comprimento dos dendritos na regido CA3 do hipocampo
(Watanabe et al., 1992), além de induzir alteragdes na estrutura do terminal sinaptico na
mesma regido (Magarifios et al., 1997). Estes dados estdo de acordo com dados a
respeito da intensa exposi¢cdo do hipocampo aos glicocorticoides. Sabe-se que o estresse
aumenta os niveis de glicocorticoides no sistema circulatorio (Kao et al., 2015; Reber
2012). Neste sentido, alguns estudos que avaliaram os efeitos da administracdo cronica
de niveis elevados de corticosterona em ratos adultos demonstraram uma diminui¢ao da

ramificacdo e do comprimento dos dendritos (Woolley et al., 1990) e uma diminui¢ao
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no nimero absoluto de neuronios da regido CA3 (Sapolsky et al., 1985). Portanto, esses
dados indicam que a intensa exposi¢do das células aos glicocorticoides pode afetar
negativamente a estrutura do hipocampo.

Alteracoes a nivel molecular também foram observadas nos neurdnios do
hipocampo de animais com PTSD. Em um estudo que utilizou microscopia eletronica
de transmissdo, foram observadas as seguintes alteragcdes: encolhimento celular,
condensacdo da cromatina, nucleo irregular e entalhes na membrana nuclear (Li et al.,
2010a). Outro estudo que utilizou a mesma técnica detectou um aumento na
fragmentacdo do DNA nos neurdonios do hipocampo de animais com PTSD (Li et al.,
2010b). Todas essas anormalidades na estrutura neuronal sdo condizentes com a
morfologia apoptodtica, indicando um aumento nas taxas de apoptose nos neurdnios do
hipocampo desses animais. Importante salientar que, em ambos os estudos, o nimero de
células apoptoticas atingiu o nivel maximo sete dias ap6s a indugdo do PTSD e entdo
diminuiram gradualmente até o dia 28. Além disso, altera¢cdes na estrutura do terminal
sinaptico também foram observadas em camundongos com PTSD. Herrmmann e
colaboradores (2012) relataram uma diminuicdo nas proteinas pré-sinapticas sinapsina e
sinaptofisina além de uma diminui¢do no neurofilamento H que ¢ um indicador de
plasticidade axonal.

Em humanos, a atrofia hipocampal é uma das alteracdes morfoldgicas mais
comumente observadas em pacientes com PTSD (Kitayama et al., 2005; Lindauer et al.,
2006; Bremner et al., 2008; Bremner et al., 1995; Shin et al., 2004a). Ademais, alguns
estudos demonstram que as redugdes no volume hipocampal estdo correlacionadas com
a gravidade da doenca e o grau de déficit cognitivo observado nesses pacientes
(Bremner 1999; Bremner 2002). Alteragdes nos processos de formagao e evocagao de

memorias também constituem um aspecto importante do quadro clinico de pacientes
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portadores de psicopatologias relacionadas ao estresse, uma vez que estes individuos
muitas vezes apresentam déficits importantes de memorias declarativas (de fatos e
eventos), e fragmentagdo de memorias, tanto autobiograficas como relacionadas ao

trauma (Brewin et al., 1996).

1.4.2. Amigdala e PTSD

Estudos, tanto em humanos como em modelos animais, tém demonstrado que a
amigdala, uma das regides-chave do sistema limbico, possui um papel importante na
memoria emocional (Han et al., 2014; Harding et al., 2002). A amigdala modula a
consolidagdo da memoria com o armazenamento de informagdes emocionalmente
relevantes tendo, portanto, um papel critico na formac¢ao da memoria aversiva de longo
prazo. Varias evidéncias indicam que a amigdala esta criticamente envolvida no circuito
neural do estresse ¢ desempenha um papel crucial na codificagdo e recuperagao das
memorias de medo condicionado, bem como na modula¢do dos comportamentos de
ansiedade (Shekhar et al., 2005; Ebner et al., 2004; Carter et al., 2004; Davis 2006;
Roozendaal e McGaugh 1996).

O complexo amigdaloide é comporto de trés subgrupos distintos: o nticleo
central, o ntcleo basolateral e o nicleo medial (Harding et al., 2002). Dados sobre as
alteracdes observadas na amigdala variam dependendo do nucleo analisado e do
protocolo estressor empregado. Por exemplo, o estresse cronico por imobilizagdo (um
modelo animal de PTSD) causa um aumento na arborizacdo dendritica € uma maior
densidade de espinhos dendriticos na amigdala basolateral (Cohen et al., 2014; Cui et
al., 2008; Lucassen et al., 2014; Vyas et al., 2002; Mitra et al., 2005), além disso, essas
alteragcdes nao sao revertidas apds um periodo de recuperagdo (Lucassen et al., 2014).

Em contraste, um protocolo de estresse agudo produziu uma pronunciada
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desramificacdo e retra¢do dendritica especificas ao hemisfério direito da amigdala
basolateral. Entretanto, assim como no estresse cronico, o estresse agudo também
aumentou a densidade de espinhos dendriticos, embora esta alteragdo seja menos
pronunciada do que as mudancas na morfologia dendritica (Maroun et al., 2013).

Estudos que analisaram o nucleo medial da amigdala de ratos mostraram que
uma unica sessao com duragdo de 1h de estresse por contengdo foi capaz de provocar
uma diminui¢ao na densidade de espinhos dendriticos, entretanto, quando o estimulo
tornou-se mais vigoroso (6 horas de imobiliza¢cdo em um unico dia) ou repetido (6 horas
de imobilizacao por dia, durante 28 dias), nenhuma diferenga na densidade de espinhos
dendriticos foi observada (Marcuzzo et al., 2007). Todavia, outro estudo que avaliou os
efeitos da imobilizagdo cronica (6 horas de imobilizagdo por dia, durante 21 dias) sobre
os neurdnios de camundongos, demonstrou uma reducao de aproximadamente 20% na
densidade de espinhos dendriticos na amigdala medial (Bennur et al., 2007).

Quando a amigdala foi analisada como um todo, ou seja, sem distingdo de um
nucleo especifico, nenhuma alteragdo no comprimento dos dendritos apicais e na
densidade de espinhos dendriticos foi observada em camundongos expostos a um
protocolo de estresse cronico de contencdo (Kassem et al., 2013). Neste caso, pode ser
que a heterogeneidade das alteragdes observadas nos diferentes nlicleos da amigdala,
seja responsavel pela auséncia de alteracdes significativas ao longo de toda a amigdala.

Alteracdes nos processos de apoptose na amigdala de ratos com PTSD também
foram relatadas. Um estudo observou uma alteracdo na taxa das proteinas Bax/Bcl-2,
indicando um aumento na apoptose celular na amigdala basolateral desses animais
(Ding et al., 2010). A Bax ¢ uma proteina pro-apoptotica, enquanto a Bcl-2 ¢ uma
proteina anti-apoptodtica, portanto, alteragdes nas taxas de Bax/Bcl-2 desempenham um

papel importante na regulagdo da sobrevivéncia ou morte das células. Deste modo, a
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apoptose das células da amigdala pode ser parte da patogénese do PTSD. Além disso,
alteragcdes a nivel intracelular também foram observadas em neurdnios da amigdala de
ratos. Um estudo recente que utilizou a técnica de microscopia eletronica de transmissao
demonstrou que um estresse prolongado unico induziu: inchago e perda das cristas
mitocondriais, condensac¢ao da cromatina, fragmentacao do ntcleo, desaparecimento do
nucléolo e que ao mesmo tempo, essas alteracdes podem refletir em danos funcionais
aos neuronios da amigdala dos animais (Han et al., 2014).

Em humanos, estudos morfométricos da amigdala revelaram resultados
divergentes: aumento (Kuo et al., 2012), diminui¢ao (Weninger et al., 2008; Morey et
al., 2012) ou nenhuma alteragao (Bremner et al., 1997; Lindauer et al., 2004; Lindauer
et al., 2005; Schmahl et al., 2009) no volume da amigdala de pacientes com PTSD.
Ademais, Veer e colaboradores (2015) relataram uma diminui¢do somente no volume
da amigdala direita de pacientes com PTSD quando comparado com os controles e que
essa diminuicdo parece se originar dos nucleos basolateral e medial da amigdala. Um
estudo sugeriu ainda que a redu¢do do volume da amigdala direita estd intimamente
associada aos sintomas de ansiedade e excitagdo em veteranos de guerra (Pietrzak et al.,
2015). Além disso, alguns estudos relataram um aumento no fluxo sanguineo na
amigdala de pacientes com PTSD durante a apresentacdo de imagens visuais ou
auditivas relacionadas ao trauma indicando uma hiper-responsividade da amigdala
nesses pacientes (Liberzon et al, 1999; Shin et al., 2004b).

Em contraste com as alteragdes hipocampais observadas tanto em humanos
como em modelos animais de PTSD que mostram, em sua grande maioria, uma atrofia
acentuada, as alteragdes observadas na amigdala sdo paradoxais e ainda ndo ha
consenso a este respeito. O que parece bastante evidente ¢ que os diferentes nicleos da

amigdala apresentam diferentes alteragdes, indicando que cada nucleo amigdaloide
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possui uma fungdo distinta no circuito neural do estresse (Cohen et al., 2014). Em uma
tentativa de traduzir esses dados conflitantes para a area clinica, uma amigdala
hiperativa talvez faga parte do processo que sustenta os sintomas do PTSD como medo
e ansiedade, por sua vez, a atrofia observada em alguns nucleos da amigdala e no
hipocampo pode ser responsavel pelas falhas nos processos de armazenamento,

evocagao e extingdo da memoria relacionada ao trauma (Cohen et al., 2014).

1.4.3. Cortex pré-frontal e PTSD

O cortex pré-frontal (PFC) ¢ uma estrutura do lobulo frontal anterior que
medeia fungdes cognitivas criticas, incluindo a flexibilidade cognitiva, que ¢ a
capacidade de um organismo para, de forma adaptativa, alterar o comportamento de
acordo com mudangas nas exigéncias. Em individuos saudaveis, o PFC age filtrando e
suprimindo informagdes no intuito de mudar a aten¢do para informagdes e respostas
relevantes (Carrion e Wong, 2012). Este ¢ um processo cognitivo fundamental e esta
intimamente relacionado ao processo de aprendizagem (George et al., 2015). No
entanto, os individuos com PTSD tém dificuldades em manter a atencdo e podem ser
facilmente distraidos. Eles também tém dificuldades em suprimir memdrias intrusivas
do trauma (por exemplo, flashbacks, pesadelos) e em extinguir as respostas de medo.
Estas manifestagdes comportamentais e de deficiéncia de aprendizagem observadas na
fisiopatologia do PTSD sdo, em parte, resultado das anormalidades observadas no PFC
(Carrion e Wong, 2012).

Foi proposto que a desregulagdo da fung¢do do PFC observada no PTSD
contribui para os sintomas da doenga, ao alterar a capacidade dos individuos em
contextualizar adequadamente estimulos relacionados com o stress (Liberzon e Sripada,

2008). Pesquisas de neuroimagem indicam que o PFC ¢ hiporresponsivo no PTSD e que
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a hiporresponsividade ¢ inversamente proporcional a gravidade dos sintomas (Shin et
al., 2006). A ativacdo diminuida do PFC foi demonstrada em resposta a diversos
estimulos como: sons e imagens relacionados com o trauma (Bremner et al., 1999a;
Yang et al., 2004; Hou et al., 2007), palavras relacionadas ao combate, em veteranos de
guerra (Shin et al., 2004b; Shin et al., 2001) e palavras relacionadas ao abuso (Bremner
et al., 2004; Bremner et al., 1999b). Da mesma forma, a hiporresponsividade do PFC no
PTSD tem sido associada a estimulos emocionais ndo relacionados ao trauma, tais
como, fotografias aversivas (Phan et al., 2006), imagens de ameacgas (Kim et al., 2008),
expressoes faciais de medo (Rauch et al., 2000; Shin et al., 2005; Williams et al., 2006)
e at¢ mesmo durante situagdes de repouso, na qual nenhum estimulo foi aplicado
(Molina et al., 2010). Outra importante alteracdo relatada no PTSD ¢ a redugdo na
espessura do PFC (Sussman et al., 2016; Bing et al., 2013; Milad et al., 2005; Kiihn et
al., 2011; Hartley et al., 2011).

Estudos em modelos animais t€ém demonstrado que o estresse também causa
importantes alteracdes a nivel celular no PFC. Os principais resultados destes estudos
relataram uma reducdo significativa na complexidade dendritica, no comprimento
dendritico total e uma diminui¢do na ramificagdo e densidade dos espinhos dendriticos
apicais dos neuronios piramidais do PFC medial (Radley et al., 2004; Radley et al.,
2005; Czéh et al., 2008; Goldwater et al., 2009). Entretanto, parece que estas alteracdes
sdo plasticas e ndo degenerativas, porque elas revertem espontaneamente apds um
periodo de recuperacdo (Goldwater et al., 2009; Radley et al., 2005), pelo menos
quando os animais sdo jovens, pois um estudo como ratos de meia-idade e idosos ndo
conseguiu mostrar esta remodelacdo dendritica reversivel (Bloss et al., 2010).

O PFC ¢ uma regidao com abundancia de receptores de glicocorticoides e estes

efeitos induzidos pelo estresse sdo mediados, em parte, pela ativagdo destes receptores,
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isso porque os niveis artificialmente elevados de glicocorticoides resultam em altera¢des
morfoldgicas semelhantes as observadas apos a exposicao ao estresse (Czeh et al., 2008;
Popoli et al., 2011).

Diversos estudos sobre o PFC tém demonstrado que o impacto do estresse em
uma regido do encéfalo pode se espalhar para outras areas que sdo sinapticamente
ligadas (Sousa e Almeida 2012) como, por exemplo, a via que conecta o PFC ventro-
medial (vmPFC) a amigdala, que apresenta-se fisiologicamente alterada no PTSD
(Gilboa et al., 2004). Nos seres humanos, o vmPFC tem uma influéncia inibitoria sobre
a amigdala semelhante a de roedores (Delgado et al., 2008). Assim, a alteracdo na via
vmPFC-amigdala encontrada no PTSD pode ser uma das causas dos sintomas desta
doenga.

Todas essas alteracdes descritas podem afetar a capacidade do PFC em
modular as subsequentes respostas ao estresse, € parece claro que o estresse estd

associado com alteragdes morfofuncionais do PFC.

1.5.  Astrocitos e PTSD

Os astrocitos representam o principal elemento celular do sistema homeostatico
no SNC, sendo responsaveis pela maior parte dos aspectos do suporte metabdlico,
regulacdo da concentragdo de ions e neurotransmissores, manutencdo da barreira
hematoencefélica e preservagdo da integridade dos tecidos apos lesdo (Catalani et al.,
2002, Lo et al., 2003, Petty e Lo 2002, Park et al., 2003, Theodosis et al., 2008).
Evidéncias recentes também sugerem que os astrocitos influenciam varios aspectos da
transmissdo sinaptica e, assim como o0s neurdnios, participam ativamente do

processamento da informagao nas sinapses “tripartite” (Perea et al., 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Sinapse tripartite. A sinapse tripartite ¢ constituida de um terminal pré-
sinaptico, uma membrana neuronal pods-sindptica e os astrocitos adjacentes. O
neurotransmissor liberado no terminal pré-sindptico interage com receptores especificos
localizados tanto na membrana pds-sindptica neuronal como na membrana astroglial. Os
astrocitos também podem sinalizar para os neuronios a partir da liberacdo de
gliotransmissores (Retirado de Verkhratsky e Butt 2007).

Em regides como o hipotdlamo e o hipocampo, foi demonstrado que os
astrocitos participam ativamente da plasticidade sindptica, ou seja, os astrocitos
desempenham um papel importante na formagdo, manutencdo e eliminagdo das
sinapses, processos estes que constituem a base da adaptacdo do encéfalo para as
constantes mudangas no ambiente externo e sdo essenciais para aprendizagem e
memoria, e que até recentemente acreditavam-se ser de responsabilidade exclusiva dos
neurdnios (Araque e Navarrete 2010; Ullian et al., 2001; Verkhratsky e Butt 2007).
Além disso, a remodelagdo dos processos astrociticos estd intimamente associada as
alteragdes morfoldgicas em neurdnios vizinhos (Theodosis et al., 2008), portanto,
estudos recentes tem demonstrado o papel critico desempenhado pelos astrécitos nos

transtornos psiquiatricos.
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Pesquisas em modelos animais de PTSD tém demonstrado que a exposicdo a
um estresse traumatico provoca uma diminui¢do no nimero de astrdcitos positivos para
a proteina glial fibrila acida (GFAP) que ¢ um importante marcador astrocitario
responsavel pela manutengdo das fungdes cito-arquitetonicas dos astrocitos. Ademais,
os astrocitos de animais com PTSD apresentaram uma diminui¢do na expressao de
GFAP, além de corpos celulares atrofiados e diminuicdo na espessura dos
prolongamentos (Xia et al., 2013; Han et al., 2015). Anormalidades a nivel molecular
também foram relatadas: inchagco e vacuolizagdo das mitocondrias e expansao do
reticulo endoplasmatico foram descritas nos astrocitos do hipocampo de ratos com
PTSD (Han et al., 2015).

Consistente com esses resultados, outros trabalhos que avaliaram os efeitos do
estresse cronico em modelos animais demonstraram importantes alteragdes nos
astrocitos. O estresse cronico por imobilizagdo (6 horas por dia durante 3 semanas)
reduz a expressdo de GFAP na substancia cinzenta periaquedutal de ratos (Imbe et al.,
2012). O mesmo modelo de estresse também foi capaz de provocar importantes
alteragdes em trés principais parametros morfologicos: 40% de redugdo no comprimento
dos processos astrociticos, 56% de redu¢do no volume dos processos e 58% de reducao
no nimero de processos astrociticos, além de uma reducdo de 38% na expressdo de
GFAP no cortex pré-frontal de ratos (Tynan et al., 2013). Os processos astrociticos
constituem o maior sitio de concentracdo de GFAP, portanto, essa atrofia observada nos
astrocitos € extremamente importante, uma vez que a GFAP ¢ uma proteina do
citoesqueleto fundamental para a remodelacdo dos astrocitos em resposta a diferentes
situacdes fisiologicas e patologicas (Allen e Barres 2005).

A exposi¢ao a um estresse cronico imprevisivel (modelo animal de depressao)

foi capaz de diminuir em 19% o numero de células GFAP positivas no cortex pré-
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frontal de ratos (Banasr e Duman 2008). Por sua vez, a exposi¢do a um estresse
psicossocial provocou uma redugdo tanto na densidade de astrocitos (25%) como no
volume do soma astrocitario (25%) no hipocampo de musaranhos, além disso, essas
alteragdes se correlacionam com a diminui¢ao do volume hipocampal observada neste
estudo (Czéh et al., 20006).

Ademais, estudos de neuroimagem estrutural revelaram que o volume do
hipocampo ¢ reduzido em pacientes com PTSD e pelo fato dos astrocitos serem a maior
populagdo de células, ndo s6 no hipocampo, como também em todo o SNC, ¢ plausivel
que as mudangas na densidade e estrutura dos astrocitos sejam, ao menos em parte,
responsaveis pela atrofia hipocampal observada nesses pacientes. Avaliagcdes
histoldgicas quantitativas post-mortem, em pacientes que sofriam de transtornos de
humor, corroboram esses achados, uma vez que demonstram uma diminuicdo do
nimero de células gliais no cortex pré-frontal e na amigdala de pacientes com
transtorno depressivo (Ongiir et al., 1998; Rajkowska et al., 1999; Bowley et al., 2002;
Cotter et al., 2002; Hamidi et al., 2004).

Essa diminui¢do no numero de astrécitos bem como na expressdo de GFAP
pode induzir deficiéncias funcionais na atividade neuronal. Isso por que os astrocitos
sdo responsaveis por sintetizar e liberar muitos dos fatores neurotrdficos vitais para a
satde neuronal, tais como o fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF), fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF) e fator de crescimento do nervo (NGF)
(Friedman et al., 1998; Althaus e Richter-Landsberg 2000). Estes fatores neurotroficos
regulam o crescimento neuronal além de serem essenciais para a plasticidade neural, e a
sua disponibilidade reduzida pode resultar no aumento da vulnerabilidade celular ou até
mesmo na morte celular (Cz¢h et al., 2006). Além disso, os astrocitos contribuem para a

neuroprote¢do e a sobrevivéncia dos neurdnios, portanto, qualquer disfungao astrocitica
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pode afetar seriamente a viabilidade neuronal (Takuma et al., 2004). Assim, os
astrocitos parecem ter um papel muito mais importante em processos como formacao e

evocagdo de memorias, emogado e cogni¢ao do que se acreditava anteriormente.

1.6. Cetamina no tratamento do PTSD

Desde que o PTSD foi incluido no Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders — DSM)
elaborado pela Associagdo Americana de Psiquiatria na década de 80, centenas de
ensaios clinicos tém procurado identificar métodos de amenizar seus sintomas. Esses
métodos variam desde abordagens farmacologicas, que tratam diretamente o PTSD e
seus sintomas, até os tratamentos cognitivo-comportamentais, que sao baseados em
principios de condicionamento e aprendizagem através de psicoterapia. Embora as
terapias psicoldgicas apresentem uma relativa eficacia no tratamento do PTSD, essa
patologia permanece classificada como de dificil tratamento (Sofuoglu et al., 2014;
Cukor et al., 2009).

A cetamina ¢ um anestésico administrado intravenosamente, especialmente em
pacientes vitimas de queimaduras. Normalmente ela ¢ utilizada em concomitancia com
componentes opioides, servindo para diminuir a quantidade de opioides necessaria para
controlar a dor de forma eficaz. A cetamina ¢ uma droga multifuncional que afeta varios
receptores, incluindo os receptores NMDA, receptores opioides, e receptores
monoaminérgicos (Hirota e Lambert 1996). A cetamina também ¢ utilizada na anestesia
venosa total, onde funciona como um analgésico ou como anestésico, dependendo da
concentracdo plasmatica (Hirota e Lambert 1996).

Estudos recentes tém demonstrado o grande potencial da cetamina no

tratamento de doencas psiquiatricas, apresentando um rapido efeito antidepressivo



34

depois da aplicacdo de apenas uma unica dose subanestésica. A administracdo
endovenosa (0.5mg/Kg) de cetamina em pacientes bipolares ou com depressdo maior,
tem efeito antidepressivo e antissuicida nestes pacientes (Price et al., 2009; Aan het Rot
et al., 2010; Zarate et al., 2012). Ademais, o estudo realizado por Zarate et al. (2012)
demonstrou que esses efeitos surgem somente cerca de uma hora apos a administragao
da cetamina e que podem durar por até 3 dias (com uma média de recaida apds 2 dias).
Ao mesmo tempo, poucos efeitos adversos foram relatados pelos pacientes, o mais
comum deles foi o efeito dissociativo que ocorreu 40 minutos apos a administracao da
droga (Zarate et al., 2012).

A teoria mais aceita sugere que o mecanismo de ag¢do subjacente ao rapido
efeito antidepressivo da cetamina ¢ dependente do aumento da atividade da rota da
mammalian target of rapamycin (mTOR) (Figura 5). Em condi¢gdes normais, o
glutamato, liberado pelo neurdnio pré-sinaptico, liga-se tanto aos receptores N-metil D-
aspartato (NMDA) como aos receptores acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propidnico (AMPA) localizados na membrana pds-sindptica. A ativagdo do receptor
NMDA leva a um aumento da fosforilagcdo do fator de elongacdo eucariotico 2 (eEF2)
silenciando, assim, a tradu¢do do BDNF. O bloqueio dos receptores NMDA pela
cetamina faz com que o glutamato ligue-se mais intensamente aos receptores AMPA.
Isso leva a uma diminui¢do da fosforilagdo do eEF2 e, consequentemente, reinstaura a
traducdo do BDNF. A traducdo do BDNF desencadeia a sinalizagdo da quinase do
receptor de tropomiosina B (Trk B) que leva a ativagdo da quinase relacionada a
sinalizacdo extracelular (ERK) e da proteina quinase B (PKB/Akt) e suprimindo a
quinase de glicogénio sintase 3 (GSK-3). Esta cascata de sinalizacdo ativa a mTOR
levando ao aumento de proteinas sindpticas como a sinapsina I, PSD95 e GluR1 e ao

aumento da densidade de espinhos dendriticos. O resultado final desta cascata de
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eventos ¢ a remodelagem dos botdes sinapticos e, consequentemente, os efeitos
comportamentais positivos em modelos animais de depressdo. Este ¢ considerado o

possivel mecanismo pelo qual a cetamina induz os seus efeitos antidepressivos

(Naughton et al., 2014).
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Figura 5: Mecanismo proposto através do qual a cetamina produz seus efeitos
antidepressivos (Adaptado de Naughton et al., 2014).
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Atualmente existem poucos estudos sobre o uso de cetamina para o tratamento
do PTSD e, pelo fato desta droga estar associada com a dissociacdo e a psicose, hd uma
preocupacao de que ela possa resultar em maiores taxas desta doenca (Cukor et al.,
2009).

Um estudo avaliou o prontuario de 147 soldados internados com queimaduras
graves em um centro médico militar nos Estados Unidos, e comparou 119 pacientes que
receberam cetamina durante a internacdo e 28 que nado receberam. Os resultados
demonstraram que os pacientes tratados com cetamina apresentaram taxas
significativamente mais baixas de incidéncia de PTSD quando comparados aos
individuos ndo tratados com cetamina (26,9% vs 46,4%, respectivamente) mesmo
apesar destes pacientes terem queimaduras maiores, maior pontuacao de gravidade da
lesdo, passando por mais operagdes € mais tempo na UTIL. (McGhee et al., 2008). Outro
estudo realizado com 41 pacientes com mais de 10 anos de histérico de PTSD grave
demonstrou que os pacientes que receberam cetamina apresentaram uma redu¢do nos
sintomas do PTSD nas primeiras 24 horas apds a administragdo da droga, quando
comparados com os pacientes que receberam midazolam. Além disso, em sete pacientes
o efeito durou pelo menos 14 dias (Feder et al., 2014). D’Andrea e Sewell (2013)
relataram o caso de um veterano de guerra de 23 anos com PTSD que havia sido tratado
com diversos medicamentos incluindo fluoxetina, citalopran, escitalopran, bupropion,
olanzapina, valproato, e risperidona entre outros, sem apresentar melhora em seu quadro
clinico. O veterano foi entdo tratado com cetamina. Uma Unica dose de 35mg aplicada
juntamente com 30mg de propofol e a resposta inicial foi imediata. Ele se mostrou
motivado, feliz, interessado na familia e relatou também melhoras durante o sono. As

melhoras duraram 15 dias. Este relato de caso indica que a cetamina intravenosa pode
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ser eficaz mesmo para casos de PTSD extremamente resistentes ao tratamento
(D’Andrea e Sewell 2013).

Entretanto, estes resultados sdo controversos, pois o estudo realizado por Zeng
e colaboradores (2013) em pacientes com histérico de abuso sexual e abuso fisico nao
demonstrou nenhum efeito da cetamina sobre os sintomas do PTSD. Outro estudo
demonstrou que 15 individuos expostos a queimaduras graves com PTSD e que
receberam cetamina/midazolam como um tratamento analgésico/sedativo apresentavam
sintomas de PTSD significativamente mais graves do que os individuos que nao
receberam o mesmo tratamento (Winter e Irle 2004). Resultados semelhantes foram
descritos em dois estudos envolvendo vitimas de acidentes moderados. Os pacientes que
receberam cetamina durante o tratamento inicial na emergéncia mostraram um aumento
nos sintomas de revivéncia, dissociacdo e fuga quando comparado com doentes que
receberam outra medica¢do opioide durante o tratamento inicial (Schonenberg et al.,
2005; Schonenberg et al., 2008).

No entanto, pelo fato de, na maioria dos casos relatados, a cetamina ter sido
administrada juntamente com outras medicag¢des deve-se ter cuidado na interpretacio
dos resultados. Por isso ¢ importante estudar os efeitos da cetamina separadamente.
Neste sentido, a realizacdo de estudos pré-clinicos que demonstrem os efeitos da
cetamina aplicada de forma isolada de outras medicagdes ¢ de extrema importancia.

Sao raros os estudos em modelos animais de PTSD tratados com cetamina. Um
destes, realizado em camundongos expostos a um choque nas patas como modelo de
PTSD, demonstrou que o tratamento cronico (18 dias) com doses de 0.65, 1.25 e
2.5mg/kg de cetamina aplicada i.p. alivia o comportamento de freezing dos animais
quando reexpostos ao contexto aversivo. Além disso, o tratamento com cetamina

reverteu todas as alteracdes comportamentais relacionadas com a ansiedade nestes
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animais: numero de entrada e porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos no teste
de plus-maze elevado. Ademais, as doses de 1.25 e 2.5mg/kg de cetamina foram
capazes de aumentar os niveis de BDNF no hipocampo (Zhang et al., 2015). Entretanto,
o outro estudo realizado em ratos expostos a um predador como modelo de PTSD
demonstrou que a administragdo de cetamina (0.5, 5 e 15mg/kg) durante 3 dias,
iniciando a primeira dose uma hora apds a exposi¢do ao trauma, foi ineficaz na
prevencdo dos sintomas comportamentais de longo-prazo do PTSD, pelo contrario,
quando avaliados 31 dias ap6s a exposi¢do ao trauma, os animais tratados com cetamina
(todas as doses) apresentaram resposta de freezing maior do que os animais tratados
com veiculo (Juven-Wetzler et al.,, 2014). Portanto, parece que devido a complexa
apresentacao clinica do PTSD e a sua sintomatologia muito variavel ainda ndo se

conseguiu estabelecer dados consistentes sobre o tratamento com cetamina nesta doenga

neuropsiquiatrica.

1.7.  Tomografia por emissdo de positrons em pequenos animais (microPET)

A tomografia por emissdo de podsitrons (PET) ¢ uma técnica de medicina

nuclear ndo invasiva que permite andlises in vivo de processos fisiologicos e
bioquimicos. A tomografia por emissdo de pdsitrons em pequenos animais (microPET)
funciona da mesma maneira que a PET com alta resolucdo (aproximadamente Imm),
funcionando como um método de imagem pré-clinico (Virdee et al., 2012; Lancelot e
Zimmer 2010). O microPET utiliza tracadores conjugados com radionuclideos
emissores de positrons, formando os radio-tracadores. Os tragadores podem ser
quantificados em termos de processos fisiologicos especificos tais como o fluxo
sanguineo encefalico, a taxa metabolica encefalica ou a disponibilidade de receptores no

encéfalo. Os radio-tragadores sdo administrados intravenosamente e seguem a
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distribuicdo normal da molécula marcada acumulando-se em diferentes regides
corporais conforme a sua farmacodindmica. O radionuclideo conjugado decai e libera
um positron de uma determinada energia cinética. Esse positron viaja alguns milimetros
e colide com um elétron em um processo que se chama aniquilagdo liberando,
simultaneamente, dois fotons com energia de 511 kilo-eletro-volt (KeV) em diregoes
opostas (180°) que sdao captados pelos detectores no equipamento de microPET. Um
computador entdo refaz o trajeto destes dois fotons e reconstroi a distribuicao molecular
do radio-tragador em uma estrutura 3D. Os radio-tracadores distribuem-se por todo o
corpo, mas acumulam-se em regides onde sao mais utilizados ou que tenham maior
afinidade, portanto quanto mais fotons gama forem liberados de uma determinada
regido, maior a quantidade de tragador neste local (Virdee et al., 2012; Lancelot e

Zimmer 2010) (Figura 6).
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Figura 6. Representagdo esquematica dos principios do PET. (A) O ciclotron, um
acelerador de particulas, produz radionuclideos que emitem positron. (B) Estes
radionuclideos sdo conjugados a moléculas e tornam-se um radiotragador. (C) Para o
escaneamento do microPET o radiotracador ¢ administrado a um animal de pequeno
porte que ¢ colocado, anestesiado, dentro do equipamento. O radiotragador ird acumular
nos tecidos a serem estudados, e o decaimento do seu radionuclideos libera os positrons.
Estes positrons percorrem alguns milimetros dentro do tecido até colidirem com um
elétron. Nesta colisdo as particulas sdo aniquiladas e liberam dois raios de fétons gama
em diregoes opostas, com energia de 511 keV. Estes fotons sdo captados pelo anel de
detectores no equipamento. (D) Com base na percep¢do temporal dos fotons, um
computador calcula a rota dos fotons e reconstroi uma imagem tridimensional que
mostra a distribuicao temporal-espacial da molécula emissora de pdsitrons (Retirado de
Lancelot e Zimmer, 2010).

O uso no microPET tem-se mostrado especialmente informativo em estudos
pré-clinicos de doengas neurodegenerativas e distirbios neuropsiquiétricos, pois torna
possivel a quantifica¢do de diversos processos fisioldgicos e bioquimicos no organismo
vivo. Além disso, esta técnica permite realizar estudos longitudinais com o mesmo
animal minimizando o numero de animais utilizados e diminuindo o nimero de
repeti¢des de um mesmo experimento. Esta abordagem ¢ especialmente importante em
estudos de progressao de um modelo de doenga, bem como no estudo de novas

estratégias de tratamento, pois cada animal serve como seu proprio controle. A
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utilizagdo do microPET pode acelerar inclusive o desenvolvimento de novas drogas
revelando informagdes sobre biomarcadores em diferentes patologias, os mecanismos
de a¢do e a biodisponibilidade de novas drogas (Virdee et al., 2012; Lancelot e Zimmer

2010).
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2. IMPORTANCIA E JUSTIFICATIVA

Quando o diagnéstico de PTSD foi introduzido em 1980, acontecimentos
traumaticos suficientes para induzir esta condi¢do eram considerados raros (Schnurr et
al., 2002). Desde entdo, estudos epidemioldgicos t€ém documentado ampla incidéncia e
prevaléncia dessa doenga. A violéncia urbana, o alto indice de acidentes de transito,
bem como o aumento no numero de sequestros e assaltos criaram um cenario propicio
para o desenvolvimento desse transtorno. Estima-se que de 50% a 90% da populagdo
mundial seja exposta a algum evento traumatico ao longo da sua vida (Chang et al.,
2017; Kessler et al., 1995; Breslau et al., 1998) e que aproximadamente 7 a 8% dessas
pessoas desenvolverdao PTSD (Chang et al., 2017; Kessler et al., 1995).

Assim, fornecer uma avaliagdo detalhada da resposta comportamental ao
estresse, delinear mecanismos neurais especificos e principalmente, avaliar potenciais
compostos terapéuticos sdo acdes essenciais para o melhor progndstico dos pacientes
acometidos por esse transtorno. Neste sentido, a cetamina tem se mostrado uma
alternativa terapéutica no tratamento de algumas doengas neuropsiquiatricas como a
depressdo e o transtorno bipolar demonstrando potente efeito antidepressivo e
antisuicida cerca de uma hora apds a sua administragdo (aan het Rot et al., 2010; Zarate
et al., 2012). Contudo os efeitos desta droga no tratamento do PTSD ainda sdo pouco
estudados. Nossa hipdtese ¢ que a cetamina pode ser uma importante alternativa no
tratamento do PTSD e atuar como coadjuvante no tradicional tratamento psicologico.

Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos morfofisiologicos associados ao uso
dessa droga tanto em pacientes como em modelos animais de PTSD. Este estudo
pretende auxiliar na compreensdo dos efeitos da cetamina com uso do choque

inescapavel unico como modelo animal de PTSD.
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3. OBJETIVOS

Com base nas informagdes descritas, os objetivos desta tese foram

subdivididos da seguinte maneira:

3.1.  Objetivos Gerais

Artigo Cientifico 1
a) Avaliar, em ratos Wistar, os efeitos comportamentais e neurohistofisioloégicos do
protocolo de Choque Inescapavel Unico, como modelo experimental de PTSD em

relagcdo aos animais controle.

Artigo Cientifico 2
b) Analisar os efeitos comportamentais, neurometabolicos e bioquimicos do

tratamento com cetamina neste modelo experimental.

3.2.  Objetivos Especificos

Artigo Cientifico 1
a) Avaliar as alteragdes no peso corporal em animais com PTSD experimental em
relagdo aos animais controle;
b) Avaliar a duracdo dos episodios de freezing como medida de medo condicionado
ao contexto nestes animais;
C) Quantificar o nimero de bolos fecais produzidos durante o teste de medo

condicionado ao contexto nestes animais;
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d) Estimar a densidade de astrdcitos imunorreativos para proteina glial fibrilar
acida (GFAP), com uso de morfometria planar, no hipocampo (stratum radiatum) e
amigdala medial nestes animais;

e) Avaliar a densidade Optica regional e celular dos astrocitos GFAP positivos no
hipocampo (stratum radiatum) e amigdala medial nestes animais;

f) Analisar a polaridade e grau de ramificacao dos processos, nos astrocitos GFAP
positivos, com o uso da técnica dos circulos concéntricos de Sholl, no hipocampo nestes
animiais;

g) Relacionar os achados acima com os sintomas do PTSD.

Artigo Cientifico 2
a) Avaliar a duragdo dos episodios de “freezing” como medida de medo
condicionado ao contexto em animais com PTSD experimental em relagdo aos animais
controle;
b) Avaliar as diferencas no padrdo comportamental dos animais com PTSD e
subdividi-los em “extreme behavioral response” (EBR) e “minimal behavioral
response” (MBR);
c) Verificar as alteragdes metabdlicas utilizando '*F-FDG através da técnica de
microPET no cortex frontal, hipocampo e amigdala nestes animais;
d) Dosar os niveis de Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) no hipocampo e
cortex frontal nestes animais;
e) Relacionar os achados acima com a possivel reversao do quadro de estresse pos-

traumatico induzida pela cetamina.
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4. MODO DE APRESENTACAO DOS METODOS E RESULTADOS

Os métodos e resultados sdo constituidos pelos capitulos II e I1I:

Capitulo II — Primeiro artigo da tese publicado no periddico Neurochemical

Research.

Capitulo III — Segundo artigo da tese submetido ao periddico Neuroscience Letters.
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Capitulo II

“Experimental post-traumatic stress
disorder decreases astrocyte density
and changes astrocytic polarity in the
CA1 hippocampus of male rats”

Artigo publicado no perioddico
Neurochemical Research, 2015.
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Abstract Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a
psychiatric condition resulting from exposure to a trau-
matic event. It is characterized by several debilitating
symptoms including re-experiencing the past trauma,
avoidance behavior, increased fear, and hyperarousal. Key
roles in the neuropathology of PTSD and its symptoma-
tology have been attributed to the hippocampus and
amygdala. These regions are involved in explicit memory
processes and context encoding during fear conditioning.
The aim of our study was to investigate whether PTSD is
capable of altering the morphology, density and expression
of glial fibrillary acidic protein (GFAP) in astrocytes from
the CAl region of the hippocampus and the medial
amygdala and correlate the data obtained with the orien-
tation index of the polarity of astrocytes. Thirty male rats
were divided in two groups: control (n = 15) and PTSD
(n = 15). The inescapable shock protocol, in which the
animals are exposed to a single episode of footshock, was
used to induce PTSD. Our results show that, in the hip-
pocampus, PTSD is capable of decreasing the density of
GFAP+ astrocytes as well as altering astrocytic morphol-
ogy, as shown by the reductions observed in the total
number of primary processes, in the number of primary
processes in the lateral quadrants, and the degree of
branching in the lateral quadrants. The analysis of the
orientation index indicates that PTSD alters the polarity of
hippocampal astrocytes. No alterations were observed in
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the amygdala astrocytes. Therefore, this study demon-
strates notable changes in hippocampal astrocytes, sup-
porting the concept that these cells play an important role
in PTSD symptomatology.

Keywords PTSD - Astrocyte - Morphology - GFAP -
Hippocampus - Amygdala

Introduction

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a debilitating
psychiatric disorder that develops following exposure to
trauma [1]. The defining characteristic of a traumatic
experience is its capacity to provoke feelings of fear,
helplessness and/or horror. This usually occurs in response
to experiencing, confronting or even witnessing the threat
of death, serious injury, or the loss of physical integrity [2].
According to the most recent edition of The Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders [3], a diagnosis of
PTSD necessitates exposure to a traumatic event, intrusive
symptoms, the avoidance of trauma-associated stimuli,
negative cognitions/mood, hyperarousal, and significant
social impairment. These symptoms must persist for at
least 30 days and should not be due to illness, medication,
or substance abuse [4].

Traumatic stress has multiple effects on the physiology,
neurochemistry, and behavior of humans and animals.
Decreased food intake, weight loss, increased conditioned
fear and an increase in fecal pellets are some examples [5—
12].

Inescapable single footshock is one of the models most
widely employed to mimic PTSD in animals. Exposure to
stressful events affects the subsequent sensitivity to fear.
Within this context, freezing behavior indicates a sense of
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immediate threat and intense horror, thus constituting a
useful measure of conditioned fear [13—15]. These symp-
toms correlate with the dysregulation of the hypothalamus—
pituitary—adrenal (HPA) axis and several neurotransmitter
systems [16, 17] as well as producing functional or struc-
tural changes in the hippocampus, amygdala, prefrontal
cortex, locus coeruleus, and ventral tegmental area [18—
22]. The hippocampus is one of the most important regions
involved in the development of PTSD, as it is related to
explicit memory processes and context encoding during
fear conditioning. It also appears to interact with the
amygdala during the encoding of emotional memories,
such as of fear and rage, which is a highly relevant process
in the study of trauma and PTSD [23].

Polarity is a key feature of a wide variety of biological
cell processes, such as asymmetric cell division and cell
migration and is notorious in epithelial cells and neurons
[24]. Recent evidence has shown polarization also exists in
glial cells [24-30]. The term astrocyte polarization refers to
the fact that astrocytes are endowed with processes that
differ in regard to structure, function and membrane
molecules [30]. In this study, cell polarity is defined as the
morphological orientation of the astrocytic processes along
an axis.

Thus, using an animal model of PTSD, the goals of our
study were to analyze: (1) the possible alterations in the
astrocytic density and expression of glial fibrillary acidic
protein (GFAP) in hippocampal astrocytes in the stratum
radiatum within the CA1; (2) the possible alterations in the
astrocytic density and expression of GFAP in astrocytes
from the medial amygdala (MeA); and (3) the possible
changes in polarity of hippocampal astrocytes through
morphological evaluation.

Materials and Methods
Animals

The animals were obtained from the Centro de Reprodugdo
e Experimentacdo de Animais de Laboratorio of the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul and main-
tained in controlled environmental conditions with food
and water ad libitum, under a 12/12 h dark/light schedule.
Thirty male Wistar rats weighing about 300-350 g and
aged about 3 months were used. The animals were divided
into two groups: control (n = 15) and PTSD (n = 15). The
rats were acclimatized to their new housing cage over a
period of 7 days. All experiments were performed in
accordance with the Guide for the Care and Use of Labo-
ratory Animals adopted by the National Institute of Health
(USA). All efforts were made to minimize animal suffering
and reduce the number of animals needed.

@ Springer

Animal Model of PTSD: Inescapable Shock

This protocol involves a single exposure to footshock
without an opportunity of escape [10, 31]. The footshock
apparatus consists of a 50 x 25 x 25 cm box divided into
two compartments separated by a door. The whole appa-
ratus has a transparent acrylic front wall for visualization of
the animal. The first compartment has a linoleum floor, and
the second compartment has a floor consisting of 1 mm
bronze bars spaced every 10 mm. The animals were indi-
vidually placed in the first compartment and, after 2 min,
the door separating the two compartments was opened. The
moment the animal crossed into the second compartment
the door was closed and then a 1 mA 60 Hz footshock was
applied for 20 s. The animals in the control group under-
went the same described procedure, but did not receive the
footshock.

Exposure to a Situational Reminder (SR)

For the SR exposure, 1 week after the initial footshock
protocol, the animals were placed in the first compartment
of the apparatus for 2 min (no footshocks) and the freezing
behavior was recorded. At this time, the door remained
closed, and the animals were not allowed to cross to the
second compartment. The purpose of the SR is to re-expose
the animal to the same aversive context in order to verify if
the footshock protocol during the PTSD-induction was
effective. The duration of the freezing behavior is a mea-
sure of conditioned fear.

Freezing is defined as a lack of every movement except
those required for breathing. The freezing response, as a
measure of conditioned fear, in the re-exposure to the
aversive environment, reflects the response to the related-
trauma cues [12]. The SR exposure and the footshock
protocol were performed in the morning between 8:00 and
11:00 a.m. To reduce possible errors, the freezing behavior
was evaluated by two experienced researchers, and the
corresponding results from the evaluators were averaged to
provide the value for each animal. The total number of
pellets produced during the SR was quantified by counting
individual pellet in the apparatus at the end of the 2 min.

Weight

The animals were weighed twice: once before exposure to
the inescapable shock and again, 1 week later, before
exposure to the SR.

Sample Preparation

All animals were euthanized and the brain tissue collected
24-28 h after the situational reminder, perfusion was
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conducted alternating animals from the different experi-
mental groups to avoid time bias (for example: 1st animal:
CTRL group, 2nd animal: PTSD group, 3rd animal: CTRL
group, 4th animal: PTSD group,...). Eight rats per group
were used for the immunohistochemical study. Animals
were deeply anesthetized with ketamine (90 mg/kg) and
xylazine (15 mg/kg) (i.p.) and injected with 1 ml heparin
(Cristalia, Brazil). Using a peristaltic pump (Milan, Brazil,
50 mL/min), the animals were perfused through the left
cardiac ventricle with 200 mL of saline solution followed
by 200 mL of fixative solution of 4 % paraformaldehyde
diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4. Brains
were dissected from the skull, post-fixed for 4 h in the
same fixative solution at room temperature, cryoprotected
in 30 % sucrose solution in PB at 4 °C until they sank
(about 24 h), frozen in liquid nitrogen, and then stored in a
freezer (—20 °C). Coronal brain sections (50 um) were
obtained using a cryostat (Leica, Germany) and one in
every three sections was collected for analysis.

GFAP Immunohistochemistry

The main rostral anatomic reference to obtain the analyzed
section was the complete presence of the dentate gyrus
granule cell layer (approx. Bregma —2.40 mm, interaural
6.60 mm). The analyses were performed until the appear-
ance of the ventral hippocampus (approx. Bregma
—4.08 mm, interaural 4.92 mm) [32]. Brain coronal sec-
tions were collected in phosphate-buffered saline (PBS)
and processed for GFAP immunohistochemistry. Free
floating sections were washed and blocked with 2 %
bovine serum albumin (BSA) in PBS containing 0.4 %
Triton X-100 (PBS-Tx, Sigma Chemical Co., USA) for
30 min. They were then incubated with polyclonal GFAP
antiserum raised in rabbit (Dako, UK—Ref:Z0334), diluted
1:500 in 0.3 % of PBS-Tx for 48 h at 4 °C. After being
washed twice with PBS-Tx, the sections were incubated in
anti-rabbit IgG whole molecule peroxidase-conjugated
antibody produced in goat (Sigma, USA), diluted 1:3000 in
PBS-Tx at room temperature for 2 h.

The reaction was developed by incubating the sections in a
medium containing 0.06 % 3,3'-diaminobenzidine (DAB,
Sigma-Chemical Co., USA) dissolved in PBS for 10 min and
in the same solution containing 1 pL of 3 % H,0O, per mL of
DAB medium for an additional 10 min. Immediately after the
DAB + H,O, reaction, the sections were rinsed in PBS,
dehydrated in a series of increasing ethanol concentrations
(70, 90 and 100 %, 2 min each) cleared with xylene and
covered with Permount and coverslips. As a control to rule out
unspecific binding, in a few sections, the primary antibody
was omitted and replaced by PBS. In order to minimize dif-
ferences in the staining of astrocytes and in background levels,
the brains in both experimental groups were fixed and post-

fixed in identical solutions for the same length of time, pro-
cessed at the same time and incubated in the same
immunostaining medium for the same length of time.

Astrocytic Density Estimation and GFAP
Immunoreactivity Evaluation in the Hippocampus

The number of GFAP-immunoreactive astrocytes per mm?
in the stratum radiatum of the CA1 was estimated using an
Olympus BX 50 microscope coupled to an Opton camera
and Image Pro Plus software (Image Pro-Plus 6.1, Media
Cybernetics, Silver Spring, USA).

This analysis was performed in accordance with the
following studies [33—36]. For this analysis, three digitized
images (20X) from selected areas were obtained from each
section. Altogether, five sections from each animal were
analyzed. Thus, 15 images were analyzed per animal.
Three randomized areas of interest (AOIs) measuring
4945 um* were overlaid on each image. The astrocytes
located inside this square or intersected by the upper and/or
right edges of the square were counted. Astrocytes inter-
sected by the lower and/or left edges of the square were not
counted. Only GFAP immunopositive astrocytes with a
defined cell soma were counted. The investigators who
analyzed the images were blinded to the analysis.

The intensity of GFAP immunoreactivity was measured
using semi-quantitative densitometric analysis [37] with
the same software employed to estimate the astrocytic
density. The same images used to estimate astrocytic
density were used in the analysis of regional optical density
(OD). The images were converted to an 8-bit gray scale
(256 gray levels) and three AOIs (4945 umz) were overlaid
on each image.

For the analysis of cellular OD, three digitized images
(40x) were obtained from each section. Altogether, five
sections from each animal were analyzed. In general, each
image showed only one astrocyte, thus, fifteen images
(astrocytes) were analyzed from each animal. The images
were converted to gray scale and one AOI measuring
4.36 pm? was placed over the astrocytic cell bodies in each
image. Cellular GFAP expression was only measured in the
glial soma, immunoreactivity in the processes was not
measured.

All lighting conditions and magnifications were kept
constant during the process of capturing the images. Blood
vessels and histological artifacts were avoided and the
background correction was performed in accordance with
our previously published protocol [37].

The OD was calculated using the following formula:

OD(x,y) = —log[(INT(x,y)—BL)/(INC—BL)]

where “OD(x,y)” is the optical density at pixel (x,y),
“INT(x,y)” or intensity is the intensity at pixel (x,y), “BL”
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or black is the intensity generated when no light passes
through the material, and “INC” is the intensity of the
incidental light, which is completely white.

Astrocytic Density Estimation and GFAP
Immunoreactivity Evaluation in the Medial
Amygdala

The number of GFAP-immunoreactive astrocytes per mm?>
in the medial amygdala was estimated as described above,
except that in this region, one digitized image (20X) from
the MeA was obtained from each section. Altogether, five
sections from each animal were analyzed. Thus, five ima-
ges were analyzed per animal.

The intensity of regional and cellular GFAP
immunoreactivity was also measured as described above,
except that in the MeA, the cellular OD was measured by
overlaying the AOI (4.36 pm?) on one astrocyte within the
20X digitized image, thus, five images (astrocytes) were
analyzed from each animal.

Morphological Analysis of Hippocampal Astrocytes

The morphological analysis was conducted using the same
images employed to measure cellular optical density. For
the analysis of astrocytic branching, an adaptation of
Sholl’s concentric circles technique was used [38]. Briefly,
seven virtual circles set at 3.91 um intervals were drawn
around each astrocyte and the number of astrocytic pro-
cesses intersecting the lines in each virtual circle in both
the central (superior and inferior) and lateral (right and left)
quadrants were counted. The central and lateral quadrants
were defined as the portions perpendicular and parallel,
respectively, in relation to the stratum pyramidale (see
Fig. 2). Primary process quantification was performed by
counting the processes extending directly from the soma in
both the lateral and central quadrants of astrocytes in the
same sections. The longest primary process in each quad-
rant and the area of the astrocytic soma were measured by
tracing the processes and cell bodies using a manual
measurement tool available in the Image Pro Plus software.
These morphological analyses were not carried out in the
MeA astrocytes because, in this region, astrocytes are
located very close to each other, and it is very difficult to
distinguish astrocytic processes individually. Then, in order
to avoid misleading results we decided not to perform the
morphological analysis in the MeA.

Degree of Polarity in Hippocampal Astrocytes
The degree of polarity was calculated in accordance with a

previous study [39]. The degree of polarity is determined
by the quotient of the number of lateral intersections of the
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astrocytic processes divided by the number of central
intersections of the astrocytic processes. Smaller numbers
indicate a fusiform shape with a preferred orientation
perpendicular to the stratum pyramidale and larger num-
bers indicate a more stellate shape with a preferred orien-
tation parallel to the stratum pyramidale. This quotient is
referred as the orientation index.

Statistical Analysis

The statistical analyses were performed using SPSS 11.0
(Statistical Package for the Social Sciences, USA), and the
G*Power 3.1 software (Institut Fiir Experimentelle Psy-
chologie, Heinrich Heine Universitat, Germany) was used
to calculate the statistical power [40]. One-way ANOVA
for repeated measures was used to analyze the weight and
an unpaired ¢ test was used in all other analyses. Pearson’s
correlation coefficient was performed to correlate the data
from each of the observers in the analysis of duration of
freezing behavior during the SR, as well as correlate the
data from the freezing behavior and fecal pellets. The data
are expressed as mean £ SD and the results were consid-
ered significant when p < 0.05.

Results
Statistical Power Analysis

The statistical power was calculated using the means and
standard deviation of each analyzed parameter. The find-
ings were: for the duration of freezing behavior, 100 %; the
number of fecal pellets, 99 %; hippocampal astrocytic
density, 77 %; the orientation index, 94 %; and the mor-
phological analyses, 95 %.

Body Weight

There is no statistical difference or correlation between the
groups (Fig. 1a).

Conditioned Fear and Fecal Pellets Count

The effect of an exposure to an inescapable footshock, used
as a PTSD inducing protocol, on conditioned fear of the
animal models is shown in Fig. Ib, which displays the
duration of freezing behavior during the SR. The statistical
analysis showed the inescapable shock protocol had sig-
nificant effect on the PTSD group, as denoted by a longer
duration of freezing behavior when compared to the control
group (p < 0.001). No foot-skin alterations were noted
following electric shock. A Pearson’s Correlation was
employed to verify the concordance of the data from each
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Fig. 1 Effect of a PTSD animal a
model on weight and behavior.
a Weight of animals before and
7 days after exposure to shock.
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weight of the animals in the
control and PTSD groups.

b Duration of freezing behavior
during the situational reminder
7 days after shock exposure.
Animals from the PTSD group
showed longer duration of
freezing behavior when
compared to the control group
animals (p < 0.001)
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observer. This analysis showed a strong correlation
between both observers (r = 0.983; p < 0.001).

The number of fecal pellets produced during the SR was
also significantly higher in the PTSD group (Fig. Ic;
p < 0.001). We also correlated the data between the
duration of freezing and the number of fecal pellets. The
results showed the data were significantly correlated
(r = 0.662; p = 0.005).

Immunohistochemical Qualitative Analysis

In our study, we analyzed astrocytes from the stratum
radiatum within the CAl region of the hippocampus and
from the medial amygdala of Wistar rats (Figs. 2, 3). In the
hippocampal qualitative analysis, we observed that the
astrocytic soma and primary processes react strongly to
GFAP immunohistochemistry while the reaction in the
secondary processes is weaker. Moreover, we observed that
few tertiary processes are reactive on astrocytes stained by
this technique. We noted that most of the astrocytes have a
fusiform shape, extending their processes to the pyramidal
layer in the upper region and to the stratum lacunosum
moleculare in the lower region. The animals in the control
group seem to have a higher GFAP+ astrocyte density. In
the qualitative analysis of the MeA, many astrocytes were
found to be reactive to GFAP. However, being located very

CONTROL PTSD

PTSD

close to each other, it was very difficult to distinguish
individual astrocytic processes, as was possible in the
hippocampus. Moreover, it seems that the astrocytes in the
MeA have fewer branches than those in the hippocampus.

Thus, we performed a quantitative evaluation involving
estimating cell density and semi-quantitative evaluations
involving regional and cellular ODs in the hippocampus
and medial amygdala. Additionally, we also evaluated
hippocampal astrocytic morphology.

Astrocytic Density and Regional and Cellular
Optical Density in the Hippocampus

In the animals from the PTSD group, there was a decrease
in GFAP+ astrocytic density (Fig. 4a; p < 0.05) when
compared to the control group. No differences were
observed in the regional (Fig. 4b) or cellular (Fig. 4c)
GFAP immunoreactions.

Astrocytic Density and Regional and Cellular
Optical Density in the Medial Amygdala

No differences were observed in astrocytic density

(Fig. 4d; p < 0.05), regional OD (Fig. 4e) and cellular OD
(Fig. 4f) in the MeA.
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CONTROL

M $ L Bregma: -2.80mm
Interaural: 6.20mm

Fig. 2 Digitalized images of the hippocampus after GFAP immuno-
histochemistry showing the CA1l region. a—c Control; d—f PTSD. a,
d Digitalized images at 1x; b, e digitalized images at 20x; c,
f digitalized images at 40x. Square areas of capture at 20x.

Morphological Analyses in Hippocampal Astrocytes
Analysis of Astrocytic Branching and Degree of Polarity

In relation to astrocytic branching, the PTSD group pre-
sented a decrease in the number of intersections in the
lateral quadrants when compared to the control group
(Fig. 5¢; p < 0.05). No differences were observed in the
central quadrants (Fig. 5b) or in the total (Fig. 5d) number
of intersections.

In the analysis of the orientation index, the PTSD group
presented a lower orientation index when compared to the
control group (control: 0.62 £ 0.14; PTSD: 0.42 £ 0.09;
p < 0.05).

Analysis of the Number of Primary Processes

Both the number of total primary processes and the number
of primary processes in the lateral quadrants were lower in
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P = stratum pyramidale; R = stratum radiatum; LM = stratum
lacunosum moleculare and M = stratum moleculare. The central
and lateral quadrants were defined in relation to the stratum
pyramidale. Adapted from [32]

the PTSD group (Fig. 5g; p < 0.01, Fig. 5f; p < 0.05,
respectively). No difference was observed in the central
quadrants (Fig. 5e).

Length of the Primary Processes

There were no differences in the comparison of the length
of the longest primary processes (Fig. 5h, i).

Area of the Astrocytic Soma

There were no differences in the comparison of the area of
the astrocytic soma (Fig. 5j).

Discussion

In our study, we have demonstrated that exposure to an
inescapable footshock, a PTSD protocol for animal models,
induces behavioral changes and can alter the density and
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M $ L Bregma:-3.12mm
Interaural: 5.88mm
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Fig. 3 Digitalized images of the medial amygdala after GFAP square areas of capture at 20x. MeA medial amygdala, opt optic tract,
immunohistochemistry showing the MeA region. a, b Control; c, sox supraoptic decussation. Adapted from [32]
d PTSD. a, ¢ Digitalized images at 4x; b, d digitalized images at 20x;
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polarity of GFAP+ astrocytes in the stratum radiatum
within the CAl region of the hippocampus.

During the 7 days between exposure to the shock and
the SR, we observed no differences in the body weight
between the animals from the PTSD and control groups
(Fig. 1a). Although some studies have demonstrated
weight loss in rats following different stress-inducing sit-
uations, such as restraint stress [41-44], chronic cold stress
[45], tail shock [42, 46, 47], social defeat [48], and the
predator exposure psychosocial stress [49], it was not the
case in the present study. The differences between the
findings of the present study and those reported in the
above-mentioned studies might be related to differences in
the type, duration and intensity of the stressors.

We also observed an increase in the production of fecal
pellets during the SR in the PTSD group (Fig. 1c). The same
result has been described in previous studies involving the
use of cold-restraint stress [8], water avoidance stress [9],
and restraint stress [41]. The fecal pellet count is not a pre-
cise measure of stressor aversiveness. However, combined
with the other measures (duration of freezing behavior and
weight) it provides a complementary measure [41].

Our study also found an increase in the duration of
freezing behavior in the PTSD animals during the SR
(Fig. 1b). Freezing behavior has been used and proven to
be a useful measure in a number of animal-based PTSD
studies such as: footshock [10-12, 50, 51], exposure to the
predator [52, 53] single prolonged stress followed by
footshock [54, 55], footshock followed by forced swim-
ming [56] and a combination of shock and predator odor
[57]. Freezing behavior indicates a sense of immediate
threat and intense fear, and the fact that this behavior was
remembered 7 days after stress exposure in our study—or
more, as previously demonstrated [10, 12, 50, 51]—implies
that a memory process related to a contextual stimulus
must have occurred.

We also analyzed the relationship between behavioral
responses to PTSD and changes in GFAP+ astrocytes from
the hippocampus and medial amygdala. The amygdala
modulates memory consolidation with the storage of
emotionally relevant information and plays a critical role in
fear and anxiety [58], while the hippocampus activity has
mainly been associated with trauma-related memory [59-
62]. Although, hippocampal and amygdalar neuronal
changes have been well described in PTSD [63-73], few
studies have assessed the astrocytic changes in either
humans or animal models of PTSD. While damage to the
hippocampus in PTSD is usually related to atrophy and
apoptosis [74-78], the amygdala has often been found to be
hyper-responsive to trauma or threat-related stimuli in
PTSD [68, 69, 71].

In our study, we observed a decrease in astrocytic
density in the stratum radiatum within the CA1 region of

the hippocampus (Fig. 4a). Our results are in accordance
with previous studies that have evaluated astroglial chan-
ges in animal models of chronic stress and demonstrated a
decrease of 25 % in GFAP+- cells in the hippocampus [79].
Moreover, hippocampal atrophy is one of the most com-
mon morphological changes observed in patients with
PTSD [74-78]. Because astrocytes are the largest popula-
tion of cells in the hippocampus, it is plausible to suggest
this atrophy might be due, at least in part, to the loss of
astrocytes observed in our PTSD animal model [80]. This
decrease in the number of astrocytes may induce hip-
pocampal functional impairments. Astrocytes are respon-
sible for synthesizing and releasing many of the
neurotrophic factors vital for neuronal health, such as brain
derived neurotrophic factor (BDNF), glial derived neu-
rotrophic factor (GDNF) and nerve growth factor (NGF)
[81, 82]. These neurotrophic factors regulate neuronal
growth and are essential for neural plasticity. Their reduced
availability could result in increased cellular vulnerability
or even in cell death [79]. Neuronal alterations have also
been described in hippocampus. A previous study reported
a decrease in dendritic length and dendritic number in
neurons from CA1 region and dentate gyrus of the hip-
pocampus in an animal model of PTSD [83]. In other
animal stress models, such as restrain stress, decreases in
synaptic spine density and dendritic length in CA1 neurons
and atrophy of apical dendrites in CA3 neurons of the
hippocampus were demonstrated [43, 65]. These results
suggest astrocytes and neurons may modify simultaneously
in order to better interact and adapt to the stressful
condition.

There is evidence indicating different amygdaloid nuclei
are critically involved with fear, anxiety, stress responses,
and the consolidation of aversive memories [84—87]. Thus,
the MeA has been demonstrated to be associated with
stressful situations [70, 72]. Despite the changes observed
in astrocytic density in the hippocampus, no changes were
observed in the MeA (Fig. 4a—c). Although data on astro-
cytic changes in the amygdala are scarce, some neuronal
alterations have been observed in human and animal
models of PTSD. The changes in amygdala neurons seem
to vary depending on the specific nuclei being analyzed.
For example, single prolonged stress (that is another animal
model of PTSD) and chronic restraint stress, have been
reported to induce a significant increase in dendritic
branching, dendritic length and spine density in the baso-
lateral amygdala [68, 69, 71], while a significant reduction
in the density of spines was observed in the MeA neurons
[70, 72]. However, there is currently no consensus
regarding this data because it was previously demonstrated
that acute stress produces dendritic debranching and
retraction, specifically in the right basolateral amygdala of
rats [73]. Volumetric studies of amygdala in patients with
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PTSD reveal different results: unchanged [88-91], smaller
[92, 93], and larger [94] amygdala volumes in patients with
PTSD. While volumetric and neuronal changes observed in
the amygdala are still controversial, no changes have been
described in amygdala astrocytes in PTSD. In our study, no
alteration in GFAP+ astrocytes was detected in the medial
amygdala, which may be due to the fact that, at least in
MeA, astrocytes are less vulnerable to the effects of PTSD
than in the hippocampus. However, it is very difficult to
determine the mechanism involved, due to the absence of
studies on astrocytic changes in the amygdala in humans
and in animal models of PTSD.

In this study, we also observed morphological alter-
ations in the hippocampal GFAP-positive astrocytes ana-
lyzed using the Sholl method. We observed that the degree
of branching (Fig. 5¢) and the number of primary processes
(Fig. 5f) in the lateral quadrants were reduced in the PTSD
group. Other studies have reported similar findings
regarding astrocyte morphology. It was demonstrated that
animals subjected to a single prolonged stress, a different
model of PTSD, presented thin astrocytic processes in the
hippocampus and the anterior cingulate cortex [80]. Fur-
thermore, chronic stress can reduce process length by
40 %, process volume by 56 %, and the number of astro-
cytic process branches in the prefrontal cortex by 58 %
[95]. The astrocytic processes contain the largest concen-
tration of GFAP, and the atrophy observed in these cells is
critical since GFAP is an essential cytoskeletal protein for
astrocytic remodeling in response to different physiological
and pathological situations [95, 96]. While a previous study
suggests that PTSD alters the area of astrocytic bodies [80],
in our study, we found no such alteration (Fig. 5j), which
may be explained by the different PTSD protocols used in
each study. Another important point is that the soma area is
not a very reliable morphometric parameter, because as
astrocytic soma can be sectioned in different regions, the
observers may visualize a different sized area depending on
the region in which it was sectioned.

A recent study by our group found evidence to support
the hypothesis that, like epithelial cells and neurons, hip-
pocampal astrocytes may be polarized [26, 33, 39]. In fact,
some studies have demonstrated that astrocytes are
endowed with processes that differ regarding structure,
function, and membrane molecules, such as aquaporin-4
[24-30]. As mentioned above, in this study, cell polarity is
defined as an asymmetric structure of the astrocytic pro-
cesses along a polarity axis. Therefore, we also analyzed
the polarity of astrocytes in the stratum radiatum of the
hippocampus. We observed that, in animals from the PTSD
group, the orientation index decreased in comparison to the
control group. This result indicates that astrocytes from the
PTSD group changed their polarity and acquired a more
fusiform shape.
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Most astrocytes in the stratum radiatum of the CAl
region of the hippocampus have a fusiform shape, almost
perpendicular to the stratum pyramidale. This orientation
starts to appear about 3 weeks postnatally and remains
stable into adulthood [39, 97]. Studies have demonstrated
that positive interventions such as physical exercise [33]
and environmental enrichment [34] increase the degree of
astrocytic branching in the lateral quadrants with astrocytes
adopting a more stellate shape. In this study, we observed
that astrocytes also changed their morphology in response
to an adverse stimulus, but interestingly, in the opposite
manner, adopting a more fusiform shape.

Other studies have also demonstrated alterations in the
polarity of astrocytes under different interventions. In an
in vitro experiment, it was observed that, in the presence of
0.5 mM valproate, astrocytes in the CA1 region were less
likely to adopt a fusiform shape [98]. Furthermore, the
astrocytic processes were found to be less complex and
their number and length were reduced. Astrocytes also
became polarized following experimental ischemic and
hemorrhagic stroke, where they were found to extend long
processes towards the wound and migrate to participate in
the formation of the glial scar in the sensorimotor cortex
and striatum [36]. Blood vessels also appear to influence
astrocytic morphology. In an attempt to reach a vessel,
astrocytes can also change the orientation of their processes
[97]. Probably, in these studies, as in ours, the distribution
of molecules may be anisotropic along the axis and pos-
sibly influence the astrocytic morphology.

The pyramidal neurons in the CAl region project their
apical dendrites through the stratum radiatum [99]. These
dendrites may also alter their morphology, thus causing the
astrocytes to adapt and modify their morphology. There-
fore, despite not having a clearly polarized morphology, as
seen in neurons, where the dendrites are clearly discernable
from axons, astrocytes present some degree of assymetry in
the stratum radiatum of the hippocampus. Like the baso—
apical polarity of the epithelial cells and the dendrite—axon
polarity of neurons, the polarity of astrocytes could be a
key factor in the functionality of the cell.

Conclusions

Our study provides promising new information on the
hippocampal astrocytic changes induced by a well-estab-
lished PTSD animal model. The main findings of our study
are that PTSD alters the morphology, changes the polarity
and decreases the density of GFAP+ hippocampal astro-
cytes. However, no changes were observed in the amygdala
astrocytes. Therefore, this study greatly reinforces the
ongoing hypothesis that hippocampal astrocytes are
involved in the pathophysiology of PTSD.
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ABSTRACT

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric condition caused
by exposure to a traumatic event. However, not all individuals exposed to
severe traumatic experiences develop PTSD. Ketamine has recently been
reported to be efficacious in depression and related psychological disorders.
However, since ketamine produces transient dissociation and psychotic state,
there is concern that this drug may be correlated with sustained symptoms of
PTSD. In this study, we employed inescapable footshock as an animal model of
PTSD and classified the animals according to the degree of their individual
behavioral responses as either an “extreme behavioral response” (EBR) or
“‘minimal behavioral response” (MBR). The study goals were to evaluate the
glucose metabolism with micoPET and quantify BDNF protein in the
hippocampus, frontal cortex, and amygdala, which are regions that have
important roles in the neuropathology of PTSD. Sixty male rats were initially
divided into four groups: Control+Saline (CTRL+SAL), Control+Ketamine
(CTRL+KET), PTSD+Saline (PTSD+SAL) and PTSD+Ketamine (PTSD+KET).
Our results show that animals classified as EBR exhibited increased freezing
behavior and that ketamine treatment was associated with greater severity of
freezing behavior in PTSD animals. The analysis of the glucose metabolism and
the BDNF protein levels showed no significant differences. These results
suggest that ketamine might aggravate PTSD symptoms and that this effect is

unrelated to alterations in glucose metabolism or BDNF protein levels.

Keywords: PTSD; frontal cortex; hippocampus; amygdala; microPET; BDNF



INTRODUCTION

The Diagnostic and Statistical Manual for Mental Disorders (DSM-5)
listed PTSD as a condition related to exposure to a traumatic experience. A
traumatic experience is characterized by its ability to induce helplessness,
horror and/or fear. Generally, it happens after a life-threatening event, loss of
physical integrity or serious injury [1,2]. Some of the better known
psychophysiological symptoms of PTSD include exaggerated startle, impaired
sleep, intrusive memories or flashbacks and the persistent avoidance of trauma
associated situations/stimuli [2]. Not all individuals confronted with severe
traumatic events develop PTSD. Data on the PTSD prevalence in the general
population vary from 3 to 8% [3,4]. However, Kessler et al., [5] reported that
50% of women and 60% of men will have a traumatic experience at some point
of their lives. Therefore, this pathology affects a subpopulation of vulnerable
individuals exposed to a traumatic experience that exceeds their capacity to
cope [1,2]. Like humans, animals show individual differences in their
susceptibility to traumatic stress. Some animals exhibit shorter duration
reactions that do not induce prolonged stress responses and some, in spite of
being submitted to similar stress situations, exhibit an exacerbated stress
response [6].

Ketamine is a non-competitive antagonist of the N-methyl-D-aspartate
(NMDA) receptor for glutamate [7]. It has been used clinically since the 1960s
as a dissociative anesthetic agent, although its usage has largely been
discontinued due to undesired psychic effects (perceptual alterations such as

dissociative experiences) occurring in approximately 12% of patients [8].



However, more recently, ketamine has been shown to produce rapid
antidepressant effects as well as a decrease in suicidal ideation following only a
single sub-anesthetic dose in depressed patients [9,10]. In PTSD patients, the
results obtained with ketamine are controversial. Some studies have
demonstrated positive effects [11-14], while others have demonstrated negative
effects [7,15-17] of ketamine treatment. However, in most cases, ketamine was
administered concomitantly with other medications (benzodiazepines, for
example). Therefore, it is important to undertake pre-clinical studies to evaluate
the independent effects of ketamine.

In this study, we employed the inescapable footshock protocol as an
experimental model of PTSD and the population of stress exposed rodents was
classified in accordance with the level of their individual behavioral response [6].
We classified the PTSD animals into two distinct groups: “extreme behavioral
response” (EBR) and “minimal behavioral response” (MBR). The goals of this
study were to evaluate the '8F-2-fluoro-2-deoxy-glucose ('®F-FDG) uptake and
quantify brain derived neurotrophic factor (BDNF) protein in the frontal cortex,
hippocampus and amygdala, three important regions involved in the stress

response.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals

All procedures were previously approved by the university’s ethical

committee (CEUA 13/00350-PUCRS) and were conducted in accordance with



the University’s guideline. Sixty male Wistar rats, 12 weeks old, were obtained
from the Centro de Modelos Biolégicos Experimentais (CeMBE) of the Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul. The rats were maintained in
standard laboratory conditions with freely available food and water, and 12:12h
dark/light cycle. In the first part of this study, animals were divided into four
groups of 15 animals each: 1-Control+Saline (CTRL+SAL); 2-Control+Ketamine
(CTRL+KET); 3-PTSD+Saline (PTSD+SAL); 4-PTSD+Ketamine (PTSD+KET).
Then, after the situational reminder test, the animals from groups 3 and 4 were
divided into EBR or MBR according to the behavioral criterion. In the
PTSD+SAL group, eight animals were classified as EBR and seven animals
were MBR and in the PTSD+KET group, ten animals were classified as EBR

and five animals as MBR.

PTSD experimental model

In this experimental model, the animals are subjected to a single
footshock without the possibility of escape [1]. The apparatus consists of a
50x25x25 cm box separated into two compartments by a removable door. To
induce PTSD, the animals were individually positioned in the first compartment,
which has a wooden floor. After two minutes, the door was opened and we
waited until the animal crossed to the second compartment, in which the floor is
a bronze grid. At that moment, the door was closed and then a 1TmA 60Hz
footshock was delivered for 20 seconds. The animals in the control groups were

subjected to the same procedure, but no shock was applied.



Drug Administration

A single intraperitoneal injection was applied on the night of the 6th day
of the experiment (Fig. 1). The ketamine group animals received 10 mg/kg of
ketamine (Cristalia, Brazil), while the saline group animals received 0.5 ml of
saline solution. This ketamine dose has demonstrated positive effects in the

treatment of depression [18,19].

Situational reminder (SR)

One week after the initial footshock protocol (7th day of the experiment —
Fig. 1), the animals were submitted to the SR exposure. The animals were
positioned in the first compartment of the apparatus for two minutes, but the
door dividing the compartments remained closed. In this behavioral test, two
experienced researchers evaluated the length of the freezing bout (the average
of both time periods provided the value for each animal), which is a measure of

conditioned fear.

Cut-off behavioral criterion

Individual animals from the PTSD+SAL and PTSD+KET groups were
classified as having “extreme” or “minimal” behavioral responses according to a
pre-established criterion. Here, the average length of the freezing bout of all the

animals in the PTSD+SAL group (mean=14.23 seconds) was used as the cut-



off criterion: animals that froze for over 14.23 seconds were classified as EBR

and animals that froze for less than 14.23 seconds were classified as MBR.

"8F_.FDG MicroPET Scan

Only animals that were classified as EBR in the PTSD+SAL and
PTSD+KET groups were submitted to the microPET scanning procedure (5 per
group). On day 8 (Fig. 1), the animals received an intravenous injection of 1
mCi of '®F-FDG, and were scanned 40 minutes after conscious tracer uptake.
List mode static acquisitions were acquired for 30 minutes using a TriumphTM
microPET system (LabPET-4, TriFoil Imaging, Northridge, CA, USA). During the
scan, the animals were kept under inhalatory anesthesia (induction at 3—4%
isoflurane and medical oxygen, and 2-3% for maintenance dose), with body
temperature maintained at 36°C. The field of view (FOV; 3.75cm) was centered
on the rat's head. Data were reconstructed using the 3D-MLEM algorithm (3D
maximum likelihood estimation method) with 20 iterations. The images were not
corrected for attenuation. The Fusion Toolbox (PMOD v3.5, PMOD
Technologies, Zurich, Switzerland) was used to spatially normalize the
microPET images into an '®F-FDG template. An MRI rat brain VOI template,
previously coregistered to the microPET image database, was used to overlay
the normalized images [20]. The '®F-FDG uptake in the frontal cortex,
hippocampus and amygdala were expressed as standard uptake values

(SUVs).



Sample extraction and BDNF determination

For the BDNF analysis, on day 9 of the experiments (Fig. 1), the animals
were decapitated without anesthesia. The rat brains were immediately removed
and washed in saline solution. The frontal cortex and hippocampus were
dissected out, placed in liquid nitrogen and stored at -80°C until used. For
technical reasons, the amygdala was not dissected. The BDNF concentration
was determined by ELISA according to the manufacturer’'s instructions

(Millipore, Sandwich ELISA Kit, ChemiKine™).

Data analysis

The data were analyzed using one-way ANOVA and Pearson’s
correlation was used to correlate the data from both observers during the SR.
We used the SPSS 11.0 software (Statistical Package for the Social Sciences,

USA) and the results are shown as meanzSE. Significance was set at p < 0.05.

RESULTS

Freezing Behavior

Freezing behavior during the SR is shown in Fig. 2. The analysis of

Pearson’s correlation coefficient revealed a strong correlation between the

observers (r = 0.981; p<0.001). The statistical analysis showed that the EBR

animals (from both the PTSD+SAL and PTSD+KET groups) exhibited longer
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freezing bouts when compared with all the other groups. Moreover, animals
from the PTSD+KET(EBR) group exhibited longer freezing bouts when

compared with animals from the PTSD+SAL(EBR) group.

"8F_.FDG-MicroPET

The glucose metabolism induced by PTSD, as well as the effect of
ketamine treatment are shown in Fig. 3. The "®F.LFDG SUVs showed no
significant statistical differences between the groups in the frontal cortex (Fig.

3a and 3b), hippocampus (Fig. 3d and 3e) or amygdala (Fig 3g and 3h).

BDNF protein levels

The effects of PTSD and Ketamine treatment on BDNF protein levels are
shown in Fig. 3. No significant differences were observed between the groups in

the frontal cortex (Fig. 3c) or hippocampus (Fig. 3f).

DISCUSSION

In this study, we observed that an inescapable footshock protocol as an
experimental model of PTSD and treatment with ketamine did not alter the
resting glucose metabolism or BDNF protein in the frontal cortex, hippocampus
or amygdala of Wistar rats. Moreover, we noted that ketamine treatment

increased freezing behavior in the EBR animals.
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Our results demonstrate that, as observed in humans, animals show
consistent individual differences in their behavioral and physiological response
patterns to environmental demands. In freezing behavior, we observed that the
PTSD animals classified as MBR presented similar responses to the
CTRL+SAL group (Fig. 2). As observed in other studies, not all stressed
animals responded similarly. Some remained unaffected, showing little fear
sensitization [21,22]. Even in highly inbred laboratory strains, genetically
identical subjects may be considerably more or less susceptible to similar
experimental manipulations [23]. The reasons for these individual differences
remain largely unknown, although individual neurobiology and past experiences
are considered a maijor risk factor for the development of the disease.

Unlike the MBR animals, the EBR animals (both PTSD+SAL and
PTSD+KET) showed longer freezing behavior during the SR when compared to
all other groups (Fig. 2). Freezing behavior is used as measure of conditioned
fear and indicates a sense of intense horror or immediate threat. This behavior
suggests the animals developed long-lasting anxiety, which is one of the main
features of PTSD, because it was remembered 7 days after the exposure to the
footshock. Moreover, the animals from the PTSD+KET group exhibited longer
freezing bouts when compared to the PTSD+SAL group. This data
demonstrates that, at least in animals exposed to stress, ketamine worsens
anxiety-related behavior. The same result has been described in an
experimental PTSD study involving predator-scent stress, which showed that
exposed rats treated with 3 different doses of ketamine (0.5, 5 and 15mg/kg
administered one hour following stress exposure) exhibited a significant

increase in freezing behavior [7]. A human study demonstrated that 15 trauma-
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exposed burn subjects who received ketamine/midazolam as an
analgesic/sedative treatment presented significantly more severe PTSD
symptoms than subjects who were not given the treatment [15]. Similar results
have been described in previous studies involving victims of moderate
accidents. Patients who received ketamine during their initial emergency
treatment showed an increase in reexperiencing symptoms, elevated
dissociative symptoms and heightened avoidance when compared to patients
who received opioid medication during their initial treatment [16,17]. Ketamine is
an anesthetic administered especially in military hospitals to burns patients.
This drug is associated with psychosis and dissociation, leading to the concern
that it may increase the rates of PTSD development [24]. Moreover, some
authors suggest that antagonizing the NMDA receptor increases the
vulnerability of stressed patients to develop PTSD, because clinical studies
propose that NMDA antagonists may transiently stimulate cortico-limbic
glutamate release and produce symptoms resembling dissociative states
[15,25]. However, there is no consensus regarding these data, because studies
conducted in humans and animals have demonstrated beneficial effects of
ketamine in the treatment of PTSD symptoms [11-14].

Because the frontal cortex, hippocampus and amygdala are the three
major regions involved in the stress response, we decided to analyze the
glucose metabolism and BDNF levels in these regions. BDNF is an important
neurotrophin involved in the development, growth, function and maintenance of
several neuronal systems [26]. Thus, BDNF is involved in synaptic plasticity, a
process necessary for long-term learning and memory, mainly in the

hippocampus, amygdala and prefrontal cortex for the formation of emotional
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memories, including fear memories [26]. Recent evidence suggests that BDNF
might mediate the pathophysiology of mood disorders, including PTSD [14]. In
our study, we found no change in BDNF expression in any of the analyzed
regions nine days after the stress exposure. Our results are in accordance with
those reported by previous studies that analyzed the effects of PTSD on long-
and short-term BDNF mRNA expression, which showed alterations in BDNF
levels are transient. Rasmusson et al., [27], demonstrated a decrease in BDNF
MRNA levels in the dentate gyrus, 60 min after exposure to footshock stress.
However, the effect proved to be transient, since BDNF mRNA levels returned
to normal within 48h. Moreover, another PTSD animal model demonstrated a
persistent (30 days) decrease in BDNF mRNA expression only in the CA1
region, while changes in other brain areas (CA3, dentate gyrus and frontal
cortex) were transient [28]. In the same way, a maternal separation paradigm
found a transient increase in BDNF expression in the prefrontal cortex and
hippocampus when measured at post-natal day 17, which was not observed at
post-natal day 35 [29]. Another study demonstrated that inescapable tailshock
increased BDNF mRNA levels only in males and only immediately after the
stress session [30]. A study involving PTSD patients found higher BDNF serum
levels in the PTSD group. However, that study also showed that patients who
were subjected to trauma exposure in the previous year maintained that
difference, while those patients with more remote trauma (more than 1 year) did
not [31]. A study that evaluated individuals who did or did not develop PTSD
following a sexual trauma observed no difference between patients with and
without PTSD in terms of BDNF serum levels [32] and the only study exploring

BDNF levels in the cerebrospinal fluid of PTSD patients found no difference
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when compared with controls [33]. In our study, we evaluated the BDNF levels
9 days after the initial stress. Therefore, it is possible to speculate that our
animals presented changes in BDNF expression. However, those changes were
restricted to an hour or a few days and there were no apparent long-term
changes. Taken together, the above findings suggest that stress events may
dysregulate BDNF signaling, even transiently, interfering with the normal
functioning of the brain and contributing to the potential development of PTSD.
The brain glucose metabolism was analyzed using the ®F_FDG-
microPET technique, which measures the glucose uptake in tissues. In our
study, no apparent alterations were observed in the frontal cortex, hippocampus
or amygdala. Extant data demonstrating '®F-FDG-microPET or even cerebral
blood flow (CBF) abnormalities in PTSD patients/animal models are limited and
conflicting. For example: increased [34-37], decreased [34,38,39] and
unchanged [40,41] glucose metabolism and CBF have been reported in
different nuclei within the amygdala. Similar conflicting results have also been
found in different areas of the PFC, with increased [37,42] and decreased
[37,39-42] glucose metabolism and CBF being reported. The only consensus
seems to be with respect to the hippocampus, in which only decreases in
glucose metabolism have been reported [34,39,40]. These contradictory results
can be attributed to many factors, such as differences in time since the onset of
PTSD, heterogeneity of trauma exposure and differences in the paradigms in
which the analyses were performed (resting, sleep, trauma-related, trauma-
unrelated and neutral scripts). Therefore, it seems that due to PTSD’s complex
clinical presentation and quite variable symptomatology, it is difficult to establish

consistent data about "®F-FDG in this neuropsychiatric condition.
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The main findings of this study are that ketamine treatment increases
freezing behavior in PTSD animals. However, this alteration is not related to
changes in glucose metabolism or BDNF levels in the hippocampus, frontal

cortex or amygdala.
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LEGENDS

FIGURE 1 — Timeline depicting the experimental procedure.

FIGURE 2 — Duration of freezing bouts during exposure to the situational
reminder 7 days after PTSD induction. Longer freezing bouts were observed in
the PTSD+SAL(EBR) and PTSD+KET(EBR) groups when compared to all other
groups. Moreover, the PTSD+KET(EBR) group exhibited longer freezing bouts
when compared to the PTSD+SAL(EBR) group. (a) p<0.01, when compared to
the CTRL+SAL, CTRL+KET, PTSD+SAL(MBR) and the PTSD+KET(MBR)
groups; (b) p<0.001, when compared to the CTRL+SAL, CTRL+KET,
PTSD+SAL(MBR) and PTSD+KET(MBR) groups; (c) p<0.01 when compared to

the PTSD+SAL(EBR) group.

FIGURE 3 — "®F-FDG-microPET and BDNF quantification. Effects of PTSD and
ketamine treatment on glucose metabolism and BDNF protein levels in the
frontal cortex, hippocampus and amygdala. (a, d, g) Normalized brain image in
coronal view showing the frontal cortex (orange), hippocampus (purple) and
amygdala (red), respectively. Areas were defined based on Paxinos coordinates
using a rat-ROl-template in the PMOD software (Color figure online). (b, e, h)
®F_FDG uptake in the frontal cortex, hippocampus and amygdala, respectively.
(c, f) BDNF protein quantification in the frontal cortex and hippocampus,

respectively.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

5.1. Consideracoes a respeito do modelo experimental

As pesquisas em animais tém desempenhado um papel significativo na
compreensdo atual dos fatores bioldgicos e comportamentais envolvidos na
psicopatologia do PTSD. Embora estudos clinicos sejam indiscutivelmente
importantes, eles sdo limitados por questdes éticas e praticas. Assim, os estudos em
modelos animais s3o imprescindiveis para a compreensdo das respostas
comportamentais desencadeadas, dos mecanismos neurais especificos envolvidos, dos
aspectos relevantes que contribuem para o desenvolvimento da doenca, bem como do
desenvolvimento de possiveis compostos terap€uticos que possuam eficacia no
tratamento desta psicopatologia. Entretanto, os modelos animais ainda enfrentam uma
séric de desafios, principalmente no que concerne aos componentes subjetivos ou
experienciais do PTSD, que por estarem relacionados a neurobiologia individual e as
experiéncias passadas, sdo dificeis de modelar em animais. Devido a variedade de
sintomas do PTSD, os cientistas estdo desenvolvendo modelos animais que mimetizem
um seleto grupo deles. Neste sentido, Yehuda e Antelman (1993) elaboraram uma lista
que continua a ser utilizada até hoje para validar um modelo animal de PTSD. De
acordo com essa lista, quatro critérios devem estar presentes para que um modelo
experimental seja comparavel ao PTSD em humanos: (1) Mesmo estressores muito
breves devem ser capazes de induzir os sintomas bioldgicos e comportamentais do
PTSD; (2) O estressor deve ser capaz de induzir os sintomas de uma forma dose-
dependente; (3) As alteracdes biologicas produzidas devem persistir ou tornarem-se
mais pronunciadas ao longo do tempo; (4) Deve haver variabilidade individual na

resposta ao estresse. Postula-se que outro aspecto importante da exposi¢ao ao estresse
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traumatico, que contribui fortemente para o desenvolvimento subsequente dos sintomas,
¢ o baixo grau de controle e previsibilidade dos estimulos de estresse (Foa et al., 1992).
Neste sentido, varios modelos experimentais foram desenvolvidos para atender
a estes requisitos e mimetizar o PTSD. Embora seja praticamente impossivel recriar
todas as caracteristicas de um transtorno psiquiatrico, alguns modelos conseguem
reproduzir com sucesso as caracteristicas-chave desta doenga. Um dos mais utilizados
modelos experimentais de PTSD ¢ a exposicao a um choque inescapavel unico (CIU).
Neste modelo, os animais sdo expostos a um episodio tnico de choque nas patas sem a
possibilidade de escapar (Liberzon et al., 2005). Este modelo ¢ capaz de produzir
diferentes caracteristicas do PTSD, incluindo o aumento do medo condicionado ao
contexto (Maier 1990; Diehl et al., 2007), o aumento da neofobia (Job e Barnes 1995), a
diminui¢do da interacdo social (possivelmente analoga a comportamentos de esquiva)
(Short e Maier 1993), a reducdo no comportamento exploratério, o aumento da
ansiedade (Diehl et al., 2007) e a diminuicdo do consumo de alimentos saborosos
(Griffiths et al., 1992; Krolow et al., 2013). Ademais, a exposicdo ao CIU também
produz uma analgesia opioide andloga a observada em pacientes humanos com PTSD
(van der Kolk et al., 1985; Maier 1989). Mais interessante ainda ¢ que algumas dessas
alteragdes foram observadas muito tempo apds a exposicdo ao evento estressante (até
um meés apods a exposi¢do ao CIU), demonstrando que esse modelo de PTSD apresenta
efeitos duradouros sobre o comportamento e fisiologia dos animais. Deste modo, o CIU
¢ considerado um excelente modelo para mimetizar os efeitos, a curto e longo prazo, da
exposicdo a um estressor grave, tal qual o observado em seres humanos (Liberzon et al.,

2005).
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5.2. Discussao

Na primeira parte deste estudo foi demonstrado que a exposi¢cdo a um choque
nas patas, como modelo de PTSD, induz importantes alteracdes comportamentais além
de alterar a densidade, a arborizacao e a polaridade dos astrécitos GFAP+ no stratum
radiatum da regido CA1l do hipocampo. Este modelo animal provocou um aumento na
duragdo do comportamento de freezing nos animais durante a exposicdo ao lembrete
situacional. O comportamento de freezing indica uma sensagdo de ameaga ou medo
intenso e ¢ amplamente utilizado como medida de medo em varios modelos animais de
PTSD (Diehl et al., 2007; Siegmund e Wotjak, 2007; Li et al., 2006; Tulogdi et al.,
2012; Juven-Wetzler et al., 2014; Ryoke et al., 2014; Mirshekar et al., 2013; Wang et
al., 2008). Além disso, observamos um aumento na produ¢do de bolos fecais durante o
lembrete situacional. A contagem de bolos fecais ndo ¢ uma medida precisa de medo
(Zhang et al., 2014), no entanto, combinado com a medida de tempo de freezing
fornece um dado complementar. Este tipo de resposta demonstra que, através de um
processo de aprendizagem associativa, os animais apresentaram um comportamento de
medo condicionado. O medo condicionado ¢ uma das caracteristicas mais marcantes dos
disturbios de ansiedade, em particular do PTSD (Lissek et al., 2005). Outra
caracteristica marcante do PTSD ¢ a generalizacdo do medo, ou seja, a transferéncia do
medo experimentado durante uma situagdo para outras situagdes, aparentemente
inécuas. E o caso, por exemplo, de um ex-prisioneiro que, ao entrar em um elevador, ou
em uma sala fechada, pode se lembrar de ser levado para a sala de tortura. Os estudos
que avaliam o medo condicionado, bem como a generalizacdo do medo remontam do
inicio do século passado (Pavlov 1927; Watson ¢ Rayner 2000). Desde entdo, diversos
outros trabalhos tém tentado entender os mecanismo por tras destes dois marcantes

sintomas do PTSD.
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A neurocircuitaria do medo condicionado e da generalizagdo tem sido
associada ao cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala (Giustino e Maren 2015;
Lopresto et al., 2016), da seguinte maneira:

e  Déficits na identificacdo de contextos ndo perigosos mediados pelo
hipocampo.

e A hiporresponsividade do PFC leva a déficits na extingdo, no aprendizado
seguro e na supressao da resposta a estimulos associados ao trauma.

e A hiper-responsividade da amigdala leva aos sintomas de hiperexcitacdo e
explica a qualidade indelével da memoria emocional do evento traumatico.

Portanto o PTSD ¢ uma doenga complexa que ndo esta associada a déficits em
uma regido especifica, mas sim em varias. Assim, os dois artigos desta tese focaram-se
no estudo destas trés regioes.

No primeiro artigo desta tese, observamos também uma diminui¢do na
densidade de astrocitos no stratum radiatum da regiao CA1 do hipocampo. A atrofia do
hipocampo ¢ uma das alteracdes morfologicas mais comumente observadas em
pacientes com PTSD (Kitayama et al., 2005; Lindauer et al., 2006; Bremner et al., 2008;
Bremner et al.,, 1995; Shin et al., 2004a) e pelo fato dos astrocitos serem a maior
populacao de células do hipocampo (Xia et al., 2013), € possivel sugerir que esta atrofia
possa ser ocasionada, pelo menos em parte, pela perda de astrécitos nesta regido. Os
astrocitos sdo responsaveis pela sintese e libertacdo de muitos dos fatores neurotroficos
vitais para a saude neural, tais como o BDNF, fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF) e fator de crescimento do nervo (NGF) (Friedman et al., 1998; Althaus e
Richter-Landsberg 2000). Esses fatores neurotroficos regulam o crescimento neural e
sdo essenciais para a plasticidade e a sua disponibilidade reduzida pode resultar em

aumento da vulnerabilidade celular ou mesmo em morte celular (Czéh et al., 2006).
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Apesar das alteracdes observadas nos astrocitos hipocampais, nenhuma alteragao foi
observada nos astrocitos da amigdala medial, isto pode ser devido ao fato de que, ao
menos nesta regido, os astrocitos sejam menos vulnerdveis aos efeitos do PTSD do que
no hipocampo. Neste estudo também observamos que o PTSD induziu alteracdes na
morfologia dos astrocitos GFAP+ do stratum radiatum da regido CA1 do hipocampo,
que foi analisada através do método dos circulos concéntricos de Sholl. A maioria dos
astrocitos nesta regido possui um formato fusiforme, quase perpendicular ao stratum
pyramidale, com o0s prolongamentos orientados paralelamente aos dendritos
descendentes dos neurdnios da camada piramidal (Nixdorf-Bergweiler et al., 1994;
Bushong et al., 2002). A orientacdo dos astrdcitos no stratum radiatum, em ratos,
comega a tornar-se polarizada com aproximadamente 3 semanas de idade e permanece
assim até a vida adulta (Nixdorf-Bergweiler et al., 1994). A orientacdao dos astrocitos €
baseada na determinacdo do quociente entre o nimero de intersec¢des laterais, dividido
pelo nimero de intersec¢des centrais, dos processos astrociticos, com os circulos de
Sholl. Numeros menores indicam um formato fusiforme com uma orientagdo
perpendicular ao stratum pyramidale e nimeros maiores indicam um formato mais
estrelado, com uma orientacdo mais paralela ao stratum pyramidale. Este quociente
determina o grau de polaridade dos astrocitos e ¢ referido como indice de orientagao.
Nossos resultados, a respeito da morfologia dos astrécitos, mostraram que o PTSD
provocou uma diminui¢do no grau de ramificacdo e no nimero de processos primarios
dos astrécitos nos quadrantes laterais, mas ndo nos quadrantes centrais. Portanto esta
diminui¢do na ramificacdo lateral indica que o PTSD induziu uma mudanga na
morfologia dos astrocitos nesta regido, fazendo com que eles adotassem um formato
mais fusiforme. O indice de orientagao variou de 0.62+0.14 nos animais controle para

0.42+0.09 nos animais com PTSD. Esta alteracdo parece ser bastante importante, pois
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estudos que avaliaram alteragdes na ramificagdo astrocitica demonstraram que
intervengdes positivas como exercicio fisico (Saur et al.,, 2014), e enriquecimento
ambiental (Viola et al., 2009) induzem os astrocitos a adotar uma forma mais estrelada,
principalmente através do aumento no numero de ramifica¢des laterais, enquanto
intervengdes negativas como a presenca de valproato (Fennrich et al., 1998) e o acidente
vascular cerebral (Mestriner et al., 2011) induzem uma diminui¢do nas ramificagdes
dos astrocitos, tal qual observado em nosso estudo. Assim, parece que 0S processos
astrociticos sdo extremamente plasticos e alteram a sua estrutura em resposta as
demandas ambientais (Allen e Barres 2005). Algumas evidéncias mostram que o
remodelamento dos processos astrociticos estd intimamente ligado a atividade neuronal
e frequentemente ocorre em sincronia com mudangas morfologicas em neurdnios
vizinhos, um tipo de plasticidade astrocitos-neuronio (Theodosis et al., 2008). O proprio
conceito de sinapse tripartite sugere que os processos astrociticos influenciam a
atividade sinaptica e reflete a cooperacdo entre neurdnios e astrocitos no SNC
(Theodosis et al., 2008).

Na segunda parte do estudo nés avaliamos se a cetamina poderia trazer algum
efeito benéfico no tratamento do PTSD. A cetamina ¢ um bloqueador de receptor
NMDA e tem demonstrado resultados promissores no tratamento de outras doengas
neuropsiquidtricas como a depressdo e o transtorno bipolar (Price et al., 2009; Aan het
Rot et al., 2010; Zarate et al., 2012). Outra questdo que decidimos abordar nesta parte
do estudo foi o padrao de resposta comportamental entre os animais. Tal qual o
observado em humanos, os animais apresentam diferencas individuais e respondem de
maneira diferente a estimulos semelhantes. Assim, decidimos classificar os animais
PTSD em dois grupos: “extreme behavioral response” (EBR) e “minimal bahavioral

response” (MBR) de acordo com o comportamento apresentado no teste de medo
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condicionado ao contexto. Deste modo, observamos que os animais com PTSD
classificados como MBR apresentam comportamento semelhante aos animais controle.
Estes animais apresentam uma reacdo de curta duracdo que ndo leva a uma resposta
prolongada ao estresse, ou seja, apresentam uma resposta comportamental resiliente
(s@o capazes de se adaptar). Respostas comportamentais semelhantes foram observadas
em outros estudos com diferentes modelos animais de PTSD como a exposi¢ao a um
predador (Cohen et al., 2003; Mitra et al., 2005), exposi¢cdo a urina de um predador
(Cohen et al., 2004), experiéncia de “quase” afogamento (Cohen et al., 2004) e derrota
social (Krishnan et al., 2007). Além disso, alguns tipos de estressores provocam uma
resposta comportamental mais extrema que outros, ¢ o caso da experiéncia de “quase”
afogamento, que provoca uma resposta comportamental mais severa do que a exposi¢ao
a urina de um predador (Cohen et al., 2004). Decidimos realizar este tipo de abordagem
apos verificar que, o modelo experimental de PTSD utilizado nesta tese, assim como os
modelos  experimentais acima citados, produzem nos animais respostas
comportamentais diferentes. Além disso, baseado na premissa de que o nosso modelo
experimental de PTSD ¢ valido, parece razoavel abordar a analise dos dados de uma
forma que mais se assemelhe a abordagem utilizada pelo DSM-5, cujo diagndstico de
PTSD baseia-se em critérios de inclusdo e exclusao. Do mesmo modo, este tipo de
abordagem ¢ conceitualmente mais equivalente aos critérios propostos por Yehuda e
Antelman (1993) sobre a validade de modelos experimentais de PTSD. Ademais, Cohen
e colaboradores (2003) sugeriram que os estudos em modelos experimentais de PTSD
utilizem ndo mais a expressao “todos os animais expostos a um evento traumatico”, mas
sim “os animais expostos a um evento traumatico que desenvolveram mudancgas

comportamentais especificas” (Cohen et al., 2003).
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Para diferenciar os animais resilientes daqueles susceptiveis, utilizamos um
critério comportamental pré-definido que, nesta tese, foi: a média de tempo de freezing
de todos os animais do grupo PTSD+Salina. Outros estudos utilizaram outros critérios
baseados, por exemplo, no comportamento nos testes de plus-maze e open-field e na
resposta de sobressalto acustica (Cohen et al., 2003, Cohen et al., 2004, Ardi et al.,
2016). Entretanto deve-se ter bastante cuidado na interpretacao dos resultados gerados.
Isso porque, como os modelos experimentais de transtornos psicologicos nao refletem
com precisdo as doengas em humanos, mas somente aproximam-se em certos aspectos,
seria presuncoso supor que os critérios aplicados neste estudo, € em outros, reflitam
com exatiddo os critérios utilizados no diagndstico do PTSD em humanos (Cohen et al.,
2003). As razdes para as diferencgas individuais no tipo de resposta apresentada por cada
individuo ainda sdo desconhecidas. Embora, alguns autores sugiram que fatores
genéticos, bem como os eventos adversos durante o desenvolvimento inicial estejam
entre os principais fatores que contribuam para a vulnerabilidade aos efeitos do estresse,
fazendo com que alguns individuos estejam mais predispostos a desenvolver o PTSD do
que outros (Heim e Nemeroff 2001; McEwen 2008; Mitra et al., 2005; Adamec et al.,
2012). Dados recentes apontam inclusive para um distinto padrio de mudanca
citoarquitetural nos neurdnios do hipocampo entre as diferentes categorias de respostas
comportamentais apresentadas pelos animais (resiliente ou susceptivel). Um estudo
realizado por Cohen e colaboradores (2014) demonstrou que, oito dias apds a exposi¢cdo
a um predador como modelo experimental de PTSD, a quantidade, a complexidade e o
comprimento dos dendritos, bem como a densidade de espinhos dendriticos dos
neurdnios tanto na camada granular do giro denteado como dos neur6nios piramidais da
regido CA1 do hipocampo sdo menores nos animais EBR em relacdo aos animais MBR

(Cohen et al., 2014). Na amigdala, o comprimento e a complexidade dos dendritos
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neuronais sao maiores nos animais EBR quando comparados com os animais MBR.
Além disso, essas alteracdes foram seguidas pelo aumento na expressdo de receptores
de glicocorticoides no giro denteado e em CA1 somente nos animais EBR (Cohen et al.,
2014). Assim, estudos que visem fornecer uma visao mais ampla de neurotransmissores
e mediadores celulares, potencialmente envolvidos na mediacdo das respostas ao
estresse, € que estdo envolvidos na adaptacdo ou na ma adaptacdo do individuo sdo
especialmente importantes no intuito de identificar os fatores de risco bioldgicos que
tornam determinados individuos especialmente vulneraveis a transtornos relacionados
ao estresse.

Outro importante achado deste estudo foi que o tratamento com cetamina
aumentou o comportamento de freezing durante o teste de medo condicionado. Esta ¢
uma preocupacdo que existia com relagdo ao uso da cetamina no tratamento do PTSD,
visto que esta droga estd associada a efeitos dissociativos e psicoticos semelhantes aos
associados ao PTSD podendo, portanto, aumentar os sintomas desta doenca. As
orientacdes psiquiatricas atuais para o tratamento de transtornos psiquiatricos como a
depressdo e o PTSD ainda ndo incluem a cetamina (Canadian Agency for Drugs and
Technologies in Health, 2014), entretanto, baseados em evidencias pré-clinicas do
envolvimento do sistema glutamatérgico nos transtornos de humor, estudos foram
realizados para testar as propriedades antidepressivas da cetamina. Varios estudos bem
controlados demonstraram que a cetamina pode ter rapidos efeitos antidepressivos
(Price et al., 2009; Aan het Rot et al., 2010; Zarate et al., 2012). Entretanto os resultados
a respeito do uso da cetamina no tratamento do PTSD ainda sdo bastante controversos.
Alguns estudos evidenciaram que a cetamina tem um efeito positivo na melhora dos
sintomas de PTSD. Em um destes, pacientes com queimaduras graves receberam

cetamina durante o processo cirurgico ao qual foram submetidos (McGhee et al., 2008),
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em outro, um paciente que tinha sido diagnosticado com PTSD héd 3 anos também
apresentou melhora nos sintomas da doenca apos ser tratando com cetamina (D’ Andrea
e Sewell 2013), por fim, um estudo realizado com pacientes com mais de 10 anos de
historico de PTSD demonstrou efeitos benéficos do tratamento com esta droga (Feder et
al., 2014). Em contrapartida, naqueles estudos que encontraram uma piora nos sintomas
do PTSD, a cetamina havia sido administrada durante o tratamento inicial ap6s o evento
traumatico (Juven-Wetzler et al., 2014; Schonenberg et al., 2005; Schonenberg et al.,
2008). Levando isso em consideracdo, pode-se especular que a administracdo de
cetamina pode ter funcdes aditivas na resposta ao estresse em andamento quando
administrada em uma janela de tempo precoce apds o trauma inicial, provavelmente
como resultado do aumento simultdneo do glutamato (provocado pela cetamina) e de
glicocorticoides (provocado pelo estresse) no SNC (Schonenberg et al., 2005). Portanto,
aspectos de seguranca, possiveis mecanismos de agdo e diregcdes futuras da pesquisa
sobre o uso da cetamina em condi¢des psiquiatricas ainda devem ser amplamente
investigados, especialmente porque a cetamina continua a ser amplamente analisada
como alternativa no tratamento da depressdo, doenca que, com certa frequéncia, estd
associada com historico de trauma (Schonenberg et al., 2005).

Neste estudo avaliamos também o metabolismo da glicose através da técnica
BE_-FDG-microPET. O BF-FDG ('®F-2-fluoro-2-deoxy-glucose) ¢ um dos radio-
tracadores mais comumente usados em estudos de PET e ¢ utilizado para medir o
consumo da glicose nos tecidos. Neste trabalho, nenhuma alteragdao foi observada no
cortex frontal, hipocampo e amigdala nos animais com PTSD tampouco nos animais
submetidos ao tratamento com cetamina. Os dados a respeito do metabolismo da glicose
tanto em humanos como em modelos animais de PTSD sdo bastante conflitantes. Por

exemplo, foi relatado aumento (Yehuda et al., 2009; Ramage et al., 2016; Zhu et al.,
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2016), diminui¢ao (Buchsbaum et al., 2015; Stocker et al., 2014; Yehuda et al., 2009) e
nenhuma alteragdo (Molina et al., 2010) no metabolismo da glicose em diferentes
nucleos da amigdala. Resultados conflitantes também foram observados em diferentes
regides do cortex pré-frontal: aumento (Rilling et al., 2001) e diminuigdo (Stocker et al.,
2014; Rilling et al., 2001; Molina et al., 2010) na distribui¢io de '|F-FDG foram
relatados. O Unico consenso parece ser com relacdo ao hipocampo, no qual somente
diminui¢des no metabolismo da glicose foram relatadas (Yehuda et al., 2009; Stocker et
al., 2014; Molina et al., 2010). Estes resultados contraditorios podem ser atribuidos a
diversos fatores que variam amplamente de estudo para estudo, como, por exemplo,
diferencas no tamanho das amostras, variagdo do tempo em que o PTSD teve inicio,
heterogeneidade dos tipos de traumas, comorbidade com outras doengas e diferencgas no
paradigma sob o qual a analise foi realizada (repouso, sono, apresentacdo de uma
imagem relacionada ao trauma, apresentacao de imagens traumatogénicas, porém nao
relacionadas ao trauma e exposi¢do a imagens neutras). Além disso, em nosso estudo,
(pelo fato de ser tecnicamente impossivel realizar este tipo de andlise em outras
condi¢des), os animais estavam sob efeito de anestesia durante a captura do PET,
condi¢do que pode influenciar os resultados. Neste sentido ¢ bastante dificil fazer algum
tipo de inferéncia a partir destes resultados. Portanto, parece que devido a complexa
apresentacdo clinica do PTSD e a sua sintomatologia muito varidvel, ainda ndo se
estabeleceu dados consistentes sobre o metabolismo encefalico nesta doenca
neuropsiquiatrica (Virdee et al., 2012).

Analisamos também os niveis de BDNF no hipocampo e na amigdala nove dias
apos a indugdo do estresse. O BDNF ¢ um membro da familia das neurotrofinas que
desempenha um papel importante no crescimento, desenvolvimento e manutencao de

varios sistemas neurais € também esta envolvido nos processos de plasticidade sinaptica
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e liberagdo de neurotransmissores. O BDNF ¢ especialmente importante no hipocampo,
amigdala e cortex pré-frontal, que sdo regides envolvidas nos processos de
aprendizagem e memoria, incluindo as memorias de medo (Andero e Ressler 2012). A
expressao de BDNF ¢ regulada pelo estresse e evidéncias recentes sugerem que esta
neurotrofina possui um papel chave na patogénese dos transtornos de humor (Bennett et
al., 2016; Angelucci et al., 2014; Martinotti et al., 2015). Além disso, os mecanismos de
acdo dos agentes terapéuticos utilizados no tratamento de varios transtornos
neuropsiquiatricos estdo associados ao reestabelecimento dos niveis normais de BDNF
circulante (Manji e Duman 2001; Rasmusson et al., 2002).

Entretanto, neste estudo, ndo observamos nenhuma alteracdo na expressao de
BDNF nas regides analisadas. Estudos anteriores que avaliaram os efeitos de curto e
longo prazo do PTSD sobre a expressao desta proteina demonstraram que as alteracoes
nos niveis de BDNF nesta doenca sdo transitorios e restritos a horas ou poucos dias, em
modelos animais. Entretanto, enquanto alguns demonstraram uma diminui¢do inicial
dos niveis de BDNF, outros demonstraram um aumento de BDNF nos estagios iniciais
apos o estresse. Por exemplo, Rasmusson e colaboradores (2002) evidenciaram uma
diminui¢ao nos niveis de BDNF mRNA no giro denteado 60 minutos apos a exposicao
a um choque na cauda, e que esses niveis retornaram ao normal apos 48 horas. Foi
demonstrado também que a exposi¢do a um predador provoca uma diminui¢do
persistente (30 dias) nos niveis de BDNF mRNA somente na regido CAl do
hipocampo, enquanto que as diminui¢des encontradas em outras regides (CA3, giro
denteado e cortex frontal) foram transitorias. Além disso, esta diminuicao foi relatada
somente nos animais cujo comportamento foi mais severamente afetado pelo estresse
(Kozlovsky et al., 2007). Outros estudos, no entanto, demonstraram um aumento inicial

nos niveis de BDNF apos o estresse. Roceri e colaboradores (2004), utilizando a
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separacdo materna como modelo de estresse, relataram um aumento na expressdo de
BDNF mRNA no hipocampo e no cortex pré-frontal 17 dias pos-natal, contudo, a
expressdo de BDNF retornou aos niveis normais 35 dias pds-natal. Em outro estudo foi
evidenciado um aumento nos niveis de BDNF mRNA somente imediatamente apos um
choque na cauda e que foram restaurados aos niveis normais 60 minutos apos o estresse
(Bland et al., 2005). Por fim, um estudo realizado em humanos demonstrou que
pacientes com PTSD possuem niveis séricos de BDNF mais elevados quando
comparado com o grupo controle. Entretanto, este efeito foi observado somente em
pacientes cujo trauma era recente (menos de um ano). Em pacientes com traumas mais
remotos, os niveis de BDNF eram iguais aos do grupo controle (Hauck et al., 2010).

Neste estudo, os niveis de BDNF foram analisados nove dias apds a exposi¢ao
ao estresse, portanto, podemos especular que nossos animais apresentaram alteragdes
(diminui¢do/aumento) na expressdo de BDNF, no entanto estas mudancas foram
restritas a um curto periodo de tempo e ndo uma mudanga de longo-prazo. Alguns
autores sugerem que a diminui¢do nos niveis de BDNF observada apds a exposi¢do a
um estresse pode ser um dos fatores responsaveis pela falha na codificacdo inicial da
memoria traumatica, levando o individuo a desenvolver os sintomas da doenga, além de
ser um dos responsaveis pelos déficits cognitivos que alguns individuos com PTSD
apresentam (Hauck et al., 2010; Rasmusson et al., 2002). Outros sugerem que o
aumento inicial nos niveis de BDNF, observado apds a exposi¢do a um estresse, esta
relacionado a um mecanismo compensatorio no intuito de proteger o encéfalo contra os
efeitos deletérios dos niveis elevados de corticoides liberados apos a exposi¢do a um
agente estressor (Faure et al., 2007).

Como observado, os resultados a respeito da expressao de BDNF no PTSD nao

sao uniformes e sao dificeis de comparar devido a diferengas metodoldgicas, incluindo
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o tipo de estresse envolvido, a intensidade, o numero de repeticdes, o tempo de
exposi¢ao, as regides analisadas, entre outros. Ainda assim, parece claro que o BDNF ¢
um fator importante na resposta ao estresse € mesmo que as alteragdes sejam
transitorias, podem contribuir para o desenvolvimento desta doencga. Assim, ¢ notavel a
necessidade de estudos que avaliem o tempo preciso durante o qual os niveis de BDNF
permanecem alterados. Além disso, ¢ importante saber se a repeti¢do do estresse resulta
em novas alteragdes transientes nos niveis de BDNF ou se esse efeito esta sujeito a
habituagao.

Com base no descrito acima e nos achados dos dois artigos desta tese,
conseguimos aprimorar um pouco mais o conhecimento a respeito das alteracdes
comportamentais, histofisiologicas, bioquimicas e neurometabolicas que acompanham o

PTSD e sobre a atuagdo da cetamina nesta doeng¢a neuropsiquiatrica.
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6. PERSPECTIVAS

De acordo com a temadtica desta tese, as atividades listadas a baixo podem ser
realizadas no intuito de aprimorar os conhecimentos sobre o assunto. Para isso, os

seguintes parametros podem ser futuramente avaliados:

1) Avaliar os efeitos de longo prazo (30 dias) do PTSD sobre o comportamento de
freezing dos animais.

e Avaliar o comportamento de freezing a longo prazo ¢ importante pois,

postula-se que um aspecto importante do PTSD ¢ que os sintomas devem

persistir ao longo do tempo.

2) Avaliar os efeitos do choque nas patas, como modelo de PTSD, sob outros
parametros comportamentais caracteristicos da doenga como ansiedade e
hipervigilancia através dos testes de plus-maze e do teste de sobressalto acustico.

e Nao s6 o tempo de freezing ¢ utilizado para verificar a eficacia do
modelo experimental de PTSD. Os resultados destes outros testes podem
sem utilizados como critérios adicionais para separar os animais em EBR

ou MBR.

3) Verificar se ha diferencas entre as alteragdes astrocitarias observadas em animais
com PTSD classificados como MBR e EBR.
e No primeiro artigo desta tese, foram demonstradas alteracdes

astrocitarias significativas induzidas pelo choque nas patas, entretanto, os
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animais ndo foram classificados de acordo com a sua resposta
comportamental.
4) Avaliar os efeitos da cetamina sobre os astrocitos do hipocampo e amigdala.

e Foi demonstrado que os astrocitos sdo susceptiveis ao PTSD e que a
cetamina piora os sintomas desta doenca. Verificar se este agravamento
na resposta comportamental estd relacionado a alteragdes nos astrocitos
destas duas regides que estdo amplamente relacionadas as memorias de

medo.

5) Analisar as possiveis alteragdes de curto prazo do PTSD sobre os niveis de
BDNF no hipocampo e cortex frontal com o uso deste modelo experimental.

e Alguns estudos demonstraram altera¢des iniciais transitorias nos niveis
de BDNF apds a exposicdo a diferentes estressores, entretanto essas
alteragdes foram restritas a algumas horas ou poucos dias. Além disso,
nenhum deles utilizou o choque nas patas como modelo experimental de

PTSD.
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HIGHLIGHTS

= Diabetic rats exhibited normal freezing response in contextual fear conditioning.
= Hipporampal oxidat ive status was umaltersd in diabetic rats.
= Resverarrod oral trearment had no sigrificant efeces in keakti or daabetse rats.
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o A - saline (NI SAL), non-diabetic ratx treated with {2t 2 dose S mefig (ND RSV ), non-diabetic
s rats treated with resveratrol at a dose 10 migfig (ND RSY 1), non-di i with
a dose M mgg ke (ND RSV 20, diabetic rats treated with saline (0 5AL) dizbetic rats | wirh
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Astrocyte morphology after ischemic and hemorrhagic experimental
stroke has no influence on the different recovery patterns
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HIGHLIGHTS

# Long-term astrocyte morphology has no influence on the different recovery patterns of sroke.
* lschemic and hemomhagic stroke subtypes bawve smilar long-term astrocyte morphotogy in perilesonal ssnspnmotor comex and dorsolateral striatum.
* Long-term CRFAP immunorsactiviey profile is smilar between ischemic and hemarrhage sroke.
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and hemorrhagic stroke. Thus, we decided 1o compare long-term GEAP. astrocyte morphology
ml I afeer ischemic (15, m= 5, hemarrhagic(HS n= 5) and sham (5, n= 5)sroke prowps (inducsd by erdockedin
Hemarmane stroks L mwﬂ&dmm&lhﬂ&:ﬁ-ﬂmﬂ ic sroioe
Gl Nbrillary asidic probein ﬂwﬂnﬂn‘n.ﬁlﬂq—mw astrocyte y [F>005) or 2l svahmted meas-
AstTcyees d anad celiular optcal de i memﬂbqh density
Eeactive asmogiioss

ﬁmmm]ummmaﬂ striatum. These inberesting negatne
results discourage similar studses focussd on long ¥

wof GFAP. positive astrocyre mo mbolozy

amd recowery comparison of stroke subtypes.

i 14 Elsevier BV, Al rghts ressrved.

Stroke, broadly subdivided into ischemic and hemorrhagic sub-
Tvpes, is 2 sericus health-case problem worldwide | 1 |. Some clinical
studies have shown that by the time of hospital discharge hemor-
rhagic stroke presents a better funcrional improvement compared
to ischemdr stroke |2 | Morepver, ischemic stroke patients showed

Ll - g author at e 1Y Mulrigho &
mmcﬂhmmnm”ﬂ1 Pﬂ-
1253 andar, Porin Alegre JEP DDS1S-000, B8, Braril Teb: <55 57 3T20646;

Eam: =55 51 I3DIOGHE
-l el gss: regs mesTiner@ pucrs by (LG, Mestrimer),

I b [Tl oo B 0. 12 B ANEA. T 0L005
DEEE-432EAE 2014 Elsawier BY. Ml righis reserved.

a honger functional recovery time window than those with the
hemorrhagic etiology [3]. Yet, these recovery differences are not
completely understood due to stroke hetetogeneity (4] Animal
maodels aid researchers to control some factors and prowide an
unbiased analyss of stroke subtypes. We have recently published a
shady, using two controlled lesion “site and size” rat models, show-
ing the spontanesus recovery pattern is better in hemorrhagic than
in ischemic stroke [ 5. Unfortunately, the neurobiological explana-
tioms for this finding remain poorly undersiood

Coincedentally. our research group has also shown astrocyee
morpholegy could be related to improved semsorimotor recov-
ey after a rehabilitation protocol |5] and modulated by physical
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Physical training improves non-spatial memory, @__
locomotor skills and the blood brain barrier in

diabetic rats
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[—— such aF cludin-5 and aquaporin-4 [&QF) in the hippoompus and sratum in disbetic
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B diis i [TD). Afer dishetc ndwoion of 30 doys by sTeptozotocin injecton, the merase groups
b spatial were msbrmtted ta 5 weels of running training. Afer that, all groups were asseseed o a

nwel ohject - Teo gnition task (NOR) and the rotarod test Additonally, cloudin-b and AQFS
levels wers i using Wochemdml aye The resbs showed that eeercse
erhanced MO task performance and rotared ability in the TC and T animals Ciabetes
produmd @ deesse in cloudin-t expresdon in the hippocampus and smstum amd
redumd AQPE in the hippocampus. Berde preserved the daudin-5 content in the
wirintum of T1 mix, et pot o the hppommpues. The redwcton of A0F4 levels prodwosd
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memary meiention, enhances motor performance in disbetic s and affedts mportant
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Antidepressant Effects of Ketamine Are Not Related to “F-FDG
Metabolism or Tyrosine Hydroxylase Immunoreactivity
in the Ventral Tegmental Area of Wistar Rats
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Abetract  Major depresdve disorder (MDD is an ine
porant health problem that is often asociated 10 stres,
Ome of the main brain regions relaed © MDD is the ventral
egmental area |VTA) & dopaminergic center, pan of s
changes o VT A dopaminergic neurons are associated with
depression and tearment. Ketamine has ecenly shown a
fasl, potenl astideprescant offect in acwte, sub-aneghetic
dosrs. Thus, our aims wemre  elecidate if ketamine would
be sble to rever depreszion-like bohavior induced by a
chronic unpredictable stress (CUS) protocol and if it could
caus aherations o metabolian and tywosiee hydroxylase
(TH}-immunoreactivity in VTA. For this, 48 Wistar rats
were divided into four growps: conirol + saline (CTRL +
SAL), control + ketamine {CTRL + KET), OUS + saline
fOUS 4 SAL), QUS4 ketamine (CUS + EET). The
U5 prowps underwent 28 daye of CUS protocal. Saline o
ketamine {10 mg'kg) was administered intraperitonially
omoe on day 28, The behaviar was scecsoad by e sucroce
preference ted, the apen field test, and fvw fosced swim
sl Gluoose brain metabolicm was aseessed and quantificd
with microPET. TH-immumareactivity was ascsed by
estimating newnnal density sd megional and celular

=0 Pedm Porto ddegre Haptista
pedropn i gmail anm: pedrn haptist s aced pocts bt

' Mhhmm-wetma.
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?  Centro de Pesquiss Pré Clinics & Centro de Produgso de
Radiofirmecns, fnstimin do Cfrebro do Rio Grande do Sal -
THSCER-AUCRES, Porto Adegre, Bracil

optical densities. A decmase in suomse intake in the CUS
growps and an increase in immobility was mpidly everied
by ketamine (p < 005). No differesce was observad in the
open field wst. There wes wo aliemtion o VT A metabolism
and TH-immunomeaction. These mesulis sugpest that e
dopressive-like behavior induced by CUS and the antide-
pressant effects of kemmine am unmelated to changes in
neuronal metaboliem or dopamine producton i VTA.

hydronylase - Ventral tegmental anca

Introduction

Major depressive disonder (MDD is a psychiatric illness
affecting 300-330 million people wordwide that baffes
doctors and researchers because of its complexity. Despie
scicntific efforts, the cause o origin of MDD remaine wn-
kmown [17, 17, 64, 66]. As there is no apparest precise
organc alerstion, it & clecified = o mood disonder
characterized by cheomic feelings of sadness, bopelesness
nd self wortilemiess, often leading to suicidal Soughts
and behaviors [3, 62]. In the atempt 1o understand the
brain regions, sech ac the prefrontal corex. amypdala. and
cingulate corex. Howewer, the core sympioms of MDD,
anhedonis and lack of motivation, sre typically sssociated
an important dopamibergic center, the ventral tegme ntal
area (VTA) [8, 48, 66].

The VTA, located in the ventral pan of the mesen-
cophalon, consists mainly of dopaminergic newons
16065 %) [48]. | & believed tobe the initial region in the
meward and motvation system and, interestingly coough. it

£ Springer
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Physical exercise increases GFAP expression and induces
morphological changes in hippocampal astrocytes
Lisiani Saur - Pedro Porto Alegre Baptista - Priscylla Nunes de Seuna -
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Abstract  Physical exerciee has an important infuesce on
Asocytes s susceptible o plastcity, and indice amd
smbilize synapses, regulate the concentrtion of various
molecules, and support sewronal energy metabolizm. The
gim of ouwr stedy was to investigate whether plysical
exemcizse is capable of akering e morphology. density and
enpression of glial fheillary scidic protein (GFAP) in
astroc yies from the CAL region of mt hippocampus. Thir-
eon male mis wene divided in two proups: sedentary
in=6) and exercise (v = T). The animals in the excrcise
gooap were asbmitted to 8 protocol of deily physical
exewise on 8 treadmil for four consecutive weeks. GFAP
mmmunoreactivity wis evaluated using optical densitome-
rry amd e momphological analyses we an adaptation of
Sholl's comcentric cincles method. Our mesults show that
physical exercise is capable of inceasing the density of
GFAP-positive sstrocyies as well as the regional and ool
helar GFAP expression. [n addition, physical exerciee
altered sstrocytic morphology as shown by the inorease

L. Smr - P. P. A. Baptista - . F. Paim - L. Tha -
L L Xavier (350

do Rin Grande do Sul (PUCRS), Avenids Ipimngs, 6681,
Prédhia 130, Sals 104, Pari Alegre, RS CEP 90619 800, Bail
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i kogi 2 Comp i de Gidncias Bicicm da
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observed in the degree of mmification in the lateral guad-
rants and i the Ength of the kbnge st astrmc yic proccses in
the contral guadmnte. Ow dsts domomsteate  important
changes in astrocy s promoted by physical exccise, sup-
porting the idea that thes cells are mvolved in regulating
noural activity and plasticity.

Keywards Physical exencise - A grocytes - (GFAP -
Hippocampus - Sholl

Tmtr s ctbon

There is & considerabl evidence o show that physical
enemise bas a positive offect on brain function in both
bumans (Hillman o al. 2008; Lawrin ot al. 2001 ) and ani-
mals (Albeck o al. 2006; Famer et al. 23004; Stranshan
ot al. 3010} Pleysical exorcise improves cogritive functions
(Kashihars o al. 2000: Kmmer of al 2006) and memaory
(Alesi et al. IO0E: de Senna et al. 201 1), reduces anxisty
and depresgion (Martineen I00B), and has protective
propertics on a wide vanety of mewnlogical disesses
such & Parkinson's discase (Smith snd Figmond 3003),
Aldwimer's discase (Mirochnic ot al. 2009) and ischemic
sroke (Stummer o al. 1994),

Sudies deggned to shod bight on the newrobiological
hases of these benefits have demonstrated that physical
exemise is imvolved in cerchral plasticity. Exencie can
indisce mewrogenssis (Kim ot al. 2003, van Praag o al
1999a, b, 2005} and incresse the relesse of newratrophic
factors such as brain-derived neurotrphic factor | BDNF),
narve growth facer (MGF), fibroblast growth factor (FGF)
and their mRMNAs (Berchiold ot al. 2010; Giamez-Pinilla
e al 1907, Neeper et al. 19096). Physical exescise can also
imdusee long-temm potentistion (LTF (van Prasg etal. 1999a)

£ Springer
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Sunitinib Improves Some Clinical Aspects and Reverts
DMBA-Induced Hyperplasic Lesions in Hamster Buccal Pouch
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The hamster buccal pouch model is ideal for anakyzing the

development of (5CC. This research anahysed the effects of sunitinib: (oyrosine kinase inhibitor! in precancerous lesions induced
by 712- dimetiydbensia janthracene (DMEA) in this model Thirty-four mole hamsters, divided imo six groups: copral—C 4 = 70,

A = 120, cark - q < h

e = ﬁ].-i]‘md;ulm_:-dﬂ-il-wu‘.
l,p-hu:ﬂ-.—l _i.-d f-r] *ﬂmdhhbﬂplﬂh

Cguilittinsdy

P (= 5, acetone and CP—A+CF {n = E), 1'% DMBA in acetone and CP—DA+HOP

with sunitinit

D&+CP+8 {n = 7). The aspects evalusted

h#ﬁmhm-“-h-—hﬂnhr—i-ﬂum observed in 43% of the
animals in the DA~CF groap. D +CF growps presented a sigrficant increase in rete ridge density compared o the control groups
{F « 001} which was reverted by sonitinib in the DA +~CP+5 groop. Bunitinik seems w0 have important benefis in srly sage

carcinogenesis and may be mseful in chemoprevention.

1. Introduction

Orral squamious cell carcinoma is a global publsc health prob-
lem with abouwt 30K new cases diagnosed per year repre-
senting 5% of all cancers for men and 2% for women [1], two-
thirds of which are from developing countries [2].

Squamous cell carcinomea of the upper acrodigestive tract
has @ high risk of primary-treatment failure and desth. If
cured, patients arc often disfigured or canmot speak andfor
swallow |2]. Some patients will be al risk for malnutrition,
infectson [3], severe depression, or suickde. Globally, with few
exceptions, survival rates have not improved for decades |1
7]

Oiral squameons cell carcinoma (OSCC) is caused by DNA
masstion, often spontangons but increased by the exposure
1o @ range of mutagens [B] —one of them betng chemical The
changes in the DNA can progress from a normal keratinocyte
to @ premalignant or 8 potentially malignamt keratinoovie

that is characterized by the ability to proliferste in a less-
controlbed way than normal The cells become autonomaous
and cancer results {characterized by invasion through the
epithelial basement membrane) [9].

Ini the initial phase of (SCC, cells may proliferate in a
process known as hyperplasia. From hyperplasia, cells can
progres o mild dvsplasia; then to moderate dysplasia, and
later 10 severe dysplasia; the last phase would be OSCC 1]

cinogenesis modd is the most well-charactenzed system for
analyring the developmenl of 85CC [5]. The HEP is covered
by a thin layer of stratified squamous epithelium that is very
simmilar to the foor of the mowth and the ventral surface of the
tongwe: in humans, which is the most commaon site of human
QSO o).
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heart failure on the neuronal and glial densities and the GFAP-
mmﬁmmhm medial amygdala of rats
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Summary. Exercise training has neuroprotective effects whereas myocardial
infarction (MI) and heart failure (HF) can cause neurcnal death and reactive gliosis
in the whole amygdala. The posterodorsal medial amygdala (MePD) is involved
with cardiovascular reflexes and the central control of sympathetic/parasympathetic
responses. Our aim was 1o study the effects of prior exercise training and of MI-
induced HF on the neuronal and glial densities and the glial fibrillary acidic protein-
immunoreactivity (GFAP-r) in the MePD of adult male rats. Animals (n=5/group)
were; control, sedentary submitted to a sham MI (Sed Sham), sedentary submitted
to MIVHF {Sed HF), trained on a treadmill and submitted to a sham MI (T Sham) or
trained on a treadmill and submitted to MUHF (T HF). The number of neurons and
glial cells in the MePD was estimated using the optical fractionator and the GFAP-ir
was quantified by optical densitometry. In the respective groups, treadmill training
improved physical performance and MI damaged near 40% of the left ventricle.
There was a hemispheric lateralization effect on the density of neurons (higher in
the right MePD), but no significant difference in either the neuronal or the glial
densities due to expernmental condition. Regional GFAP-ir results revealed that the
Sed HF group had a higher expression in the left MePD compared to the control
and the Sed Sham rats (p=0.01). The present data did not evidence the effects of
training or MIYHF in the MePD cellular density, but indicate a possible local
restructuring of astrocytic cytoskeleton after MIFHF in rats. Histol Histopathol 29,
1423-1435 (2014)

Key words: Extended amygdala, Optical fractionator, Cellular density, Astrocytic
cytoskeleton
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Resveratrol prevents akinesia and restores neuronal @__
tyrosine hydm:ylasve immunoreactivity in the
substantia nigra pars compacta of diabetic rats
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Article histomy: This study evahsated the effects of resveratro] on locomotor be oo, eeeronal and glial
Accepbed 5 October M4 densities, and tyrosine Rydroxylase i eactivity in the sub ia migra pars com
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Sexual Dimorphism in the Human Vocal

Fold Innervation

* 1,4 Deivis de Campos, TJoel Henrique Ellwanger, *Patricia Severs do Nascimento, THelen Tais da Rosa,
§Lisiani Saur, *.%,|Geraldo Pemira Jotz, and §Leder Leal XKavier, *fi||Foms Alegre. {Sama Cruzdo Sul Rio Grandedo Sul, fira i

Summary: This study investigated the sexual dimorphism in the recorrent laryngeal nerve (RIN) and thyroar yienoid
(TA) musc ke, which control the vocal fold. The RLN and TA wene bilaterally studiod in luman epecime s obtained from

Becropsies (seven men and seven women). Analysis of the

shwowed that the RIN of dse men

were significantly larger, as shown by the intraperineural avea {42.5%) (P =0.006), totdl sumber of fibers (38.0%)
(P =00002), pxonsl srea (34 3%) (P =0.0001 ), axonal dismester {19:0% ) (P = 00001 ), and the area of the nerve oc-
cupied by myelinatd fibers { 34 9% (P = 0001 ). By contrast, in women, our results showed that fhe area of the BLN
ocoupied by endoneurial conpective tisase was larger (5.7%) (P =0.001). Estimation of the fiber area and shape coef-
ficie mt dvowed that the histologic organization of TA is similar i men and women. These reaults may contribiste toward

enhanc ing owr understanding about the veice mewobiology.

Key Words: Semal dimorphism—Recurse ot laryngeal nerve=T byroar vie soid msscle—Voice.

INTRODUCTION

Several smdies hawe demonstrated the presenoe of sexal di-
b i the o gamiaton of S wervows system in diffe e
groups of vertebrates, such as amphibians, repiles,™ birds,*
and mammals =¥ Similarly, numerous sisdics with animals
have shown sexual dimorphism in difforent regions of the
wervous ystem invalved in vocalizaton'vocal conwal **!
However, little is known about this aspect in humans,

Albhough some authors have teported the e xiste iee of sexual
dimsorphizm in the newml groctures rvolved in vocal control at
e level of the central nervous sysem in bumans, = o owr
Inowledge, there is no study in the current literature St shows
e presence of aheenee of soxual dimorphism in strctise s re-
lated to the peripheral pervous sygem and muscles relaed to
wocalization, especially in the recumemt laryngesl nerve
{RLN) and thymoarytenoid {TA) musele.

In addition, classically, the variahility between the voioes of
mﬂmmmqﬁmiyh&ﬁmn*
mass of the vocal folds. mmwnm
shle to increased testosterone at puberty in males, which stim-
lates groweh in the laryngeal cartilages. ' In the 20th cenry,
e domimant model of sexual differentiation smied that genetic
w1 (XY vs XT) causes differe mtiation of the gonads, which then

R E—— —— )

T sy was magppertied by (meclh Musioml 4= T Chemsifice: 2 Tex-
-u.nmulr' e i Az A g ﬁn—ltmnp-
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sechole harmeone s that act directly on tisaes 1o indoe
sex diff erences infumction. This serial model of sexwal differen-
tigtion was simple, unifying, and soductve. Recont ovidomnee.
bowever, indicais that the linear model is incorrect and that
sex diffee moes ariee i oneepoke o divese wox-gpecific signals
originating  from  isheront differences in e gesome and
involves colluler wochanisns that sre gpecific o individual
thsswes or brain regions,'®

Likewise, susdies of songhirde and rodents suggea fiat malke
and female brain cells are also intrinsically differont because of
the sex differencos in the cxpression of sex chrmosone genes
within the cells.® As fhose differences in gene expression and
alterations in brain strectures are ofien responable for impor-
tant changes in different body characteristics, such as innverve-
thon and morphology, owr hypothesis is that sexusl dimorphism
may be present in the RLN and TA of subject: of different gen-
ders. This study aims 1o invedigate thic matter,

MATERIALS AND METHODS

Specimens

Al the nerves and musches werne obtaised from mec-
ropsics of 14 Cancasian subjocts who had died suddenty (zeven
men [age="T114=E07 year] and soven women [age =
T5.71 £ 7R3 years]) (mean = gandand deviation), from e De-
panment of Forensic Medicine. Tt should be poimed out that al-
el owr anal ysis wis porformed in older individuals boc suse
of the difficelty in obtaming younger specimens, this limimtion
was also found in a previous study, in which the aibjects with
average age of 70 years for men and 75 years for women
were analyzed "” Furthermaore, in ihe presewi gudy, the men
and women were in the same age group, This sindy was ap-
proved by #e Ethics Commitiee of the Liniverzidade Federal
do Rie Grande do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil,

Dissection

The dissection of the RLN was performed accanding to Jotz
et al'® The TA muscl was bilaerally removed (~10 mm)

from the brynx, and the middle region of he TA was chosen

for our audy. Thic chnice was based on & previous. audy,

which showed that this region presents maore and better de fined
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Physical exercise down-regulated locomotor side effects induced by haloperidol
treatment in Wistar rats
anﬁhﬁm:tﬁ:m , Mariana Fomtoura Paim °, Lisiani Saur *,
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Ar e i ot <pwrarmidal symptams [EFS) such a5 slonesia, dysionia, gait aeraton and temors ane ofserved when dopa-
R e 30 AguT M2 mane 02 reepors ae hinckedl by phamacdogicl ments such & habpenda. These sbeabons poduce 3

i i vt Ve e A oo s e e e s, i g, il S, 8
the animak receives) 3 daily injecion of saline or hdopenidolfr A days, and the s derweent 2 daily
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1. Itrodisction gmality of PO patiens | Hermai et al, 2008 | and in PD amimd modds

s phrenia [MeCue of al, M606). EPS presents a very specific set of
murkr deficits such as trevnors, skinesia dy o s and gail sllerations
[ Lisberman e al, 2005; Mivamoto e al, 2005 ), which greatly recan bl
thve ok clarsceristis observed in Parkinen's Disesie | PD) patients
il amimal models (Amende e d 3005 Guillo el al, 2008 ; Kurz et al,
2007 ). For this reason, APD i said 1o case Parkinsonism (Pehso 8 al
2002 ) o, as it will be relerved to in this study, & Parkinson's-like stae
[AS).

Plysicale sercise & widely prescribed wo PD patient i an attempt Lo
i prove o contre | and enhance lite gusli g (Lich . 200 21 Tresdm ill
traitning, it particular, s been shown bo greatly imprsve the gait

* Corvesponding 4 umo! @ Depa mamenns S Clncias Faultas
ge Biecibncias PACRD Avenida |pranga 5651 réSio 17 Sala 144 OFF 50619900
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[ Posthuakars et al, 2009). On the ofher hand, ve iy litde hs been writen
aleiul g ail @ e vat o in PLS mduced sy APD, with soimne shod ies me ly

the presence of 4 gail deficit in this staie [ Hasen el ol
1857, Lieberman e al 3005). Additonally, previous studies have
sherwn that plvysicd exercise ha some berehcial elecs on EPS induced
Iy huabopperidal in rats [ Tebosica ot al, 2001 ).

Given that APD induoes PLS, generating importan gt sheraiom that
are mol avinpletely widerstood, and Bt phy sical exercise he o bevefcial
efled on EPS [ Herman el al, 2008; itd, 2012], the man goals of this
Audy were B impiove Be knowledie sl e mobor gait deboit in-
duced by 02 blockers and Lo investigate the efieds of plysicl sxercie
it PLS inshooedd by ko periciol.

2. Materia b and metods
20 Amirmals

Fn rhis shusdy, 48 male Wistar rats, three months old and vei ghing
200- 300 g were ollaned Trm te nstite of Basc Health Sciences
[KBS) — UFRGS. They were maintained in g contolled etvironment
and voesed in groups of fee with food and waer sd libitum in &
12:02 hchark light schvedhule The sl ks wers s located into ko grogps
[mwehe aach): | — Saline and Sedentary [Contal), 2 — Saline and
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Behavior outcome after ischemic and hemorrhagic stroke, () <o
with similar brain damage, in rats
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HIGHLIGHTS

¥ ET.1 and collagenase could produce comparable ischemar and hemomhagic injuries.

¥ |schemic and hemomhagic racs showed smilar spontansous looomiotor actisvity.

¥ |schemic and hemomrhagic rars showed smilar forslimb asymmetry profile.

¥ Hemorrhagic stroke showed better performance m skilled walking then ischemic form.

AERTICLE IMFOD ABSTRACT

Aticte hinary. Serpiee causes disability 2nd monality woridwede and is divided indo schemac and bemorrhagic subrypes.
Revefved 13 December J12 Althowgh chinical tnals seppest disting recovery profiles for ischemse and hemorrhagse svent s, this is mot
Weceived in Fevisnd Roem 219 jassary 2003 comciusmes due 1o srode heteropeneity. The am of this study was to produce simslar bran damage, using
e b, et experimental modsls of sschemic (15) ard hemorrhagic (H5) stroke and evaluae the motor

recovery profile. We wsed 31 Wistar rats divided inbo the following growps: hll-?ln:lﬂ'lcﬂﬁ-}
{m= 12} or hemommhagic (HS] {n= 12} Brain ischemiz or hemorrhage was indwced by endotelin- 1 (ET-11

Sagr—— and collagenase rype V-5 (collageraze ) microimections, respectrvely. All groups were svaluated in the
e i apen fied. cyinder and ldder walk behavioral tess ai disinct ime points s from basefne c 30 days
Coliagenzze type V15 post-surgery (3] PS). Hestological and alyses were used o assess the volume of kost
tissue and lesion length. Present ndumlﬂubﬁhhmd’em siroie had 2 comparabie
long-term pattern of damage, since mo differences were found in volume of tissue lost or lesion size 30
Anyma ¢ days after surgety. However. behavioral daa showed thae hemomrhagic rats were less imnaired 2t skilled

‘walking than ischemic ones at 15 and 30 days post-narpeny. *#ﬂﬂﬂmﬂ*m
stroke design s useful berause it reduces heterogeneity and faoilivaves the
differences related to stroke subtypes; and that spontaneous shilled Iﬂqmqﬂmm
experimental ischemic and bemorrhagic insubts.

© 1013 Elseveer BY. All nights ressrved.

1. Introduction

Siroke is an important public health problem and is broadly
subdivided into ischemic and hemorrhagic subtypes [1 ] although
considerable development hac been made in acuate stroke care,
current data on functional recovery according to stroke

= | mstia 2t de i _ﬂ'n"‘_ are not conclusive 2] Chinical observations have shown that the
lifiaL) - v hemorrhagic form presents greater funcrional impairment than
s e o et ischemic stroke at haspital admission, but shows greater func-
(LG, Miestrimer), tional improvement at discharge [3]. On the other hand, ischemic
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