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RESUMO

LIMA, M. G. Sensibiliza¢do dependente de tempo em paulistinhas adultos como modelo
de transtorno de estresse poés-traumitico: Papel do o6xido nitrico. Plano de tese

(Doutorado) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para, Belém, 2015.

O Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT) ¢ classificado como um transtorno relacio-
nado ao trauma e a estressores, um conjunto de doencas neuropsiquidtricas severamente debi-
litantes que se caracterizam por uma desregulacdo de respostas de estresse apds um evento
traumatico. O paulistinha (Danio rerio Hamilton 1822) tem emergido como um modelo im-
portante para o estudo de funcdes genéticas, neurofarmacologicas e comportamentais, como
no estudo sobre ansiedade e estresse. O 6xido nitrico (NO) ¢ um gasotransmissor que parece
ter um papel importante na regulacao de respostas neurocomportamentais ao estresse, inclusi-
ve no paulistinha. E diante deste cenario que propomos um modelo comportamental para
TEPT, com a avaliacdo da sensibilizagdo dependente de tempo do comportamento do paulisti-
nha em decorréncia da exposi¢do a substancia de alarme co-especifica (SA) — um potente es-
tressor. Com esse modelo, verificaremos o papel do sistema nitrérgico nesse processo de sen-
sibilizacdo. Os animais serdo expostos a SA e mantidos livres de estresse por 24 h; apds esse
periodo, o comportamento dos animais sera analisado. Realizaremos 5 experimentos que vi-
sam investigar: 1) o efeito atrasado da substancia de alarme sobre diferentes tarefas comporta-
mentais em paulistinhas, ii) a comparacao da sensibilizagdo dependente de tempo nos fenoti-
pos shortfin e longfin, ii1) a aplicagdo de Critérios Comportamentais de Corte na sensibiliza-
cdo dependente de tempo, iv) a quantificacdo de glutamato extracelular e nitrito tecidual no
telencéfalo apds exposicdo a substancia de alarme, e v) Participagdo do NO na iniciagdo e
consolida¢do da sensibilizagdo dependente de tempo. Nossos resultados revelaram que: i) a
substancia de alarme produz sensibilizagdo atrasada da ansiedade (aumento da geotaxia, dimi-
nui¢do da habituacdo, aumento do nado erratico, aumento da frequéncia de thrashing no teste
de distribuicdo vertical eliciada pela novidade; diminui¢do do tempo no branco, aumento do
nado erratico, avaliagdo de risco e tigmotaxia, no teste de preferéncia por escuriddo) e hipe-
rexcitacdo (aumento da distancia percorrida na primeira tentativa e a inclinagdo da habituacao
no teste de reatividade de sobressalto). ii) em relagdo aos animais shortfin, a exposi¢ao de ani-

mais longfin produziu maior sensibilizagdo do tempo no compartimento branco, da avaliagdo
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de risco e da tigmotaxia, enquanto os animais shortfin apresentaram frequéncia de nado errati-
co maior. iii) 25,74% dos animais que foram expostos a SA alcangaram o critério de Resposta
Comportamental Extrema (RCE) e 20% atingiram o critério para Resposta Comportamental
Minima (RCM); em animais ndo-expostos, apenas 4% alcancaram o critério de RCE e 96%
alcancaram o critério de RCM. Animais classificados como RCE dispenderam menos tempo
no compartimento branco, com entradas de menor duracdo, maior tigmotaxia e mais nado er-
ratico em relacdo a animais classificados como RCM e controles ndo-expostos; iv) o trata-
mento com L-NAME 30 minutos antes da exposi¢ao a SA ndo bloqueou a sensibilizagdo com-
portamental no teste de preferéncia por escuridao; v) o tratamento com L-NAME 30 minutos
apos a exposi¢do a SA bloqueou a sensibilizagdo da escototaxia e da avaliagdo de risco; vi) o
tratamento com L-NAME 90 minutos apds a exposicdo a SA bloqueou a sensibilizagdo da
avaliagdo de risco, nado erratico e tigmotaxia. Esses resultados sugerem que a sensibilizacao
dependente de tempo no paulistinha pode ser um bom modelo para estudo do TEPT e apon-

tam o NO com um importante mediador nesse processo.

Palavras-chave: Transtorno de estresse pos-traumatico; Danio rerio; Oxido nitrico; Sensibili-

zagdo dependente de tempo
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ABSTRACT

LIMA, M. G. Sensibiliza¢do dependente de tempo em paulistinhas adultos como modelo
de transtorno de estresse poés-traumitico: Papel do o6xido nitrico. Plano de tese

(Doutorado) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal do Para, Belém, 2015.

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is classified as a trauma- and stressor-related disorder, a
set of severely debilitating neuropsychiatric disorders characterized by the disregulation of
stress responses after a traumatic event. Zebrafish (Danio rerio Hamilton 1822) emerged as an
important model organism for the study of genetic, neuropharmacological and behavioral
functions, such as the study of anxiety and stress. Nitric oxide (NO) is a gaseous transmitter
that appears to have an important role in the regulation of neurobehavioral responses to
stresss, including in zebrafish. In this scenario, we propose a behavioral model for PTSD in
the evaluation of the time-dependent sensitization of behavior in zebrafish as a consequence
of the exposure to conspecific alarm substance (AS) — a potent stressor. Using this model, we
will verify the role of the nitrergic system in this process of sensitization. Animals will be
exposed to AS and kept stress-free for 24 h; after this interval, animals' behavior will be
analyzed. 5 experiments will be made to investigate: 1) the delayed effect of alarm substance
on different behavioral tasks in zebrafish, ii) a comparison of time-dependent sensitization on
shortfin and longfin phenotypes; a compara¢do da sensibilizacdo dependente de tempo nas
linhagens shortfin e longfin, iii) the application of Behavioral Cutoff Criteria on time-
dependent sensitization, iv) the quantification of extracellular glutamate and tissue nitrite in
the telencephalon after exposure to alarm substance, and v) the participation of NO on the
initiation and consolidation of time-dependent sensitization. Our results revealed that: i) alarm
substancce produces a delayed sensitization of anxiety (increased geotaxis, decreased
habituation, increased erratic swimming and thrashing in the novel tank test; decreased time
on white, increased erratic swimming, risk assessment and thigmotaxis on the ligh/dark test)
and arousal (increased swim distance on the first trial and increased habituation slope in the
startle reactivity test). ii) In relation to shortfin animals, exposure of longfin zebrafish to AS
sensitized time on white, risk assessment and thigmotaxis more, while shortfin animals had
more erratic swimming. li1) 25.74% of AS-exposed animals reached criteria for Extreme

Behavioral Response (EBR), and 20% reached criteria for Minimal Behavioral Response
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(MBR); in non-exposed animals, only 4% reached criteria for EBR and 96% reached criteria
for MBR. Animals classified as EBR spent less time in the white compartment, with shorter
entries, more thigmotaxis and more erratic swimming than animals classified as MBR and
non-exposed controls. iv) treatment with L-NAME 30 minutes before AS exposure did not
block the behavioral sensitization in the light/dark test; v) treatment with L-NAME 30
minutes after AS exposure blocked the sensitization of scototaxis and risk assessment; vi)
treatment with L-NAME 90 minutes after AS exposure blocked the sensitization of risk
assessment, erratic swimming and thigmotaxis. Theses results suggest that time dependent
sensitization is a good model to study PTSD and point to NO as a important mediator in this

process.

Keywords: Post-traumatic stress disorder; Danio rerio; Nitric oxide; Time-dependent sensiti-

zation
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1. INTRODUCAO

O Transtorno de Estresse Pos-Traumatico (TEPT) € classificado como um trans-
tornos relacionados ao trauma e a estressores (TRTE), um conjunto de doengas neurop-
siquiatricas severamente debilitantes que se caracterizam por uma desregulacao do
processamento de estimulos associados com o trauma (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2013). Segundo a National Comorbidity Survey Replication (NSC-R),
a prevaléncia do TEPT entre adultos norte-americanos ¢ de cerca de 6,8%, sendo que as
mulheres (9,7%) sdo mais propensas a desenvolver esse tipo de transtorno em algum
momento de suas vidas, quando comparadas aos homens (3,6%) (KESSLER et al.,
2005; NATIONAL COMORBITY SURVEY, 2005). Outros estudos examinaram a
prevaléncia do TEPT em criangas de alto risco que experimentaram eventos traumaticos
especificos (como abuso ou desastres naturais), € embora as estimativas de prevaléncia
desse tipo de estudo varie muito, ha um indicativo de que as criangas expostas a eventos
traumaticos podem ter uma maior prevaléncia do TEPT do que os adultos na populacao
em geral (GABBAY et al., 2004). J4 entre adolescentes, a prevaléncia foi estimada em

3,7% para meninos e 6,3% para meninas (KILPATRICK et al., 2013).

O TEPT ¢ um transtorno frequente e muitas vezes nao diagnosticado. Seu diag-
nostico ¢ dificil, devido as inimeras comorbidades que podem o acompanhar. Cerca de
88,3% dos homens e 79% das mulheres podem apresentar a0 menos uma co-morbidade
associada ao TEPT (KESSLER et al., 1995). As patologias co-moérbidas mais frequentes
sdo transtornos de humor (em especial depressao entre 46 a 51% dos casos); transtornos
de ansiedade (em 29% a 56,1%) (FERRADA-NOLI et al., 1998; HELZER; ROBINS;
MCEVOYL, 1987; KESSLER et al., 1994, 1995, 2005); abuso ou dependéncia de subs-
tancias psicoativas (27% a 80%) (MCFARLANE, 1998); transtorno obsessivo-compul-
sivo (em 13%) (HELZER; ROBINS; MCEVOYL, 1987); além de transtornos dissocia-
tivos, de personalidade e somatoformes (ANDREKI; CHILCOAT; BRESLAU, 1998;
SAXE et al., 1993; SOUTHWICK; YEHUDA; GILLER JR, 1993). No Brasil, cerca de
53,3% dos pacientes com TEPT apresentam co-morbidades, sendo as mais frequentes o
alcoolismo e depressio (CAMARA FILHO; SOUGEY, 2001). Apesar da Organizagdo

Mundial da Satide (OMS) ter comecado a recolher dados epidemioldgicos sobre
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distirbios de satide mental em todo o mundo no fim dos anos 1990, as estatisticas de
varios paises apresentadas ndo sdo diretamente comparaveis devido a diferencas
metodologicas em estratégias de administracdo de pesquisa e amostragem (KESSLER;

USTUN, 2008).

Nos séculos XIX e XX foram descritas sindromes similares ao que hoje conhe-
cemos como TEPT, em decorréncia de conflitos como a Guerra Civil Americana, I
Guerra Mundial, IT Guerra Mundial e Guerra do Vietna. A fim de descrever quadro de
agitacdo psicomotora, hipervigilancia e hiperestimulacao fisiologica resultante de graves
traumas psicologicos, eram utilizados termos como “coragao de soldado”, “coracao irri-
tavel”, “sindrome de Da Costa”, “shell shock”, “neurose de combate” e “fadiga operaci-
onal” (GLAS, 2003). Os sintomas eram observados tanto em veteranos quanto nos civis
que passaram por um ou mais eventos estressantes. O TEPT foi reconhecido pela pri-
meira vez como uma entidade nosolédgica distinta em 1980, com sua inclusdo na terceira

edi¢do do Manual Diagnodstico e Estatistico de Transtornos Mentais da American Psy-

chiatric Association (DSM-IIT) (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 1980).

O TEPT possui como caracteristica essencial o desenvolvimento de sintomas
que surgem, necessariamente, apos a exposi¢ao do individuo a um ou mais eventos trau-
maticos aversivos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013). Conforme
discrimina-se na Tabela 1, essa exposi¢ao pode gerar a presenca de memdrias intrusivas
angustiantes que levem a rememoragao da situacdo na qual ocorreu a exposi¢cao ao es-
tresse — como pensamentos involuntarios e intrusivos, pesadelos, reagdes dissociativas,
flashbacks, e alteragdes fisioldgicas internas (p. ex., taquicardia) e externas (p. ex., su-
dorese). Esses eventos de reexperiéncia traumatica podem estar associados a esquiva
persistente de estimulos (memdrias, pessoas, locais, conversas, situacdes, objetos) inti-
mamente associados ao evento traumatico, por causar sofrimento e angustia ao indivi-
duo, produzindo distanciamento emocional. Esses sintomas ainda podem ser acompa-
nhados de alteragdes negativas na cogni¢cdo e humor, como a incapacidade de relembrar
um aspecto importante do evento traumatico (decorrente de amnésia dissociativa), pen-
samentos e opinides pessimistas e distorcidas sobre si € outros, estado emocional negati-

vo persistente, diminuicao do interesse ou participa¢do em atividades significantes, e in-
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capacidade de experienciar emocdes positivas. Finalmente, também ¢ observada hipe-
rexcitabilidade psiquica, incluindo hipervigilancia, comportamento irritdvel com explo-
soes de raiva, respostas de sobressalto exagerada, problemas de concentracdo e distar-
bios do sono (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; BLACK; GRANT,
2014).

Embora exista um conjunto vasto de sintomas que cercam o TEPT, sua manifes-
tagdo clinica varia (CAMARA FILHO; SOUGEY, 2001). Em alguns individuos, de hi-
perexcitabilidade psiquica e esquiva podem predominar, buscando evitar revivenciar a
situagdo aversiva. Para outros, os estados de humor aneddnico (i.e., diminui¢do da moti-
vacdo e capacidade em sentir prazer) ou disforicos (i.e., humor negativo) associados a
cogni¢cdes negativas podem gerar um estado mais melancélico. Ha ainda individuos, que
apresentem de forma mais proeminente de sintomas reativos externalizantes (humor irri-
tavel ou explosdes de raiva) e relacionados a hiperexcitabilidade, ou individuos que
apresentem combinacdes de todos esses padres de sintomas (CAMARA FILHO; SOU-
GEY, 2001).

O TEPT e outros TRTE representam um grave problema de saude social e publi-
co, a sua patogénese ¢ em grande parte desconhecida. Dada a complexidade clinica do
desenvolvimento e suscetibilidade aos TRTE, uma maior investigacdo sobre aspectos
celulares e moleculares, relacionados aos fatores de risco e resiliéncia ao trauma, torna-
se necessaria. Diante disso, inimeros modelos animais tém sido amplamente utilizados

para compreender melhor os mecanismos patolégicos relacionados ao TEPT e TRTE.
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Tabela 1: Critérios diagnosticos para Transtorno de Estresse Pos-Traumdtico
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013)

A. Exposi¢do a episddio concreto ou ameaga de D. Alteragdes negativas em cogni¢des ¢ no humor
morte, lesdo grave ou violéncia sexual em uma (ou associadas ao evento traumatico comegando ou
mais) das seguintes formas: piorando depois da ocorréncia de ta evento,
1. Vivenciar diretamente o evento traumatico;  conforme evidenciado por dois (ou mais) dos
2. Testemunhar pessoalmente o evento seguintes aspecto:
traumatico ocorrido com outras pessoas; 1. Incapacidade de recordar algum aspecto
3. Saber que o evento traumatico ocorreu com importante do evento traumatico (geralmente
familiar ou amigo préximo. Nos casos de devido a amnésia dissociativa, e ndo a outros
episddio concreto ou ameaga de morte fatores, como traumatismo craniano, alcool ou
envolvendo um familiar ou amigo, é preciso drogas)
que o evento tenha sido violento ou acidental; 2. Crengas ou expectativas negativas
4. Ser exposto de forma repetida ou extrema a persistentes ¢ exageradas a respeito de si
detalhes aversivos do evento traumatico. mesmo, dos outros € do mundo.
3. Cognigoes distorcidas persistentes a respeito
B. Presenca de um (ou mais) dos seguintes da causa ou das consequéncias do evento
sintomas intrusivos associados ao evento traumatico que levam o individuo a culpar a si
traumatico, tendo comegado depois de sua mesmo ou 0s outros.
ocorréncia: 4. Estado emocional negativo persistente (p.
1. Lembrangas intrusivas angustiantes, ex., medo, pavor, raiva, culpa ou vergonha)
recorrentes e involuntarias do evento 5. Interesse ou participacdo bastante diminuida
traumatico; em atividades significativas.
2. Sonhos angustiantes nos quais o conteudo 6. Sentimentos de distanciamento e alienag@o
e/ou sentimento do sonho estdo relacionados ao em relacdo aos outros.
evento traumatico; 7. Incapacidade persistente de sentir emogdes
3. Reagdes dissociativas (p. ex., flashbacks) nas positivas.
quais o individuo sente ou age como se o
evento traumatico estivesse ocorrendo E. Altera¢des marcantes na excita¢do e na
novamente; reatividade associadas ao evento traumatico,
4. Sofrimento psicoldgico intenso ou comegcando ou piorando ap6s o evento, conforme

prolongado ante a exposigao a sinais internos evidenciado por dois (ou mais) dos seguintes
ou externos que simbolizem ou se assemelhem  aspectos:

a algum aspecto do evento traumatico; 1. Comportamento irritadico e surtos de raiva
5. Reagdes fisiologicas intensas a sinais (com pouca ou nenhuma provocacao)
internos ou externos que simbolizem ou se geralmente expressos sob a forma de agressao
assemelhem a algum aspecto do evento verbal ou fisica em relacdo a pessoas e objetos.
traumatico. 2. Comportamento imprudente ou
autodestrutivo

C. Evitagdo persistente de estimulos associados ao 3. Hipervigilancia

evento traumatico, comegando apos a ocorréncia 4. Resposta de sobressalto exagerada

do evento, conforme evidenciado por um ou ambos 5. Problemas de concentracdo

dos seguintes aspectos: 6. Perturbagdes de sono

1. Evitagdo ou esforgos para evitar recordagdes,
pensamentos ou sentimentos angustiantes
acerca de associados de perto ao evento
traumatico;

2. Evitagdo ou esforgos para evitar lembrancas
externas (pessoas, lugares, conversas,
atividades, objetos, situagdes) que despertem
recordagdes, pensamentos ou sentimentos
angustiantes acerca de ou associados de perto
ao evento traumatico.
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1.1. O TEPT e sua relagdo com a resposta disfuncional ao estresse

Experiéncias de violéncia e medo sao conhecidas pelo homem desde o inicio de
sua historia, porém o conceito de trauma surge apenas no século XIX e somente no
século XX as experiéncias traumaticas comegaram a ser consideradas um problema de
saude (GLAS, 2003). O TEPT ¢ desencadeado por uma resposta extrema ao estresse,
provavelmente relacionada a interacdo entre o genoma ¢ o ambiente durante o
desenvolvimento, levando a expressdo de um fendtipo vulneravel (MEHTA; BINDER,

2012).

O termo “estresse” esta relacionado com o estado gerado pela percepcao de
estimulos que alteram a homeostasia levando a excitagdo emocional e a um processo de
adaptagdo caracterizado pelo aumento de secrecdo de adrenalina, produzindo diversas
manifestagdes sistémicas, com distirbios fisioldgico e psicologico. Ja o termo estressor
por sua vez relaciona-se ao evento ou estimulo que provoca ou conduz ao estresse

(MARGIS et al., 2003).

A resposta ao estresse ¢ resultado da interacdo entre as caracteristicas
individuais e as demandas do meio. Esta resposta ao estressor engloba aspectos
cognitivos, comportamentais e fisiologicos, com o objetivo de propiciar uma melhor
percep¢ao da situagdo, bem como um processamento mais rapido da informacao
disponivel, selecionando condutas adequadas e preparando o organismo para agir de
maneira rapida e vigorosa. Esses trés niveis (fisioldgico, cognitivo e comportamental) é
eficaz até certo ponto, mas uma vez ultrapassado podera desencadear um efeito
desorganizador. E importante saber que as diferentes situagdes estressoras que ocorrem
ao longo da vida, e as respostas a elas variam entre os individuos na sua forma de
apresentacao, podendo ocorrer manifestacdes psicopatoldgicas diversas como sintomas
inespecificos de depressdo ou ansiedade, ou transtornos psiquiatricos definidos, como
por exemplo o Transtorno de Estresse Pos-Trauméatico (CAMARA FILHO; SOUGEY,
2001).

Em humanos a distingdo de ansiedade ¢ feita entre estado de ansiedade — medida

de ansiedade aguda ou imediata— e traco de ansiedade — reflete a tendéncia de longo
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prazo de um individuo para expressar ansiedade como reposta a um evento ambiental
(Cattell, 1966). Devido as semelhancas entre o comportamento defensivo normal e
ansiedade patologica, um entendimento das trajetorias genéticas e de desenvolvimento
do medo e da ansiedade — sobretudo dos tracos de ansiedade — podem ajudar a guiar a
prevengdo e o tratamento dos transtornos relacionados a ansiedade, dentre eles o TEPT
(Gould & Gottesman, 2006; Kalueff et al., 2007). Em modelos mamiferos, ansiedade ¢
diferenciada de medo nas bases da proximidade e certeza do estimulo aversivo. Assim, o
medo ¢ a resposta imediata para um estimulo real, enquanto a ansiedade ¢ a resposta
para uma ameaga em potencial ou distante (Gould & Gottesman, 2006; Kalueff et al.,

2007).

A relacdo etioldgica entre a exposicdo a eventos de vida estressores € o
surgimento de sintomas e transtornos de ansiedade em geral tem sido pouco estudada.
Sabe-se que os sintomas preditivos de ansiedade podem surgir anos antes de um estado
de transtorno definido e completo, em resposta a eventos estressores. Dessa forma,
estressores desta natureza sdo co-responsaveis pelo surgimento de transtornos mentais a
curto, médio e longo prazo, bem como podem precipitar a recorréncia de quadros

psiquiatricos (MARGIS et al., 2003).

No TEPT, o evento estressor resulta em uma memoria tdo intensa e invasiva que
gera uma série de adaptagdes, incluindo a hipervigilancia, alteracdes de sono, mudancgas
de personalidade, déficits cognitivos e abuso de drogas (YEHUDA, 2002). Central para
o TEPT — e o foco dos principais modelos animais para esse transtorno — ¢ a reatividade
aumentada para estimulos ambientais que pode levar a sintomas de ansiedade elevada
(MILLER; MCEWEN, 2006); na maior parte dos casos, essas respostas sao atrasadas —
isto €, surgem apds um intervalo de tempo — ou persistentes. Tanto as respostas
atrasadas quanto as respostas persistentes podem ser explicadas por mecanismos nao-
associativos de medo que requerem “incubagdo”, déficits na habituacdo, e sensibiliza¢do
(ADAMEC; HOLMES; BLUNDELL, 2008; BREWIN; DALGLEISH; JOSEPH, 1996;
BREWIN; HOLMES, 2003; DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013;
SIEGMUND; WOTIJAK, 2006).
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Os sistemas cerebrais relacionados ao estresse compreendem uma complexa
organizagdo neuroenddcrina com a participagdo do sistema nervoso simpatico, que
prepara o organismo para passar por uma situagdo de estresse, e de um sistema que
“desligara” o primeiro, formado pelos glicocorticdides (GC), um conjunto de hormdnios
do eixo hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA) (O’CONNOR; O’HALLORAN;
SHANAHAN, 2000), cuja resposta ¢ iniciada por neurdnios parvocelulares do nucleo
paraventricular (PVN). Cada uma dessas vias apresenta estruturas dedicadas, mas a

interacao entre as duas ¢ extensa.

Classicamente, o cortisol (principal GC encontrado em humanos e peixes) ¢
liberado por estimulos estressores agudos, incluindo os estimulos breves e intensos que
caracterizam o TEPT (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; MUNCK et al., 2000).
A exposi¢do repetida a estressores homotipicos (i.e., da mesma classe ou categoria)
induz a habituagdo dessas respostas (HERMAN, 2013). Paradoxalmente, no entanto,
pacientes com TEPT parecem apresentar um eixo HHA hipofuncional (BACHMANN et
al., 2005; GRAEFF, 2003; OLFF; LANGELAND; GERSONS, 2005; REUL; NUTT,
2008; YEHUDA et al., 2013). Esse quadro de hipocortisolemia esta relacionado com o
aumento da retroalimentagdao negativa na hipofise devido a hipersensibilidade dos
receptores de GCs (BACHMANN et al., 2005; MEHTA; BINDER, 2012; RAABE;
SPENGLER, 2013); no entanto, niveis elevados de cortisol peritraumatico sio
preditores da severidade dos sintomas (DELAHANTY; RAIMONDE; SPOONSTER,
2000; DELAHANTY et al., 2005). Esse paradoxo pode ser, em parte, explicado pelo
duplo papel do cortisol na iniciagdo e consolidagdo da sensibilizacdo de respostas
aversivas, assim como na aprendizagem e extingdo: se, por um lado, os GCs parecem
estar envolvidos na consolidacio da memoria aversiva através da modulagdo de
processos associativos na amigdala (RAIO; PHELPS, 2015; REUL; NUTT, 2008;
REUL, 2014), esses esterdides adrenais também sao necessarios para a aprendizagem de
extingdo e para processos associados a inibi¢do do medo em contextos ndo-apropriados
(BLUNDELL et al., 2011; KNOX et al., 2012); além disso, os GCs também estdo
envolvidos em processos nao-associativos, dado que o tratamento com antagonistas dos

receptores glicocorticdides durante a consolidagdo bloqueia a sensibilizacdo do
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comportamento tipo-ansiedade e a hiperexcitabilidade em modelos animais (ADAMEC
et al., 2007, CLAY et al.,, 2011). Assim, nesse modelo, o “surto” de cortisol
peritraumatico promove a consolidagdo das respostas aversivas e de fendmenos nao-
associativos, € a hipocortisolemia que resulta do excesso de retroalimentagao impede a
inibicdo de medo (BORGES NETO, 2011; HARTLEY; PHELPS, 2009; KORTE, 2001;
MADDOX; SCHAFE; RESSLER, 2013; MATTOS, 2011; RAIO; PHELPS, 2015).

As estruturas que estabelecem rela¢do entre o ambiente e o organismo via HHA
fazem parte do telencéfalo limbico, incluindo amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal
(HERMAN; CULLINAN, 1997; HERMAN, 2013). Os principais nucleos que
controlam a atividade do PVN — nticleo dorsomedial do hipotdlamo (DMH), area pré-
optica medial (MPOA), e nucleo leito da estria terminal (BNST) — enviam projecdes
principalmente inibitorias para esse nucleo de integragdo neuroendoécrina. O DMH
recebe principalmente proje¢des glutamatérgicas vindas do cortex pré-frontal,
hipocampo ventral, e tdlamo paraventricular e proje¢does GABAérgicas vindas dos
nucleos central e medial da amigdala e area septal (MYERS et al., 2013). A MPOA
recebe entradas GABA¢érgicas vindas do septo, amigdala e BNST, e o BNST recebe
entradas glutamatérgicas do hipocampo e ntcleo basomedial da amigdala e entradas

GABA¢érgicas dos nucleos central e medial da amigdala (MYERS et al., 2013)

Os GCs parecem agir em conjunto com outros sistemas para produzir o quadro
complexo de sintomas do TEPT. Em nivel celular, os GCs facilitam a liberagdo de
GABA no hipotalamo através da liberagao retrograda de 6xido nitrico (NO) e suprimem
a liberagdo de glutamato através da liberagdo retrégrada de endocanabindides (DI et al.,
2009); interagindo com receptores mineralocorticdides, os GCs aumentam a liberagdo
de glutamato na amigdala e no hipocampo (KARST et al., 2005; LOWY; GAULT;
YAMAMOTO, 1993; REZNIKOV et al., 2007; VENERO; BORRELL, 1999). Nessa
ultima estrutura, os GCs interagem com uma via dependente da ativagcdo de receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA, facilitando a ativa¢do da proteina MSK, regulando
modificacdes da cromatina e, como consequéncia, a expressdao génica (REUL; NUTT,
2008; REUL, 2014). Como resultado, o tonus glutamatérgico estara aumentando na

amigdala, enquanto o tonus GABA¢érgico estard diminuido (RAO et al., 2009), enquanto
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que, no hipocampo, a co-ativagdo de receptores glicocorticoides e receptores
glutamatérgicos facilita a transcricdo génica e a formagdo da memoria do evento

traumatico (REUL; NUTT, 2008; REUL, 2014).

Estudos de neuroimagem também revelam alteragdes ou danos estruturais em
regidoes prosencefalicas também atribuidos ao TEPT. O prosencéfalo limbico possui
papel importante na memoria e comportamento emocional, sendo composto por um
circuito entre a substancia branca e cinzenta que formam uma alca entre os hemisférios
cerebrais e envolvendo conexdes entre hipocampo, corpos mamilares, talamo, giro
cingulado e giro parahipocampal (LEDOUX, 2012a; LINDQUIST; BARRETT, 2012;
PANKSEPP, 1998, 2011). Estudos utilizando diversas modalidades de ressonancia
magnética reforcam que o sistema limbico esteja comprometido no TEPT: eles
mostraram que o hipocampo e giro cingulado apresentavam alteragdes em suas
estruturas, conectividades e metabolismo em paciente com TEPT (ETKIN; WAGER,
2007; JOVANOVIC; NORRHOLM, 2011; LIBERZON; MARTIS, 2006; SARTORY et
al., 2013); além disso, ha evidéncias de que amigdala, cerebelo e insula também estejam
alterados estrutural e funcionalmente nessa condi¢cao (ETKIN; WAGER, 2007; KARL et
al., 2006; LIBERZON; MARTIS, 2006; SARTORY et al., 2013). Outros estudos
mostram uma redugdo considerdvel (cerca de 5-12%) do hipocampo unilateral ou
bilateralmente (SMITH, 2005). Em linhas gerais, acredita-se que as redugdes de volume
do hipocampo ndo s6 estdo ligadas aos déficits cognitivos associados ao TEPT
(incluindo altera¢des na memoria espacial e declarativa), mas também agem como fator
de risco para o desenvolvimento desse transtorno (RAO et al., 2009). Da mesma forma,
a hiper-responsividade da amigdala estaria associada aos sintomas de ansiedade e a
agressividade elevada, enquanto a hiporesponsividade do coértex pré-frontal seria
responsavel pelas alteracdes na funcao executiva e pelos déficits de extingdo de medo
(JOVANOVIC; NORRHOLM, 2011; MILAD; QUIRK, 2012; RAO et al.,
2009) (FIGURA 1).

Essas estruturas também foram implicadas em modelos animais de TEPT, o que
facilita a investigagdo dos sistemas neuroquimicos envolvidos. A metaplasticidade,

definida como a mudanca no estado fisiolégico ou bioquimico dos neurdénios ou
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sinapses que altera sua capacidade em gerar plasticidade sinaptica (ABRAHAM, 2008),
foi implicada nesses processos. A exposicdo a agentes farmacoldgicos (ADAMEC,
2000a, 2000b) ou ao estresse predatorio (ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2003,
2006; ADAMEC; BLUNDELL; COLLINS, 2002; ADAMEC, 1997, ADAMEC et al.,
1998) produz uma sensibilizagao de longo prazo do comportamento tipo-ansiedade e
hiperexcitabilidade em roedores; de forma importante, essas manipulagdes também
induzem metaplasticidade em uma projecdo hipocampo-amigdala e em uma projecao
amigdala-grisea periaquedutal (ADAMEC; BLUNDELL; COLLINS, 2002; ADAMEC,
2000b), com aumento na fosforilacdo da proteina CREB em nucleos da amigdala
frontotemporal, grisea periaquedutal e nucleo supramamilar do hipotalamo (ADAMEC;
BLUNDELL; BURTON, 2003, 2006; ADAMEC; HEBERT; BLUNDELL, 2011;
ADAMEC, 2000a). Andlises de regressdao robusta ou modelagem de equagdes
estruturais sugeriram que a plasticidade nessas regides ¢ capaz de explicar quase toda a
varidncia dos efeitos comportamentais (ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2003;
ADAMEC; BLUNDELL; COLLINS, 2002; ADAMEC et al., 1998; ADAMEC, 2001),
sugerindo papel causal, onde a plasticidade causa modificagdes no comportamento. De
forma importante, receptores glutamatérgicos do tipo NMDA parecem ser cruciais tanto
para a metaplasticidade induzida pelo estresse predatério quanto para os efeitos
comportamentais  sustentados (ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2005;
BLUNDELL; ADAMEC; BURTON, 2005; BLUNDELL; ADAMEC, 2007).
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Figura 1: Estruturas do telencéfalo limbico de mamiferos envolvidas no TEPT e que
possuem influéncia direta sobre o eixo HHA. A hiper-responsividade da amigdala
contribui para o agravamento de sintomas relacionados com o aumento da ansiedade
e comportamento agressivas; as principais alteragoes encontradas no hipocampo sao
relacionadas as diminuicoes estrutural e de atividade, que implicam em déficit na
mememoria declarativa e espacial; a hiporesponsividade do cortex pré-frontal se
relaciona inversamente com a gravidade dos sintomas, uma vez que, nessa situa¢do,
ha prejuizos na fun¢do executiva e déficit de extingdo do medo (modificado de Rao et
al., 2009).

Um possivel modelo para esses eventos (RAO et al., 2009) sugere que
estressores breves, mas severos, induzem a liberagdo de GCs que induzirdo a liberacao
intensa de glutamato em regides limbicas telencefalicas (FIGURA 2). Os GCs também
diminuem o tonus GABAérgico sobre essas regides, desinibindo-as e permitindo que as
sinapses excitatorias (glutamatérgicas) iniciem processos de metaplasticidade. Esses

mecanismos, uma vez iniciados, podem se manter apesar da restauracdo dos niveis
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normais de GABA, glutamato e GCs apos o encerramento do estressor. Esses
mecanismos podem ou ndo envolver a interacdo entre receptores glicocorticdides e a

cascata NMDA-ERK-MSK e a consequente remodelacdo da cromatina.

Incubacao
Mé&o-estressado Estresse agudo -
Liberagao Metaplasticidade
Glu Glu T Glu -Excitabilidade
o —  — = Tevada
_ CABA .  Tenus - -Metaplasticidade

THRUS GABAérgizo
GABAérgico recuperaco

Figura 2: Efeitos imediatos e atrasados de estressores breves e intensos em neuronios
principais da amigdala basolateral de roedores. Estressores agudos levam a um surto
de cortisol, que promove a liberag¢do de glutamato (nuvem cinza) e uma reducdo no/
tonus GABAérgico sobre as células principais da amigdala. A excitabilidade elevada
resultante inicia processos de metaplasticidade, o que eventualmente leva ao
reforcamento  atrasado das entradas excitatorias. Esses mecanismos de
metaplasticidade, uma vez iniciados, mantém-se ativos apesar da restauragdo dos niveis
normais de inibi¢do, glutamato e cortisol durante a incubagdo. A excitabilidade elevada
e a metaplasticidade resultantes facilitam respostas a estimulos aversivos posteriores.
Adaptado de RAO et al. (2009)

1.2.  Sensibilizacdo dependente de tempo como modelo animal para o

transtorno de estresse pos-traumatico

Qualquer estimulo ambiental novo ou ameagador ativa os sistemas de estresse
centrais e periféricos, induzindo mudangas no comportamento que culminam em adapta-
¢cOes a esse estresse, com a fun¢do de manter ou restaurar o controle (DE KLOET;
JOELS; HOLSBOER, 2005; HUETHE, 1996). As adapta¢des induzidas pelo estresse
dependem da controlabilidade desse estressor (OVERMIER, 2002); assim, estressores
controlaveis geralmente ativam mecanismos que facilitam a consolidacdo de um com-

portamento em curso, € a exposi¢ao repetida ao mesmo estressor controlavel levara a
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habituacao da resposta ao estresse neuroendocrino (HERMAN, 2013). Ja a exposi¢ao a
um estressor incontrolavel — seja um estressor homotipico (exposicdo a0 mesmo estres-
sor em momentos diferentes), heterotipico (exposi¢ao aos estressores diferentes em mo-
mentos diferentes) ou cronico — pode levar a intensificagdo (sensibilizagdo) das respos-
tas comportamentais ¢ neuroenddcrinas (HUNZIKER, 2005; MATUSZEWICH et al.,
2007). Quando a intensidade ¢ suficientemente elevada, o estressor incontrolavel pode
sensibilizar respostas a uma grande variedade de estimulos que ndo estdo relacionados
com o estressor inicial por um longo periodo de tempo. Mesmo uma tnica e breve expe-
riéncia com o estressor pode levar a essa sensibilizagdo generalizada de respostas a es-
tressores posteriores. Uma varidvel importante nesses casos € o intervalo de tempo entre
as exposi¢des; assim, apos um intervalo de “incubacdo” de dias a semanas, a resposta a
estressores posteriores ¢ bastante intensificada — um fendmeno chamado de “sensibiliza-

¢do dependente de tempo” (STAM; BRUIJNZEEL; WIEGANT, 2000; STAM, 2007a).

A sensibilizagdo ao estressor pode ser vista como uma resposta pro-adaptativa,
provavelmente correspondendo a uma tentativa final do organismo de facilitar o desen-
volvimento de novas estratégias comportamentais (STAM; BRUIINZEEL; WIEGANT,
2000). Entretanto, quando essa tentativa final nao ¢ suficiente para promover adaptagao,
os mediadores neurais, endocrinos e comportamentais do estresse sdo ativados de forma
frequente e excessiva, gerando uma mal-adaptacao que pode resultar em transtornos psi-
quidtricos importantes — incluindo transtornos de ansiedade, humor, e estresse (STAM,

2007a).

Diferentes estressores homo- e heterotipicos sdo capazes de produzir sensibiliza-
¢do dependente de tempo, mas alguns parecem ser mais relevantes para a produgdo de
modelos animais de TRTE (DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013). Para consi-
derarmos essas mudangas como relevantes para a modelagem do TEPT, ¢ necessario
que alguns critérios sejam observados: a) mesmo uma exposi¢do breve ao estressor de-
vera ser capaz de induz tanto sequelas comportamentais, quanto fisiologicas do TEPT;
b) os efeitos devem ser dose-dependentes e persistir ou aumentar com o tempo; € c) de-

vem produzir variabilidade individual na resposta (YEHUDA; ANTELMAN, 1993).
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O modelo de desamparo aprendido — o deficit de aprendizagem aversiva produ-
zido pela experiéncia prévia com um estressor incontrolavel (HUNZIKER, 2005;
OVERMIER, 2002) — ¢ um exemplo de sensibilizagdo dependente do tempo (STAM,;
BRUIINZEEL; WIEGANT, 2000; STAM, 2007a). Classicamente, a exposi¢ao a um es-
timulo aversivo incontrolavel produz dificuldade em aprender a relagdo de controlabili-
dade em esquemas de esquiva e fuga (LEVINE et al., 1973; MAIER; ALBIN; TESTA,
1973; OVERMIER; LEAF, 1965; OVERMIER; SELIGMAN, 1967; SELIGMAN;
MALIER, 1967). Apesar da critica de que a duracdo desses efeitos € curta demais para
que tenham relevancia como modelos de TEPT (YEHUDA; ANTELMAN, 1993), o es-
tabelecimento do desamparo aprendido ¢ muito mais persistente quando a densidade de
choques ¢ aumentada (MURISON; OVERMIER, 1998), causando sensibilidade alterada
(hipo- ou hiper-responsividade) e uma série de mudangas que envolvem maior compor-
tamento tipo ansiedade, resposta de sobressalto, e deficit de aprendizagem (SERVA-
TIUS; OTTENWELLER; NATELSON, 1995; STEENBERGEN et al., 1990; VAN
DIJKEN et al., 1992a, 1992b, 1992c). Esse processo de sensibilizagdo pode ser reverti-
do pelo tratamento com ansioliticos classicos, mas o efeito de antidepressivos ¢ menor

(VAN DIJKEN et al., 1992c).

A exposicdo Unica ou repetida a modelos de confronto social co-especifico tam-
bém produz mudancga de longo prazo na responsividade do animal (STAM, 2007a). Nes-
ses modelos, o animal ¢ exposto a um co-especifico ndo-familiar, induzindo confronto
social e agressao (MOTTA; CANTERAS, 2015); na maior parte das espécies, hierarqui-
as de dominagdo-submissdo sdo rapidamente estabelecidas, e mudangas comportamen-
tais, neurais e enddcrinas observadas nos animais subordinados sdo sugestivas de sensi-
bilizagdo dependente de tempo (STAM; BRUIINZEEL; WIEGANT, 2000; STAM,
2007a). A exemplo desta mudancga, observam-se alteragdes no ritmo circadiano, altera-
¢des neurovegetativas, e aumento de comportamento tipo-depressivo em modelos como
o nado forcado (MOTTA; CANTERAS, 2015; STAM, 2007a). Essas mudancas sao mo-
duladas por varidveis psicossociais, ja que sao menos evidenciadas quando os animais
sao acomodados em grupos apoés sofrer a derrota (RUIS et al., 1999). Tanto os modelos

de estresse psicossocial (p. ex., confronto social) quanto o desamparo aprendido foram
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propostos como modelos de depressao (HUNZIKER, 2005; KOOLHAAS et al., 1990;
MARROW:; BRAIN, 1998; MOTTA; CANTERAS, 2015). Assim, podem representar
modelos especificos para a comorbidade entre TEPT e transtorno depressivo maior; al-

ternativamente, podem modelar os aspectos de disforia observados no TEPT.

Esses dados evidenciam que os modelos animais de sensibilizagdo dependente
do tempo imitam uma série de aspectos-chave de distirbios de longo prazo que podem
acometer humanos sujeitos a situagdes de vida extrema (STAM, 2007b). Eles apresen-
tam validade de construto (em causar mudangas estaveis e de longo prazo apos eventos
estressantes breves mas intensos), validade de face (por provocar alteragdes bidirecio-
nais em multiplos dominios comportamentais e variabilidade interindividual), e, pelo
menos, alguma validade preditiva (na modulagdo de efeitos de ansioliticos e antidepres-
sivos sobre os sintomas) (DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013; GOSWAMI
etal., 2013; STAM, 2007b; YEHUDA; ANTELMAN, 1993).

A sensibilizacdo dependente de tempo apresenta processos de iniciacdo e conso-
lidacdo (ADAMEC; FOUGERE; RISBROUGH, 2010; ADAMEC et al., 2007). O pri-
meiro processo envolve os eventos peritraumaticos iniciais; o segundo equivale a “incu-
bacao” dos efeitos do estressor. Esses eventos incluem fenomenos neuroquimicos distin-
tos: a iniciacdo, mas ndo a consolidacdo, da sensibilizagdo ao estresse predatdrio depen-
de de receptores NMDA (BLUNDELL; ADAMEC; BURTON, 2005) e CRF, (ADA-
MEC; FOUGERE; RISBROUGH, 2010); a consolidagdo, envolve receptores [-adre-
nérgicos, glicocorticoides ¢ mineralocorticdides (ADAMEC et al., 2007), receptores 5-
HTia e 5-HT> (ADAMEC; BARTOSZYK; BURTON, 2004; ADAMEC et al., 2004),
CCKs (ADAMEC; SHALLOW; BUDGELL, 1997) ¢ CRF, (ADAMEC; FOUGERE;
RISBROUGH, 2010). Essas observacdes também apontam para uma estratégia de in-
vestigagdo; assim, intervengdes farmacoldgicas realizadas antes do estresse interferem
no processo de iniciagdo, e investigam as fun¢des permissivas do sistema de interesse,
enquanto intervencdes realizadas apds o estresse interferem no processo de consolida-

¢do e investigam as fungdes supressivas ou estimulatorias do sistema de interesse.
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1.2.1. Diferencas individuais em resposta a exposicdo a experiéncias
traumaticas

E importante ressaltar que, enquanto a exposi¢cdo a experiéncias traumaticas é
necessaria para o desenvolvimento do TEPT, o trauma em si ndo ¢ suficiente para o de-
senvolvimento desse transtorno, dado que a maioria dos individuos expostos a eventos
traumaticos nao ira desenvolver o TEPT (MILLER; MCEWEN, 2006; YEHUDA; AN-
TELMAN, 1993; YEHUDA; LEDOUX, 2007). Assim, a probabilidade condicional de
desenvolvimento de TEPT apos a exposicdo a um evento traumatico varia de 15% a
38%, dependendo da etnia (GABBAY et al., 2004; HINTON; LEWIS-FERNANDEZ,
2011).

Essa variabilidade individual ¢ de extrema relevancia para a criacdo e validacao
de modelos animais de TEPT (YEHUDA; ANTELMAN, 1993; YEHUDA; LEDOUX,
2007). Alguns estudos demonstraram a heterogeneidade das respostas comportamentais
e fisiologicas de animais a eventos estressores (ADAMEC et al., 2012; COHEN; ZO-
HAR, 2004; COHEN et al., 2004, 2012; MATAR; ZOHAR; COHEN, 2013; MITRA;
ADAMEC; SAPOLSKY, 2009). COHEN e colaboradores (COHEN; ZOHAR, 2004;
COHEN et al., 2004, 2012; MATAR; ZOHAR; COHEN, 2013) propuseram um método
para descrever as consequéncias da exposi¢do a diferentes estressores, permitindo segre-
gar os animais expostos em grupos de acordo com o grau de responsividade ao estressor.
Para isso, critérios comportamentais que reflitam os sintomas clinicos devem ser pro-
postos e entdo complementados pela definicdo de Critérios Comportamentais de Corte
(CCC) que reflitam a severidade da resposta. COHEN E ZOHAR (COHEN; ZOHAR,
2004; COHEN et al., 2004) demonstraram que, apds a aplicagdo de CCCs, cerca de 22%
dos animais expostos podem ser classificados como apresentando Resposta Comporta-
mental Extrema (RCE), enquanto cerca de 25% dos animais expostos apresentam Res-
posta Comportamental Minima (RCM). Outro critério possivel ¢ a determinagao de pon-
tos de corte por percentis; por exemplo, 0 20° e o 80° percentis foram selecionados para
definir animais “afetados” e “resilientes” em dois modelos diferentes (ADAMEC et al.,

2012; LEBOW et al., 2012; MITRA; ADAMEC; SAPOLSKY, 2009).
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A aplicacdo de critérios de corte nao sé ¢ capaz de discriminar respostas com-
portamentais divergentes, como também revela padrdes fisiologicos variaveis. Animais
classificados como RCE apresentam alteragdes em variaveis neuroendocrinas, autono-
micas e imunes, enquanto animais classificados como RCM ndo diferem dos controles
nao-expostos (MATAR; ZOHAR; COHEN, 2013). Além disso, animais RCE apresen-
tam sub-regulacdo na expressao de do fator neurotrofico derivado do cérebro e da sinap-
tofisina no hipocampo, assim como sobre-regulacdo dos receptores glicocorticoides, em
relagdo a animais classificados como RCM (KOZLOVSKY et al., 2007, 2009). Animais
RCE também apresentam alteragdo na expressao de proteinas associadas aos receptores
NMDA, como a densidade pos-sinaptica 95 (que ancora a NOS-1 ao receptor NMDA;
(KORNAU et al., 1995)) e proteinas da via da proteina cinase ativada por mitdégeno
(COHEN et al., 2012). Finalmente, animais resilientes apresentam dendritos mais den-
samente empacotados e mais curtos na amigdala do que animais afetados (ADAMEC et

al., 2012; MITRA; ADAMEC; SAPOLSKY, 2009).

1.3. O sistema nitrérgico

O ¢6xido nitrico (NO) representa uma excegao aos critérios para determinacao do
status de neurotransmissor de uma dada substincia, devido a sua livre difusdo pelas
membranas celulares e a aparente auséncia de enzimas de degradacdo (GARTHWAITE;
BOULTON, 1995; GARTHWAITE, 2008; WANG, 2002). A formagdo do NO ¢ media-
da pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) (EC 1.14.13.39), que apresenta duas isofor-
mas constitutivas e dependentes de calcio (NOS-1 e NOS-3) e uma isoforma indutivel e
independente de célcio (NOS-2) (GARTHWAITE, 2008). Em modelos animais, mutan-
tes nulos para o gene nos/ apresentam diminui¢cdo da ansiedade e aumento da impulsivi-

dade e agressividade (CHIAVEGATTO; NELSON, 2003).

No sistema nervoso central, o estimulo principal para a ativagao da NOS-1 ¢ o
influxo de célcio, principalmente, apds a ativacdo do receptor NMDA pelo glutamato,
como mostrado, simplificadamente, na Figura 3 (GARTHWAITE; BOULTON, 1995;
GARTHWAITE, 2008). Os niveis de NOS-2 no SNC sao baixos, porém podem ser in-
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duzidos em astrocitos e microglia apos eventos como inflamagao, infecgao viral ou trau-
ma (BREDT, 1999; CALABRESE et al., 2006), independente da estimulagdo pelo Ca*
e ndo bloqueada por antagonistas da calmodulina (BREDT; SNYDER, 1994). O NO
normalmente exerce seus efeitos através da ativagdo da guanilato ciclase soluvel (EC
4.6.1.2), uma metaloproteina que catalisa a conversao de guanosina monofosfato (GMP)
em GMP ciclico (GMPc) (GARTHWAITE; BOULTON, 1995; GARTHWAITE, 2008;
GUIX et al., 2005). Por sua vez, o GMPc pode ativar diretamente correntes dependentes
de nucleotideos ciclicos, mediadas pelos canais 10nicos dependentes de nucleotideos, ou
uma proteina cinase dependente de GMPc (PKG), que fosforila diversos substratos
(GARTHWAITE, 2008). Além disso, o NO também pode ativar correntes de potdssio
dependentes de calcio (IKvc.) (GARTHWAITE, 2008); interagir com uma série de meta-
loproteinas associadas ao estresse oxidativo (catalase, cicloxigenase, citocromo oxidase,
NADH desidrogenase), diminuindo ou aumentando suas atividades (DAVIS et al.,
2001); interagir com radicais tirosina ou cisteina, produzindo nitrotirosinagdo ou S-
nitrosilacdo de proteinas, respectivamente (GOULD et al., 2013; GUIX et al., 2005); e
ativar a ADP-ribosiltransferase, catalisando a ADP-ribosilagdo de proteinas (SNYDER;
JAFFREY; ZAKHARY, 1998).
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Figura 3: Sintese do NO via NOS-1 e agdo desse gasotransmissor em neuronios. O
glutamato ativa receptores NMDA no neurénio pos-sinaptico, permitindo a entrada de
Cal+; esse ion liga-se e ativa a calmodulina, que ativa a NOS-1. Esse ultimo passo
cataliza a reagdo que resulta na formagao de NO, NADP+ e L-citrulina. O NO difunde-
se intra- e inter-celularmente, e pode agir (1) no neuronio pré-sindptico, promovendo a
liberagdo de glutamato; (2) aumentando a concentragdo intracelular de GMPc; e (3)
ligando-se a sitios redox-sensiveis em proteinas. Adaptado de LIMA et al. (2014).

1.3.1. NO e respostas de estresse

Os gasotransmissores — em especial o NO — parecem ter um papel na regulacao
de respostas neurocomportamentais ao estresse. Nas por¢des medulares do sistema ner-
voso autondmico, o NO apresenta acdo simpatoinibitoria, enquanto no hipotdlamo a
acdo ¢ simpatoexcitatoria (PATEL; LI; HIROOKA, 2001). A ativacdo do nucleo para-
ventricular (PVN) do hipotalamo apds estresse agudo depende do NO (LEE; RIVIER,

1998). A exposi¢do ao labirinto em cruz elevado aumenta a atividade de neuronios ni-
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trérgicos no PVN e nucleo lateral do hipotalamo (LH), na grisea periaquedutal dorsola-
teral (dIPAG), e rafe dorsal (DR) (BEIJAMINI; GUIMARAES, 2006), enquanto a expo-
sicdo a um predador aumenta atividade de células nitrérgicas nessas mesmas regioes e
no hipotalamo pré-mamilar dorsal (PMd), nucleo leito da estria terminal (BNST), e
amigdala medial (MeA) (BEIJAMINI et al., 2005). O estresse agudo de contencao au-
menta a expressdo do mRNA para a NOS-1 na MeA, PVN, e dIPAG (OLIVEIRA et al.,
2000), enquanto o estresse cronico aumenta os niveis de nitrito no hipocampo de forma
dependente de NOS e NF-kB (HARVEY et al., 2005), e aumenta a expressao ¢ a ativi-
dade da NOS-2 e o estresse nitrosativo no prosencéfalo (OLIVENZA et al., 2000). Parte
dos efeitos ansiogénicos do NO ¢ mediada pela dIPAG (FOGACA et al., 2012; BEIJA-
MINI et al., 2005), enquanto que os efeitos ansioliticos promovidos pelos inibidores da
NOS ¢ mediada também pela dIPAG, amigdala basolateral e nticleo septal lateral (CA-
LIXTO et al., 2008). Assim, o papel do NO nas respostas a estressores em modelos ani-

mais € varidvel, e estd pouco definido.

A participacdo do NO nas respostas a estressores ¢ uma sugestdo recente, mas a
associacao da NOS-1 com os receptores NMDA levou a proposi¢do de uma participagao
em mecanismos de plasticidade neural (GARTHWAITE; BOULTON, 1995; GAR-
THWAITE, 2008; HOPPER; GARTHWAITE, 2006). O NO age de forma pds-sindptica
induzindo depressao de longo prazo de forma dependente da isoforma Io da PKG, e po-
tenciagdo de longo-prazo de forma dependente da isoforma II da PKG; um mecanismo
pré-sinaptico, no qual o NO age como mensageiro retrogrado em resposta a estimulagao
tetanica, implicou a via GMPc-PKG na formacdo de clusters de proteinas sinapticas,
elevando a excitabilidade pré-sinaptica ou potencializando sinapses GABAérgicas
(GARTHWAITE; BOULTON, 1995; GARTHWAITE, 2008; HOPPER; GARTHWAI-
TE, 2006). O NO também foi implicado no aumento da excitabilidade neuronal intrinse-
ca (i.e., diminui¢do no limiar para a geragdo de potenciais de acdo e aumento nos dispa-
ros espontaneos e induzidos), através de mecanismos dependentes de GMPc e/ou PKG,

assim como pela inibi¢cdo de correntes de potéassio de repouso (GARTHWAITE, 2008).

Classicamente, a apresentagdao de diferentes estressores — da contengdo fisica a

exposi¢do a predadores — produz um efeito atrasado sobre comportamentos tipo-ansie-
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dade que implica em processos de neuroplasticidade e metaplasticidade. Por exemplo, a
exposi¢do ao estresse cronico imprevisivel induz aumento no comportamento tipo-ansi-
edade em roedores em pelo menos 14 dias apos o término do estresse (MATUSZEWI-
CH et al., 2007). Da mesma forma, a exposi¢ao a um predador produz efeito similar so-
bre o comportamento tipo-ansiedade (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD,
2003), gera um déficit na extingdo de medo condicional (GOSWAMI et al., 2010) e alte-
ra a capacidade de codificar memorias dependentes do hipocampo (GAIKWAD et al.,
2011; PARK et al., 2008). Como discutido anteriormente (Secao 1.1), alguns desses pro-
cessos parecem estar relacionados com o processo de metaplasticidade em regides lim-
bicas do prosencéfalo através de um mecanismo dependente de receptores NMDA
(ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2005; BLUNDELL; ADAMEC; BURTON,
2005; BLUNDELL; ADAMEC, 2007). Entretanto, apesar da participagdo do NO como
mediador da plasticidade neuronal associada aos receptores NMDA e com o comporta-
mento defensivo, pouco se sabe sobre seu papel na sensibilizagdo comportamental cau-
sada por estressores e as possiveis consequéncias para a neurobiologia dos transtornos

relacionados ao trauma e a estressores.

1.4. O paulistinha como organismo-modelo na psiquiatria biologica

O paulistinha (Danio rerio, Hamilton 1822) ¢ um peixe ciprinideo, pertencente a
sub-classe dos teledsteos, oriundo da India e sul da Asia (KEY; DEVINE, 2003) e muito
utilizado na pratica de aquarismo (SPENCE et al., 2008). Devido ao seu rapido desen-
volvimento, facil manutencdo e manipulagdo, além da elevada producao de ovos, tor-
nou-se um modelo em diversas pesquisas experimentais (SUBBIAH; KAR, 2013), prin-
cipalmente no campo da genética e biologia do desenvolvimento. Nos ultimos anos,
essa espécie ganhou visibilidade como modelo comportamental (GERLAI, 2010a; KA-
LUEFF et al., 2012; NORTON; BALLY-CUIF, 2010; RINKWITZ; MOURRAIN;
BECKER, 2011). O paulistinha apresenta um sistema nitrérgico relativamente bem con-
servado (GIRALDEZ-PEREZ et al., 2008a; HOLMQVIST; EBBESSON; ALM, 2007;
HOLMQVIST et al., 2000; VIRGILI et al., 2001) e comportamentos de defesa bem es-
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tabelecidos (CACHAT et al., 2011a; GERLAI, 2010b; JESUTHASAN; MATHURU,
2008; JESUTHASAN, 2011; KALUEFF et al., 2012; MAXIMINO et al., 2010a; SUB-
BIAH; KAR, 2013). Além disso, apresenta linhagens que diferem nos niveis basais de
ansiedade (DREW et al.,, 2012; EGAN et al., 2009; MAXIMINO et al., 2013a;
OSWALD; ROBISON, 2011; TRAN; GERLALI, 2013a; VIGNET et al., 2013; WONG et
al., 2012), e diferentes estressores produzem alteracdes importantes em parametros com-
portamentais e fisiologicos (CHAKRAVARTY et al., 2013; CLARK; BOCZEK;
EKKER, 2011; ELLIS; SEIBERT; SOANES, 2012; FUZZEN; VAN DER KRAAK;
BERNIER, 2010; GAIKWAD et al., 2011; ROSEMBERG et al., 2011). Essas caracte-
risticas do paulistinha o transformam em uma espécie com grande potencial traducional
para a pesquisa em psiquiatria biologica (BONAN; NORTON, 2015; GERLAI, 2014b;
KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014; NORTON; BALLY-CUIF, 2010; NORTON,
2013; STEWART et al., 2014a, 2014c). Considerando as limitagdes da pesquisa com
participantes humanos na identificacdo de mecanismos, a utilizacdo dessa espécie pode
complementar a busca por alvos farmacologicos e mecanismos patologicos associados a

dominios especificos.

A responsividade a tratamentos farmacoldgicos ¢ outro ponto a favor deste mo-
delo experimental, ja que os paulistinhas apresentam alta sensibilidade para numerosas
intervengdes farmacologicas utilizadas no tratamento clinico do TEPT, como antidepres-
sivos e ansioliticos de primeira linha (CACHAT et al., 2011a; MAXIMINO et al., 2011,
2014c; STEWART et al., 2011a). O paulistinha também apresenta sensibilidade ampla
para tratamentos de segunda e terceira linha para o TEPT, incluindo antidepressivos tri-
ciclicos (GUPTA et al., 2014; SACKERMAN et al., 2010; STEWART et al., 2013a), ini-
bidores de monoamina oxidase (IMAQO) (RIHEL et al., 2010; STEWART et al., 2011a,
2013a), antipsicoticos atipicos (ELLIS; SOANES, 2012; SEIBT et al., 2010) e anti-epi-
Iépticos (BAXENDALE et al., 2012; BURGOS; ALFARO; RIPOLL-GOMEZ, 201 1).

1.4.1 Modelando o transtorno de estresse pds-traumatico no paulistinha

Essas caracteristicas do paulistinha fizeram com que sua utilizagdo na psicopato-
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logia experimental tenha se desenvolvido rapidamente — principalmente nas intersecgdes
com os ramos da genética e farmacologia — tornando este um dos modelos mais promis-
sores para o estudo de doengas neuropsiquiatricas complexas (BONAN; NORTON,
2015; GERLAI, 2014b; KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014; NORTON; BALLY-
CUIF, 2010; NORTON, 2013; STEWART et al., 2014a, 2014c). Esses animais possuem
uma vasta variedade de fenotipos comportamentais quantificaveis (incluindo comporta-
mentos tipo-ansiedade ou tipo-medo; CACHAT et al., 2011b; CARAMILLO et al.,
2015; GERLAI, 2010b, 2013; KALUEFF et al., 2012; MAXIMINO et al., 2010;
STEWART et al., 2011) — muitos dos quais sao bidirecionalmente sensiveis a uma vasta
gama de firmacos indutores e anti-estresse (ARAUJO et al., 2012; MAXIMINO et al.,
2014c; STEWART et al., 2011a) — e possuem mecanismos neurais evolutivamente con-
servados e com alta homologia com roedores ¢ humanos (BROGLIO; SALAS, 2005;
DEMSKI, 2013; GANZ et al., 2012, 2014; GOODSON; KINGSBURY, 2013; MAXI-
MINO et al., 2013b; SALAS et al., 2006). O paulistinha também apresenta diferencas
individuais (extroversdo-introversdo, composi¢ao bioldgica, diferencas de género, den-
tre outras) (SURENSEN; JOHANSEN; OVERLI, 2013; TOMS; ECHEVARRIA; JOU-
ANDOT, 2010) que sao importantes para a pesquisa de prevencao do TEPT, ja que per-
mitem que as nuances do transtorno sejam considerados (YEHUDA; LEDOUX, 2007).

Além dos modelos comportamentais, genéticos e farmacologicos, os ensaios
com o paulistinha identificaram inimeros marcadores, muitos dos quais também sio co-
muns no TEPT humano (CARAMILLO et al., 2014; STEWART et al., 2014b). Protei-
nas humanas associadas com as respostas inflamatorias, como as interleucinas IL-6, IL-
8 e amieldide sérica A, apresentam elevada homologia com paulistinhas (NOVOA; FI-
GUERAS, 2012; YANG et al., 2014). Ha ainda semelhancas funcionais entre o eixo hi-
potalamo-hipoéfise-interrenal (HPI) de peixes teledsteos com o eixo de HHA humanos,
j& que ambos apresentam localizacdo de proteinas (ALDERMAN; BERNIER, 2007;
ALDERMAN; VIJAYAN, 2011) e respostas de estresse similares (ALSOP; VIJAYAN,
2009, 2011; FUZZEN; VAN DER KRAAK; BERNIER, 2010; GRIFFITHS et al., 2012;
SCHAAF et al., 2008; STEENBERGEN; RICHARDSON; CHAMPAGNE, 2011; ZIV

et al., 2012): diferentemente da resposta ao estresse de roedores que ¢ baseada na corti-
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costerona, no eixo HPI do paulistinha essa resposta ¢ impulsionada pelo cortisol (AL-
SOP; VIJAYAN, 2009; ALURU; VIJAYAN, 2009), ¢ a espécie apresenta duas isofor-
mas do receptor glicocorticoide estrutural e funcionalmente semelhantes (SCHAAF et
al., 2008), o que nao ¢ observado em roedores. Tal semelhanga fisiologica com seres hu-
manos faz desse animal excepcionalmente adequado para a investigagdo de mudancas
na regulacdo de glicocorticdides no estresse ¢ no TEPT (CARAMILLO et al., 2014;
STEWART et al., 2014b).

Na proposta de um modelo de TEPT em paulistinhas, faz-se necessaria a deter-
minacdo de respostas comportamentais ¢ neuroendocrinas de estresse como efeitos pri-
marios e secundarios da exposicao a estressores que sejam capazes de sustentar a sensi-
bilizacdo dependente de tempo (CARAMILLO et al., 2014; STEWART et al., 2014b).
Felizmente, a Gltima década observou o acimulo de modelos comportamentais sensiveis
ao estresse em diferentes dominios. Iniciaremos levantando algumas das medidas com-
portamentais e que podem ser uteis para a modelagem do TEPT, para entdo avangarmos
para a descri¢do de manipulagdes com potencial para induzir fendtipos similares ao

transtorno nessa espécie.

1.4.2. Variaveis dependentes: Respostas comportamentais de estresse

Diversos fenotipos comportamentais (CARAMILLO et al., 2014; STEWART et
al., 2014b) e neuroendocrinos (CLARK; BOCZEK; EKKER, 2011; FUZZEN; VAN
DER KRAAK; BERNIER, 2010) associados com os dominios alterados no TEPT foram
descritos no paulistinha (JESUTHASAN, 2011; MAXIMINO et al., 2010a; STEWART
et al., 2011a, 2011b), reforcando a possibilidade de utilizacdo dessa espécie para mode-
lar o transtorno. Atualmente, ndo hd um unico protocolo estabelecido especificamente
para TEPT que utilize o paulistinha como objeto de estudo, mas muitos modelos que
medem e induzem a resposta ao estresse tem sido utilizados para responder outras per-
guntas (CLARK; BOCZEK; EKKER, 2011; MAXIMINO et al., 2010a). Estas tarefas
utilizam uma grande variedade de estimulos e técnicas ndo apenas para iniciar a resposta

em si, mas também para medir varios comportamentos que sdo indicativos da resposta
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ao estresse. Essas tarefas podem nao ser capazes de eliciar o TEPT no paulistinha, toda-
via cada tarefa pode fornecer um potencial logico e saliente para auxiliar no desenvolvi-
mento de modelos para esse transtorno (CARAMILLO et al., 2014). A Tabela 2 resume
alguns dos principais testes utilizados atualmente e sua relevancia para a modelagem do

TEPT.

Tabela 2: Fenotipos comportamentais do paulistinha e sua relevancia para a
modelagem dos critérios clinicos e sintomas do TEPT, de acordo com o DSM-5
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013, KALUEFF et al., 2012). N/A, ndo

se aplica.

Sintoma clinico

Exemplos no paulistinha

A. Exposicio a estressores
B. Sintomas intrusivos

Memorias intrusivas
recorrentes

Reexperiéncia traumatica

(“flashbacks ™)
Pesadelos

(Secao 3.3.)
Condicionamento de medo, condicionamento de esquiva
N/A

N/A

Reagdes psicologicas as pistas Medo condicional a pistas

Reagdes fisioldgicas as pistas Respostas pigmentares, frequéncia respiratoria, cortisol

C. Evitacao
Evitacao de memorias e
cognigdes
Evitagdo de pistas
D. Alteracdes negativas nas
cognicdes e no medo
Déficits de memoria
Viés negativo recorrente

Emocdes negativas
persistentes

Interesse reduzido
Isolamento social

E. Excitabilidade e reatividade

alteradas
Irritabilidade

Comportamento auto-
destrutivo

Hipervigilancia

Sobressalto exagerado

Problemas de concentragio

Problemas de sono

N/A

Condicionamento de medo, condicionamento de esquiva sinalizada

Performance alterada em tarefas de memoria
9

Preferéncia claro/escuro, distribuigdo vertical eliciada pela novidade

Respostas apetitivas reduzidas, preferéncia social reduzida

Comportamentos sociais reduzidos

Agressao aumentada
9

Preferéncia claro/escuro, distribui¢ao vertical eliciada pela novidade,
respostas de orientagdo

Respostas de sobressalto
Alteracdo na performance em tarefas de atengdo

Padrdes de sono aberrantes
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Quando exposto a estimulos que evocam o medo ou a ansiedade, os paulistinhas
exibem uma ampla gama de comportamentos bem definidos e quantificaveis, incluindo
reducdes no comportamento exploratdrio, aumento na escototaxia (preferéncia por escu-
ridao), geotaxia (preferéncia pelo substrato), tigmotaxia (preferéncia pelas areas peri-
féricas), congelamento (cessagdo completa de movimentos, exceto dos opérculos e
olhos), e movimentos erraticos (padrdo de nado em zigue-zague com dire¢do imprevisi-
vel e mudangas rapidas e subitas de dire¢cao) (MAXIMINO et al., 2010a; STEWART et
al., 2011a). Estes fenotipos comportamentais sdo andlogos aos de roedores e humanos
(KALUEEFF et al., 2012). Quando o paulistinha ¢ introduzido em um ambiente novo,
apresenta uma tendéncia em permanecer no fundo do aquério (geotaxia), adotando uma
posicdo de relativa seguranga (BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009; CACHAT et al.,
2010; EGAN et al.,, 2009; LEVIN; BENCAN; CERUTTI, 2007; STEWART et al.,
2011a). Essa observagao gerou um dos modelos mais utilizados no estudo do comporta-
mento tipo-ansiedade no paulistinha, o teste de distribuicdo vertical eliciada pela novi-
dade (Tabela 3) Essa resposta parecer ser controlada principalmente pela novidade
(MAXIMINO et al., 2012), j4 que, uma vez que se torna habituado ao novo ambiente,
ele inicia uma exploragdo das regides superiores do aquario (STEWART et al., 2013b;
WONG et al., 2010). Assim, a habituagdo do animal deve ser considerada na avaliagao
da geotaxia, como discutiremos mais a frente. Além disso, trata-se essencialmente de
uma resposta de fuga do topo, ja que o animal apresenta preferéncia pela profundidade,
e nao pelo substrato e responde com geotaxia a predadores aéreos, mas nao a peixes pre-

dadores (MAXIMINO et al., 2012).

Um tanto semelhante ao teste de distribuigdo vertical eliciada pela novidade € o
teste de campo aberto. Em vez de medir a quantidade de tempo gasto no fundo do aqua-
rio como um indicador de estresse, a distribuicao horizontal do animal ¢ avaliada — isto
¢, mede-se o tempo passado na periferia ou no centro de um aquério novo. Quanto mais
tempo gasto na periferia do aquario, maior € o aumento da resposta ao estresse (AH-
MAD; RICHARDSON, 2013; STEWART et al., 2012). A aproximagdo a um objeto
novo também ¢ uma tarefa em que a reagdo a novidade pode ser medida (MAXIMINO

et al., 2014a; NORTON et al., 2011; WRIGHT et al., 2003). A légica por tras de testes

39



Monica Gomes Lima

de exploracao da novidade — incluindo a distribuigdo vertical eliciada pela novidade e a
exploragdo de objeto novo — foi proposta por K. C. Montgomery (MONTGOMERY,
1954): a novidade deve eliciar ndo sé a aproximacao (“curiosidade”), mas também a
evitacdo (“medo”), e o comportamento exploratdrio observado ¢ uma fungdo desse con-
flito motivacional. Assim, em teoria, estados de medo, ansiedade ou estresse elevados
devem diminuir a exploragdo de um objeto ou ambiente novo; no entanto, o efeito des-
sas manipulag¢des na preferéncia pelo substrato ou na exploracio de objetos novos nao ¢

consistente (MAXIMINO et al., 2012).

Além da geotaxia, outros comportamentos também foram observados no teste de
distribuigdo vertical eliciada pela novidade, e parecem ser diferencialmente sensiveis a
tratamentos que aumentam ou diminuem a ansiedade (Tabela 3). Utilizando ferramentas
de mineracao de dados e analises estatisticas sofisticadas, CACHAT e colaboradores
(2011a) observaram que manipulagdes ansiogénicas (exposi¢do a substancia de alarme
co-especifica, abstinéncia de morfina, administracdo de cafeina) tendem a aumentar o
congelamento e o nado erratico, enquanto manipulagdes ansioliticas (tratamentos croni-
cos com fluoxetina, etanol ou morfina) tendem a diminui-los. Através de analises de
cluster, o mesmo grupo demonstrou que congelamento e nado erratico agrupam-se em
um cluster diferente da geotaxia (CACHAT et al., 2011a), mas a habituagdo do congela-
mento agrupa-se com a habituagdo da geotaxia (STEWART et al., 2013b). GERLAI e
colegas (AHMED; FERNANDES; GERLAI, 2012; BASS; GERLAI, 2008) demonstra-
ram que a exposicdo a modelos de predadores simpatricos ou alopatricos ndo aumenta
nem o nado erratico, nem o congelamento. O estresse de conten¢do aumenta o nado er-
ratico, mas ndo a geotaxia (GHISLENI et al., 2012), enquanto o contrario ¢ verdadeiro
em relacdo ao estresse imunologico (KIST et al., 2011). Esses resultados sugerem que o
controle do comportamento no teste de distribuicao vertical eliciada pela novidade ¢
multifatorial, ressaltando a necessidade de registrar e analisar essas varidveis na verifi-

cagdo do efeito de estressores.

O teste de preferéncia por escuriddo (escototaxia) € um outro modelo comu-
mente utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansiedade no paulistinha (Tabela 3).

Consiste na exposi¢ao do animal a um aquario dividido horizontalmente em duas meta-
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des, uma na cor branca e outra na cor preta, ¢ permite a avaliagdo da preferéncia do pau-
listinha pelas areas escuras (SERRA; MEDALHA; MATTIOLI, 1999). Esse modelo
apresenta bom isomorfismo farmacoldgico, com drogas ansioliticas — mas nao drogas
panicoliticas — diminuindo a escototaxia (MAXIMINO et al., 2011). Assim como a dis-
tribuicao vertical eliciada pela novidade, medidas comportamentais complementares fo-
ram propostas para esse modelo (Tabela 3). Em uma andlise de cluster hierarquico de
efeitos farmacoldgicos, a laténcia para entrada no compartimento branco e a avaliagdo
de risco (uma entrada breve ou parcial no compartimento branco) agrupam-se em um
cluster que tem o nado erratico como grupo externo, enquanto o congelamento ¢ o gru-
po externo desse conjunto maior (MAXIMINO et al., 2014c). Nessa mesma andlise, a
tigmotaxia (tempo dispendido proximo as paredes do compartimento branco) agrupa-se
com a escototaxia (MAXIMINO et al., 2014c). Refor¢ando a distingao entre congela-
mento e outros comportamentos no teste de preferéncia por escuridao ¢ a observacao de
que os paulistinhas tendem a congelar mais no compartimento preto do que no compar-
timento branco (BLASER; PENALOSA, 2011), ainda que animais que apresentam mui-
ta evitagdo do compartimento branco congelam mais quando confinados nessa por¢ao
do aquario do que animais que apresentam pouca evitacio (BLASER; CHADWICK;
MCGINNIS, 2010). Além disso, o confinamento no compartimento branco ndo muda a
escototaxia, mas diminui o nado erratico, a tigmotaxia e o congelamento (MAXIMINO
et al., 2010b). Finalmente, diferentemente do teste de distribuicao vertical eliciada pela
novidade, a escototaxia nao habitua, apresentando padrao bifdsico em uma sessao de 15
minutos (MAXIMINO, 2011a; MAXIMINO et al., 2010b; STEWART et al., 2011c¢), su-
gerindo controle por conflito aproximacao-evitagdo (MAXIMINO et al., 2012).
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Tabela 3: Principais medidas observadas no comportamento defensivo do paulistinha,
nos testes de preferéncia pela escuriddo e distribuigdo vertical eliciada pela novidade.
N/A, ndo se aplica.

Teste

Preferéncia por
escuridao

Distribuicao
vertical eliciada
pela novidade

Comportament Codigo

o observado ZBC
Escototaxia 1.137
Entradas no 1.54
compartimento
branco

Avaliagdo de  N/A
risco

Nado erratico  1.51
Tigmotaxia 1.73
Congelamento 1.68
Geotaxia 1.46
Nado erratico 1.51
Congelamento 1.68

Descricao

Preferéncia pelo
compartimento escuro do
aquario

Analisa a atividade
exploratéria do animal

Orientacdo cuidadosa do
animal na dire¢do de
estimulos potencialmente
aversivos, na tentativa de
investiga-los

Padréo de nado com
ocorréncias multiplas

de surtos de alta aceleracao
em rapida sucessdo, nos
quais a dire¢do do

movimento também muda de

maneira aparentemente
aleatdria

Preferéncia do animal em
permanecer proximo as
paredes do aquario
Cessagao completa dos
movimentos emitidos pelo
peixe frente a um estimulo
aversivo

Variaveis que alteram o
comportamento

Substancia de alarme aguda
aumenta (MAXIMINO et al.,
2014b); drogas ansioliticas
diminuem, ansiogénicas
aumentam (ARAUJO et al.,

2012; MAXIMINO et al., 2011,

2014c¢)
Drogas estimulantes aumentam
(MAXIMINO et al., 2014c)

Drogas ansioliticas diminuem,
ansiogénicas aumentam
(MAXIMINO et al., 2014c)

Substancia de alarme aguda
aumenta (MAXIMINO et al.,
2014b)

Substancia de alarme aguda
aumenta (MAXIMINO et al.,
2014b)

Preferéncia pelo substrato do Substancia de alarme e

aquario

Padrdo de nado com
ocorréncias multiplas

de surtos de alta aceleragdo
em rapida sucessdo, nos
quais a diregao do

movimento também muda de

maneira aparentemente
aleatoria

Cessacao completa dos
movimentos emitidos pelo
peixe frente a um estimulo
aversivo

predadores ndo aumentam
(AHMED; FERNANDES;
GERLALI, 2012; SPEEDIE,;
GERLALI, 2008); drogas
ansioliticas e panicoliticas
diminuem (STEWART et al.,
2011a)
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Além de alteragdoes em estados de medo e/ou ansiedade evidenciadas nos testes
de preferéncia claro/escuro e distribuigdo vertical eliciada pela novidade, os efeitos cog-
nitivos de estressores podem ser medidos em uma versao adaptada do labirinto em cruz
para o paulistinha, explorando desta maneira a memoria espacial desse animal (KIM et
al., 2010). Neste aparato os animais sao treinados para associar ndo s6 uma recompensa
alimentar com um sinal visual (a cor vermelha apresentada em um determinado brago
do labirinto), mas também associar a localizagdo da recompensa alimentar com sinais
externos ao aparato (tais como portas, mesas, etc.). A exposi¢ao do paulistinha a subs-
tancia de alarme ou um predador simpatrico (o peixe folha indiano Nandus nandus), di-
minuem significativamente a memoria para pistas e a memoria espacial, medida pela
quantidade de tempo gasto no brago correto do labirinto, bem como o numero de entra-

das feitos no mesmo (GAIKWAD et al., 2011).

A habituacao a novidade também ¢ uma variavel de avaliagdo da memoria nao-
associativa, e pode representar um fendémeno independente da preferéncia pelo substrato
em si; por exemplo, animais com maior preferéncia pelo substrato ndo diferem na habi-
tuagdo dessa variavel, e s6 ha correlagao entre essas duas varidveis em animais expostos
a SA, mas ndo a outras manipulacdes ansiogénicas ou ansioliticas (STEWART et al.,
2013b). A avaliagdo de geotaxia e nado erratico no teste de distribuicao eliciada pela no-
vidade revelou um aumento no comportamento exploratorio do paulistinha apds repeti-
das exposi¢des ao aquario ou em uma unica sessao (WONG et al., 2010); esse ultimo
efeito de habituacdo intra-sessdo ¢ diminuido pelo tratamento com substincias ansio-
génicas como cafeina ou pentilenotetrazol (WONG et al., 2010). Assim, a analise da ha-
bituacdo do comportamento exploratorio ou da aprendizagem espacial podem represen-
tar importantes varidveis relacionadas as disfungdes de memoria exibidas por pacientes

humanos com TEPT (CARAMILLO et al., 2014).

Respostas exageradas de sobressalto s3o uma caracteristica diagnostica explicita
do TEPT, parte da dimensao de hiperexcitabilidade psiquica (AMERICAN PSYCHIA-
TRIC ASSOCIATION, 2013; CAMARA FILHO; SOUGEY, 2001; WESTON, 2014).
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As respostas de sobressalto sdo reflexos motores evocados pela exposicao subita a esti-
mulos inesperados e comumente aversivos (GRILLON, 2008). Representa um compor-
tamento evolutivamente conservado que ¢ observado em diferentes espécies, permitindo
que um organismo reaja rapidamente iniciando respostas de fuga-ou-luta adaptativas
(GRILLON, 2008; PFAFF; MARTIN; FABER, 2012). Em mamiferos, estimulos que
eliciam medo ou ansiedade — incluindo a administracdo de agentes ansiogénicos — po-
tencializam a resposta de sobressalto (DAVIS et al., 2009; GRILLON, 2008), e existem
evidéncias na literatura de que essa potencializagdo ¢ mediada pelo nucleo central da
amigdala quando fésica e pelo nucleo leito da estria terminal quando tonica (DAVIS;
SHI, 1999; DAVIS et al., 2009). Em paulistinhas adultos, a SA sensibiliza as respostas
de sobressalto, diminuindo a intensidade do estimulo necessario para eliciar a resposta

(DUONG, 2012).

Em peixes teledsteos, as respostas de sobressalto sdo controladas por um conjun-
to de neurdnios gigantes reticuloespinhais (a rede de fuga rombencefilica; EATON;
LEE; FOREMAN, 2001; KORN; FABER, 1996, 2005). Essas respostas apresentam ha-
bituacao a estimulacao repetida (CHANIN et al., 2012); em larvas, pelo menos dois pro-
cessos de habituacdo intra-sessao sao observaveis: uma “habituagdo rapida”, que persis-
te por menos de 15 minutos, e uma “habituag¢do de curto prazo”, que persiste por mais
de 25 minutos e menos de 1 hora (ROBERTS et al., 2011). O segundo processo ¢ blo-
queado pelo tratamento com acido D-(-)-2-amino-5-fosfopentandico (D-APS5), um anta-
gonista competitivo do receptor NMDA, enquanto o primeiro processo nao € sensivel a
essa manipulacdo (ROBERTS et al., 2011); entretanto, o tratamento com cetamina ou
MK-801, antagonistas ndo-competitivos do mesmo receptor, € a 7-cloro-4-hidréxi-3(-3-
fenoxi)fenil-2(1H)-quinolinona (L-701,324), que bloqueia o sitio glicinag do receptor
NMDA, bloqueia a habituacao rapida (ROBERTS et al., 2011; WOLMAN et al., 2011).
A memantina, antagonista ndo-competitivo dependente de voltagem do receptor
NMDA, aumenta a responsividade do animal e diminui a habituacdo de curto prazo
(BEST et al., 2008). Finalmente, a cetamina também aumenta a inibi¢cdo pré-pulso
(BURGESS; GRANATO, 2007) — uma forma de integragdao sensorio-motora na qual a

resposta de sobressalto ¢ atenuada por um estimulo menos intenso apresentado pouco

44



Sensibilizagdo dependente de tempo em paulistinhas adultos
como modelo de transtorno de estresse pos-traumatico: Papel do 6xido nitrico

antes do estimulo que inicia a resposta. Assim, pelo menos em larvas, a habituacao das

respostas de sobressalto depende do receptor NMDA.

O paulistinha oferece uma ampla distribui¢cao de comportamentos sociais sensi-
veis a desregulagdo (DAHLBOM, 2013; GERLAI, 2014a; OLIVEIRA, 2013), o que ¢
particularmente relevante para os sintomas clinicos observados no TEPT e em outros
transtornos relacionados ao trauma e estressores (STEWART et al., 2014b). Na avalia-
¢do da interacdo social, estudos que empregam o paulistinha como modelo usaram algu-
mas medidas de avaliagdo sobre esse aspecto do comportamento, incluindo respostas de
cardumeamento (GREEN et al., 2012; MAHABIR et al., 2013; MILLER; GERLAI,
2007; PIATO et al., 2011a, 2011b), testes de exploragdo social entre dois animais nao-
familiarizados (BARBA-ESCOBEDO; GOULD, 2012; ENGESZER; RYAN; PARI-
CHY, 2004), e medidas de comportamento social (incluindo agressao) pelo teste de esti-

mulacao do espelho (MORETZ; MARTINS; ROBISON, 2007; TELES et al., 2013).

Outra variavel dependente em potencial ¢ a sensibilidade a drogas de abuso
(STEWART et al., 2014b). O paulistinha tem emergido como modelo para se estudar re-
compensa ¢ abuso de drogas; tanto a larva quanto o peixe adulto mostram alta sensibili-
dade a varias drogas de abuso (incluindo etanol), assim como tolerancia e sintomas de
abstinéncia (BRENNAN; PARKER, 2012; COLLIER et al., 2014; STEWART et al.,
2011d). O etanol ¢, talvez, a droga mais estudada em paulistinhas, e induz numerosas al-
teragdes comportamentais que se assemelham as observadas em roedores e humanos, in-
cluindo propriedades reforcadoras e desenvolvimento de tolerancia e abstinéncia (GER-
LAI et al., 2000, 2009; TRAN; CHATTERJEE; GERLAI, 2014; TRAN; GERLALI,
2013b), caracteristicas patognomonicas para o diagnostico de dependéncia em pacientes
humanos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1992). Esses estudos sdo importantes
pois o uso abusivo do alcool ¢ comum em pessoas que sofrem de TEPT, prejudicando
ainda mais a empatia, resolucdo de problemas sociais e a capacidade de interpretar e res-

ponder aos sinais sociais (MCFARLANE, 1998).

A incapacidade em extinguir a memoria de medo parece ser uma importante ca-

racteristica do TEPT (BLECHERT et al., 2007; JOVANOVIC; NORRHOLM, 2011;
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WESSA; FLOR, 2007), aumentando o valor de fenotipos de medo condicional no pau-
listinha. Nessa espécie, o0 medo condicional parece se expressar como uma mudanga de
comportamento de congelamento para nado erratico conforme o estimulo neutro ganha
propriedades de estimulo condicionado (AGETSUMA et al., 2010); entretanto, nem a
persisténcia dessa resposta condicionada, nem sua extingdo foram estudadas nessa es-
pécie (BLASER; VIRA, 2014). Mais estudados sdo processos operantes de condiciona-
mento de esquiva (AOKI; TSUBOI; OKAMOTO, 2015; BLANK et al., 2009; MANU-
EL et al., 2014a; VALENTE et al., 2012). Nos procedimentos de esquiva inibitoria, uma
resposta robusta pode ser estabelecida apds uma unica tentativa em que o animal tem de
se abster de nadar a partir de um compartimento branco (aversivo) para um comparti-
mento escuro (apetitivo) a fim de evitar o recebimento de um choque elétrico (BLANK
et al., 2009; MANUEL et al., 2014a). Nesse modelo, a execu¢do da esquiva esté correla-
cionada com os niveis corporais de cortisol, ¢ 0 aumento da intensidade do choque pro-
duz aumento correlato na execucdo da esquiva assim como na expressdao dos receptores
glicocorticdide e mineralocorticdide no telencéfalo (MANUEL et al., 2014a, 2014b).
Em uma variacdo do modelo, o animal ¢ colocado no compartimento escuro e retirado
quando atravessa para o compartimento claro, com aumento das laténcias a cada tentati-
va (DOS SANTOS, 2013); aqui, o tratamento agudo com fluoxetina, imipramina, dietil-
propiona e cafeina sdo dificultam a aquisi¢do da esquiva inibitéria, enquanto o diazepam
facilita a aquisicao (DOS SANTOS, 2013). O estresse cronico imprevisivel (MANUEL
et al., 2014b; PIATO et al., 2011b), mas nao o estresse de contencao agudo (PIATO et

al., 2011a), diminuem a aquisi¢do da esquiva inibitoria.

A esquiva de duas vias implica na aquisicdo de uma resposta ativa de evitagdo
de um estimulo aversivo, normalmente condicionada a associagdo com um estimulo
neutro. Nesse sentido, na esquiva de duas vias o animal aprende uma relacao entre dois
estimulos (estimulo neutro e estimulo aversivo) e entre seu comportamento e a evitacao
do estimulo aversivo (MAIA, 2010). Paulistinhas treinados para nadar de um comparti-
mento a outro de uma shuttle-box podem responder sob controle de um estimulo inicial-
mente neutro, como uma luz (XU et al., 2007). Tanto a aquisi¢cao de esquiva inibitéria

quanto a aquisicdo de esquiva de duas vias sdo dependentes do receptor NMDA, ja que
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ambos os processos sao bloqueados pelo tratamento com MK-801 antes do treinamento
(BLANK et al., 2009; NG et al., 2012; XU et al., 2007). Além disso, o tratamento com
L-NAME, um inibidor ndo-seletivo das NOS, imediatamente apos o treino produz um
deficit de retencao da esquiva inibitoria (XU et al., 2007). No entanto, o papel do medo
na aquisicao, retencao e extingao da esquiva nao esta claro, e a utilidade desses procedi-

mentos para a modelagem do TEPT ainda ¢ pequena.

1.4.3. Varidveis independentes: Manipulagdes que induzem estresse no
paulistinha

Conforme analisado anteriormente (Se¢do 1.2, “Sensibilizagdo dependente de
tempo”), diversas manipulacdes experimentais sdo capazes de estabelecer a sensibiliza-
¢do dependente de tempo em mamiferos, e algumas delas apresentam validade ecologi-
ca na indu¢do de uma sindrome tipo-TEPT nesses animais. Em paulistinhas, varios des-
ses estressores ja foram analisados em termos de sua capacidade de produzir alteragdes
endocrinas ou comportamentais, €, ainda que somente um deles tenha sido utilizado ex-
plicitamente em uma tentativa de modelar o TEPT, varios apresentam potencial como

estimulo traumatico para essa espécie.

O estresse cronico imprevisivel ¢ um modelo que emprega varios estressores
(como estresse de contencdo, temperaturas extremas da 4gua, isolamento social, aglo-
merag¢ao, baixos niveis de dgua, varias mudangas de tanque, e exposi¢cdo a um predador)
em um curto periodo de tempo (CHAKRAVARTY et al., 2013; MANUEL et al., 2014b;
PIATO et al., 2011b). Algumas das respostas obtidas relacionadas ao estresse sdo bem
definidas, como o aumento do tempo gasto no fundo do aquério, exibir aparéncia de cor
palida, aumento do comportamento de cardume e locomoc¢ao diminuida (PIATO et al.,
2011b), aumento da escototaxia (CHAKRAVARTY et al., 2013), e deficit na aquisi¢ao
de esquiva inibitéria (MANUEL et al., 2014b; PIATO et al., 2011b). Imediatamente
apods o estresse, 0s niveis corporais de cortisol estdo elevados (MANUEL et al., 2014b;
PIATO et al., 2011b), com elevagdo na expressao do transcripto relacionado a cocaina e

anfetamina (cart) no telencéfalo (MANUEL et al., 2014b), aumento na expressao de crf
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e bdnf em todo o cérebro (CHAKRAVARTY et al., 2013; PIATO et al., 2011b) e dimi-
nui¢do na expressdao do receptor glicocorticdide (PIATO et al., 2011b). Entretanto, em
todos esses casos um periodo de incubag¢do nao foi utilizado, o que parece ser necessario
para a observagao de fenomenos do tipo ansiedade em roedores (MATUSZEWICH et
al., 2007).

Em paulistinhas, o estresse social modifica a atividade e/ou expressdo de siste-
mas de neurotransmissdo associados com ansiedade e excitabilidade. Animais derrota-
dos em conflito social apresentam maior furnover de serotonina ¢ dopamina no teto
optico, enquanto animais vencedores apresentam maior turnover dessas monoaminas no
telencéfalo e bulbo olfatério (TELES et al., 2013); quando o estresse social perdura até
o estabelecimento de hierarquias de dominagao-submissao, observou-se maior turnover
de serotonina no rombencéfalo de animais subordinados (DAHLBOM et al., 2012). No
entanto, tanto dominantes quanto subordinados apresentam niveis elevados de cortisol
corporal e sobre-expressao dos receptores glicocorticoides no encéfalo apods o estabele-
cimento de hierarquias (PAVLIDIS et al., 2011); nesses casos, inclusive, somente os ani-
mais dominantes apresentam sobre-expressao de genes relacionados a excitabilidade, in-

cluindo th2, hert e hdc (PAVLIDIS et al., 2011).

As robustas respostas anti-predatorias do paulistinha sdo bem documentadas, e
podem ser eliciadas por estimulos diretos (um predador simpatrico, ou um choque elétri-
co) e parciais (pistas que remetem ao predador) (GERLAI, 2010b, 2013). A evitagcdo do
predador pode ser entendida como uma resposta de medo do animal, importante no estu-
do do TEPT. Quando exposto a predadores simpatricos (mas ndo alopatricos) e a mode-
los de predadores, o animal diminui sua atividade, produz nado erratico e “saltos” (AH-
MED; SEGUIN; GERLAIL 2011; AHMED; FERNANDES; GERLAI, 2012; BASS;
GERLALI, 2008; GERLAI; FERNANDES; PEREIRA, 2009; LUCA; GERLAI, 2012).
Além disso, o estresse predatorio também produz outros efeitos comportamentais e neu-
roenddcrinos ndo diretamente associados a evitagdo do predador, incluindo elevagdo nos
niveis corporais de cortisol (BARCELLOS et al., 2007) e deficiéncias de aprendizagem
espacial e de pistas (GAIKWAD et al., 2011).
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Em uma tentativa explicita de explorar o efeito estressor da exposi¢ao a preda-
dores no paulistinha como modelo de TEPT, STEWART e colaboradores (STEWART et
al., 2014b) expuseram pequenos grupos de animais a um predador simpatrico (o peixe-
folha Nandus nandus) por duracdes de 24 h e 72 h, e verificaram o tempo que o animal
passou no topo do aquario (evitando o contato com o predador) e a frequéncia de nado
erratico (padrao de nado em zigue-zague com dire¢do imprevisivel e mudangas rapidas
e subitas de dire¢do). Nas duas condi¢des (24h e 72h), os animais expostos ao peixe-
folha apresentaram um aumento no tempo que passaram no topo do aquario € no niime-
ro de episodios de nado erratico, mostrando claramente a evitagdo do animal pelo preda-
dor e a elevacdo de estado tipo medo ou ansiedade. Esses resultados sugerem que, ao
contrario de respostas a estressores homotipicos mais amenos em roedores (HERMAN,
2013), as respostas comportamentais do paulistinha a um predador ndo habituam. Ainda
que a utilizacdo de um predador como estimulo estressor aumente a validade ecolédgica
(de construto) do modelo, a duracdo da exposi¢cdo ndo € capaz de modelar uma caracte-
ristica essencial do TEPT: a resposta sensibilizada a estimulos breves, e ndo somente a
estimulos sustentados (GOSWAMI et al., 2013; YEHUDA; ANTELMAN, 1993). Além
disso, como nao houve intervalo entre a exposi¢ao ao estresse predatorio e o teste com-

portamental (i.e., ndo houve incubagdo), ndo € possivel definir se houve sensibilizacao.

Um estimulo parcial de predador bastante utilizado para avaliar o comportamen-
to antipredatorio do paulistinha € a substancia de alarme (SA), definida por Karl von
Frisch (1938) pela sua capacidade em produzir nado erratico e aumentar a coesao do
cardume em vairdes (Pimephales sp.). Essa substancia ¢ produzida em células epidérmi-
cas especializadas (“club cells”) e liberada quando essas células sao danificadas, produ-
zindo um sinal de perigo para os outros membros do cardume (JESUTHASAN; MA-
THURU, 2008). Trata-se de uma mistura de diversos compostos que retém, em maior
ou menor grau, a capacidade de produzir respostas tipo-medo nos animais; incluem-se
aqui sulfato de condroitina (DECARVALHO et al., 2013; MATHURU et al., 2012) e
compostos nitrogenados (BROWN et al., 2000; DOVING; LASTEIN, 2009). Essas
substancias produzem efeitos comportamentais agudos semelhantes a exposi¢ao a pre-

dadores simpatricos, incluindo aumento na distancia da fonte de estimulacao (JESU-
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THASAN; MATHURU, 2008), aumento na coesdo do cardume (SPEEDIE; GERLAI,
2008) e um padrao de aumento de nado erratico (EGAN et al., 2009; MATHURU et al.,
2012; SPEEDIE; GERLALI, 2008) seguido de imobilidade (MATHURU et al., 2012). A
exposicao a SA parece gerar um estado de ansiedade ou medo elevados, j& que pode au-
mentar o comportamento tipo-medo ou tipo-ansiedade nos testes de distribuigdo vertical
eliciada pela novidade (EGAN et al., 2009) e preferéncia claro/escuro (MANSUR; DOS
SANTOS; GOUVEIA JR, 2014; MAXIMINO et al., 2014b) imediatamente apos a ex-
posi¢do, aumentar o limiar nociceptivo (LIMA et al., 2012; MAXIMINO, 2011b; MA-
XIMINO et al., 2014b) e aumentar a responsividade a estimulos visuais (STEPHEN-
SON; PARTRIDGE; WHITLOCK, 2012). A SA também ¢ capaz de diminuir a recupe-
racdo de memoria espacial (GAIKWAD et al., 2011). De forma importante para a mode-
lagem do TEPT, a SA ¢ capaz de apoiar o condicionamento: SUBOSKI e colegas
(HALL; SUBOSKI, 1995; SUBOSKI et al., 1990) demonstraram que estimulos visuais
pareados com a SA adquirem as propriedades de controle de estimulos dessa substancia,

sugerindo um teste pelo qual a dimensdo de rememorac¢ao do TEPT pode ser modelada.

1.4.4. O telencéfalo limbico do paulistinha

Na maioria dos vertebrados, a parte medial do telencéfalo compreende o maior
sistema de coordenacdo do cérebro, o sistema limbico. No telencéfalo, o principal com-
ponente do sistema limbico esta localizado em posi¢ao medial, incluindo a formagao hi-
pocampal, amigdala frontotemporal e areas paliais relacionadas (BUTLER; HODOS,
2005). Além disso, estruturas subpaliais — ganglios da base, amigdala subpalial, area
septal — também fazem parte do telencéfalo limbico (MORGANE; GALLER; MOK-
LER, 2005). Outras estruturas que estdo fora do telencéfalo também sdo consideradas
parte do sistema limbico e incluem partes do epitdlamo, talamo e hipotdlamo dorsal
(BUTLER; HODOS, 2005; MORGANE; GALLER; MOKLER, 2005; O’CONNELL;
HOFMANN, 2011).

Em mamiferos, o sistema limbico estd envolvido na motivagdo, aprendizagem,

emo¢ao, comportamento sexual, memoria e em muitas fungdes integrativas necessarias
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para respostas apropriadas ao estimulo; além disso ele possui um papel fundamental no
mapeamento espacial para navegacao através do ambiente e em muitas tarefas ndo espa-
ciais. A formacao hipocampal ¢ essencial para a memoria de curto prazo, sendo assim a
porta de entrada para o armazenamento de novos eventos na memoria de longo prazo.
Além disso, o sistema limbico interage com outros sistemas principais em todo o cére-
bro, particularmente o sistema olfativo, outras areas paliais e subpaliais, € o corpo estri-
ado (MORGANE; GALLER; MOKLER, 2005; NOVEJARQUE; LANUZA, 2008).
Tanto os nucleos septais quanto a amigdala recebem entradas diretas do bulbo olfatorio,
enquanto a formagao do hipocampo nao recebe entradas diretas. A amigdala também
estd interligado com o corpo estriado, hipotalamo e isocdrtex — incluindo o cortex pré-
frontal, estrutura hipoativa em pacientes com TEPT (ETKIN; WAGER, 2007; LIBER-
ZON; MARTIS, 2006; SARTORY et al., 2013).

Os nucleos amigdaloides podem ser divididos em trés regides funcionalmente
distintas com origens diferentes no processo de desenvolvimento: a amigdala palial olfa-
tiva, a amigdala estriatal, € o complexo claustro-amigdalar (BUTLER; HODOS, 2005).
Em mamiferos, os nucleos frontotemporais (ntcleo lateral e nucleo basolateral) fazem
parte do complexo claustro-amigdalar, enquanto a amigdala medial e a amigdala central
formam a amigdala estriatal (BUTLER; HODOS, 2005). Os nticleos frontotemporais es-
tdo envolvidos na criagdo de memorias emocionais associativas, enquanto os nucleos da
amigdala estriatal formam complexos de saida do sistema amigdalar de medo (DAVIS;
SHI, 1999; LEDOUX, 2012a, 2012b). Os nucleos amigdaldides fronto-temporais re-
transmite informagdes a partir da formagao hipocampal para a amigdala estriatal, corpo
estriado, hipotdlamo e isocortex diretamente ou através de outras divisdes da amigdala.
Esses sistemas tém sido implicados na patogénese do TEPT (SHIN; RAUCH; PITMAN,
2006).

O telencéfalo de peixes teledsteos possui, como em mamiferos, uma porg¢ao pali-
al e uma porgao subpalial, caracterizadas pela presenca de neurdnios principais glutama-
térgicos no palio e GABAérgicos no subpalio (WULLIMANN; MUELLER, 2004;
WULLIMANN; RINK, 2002). Diferentemente dos outros vertebrados, no entanto, a

porcao palial do telencéfalo de teledsteos nao passa por um processo de evaginagdo du-
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rante o desenvolvimento, mas por um processo de eversao; dessa forma, as estruturas lo-
calizadas medialmente no palio mamifero adulto devem ser encontradas lateralmente no
palio teledsteo adulto (BRAFORD, 2009). Assim, o palio lateral de teledsteos € corres-
pondente ao palio medial de mamiferos. Em linhas gerais (Tabela 4), o palio medial (ou
zona medial do telencéfalo dorsal; Dm) parece ser homologo as porgdes frontotemporais
da amigdala de mamiferos (GOODSON; KINGSBURY, 2013; MAXIMINO et al.,
2013b; O’CONNELL; HOFMANN, 2011), o palio lateral (ou zona lateral do telencéfa-
lo dorsal; DIl) parece ser homdlogo ao hipocampo (GANZ et al., 2014; SALAS et al.,
2006), e os palios posterior (zona caudal do telencéfalo dorsal; Dp) e dorsal (zona dorsal
do telencéfalo dorsal; Dd) seriam homoélogos ao cortex piriforme e ao isocortex respec-
tivamente (GANZ et al., 2014; MUELLER et al., 2011). No subpalio, propdem-se que
os nucleos supracomissural e pos-comissural correspondam a amigdala estriatal (GANZ
et al., 2012; MAXIMINO et al., 2013b), enquanto o nucleo dorsal corresponda ao corpo
estriado e o nucleo ventral corresponda a area septal (GANZ et al., 2012; MUELLER;
GUO, 2009; MUELLER; WULLIMANN; GUO, 2008a, 2008b). As homologias dos
nucleos periféricos do subpalio (nucleos central e lateral e ntcleos entopedunculares)

sao desconhecidas (Tabela 4).
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Tabela 4: Homologias entre estruturas do telencéfalo do paulistinha e de mamiferos.
A nomenclatura utilizada é aquela encontrada em WULLIMANN et al. (1996). O
codigo de ontologia anatomica utilizada pela ZFIN Model Organism Database
(https://zfin.org/action/ontology/search) também foi utilizado na tentativa de padronizar

referéncias.

Estrutura no paulistinha

Ontologia
anatomica (ZFIN)

Homologia proposta

PALIO (Telencéfalo Zona medial do telencéfalo
dorsal) dorsal (Dm)

Zona dorsal do telencéfalo

dorsal (Dd)

Zona lateral do telencéfalo

dorsal (DI)

Zona central do telencéfalo

dorsal (Dc)

Zona caudal do telencéfalo

dorsal (Dp)

SUBPALIO Nucleo dorsal do telencéfalo
(Telencéfalo ventral) ventral (Vd)

Nucleo ventral do telencéfalo

ventral (Vv)

Nucleo supracomissural do

telencéfalo ventral (Vs)

0000391

0000506

0000536

0000487

0000181

0000343

0000456

0000689

Amigdala
frontotemporal
(MAXIMINO et al.,
2013b)

Isocortex
(MUELLER et al.,
2011)

Hipocampo (GANZ
etal., 2014)

Cortex piriforme
(MUELLER et al.,
2011)

Corpo estriado
(GANZ et al., 2012)

Area septal (GANZ
etal., 2012)

Amigdala estriatal

(MAXIMINO et al.,
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2013b)

Nucleo pos-comissural do 0000819 Amigdala estriatal

telencéfalo ventral (Vp) (MAXIMINO et al.,
2013b)

Nucleo central do telencéfalo 0001668 ?

ventral (Vc¢)

Nucleo lateral do telencéfalo 0000176 ?

ventral (V1)

Nucleo entopeduncular dorsal 0000340 ?

do telencéfalo ventral (ENd)

Nucleo entopeduncular ventral 0000299 ?

do telencéfalo ventral (ENv)

A participagdo dos nucleos amigdaldides na aprendizagem emocional t€ém sido
intensamente estudada em roedores (LEDOUX, 2012b). Alguns nucleos amigdaldides,
incluindo o nucleo basolateral, sdo centrais para a aprendizagem de esquiva ativa
(CHOI; CAIN; LEDOUX, 2010; LAZARO-MUNOZ; LEDOUX; CAIN, 2011). Nesse
procedimento de condicionamento operante, o animal associa uma resposta (normal-
mente a mudanca de compartimento em uma caixa de alternancias [“shuttlebox”]) com
a evitacdo de uma consequéncia aversiva, como um choque elétrico, que ¢ sinalizado
por um estimulo neutro sonoro ou luminoso. A teoria de dois fatores propde que, nessa
forma de condicionamento, o animal primeiro aprende que o estimulo sinalizador prevé
o estimulo aversivo (i.e., condicionamento pavloviano) e entdo que um comportamento
em particular (esquiva) causa a terminacdo tanto do sinal quanto do estimulo aversivo

(condicionamento operante) (MAIA, 2010). Nesse sentido, o0 medo condicional ao sinal
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impulsiona a aprendizagem de uma resposta de evitagao.

Em paulistinhas, o Dm, mas ndo outras regides telencefalicas, apresenta sobrer-
regulacdo da expressdo de mRNA para cfos (um marcador de atividade neuronal) apos
exposicao ao teste de preferéncia claro/escuro (LAU et al., 2011; VON TROTHA; VER-
NIER; BALLY-CUIF, 2014). Em Carassius auratus (um ciprinideo proximamente rela-
cionado ao paulistinha), lesdes do Dm, mas ndo do DI, impedem a aprendizagem de es-
quiva ativa (PORTAVELLA; TORRES; SALAS, 2004; PORTAVELLA; VARGAS,
2005; PORTAVELLA et al., 2002, 2004; VARGAS; LOPEZ; PORTAVELLA, 2012). A
aprendizagem de esquiva ativa também parece depender do eixo glutamato-NO no Dm
em C. auratus. A microinje¢ao antes do treino de esquiva de D-APS5, um antagonista do
receptor NMDA, bloqueia a aquisi¢do; o mesmo nao ¢ observado quando a droga € inje-
tada imediatamente apds o treino, sugerindo que o receptor NMDA participa da inicia-
¢do da plasticidade neuronal no Dm (XU et al., 2003). A microinje¢do de L-N-nitroar-
ginina metil éster (L-NAME), um inibidor ndo-seletivo das trés isoformas da NOS (afi-
nidade NOS-1 < NOS-3 < NOS-2), ou 6-(fenilamino)-5,8-quinolinediona (LY-83583),
um inibidor da guanilato ciclase soluvel, antes ou depois do treinamento diminuem o
desempenho da esquiva no teste (XU et al., 2009), sugerindo uma participagao do siste-

ma NO-GMPc na aquisicao e consolidagdo da memoria de esquiva ativa.

1.4.5. O sistema nitrérgico do paulistinha

Em peixes teleosteos, diferentes isoformas da NOS foram relatadas por meio de
técnicas de genética molecular, caracterizacao de seus RNAm e expressao de proteinas.
Foram identificadas as sequéncias completas para os genes da NOS-1 e para as duas iso-
formas do gene da NOS-2 (nos2a e nos2b), porém até o momento nio ha relatos da co-
dificagdo do gene para a NOS-3 nesses animais, bem como em outros peixes teledsteos
(HOLMQVIST; EBBESSON; ALM, 2007). A expressao do RNAm da NOS-1 foi obser-
vada no cérebro de animais adultos, olhos e em diferentes 6rgaos de larvas de embrides
em desenvolvimento em diferentes espécies de teledsteos (HOLMQVIST; EBBESSON;
ALM, 2007; HOLMQVIST et al., 2000), sugerindo uma conservacao dessa isoforma
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entre os vertebrados, com preservagdo da estrutura molecular e carater funcional corres-
pondente. A descri¢cao espacial da expressao de NOS-1 é complementada por experi-
mentos com o peixe dourado Carassius auratus, nessa espécie, a proteina NOS-1 ¢ en-
contrada por todo o encéfalo, com expressdo intensa no telencéfalo (GIRALDEZ-
PEREZ et al., 2008). Nessa regido, a expressao ¢ mais intensa em DI e Vp, com expres-
sdo intermedidria em Dm e no nucleo pré-optico parvocelular (homologo ao nticleo pa-
raventricular do hipotalamo)(GIRALDEZ-PEREZ et al., 2008b). Essas mesmas regides
apresentam alta atividade de NADPH-diaforase (NAPH-d), um co-fator importante para
a atividade da NOS-1 e marcador de atividade dessa enzima (Figura 4) (GIRALDEZ-
PEREZ et al., 2008b). No paulistinha, atividade de NAPH-d no telencéfalo esté restrita
a Dd e DI (MUELLER et al., 2011).

Técnicas de amplificacdo por PCR demonstraram a expressdo das isoformas da
NOS-2 no cérebro, guelras, rins e macrofagos de teledsteos (LAING et al., 1999; MC-
NEILL; PERRY, 2005; NEUMANN; FAGAN; BELOSEVIC, 1995). A expressao de
NOS-2 pode ser fortemente induzida por endotoxinas, como o lipopolissacarideo (LPS)
(LAING et al., 1999; MCNEILL; PERRY, 2005; NEUMANN; FAGAN; BELOSEVIC,
1995) e infecgao viral de fibroblastos (LAING et al., 1999; NEUMANN; FAGAN; BE-
LOSEVIC, 1995). Em larvas de paulistinha, expressdo de nos2b ¢ restrita ao hipotalamo
e neurohipoéfise até 72h pos-fertilizagdo (WANG et al., 2001), enquanto a expressao de
nos2a parece estar restrita as por¢des ventrocaudais do encéfalo (LEPILLER et al.,

2009; POON; RICHARDSON; KORZH, 2008).
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atividade de NADPH-diaforase no telencéfalo de teledsteos, em
posicao pre-comissural (A) e na altura da comissura anterior (B). O
nivel de cinza representa a expressdo ou atividade relativa da
enzima, compilada de HOLMQVIST et al. (HOLMQVIST et al.,
2000) e GIRALDEZ-PEREZ et al. (GIRALDEZ-PEREZ et al,
2008b). Os encartes representam a altura das sec¢oes em A e B,
retiradas de WULLIMANN et al. (WULLIMANN; RUPP;
REICHERT, 1996). As homologias descritas ou propostas para as
regioes constantes na figura podem ser encontradas na TABELA 2.
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CARVALHO (DE CARVALHO, 2014) tratou paulistinhas adultos com cafeina
(100 mg/kg) e L-NAME (10 mg/kg) e demonstrou que o inibidor da NOS bloqueia os
efeitos da cafeina sobre a escototaxia e congelamento, sem no entanto bloquear os efei-
tos da droga sobre avaliagdo de risco, nado erratico e tigmotaxia. De forma semelhante,
HERCULANO et al. (HERCULANO et al., 2015) trataram paulistinhas com NMDA
(0,011 mg/kg) e L-NAME (5 mg/kg), e demonstraram que o inibidor bloqueia os efeitos
do NMDA sobre a escototaxia, congelamento, tigmotaxia e avaliagdo de risco. Refor-
cando o papel do NO na escototaxia, os mesmos autores demonstraram efeito bifasico
do nitroprussiato de s6dio, um doador de 6xido nitrico, na preferéncia por escuridao: do-
ses menores (1 e 5 mg/kg) diminuem a escototaxia, enquanto doses maiores (10 mg/kg)
aumentam essa preferéncia (HERCULANO et al., 2015). Esses resultados sugerem que
o NO participa em respostas de ansiedade, medo e estresse no paulistinha de forma rela-

tivamente complexa, inclusive como efetor montante da ativacao de receptores NMDA.
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2. Justificativa

O paulistinha tem emergido como um modelo util para o estudo de fungdes
genéticas, neurofarmacologicas e comportamentais. A sua utilizagdo possibilita uma
série de vantagens, tais como o baixo custo de aquisi¢do e manutengdo, facilidade de
manuseio e acomodagao, curto tempo de vida e facilidade de reproducao em laboratorio.
O paulistinha também representa um bom modelo de estudo sobre ansiedade e estresse,
além de possuir grande homologia genética, neural e endocrino com roedores e seres

humanos.

A centralidade do sistema nitrérgico na mediacao das respostas psicofisioldgicas
a estressores aponta para o Oxido nitrico como importante alvo farmacologico no
transtorno de estresse pos-traumatico. Considerando-se a alta prevaléncia dos
transtornos de ansiedade e o parco entendimento dos mecanismos patofisiologicos,
neuroquimicos e psicoldgicos associados a sensibilizacdo do comportamento defensivo
apods a exposicao a um estressor agudo intenso, a utilizacdo de modelos animais simples,
mas com alta complexidade neurocomportamental — como o paulistinha —, pode abrir
importantes avenidas de investigagdo para o desenvolvimento de firmacos e
intervengdes comportamentais de forma a mitigar o transtorno de estresse poOs-

traumatico.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho ¢ avaliar a sensibiliza¢do dependente de tempo
do comportamento do paulistinha em decorréncia da exposi¢cdo a SA e verificar o papel

do sistema nitrérgico nesse processo de sensibilizagdo.

3.2.  Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sao:
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4.

1. Avaliar o efeito atrasado da SA em modelos de ansiedade e excitabilidade no

paulistinha;

ii. Identificar possiveis diferencas populacionais na sensibilizacdo dependente de

tempo do comportamento do paulistinha;

i1i. Analisar padrdes de diferenca entre os individuos na sensibilizagao

dependente de tempo;

iv. Investigar o curso temporal das alteracdes nas concentragdes extracelulares de

glutamato e das concentracdes teciduais de nitrito/nitrato apos exposi¢ao a SA;

v. Explorar o papel das NOS na iniciagdo e/ou na consolidacao da sensibiliza¢ao

dependente de tempo.

Hipoteses/questoes de pesquisas

Os experimentos que serdo realizados neste trabalho visam responder um

conjunto de hipoteses, descritas a seguir:

Hipoétese 1: A SA deve sensibilizar o comportamento tipo-ansiedade em ambos

os testes e aumentar a responsividade a estimulos de sobressalto;

Hipotese 2: Os animais do fenotipo longfin serdo mais susceptiveis a

sensibiliza¢dao dependente de tempo causada pela SA;

Hipotese 3: A sensibilizacdo dependente de tempo afeta completamente menos

de 30% dos animais expostos;

Hipotese auxiliar: Menos de 20% dos animais sdo minimamente afetados;

Hipétese 4: Os niveis de NO e/ou seus metabolitos so se elevardo depois de 30

minutos apos o estresse, e permanecerao elevados até o momento do teste;
Hipotese auxiliar: Os niveis de glutamato estardao elevados logo apds o

estresse, mas essa elevagao nao se sustentara pelo periodo de incubacao;

Hipotese 5: A sensibilizagdo dependente de tempo se deve as alteracdes na

funcdo nitrérgica ocorridas no periodo posterior ao estresse.
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5. Métodos

5.1. Meétodos gerais

5.1.1. Animais e alojamento

Para todos os experimentos, foram utilizados populagdes de paulistinhas, das
linhagens shortfin e longfin, adquiridos de um fornecedor local. Espera-se que a
utilizacdo de animais de cruzamentos heterogéneos, como ¢ padrdo em criadouros
comerciais, produza maior variabilidade genética e diminua os efeitos da deriva
genética aleatoria, a qual pode levar ao desenvolvimento de caracteristicas hereditarias
unicas (PARRA; ADRIAN; GERLAI 2009; SPEEDIE; GERLALI, 2008). Assim, espera-

se que esses animais melhor representem populacdes selvagens.

Nos experimentos descritos neste trabalho, os animais foram alojados seguindo
recomendagdes do Canadian Council on Animal Care (2005) e as recomendagdes
minimas para o alojamento de paulistinhas (LAWRENCE, 2007). Foram utilizados 417
paulistinhas adultos, de ambos os sexos, com aproximadamente 4 meses de vida,
adquiridos de fornecedores locais. Os animais foram alojados em aquarios de 40L, com
densidade maxima de 25 peixes por tanque. Os aquarios foram cheios com agua mineral
a temperatura ambiente (28°C) e um pH de 7,0-8,0, e houve um controle de oxigenacao
e filtragem da &4gua. Os paulistinhas passaram por um periodo de aclimatagdo,
permanecendo nesses aquarios por pelo menos 2 semanas antes de experimentos

comegarem.

A iluminacdo ambiente foi fornecida por ldmpadas fluorescentes em um ciclo de
14h de claro por 10 horas de escuro (LD). Todas as manipulacdes realizadas buscaram a
minimiza¢do do sofrimento potencial do animal, de acordo com as recomendac¢des do
Canadian Council on Animal Care (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE,
2005), e todos os procedimentos cumpriram com as orientacdes para o cuidado e uso de
animais em pesquisa determinados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (2013). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentagio (CEPAE), do Instituto de

62



Sensibilizagdo dependente de tempo em paulistinhas adultos
como modelo de transtorno de estresse pos-traumatico: Papel do 6xido nitrico

Ciéncias Biologicas (da Universidade Federal do Pard), sob decisao 213-14.

5.1.2. Preparagdo e exposicdo dos animais a substancia de alarme

A substincia de alarme (SA) ¢ considerada um estressor natural para o
paulistinha, e sinaliza lesdo (possivelmente causada por predagdo) para outros membros
do cardume (JESUTHASAN; MATHURU, 2008); dessa forma considera-se que a SA
esta no dominio dos modelos experimentais de ameagas predatérias, uma vez que o

predador esta ausente (BLANCHARD; GRIEBEL; BLANCHARD, 2003).

A SA foi obtida conforme descrito por MAXIMINO et al. (MAXIMINO et al.,
2014b). O animal doador foi primeiramente anestesiado pelo frio e posteriormente
decaptado, e o excesso de sangue retirado com um cotonete de algodao absorvente. 15
cortes superficiais foram feitos na epiderme do animal (regido medial-ventral), e a
regido desses cortes sera lavada com 10 ml de agua destilada; ainda que a concentragdo
exata das substincias ndo possa ser determinada, a concentracdo relativa ¢ equivalente
aquela utilizada por SPEEDIE E GERLAI (SPEEDIE; GERLALI, 2008) como sua dose

“alta”. 7 ml dessa solucdo serdo reservados para exposi¢ao.

Para a exposi¢do a SA, até 6 animais foram separados em um aquario com 1,5L
de 4dgua mineral (com altura da linha d’agua de cerca de 10cm). Nesse recipiente os
animais permaneceram aclimatando por cerca de 10 minutos e, apos esse tempo, foram
adicionados, delicadamente, os 7 ml da solugdo de SA no aquario com os paulistinhas.
Assim, a concentracdo relativa final de SA ¢é cerca de 56 vezes maior do que a utilizada
por SPEEDIE E GERLAI (2008). Como controle negativo, um grupo de animais foi
exposto ao mesmo volume de dgua destilada. Os animais permaneceram expostos por 6
minutos (EGAN et al., 2009), e apos esse tempo eles foram imediatamente transferidos
para outro aquario. Este novo aqudario foi cheio com 4L de dgua mineral (tendo uma
coluna d'agua de 10cm de altura) e acomodou grupos de até 6 animais. Os paulistinhas
permaneceram nesse ambiente por 24h apds a exposi¢ao, quando foram entdo

submetidos aos testes comportamentais.

A qualidade da extracdo da SA foi avaliada por observagdo de alteragdes no
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cardumeamento (ZBC 1.141) no decorrer da exposi¢ao. Durante o periodo de exposi¢ao
foram tiradas fotografias a cada 15 segundos com uma webcam USB (resolu¢do de
480K pixels), e a distancia de Delaunay (GAUTRALIS et al., 2012; MAXIMINO et al.,
2014a) entre os animais foi calculada para cada imagem usando a distribuicdo FIJI do

programa ImageJ (SCHINDELIN et al., 2012).

5.2, Testes comportamentais

Os animais do Experimento 1 foram expostos individualmente a um de trés
testes comportamentais (preferéncia por escuriddo, distribuicdo vertical eliciada pela
novidade, e reatividade de sobressalto). Os animais dos Experimentos 2, 3 ¢ 5 foram

expostos individualmente ao teste de preferéncia por escuridao.

Numa tentativa de facilitar as comparagdes com a literatura comportamental do
paulistinha, as medidas comportamentais também foram identificadas por codigos no
formato ZBC X.YZ, referindo-se aos termos do glossario proposto no Zebrafish

Behavioral Catalog (KALUEFF et al., 2013).

5.2.1. Preferéncia por escuridao

O teste de preferéncia por escuriddo analisa o comportamento exploratorio sob
conflito motivacional, estando sob controle de motivagdes de aproximacao e evitacao
(MAXIMINO et al., 2012). A preferéncia por escuridao parece ser mediada, em parte,
pela via do glutamato-6xido nitrico (BARBOSA JR et al., 2012; HERCULANO et al.,
2015).

O protocolo utilizado foi adaptado de MAXIMINO et al. (2010). 24 h apos
exposicao, os paulistinhas eram transferidos individualmente ao compartimento central
de um aquario metade preto, metade branco (15 cm x 10 cm x 45 cm, altura x largura x
comprimento) por um periodo de aclimatagdo de 3 minutos. Passado o periodo de
aclimatacdo, as portinholas que delimitam esse compartimento central eram removidas e

os animais puderam explorar o aparato livremente por 15 minutos. Essa dura¢ao ¢ maior
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do que a utilizada por STEWART (STEWART et al., 2011c) porque permite a
identificacdo de alteracdes no padrdo bifasico de preferéncia (MAXIMINO et al.,
2010b).

O experimento foi registrado em arquivos de video digital através de uma
webcam USB (resolucdo de 480K pixel) para analise posterior. O aparato de teste foi
iluminado a partir de cima por uma ladmpada fluorescente que produziu uma média de
556,7 lux acima do aquario. O experimento foi executado sob o ruido branco Gaussiano

constante, o que produziu uma média de 64,5 dB acima do tanque.

O registo visual do comportamento foi avaliado apenas no compartimento
branco, dada a facilidade na visualizagdo do animal. O compartimento branco foi entdo
virtualmente dividido em 5 retangulos de 4,5 x 10 cm e os videos analisados com
auxilio do programa X-Plo-Rat 2005 vl1.1 (http://scotty.ffclrp.usp.br). As seguintes

variaveis foram registradas por um observador cego para tratamento:

Tempo no compartimento branco: O tempo passado na por¢ao branca do aquario,

em percentual da tentativa; refere-se a escototaxia (ZBC1.137);

Entradas no compartimento branco: O numero de entradas que o animal executa
no compartimento branco (em toda a sessao) definidas como o cruzamento da
linha média pela nadadeira peitoral; refere-se a atividade exploratoria

(ZBC1.54);

Duragdo das entradas no compartimento branco: A média da duragdo do tempo

gasto no compartimento branco pela sua entrada;

Avaliagdo de risco: O numero de eventos de avaliagdo de risco, definidos como
entradas rapidas (menor que 1 segundo) no compartimento branco, seguidas de
retornos ao compartimento preto, ou como entradas parciais no compartimento

branco (i.e., a nadadeira peitoral ndo cruza a linha média);

Nado errdtico: O numero de eventos de “nado erratico”, definidos como multiplas
ocorréncias de “surtos de alta aceleracdo em rapida sucessdo nos quais a
direcdo do movimento também muda de maneira aparentemente estocastica”

(KALUEFF et al., 2013) (ZBC1.51);
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Tigmotaxia: A duragdo proporcional de eventos de tigmotaxia, definidos como o
nado executado a uma distdncia de no méaximo 2 cm das paredes do
compartimento branco, e registrada em segundos do tempo nessa condi¢do

(ZBC1.173);

Congelamento: A duragao proporcional de eventos de congelamento, definidos
como “cessagdo completa de movimento (com excecao dos opérculos e olhos)
emitidos pelo peixe quando no fundo do aquario” (KALUEFF et al., 2013);

registrada em segundos do tempo nessa condi¢ao (ZBC1.68).

5.2.2. Distribuicao vertical eliciada pela novidade

A SA afeta a geotaxia, frequéncia e duracdo de congelamento e nado erratico no
teste de distribuicdo vertical eliciada pela novidade tanto no shortfin (EGAN et al.,
2009) quanto em uma linha selecionada para o comportamento de congelamento no

teste de campo aberto (WONG et al., 2012).

O protocolo para avaliar a geotaxia no teste de distribuicdo vertical eliciada pela
novidade foi modificado a partir CACHAT et al. (CACHAT et al., 2010). 24 horas apos
a exposi¢do a SA, os animais eram transferidos para um aquario transparente com
dimensdes de 15 cm x 25 cm x 20 cm (largura x comprimento x altura). Os animais
puderam explorar livremente o novo aquario durante 6 minutos. O aparato de teste foi
iluminado a partir de cima por uma ladmpada fluorescente que produziu uma média de
556,7 lux acima do aquario. O experimento foi executado sob o ruido branco Gaussiano

constante, o que produziu uma média de 64,5 dB acima do tanque.

Assim que os animais foram transferidos para o aparato, uma webcam USB
(resolucao de 418K pixels) era ativada, gravando os experimentos para analise posterior.
A camera de video filmou o aquario a partir da frente, registrando, assim, distribui¢ao
lateral e vertical do animal. As imagens obtidas a partir da gravagdo eram divididas em
grades de 3 x 3 compostas de quadrados de 10 cm? Os arquivos de video foram
posteriormente analisados  utilizando 0 programa  X-Plo-Rat 2005

(http://scotty.ffclrp.usp.br), e as seguintes variaveis serdo registradas:
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Geotaxia (ZBC 1.46): o tempo gasto no ter¢o superior do tanque;

Quadrados cruzados: o nimero de quadrados de 10 cm? cruzados pelo animal

durante toda a sessdo;

Nado erratico (ZBC 1.51): frequéncia de nados erraticos, definidos como um zig-

zag de curso rapido e imprevisivel de curta duragao;

Congelamento (ZBC 1.68): a durag@o do tempo total de eventos de congelamento,
definida como completa cessacdo dos movimentos, exceto os movimentos dos

olhos e dos opérculos;

"Thrashing' (ZBC 1.174): a duracao total de acontecimentos de 'thrashing’,
definido como eventos de nado persistente com o uso da nadadeira caudal

enquanto o animal esté fisicamente em contato com a parede lateral do aquério;

Salto (ZBC 1.41): o numero total de vezes em que o animal executa um salto,
definido como uma unica aceleracdo rapida em uma dire¢do com o uso do

caudal.

5.2.3. Reatividade de sobressalto e habituacao

A literatura reporta que hipoxantina 3-N-6xido, um componente da SA de peixes
da superordem Ostariophysi (BROWN et al., 2000), aumenta o nado erratico e os saltos
em paulistinhas (PARRA; ADRIAN; GERLAI, 2009) e diminui o limiar para
sobressaltos auditivos em paulistinhas da linhagem TL (DUONG, 2012).

O ensaio que utilizamos para avaliar a reatividade de sobressalto foi uma
modificacdo do realizado por CHANIN et al. (CHANIN et al., 2012). Os paulistinhas
eram transferidos do alojamento para um aquario restrito com as dimensdes de 30 cm x
50 cm x 24 cm (largura x comprimento x altura). Nesse aquario, os animais passaram
por um periodo de aclimatacdo de 10 minutos antes da apresentagdo do estimulo, e
durante a aclimatacao e todo o experimento, o aquario foi iluminado a partir de cima, o
que produzira uma iluminancia média de 467,3 lux sobre o aquario. O experimento

ainda era executado com um ruido branco Gaussiano constante, o que produziu uma
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média de 66 dB acima do aquario.

O experimento consistiu em 10 tentativas com um intervalo de 1 minuto entre
elas, nas quais um peso de 200 g caia sobre a superficie de apoio do aquario a uma
distancia de 10 cm do aquério e uma altura de 15 cm (CHANIN et al., 2012). Uma
webcam USB filmou o aquario a partir de sua lateral. As seguintes variaveis foram

analisadas:

Distdncia percorrida por tentativa: o numero de quadrados cruzados apds o inicio

do estimulo;

Numero de respostas de sobressalto: o numero de tentativas nas quais as
caracteristicas de comportamento caracteristico de salto (ZBC 1.41) estdo

presentes, apds a apresentacao do estimulo vibracional;

Probabilidade de sobressalto: calculado a partir do numero de respostas de

sobressalto comparadas com o numero total de tentativas;

Tentativas até habituag¢do: definido como o numero de tentativas antes de o
animal deixar de responder com o salto por pelo menos trés tentativas

subsequentes;

Inclina¢do da curva de habituagdo: as respostas de habituacdo em peixes sdo
linearmente relacionada com a magnitude da resposta do animal para a
apresenta¢ao dos primeiros estimulos e o nimero de tentativas necessarios para
a habituacdo (LAMING; SAVAGE, 1980; LAMING, 1987; ROONEY;
LAMING, 1988). Para examinar se a capacidade de resposta ou de habituagao
foi afetada pela exposicdo a SA uma inclinagdo da curva de habituacdo foi
avaliada como a razdo entre a média da amplitude de resposta (distancia
percorrida por resposta) para as duas primeiras tentativas dividida pelo nimero

de tentativas até a habituacao (LAMING, 1987).
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5.3.  Andlises neuroquimicas

5.3.1. Dissecacao do telencéfalo

Os animais foram sacrificados em gelo e transferidos para uma placa de Petri
contendo liquido cerebroespinhal artificial (NaCl 131 mM, KCI 2 mM, KH>PO, 1,25
mM, MgSO, 2 mM, glicose 10 mM, CaCl, 2,5 mM, e NaHCO; 20 mM; VARGAS et al.,
2013), onde eram decapitados para dissecagdo de seus cérebros. Apods decapitagdo, a
pele e ossos cranianos foram removidos, expondo o encéfalo. Para evitar danificar os
bulbos olfatorios e telencéfalos, a dissecacdo era iniciada no nivel da juncdo entre a
medula espinhal e o tronco encefalico, que foi erguido gentilmente com agulha de
insulina (1,60 mm x 50 mm), e as raizes ventrais dos nervos cranianos foram
seccionadas usando pincas de microdissecagdo. O encéfalo era entdo seccionado na
altura da habénula, separando o telencéfalo e o bulbo olfatério do resto dos tecidos

(Figura 5).

Figura 5: Altura da secc¢ido que separou o telencéfalo das estruturas mais caudais
durante a dissecacdo. Para as andlises neuroquimicas, somente o telencéfalo e bulbo
olfatorio serdo utilizados. Vista lateral do encéfalo do paulistinha adaptada de
WULLIMANN et al. (1996).

5.3.2. Extracdo do conteudo extracelular e quantificacdo de glutamato

A extragao do contetido extracelular foi realizada através de uma modificagao de
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método proposto por PRADEL et al. (1999) para a detec¢ao de glicoproteinas no fluido
cerebro-espinhal do paulistinha. O mesmo método foi utilizado para separar
monoaminas no mesmo compartimento no paulistinha (MAXIMINO et al., 2013c).
Imediatamente apds dissecacdo, um telencéfalo era incubado em solugdo de extragdao
(tampao Tris 50 mM, NaCl 90 mM, CaCl, 2,5 mM, glutationa 1 mM, pH 7,4) por 30
minutos a 4 °C. A essa solu¢do foram adicionados 20 pl de padrdo interno (homosserina,
30 pg/ml; Sigma-Aldrich, H6515) e 20 pl de acido tricloroacético 1% para precipitagdo
de proteinas, e entdo o resultado foi centrifugado a 7000 g por 5 minutos a 4 °C.
Aliquotas do sobrenadante eram filtradas em filtro de seringa de 0,2 um e congeladas a
-20 °C para analise subsequente. Os precipitados da centrifugacdo foram dissolvidos em
NaOH 0,1 N para analise do contetido de proteinas pelo método de Bradford (ZOR;
SELINGER, 1996).

A quantificagdo de glutamato nessas amostras foi realizada utilizando-se um
método de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) previamente utilizado no
laboratério para a separagdo e quantificagdo de aminoacidos (MORAES et al., 2012).
Foi utilizado cromatdgrafo liquido de alta eficacia Shimadzu (modelo LC20-AT)
composto por bomba, detector de fluorescéncia (modelo RF-10Axl1), degaseificador
(modelo DGA20AS5), médulo comunicador (modelo CBM20A), sistema de inje¢do de
amostras Rheodyne com alca de injecao de 20 pl, e coluna cromatogafica Shim-Pack
VP-ODS (dimensao 250 x 4,6 mm com particulas de 5 pm). As amostras foram

injetadas na coluna para separacao com auxilio de microsseringa de 50 ul (Hamilton).

O método de deteccdo exige derivatizacdo pré-coluna com um fluordforo,
ortoftaldeido (OPA; Sigma-Aldrich, P0657). Uma solugdo de OPA (13 mg) e N-acetil-
cisteina (16,3 mg; Sigma-Aldrich, A7250) em metanol 15% era adicionada, junto com
tampao borato (pH 9,5), as amostras em propor¢ao de 1:6:4 (v/v). A reagdao de
derivatizagdo, que forma um derivado isoindol fluorescente dos aminoécidos de

interesse, foi completada apds 5 minutos de incubacgao.

Ap0s processo de derivatizagdo, as amostras eram injetadas em um sistema de
cromatografia reversa com gradiente para eluicdo da fase movel composto por duas

fases: A (tampao acetato de sodio 50 pM, metanol 5%, 12 ml de propanol para cada litro
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de fase A, pH 5,67) e B (metanol 70%) (MORAES et al., 2012). Todos os reagentes
utilizados eram grau HPLC. A fase modvel foi composta por 100% fase A no inicio da
analise, 70% fase A e 30% fase B aos 10 minutos, 50% de cada fase aos 20 minutos, €

100% da fase A aos 25 minutos. O fluxo de eluigado foi de 1,2 ml/minuto.

ApoOs separagdo pelo sistema de cromatografia reversa, o padrao interno e o
glutamato contido nas amostras foram detectados e quantificados por detector de
fluorescéncia, com comprimento de onda de excitacao de 340 nm e emissao de 460 nm.
A concentragdo de glutamato foi calculada a partir da altura do pico respectivo
identificado em cromatograma em relacdo a altura do pico relativo a homosserina.
Todas as andlises eram feitas no minimo em triplicata. As concentra¢des foram
corrigidas pelo teor de proteina na amostra, quantificada pelo método de Bradford
(ZOR; SELINGER, 1996). O protocolo de separagdo, deteccdo e quantificacdo se

encontra resumido na Tabela 5.

Tabela 5: Resumos das condi¢cbes analiticas para a quantificagdo de glutamato por
CLAE.

Caracteristicas do protocolo Especificacdes

Fase movel Fase A (Tampao acetato de so6dio, metanol e propanol)

Fase B (Metanol 70%)

Coluna analitica Shimadzu Shim-pack VP-ODS 4.6*250LC, didametro interno 4,6
mm

Fluxo 1,2 ml/minuto

Temperatura 26 °C

Agente derivatizante Ortoftaldeido (OPA)

Controle interno Homosserina (30 pg/ml)

Método de detecgao Fluorescéncia (Exc 340 nm, Em 460 nm)

Tempo de elui¢do 25 minutos

Limite de deteccao (glutamato) 0,025 pg/ml (coeficiente de variacao 27%)
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Limite de quantificagdo (glutamato) 0,1 pg/ml (coeficiente de variacao 7%)

5.3.3. Homogeneizagdo do tecido e quantificagdo e NOy®

A sensibilidade do teste de Griess para NO, ¢ relativamente baixa (HETRICK;
SCHOENFISCH, 2009). Dessa forma, para a quantificacdo dessas espécies no
telencéfalo dos animais expostos e nado-expostos a SA, um agrupamento de 5
telencéfalos foi utilizado. Os telencéfalos foram rapidamente dissecados conforme
descrito acima, e homogeneizados mecanicamente em grupos de 5 em PBS (NaCl 0,8%,

Kcl 0,02%, K,HPO, 0,02 M, pH 7,3; https://wiki.zfin.org/display/prot/PBS).

Os niveis teciduais de nitrito e/ou nitrato (NOy) foram determinados através da
reagdo de Griess (GRIESS, 1864), baseada em uma reagdo de diazotizacao de dois
passos na qual o nitrito acidificado produz um agente nitrosante, que entdo reage com o
acido sulfanilico para produdir o ion diazénio. Esse ion ¢ entdo acoplado a N-(1-naftil)-
etilenodiamina, formando um azo-derivado cromoférico que aborve luz em 540 nm
(GRIESS, 1864; HETRICK; SCHOENFISCH, 2009). Para a realiza¢ao dos ensaios,
volumes iguais de amostra e reagente de Griess (acido fosforico 5%, N-(1-naftil)-
etilenodiamina 0,1% e sulfanilamida 1%) foram misturados e incubados no escuro por
10 minutos em temperatura ambiente. A absorbancia do produto da reagdo era
mensurada em espectrofotometro a 540 nm, e a concentragdo de nitrito em cada amostra
sera determinada por interpolacdo em curva-padrio de nitrito de sodio. Os ensaios

foram realizados no minimo em triplicata.

5.3.4. Quantifica¢do de proteinas

Para padronizagdo das anélises, as concentragdes de glutamato ou NO, obtidas
foram normalizadas pela quantidade de proteinas nas amostras, determinadas por uma
linearizacao da analise de Bradford (ZOR; SELINGER, 1996). Sob condi¢des acidas, o
corante Azul Brilhante de Coomassie G-250 doa um elétron livre aos grupos ionizaveis

das proteinas, expondo os seus bolsdes hidrofobicos que entdo irdo ligar-se as regioes
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nao-polares do corante; essa ligacdo estabiliza o corante em uma coloragao azul. A
mudanga de absorbancia pode ser quantificada em espectrofotometro a 595 nm. Para a
analise, as proteinas precipitadas apos centrifuga¢do foram adicionados 1M de NaOh e 5
ml do reagente de Bradford (100 mg de Azul Brilhante de Coomassie G-250, 50 ml
etanol 95%, 100 ml 4cido fosforico 85% e 850 ml dgua ultrapura) em uma proporcao de
20% (v:v). A solugdo era agitada para homogeneiza¢do e submetida a leitura em
espectrofotometro em 590 nm e em 450 nm (ZOR; SELINGER, 1996); a razdo da
absorbancia das amostras nesses comprimentos de onda foi interpolada em curva-padrao

realizada com concentragdes decrescentes de albumina bovina.

5.3.4. Critérios para rejeicao de outliers

Outliers foram checados através da andlise do parametro O de Dixon (DEAN;

DIXON, 1951):

0-X,-X

n-1

iyn _X!

onde x ¢ o valor sob investigacdo na série ordenada x;, x>, X3, ..., X1, X»; baseando-se em
um intervalo de confianca de 95% em torno dessa estatistica ¢ um numero de 3
observagoes, valores de @ maiores do que 0,97 foram considerados outliers

(RORABACHER, 1991) e eliminados da analise.

5.4. Desenhos experimentais e andlise estatistica

As hipoteses de trabalho desenhadas na Se¢do 3 foram testadas a partir de cinco
experimentos comportamentais, farmacologicos e neuroquimicos. Em todos os casos, as
analises estatisticas foram realizadas sob mascaramento, com a codificagdo dos

conjuntos de dados por tipo de intervengao.
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5.4.1. Experimento 1: Efeito atrasado da SA sobre diferentes tarefas

comportamentais em paulistinhas

Os testes de preferéncia por escuriddo e distribuicdo vertical eliciada pela
novidade sdo os mais utilizados para testar comportamento tipo-ansiedade no
paulistinha (MAXIMINO et al., 2010a; STEWART et al., 2011b), e a responsividade (e
habituacdo) a estimulos de sobressalto pode representar uma medida de hiperexcitagao
psiquica (CHANIN et al., 2012; STEWART et al., 2014b). O Experimento 1 testou a
hipotese de que a SA deve sensibilizar o comportamento tipo-ansiedade em ambos os
testes e aumentar a responsividade a estimulos de sobressalto. 164 paulistinhas adultos
do fendtipo shortfin foram utilizados no experimento 1, divididos em 6 grupos de 7 a 12
animais. 3 grupos eram expostos a SA e 3 grupos eram expostos a adgua destilada,
conforme descrito na Secdo 4.1.2. 24 horas apds a exposi¢do, 1 grupo de cada

tratamento foi analisado em cada teste comportamental descrito na Secao 4.2 (Figura 6).

164 animais
shortfin

|
v Y

0 + Agua destilada SA

Preferéncia Distribuicéo
24 h— por escuridao vertical S(‘EE ief_fglm
(n=7-12) (n=7-12)

Figura 6: Desenho experimental relativo ao Experimento 1. A seta
a esquerda representa o curso temporal do Experimento, com a
exposi¢do ao estressor ocorrendo no momento (' e os testes
comportamentais em 24.

Dados paramétricos foram analisados usando-se testes ¢ ndo-pareados, e os

dados ndo-paramétricos foram analisados usando-se o teste U de Mann-Whitney. As
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duas variaveis derivadas de mensuracdo repetida intra-sujeitos (i.e., habituacdo da
geotaxia [distribuicdo vertical eliciada pela novidade] e distancia percorrida por
tentativa [reatividade de sobressalto]) foram analisadas utilizando analises de variancia
(ANOVAs) de medidas repetidas. Diferencas entre grupos foram consideradas

significativas quanto p < 0,05.

5.4.2. Experimento 2: Comparacao da sensibilizacdo dependente de tempo

nas linhagens shortfin e longfin

O fenotipo longfin do paulistinha esta associado a uma mutagdo pontual (/of)
(IOVINE; JOHNSON, 2002), e apresenta maior comportamento agressivo
(ITZKOWITZ; IOVINE, 2007) e preferéncia por substrato/geotaxia (EGAN et al.,
2009; KIESEL et al., 2012) em relagdo ao shortfin. O experimento 2 testou a hipdtese de
que animais desse fenotipo também eram mais susceptiveis a sensibilizagdo dependente
de tempo causada pela SA. 18 paulistinhas adultos do fendtipo shortfin e 25 animais do
fenotipo longfin foram utilizados no experimento 2, divididos em 4 grupos de 9 a 13
animais de fendtipo tnico. 1 grupo de cada fendtipo foi exposto a SA, e 1 grupo foi
exposto a agua destilada. 24 h apds a exposi¢do, os animais foram testados no ensaio de
preferéncia por escuridao (Figura 7). A inexisténcia de testes estatisticos para mediana
em medidas repetidas faz com que seja necessario normalizar os dados ordinais
(entradas no compartimento branco, avaliacdo de risco, nado erratico) através da divisdo
pela mediana. Assim, todas as varidveis (transformadas ou ndo) foram analisadas
utilizando analises de variancia 2 (tratamento) x 2 (fenotipo), seguidas de pos-testes de
Tukey quando apropriado. P-valores abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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18 animais 25 animais
shontfin longfin
Y v v Y
o 4 Agua destilada SA Agua destilada SA
Preferéncia Preferéncia
24h—+ por escuridao por escuridao
 J (n=9) (n=12-13)

Shortfin

&)

Longrin
Figura 7: Desenho experimental relativo ao Experimento 2. A seta a esquerda
representa o curso temporal do experimento. As fotografias dos fenotipos
longfin e shortfin foram adaptadas de EGAN et al. (2009).

5.4.3. Experimento 3: Aplicacdo de critérios de corte comportamentais na

sensibilizacdao dependente de tempo

A probabilidade condicional de desenvolvimento de TEPT ap6s um evento
variam entre 9% e 25% dos casos (KILPATRICK et al., 2013). Essa variabilidade inter-
individual ¢ desejavel em modelos animais de TEPT, permitindo a identifica¢ao
posterior de fatores de risco e protecdo relacionados a eventos traumaticos (GOSWAMI
et al., 2013; YEHUDA; LEDOUX, 2007). O experimento 3 testou a hipdtese de que a
sensibilizacao dependente de tempo afeta completamente menos de 30% dos animais
expostos; a hipdtese auxiliar de que menos de 20% dos animais sdo minimamente
afetados também serd testada. Para tal, 60 animais do fendtipo longfin foram utilizados,

divididos inicialmente em dois grupos por tratamento (SA ou dgua destilada).
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Apo6s verificagdo dos efeitos gerais da exposi¢do a SA, os dados dos animais
expostos eram estratificados de acordo com Critérios Comportamentais de Corte (CCC,
Figura 8). Foram utilizadas como varidveis de selegdo a tigmotaxia e o tempo no
branco, que agrupam-se em termos de efeitos de drogas ansioliticas e ansiogénicas
(MAXIMINO et al., 2014c). Os animais foram classificados como exibindo Resposta
Comportamental Extrema (RCE) se passarem menos de 90 segundos no compartimento
branco e apresentarem mais de 50% de tigmotaxia nesse compartimento; por outro lado,
os animais serdo classificados como exibindo Resposta Comportamental Minima
(RCM) se passarem mais de 300 segundos no compartimento branco e apresentarem
menos de 30% de tigmotaxia. As “prevaléncias” de animais alocados a posteriori em
cada tipo foram analisadas com testes exatos de Fisher. As diferengas nas variaveis
comportamentais entre controles ndo-expostos, animais RCE e animais RCM foram
analisadas através de andlises de variancia de uma via. Em todos os casos, p-valores

menores do que 0,05 eram considerados estatisticamente significativos.
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Verificar
sensibilizacao

Pref. claro/escuro
Expostos >
Né&o-expostos

Aplicar
CCC

Resposta
< 90 s no branco Comportamental
> 50% tigmotaxia Extrema
(RCE)
Resposta
> 300 s no branco Comportamental
< 30% tigmotaxia Minima
(RCM)

Figura 8: Desenho experimental relativo ao Experimento
3. O fluxograma representa as etapas de aplicagdo dos
Critérios Comportamentais de Corte (CCC), estratificando
as  amostras em  animais  exibindo  Respostas
Comportamentais ~ Extremas  (RCE) e  Respostas
Comportamentais Minimas (RCM).
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5.4.4. Experimento 4: Quantificacdo de glutamato extracelular e NOy

tecidual no telencéfalo apds exposicao a SA

A possivel participagdo do sistema nitrérgico na sensibilizagdo dependente de
tempo pode ser mediada pela liberacdo de glutamato no telencéfalo apds o estresse, ou
por elevagdes sustentadas de NO e/ou de seus metabolitos durante o periodo que
antecede os testes comportamentais. O Experimento 4 testou a hipdtese de que os niveis
de NO e/ou seus metabolitos s6 se elevardo depois de 30 minutos apds o estresse, €
permanecerdo elevados at¢ o momento do teste. A hipotese auxiliar de que os niveis
glutamato estardo elevados logo apds o estresse, mas que essa elevagdo nao se sustenta
pelo periodo de incubagdo, também foi testada. Para isso, 182 animais do fenotipo
longfin foram utilizados. Os animais eram divididos em 2 grupos de exposi¢do (SA e
agua destilada) e subdivididos em 5 coortes (Figura 9). Cada coorte foi sacrificada em
um ponto no tempo ap6s exposi¢ao (0 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 90 minutos e
24 h); seus cérebros eram dissecados e processados para as andlises neuroquimicas
(Secao 4.4). Para as analises de glutamato extracelular, cada unidade experimental foi
composta por um Unico telencéfalo, e os experimentos eram feitos em triplicata. Para as
analises de nitrito/nitrato (NOy), cada unidade experimental foi composta por um
agrupamento (pool) de cinco telencéfalos, e os experimentos foram feitos em triplicata.
Os dados foram analisados por andlises de variancia de duas vias (tratamento X tempo)
seguidas de testes de Tukey quando apropriado, com p < 0,05 considerado

estatisticamente significativo.
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Exposicao
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Anestesia e sacrificio
Dissecacao do telencéfalo

Coleta das amostras para analise de [Glu]... € [NO,]

ECF

Figura 9: Desenho experimental relativo ao Experimento 4. Os animais serdo expostos
no tempo (', e amostras de telencéfalo serdo recolhidas nos tempo 0', 15', 30', 90', e 24 h.

5.4.5. Experimento 5: Participacdo da NOS na iniciacdo e consolidacdo da

sensibilizacdo dependente de tempo

O papel das NOS na sensibilizacdo dependente de tempo foi testado por pré
(iniciagdo) e poOs-tratamentos (consolidag¢do) com L-N¢-Nitroarginina-metil-éster (L-
NAME), um inibidor da NOS, em uma dose de 5,0 mg/kg. Essa dose foi escolhida por
sua capacidade em bloquear o efeito ansiogénico do NMDA no paulistinha, sendo
inefetiva por si s6 (HERCULANO et al., 2015). Essa droga foi adquirida da empresa
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), e dissolvida em solu¢do salina de Cortland (NaCl
124,1 mM, KCI 5,1 mM, Na,HPO4 2.9 mM, MgSO4 1,9 mM, CaCl, 1,4 mM, NaHCOs
11,9 mM, polivinilpirrolidona 4%, 1.000 unidades de heparina, pH 7,4) (WOLF, 1963).
Os animais eram anestesiados pelo frio e colocados em uma mesa cirtirgica com base de
esponja, permitindo para uma completa imobilizagdo e manutencdo da perfusdo das
guelras; a droga ou o veiculo foram injetados intraperitonealmente (KINKEL et al.,

2010).
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O papel do NO na iniciagao da sensibilizagao dependente de tempo foi analisado
através do pré-tratamento com L-NAME 30 minutos antes da exposi¢ao ao estressor. O
papel do NO na consolidagdo do processo foi analisado através do pos-tratamento com
L-NAME 30 minutos ¢ 90 minutos apds a exposicao ao estressor. O uso de mais de um
intervalo de tempo no estudo da consolidagdo se deve a existéncia de isoformas
constitutivas e induziveis da NOS, que produzem NO com cursos temporais € cinéticas
diferentes (IZQUIERDO; MEDINA, 1997; IZQUIERDO et al., 2006). assim a NOS-2,
que interage nativamente com a calmodulina e, portanto, independe do estimulo de Ca*",
deve produzir NO continua, mas atrasadamente, enquanto a NOS-1 produz NO
imediatamente apds o estimulo e em pulsos breves (GUIX et al., 2005). O experimento
foi realizado com controles negativos para cada grupo de tratamento, formando portanto
4 grupos (n = 6-13) para cada intervalo de tempo (Figura 10): a) exposicao a agua e
injecdo de veiculo (CTRL+VEH); b) exposicao a agua e injecao de droga (CTRL+L-
NAME); ¢) exposi¢do a SA e injecdo de veiculo (SA+VEH); e d) exposicdo a SA e
injecdo de droga (SA+L-NAME).
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Figura 10: Desenho experimental relativo ao
Experimento 5. Cada seta representa a linha
temporal de um tratamento. Em todos os casos, os
animais sdo expostos no tempo 0' e passam por
teste comportamental no tempo 24 h; variam os
momentos de inje¢do: 30 minutos antes do estresse
(-30"), 30 minutos apds o estresse (+30'), e 90
minutos apos o estresse (+90').

5. Resultados

5.1. Efeitos agudos da exposicdo a SA

Imediatamente apds a exposicdo a SA, a distancia entre os animais diminuiu
significativamente (ty-125s = 5,7958, p < 0,0001; Figura 11A), sem altera¢do na variancia
(ta = 125 = 1,408, NS; Figura 11B), sugerindo efeito ansiogénico da SA e descartando a

influéncia de alteragdes inespecificas do comportamento social do animal.
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Figura 11: A exposicio a SA aumenta rapidamente a
coesdo do cardume. (4A) Distdncia de Delaunay entre os
animais durante os 6 min de exposi¢do. (B) Varidncia da
distancia de Delaunay durante os 6 min de exposicdo. As
barras representam média + erro-padrdo. CTRL, animais

ndo-expostos, SA, animais expostos a substdncia de
alarme. *** p < 0,0001.
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5.2. A SA produz sensibilizagdo atrasada da ansiedade e hiperexcitagao

A Figura 12 mostra que 24 h apds a exposi¢do a SA, os paulistinhas do fendtipo
shortfin apresentaram um aumento significante da geotaxia (tg - » = 5,34, p <0,0001;
Figura 12A) e uma habituagdo diminuida (tratamento — F 13, = 58,68, p <0,0001; tempo
— Fs13 = 10,30; interagdo entre as variaveis: Fs 3> = 6,397, p <0,0001; Figura 12B) no
teste de distribuigdo vertical eliciada pela novidade. A exposicao desses animais a SA
também aumentou o nado erratico (Ug =2, =0, p <0,0001; Figura 12C) e a frequéncia de
thrashing (Ug -2 = 19, p = 0,0014; Figura 12D), mas ndo a frequéncia de saltos (U - »
=52,5, NS; Figura 12E) ou de congelamento (ty = 22 = 0,6332, NS; Figura 12F).

No teste de preferéncia pela escuriddo, 24 h apos a exposi¢ao dos animais a SA
foi observada diminui¢do do tempo no compartimento branco (tg - 13 = -3,407, p =
0,0047; Figura 13A), mas n3o houve diferencas sobre o numero de entradas no
compartimento branco (Ug - 13 = 16,5, NS; Figura 13B) ou sobre a duragdo da entrada
no compartimento branco (tg - 13 = 1,997, NS; Figura 13C). A exposi¢do a SA também
aumentou a frequéncia de avaliacao de risco (Ug -13= 9,5, p = 0,0362; Figura 13D), de
nado erratico (Ug - 13= 8,5, p = 0,0268; Figura 14A), e tigmotaxia (tg - 13= 2,574, p =
0,0231; Figura 14B). A variavel de congelamento ndo foi significativamente afetada no
paulistinha do fen6tipo shortfin (tg =sse2 = 1.154, NS; Figura 14C).

A Figura 15 mostra os resultados referente ao teste de reatividade de sobressalto,
realizado 24h apds a exposi¢do a SA. Houve o aumento significativo da distancia
percorrida na primeira tentativa, mas ndo sobre as outras tentativas (Fo 130 = 2,012, p =
0,0403 para o efeito da interacdo; Figura 15A). Além disso, ndo foram observados
efeitos sobre o numero de tentativas até¢ habituagdo (Ug -2 = 50, NS; Figura 15B) ou
probabilidade de sobressalto (ty -20=0,1993, NS; Figura 15C). Finalmente, a exposi¢ao
a SA aumentou a inclinacao da habituagdo (ty -=20= 2,3536, p = 0,0289; Figura 15D).
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Experimento 1: Distribui¢cao vertical eliciada pela novidade
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Figura 12: A SA sensibiliza as respostas a novidade de paulistinhas shortfin
24 h apos a exposicdo. (A) Tempo no ter¢o superior do aquario; (B)
Habituagdo da geotaxia; (C) Frequéncia de nado erratico, (D) Frequéncia de
‘thrashing'; (E) Frequéncia de saltos, (F) Durag¢do do congelamento. As barras
representam média + erro-padrdo, enquanto os 'boxplots' representam dados
do 25° ao 75° percentil (caixas) e do valor minimo ao valor mdximo (barras),
com o simbolo + indicando a posi¢do da média. CTRL, animais ndo-expostos
(branco); AS, animais expostos a substancia de alarme (cinza). *** p <
0,0001; ** p <0,001; * p <0,01.
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Experimento 1: Preferéncia por escuridao (Parte 1)
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Figura 13: A SA sensibiliza varidveis espaco-temporais de ansiedade no
teste de preferéncia por escuriddo 24 h apos a exposi¢do em paulistinhas
shortfin. (4) Tempo no compartimento branco; (B) Entradas no
compartimento branco; (C) Durag¢do das entradas no compartimento
branco; (D) Frequéncia de avalia¢do de risco. As barras representam
média + erro-padrdo, enquanto os boxplots representam dados do 25° ao
75° percentil (caixas) e do valor minimo ao valor maximo (barras), com o
simbolo + indicando a posi¢do da média. CTRL, animais ndo-expostos
(branco); AS, animais expostos a substancia de alarme (cinza). ** p <

0,01; * p < 0,05.
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Experimento 1: Preferéncia por escuridao (Parte 2)
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Figura 14: A exposi¢cdo a SA sensibiliza varidaveis etologicas do teste de
preferéncia por escuriddo 24 h apos a exposicao em paulistinhas shortfin.
(A) Frequéncia de nado errdatico; (B) Tempo em tigmotaxia no
compartimento branco; (C) Tempo em congelamento no compartimento
branco. As barras representam média + erro-padrdo, enquanto os boxplots
representam dados do 25° ao 75° percentil (caixas) e do valor minimo ao
valor maximo (barras), com o simbolo + indicando a posi¢do da média.
CTRL, animais ndo-expostos (branco); AS, animais expostos a substancia
de alarme (cinza). *, p < 0,05.

87



Monica Gomes Lima

Experimento 1: Resposta de sobressalto
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Figura 15: A SA sensibiliza a excitabilidade no teste de sobressalto 24 h
apos a exposicido em paulistinhas shortfin. (4) Numero de quadrantes
cruzados por tentativa, (B) Média de quadrantes cruzados por tentativa,
(C) Inclina¢do da habituagdo,; (D) Tentativas até habituagdo. As barras
representam média + erro-padrdo, enquanto os boxplots representam dados
do 25° ao 75° percentil (caixas) e do valor minimo ao valor mdximo
(barras), com o simbolo + indicando a posi¢ao da média. CTRL, animais

ndo-expostos (branco); AS, animais expostos a substancia de alarme
(cinza). p < 0,05.

5.2. A SA sensibiliza mais animais do fenotipo longfin do que animais do
fenotipo shortfin

A exposi¢ao de animais do fendtipo longfin a SA produziu efeito mais intenso

sobre o tempo no branco do que em animais do fendtipo shortfin, como mostra as
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Figuras 16 e 17. Observou-se um efeito do tratamento (F; 3 = 84,06, p <0,0001) e do
fenotipo (Fi, 30 = 22,54, p <0,0001), bem como um efeito de interagdo (F 3 = 5,818, p =
0,0207) no tempo no compartimento branco (Figura 16A); a andlise post-hoc revelou
diferencas entre os animais expostos a SA e ndo-expostos a SA do fendtipo longfin (p
<0,0001), expostos e animais nao-expostos do fenotipo shortfin (p <0,0001), longfin
ndo-expostos e paulistinhas shortfin (p = 0,0027), e entre longfin expostos e animais
shortfin (p = 0,0296). Com relagdo ao niimero de entradas no compartimento branco,
nao houveram diferencas causadas por tratamento (F1 30 = 0,1737, NS) ou fenotipo (Fi, 30
=0,9901, NS), nem interagdo entre as variaveis (Fi 3 = 0,4572, NS; Figura 16B).

Efeitos principais do tratamento (F1, 30 = 13,58, p = 0,0007) e do fenotipo (F1, 3 =
6,65, p = 0,0138), assim como uma interacdo entre as variaveis (Fi 3 = 11,16, p =
0,0019), foram observados em relagdo a duragdo das entradas no compartimento branco
(Figura 16C). A analise post-hoc indicou nao haver diferengas entre os animais expostos
e nao-expostos do fenotipo shortfin, enquanto os animais expostos do fendtipo longfin
tiveram os valores de duracdo das entradas menores que os animais ndo-expostos do
mesmo fenodtipo (p < 0,0001); as duragdes da entrada também foram maiores no
shortfin nao-expostos que nos animais /ongfin nao-expostos (p = 0,0008).

Na avalia¢do de risco, foram observados efeitos do tratamento (F 30 = 62,81, p
<0,0001) e do fendtipo (F,, 39 = 33,55, p <0,0001; Figura 16D), mas a interacdo entre as
variaveis nao foi significativa (F; 3 = 4,035, NS). A analise post-hoc revelou aumento
da avaliagdo de risco em paulistinhas longfin expostos a SA (p <0,0001) e em
paulistinhas shortfin (p = 0,0021), mas ndo hé diferenca entre longfin ndo-expostos e

shortfin ndo-expostos (p = 0,054).
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Experimento 2: Diferencas entre fenétipos (Parte 1)
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Figura 16: Animais longfin apresentam maior sensibilizacdo nas
varidveis espago-temporais de ansiedade no teste de preferéncia por
escuridao. (A) Tempo no compartimento branco; (B) Entradas no
compartimento branco; (C) Durag¢do das entradas no compartimento
branco,; (D) Frequéncia de avaliagdo de risco. As barras representam
média + erro-padrdo. CTRL, animais ndo-expostos (branco); AS, animais
expostos a substincia de alarme (cinza). Letras iguais representam
auséncia de diferenca, enquanto grupos identificados com letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas.

Os dados de tigmotaxia revelaram que ha efeitos do tratamento (F, 39 = 82,49, p
<0,0001), e do fenotipo (Fi, 30 = 5,624, p = 0,0227), bem como um efeito de interagdo
(Fi, 3 = 10,27, p = 0,0027; Figura 17A). Andlise post-hoc mostraram aumento da
tigmotaxia em animais /longfin (p <0,0001) e em animais shortfin (p = 0,0023), mas nao
ha diferenga entre longfin e shortfin ndo-expostos (p = 0,936). A analise estatistica

revelou efeitos do tratamento (F 3 = 17,49, p = 0,0002) e do fendtipo (Fi 3 = 34,93, p
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<0,0001), além do efeito da interagcdo entre as variaveis (Fi 3 = 4,347, p = 0,0437), no
nado erratico (Figura 17B). A analise post-hoc revelou ainda aumento no nado erratico
em paulistinhas shortfin (p = 0,0011), mas ndo entre paulistinhas longfin (p = 0.3798);
nao foram encontradas diferencas entre longfin e animais shortfin nao-expostos (p =
0.051). Finalmente, com relagao ao congelamento, ndo ha efeitos de fenotipo (F1, 39 =

1.713, NS) ou tratamento (F1, 39 = 1.586, NS; Figura 17C).

Experimento 2: Diferencas entre fenétipos (Parte 2)
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Figura 17: Animais longfin apresentam maior sensibiliza¢do na
tigmotaxia, mas ndo nado errdtico, no teste de preferéncia por escuriddio.
(A) Tempo no compartimento branco; (B) Entradas no compartimento
branco;, (C) Durag¢do das entradas no compartimento branco;, (D)
Frequéncia de avaliagdo de risco. As barras representam média + erro-
padrdo. CTRL, animais ndo-expostos (branco); AS, animais expostos a
substancia de alarme (cinza). Letras iguais representam auséncia de
diferenca, enquanto grupos identificados com letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas.
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5.3. A aplicagao de Critérios Comportamentais de Corte revela
diferencas individuais na sensibiliza¢do a SA

As Figuras 18 e 19 mostram os dados referentes ao ensaio de preferéncia pela
escuriddo, realizados no experimento 3. Depois de 24h apos a exposi¢do a SA, os
paulistinhas do fenétipo longfin tiveram uma diminui¢do do tempo no compartimento
branco (ta -ss = -5,675, p <0,0001; Figura 18A), diminui¢do nas duragdes da entrada no
compartimento branco (ty -ss=-2,349, p = 0,0223) (Figura 18C) e aumento da avaliacdo
de risco (Uy =55 = 115,0, p <0,0001) (Figura 18D), do nado erratico (Ug -ss= 172,0, p
<0,0001; Figura 19B) e tigmotaxia (ty -ss = 7,509, p <0,0001; Figura 19A). J&4 o nimero
de entradas (U -ss= 408, NS; Figura 18B) e congelamento (tg -ss= 0,8074, NS; Figura

19C) nao diferiram entre os animais expostos € ndo expostos.
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Experimento 3: Preferéncia por escuridao (Parte 1)
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Figura 18: A exposicdo a SA sensibiliza varidveis espagco-temporais de
ansiedade no teste de preferéncia por escuriddo em paulistinhas longfin
24 h apos a exposigdo. (A) Tempo no compartimento branco; (B) Entradas
no compartimento branco; (C) Duragdo das entradas no compartimento
branco; (D) Frequéncia de avaliagdo de risco. As linhas representam
distribui¢des de frequéncia relativa. CTRL, animais ndo-expostos (linhas
pretas); AS, animais expostos a substdncia de alarme (linhas cinzas). As
linhas pontilhadas em A representam os pontos de corte para animais RCE
e RCM (ver Figuras 6 e 18).
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Experimento 3: Preferéncia por escuridao (Parte 2)
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Figura 19: A exposicdo a SA sensibiliza varidveis etologicas de ansiedade no
teste de preferéncia por escuriddo em paulistinhas longfin 24 h apés a
exposicdo. (A) Tempo em tigmotaxia no compartimento branco; (B) Frequéncia
de nado errdtico; (C) Durag¢do do congelamento no compartimento branco. As
linhas representam distribui¢bes de frequéncia relativa. CTRL, animais ndo-
expostos (linhas pretas); AS, animais expostos a substancia de alarme (linhas
cinzas). As linhas pontilhadas em A representam os pontos de corte para
animais RCE e RCM (ver Figuras 8 e 20).

Apos a aplicacdo dos Critérios Comportamentais de Corte, 25,74% dos animais
que foram expostos a SA alcangaram o critério de RCE e 20% atingiram o critério para
RCM 24 h apds a exposicdo ao estimulo; em animais ndo-expostos, apenas 4%
alcangaram o critério de RCE e 96% alcangaram o critério de RCM, como mostrado na

Figura 20A (teste exato de Fisher, p = 0,034).
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Animais classificados como RCE dispenderam menos tempo no compartimento branco
em relagdo tanto aos controles e aos animais classificados como RCM (F», 33 = 17,53, p
<0,0001; Figura 20B). O nimero de entradas no compartimento branco (Figura 20C)
nao diferiu significativamente entre os grupos (Hg - 33 = 0,7635, NS), mas a duracao
entrada foi menor em animais classificados como RCE em relacdo a animais
classificados como RCM e controles ndo-expostos (Figura 20D; F, 35 = 3,546, p =

0,039).

Critérios Comportamentais de Corte (Parte 1)
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Figura 20:Animais que apresentam Resposta Comportamental Extrema diferem no tempo no
compartimento branco, mas ndo em outras varidveis espaco-temporais no teste de preferéncia por
escuriddo. (A) Incidéncia de animais apresentando Resposta Comportamental Extrema (RCE, preto)
ou Resposta Comportamental Minima (RCM, cinza) 24 h apos exposi¢cdo a dgua (CTRL) ou
substdncia de alarme (SA). (B) Tempo no compartimento branco; (C) Niumero de entradas no
compartimento branco; (D) Duragdo das entradas no compartimento branco. As barras representam
média + erro-padrdo, enquanto os boxplots representam dados do 25° ao 75° percentil (caixas) e do
valor minimo ao valor maximo (barras), com o simbolo + indicando a posi¢do da média. Em B-D,
as barras ou caixas cinzas representam animais expostos a SA, enquanto as barras ou caixas cinzas
representam animais ndo-expostos. CTRL, animais ndo-expostos; RCE, Respostas Comportamental
Extrema; RCM, Resposta Comportamental Minima. ***, p < 0,001; **, p < 0,01.
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A avaliagdo de risco foi maior em ambos RCE ¢ RCM em relagao aos controles
(Figura 21A; Hg-335= 16,66, p = 0,0002), ¢ a tigmotaxia foi maior em RCE em relacdo a
RCM e controles (Figura 21B; F, 33 = 76,66, p <0,0001). O nado erratico (Figura 21C)
foi maior em animais RCE em relagdo aos controles, mas nao RCM (Hgy-33= 10,28, p =

0,0059), mas o congelamento ndo diferiu entre os grupos (F» ;3= 0,1, NS; Figura 21D).

Critérios Comportamentais de Corte (Parte 2)
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Figura 21: Animais que apresentam Resposta Comportamental Extrema diferem em
varidveis etologicas no teste de preferéncia claro/escuro. (4) Frequéncia de avaliagdo de
risco, (B) Frequéncia de nado errdtico;, (C) Tempo em tigmotaxia no compartimento
branco; (D) Duragdo do congelamento no compartimento branco. As barras representam
média £ erro-padrdo, enquanto os boxplots representam dados do 25° ao 75° percentil
(caixas) e do valor minimo ao valor mdaximo (barras), com o simbolo + indicando a
posicao da média. As barras ou caixas cinzas representam animais expostos a SA,
enquanto as barras ou caixas cinzas representam animais ndo-expostos. CTRL, animais
ndo-expostos;, RCE, Respostas  Comportamental  Extrema; RCM, Resposta
Comportamental Minima. *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05.
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5.4. A exposi¢do a SA eleva o glutamato extracelular e o nitrito tecidual
no telencéfalo

Dois picos de glutamato foram observados no meio extracelular do telencéfalo
de animais expostos (tratamento: F; s = 20,71, p = 0,0004; tempo: F; 15 = 3,092, p =
0,05; interagdo: Fs 15 = 6,939, p = 0,0038), com elevagdes observadas imediatamente
apos a estimulacdo e 30 min apds exposi¢do (Figura 22A). Os niveis de NOy se
apresentaram elevados imediatamente apos a exposicao, € 30 min, 90 min e 24 h apds a
exposicdo (tratamento: F; 35 = 50.6, p < 0.0001; tempo: Fs 35 = 4.677, p = 0.0039;
interacao: F4 35 =4.164, p = 0.0073; Figure 22B).
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Figura 22: Curso temporal das alteragoes no conteudo telencefilico de (A) glutamato e
(B) NOx-. O glutamato foi mensurado no fluido extracelular extraido pelo método de
PRADEL et al. (1999); o nitrito foi mensurado em homogenatos. O eixo das abcissas
representa o tempo de sacrificio e disseca¢do apos o estresse. Os pontos representam

T apods estresse

médias erro-padrdao. CTRL, animais ndo-expostos (circulos pretos); SA, animais expostos

a substancia de alarme (quadrados cinzas) *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05.
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5.5. O tratamento com L-NAME 30 minutos antes da exposi¢do a SA nao
blogueia a sensibilizagdo comportamental no teste de preferéncia por
escuriddo

Os resultados obtidos com o tratamento de L-NAME 30 minutos antes da
exposicdo a SA mostraram um efeito principal do tratamento (F,, 3; = 8,66, p = 0,005),
mas nao da droga (F, 37 = 0,052, NS) ou interagdo entre as duas variaveis (Fi 37 = 1,759,
NS) no tempo no compartimento branco (Figura 23A). A andlise post-hoc revelou
diferengas estatisticamente significativas entre CTRL + VEH e ambos os grupos
tratados com SA, bem como entre CTRL + L-NAME e ambos os grupos tratados com
SA (p <0,05).

Nem o tratamento (F; 37 = 0,2821, NS) nem a droga (F, 37 = 2,712, NS) ou o
efeito de interagdo (Fi 37 = 0,1614, NS) afetaram o numero de entradas no
compartimento branco (Figura 23B). Um efeito principal do tratamento foi observado
na duracdo de entradas no compartimento branco (Fi 37 = 6,832, p = 0,0129), sem um
efeito da dose da droga (Fi 37 = 2,614, NS) ou interacdo entre as variaveis (Fi 37 =
0,3169, NS). Porém, a andlise post-hoc detectou uma diferenca entre CTRL + VEH e
SA + L-NAME (Figura 23C; p <0,05).

Com relagdo a varidvel de avaliagdo de risco, houve diferenca significativa com
relagdo ao tratamento (F, 37 = 23,67, p <0,0001), mas ndo com relagao a dose da droga
(F1,37=1.266, NS) ou com relagdo a interacao das varidveis (Fi, 37 = 0,3787, NS) (Figura
23D); a andlise post-hoc mostrou diferengas entre CTRL + VEH e SA + VEH (p <0,05),
CTRL + VEH e SA + L-NAME (p <0,01), CTRL + L-NAME e SA + VEH (p <0,05) e
CTRL + L-NAME e SA + L-NAME (p <0,01).
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L-NAME - Pré-tratamento 30 min antes
do estresse (Parte 1)
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Figura 23: O pré-tratamento com L-NAME ndo bloqueou a sensibilizacdo causada
pela SA 24 h apos a exposicdo. (A) Tempo no compartimento branco,; (B) Entradas no
compartimento branco, (C) Durag¢do das entradas no compartimento branco, (D)
Frequéncia de avaliagdo de risco. As barras representam média + erro-padrdao. CTRL,
animais ndo-expostos, AS, animais expostos a substancia de alarme. As cores das
barras identificam animais pre-tratados com veiculo (barras brancas) ou L-NAME
(barras cinzas). ** p < 0,01; * p < 0.05.

Do mesmo modo, um principal efeito do tratamento (F; 37 = 11,99, p = 0,0013),
mas nao da droga (F, 37 = 0,045, NS), foi encontrada no nado erratico (Figura 24A),
para o qual uma interagdo entre o tratamento e a dose da droga também estava ausente
(F1, 37 = 2.591, NS); a andlise post-hoc revelou diferengas entre CTRL + VEH e ambos
os grupos expostos a SA (p <0,01) e entre CTRL + L-NAME e ambos os grupos
expostos a SA (p <0,05).
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Na avaliacdo de tigmotaxia, houve efeito do tratamento (F, 37 = 10,99, p
<0,0021), mas ndo da dose de droga (Fi 37 = 0,912, NS), nem interacdo entre variaveis
(F1,37 = 10,3536, NS) (Figura 24B); a andlise post-hoc descobriu diferengas entre os dois
grupos CTRL e ambos os grupos expostos a SA (p <0,05). Finalmente, ndo houveram
efeitos do tratamento (F, 37 = 2.791, NS), da droga (F, 37 = 0,066, NS) ou interagado (F 3
=0,0898, NS) no congelamento (Figura 24C).
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Figura 24: O pré-tratamento com L-NAME ndo bloqueou a sensibilizacdo causada
pela SA 24 h apos a exposicdo. (A) Frequéncia de nado erratico; (B) Tempo em
tigmotaxia no compartimento branco; (C) Duragdo do congelamento no
compartimento branco. As barras representam média + erro-padrdao. CTRL, animais
ndo-expostos;, AS, animais expostos a substincia de alarme. As cores das barras
identificam animais pré-tratados com veiculo (barras brancas) ou L-NAME (barras
cinzas).* p < 0.05.
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5.6. O tratamento com L-NAME 30 minutos apos a exposi¢cdo a SA
blogueia a sensibilizagdo da escototaxia e da avalia¢do de risco

A analise estatistica dos resultados obtidos com o tratamento com L-NAME 30
minutos apos a exposicao a SA revelou que ha um efeito principal do tratamento (F 4 =
4,61, p=0,0372), com relagdo ao tempo que o animal passou no compartimento branco
(Figura 25A), bem como uma interagdo tratamento x droga (Fi 45 = 19,7, p <0,0001); a
analise post-hoc revelou que o pos-tratamento com L-NAME bloqueou o efeito da
exposicdo a SA sobre essa variavel.

Novamente, ndo houveram efeitos significativos do tratamento (F, 45 = 1,369,
NS), da droga (Fi, 45 = 3,908, NS) ou da interacao entre as variaveis (F; 45 = 0,822, NS)
sobre o numero de entradas no compartimento branco (Figura 25B). Porém, um efeito
do tratamento (F; 45 = 6,348, p = 0,0154) e da interagdo tratamento x droga (F 4 =
6,353, p = 0,0153) foram observados na duragdo das entradas no compartimento branco
(Figura 25C), e a andlise post-hoc revelou que o L-NAME bloqueou o efeito da
exposi¢ao a SA sobre essa varidvel.

Na avaliacdo de risco, os efeitos de tratamento (Fi 4 = 6,001, p = 0,018) e da
droga (Fi 45 = 5,572, p = 0,0226), bem como da interacdo entre variaveis (F 45 = 17,16,
p = 0,0001) foram estatisticamente significativos (Figura 25D). A analise post-hoc
revelou que o tratamento com L-NAME bloqueou o aumento da avaliagdo de risco apos

exposicao a SA.
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Figura 25: O tratamento com L-NAME 30 min apds o estresse bloqueou a
sensibilizacdo da escototaxia e da avaliagdo de risco causadas pela SA 24 h apos a
exposi¢do. (A) Tempo no compartimento branco; (B) Entradas no compartimento
branco, (C) Durag¢do das entradas no compartimento branco, (D) Frequéncia de
avaliagdo de risco. As barras representam média + erro-padrdo. CTRL, animais ndo-
expostos; AS, animais expostos a substancia de alarme. As cores das barras
identificam animais pré-tratados com veiculo (barras brancas) ou L-NAME (barras
cinzas). *** p < 0,001; ** p < 0.01; * p < 0,05.

Com relagdo ao nado erratico, houve um efeito do tratamento (F 45 = 16,32, p =
0,0002), mas ndo da droga (F, 45 = 0,4252, NS), nem um efeito de intera¢do (Fi 45 =
1,284, NS); a andlise post-hoc mostrou diferencas entre os grupos CTRL e ambos os
grupos expostos a SA (Figura 26A). Do mesmo modo, na avaliagdo da variavel de

tigmotaxia houve efeito principal do tratamento (Fi, 4 = 61,95, p <0,0001), mas ndo da
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droga (Fi 45 = 0,127, NS) ou da interagdo entre as variaveis (Fi 45 = 0,4669, NS) (Figura
26B), com diferengas entre ambos os grupos CTRL e ambos os grupos expostos a SA (p
<0,05). A analise estatistica ainda revelou ndo haver efeito significativo do tratamento
(F1,45s = 0,0138, NS), da droga (F,4s = 0,1566, NS) ou interagdo entre as variaveis (Fi, 4s
= 1,125, NS) sobre o tempo em congelamento (Figura 26C).
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Figura 26: O tratamento com L-NAME 30 min apos o estresse ndo bloqueou a
sensibilizacdo da tigmotaxia ou do nado errdtico causadas pela SA 24 h apos a
exposi¢cdo. (A) Frequéncia de nado erratico;, (B) Tempo de tigmotaxia no
compartimento branco; (C) Duragdo do congelamento no compartimento branco. As
barras representam média + erro-padrao. CTRL, animais ndo-expostos, AS, animais
expostos a substancia de alarme. As cores das barras identificam animais pre-
tratados com veiculo (barras brancas) ou L-NAME (barras cinzas). *** p < 0,001;
*E p<0,01;* p<0.05.
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5.7. O tratamento com L-NAME 90 minutos apds a exposi¢cdo a SA
blogueia a sensibilizagdo da avaliagcdo de risco, nado errdtico e tigmotaxia

Nessa condi¢ao de tratamento, a analise estatistica dos dados revelou um efeito
principal do tratamento (F, s = 7,755, p = 0,0087), mas ndo da droga (F; 3 = 0,3783,
NS) ou do efeito de interacao (F; 3 = 0,8155, NS), com relacio ao tempo no
compartimento branco (Figura 27A). Diferencas estatisticamente significativas foram
observadas entre os dois grupos CTRL e ambos os grupos expostos a SA.

Nenhum efeito do tratamento (F, 3 = 0,04685, NS), droga (F,, 5 = 0,0145, NS)
ou interagdo (Fi 3 = 0,36, NS) foram observados nas entradas no compartimento branco
(Figura 27B). Com relagdo a duragdo das entradas no compartimento branco, houve um
efeito principal do tratamento (Fi 3 = 7,53, p = 0,0096), mas ndo da droga (Fi, 3 =
0,7846, NS) ou da interacdo entre as varidveis (Fi 34 = 2,743, NS) (Figura 27C); com a
analise post-hoc detectar diferencas entre os dois grupos CTRL e ambos os grupos
expostos a SA.

Na avaliagd@o de risco, houve um principal efeito do tratamento (F, 3 = 6,506, p
=0,0154), mas nao da droga (F, 34 = 0,2734, NS) (Figura 27D); um efeito de interacao
também foi observado (F, 3 = 13,31, p = 0,0009). A andlise post-hoc revelou que o L-

NAME bloqueou o aumento da avaliagdo de risco causado pela exposicao a SA.
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Figura 27: O tratamento com L-NAME 90 min apos o estresse ndo bloqueou a
sensibilizacdo da escototaxia causada pela SA 24 h apos a exposi¢dao, mas bloqueou
a sensibiliacdo da avaliagdo de risco. (A) Tempo no compartimento branco; (B)
Entradas no compartimento branco, (C) Durag¢do das entradas no compartimento
branco, (D) Frequéncia de avaliag¢do de risco. As barras representam média + erro-
padrdo. CTRL, animais ndo-expostos,; AS, animais expostos a substancia de alarme.
As cores das barras identificam animais pré-tratados com veiculo (barras brancas) ou
L-NAME (barras cinzas). *** p < 0,001; ** p <0,01; * p < 0.05.

No nado erratico, tanto efeito da interacao (Fi, 34 = 29,91, p <0,0001) quanto o
efeito do tratamento principal (Fi, 4= 15,95, p = 0,0003) foram estatisticamente signifi-
cativos, mas 0 mesmo ndo ocorreu com relacao ao efeito da droga (Fi 3 = 0,3047, p =
0,5845) (Figura 28A); analise post-hoc apresentou diferencas entre CTRL + VEH e SA
+ VEH, bem como entre SA + VEH e SA + L-NAME. J4 com relagdao ao tempo em tig-
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motaxia, os efeitos de tratamento (Fi, 34 = 16,61, p = 0,0003), da droga (Fi 3+ = 172,2, p
<0,0001), bem como um efeito de interagcdo (F 3 = 12,33, p = 0,0013) foram estatistica-
mente significativos (Figura 28B); a analise post-hoc sugere que o L-NAME bloqueou o
efeito da SA sobre a tigmotaxia. Finalmente, ndo houveram efeitos principais de trata-
mento (Fi, 32 = 0,2191, NS) ou da droga (F, 2 = 0,7069, NS), nem interagdo (F, 34 =
0,589, NS), sobre o tempo em congelamento (Figura 28C).
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Figura 28: O tratamento com L-NAME 90 min apos o estresse bloqueou a
sensibilizacdo do nado errdtico e da tigmotaxia causada pela SA 24 h apos a
exposi¢cdo. (A) Frequéncia de nado erratico;, (B) Tempo em tigmotaxia no
compartimento branco, (C) Duragdo do congelamento no compartimento branco. As
barras representam média + erro-padrdo. CTRL, animais ndo-expostos, AS, animais
expostos a substdncia de alarme. As cores das barras identificam animais preé-
tratados com veiculo (barras brancas) ou L-NAME (barras cinzas). *** p < 0,01.
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6. Discussao

6.1. Hipotese 1: A SA deve sensibilizar o comportamento tipo-ansiedade
em ambos os testes e aumentar a responsividade a estimulos de sobressalto

O Experimento 1 avaliou os efeitos atrasados ou sustentados da SA sobre
comportamentos tipo-ansiedade em dois testes comumente utilizados, o teste de
distribuicao vertical eliciada pela novidade e o teste de preferéncia por escuridao; além
disso, as respostas de sobressalto também foram avaliadas. Esses testes representam
dominios de hipervigilancia e sobressalto exagerado (Tabela 1), em paralelo com as
baterias de testes utilizadas em roedores para avaliar modelos de TEPT (COHEN et al.,
2012; MATAR; ZOHAR; COHEN, 2013).

Demonstrou-se elevagdo da geotaxia e abolicdo da habituagdo no teste de
distribui¢do vertical eliciada pela novidade, assim como aumento no nado erratico e
thrashing, sem alteracdes nos saltos e em respostas de congelamento. No teste de
preferéncia por escuriddo, a SA produziu um aumento da escototaxia, nado erratico,
avaliagdo de risco, e tigmotaxia 24 h apds a exposi¢do. Essas observagdes contrastam
com os efeitos agudos imediatamente apds a exposi¢dao a SA, que aumenta a geotaxia, o
nado erratico e o congelamento, mas ndo abole a habituacdo (EGAN et al., 2009); no
teste de preferéncia por escuriddo, igualmente, observa-se aumento na escototaxia, nado
erratico e congelamento, sem alteragdes na avaliagdo de risco, imediatamente apos a
exposicdo (MAXIMINO et al., 2014b). Além disso, a exposi¢cao a modelos de predador
aumenta a frequéncia de saltos e nado erratico (AHMED; FERNANDES; GERLALI,
2012; BASS; GERLAI, 2008; GERLAI;, FERNANDES; PEREIRA, 2009). Esses
resultados sugerem que os efeitos observados em ambos os testes 24 h apos a substancia
de alarme ndo representam somente “efeitos residuais” sustentados em resposta a um
estimulo de medo, mas um estado de ansiedade persistentemente elevada, e sdo
reminiscentes do observado em roedores (ADAMEC et al., 1998; WANG et al., 2012;
YAMAMOTO et al., 2009).

A exposi¢do prolongada (24 ou 72 horas) a um predador simpatrico também
aumenta o nado erratico e a geotaxia, efeitos que foram interpretados como indicadores

de TEPT (STEWART et al., 2014b). A geotaxia, comumente interpretada como indice
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de ansiedade nesse teste (CACHAT et al., 2010) e elevada pela exposigdo a SA no
Experimento 1, ndo ¢ consistentemente aumentada por estimulos indutores de medo
(PARRA; ADRIAN; GERLAI, 2009; SPEEDIE; GERLAI, 2008), sugerindo que os
efeitos atrasados observados aqui representam uma sensibilizagdo as propriedades
aversivas da novidade do ambiente ao invés de um estado sustentado de medo.

E dificil especular acerca do significado comportamental de cada uma das
variaveis analisadas nesses testes. A escototaxia € a geotaxia parecem ser controladas
por motivagdes diferentes: enquanto a preferéncia por escuridao parece ser controlada
pelo conflito entre a aproximacao ao ambiente escuro e a aversao do ambiente claro, a
preferéncia por substrato parece ser controlada essencialmente por uma fuga do topo do
aquario (MAXIMINO et al., 2012). Entretanto, o significado de outras variaveis ainda ¢
desconhecido. Por exemplo, no teste de preferéncia claro/escuro, o congelamento ocorre
com maior frequéncia no compartimento preto, sugerindo que possa representar um
componente de orientacdo mais do que congelamento propriamente dito (BLASER,;
CHADWICK; MCGINNIS, 2010; BLASER; PENALOSA, 2011). Em roedores,
existem importantes diferengas de contexto (i.e., novidade vs. expectativa de ameaga),
curso temporal (velocidade de habituagdo) e ajustes de postura entre respostas de
orientacdo e congelamento (HAGENAARS; OITZL; ROELOFS, 2014) que sao
majoritariamente desconhecidas no paulistinha. A falta de efeitos da SA 24 horas ap6s
exposicao no congelamento em ambos os testes, sugere que essa manipulacao ndo afeta
respostas de orientagdo; alternativamente, pode-se sugerir que o efeito observado nao
trata-se de um estado de medo.

Respostas de orientagdo de roedores estdo associadas a comportamentos de
avaliacdo de risco, que inclui componentes de andlise pos-deteccdo e ocorre em
contextos de ameaca potencial, mas ndo imediata (BLANCHARD et al.,, 2011;
HAGENAARS; OITZL; ROELOFS, 2014). Em paulistinhas, um comportamento
classificado como “avaliagdo de risco” é mais claramente observavel no teste de
preferéncia por escuriddo; uma analise de cluster utilizando diversas manipulacdes
farmacologicas demonstrou que essa variavel agrupa-se com o nado erratico e a laténcia
para entrada no compartimento branco em um componente separado da escototaxia, da

tigmotaxia e do congelamento (MAXIMINO et al., 2014c). A observagdo de um
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aumento na avaliacao de risco 24 horas apos a exposicao a SA ¢ consistente com um
estado tipo-ansiedade.

Em adi¢do aos efeitos sustentados no comportamento tipo-ansiedade, também
foram observados efeitos sobre as respostas de sobressalto. Foram observadas
diferencas na amplitude da primeira resposta e na inclinagdo da habituacao, mas nao nas
medidas de habituagdo. Esses resultados sdo reminiscentes de investigacdes do papel do
telencéfalo na hiperexcitabilidade em outras espécies de peixes (LAMING, 1987;
ROONEY; LAMING, 1988), nos quais estimulos ou tratamentos que evocam respostas
de maior amplitude tendem a estender a habituacdo sem mudar a inclinacdo da
habituagdo. Aqui, os animais ndo apresentaram habitua¢do mais rapida, mas as respostas
iniciais tiveram maior impacto sobre a habituacdo, sugerindo um efeito sobre a
responsividade, mas ndo sobre a aprendizagem. A habituacdo do sobressalto ¢ um
fendmeno complexo; em larvas de paulistinha, a habituacdo apds treinamento espacado
(“habituacdo de curto prazo”) depende de receptores NMDA, enquanto a habituacdo
apos estimulacao de baixa frequéncia (“habituacdo rapida’) independe desses receptores
glutamatérgicos (ROBERTS et al., 2011). No entanto, ¢ pouco provavel que o protocolo
de sobressalto utilizado nos presentes experimentos produza habituagdo de curto prazo,
e dessa forma a comparacao ¢ dificil.

Em roedores, a maior parte dos modelos de TEPT produz aumento na amplitude
das respostas de sobressalto (DASKALAKIS; YEHUDA; DIAMOND, 2013; MATAR;
ZOHAR; COHEN, 2013; WHITAKER; GILPIN; EDWARDS, 2014). O estresse
predatorio também parece atrasar a habituacdo de respostas de sobressalto em ratos
(ADAMEC, 1997). Além disso, esses efeitos sdo bloqueados pelo pos-tratamento com
antagonistas do receptor NMDA imediatamente apos o estresse (BLUNDELL;
ADAMEC; BURTON, 2005). A luz dessas observagdes, é possivel que o protocolo de
sobressalto utilizado no Experimento 1 ndo seja capaz de discriminar diferengas sutis na
habituacdo entre animais expostos e ndo-expostos; alternativamente, uma diferenca
entre espécies pode ser sugerida, com os paulistinhas respondendo a SA com alteragao
na responsividade, mas ndo na habituagao.

Em linhas gerais, portanto, a Hipdtese 1 foi comprovada; ressalta-se que o efeito

da SA ndo necessariamente limita-se a esse dominio, e alteragdes em padrdes de sono,
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comportamento agressivo, extincao de medo, e outras variaveis sdo possiveis.

6.2. Hipotese 2: Os animais do fenotipo longfin serdo mais susceptiveis a
sensibilizagdo dependente de tempo causada pela SA

A Hipétese 2 testou diferengas inter-populagcdes na susceptibilidade a
sensibiliza¢ao dependente de tempo causada pela SA, utilizando o teste de preferéncia
por escuriddo. A SA produziu sensibilizagdo em ambas as linhagens, com tamanhos de
efeito diferentes para algumas varidveis. Em linhas gerais, os animais do fenotipo
longfin apresentaram maior efeito da SA na escototaxia, avaliagdo de risco e tigmotaxia
do que animais do fendtipo shortfin, nesses ultimos, no entanto, foi observada
sensibilizacdo do nado erratico, o que ndo ocorreu com animais do fendtipo longfin.
Assim, ndo se trata somente de diferencas na magnitude do efeito, mas de estratégias
comportamentais diferentes. Seguindo o agrupamento descrito por MAXIMINO et al.
(MAXIMINO et al, 2014c), animais do fenotipo [longfin apresentaram maior
sensibilizacdo de medidas de “evitacdo” (escototaxia, tigmotaxia), enquanto animais do
fenotipo shortfin apresentaram maior sensibilizagdo de medidas de “avaliagdo de risco”
(avaliacdo de risco, nado erratico).

Essas diferencas também refletem a ansiedade “basal” desses fenotipos. No
Experimento 2, foram observadas diferencas entre fenotipos na escototaxia, duragdo das
entradas, e nado erratico, com animais do fenotipo shortfin apresentando entradas mais
longas e maior frequéncia de nado erratico, e animais do fen6tipo longfin apresentando
mais escototaxia. Apesar da diferenca de background genético e ambiente de criagdo,
essas observagdes replicam os achados de KIESEL et al. (KIESEL et al., 2012), que
demonstraram maior geotaxia em animais do fendtipo longfin do que em animais do
fenotipo shortfin. No entanto, ndo foram observadas diferencas inter-populacdes no
nado erratico (KIESEL et al., 2012).

A base genética dessas diferengas ¢ desconhecida e de dificil investigagdo. A
utilizagdo de populacdes ndo-endogdmicas deve aumentar a variabilidade genética,
diminuindo o impacto da deriva genética aleatéria que poderia levar ao
desenvolvimento de caracteres herddveis unicos; assim, ambas as populagdes

representam populagdes naturais observadas em campo (PARRA; ADRIAN; GERLALI,
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2009; SPEEDIE; GERLAI, 2008). E provavel que os animais do fendtipo longfin
apresentem esse fendtipo devido a mutagdes em um unico gene (IOVINE; JOHNSON,
2002), mas ndo existem linhagens isogénicas de paulistinha; assim, a maior parte dos
genes em qualquer populacdo deve estar em heterozigose, diferentemente do que ¢
observado em linhagens isogénicas de camundongos. Como as populagdes comparadas
foram reproduzidas pelo mesmo fornecedor, espera-se que quaisquer efeitos da variagdo
devida a condigdes ndo-controladas de criacdo ou de background genético sejam
minimizadas; assim, as diferengas entre as duas populagdes utilizadas no Experimento 2
devem se dever unicamente a deriva genética aleatéria e ao acumulo de mutagdes
espontaneas.

Mesmo considerando-se essas limitagdes, a observacdo de que a populacio
longfin ¢ mais vulneravel do que a populagdo shortfin as alteracdes comportamentais em
resposta a estressores pode contribuir para o entendimento das diferengas individuais do
TEPT (YEHUDA; ANTELMAN, 1993; YEHUDA; LEDOUX, 2007). Estudos
genéticos em pacientes com TEPT revelam um padrdo familial, sugerindo fatores
herdaveis que podem estar envolvidos em parte dos endofenotipos associados ao
transtorno (AMSTADTER; NUGENT; KOENEN, 2009; MEHTA; BINDER, 2012).
Mesmo considerando a variabilidade do background genético das populagdes estudadas,
uma implicagdo importante do Experimento 2 ¢ que diferengas inter-populacionais sao
desproporcionalmente representadas na vulnerabilidade individual a estressores. Assim,
estudos utilizando mais de um fenotipo podem ajudar a delinear a gama de respostas a
um estressor relativamente uniforme ao invés de produzir informagdes sobre um animal
“prototipico” combinando observagdes de grupos que assume-se serem homogéneos
(YEHUDA; LEDOUX, 2007). Como corolario, a utilizagdo de animais do fendtipo
longfin deve produzir efeitos de maior magnitude, o que pode auxiliar na analise de
diferencas intra-populacionais (i.e., diferencas individuais através da aplicagdo de

Critérios Comportamentais de Corte) e discriminar efeitos de drogas.
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6.3. Hipotese 3: A sensibilizagdo dependente de tempo afeta
completamente menos de 30% dos animais expostos e minimamente menos
de 20% dos animais

A aplicacdo de critérios de corte permite a discriminagdo de diferengas
individuais na vulnerabilidade ao estressor em questdo. As varidveis de escototaxia e
tigmotaxia foram escolhidas por agruparem-se em um mesmo cluster em uma analise
multivariada de efeitos farmacoldgicos no teste de preferéncia por escuridao
(MAXIMINO et al., 2014c). Além disso, as duas varidveis se apresentaram mais
sensibilizadas em animais do fenotipo longfin, utilizado no Experimento 3. A aplicagdo
desses Critérios Comportamentais de Corte revelou que cerca de 25% dos animais
expostos apresentaram Resposta Comportamental Extrema (RCE), enquanto 20% dos
animais apresentaram Resposta Comportamental Minima (RCM). Essas incidéncias
replicam experimentos em roedores que utilizaram critérios comportamentais (COHEN;
ZOHAR, 2004; COHEN et al., 2004) ou estatisticos (ADAMEC et al., 2012; LEBOW
etal., 2012; MITRA; ADAMEC; SAPOLSKY, 2009).

Além da escototaxia e da tigmotaxia, os animais RCE também apresentaram
nado erratico elevado em relacdo a controles ndo-expostos. Esses resultados sugerem
que, apesar de ndao haverem diferencas entre animais /ongfin expostos € nao-expostos no
nado erratico, essa variavel ¢ importante para a defini¢do do modelo de TEPT.

A observagdo de que a tigmotaxia e a avalia¢do de risco também foram maiores
em animais RCM do que controles ndo-expostos sugere que ndo se trata somente da
auséncia de efeito, mas de uma vulnerabilidade diferenciada para a sensibilizagdao
dependente de tempo. Os efeitos sobre a avaliagdo de risco também sao ambiguos a luz
da literatura com roedores; ratos expostos ao modelo de aprendizagem de medo
potencializada pelo estresse e classificados como “afetados” engajam-se menos em
comportamentos de avaliagdo de risco no teste de preferéncia por escuriddao, mas
apresentam maior reatividade de sobressalto (LEBOW et al., 2012). Ratos classificados
como “resilientes” apds estresse predatdrio apresentam maior avaliagdo de risco no
labirinto em cruz elevado (MITRA; ADAMEC; SAPOLSKY, 2009). Em parte, essas
discrepancias se devem a quantificacdo desse comportamento nesses trabalhos com
roedores, que corrigem a avaliagao de risco pelo tempo nas por¢cdes menos aversivas

dos aparatos. A defini¢do de avaliagdo de risco utilizada aqui aproxima-se mais daquela
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proposta por BLANCHARD et al. (BLANCHARD et al., 2011): confrontados com
estimulos desconhecidos e potencialmente perigosos (p. ex., o compartimento branco do
aquario claro/escuro), os animais orientam-se na dire¢do do estimulo, utilizando os
sentidos relevantes para investiga-lo. No paulistinha, a avaliacdo de risco agrupa-se com
o nado erratico em um componente separado do tempo no branco e tigmotaxia, ¢ ¢
diminuida por tratamentos ansioliticos e elevada por tratamentos ansiogénicos
(MAXIMINO et al., 2014c). Assim, a elevacdo na avaliagdo de risco observada em

animais RCE e RCM reforc¢a a hipotese de um estado de ansiedade elevada.

6.4. Hipotese 4: Curso temporal das alteragoes glutamatérgicas e
nitrérgicas apos estresse

Apds a exposicdo a SA, os niveis extracelulares de glutamato no telencéfalo se
elevaram, depois decrescendo e se elevando novamente somente 30 minutos apds o
estresse. A origem do glutamato elevado ¢ desconhecida, mas a maior parte dos
neurdnios glutamatérgicos do telencéfalo de peixes teledsteos se encontra em regides
dorsais (i.e., palio) (GIASSI et al.,, 2012; HARVEY-GIRARD et al., 2012; VON
TROTHA; VERNIER; BALLY-CUIF, 2014). Dentre essas estruturas, o telencéfalo
dorsomedial (Dm) tém sido implicado no comportamento emocional (LAU et al., 2011;
PORTAVELLA; TORRES; SALAS, 2004; PORTAVELLA; VARGAS, 2005;
PORTAVELLA et al., 2004; VON TROTHA; VERNIER; BALLY-CUIF, 2014), e essa
regido foi proposta como homologa a amigdala basolateral de mamiferos (MAXIMINO
et al., 2013b) (Tabela 4). Assim, ¢ provavel que o Dm tenha grande contribuicdo na
elevacdo do glutamato extracelular observado imediatamente apds a exposigdo a SA.

O mecanismo pelo qual essa elevagdo inicial ocorreu ¢ desconhecido.
Classicamente, a substancia de alarme induz a liberacdo de cortisol em paulistinhas
(MATHURU et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; SCHIRMER; JESUTHASAN;
MATHURU, 2013); esse pico de cortisol poderia levar a liberagdo rapida de glutamato,
como observado na amigdala de roedores (KARST et al., 2005; LOWY; GAULT;
YAMAMOTO, 1993; REZNIKOV et al, 2007; VENERO; BORRELL, 1999).
Alternativamente, projecdes olfatdrias secundarias para o telencéfalo dorsoposterior

(Dp) e Dm (GAYOSO et al., 2011) poderiam ativar neuronios glutamatérgicos nessas
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regiodes, induzindo a liberagao desse neurotransmissor.

A ativagdo de receptores glutamatérgicos no telencéfalo de peixes foi implicada
em uma série de fenomenos de aprendizagem e comportamento defensivo. O telencéfalo
desses animais expressa todas as isoformas dos receptores NMDA (COX; KUCENAS;
VOIGT, 2005) ¢ AMPA (HOPPMANN et al.,, 2008). Receptores AMPA foram
implicados na atividade espontanea observada nas por¢des anteriores do telencéfalo
dorsal e no nucleo entopeduncular (VARGAS; THORSTEINSSON; KARLSSON,
2012), enquanto os receptores NMDA foram implicados na producdo de plasticidade
sindptica no telencéfalo dorsal (NAM; KIM; LEE, 2004). Antagonistas dos receptores
NMDA inibem a aquisi¢@o de esquiva inibitoria no paulistinha, um efeito que ¢ mediado
pela inativacdo da proteina ERK no telencéfalo (NG et al., 2012). Em Carassius
auratus, a microinjecdo de antagonistas dos receptores NMDA no Dm inibem a
aquisicdo, mas ndo a consolidacdo, de respostas de esquiva ativa (XU et al., 2003).
Dessa forma, a liberagdo de glutamato apos o estresse pode contribuir para um processo
de metaplasticidade em regides limbicas do paulistinha, de forma similar ao proposto
em mamiferos por RAO e colaboradores (RAO et al., 2009).

No mesmo intervalo de tempo, uma elevagdo no nitrito tecidual foi observada.
Limitagdes da técnica dificultam a defini¢do dos eventos que levaram a esse efeito; no
entanto, considerando a elevagdo no glutamato extracelular nesse momento, ¢ possivel
especular que o NO produzido pela ativacao da cascata NMDA-NOS-1 seja responsavel
pela maior parte dessa elevacdo de NO,. Nesse caso, o glutamato liberado apos o
estresse predatorio deve ativar receptores NMDA, levando ao influxo de célcio e
ativacdo da NOS-1. Em paulistinhas, a ativacdo de receptores NMDA aumenta a
escototaxia e abole a habituacdo, além de elevar o congelamento e a avaliagao de risco
na preferéncia por escuridao; esses efeitos sdo abolidos pelo pré-tratamento com L-
NAME (BARBOSA JR et al., 2012; HERCULANO et al., 2015). Tomados em
conjunto, esses resultados sugerem que a resposta de cardumeamento observada durante
a exposi¢cao a SA estd em parte relacionada a essa cascata.

Os niveis de glutamato e nitrito telencefalicos retornaram ao normal 15 minutos
apods a exposicao. 30 minutos depois, entretanto, tanto o glutamato extracelular quanto

os niveis de nitrito voltaram a se elevar. E dificil especular a causa desses eventos. Se,
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por um lado, o glutamato extracelular pode interagir com receptores NMDA e re-ativar
a via NMDA-NOS-1, o NO também ¢ capaz de induzir a liberagdo de glutamato (BAL-
PRICE; MONEER; BROWN, 2002; MEFFERT; PREMACK; SCHULMAN, 1994;
WANG et al., 2014; WATTS et al., 2005), e o peroxinitrito (produto da reagcdo do NO
com espécies reativas de oxigénio) inibe a recaptagdo (TROTTI et al., 1996). No
primeiro caso, resta saber a origem da elevacdo do glutamato. Assumindo a segunda
hipotese, a elevagdo em NO, observada 30 minutos apds o estresse pode ser uma
consequéncia do inicio da transcricdo das isoformas da NOS2 (nos2a e nos2b)
estimulada pela SA. No entanto, o curso temporal sugere que esse nao ¢ o caso, dado
que a producdo de NO mediada pela NOS2 ocorre horas depois da estimulacdo (GUIX
et al., 2005).

Os niveis extracelulares de glutamato retornaram ao normal 90 minutos apds o
estresse, mas os niveis teciduais de nitrito permaneceram elevados. Nesse caso, € pouco
provavel que essa eleva¢ao dependa do glutamato. Esses resultados parecem corroborar
o modelo de RAO et al. (RAO et al., 2009): a SA induz a liberacdo intensa de glutamato
no telencéfalo limbico do paulistinha, iniciando processos de plasticidade,
possivelmente mediados pelo NO. Esses mecanismos, uma vez iniciados, podem
continuar durante o periodo de incubagdo apesar da restauracdo dos niveis normais de
glutamato apds o término do periodo peritraumatico. A manifestacdo final desse
processo ¢ a sensibilizacdo dependente de tempo, possivelmente associada a uma maior
responsividade de neurdnios de regides limbicas, como o telencéfalo dorsomedial (Dm).

24 h apos a exposicdo a SA (i.e., em momento equivalente aos testes
comportamentais descritos), os niveis teciduais de NOy™ continuam elevados em relacdo
a controles ndo-expostos. Esses resultados sao semelhantes ao observado em roedores
em modelos de TEPT, que apresentam niveis elevados de nitrito no hipocampo apds a
“incubagao” do estresse (HARVEY et al., 2004, 2005; OOSTHUIZEN; WEGENER;
HARVEY, 2005). Apesar dos niveis de glutamato ndo terem sido mensurados nesse
intervalo, ¢ pouco provavel que permanecam elevados; assim, os niveis elevados de
NOy observados no telencéfalo de animais expostos a SA 24 h apds o estresse devem
derivar de isoformas da NOS2. A isoforma indutivel da NOS produz NO de maneira

sustentada apoOs sua transcricdo, resultando na formagdo de espécies oxidativas, na
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modulacdo do estresse oxidativo, € na nitrotirosinagdo ou S-nitrosilagdo de proteinas
(DAVIS et al., 2001; GOULD et al., 2013; GUIX et al., 2005). Além disso, o NO pode
promover a metaplasticidade, facilitando ou sensibilizando circuitos telencefélicos
envolvidos nas respostas aversivas (FABRI et al., 2014; LISBOA et al., 2015).

Em linhas gerais, portanto, a hipotese 4 (e sua hipdtese auxiliar) foi parcialmente
confirmada pelo Experimento 4: os niveis teciduais de NO, se elevaram por todo o
periodo pos-estresse, com exce¢do dos 15 minutos; e os niveis extracelulares de
glutamato se elevaram imediatamente apos o estresse € 30 minutos apds a exposicao.
Via de regra, entretanto, as elevacdes do glutamato foram fasicas, enquanto as elevagoes

de NO, foram tdnicas, conforme previsto pela hipotese 4.

6.5 Hipotese 5: A sensibilizacdo dependente de tempo se deve as
alteragoes na fun¢do nitrérgica ocorridas no periodo posterior ao estresse

As elevagdes nos niveis de glutamato e nitrito sugerem participacdo na
sensibilizacdo dependente de tempo observada nos Experimentos 1-3. Essa sugestdo
culminou na Hipdtese 5, que testou o papel do NO nesses periodos.

O pré-tratamento com L-NAME nao bloqueou a sensibilizagdo dependente de
tempo ap0ds exposicdo a SA. Esses resultados sugerem que o “tonus” NOérgico presente
antes da apresentacdo do estressor ndo influencia a resposta ao estresse nesses animais.
Em conjunto com os resultados do Experimento 4, esses resultados sugerem que a
exposicao ao estressor eleva os niveis de NO de forma dependente de glutamato, e que
essa elevacdo inicia os processos subsequentes que ocorrem durante a incubagdo. O pré-
tratamento com L-NAME também nao produz efeitos amnésticos na esquiva ativa em
peixes (XU et al., 2007, 2009), sugerindo que o NO ndo tem papel permissivo nas
modificagdes de longo prazo de respostas aversivas. Em roedores, a iniciagdo, mas nao
a consolidag¢do, das respostas sensibilizadas apods estresse predatorio depende de
receptores NMDA (BLUNDELL; ADAMEC; BURTON, 2005), o que também ¢
observado na aprendizagem aversiva em peixes (XU et al., 2003, 2007). Experimentos
futuros poderdo determinar se a mesma sequéncia de eventos estd envolvida na
sensibilizacdo dependente de tempo em paulistinhas.

No Experimento 4, os niveis telencefalicos de NO, também se mostraram
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elevados 30 minutos apds a exposicao a SA. De forma similar, o tratamento com L-
NAME nesse intervalo bloqueou a sensibilizacdo da escototaxia e da avaliagao de risco,
mas nao do nado erratico ou da tigmotaxia. Em peixes, o tratamento com L-NAME apos
o treino bloqueia a consolidacdo da memoria de esquiva ativa (XU et al., 2007, 2009),
sugerindo participagdo desse gasotransmissor na consolidacdo de modifica¢des de longo
prazo de respostas aversivas. A atividade NOérgica iniciada apds a exposi¢do a SA
participa na consolidacdo das respostas sensibilizadas em paulistinhas. A falta de efeito
do L-NAME sobre o nado errdtico ou a tigmotaxia sugere que as mudancas nessas
variaveis sao mediadas por mecanismos separados e parcialmente independentes. O
nado erratico agrupa-se com a avaliagdo de risco em andlise multivariada, enquanto a
tigmotaxia agrupa-se com a escototaxia (MAXIMINO et al., 2014c), sugerindo um
substrato comum que pode ser diferencialmente afetado pelo sistema NO¢érgico.

Ainda no Experimento 4, os niveis telencefalicos de NO, permaneceram
elevados 90 minutos apos a exposicdo a SA. Curiosamente, o bloqueio das NOS nesse
intervalo de tempo ndo ¢ capaz de bloquear a sensibilizacdo da escototaxia, mas
bloqueia a sensibilizagdo da avaliacdo de risco, nado erratico e tigmotaxia. Esses
resultados sugerem que o NO opera na consolidagdo em diferentes cursos temporais e
através de diferentes mecanismos. Assim, a sensibilizagdo da escototaxia pelo sistema
NOérgico apresenta uma janela mais “curta”, ocorrendo nos primeiros momentos apds o
evento traumatico; a sensibilizacdo das outras varidveis parece se estender por uma
janela mais longa, e o intervalo de 90 minutos apds o estresse ¢ critico para a
sensibilizacdo do nado erratico e da tigmotaxia.

Os mecanismos neurais da contribui¢ao do NO aos efeitos sensibilizados da SA
sao desconhecidos, e podem nao se limitar ao telencéfalo limbico; ainda assim, os
resultados dos Experimentos 4 e¢ 5 sugerem alguns mecanismos. A sinalizagdo
glutamatérgica na amigdala basolateral (homologa ao Dm em mamiferos) tem papel
importante na iniciacdo dos efeitos de longo prazo do estresse predatorio em roedores
(ADAMEC; BLUNDELL; BURTON, 2005; BLUNDELL; ADAMEC; BURTON,
2005; BLUNDELL; ADAMEC, 2007). Essa sinalizacdo nao se sustenta por todo o
periodo de incubagdo; apesar dos niveis de glutamato voltarem ao normal ap6s um

periodo de tempo, a ativacao da via NMDA-NO inicia eventos de metaplasticidade que
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devem, em ultima instancia, aumentar a responsividade dessas regides a estimulos
estressores (RAO et al., 2009). Elevagdes sustentadas na transmissdo NOérgica também
parecem estar envolvidos na sensibilizagdo dependente de tempo em roedores
(HARVEY et al., 2004, 2005). O sistema NO¢érgico da amigdala/Dm também estd
envolvido no condicionamento aversivo em peixes e roedores (OTA et al., 2008; XU et
al., 2009), e uma via NO-GMPc aumenta a excitabilidade de neurdnios nessa regido em
roedores (OTA et al., 2008). Assim, os resultados sugerem que o NO pode facilitar
mudancas de longo prazo na func¢do do telencéfalo limbico, resultando em
responsividade aumentada a estimulos estressores. Se circuitos diferentes dentro de uma
mesma estrutura (p. ex., neurdnios glutamatérgicos vs. GABAérgicos no Dm) ou se
regides diferentes estdo envolvidas (p. ex., Dm vs. DI) nos efeitos sobre escototaxia e
avaliagdo de risco, por um lado, e nado errdtico e tigmotaxia, por outro, ¢ base para

investigacao futura.

7. Conclusoes

* Em animais do fenotipo shortfin, a exposi¢do a substancia de alarme sensibiliza
0o comportamento tipo-ansiedade e produz hiperexcitabilidade em animais
testados 24 h apo6s o estresse;

* A preferéncia por escuriddo ¢ mais sensibilizada em animais do fendtipo longfin
do que do fendtipo shortfin,

* A aplicagdo de Critérios Comportamentais de Corte demonstra diferencas
individuais na responsividade de animais da linhagem longfin;

* A substancia de alarme eleva o glutamato extracelular no telencéfalo 0 e 30
minutos apos exposicao;

* Os niveis teciduais de nitrito sao elevados 0, 30 ¢ 90 minutos e 24 horas apos
exposi¢do a substancia de alarme;

* O NO e¢/ou seus metabdlitos estdo envolvidos na consolidagdo, mas nao na

iniciacdo da sensibilizacdo dependente de tempo.
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