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RESUMO 

 

A amígdala é uma das principais regiões encefálicas envolvidas no transtorno de estresse pós-

traumático (TEPT) e desempenha um papel importante nos circuitos neuronais de medo, 

ansiedade e respostas emocionais. Estudos de imagem demonstraram que a amígdala 

apresenta função anormal em pacientes com TEPT. Além disso, alterações na plasticidade 

sináptica têm sido associadas a distúrbios psiquiátricos e estudos anteriores demonstram que 

alterações na morfologia da amígdala, especialmente em neurônios da amígdala basolateral 

(BLA), estão relacionadas ao medo e à ansiedade em modelos animais de distúrbios 

relacionados ao estresse. Como uma parte dos indivíduos expostos a um evento traumático 

desenvolvem TEPT, os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos iniciais do TEPT no 

metabolismo da glicose na amígdala e analisar as possíveis alterações na plasticidade dos 

espinhos dendríticos da BLA em animais com diferentes níveis de resposta comportamental. 

O choque inescapável único foi utilizado como modelo experimental de TEPT e os animais 

foram classificados de acordo com a duração do seu comportamento de medo em grupos 

distintos: “extreme behavior response” (EBR) e “minimal behavior response” (MBR).  

Avaliamos o metabolismo basal da glicose (antes do protocolo estressor) e imediatamente 

após o lembrete situacional através da técnica de microPET-CT e 18F-FDG. Os espinhos 

dendríticos da BLA foram analisados quanto ao número, densidade, forma, morfologia e 

parâmetros quantitativos relacionados ao comprimento do espinho (CE), comprimento do 

pescoço (CP), diametro da cabeça (DC) e diametro do pescoço (DP) na mesma população. 

Nossos resultados mostram que os animais classificados como EBR exibiram maior 

comportamento de medo e um aumento na densidade dos espinhos dendríticos proximais nos 

neurônios da BLA. O metabolismo da glicose na amígdala, a morfologia e os parametros 

morfométricos analisados não apresentaram diferenças significativas. Nossos resultados 

demonstram que a resposta comportamental extrema provocada por este protocolo de TEPT 

pode induzir um aumento imediato na densidade de espinhos dendríticos na BLA, que não 

está associado com alterações na morfologia dos espinhos dendríticos, tampouco com 

alteraçoes metabólicas na BLA de ratos Wistar. 

 

Palavras-chave: TEPT, amígdala, espinhos dendríticos, 18F-FDG, microPET 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Amygdala is one of the main regions involved in posttraumatic stress disorder (PTSD) and 

plays an important role in the neuronal circuits for fear and anxiety and emotional reactivities. 

Previous imaging research reported abnormal amygdala function in patients with PTSD. In 

addition, alterations in synaptic plasticity have been associated with psychiatric disorders and 

previous reports have indicated alterations in the amygdala morphology, especially in 

basolateral (BLA) neurons, are related to fear and anxiety in animal models of stress-related 

disorders. Since, some individuals exposed to a traumatic event develop PTSD, the goals of 

this study were to evaluate the early effects of PTSD on amygdala glucose metabolism and 

analyze the possible BLA dendritic spine plasticity in animals with different levels of 

behavioral response. We employed the inescapable footshock protocol as an experimental 

model of PTSD and the animals were classified according to the duration of their freezing 

behavior into distinct groups: “extreme behavioral response” (EBR) and “minimal behavioral 

response” (MBR). We evaluated the amygdala glucose metabolism at baseline (before the 

stress protocol) and immediately after the situational reminder using the microPET-CT and 

18F-FDG. The BLA dendritic spines were analyzed according to their number, density, shape, 

morphology and quantitative parameters related to the spine length (SL), neck length (NL), 

head diameter (HD) and neck diameter (ND) in the same population. Our results show that 

animals classified as EBR exhibited longer freezing behavior and an increase in the proximal 

spine density of BLA neurons. Amygdala glucose metabolism, dendritic morphology and 

morphometric parameters showed no significant differences. Our results show that the 

extreme behavior response induced by this PTSD protocol can induce an early increase in 

BLA spine density, which is unassociated with either morphological changes in spines or 

metabolic changes in amygdala in Wistar rats. 

 

Keywords: PTSD, amygdala, dendritic spines, 18F-FDG, microPET 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ESTRESSE 

O conceito de estresse na fisiologia surgiu em 1936 quando Hans Selye o definiu 

como “a resposta não específica do corpo a qualquer demanda física”. Segundo Selye, 

estressores são definidos como desafios específicos que causam a resposta fisiológica ao 

estresse (Selye, 1936), podendo ser classificados como físicos, psicológicos, ou sociais 

(Bartolomucci, 2007). 

Estressores agudos são capazes de gerar respostas fisiológicas e comportamentais 

adaptativas, no intuito de reestabelecer a homeostase do organismo. Entretanto, a exposição 

repetida ou crônica a esses estressores pode resultar em alterações inadequadas dos sistemas 

biológicos (Reber, 2012; Sapolsky et al., 1986b; Dhabhar and McEwen, 1996; McEwen and 

Seeman, 1999; Dhabhar, 2002; McEwen, 2004). 

As respostas neuroendócrinas após um estímulo estressor são consideradas 

importantes mecanismos de sobrevivência do organismo. A percepção de um estressor 

ocasiona a ativação do sistema nervoso simpático (SNS) que, de forma rápida, libera 

adrenalina para a circulação sanguínea através da porção medular da suprarrenal (Reber 

2012). Níveis elevados de adrenalina na circulação têm como resultado a mobilização de 

energia para manter as funções encefálicas e musculares, a atenção aguçada e focada da 

ameaça percebida, o aumento das taxas de perfusão encefálica e da utilização da glicose 

encefálica, o aumento da função cardiovascular e da respiração, a redistribuição do fluxo 

sanguíneo, a diminuição do apetite, entre outros (Carrasco e Van de Kar 2003). 

 A percepção de um estressor pelo encéfalo também leva a ativação do eixo 

hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA). Quando uma ameaça é percebida, o hipotálamo produz o 

hormônio liberador de corticotrofina (CRH), que interage com a adenohipófise, levando à 

secreção do hormônio adrenocorticotrópico (ACTH). O ACTH, por sua vez, estimula a 

glândula adrenal a produzir glicocorticoides (cortisol em humanos e corticosterona em 

roedores) (Raymond et al, 2017). A atividade do eixo HPA é regulada por feedbacks 

negativos, no qual os glicocorticóides regulam a liberação de ACTH e CRH. Uma vez que o 

estressor percebido diminui, o feedback negativo é desencadeado para “desligar” o eixo HPA 

e retornar ao ponto homeostático (Lupien et al, 2009) (Fig1). 
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Efeitos relacionados ao estresse são encontrados no sistema nervoso central (SNC), 

como alterações nos neurotransmissores, na plasticidade sináptica, na atividade neuronal e na 

morfologia das células, o que pode influenciar em funções cognitivas como aprendizagem e 

memória (Kim et al., 2015). Ademais, sabe-se que os glicocorticoides, quando expostos de 

forma prolongada ao organismo, podem desencadear prejuízos fisiológicos, bem como 

aumentar a susceptibilidade para desenvolver doenças neuropsiquiátricas (Musazzi et al., 

2010; Tsigos e Chrousos 2002).  

 

Figura 1. Desenho esquemático demonstrando o eixo HPA. (GR: receptor glicocorticoide, MR: 

receptor mineralocorticoide, CRH: hormônio liberador de corticotrofina, ACTH: hormônio adrenocorticotrópico) 

(Adaptado de Lupien et al, 2009). 

 

Uma das formas como o organismo lida com o estresse depende das respostas do 

eixo HPA, do SNA, intestino, rins, sistema imune e seus biomediadores (cortisol, 

neurotransmissores simpáticos e parassimpáticos e citocinas). Ajustes destes sistemas 

biológicos podem ser adaptativos em curto prazo (alostase) ou mal adaptativos em longo 

prazo (carga alostática), resultando em doenças (McEwen, 2006, 2011). 
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1.2 O TRANSTORNO DE ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO (TEPT) 

 O transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) é uma condição psiquiátrica que pode 

se desenvolver após a exposição à um evento traumático, gerando sintomas característicos. É 

um transtorno classificado na categoria de “transtornos relacionados a trauma e a estressores” 

pelo Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical 

Manual of Mental Disorders - DSM-5). São consideradas situações traumáticas a exposição à 

morte ou ameaça de morte, ferimentos graves ou violência sexual. Não apenas a exposição 

direta ao trauma pode levar ao desenvolvimento de TEPT, mas testemunhar o evento 

ocorrido, vivenciar a notícia de que o evento traumático ocorreu a um familiar ou amigo 

próximo e a exposição extrema ou repetida aos detalhes aversivos do evento também podem 

constituir uma experiência traumatogênica (Liberzon et al, 2005; American PA, 2013). 

 O DSM-5 define ainda os critérios que devem embasar o diagnóstico de TEPT: 

1- Revivência recorrente, involuntária e intrusiva do evento através de memórias, 

pesadelos e reações dissociativas (“flashbacks”); 

2- Sofrimento psicológico intenso ou reatividade fisiológica quando o individuo é 

exposto a situações que relembram o evento traumático; 

3- Fuga persistente de estímulos associados ao trauma como memórias, pensamentos, 

sentimentos, pessoas, lugares, entre outros; 

4- Mudanças negativas na cognição e humor como amnésia dissociativa, emoções 

negativas, sentimento de culpa e isolamento social, perda de interesse em 

atividades antes prazerosas e incapacidade de sentir emoções positivas; 

5- Aumento da irritabilidade, comportamento imprudente ou autodestrutivo, insônia e 

diminuição da capacidade de concentração; 

6- Resposta exagerada ao susto e hipervigilância; 

Alguns indivíduos podem apresentar, além dos critérios mencionados, um subtipo no 

qual são encontrados sintomas como despersonalização (sentimento de distanciamento do 

próprio corpo) ou desrealização (sentimento de distanciamento do mundo ao redor).   

 Estes sintomas devem aparecer após a ocorrência do evento traumático e persistirem 

por mais de um mês. Além disso, os sintomas devem causar alterações clínicas, afetando 

substancialmente a vida social, ocupacional e funcional do indivíduo, sem estarem associados 

a outros fatores como o uso de substâncias ou outra condição médica. 
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 Dados epidemiológicos mostram que o TEPT tem uma prevalência de 1.3% a 12.2%, 

dependendo da população estudada. Índices maiores são encontrados entre pessoas 

socialmente desfavorecidas, pessoas mais jovens, mulheres, militares, policiais, bombeiros e 

socorristas (Karam et al, 2014; American PA, 200, 2013; Hoge et al, 2014, 2016; Shalev et al, 

2017). Além disso, o TEPT tem uma alta taxa de comorbidade com outras doenças e causa 

uma incapacidade substancial nas esferas sociais, ocupacionais e interpessoais (Yehuda et al, 

2002, Pietrzak et al, 2011, Shalev et al, 2017). 

Nem todos os indivíduos expostos a eventos traumáticos desenvolvem TEPT (Kessler, 

1995; Santiago, 2013). Algumas pessoas tendem a ser mais resilientes, ou seja, apesar de 

expostas a adversidades psicológicas ou físicas, não desenvolvem doenças (Charney, 2004). A 

resiliência é um processo dinâmico, que pode apresentar uma trajetória na qual a saúde mental 

permanece estável durante e após um evento traumático, ou ainda, consiste em distúrbios 

temporários que são seguidos por uma recuperação relativamente rápida e bem-sucedida 

(Kalisch et. al, 2015).  A neurobiologia individual, bem como experiências passadas, fatores 

genéticos e microbioma estão entre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da 

doença (Heim and Nemeroff 2001; Mitra et al. 2005; Diehl et al. 2007; McEwen 2008; 

Adamec et al. 2012; Luczynski et al. 2016; Malan-Muller et al. 2018). 

 

1.3 RELAÇÃO ENTRE ALTERAÇÕES COMPORTAMENTAIS EM HUMANOS E 

EM MODELOS ANIMAIS DE TEPT 

 Os modelos animais de TEPT podem gerar sintomas comportamentais que são 

associados aos sintomas observados em humanos, como por exemplo: 

 

1- O medo condicionado ao contexto (como quando o animal é exposto a um 

lembrete situacional), pode representar os sintomas de revivência do trauma;  

2- A redução da exploração verificada nos modelos animais de TEPT pode 

representar os sintomas de neofobia e fuga às situações relacionadas a memória 

aversiva; 

3- Diminuição na resposta por recompensas e alterações no medo condicionado 

podem ser relacionadas com alterações emocionais e na cognição; 

4- Um estímulo sonoro é capaz de provocar uma resposta exagerada ao susto, 

podendo representar o sintoma de hipervigilância; 
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 Dentre esses sintomas, o susto e medo condicionado são, provavelmente, as analogias 

mais diretas e, portanto, mais extensivamente estudadas nos modelos animais de TEPT 

(Liberzon et al., 2005; Török et al, 2018).  

 

1.4 PROTOCOLO DE INDUÇÃO DE TEPT EM ROEDORES 

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos a fim de mimetizar os efeitos 

fisiológicos, psicológicos e comportamentais encontrados em doenças relacionadas ao 

estresse em humanos, como o TEPT e a depressão. Os protocolos variam em intensidade, 

duração e tipo de estressor, sendo uma ferramenta necessária para compreender os 

mecanismos neurais e biológicos envolvidos, os aspectos que contribuem para o 

desenvolvimento das patologias, bem como o desenvolvimento de possíveis compostos 

terapêuticos. Os modelos de estresse em roedores utilizam estressores fisiológicos ou 

psicológicos, podendo ser de exposição breve a um estressor agudo ou a uma sucessão de 

diferentes estímulos estressores durante semanas, caracterizando assim o estresse crônico 

(Schoner et al, 2017; Borghans and Homberg, 2015).  

Dentre os modelos experimentais de estresse mais utilizados na pesquisa estão a 

sensibilização dependente do tempo (Antelman, 1998), trauma subaquático (Richter-levin, 

1998), estresse de restrição e estresse prolongado único (Liberzon, 1997), estresse baseado em 

predadores (Blanchard 1998), estresse na infância (Kalinichev, 2002), estresse social (Pizarro, 

2004), isolamento (Kim JW, 1996), suspensão pela cauda (Steru, 1985), e choque nas patas 

(Van Dijken HH, 1992) (Schoner et al, 2017; Borghans & Homberg, 2015). 

O choque elétrico nas patas é um estressor que possui componentes físicos e 

emocionais, que consiste em choques de intensidade e duração variáveis e controladas em um 

aparato com piso composto de barras eletrificadas. Este modelo estressor é capaz de gerar 

alterações comportamentais e neuroquímicas que refletem sintomas de doenças relacionadas 

ao estresse em humanos (Bali & Jaggi, 2015). Nesse aspecto, o modelo específico de choque 

inescapável único (CIU) é um protocolo de estresse traumático, no qual os roedores são 

submetidos a um único episódio de choque nas patas, onde não há possibilidade de escapar 

(Liberzon et al., 2005). Esse protocolo gera sintomas que estão associados a distúrbios 

relacionados ao medo e ansiedade, porém não afeta todos os roedores (Saur, 2017).  

Após o protocolo de CIU, estudos constataram o aumento da ansiedade (Diehl et al., 

2007) e do medo condicionado ao contexto (Maier 1990, Diehl et al., 2007), o aumento da 

neofobia (Job e Barnes 1995), a redução da interação social (Short e Maier 1993), a 

diminuição no comportamento exploratório e a diminuição do consumo de alimentos 
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saborosos (Griffiths et al., 1992, Krolow et al., 2013), demonstrando assim que esse protocolo 

é capaz de produzir alterações sobre o comportamento e a fisiologia dos animais. 

Tendo em vista que o protocolo do CIU gera diferentes graus de resposta 

comportamental nos roedores (Saur, 2017), este protocolo torna-se um excelente modelo para 

avaliar as bases metabólicas e morfofisiológicas em um modelo animal de TEPT. 

 

1.5 RELAÇÃO ENTRE O TEPT E A AMÍGDALA 

 O encéfalo está envolvido nas respostas ao estresse, de forma a determinar o que é 

considerado uma ameaça, regular as respostas fisiológicas, comportamentais, cognitivas e 

emocionais, além de alterar sua plasticidade de uma forma adaptativa ou mal adaptativa frente 

a estímulos estressores (McEwen, 2011). 

A amigdala é uma das principais regiões envolvidas no TEPT e estudos demonstram 

que a responsividade da amigdala parece ser positivamente correlacionada com os sintomas 

do TEPT (Akshaya et al, 2017; Tovote et al. 2015). 

Essa região faz parte do sistema límbico e apresenta fundamental importância na 

memória emocional (Han et al., 2014; Harding et al., 2002; Fenster et al. 2018). Estudos 

comprovam que a amigdala está associada ao circuito neural do estresse e está envolvida na 

codificação e recuperação das memórias de medo condicionado, bem como na modulação dos 

comportamentos de ansiedade (Shekhar et al., 2005; Ebner et al., 2004; Carter et al., 2004; 

Davis 2006; Roozendaal e McGaugh 1996). 

Estudos morfométricos em humanos com TEPT apresentaram resultados distintos em 

relação ao volume da amigdala. Foram encontrados aumento (Kuo et al., 2012), diminuição 

(Weninger et al., 2008; Morey et al., 2012) ou nenhuma alteração (Bremner et al., 1997; 

Lindauer et al., 2004; Lindauer et al., 2005; Schmahl et al., 2009). Ademais, Veer e 

colaboradores (2015) constataram uma diminuição (que pode ser originada nos núcleos 

basolateral e medial da amígdala) apenas no volume da amigdala direita de pacientes com 

TEPT. Em veteranos de guerra, um estudo sugeriu que essa redução do volume da amigdala 

direita estaria relacionada aos sintomas de ansiedade e excitação nesses indivíduos (Pietrzak 

et al., 2015). Além disso, quando pacientes com TEPT foram expostos a apresentações visuais 

ou auditivas relacionadas ao trauma, houve um aumento no fluxo sanguíneo na amigdala, 

indicando uma hiperresponsividade dessa região nesses pacientes (Liberzon et al, 1999; Shin 

et al., 2004b).  

Em relação ao metabolismo da glicose em humanos e em modelos animais de TEPT, 

os dados são paradoxais. Por exemplo, foi relatado aumento (Yehuda et al., 2009; Ramage et 
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al., 2016; Zhu et al., 2016), diminuição (Buchsbaum et al., 2015; Stocker et al., 2014; Yehuda 

et al., 2009) e nenhuma alteração (Molina et al., 2010; Saur et al, 2017) no metabolismo da 

glicose em diferentes núcleos da amígdala. 

1.6 TEPT E ESPINHOS DENDRÍTICOS 

Há mais de um século atrás, Santiago Ramón y Cajal demonstrou a existência de 

pequenas protusões que cobriam os dendritos das células de Purkinje no cerebelo, 

denominando-as de espinhos dendríticos. Ele revelou que estes espinhos serviam para 

aumentar a área superficial dos dendritos, aumentando assim sua capacidade de receber 

impulsos sinápticos. Ademais, demonstrou que estavam presentes em várias regiões 

encefálicas e subtipos neuronais, além de serem relativamente consistentes entre as espécies 

(Ramón y Cajal 1888, 1899, Gipson & Olive, 2017). 

 Os espinhos dendríticos são estruturas especializadas de conectividade neuronal e 

sinalização no sistema nervoso, sendo estruturas altamente dinâmicas e com alta plasticidade, 

podendo alterar sua morfologia, número, densidade e motilidade em prazos relativamente 

curtos. Em relação a sua estrutura, geralmente consistem de uma cabeça (que recebe 

principalmente estímulos sinápticos excitatórios), ligada a um pescoço que emana do eixo do 

dendrito, podendo haver mais de 100.000 espinhos dendríticos em um único neurônio (Harris 

& Spacek, 2016; Yuste, 2010; Gipson & Olive, 2017) (Fig. 2). 

 

Figura 2. Desenho ilustrando um espinho dendrítico. A cabeça e o pescoço são formadas por 

citoesqueleto de actina, que remodela o espinho durante a plasticidade sináptica. Na densidade pós-sinaptica 

(PSD), receptores ionotrópicos e metabotrópicos são continuamente inseridos ou retraídos (Retirado de Gipson 

& Olive, 2017). 

Com base na sua morfologia, os espinhos podem ser classificados em: 1) Filopódio 

(não apresenta cabeça definida, é fino e comprido, considerado uma forma ‘imatura’); 2) Fino 

(apresenta pescoço fino e pode não ter uma cabeça bem definida); 3) Achatado/espesso (não 

apresenta pescoço diferenciado e se mostra como uma elevação a partir do contorno 
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dendrítico); 4) do tipo “cogumelo” (como se depreende da sua nomenclatura e que parece ser 

o espinho mais estável em termos de mudanças numéricas e contatos sinápticos duradouros) e 

5) Ramificado (um pescoço pode dar origem a mais de uma cabeça de espinho) (Hering; 

Sheng, 2001; Marcuzzo, 2006, Fig.3). 

 

Figura 3. Desenho esquemático demonstrando as diferentes classificações dos espinhos dentriticos 

baseados na sua morfologia (adaptado de Hering & Sheng, 2001 e reproduzida de Marcuzzo, 2006). 

 

Além disso, o formato e o tamanho dos espinhos também possuem influência na 

conectividade neuronal. Espinhos finos são menores, representam estruturas plásticas e são 

considerados “espinhos de aprendizagem”, enquanto espinhos do tipo cogumelo são mais 

estáveis, possuem uma maior densidade pós-sináptica e estão associados com sinapses mais 

fortes (Bourne & Harris, 2007; Sousa, 2012; Leuner and Shors, 2012). 

Estímulos internos ou externos podem influenciar a densidade e a morfologia dos 

espinhos dendríticos (Radley, 2008; Mitra, 2005). O fortalecimento sináptico e a potenciação 

de longa duração (do inglês: long-term potentiation, ou LTP) estão associados a um aumento 

na densidade dos espinhos e/ou aumento no diâmetro da cabeça dos espinhos, enquanto o 

enfraquecimento sináptico induzido pela depressão de longa duração (do inglês: long-term 

depression, ou LTD) se associa com a retração dos mesmos. (Alvarez and Sabatini, 2007; 

Roo,2008a; Sala and Segal, 2014; Segal, 2005; van der Zee, 2015; Nagerl et al.2004; Oh et al. 

2013; Wang et al. 2007; Zhou et al. 2004; Gipson & Olive, 2017). Ademais, o número de 

espinhos por segmento dendrítico (densidade por µm dendrítico) tem servido para estimar a 

maior ou menor ocorrência de sinapses (Woolley; McEwen, 1993). 

Estudos recentes têm demonstrado que alterações na função sináptica (liberação de 

glutamato, transmissão/plasticidade sináptica) e na neuroarquitetura (morfologia e densidade 

de espinhos dendríticos) estão intimamente relacionadas a doenças relacionadas ao estresse, 

incluindo o TEPT (Patel, 2018; Ross, 2018; Musazzi, 2018; Csabai, 2018; Zhang, 2018; Shu, 
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2017; Dong, 2018). Além disso, alterações na morfologia da amigdala basolateral (BLA) 

estão relacionadas ao medo e à ansiedade em modelos animais de distúrbios de estresse (Mitra 

et al, 2009; Adamec et al, 2012). 

Dessa forma, o estudo dos espinhos dendríticos pode fornecer evidências sobre as 

bases morfológicas, estruturais e funcionais do SNC sob diferentes condições experimentais, 

inclusive em patologias como o TEPT.    

1.7 MICRO TOMOGRAFIA POR EMISSÃO DE PÓSITRONS (MICRO PET-CT) 

 A tomografia computadorizada por emissão de pósitrons (PET) é uma técnica de 

medicina nuclear não invasiva que permite analisar processos fisiológicos e bioquímicos in 

vivo. A tomografia por emissão de pósitrons em pequenos animais (microPET-CT) funciona 

da mesma maneira que a PET com alta resolução, com voxel de aproximadamente 1mm³, e 

sua utilização fornece dados acerca da quantificação dos processos fisiológicos e bioquímicos 

no organismo vivo, tendo significativa importância em estudos pré-clínicos de doenças 

neurodegenerativas e distúrbios neuropsiquiátricos (Virdee et al., 2012; Lancelot e Zimmer 

2010). 

 A microPET utiliza traçadores conjugados com radionuclídeos emissores de 

pósitrons, formando os radio-traçadores. Os radio-traçadores são administrados 

intravenosamente e seguem a distribuição normal da molécula marcada acumulando-se em 

diferentes áreas do corpo de acordo com sua farmacodinâmica. A atividade metabólica das 

regiões anatômicas em animais de pequeno porte é mapeada através do microPET-CT com a 

utilização de 18F-fluorodeoxoglicose (
18

F-FDG). A FDG é uma molécula análoga de glicose e 

seu uso como marcador metabólico permite identificar a distribuição da sua captação em 

diferentes regiões encefálicas de roedores in vivo (Virdee et al., 2012; Lancelot e Zimmer 

2010; Baptista et al., 2015). 

Assim, essa técnica diminui a quantidade de animais necessários para a pesquisa, 

pois permite desenvolver estudos longitudinais com o mesmo animal. Dessa forma, cada 

animal serve como seu próprio controle, sendo relevante o uso do microPET para estudos que 

objetivam comparar o metabolismo de um mesmo animal, anteriormente e posteriormente aos 

protocolos experimentais. 
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2    JUSTIFICATIVA 

 

A forma como o organismo responde ao estresse varia entre os indivíduos, enquanto 

alguns são mais vulneráveis a desenvolver doenças neuropsicológicas, outros possuem uma 

maior resiliência. Estima-se que em toda a população mundial, uma porcentagem de 50% a 

90% sofrerá exposição a algum evento traumático durante sua vida (Chang et al., 2017; 

Kessler et al., 1995; Breslau et al., 1998) e que aproximadamente 7 a 8% dessas pessoas 

desenvolverão doenças como o TEPT (Chang et al., 2017; Kessler et al., 1995).  

O contexto da atual vida urbana, associado ao crescimento da violência, aumento dos 

assaltos e sequestros e da alta taxa de acidentes automobilísticos, promove um ambiente 

favorável para o desenvolvimento de doenças associadas ao estresse. Dessa maneira, conhecer 

as bases metabólicas e morfofisiológicas que estão potencialmente envolvidas na resiliência 

ou susceptibilidade pode abrir caminhos para identificar os fatores de risco biológicos que 

tornam determinados indivíduos especialmente vulneráveis a transtornos relacionados ao 

estresse, bem como aprimorar métodos de prevenção e tratamento de distúrbios 

neuropsiquiátricos como o TEPT.  
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3   OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo tem como objetivo avaliar as possíveis alterações metabólicas e 

morfofuncionais da amigdala de ratos Wistar submetidos ao protocolo de estresse pós-

traumático (TEPT). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

No intuito de alcançar o objetivo geral foram realizados no presente estudo: 

a) A indução do estresse através do choque inescapável único (CIU) e separação 

dos grupos em: “Minimal behavior response” (MBR) ou “Extreme behavior response” 

(EBR), de acordo com a duração do tempo de freezing dos animais; 

b) Análise do metabolismo de glicose da amigdala com uso da técnica de 

microPET-CT, com 18F-FDG como marcador metabólico; 

c) Avaliação da densidade, morfologia e parâmetros quantitativos dos espinhos 

dendríticos na região da amigdala basolateral (BLA). 
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Abstract 

  

Imaging studies have shown abnormal amygdala function in patients with 

posttraumatic stress disorder (PTSD). In addition, alterations in synaptic plasticity have been 

associated with psychiatric disorders and previous reports have indicated alterations in the 

amygdala morphology, especially in basolateral (BLA) neurons, are associated to stress-

related disorders. Since, some individuals exposed to a traumatic event develop PTSD, the 

goals of this study were to evaluate the early effects of PTSD on amygdala glucose 

metabolism and analyze the possible BLA dendritic spine plasticity in animals with different 

levels of behavioral response. We employed the inescapable footshock protocol as an 

experimental model of PTSD and the animals were classified according to the duration of 

their freezing behavior into distinct groups: “extreme behavioral response” (EBR) and 

“minimal behavioral response” (MBR). We evaluated the amygdala glucose metabolism at 

,baseline (before the stress protocol) and immediately after the situational reminder using the 

microPET-CT and 18F-FDG. The BLA dendritic spines were analyzed according to their 

number, density, shape, morphology and morphometric parameters. Our results show that 

animals classified as EBR exhibited longer freezing behavior and an increase in the proximal 

spine density of BLA neurons. Amygdala glucose metabolism, dendritic morphology and 

morphometric parameters showed no significant differences. Our results show that the 

extreme behavior response induced by this PTSD protocol can induce an early increase in 

BLA spine density, which is unassociated with either morphological changes in spines or 

metabolic changes in amygdala in Wistar rats. 

 

Keywords:  PTSD, amygdala, dendritic spines, 18F-FDG
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Introduction 

According to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM-5), 

Posttraumatic stress disorder (PTSD) is a psychiatric condition classified in the “Trauma and 

Stressor-Related Disorders” category (American PA 2013). PTSD is a debilitating disorder 

that develops after exposure to a traumatic event which involves threatened death, serious 

injury or sexual violence. The psychophysiological symptoms of PTSD are associated with 

the traumatic event and include avoidance, negative thoughts and mood and alterations in 

arousal and reactivity. These symptoms persist more than a month and cause significant 

impairment in patients’ lives (American PA 2013; Shalev et al. 2017). In addition, DSM-5 

recognizes a dissociative subtype of PTSD, where patients present depersonalization and 

derealization in addition to the other classical symptoms.   

Epidemiological studies show a high prevalence of traumatic exposure in individuals 

over a lifetime (Kessler et al. 1995; Benjet et al. 2016), and some individuals, when 

confronted with severe traumatic events, develop PTSD (Kessler et al. 1995; Yehuda et al. 

2015). 

As in humans, animals also demonstrate individual differences in their response 

following stress. Animals submitted to the same protocol may show higher or lower levels of 

response to stress (Cohen et al. 2003, 2004; Bush et al. 2007). Thus, some studies have 

classified animals into distinct groups according to their behavior: animals that exhibit higher 

levels of stress and anxiety were classified as “EBR – extreme behavioral response” and those 

with lower responses were classified as “MBR – minimal behavioral response” (Cohen et al. 

2014; Saur et al. 2017). 

Amygdala is one of the main regions involved in PTSD and plays an important role in 

the neuronal circuits involved in fear, anxiety and emotional reactions (Tovote et al. 2015; 

Fenster et al. 2018). Indeed, some imaging studies reported abnormal amygdala function in 

patients with PTSD, showing an increase in amygdala response in these patients (Rauch et al. 

2000; Shin et al. 2005). 

The microPET-CT combined with 18F-FDG, a metabolic analogue glucose marker, is 

a non-invasive imaging technique widely used in both patients and rodent models of PTSD 

studies, which allows the quantification of encephalic glucose metabolism (Yehuda et al. 

2009; Lancelot and Zimmer 2010; Virdee et al. 2012; Zhu et al. 2016; Saur et al. 2017). 
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Evaluating the glucose metabolism at different moments of PTSD, such as during the 

traumatic event and when this event is remembered is a difficult task, thus, microPET-CT and 

18F-FDG can be useful to evaluate the activity of the amygdala at these different moments.  

Recent studies involving acute, subacute or chronic stress models have reported 

alterations in the synaptic function and neuroarchitecture that are associated to stress-related 

disorders (Shu and Xu 2017; Musazzi et al. 2018; Patel et al. 2018; Zhang et al. 2018). In 

addition, alterations in the morphology of the basolateral amygdala (BLA) neurons were 

found to be related to fear and anxiety in animal models (Vyas et al. 2002, 2004; Mitra and 

Sapolsky 2008; Mitra et al. 2009). 

Dendritic spines are highly plastic and can change their number, density and 

morphology in a relatively short time, according to different stimuli (Gipson and Olive 2017). 

These changes in spine density can affect synaptic function, since the number of spines is 

thought to be related to neuronal connectivity and excitability. In addition, the shape and size 

of the spines might also influence the neuronal connections, since thin spines are smaller, 

transient and considered “learning spines” whereas mushroom spines have more stability, 

greater postsynaptic density and are associated with stronger synapses (Bourne and Harris 

2007; Leuner and Shors 2013). Ramified spines can have functional microdomains in the 

same spine, while atypical spines represent transient forms at different stages of development 

(Chen and Sabatini 2012; Zancan et al. 2018). 

The aim of our study was to evaluate the early effects of PTSD on amygdala glucose 

metabolism using micro PET-CT and 18F-FDG and to analyze the number, density, shape, 

morphology and morphometric parameters of the BLA dendritic spines in the same 

population. For this purpose, we used the inescapable footshock protocol as an experimental 

model of PTSD and the animals were classified according to their individual behavioral 

response (duration of freezing behavior) into distinct groups: “extreme behavioral response” 

(EBR) and “minimal behavioral response” (MBR).  
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Material and Methods 

Animals 

Twenty-nine male, 3-month old Wistar rats were obtained from the Centro de 

Modelos Biológicos Experimentais (CEMBE) of the Pontifícia Universidade Católica do Rio 

Grande do Sul (PUCRS) and kept in standard laboratory conditions in the University`s 

facilities, with food and water ad libitum and a 12h light/dark cycle. Animals were divided 

into three groups, according to a previously defined behavioral criterion: 1- Control (n=7); 2- 

Minimal Behavioral Response (MBR, n=10) and 3- Extreme Behavioral Response (EBR, 

n=12). All experiments involving animals were approved by the University`s ethical 

committee (CEUA 8481/PUCRS) and were in accordance with the Guide for the Care and 

Use of Laboratory Animals adopted by the National Institute of Health (USA). All efforts 

were made to minimize animal suffering and the number of animals needed. 

Experimental model of PTSD (single inescapable footshock) 

The experimental model used in this study was based on previous research by Saur et 

al, 2017 (Saur et al. 2017). Briefly, a single inescapable footshock was used to induce an 

experimental model of PTSD. For the experiment, animals were individually placed in an 

apparatus which consists of a 50x25x25 cm box with a bronze grid floor. The animals were 

permitted to explore the apparatus for 2 minutes prior to receiving a 20-second, 1 mA 60Hz 

footshock. Animals in the control group were also placed in the apparatus but did not receive 

the footshock. This experimental model of PTSD is capable of generatimg symptoms that are 

associated with disturbances related to fear and anxiety, but does not affect all rodents 

equally. 

Situational reminder (SR) and group division  

One week after the protocol (Fig.1), animals were exposed to the situational reminder 

(SR) to evaluate the duration of freezing behavior, which is a measure of conditioned fear. To 

achieve this goal, animals were again placed in the same apparatus, but no shock was 

delivered. Two experienced researchers observed the animals in the apparatus for 2 minutes  

and measured the amount of time each animal exhibited freezing behavior. The animals were 

divided into three groups, according to the same cut-off behavioral criterion described by Saur 

et al, 2017 (Saur et al. 2017). They were classified in Extreme behavioral response (EBR), 
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Minimal behavioral response (MBR) or Control, according to the treatment and freezing 

period. 

18F-FDG MicroPET scan 

All the animals from the three experimental groups (EBR n=12, MBR n=10 and CTL 

n=7) were submitted to microPET /18F-FDG scanning at two different time points: On the 

first day of the experiments, to evaluate their basal metabolic activity in the amygdala, and on 

day 9, immediately after the SR (Fig.1). The microPET scanning procedure has been  

previously described in detail in other studies by our group (Baptista et al. 2015; Saur et al. 

2017). Initially, each animal received an injection of 18F-FDG (1 mCi, i.p.) with no 

anesthesia and, immediately after, they were submitted to the SR to evaluate the freezing 

behavior. Thereby, the encephalic uptake of the tracer occurred during the performance of the 

behavioral test. After the SR, the animals were returned to the home cage for an additional 30 

minutes to finalize the tracer uptake. After the uptake period, the animals were scanned over a 

period of 40 minutes, during which they were kept under inhalatory anesthesia (3-4% 

isoflurane and medical oxygen, and 2–3 % maintenance dose) and the body temperature was 

maintained at 36°C. We evaluated the 18F-FDG uptake in the amygdala and the results were 

expressed as the standard uptake value ratio (SUVR). 

Euthanasia and Histological procedures 

On day 10 (Fig.1), after the experiments, the animals were deeply anesthetized with 

sodium thiopental (100mg/kg) and lidocaine (4mg/kg) (i.p.) and transcardiac perfusion was 

performed using a peristaltic pump after an injection of 1 ml of heparin in the left ventricle of 

the animals. 250 ml of 1.5% formaldehyde diluted in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4) 

were perfused in each animal and the brains were gently removed from the skull and kept for 

one hour in the same fixative solution. Coronal brain sections (200 µm) of the basolateral 

amygdala (BLA) (Bregma-2.04mm to Bregma -2.76, Paxinos & Watson 2008, Fig.2a) were 

obtained using a vibrating microtome (VT 1000S, Leica, Germany). Fine-powdered 

fluorescent carbocyanine dye Dil (Molecular Probes, USA) was applied to the slices with the 

tip of a fine needle. Then the slices were covered with PBS and remained for 20 hours at room 

temperature (RT) to diffuse the Dil. 4% formaldehyde solution was used to postfix the slices 

during 30 min prior to being washed with PB. The slides were mounted with "Fluoromount 

G" ("antifading medium solution", refractive index = 1.4, Electron Microscopy, Sciences, 
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USA) and the images were acquired within the following week (Brusco et al. 2010; Rasia-

Filho 2010; Zancan et al. 2018). 

Image acquisition 

3D images of the neurons and their proximal dendritic spines were obtained from 6 

rats per group using a confocal microscope (Leica TCS SP8, Germany) with a plan 

apochromatic 63×/1.4 water-immersion objective lens. Spectral detectors were adjusted to 

capture 555 nm wavelength laser emissions. The z-stack acquisition was performed at 0.1 μm 

using a resolution of 1,024 × 1,024 pixels, providing a voxel size of approximately 55 × 55 × 

300 nm (Brusco et al. 2010; Zancan et al. 2018). Neurons were randomly selected for the 

study and had to follow several criteria such as: being within the boundaries of BLA and near 

the middle third of the section; have at least 40µm length dendrites; have high quality 

fluorescent dendrites and spines with well-defined borders and be relatively isolated from 

other cells to avoid “tangled” dendrites (Zancan et al. 2018). Both bitufted (Fig.2b) and 

stellate (Fig.2c) neurons fulfilling the inclusion criteria for further study were randomly 

chosen. From our samples, between 5 and 17 neurons per rat from each experimental group 

were analyzed, with one dendrite per neuron being imaged and the dendritic spines counted, 

classified and measured along the first 40µm of each dendrite. Some neurons were also 

studied even if their cell body could not be identified as bitufted or stellate due to overlapped 

images. Mean values were calculated for each rat prior to groups comparisons.  

 Histological analysis 

The images were analyzed using the Image Pro Plus 6.0 software. Data were collected 

on the morphology, density and morphometry of each spine (Rasia-Filho et al. 2004; de 

Castilhos et al. 2008; Zancan et al. 2017, 2018). Each acquired sequence of z stacks was 

summed and aligned to compose 3D images. The same sampling density for pixel size and z-

step advance and the same image acquisition procedures were performed for all experimental 

groups (Heck et al. 2012; Zancan et al. 2018). To analyze the spine shape and density, the 

images were enhanced by 200x and each spine was classified and counted by an experienced 

researcher. Morphological criteria based on the spine length (SL), neck length (NL), neck 

diameter (ND), head diameter (HD) and the number of protrusions from a single stalk were 

used to classify the spines in: (a) thin (when SL > HD and HD > ND), (b) mushroom-like 

(HD ≫ ND), (c) stubby/wide (HD > SL), (d) ramified (with a single stalk that branches in two 

heads) or (e) atypical (when showing a transitional aspect between classes or an unusual 



33 

 

shape not classified in the other classes (Harris et al. 1992; Arellano et al. 2007; Brusco et al. 

2010, 2014; Stewart et al. 2014; Dall’Oglio et al. 2015; Zancan et al. 2017, 2018). The spine 

density was calculated as the total number of spines (including all spine types) divided by the 

length of the dendrite studied. In addition, the number of each spine type was counted. 

Morphometric data (measured in micrometers) about the SL, NL, ND and HD were also 

obtained after further enhancing the 3D reconstructed images by 400x (Rasia-Filho et al. 

2004; Zancan et al. 2018). 

 

Statistical analysis 

The data regarding the dendritic spines and the 18F-FDG were first submitted to a 

two-way ANOVA test to compare the experimental groups, brain hemispheres and the 

interaction of these factors. Since no difference was found for the effect of hemispherical 

laterality or the interaction between factors, results from the right and left amygdala were 

pooled together and compared between groups. Thus, the data were analyzed using one-way 

ANOVA for the behavior test (freezing time), for the spine density, number of each spine type 

per group and their corresponding morphometric values. One-way ANOVA for repeated 

measures was used for the 18F-FDG analysis to evaluate interactions between the groups at 

two different time points. All analyses were followed by Tukey’s post hoc test and performed 

using the GraphPad Prism 5.0 software. The results are expressed as mean ± SEM and the 

results were considered significant when p≤0.05. 

 

Results 

The duration of freezing behavior measured during the SR are shown in Fig.3. The 

statistical analysis revealed that the inescapable footschock used as a PTSD inducing protocol 

showed a significant effect on the EBR group (p≤0.001) and on the MBR group (p≤0.01), as 

denoted by a longer duration of the freezing time when compared to the control group. 

Moreover, the animals from the EBR group remained more time in freezing when compared 

with animals from the MBR group (p≤0.001). Thus, we demonstrate that the PTSD inducing 

protocol is capable of generating fear behavior and does not affect all animals equally. 
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The glucose metabolism in the amygdala region analyzed by the mean 18F-FDG 

SUVR are shown in Fig.4. The animals were submitted to the microPET scanning at two 

different time points. On day 1, before the experimental procedures, to evaluate the basal 

metabolic activity and eight days after, to observe the effects of the PTSD protocol on the 

amygdala glucose metabolism during the SR. The one-way ANOVA for repeated measures 

showed no statistically significant differences in the 18F-FDG SUVRs between the groups. 

The number, size and shape of the dendritic spines in the BLA from all the 

experimental groups were studied (Fig. 5). The statistical analysis revealed a significant 

increase in the spine density, showing that the animals in the EBR group had more proximal 

dendritic spines when compared with the animals from the control group (p≤0.05) (Fig.6a). 

According to their classification, stubby/wide, thin and mushroom-like spines were the most 

common types found in the BLA neurons, although there was no statistically significant 

difference in the number of each type of spine between the groups (Fig.6b). Also, 

morphometric data about the spine length, neck length, head diameter and neck diameter did 

not differ in any spine type among the groups (Fig.7 a-d).  

 

Discussion 

In our study we show that, as observed in humans, animals can express individual 

differences in their behavioral responses when exposed to a situational trauma. The 

inescapable footshock protocol used to induce PTSD symptoms revealed that the animals 

were not equally affected, as shown by the different durations of freezing behavior.  

Our results demonstrate that animals classified in the EBR and MBR groups showed 

longer duration of freezing behavior when compared to the control group. Moreover, animals 

from the EBR group remained more time in freezing when compared with animals from the 

MBR group. These findings support previous reports which showed that stressed animals 

submitted to the same protocol can either remain unaffected or exhibit different levels of fear 

behavior (Cohen et al. 2003, 2004, 2014; Mitra et al. 2005; Saur et al. 2017), even in inbred 

lines (Krishnan et al. 2007). The reasons for this resilience or susceptibility remain unknow, 

although some studies suggest that the susceptibility to develop stress-related disease is 

associated with genetic factors, early life stress, past experience, microbiome and the 
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individual neurobiology (Heim and Nemeroff 2001; Mitra et al. 2005; Diehl et al. 2007; 

McEwen 2008; Adamec et al. 2012; Luczynski et al. 2016; Malan-Muller et al. 2018). 

 Our results show no alterations in the amygdala glucose metabolism between the 

experimental groups in either evaluations. Few studies have analyzed the encephalic 

metabolism in animal models of PTSD. A previous study by our research group shows a 

similar result 24 hours after the situational reminder, thus, these findings corroborate the idea 

that PTSD does not produce a significant change in amygdala metabolism immediately or  24 

hours after the situational reminder (Saur et al. 2017). Additionally, our findings are in 

accordance with a recent study using microPET/18F-FDG imaging which also reported 

unchanged amygdala glucose metabolism when comparing the animals’ baseline scans with 

the scans realized immediately after the fear conditioning procedure and one week later 

(Radford et al. 2018). On the other hand, a previous study, using a fear conditioning protocol 

which consisted of 10 sets of tones (30s, 75 dB) that co-terminated with a footshock (1s, 

0.5mA) showed an increase in amygdala metabolism after this stress protocol(Zhu et al. 

2016). It is possible that different stress intensities and frequencies, associated with an 

auditory stimulus might generate a more pronounced amygdala response and consequently an 

increase in amygdala glucose metabolism.   

In clinical research, several conflicting results have been reported regarding the 

amygdala metabolism in patients with PTSD. Studies evaluating 18F-FDG or cerebral blood 

flow (CBR) in this area show increased (Vermetten et al. 2007; Yehuda et al. 2009; Ramage et 

al. 2015), decreased (Yehuda et al. 2009; Stocker et al. 2014; Buchsbaum et al. 2015) and 

unaltered (Molina et al. 2010) glucose metabolism and CBR. These inconsistent findings may 

be due to the physiological complexity of PTSD and other factors should be considered such 

as the length of time since the onset of PTSD, different trauma type and severity and the 

distinct paradigms performed during the analyses (resting state, symptom provocation, 

trauma-related sensory stimuli).  

In our study, we analyzed number and morphology of dendritic spines from BLA 

neurons one day after a situational reminder.  We show that animals from the EBR group, 

which exhibit more pronounced fear behavior, have an increased number of proximal 

dendritic spines. Our result is in accordance with a previous study where animals with 

extreme PTSD-like behavioral disruption demonstrated an increase in spine density and in 

dendritic arborization of BLA pyramidal neurons (Cohen et al. 2014). Furthermore, other 
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studies evaluated the association between BLA neurons and emotional resilience and reported 

that individuals with more anxiety-like behaviors also showed higher BLA dendritic 

complexity and spine density (Mitra et al. 2009; Adamec et al. 2012; Hegde et al. 2017). 

In addition, these changes in spine density appear to be long-lasting, as shown in 

another study where animals submitted to a fear conditioning paradigm revealed an overall 

increase in the BLA spine density and neuronal hypertrophy, which persisted for more than a 

month following the initial fear learning, suggesting long-term effects on dendritic plasticity. 

Moreover, this study suggests that these morphological alterations can be reversed with 

extinction training (Heinrichs et al. 2013). Other paradigms, such as chronic stress (Vyas et al. 

2002, 2006; Mitra et al. 2005), stress hormones (Mitra and Sapolsky 2008), early life stress 

(Koe et al. 2016) and social stress (Patel et al. 2018) also revealed dendritic arborization and 

higher spine density in BLA neurons associated with anxiety-like behaviors. 

To the best of our knowledge, this is the first study to count the number of each spine 

type according to their morphology (as thin, mushroom, stubby/wide, ramified and atypical) 

and measure their morphometrical data regarding spine length (SL), neck length (NL), head 

diameter (HD) and neck diameter (ND) in the BLA of an animal model of PTSD. Considering 

the spine type, no statistical difference was found either in the number of each spine type 

between the groups or in any structural changes evaluated by the measured parameters of SL, 

NL, HD and ND. Thus, we suppose that the behavioral plasticity induced by our stress 

protocol is not associated with morphological changes in spines or metabolic changes in 

amygdala evaluated by 18F-FDG.  

 

Conclusions 

In conclusion, our study demonstrates that animals exposed to the same situational 

trauma can express individual differences in their behavior, showing more or less 

susceptibility to the stress situation. Animals that showed extreme behavioral response (EBR) 

also demonstrated an increase in proximal dendritic spine density from BLA neurons with no 

alterations in the shape or morphometric parameters of the spines and no metabolic changes in 

amygdala analyzed by 18F-FDG. We hope that our findings could help other researchers to 

understand the morphological bases of individual differences in the neurobiology underlying 

PTSD and other stress-related disorders. 
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Legends 

Fig. 1 Timeline depicting the experimental procedures 

Fig. 2 a Schematic diagram of a brain section showing the BLA (at −2.40 mm posterior to the 

bregma) marked in grey. Adapted from Paxinos and Watson Rat Brain Atlas (2008). b 

Digitalized image showing a BLA bitufted neuron. c Digitalized image showing a BLA 

stellate neuron 

Fig. 3 The duration of freezing behavior measured during the SR. Both EBR and MBR 

groups showed longer duration of freezing time when compared to the control group. 

Additionally, animals from the EBR group remained more time in freezing when compared 

with animals from the MBR group **p≤0.01, ***p ≤0.001 

Fig. 4 a 18F-FDG uptake in the amygdala region. The results are expressed as standard 

uptake value ratio (SUVR). b 18F-FDG rat template in coronal (top-left), sagittal (top-mid), 

and transverse (top-right) views and a microCT rat template in coronal (bottom-left), sagittal 

(bottom-mid), and transverse (bottom-right) views. The amygdala, outlined in purple, was 

defined using a ratROI-template based on Paxinos coordinates 

Fig. 5 Digitized fluorescent images of neurons labeled with DiI and reconstructed by confocal 

microscopy. Representative proximal dendritic branches showed pleomorphic spines in the 

basolateral amygdala of rats from control, MBR and EBR groups. Samples under higher 

magnification are shown on the right. s=stubby; t= thin; m=mushroom; w=wide  

Fig. 6 Values (mean ± SEM) for a the density of overall dendritic spines measured in the 

proximal 40µm and b the number of each dendritic spine type evaluated in the proximal 

40µm in the basolateral amygdala neurons (BLA) *p≤0.05 

Fig. 7 Morphometric data (mean ± SEM) regarding the a spine length, b head diameter, c 

neck length and d neck diameter measured in µm for the different spine types in the 

basolateral amygdala from each experimental group. Right-hand images exemplify each 

morphological parameter measured 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados deste estudo revelam que a resposta comportamental extrema induzida 

por um protocolo experimental de TEPT foi capaz de gerar um aumento imediato na 

densidade dos espinhos dendríticos em neurônios da amígdala basolateral de ratos Wistar, e 

que estas alterações não estão associadas com mudanças na morfologia e na morfometria dos 

espinhos, nem com alterações metabólicas destes animais. 

 Os nossos resultados demonstram que o choque nas patas utilizado como modelo 

experimental de TEPT é capaz de gerar diferentes respostas comportamentais nos roedores. 

Como observado em humanos, os animais podem apresentar diferenças individuais em 

relação a exposição a um evento traumático. Neste estudo, avaliamos a duração em que cada 

animal permaneceu em freezing quando reexpostos ao contexto aversivo. Os roedores que 

permaneceram mais tempo em freezing foram classificados como “extreme behavior 

response” (EBR) e os que apresentaram menor tempo em freezing foram classificados como 

“minimal bahavior response” (MBR). Nossos achados corroboram com estudos anteriores 

que demonstraram que animais submetidos a um mesmo protocolo estressor podem 

apresentar diferentes níveis de comportamento de medo (Cohen et al. 2003, 2004, 2014; Mitra 

et al. 2005; Saur et al. 2017), mesmo em linhagem laboratoriais isogênicas (Krishnan et al., 

2007). Acreditamos que este seja um modelo experimental interessante para mimetizar o 

desenvolvimento da doença, pois assim é possível abranger as populações resilientes e 

vulneráveis, que apresentam comportamentos heterogêneos. 

 Neste estudo, não foram encontradas diferenças imediatas no metabolismo da glicose 

na região da amigdala entre os diferentes grupos. Resultados semelhantes foram encontrados 

em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, nos quais não foram observadas nenhuma 

alteração no metabolismo da glicose quando avaliado 24 horas após a reexposição ao contexto 

aversivo (Saur et al, 2017). Um estudo recente também avaliou os animais nestes dois 

diferentes momentos e não foram observadas diferenças entre os scans (Radford et al, 2018). 

Dessa forma, acreditamos que o protocolo de TEPT não é capaz de produzir alterações 

significativas imediatas e tampouco em 24 horas no metabolismo da amígdala. Com base 

nisso, seria interessante avaliar os efeitos de longo prazo do TEPT sobre estes parâmetros em 

estudos futuros. 
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 Outro importante achado deste estudo revelou que houve um aumento imediato na 

densidade de espinhos dendríticos na amígdala basolateral dos animais que apresentaram uma 

resposta comportamental extrema ao protocolo de TEPT. Assim, corroboramos com estudos 

anteriores que demonstraram uma relação positiva entre animais mais ansiosos e uma maior 

complexidade dendrítica e densidade de espinhos nos neurônios desta região (Mitra et al. 

2009; Adamec et al. 2012; Cohen et al, 2014; Hegde et al. 2017).  

 Neste estudo, não foram encontradas alterações no número de cada tipo de espinho 

(finos, cogumelos, achatados/espessos, ramificados e atípicos) e nem em dados quantitativos 

sobre o comprimento dos espinhos, comprimento do pescoço, diâmetro da cabeça e diâmetro 

do pescoço entre os diferentes grupos. Estes resultados revelam dados novos e inéditos na 

literatura do TEPT. Como não foram encontradas alterações significativas nos parâmetros 

avaliados, acreditamos que a plasticidade comportamental induzida pelo protocolo de TEPT 

não está associada com mudanças morfológicas e morfométricas dos espinhos dendríticos. 

 Deste modo, esperamos que os resultados obtidos e apresentados nesta dissertação 

devam ter contribuído para um melhor entendimento sobre as alterações comportamentais, 

metabólicas e estruturais que acompanham o TEPT e possam auxiliar o desenvolvimento das 

neurociências nesta área. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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