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RESUMO

Santos LA. Suscetibilidade e resiliéncia aos efeitos da subjugacdo social prolongada em
camundongos machos adolescentes: estudo do BDNF cerebral. [dissertacdo (Mestrado em
Farmacologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2014.

Os transtornos depressivos, ou depressdo, sdo a terceira maior causa de incapacidade e
perda de anos de vida no mundo. Entretanto, o seu tratamento ainda é deficiente e nao
atende as necessidades clinicas atuais, evidenciando a urgéncia de novos estudos
relacionados ao tema. O estresse se destaca como um dos principais fatores
desencadeantes da depressido. Neste sentido, a adolescéncia se caracteriza como um
periodo de grande estresse na vida humana, onde ocorrem muitas mudangas hormonais e
no ambiente social do individuo. O estresse mais presente na adolescéncia é de natureza
social, em especial o bullying, e é tido como um dos principais estressores que podem
desencadear disturbios psiquiatricos. Muitos modelos animais de depressdo usam o
estresse social prolongado como ferramenta para induzir comportamentos similares a
aqueles encontrados em pacientes com depressao. Estudos recentes, envolvendo humanos
e modelos animais de depressdo, observaram que alteracbes relacionadas a
neuroplasticidade participam da neurobiologia da depressado, sendo o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) um dos principais alvos moleculares envolvidos. Entretanto,
pouco se sabe sobre o efeito do estresse social prolongado na adolescéncia. Dentro deste
contexto, utilizamos o modelo animal de subjugagéo social prolongada, em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes, para avaliar os efeitos do estresse psicossocial prolongado
sobre comportamentos emocionais, e sobre a expressdo génica e proteica de BDNF, e de
suas diferentes isoformas, no coértex pré-frontal, hipocampo, e estriado dorsal. Nosso
modelo foi capaz de induzir anedonia no teste de preferéncia por sacarose e esquiva social
no teste de interagdo social em animais submetidos ao estresse psicossocial prolongado. A
analise dos dados comportamentais nos permitiu identificar um subgrupo suscetivel aos
efeitos do estresse, 0 qual apresentou anedonia, e um subgrupo resistente a este efeito. A
resiliéncia e a suscetibilidade, entretanto, ocorreram apenas para os efeitos anedénicos do
estresse, pois ambos o0s grupos apresentaram comportamentos de esquiva social. Os
animais subjugados apresentaram caracteristicas de maior ansiedade apenas em uma das
séries realizadas, avaliada no teste de labirinto em cruz elevado, comportamento que nao se
repetiu nas demais séries experimentais conduzidas. O mesmo ocorreu com o ganho de
peso, apenas em uma série experimental os subjugados ganharam menos peso durante o
periodo de estresse. Os niveis séricos de corticosterona apds o estresse prolongado nao
diferiram entre os grupos. Adicionalmente, nenhum desses parametros se correlacionou
com a suscetibilidade ao estresse. Nossas analises moleculares mostraram que os animais
suscetiveis apresentaram uma reducdo na expressdo do transcrito Bdnf4 e dos niveis
proteicos de BDNF total, bem como de sua isoforma truncada, somente no estriado dorsal,
area ainda pouco relacionada a depressdo. Curiosamente, nenhuma alteragéo significante
foi detectada no cértex pré-frontal e hipocampo, areas comumente relacionadas a
depressao. Em conclusao, nossos dados mostram que o estresse psicossocial prolongado é
capaz de induzir alteragdes emocionais relacionadas a comportamentos do tipo depressivo
e de esquiva social em camundongos C57BL/6 machos adolescentes, além de alteragbes
especificas na expressao génica e proteica do BDNF no estriado dorsal, sugerindo um papel
para essa area na suscetibilidade aos efeitos anedbnicos induzidos pelo estresse
psicossocial prolongado.

Palavras-chave: Subjugacéo social. Depressdao. BDNF. Estresse cronico. Adolescéncia.
Bullying.



ABSTRACT

Santos LA. Susceptibility and resilience to the effects of prolonged social defeat in
adolescent male mice: a study of BDNF in the brain. [Masters thesis (Pharmacology)]. Sao
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2014.

The depressive disorders, or depression, are the third major cause of disability and years of
life lost in the world. However, the treatment for depression is still deficient and it doesn’t
cater to the clinical necessity, stressing the urgency for new studies related to this field. The
stress stands out as one of the main precipitant factor of depression. Accordingly,
adolescence is a stressful period in the human life, where many changes at the hormonal
and social levels of an individual occur. The stress during adolescence which is more
prevalent is of social nature, specially the bullying, is thought to be a major stressor that can
lead to psychiatry disorders. Many animal models of depression use the prolonged social
stress as a tool to induce behavior changes similar to those observed in depressed patients.
New studies involving humans and animal models of depression showed alterations related
to neuroplasticity issues participating on the neurobiology of depression, being the brain
derived neurotrophic factor (BDNF) one of most important molecule involved. However, little
is known about the effects of prolonged social stress during adolescence. In this context, we
use an animal model of prolonged social defeat, in adolescent male C57BL/6 mice, to
evaluate the effects of prolonged social stress on emotional behaviors, and on gene and
protein expression of BDNF and its different isoforms in prefrontal cortex, hippocampus and
dorsal striatum. Our model was able to induce anhedonia in the sucrose preference test and
social avoidance in the social interaction test in defeated animals. Our behavioral data
analyses allowed us to identify a subgroup that was susceptible to the effects of stress,
which showed anhedonia, and another subgroup resilient to these effects. Defeated animals
exhibited anxiety-like behaviors in one set of animals, but these changes in behavior didn’t
repeat along the other sets. Likewise, only one set showed decrease weight gain in the
experiment. Moreover, these parameters weren’t correlated with resilience and susceptibility
to the stress. We couldn’t detect a change in serum corticosterona levels in defeat mice. Our
molecular analyses showed that the susceptible animals had a reduction in the transcript
Bdnf4 expression and in the protein levels of total BDNF and its truncated isoform in dorsal
striatum, an area that is low correlated to depression. Curiously, no changes were seen in
prefrontal cortex and hippocampus, brain areas usually related to depression. Concluding,
our data show that prolonged psychological stress is capable of inducing emotional
alterations in adolescent male C57BL/6 mice related to depressive behaviors and social
avoidance, and related to specific changes in gene and protein expression of BDNF in dorsal
striatum, suggesting an important role for this area in depression and molecular expression
profiles possibly related to resilience and susceptibility to the effects of prolonged social
defeat.

Keywords: Social defeat. Depression. BDNF. Chronic stress. Adolescence. Bullying.
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1 INTRODUGCAO

A Organizagdo Mundial de Saude em seu relatério mais recente, Global
Burden of Diseases (Murray et al., 2012), classificou as doengas mentais e do
comportamento como a terceira maior causa de incapacidade e perda de anos de
vida no mundo, e a segunda maior em pessoas com idade entre 10-34 anos, sendo
os transtornos depressivos (TD), ou depresséo, as doengas mais prevalentes entre
os transtornos psiquiatricos. Pacientes com TD também s&o mais suscetiveis a
desenvolver outras doengas, como por exemplo, diabetes do tipo 2, doenca arterial
coronariana e infecgao por HIV, além de que os TD podem dificultar o diagndstico de
doengas, como o transtorno bipolar e a sindrome da fadiga crénica (Clericci et al.,
1997; Evans et al., 2005; Hemmingway et al., 1999; Knol et al., 2006). A depressé&o
pode ser considerada uma sindrome, visto que pacientes com depressdo podem
apresentar diversos sintomas, como vegetativos, como fadiga e disturbios do sono e
alimentares, bem como disturbios psicolégicos, como anedonia, humor deprimido e
ideagao suicida (Moreno et al., 2011). O seu diagndstico é exclusivamente subjetivo
e depende da observacdo de um numero minimo de sintomas no paciente, descrita
pelo proprio paciente ou por terceiros, sendo que ainda ha a caréncia de diagnésticos
baseados em marcadores bioldgicos ou moleculares (Krishnan, Nestler, 2008).

Estima-se que uma em cada seis pessoas venham a ter ao menos um
episodio depressivo ao longo da vida (Kessler et al., 1994, 2003). Entretanto, um
estudo prospectivo longitudinal de Moffitt e colaboradores (2007), acompanhando
uma populacdo da Nova Zelandia por 32 anos, observou uma incidéncia muito
maior, onde mais de 44% dos individuos apresentaram pelo menos um episédio de
depressdao durante a vida. A farmacoterapia no tratamento da depressdo € de
grande importancia, entretanto, o efeito dos antidepressivos ndo € imediato, ha uma
laténcia para o paciente ter uma resposta eficaz e, mesmo assim, nem todos os
pacientes respondem ao tratamento, o que prejudica a adesdo ao mesmo. Uma
meta-analise realizada por Papakostas e Fava (2009) reuniu diversos estudos
envolvendo a eficacia de antidepressivos e o efeito placebo ao longo dos anos. Esta
analise sugeriu que a eficacia dos antidepressivos permaneceu a mesma desde a
década de 80 (em torno de 50-55%), mesmo com os avangos no desenvolvimento

de novos farmacos, e que o efeito placebo no tratamento da depressdao manteve-se
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consideravelmente alto (30-40%). Neste contexto, farmacos mais eficazes e com
efeito mais rapido constituem uma necessidade real. Para tanto, o entendimento da
neurobiologia da depressdo é de extrema importancia e muitos modelos animais de

depressao tém sido utilizados para abordar estas questoes.

1.1 Neurobiologia da Depressao

1.1.1 Teoria Monoaminérgica

A primeira grande teoria proposta para explicar a fisiopatologia da depressao
foi a teoria monoaminérgica, formulada inicialmente por Schildkraut em 1965 e por
Persson e Ross em 1967. Essa teoria se baseou na observacdo dos efeitos
antidepressivos da iproniazida e da imipramina. Inicialmente, elas foram testadas no
tratamento da tuberculose e esquizofrenia, respectivamente, porém descobriu-se
uma agao antidepressiva desses medicamentos. Como ambas atuam principalmente
aumentando a disponibilidade de noradrenalina e serotonina, inferiu-se que o efeito
antidepressivo seria devido ao aumento da transmissdo serotoninérgica e
noradrenérgica no sistema nervoso central (SNC), enquanto que a depressao seria
uma deficiéncia desses sistemas. Esta € uma visdo simplista e de mecanismo unico
para a depressao e para o efeito de drogas antidepressivas.

Com o decorrer dos anos, outros compostos com propriedades
farmacolégicas semelhantes foram sintetizados, porém a eficiéncia dos farmacos
usados nos tratamento da depressao nao progrediu, apesar da melhora dos efeitos
adversos e tolerancia aos mesmos (Willner et al.,, 2012). Adicionalmente, as
evidéncias cientificas da existéncia de um prejuizo no sistema monoaminérgico no
SNC de pacientes com depressdo nao sao claras o suficiente, e muitas vezes
contraditorias (Willner et al., 2012). A comunidade cientifica, entdo, passou a investir
mais esfor¢cos na busca de causas que pudessem levar a depressao, bem como no

estudo do funcionamento do cérebro de um individuo com depresséo.



20

1.1.2 Estresse e Desregulacdo do Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA)

Atualmente, considera-se que um dos principais desencadeantes da
depressao seja o estresse (ambiental ou fisiolégico). Acumulo de eventos adversos,
como experiéncias de luto, desemprego, pobreza e desarmonia familiar séo
potenciais fatores para o desenvolvimento de um episédio depressivo (Brown e
Harris, 1978; Farmer e McGuffin, 2003; McEwen, 1988; Willner et al., 2012). Estas
evidéncias formam a base da maioria dos modelos animais de depressao, que a
partir do uso de estressores prolongados, induzem comportamentos do tipo
depressivo em animais (Krishnan, Nestler, 2011).

A maior resposta fisiolégica ao estresse € a regulagdo neuroendocrina
mediada pela ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA).
Imediatamente apds um estresse agudo, neurbnios localizados no nucleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) liberam o horménio liberador de corticotrofina
(CRF) no sistema porta da glandula pituitaria, estimulando a produgdo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) pelas células da adeno-hipéfise. O ACTH entra na
corrente sanguinea e, no cortex das adrenais, estimula a liberagdo de glicorticéides
para a corrente sanguinea (cortisol em humanos e corticosterona em roedores). O
cortisol liberado age no préprio eixo HPA, exercendo um controle de
retroalimentagdo negativa, limitando e controlando a resposta ao estresse
(Chrousos, Gold, 1992).

Outras areas do cérebro também participam na modulagdo da ativacdo do
eixo HPA. Neurbnios da amigdala basolateral, por exemplo, exercem um controle
excitatério sobre o eixo HPA (Duvarci, Pare, 2007), enquanto que neurbnios
localizados no hipocampo e cortex pré-frontal inibbem o eixo HPA, através de
projecdes descendentes glutamatérgicas em neurdnios gabaérgicos no hipotalamo
(Herman, Cullinan, 1997; Jacobson, Sapolsky, 1991). Estas areas estdo muito
relacionadas a recepgao e elaboracdo de estimulos emocionais, e a ativacdo das
mesmas, durante uma resposta emocional, promove a modulacido da resposta
neuroenddcrina do eixo HPA (Emmert, Herman, 1999).

O eixo HPA esta disfuncional em pacientes com depressao. Muitos estudos
reportam aumento da atividade do eixo, como por exemplo, niveis elevados de

cortisol plasmatico e salivar, disturbios na supresséo do cortisol por dexametasona,
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e resposta atenuada da adrenal ao ACTH (Dinan, 1998; Krishnan et al.,, 1991;
O’Brien et al., 1996; Rubin et al., 1996; Scott, Holsboer, 2000). Em modelos animais
de estresse cronico, também s&o observadas varias alteragcées no eixo HPA, como
uma diminuigdo da resposta a dexametasona (Mizoguchi et al., 2003), diminui¢do
dos receptores de glicocorticéide (GR) no hipocampo e amigdala (Sapolsky et al.,
1984), bem como um aumento na concentragao plasmatica de corticosterona (Kant
et al., 1983; Pitman et al., 1990).

1.1.3 Estresse e Neuroplasticidade

O hipocampo se destaca como uma area muito sensivel ao estresse.
Sapolsky e colaboradores (1985) injetaram corticosterona por via subcutdanea em
ratos, durante 12 semanas, e observaram uma diminuicdo de neurbnios na regido
CA3 no hipocampo e no numero de GRs por célula. Posteriormente, Woolley e
colaboradores (1990) observaram atrofia dos dendritos apicais dos neurdnios
piramidais da regido CA3 em ratos, ap0s a inje¢ao continua de corticosterona por 21
dias. Outros estudos mostraram que o mesmo ocorria em modelos animais de
estresse cronico (Watanabe et al., 1992) e, posteriormente, Sheline e colaboradores
(1996) observaram pela primeira vez uma diminuigdo do volume hipocampal de
pacientes com depressdo. A neurogénese hipocampal também é fortemente
suprimida pelo estresse prolongado. Esses efeitos podem ser vistos tanto em
primatas (Gould et al., 1998), como também em roedores (Mineur et al., 2007), e podem
ser induzidos por estressores fisicos (Malberg, Duman, 2003; Watanabe et al., 1992),
por estresse psicossocial (Czéh et al., 2002; Gould et al., 1998), e pela
administracao crbnica de corticosterona em roedores (Gourley et al., 2008; Murray et
al., 2008). Recentemente, também foi observado uma supressao da neurogénese
em tecidos post-mortem de pacientes idosos com depressao, usando dois marcadores
indiretos de neurogénese (proteina de manutengdo de microssomo 2 e histona 3
fosforilada) (Lucassen et al., 2010).

Esses estudos evidenciam o efeito neurotdxico do estresse cronico,
especialmente sobre o hipocampo. Outras areas do encéfalo, todavia, também
sofrem alteragbes estruturais/ morfoldgicas induzidas pelo estresse. No cértex pré-

frontal, por exemplo, ja foi observado uma atrofia de neurdnios piramidais (Liu,
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Aghajanian, 2008) e encurtamento dos dendritos (McEwen, 2010; Shansky et al., 2009).
Na amigdala, curiosamente, foi observado hipertrofia dendritica apds estresse
cronico em ratos (Vyas et al., 2003) e em pacientes com depressdo durante o
primeiro episodio depressivo (Frodl et al., 2003). Essas alteragbes mostram um
desbalango na resposta ao estresse prolongado, favorecendo a ativagdo e
desfavorecendo a inibigdo do eixo HPA.

Esses achados levaram a hipotese de que mecanismos de plasticidade
neuronal estariam envolvidos no desenvolvimento dos transtornos psiquiatricos.
Uma das proteinas que participam dos processos de plasticidade neuronal é o fator
neurotréfico derivado do cérebro ou BDNF (do inglés brain derived neurotrophic
fator). Em 1997, Siuciak e colaboradores injetaram BDNF recombinante humano, por
7, dias consecutivos no mesencéfalo de ratos e observaram efeitos do tipo
antidepressivos nos testes de nado forcado e desamparo aprendido. Estudos
posteriores em ratos mostraram que o estresse agudo e crdnico por imobilizagcao
forcada foram capazes de reduzir a expressao de RNA mensageiro (RNAm) de Bdnf
no hipocampo (Smith et al., 1995), e que a administragao crbénica de antidepressivos
aumentou os niveis deste transcrito (Nibuya et al., 1995). Em 2003, Saarelainen e
colaboradores demonstraram em modelo animal, pela primeira vez, que o efeito dos
antidepressivos é dependente da acdo do BDNF em seu receptor tropomiosina
quinase (TrKB). A partir destes achados, cunhou-se o termo “Teoria Neurotrofica da

Depressao”.

1.2 Fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF ¢é uma das quatro neurotrofinas presentes em vertebrados,
juntamente com o fator de crescimento nervoso (NGF), neutrofina 3 (NT-3) e
neutrofina 4 (NT-4), e foi purificado pela primeira vez por Barde e colaboradores em
1982 em homogenato de cérebro de porco. O gene que codifica o BDNF é altamente
conservado em humanos e roedores (Hallbook et al., 1991). O controle da expresséao
génica e proteica do BDNF se constitui em um sistema muito complexo. Em
humanos, o gene BDNF contém oito éxons diferentes, dos quais somente o ultimo
éxon (situado na regido 3’) é codificante de proteina. Cada um dos demais sete

éxons nao codificantes é transcrito junto ao ultimo éxon 3’ (que também pode ser
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transcrito sozinho em duas isoformas diferentes). No entanto, todos os transcritos
sdo traduzidos em uma mesma proteina (preproBDNF) (Liu et al., 2005).
Adicionalmente, na sequéncia complementar a regido do gene BDNF ha um gene de
onze éxons, chamado de BDNFOS, que sofre splicing alternativo e codifica
transcritos anti-senso complementares aos transcritos do BDNF e foi encontrado
apenas em humanos e chipanzés (Liu et al., 2005 e 2006).

Ja a estrutura do gene Bdnf murino foi descrito posteriormente em duas pesquisas
independentes e difere em alguns aspectos do gene BDNF humano (Aid et al., 2007; Liu et
al., 2006). Em ratos e em camundongos existem oito éxons identificados até o momento
(Liu et al., 2006). Similarmente ao gene humano, os sete primeiro éxons (I-VIl) ndo
sao codificantes e somente o ultimo éxon (éxon VIII) é codificante da proteina BDNF-.
Cada um dos seis éxons (I-VI) é transcrito junto com o éxon VIII (Liu et al., 2006).
Além disso, o éxon Il tem trés variantes de juncéo (llIA, IIB e IIC) e o éxon VI também
pode ser transcrito com os éxons VIl e VIII, ou apenas com o éxon VIlI, totalizando
nove transcritos diferentes (Fig. 1). Todos eles sdo processados e traduzidos na
proteina preproBDNF. Adicionalmente, o éxon VIII (éxon codificante) tem dois sitios
de poliadenilagédo, podendo ser transcrito em uma forma contendo a regido 3’ néo
codificante (3’'UTR) mais curta e uma mais longa (Lau et al., 2010), aumentando o
numero tedrico para mais de 18 transcritos diferentes.

A variante mais longa estaria associada ao transporte do RNAm para os
dendritos, uma vez que cadeias 3’'UTR maiores protegeriam o RNAm da acgao de
RNAses durante o trajeto, e aumentariam os sitios disponiveis de interacéo,
oferecendo um mecanismo que amplia a complexidade de regulacédo e
processamento dos transcritos (Lau et al., 2010). Apesar de todas as variantes de
juncdo serem traduzidas em uma mesma proteina, elas podem possuir niveis de
expressao tecido-especifico e também uma localizagcédo subcelular especifica. Dentre
as areas cerebrais, foi descrito uma maior expressao dos diferentes transcritos no
hipocampo, sendo que no estriado apenas os transcritos Bdnf4 e Bdnf5 apresentam
quantidades consideraveis (Aid et al., 2007; Liu et al., 2006). Os transcritos Bdnf1,
Bdnf2 (A, B e C) e Bdnf3 sao estritamente cerebrais, e os transcritos Bdnf4 e Bdnf5
também foram encontrados perifericamente em varios tecidos, como pulmdes,

coragao, rins, figado e bago (Liu et al., 2006).
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Quanto a localizacdo subcelular dos diferentes transcritos, Chiaruttini e
colaboradores (2009), usando cultura de células hipocampais de ratos, descreveram
a presencga dos transcritos Bdnf1l e Bdnf4, em sua maioria, no corpo celular e na
parte proximal dos dendritos. Ja os transcritos Bdnf2B, Bdnf2C e Bdnf5 foram
encontrados na parte distal dos dendritos, sugerindo um tipo de codigo espacial
usado pelos neurbnios para seletivamente modular compartimentos diferentes dos
dendritos. A proteina BDNF, traduzida a partir de cada um dos transcritos, apresentou
este mesmo padrao de localizagao subcelular, apesar de apresentar uma localizagao mais
distal (Baj et al., 2011).

A expressdao de RNAm de Bdnf no cérebro em ratos varia de acordo com o
estagio de desenvolvimento. Ela € baixa durante o periodo pré-natal e atinge o seu
pico maximo entre os dias 10 -14 apds o nascimento, havendo um declinio a partir
da terceira semana e uma estabilizacdo nos niveis de expressao na vida adulta
(Timmusk et al., 1994).

E importante citar que o trabalho de Aid e colaboradores (2007) encontrou um
éxon adicional (éxon V), uma variante mais longa do transcrito do éxon codificante e
nao conseguiu identificar a variante de juncao VIB descrita por Liu e colaboradores
(2006). Em nosso trabalho, adotaremos a nomenclatura das variantes de jung&o de

acordo com o trabalho de Liu e colaboradores (2006).

Figura 1 — Diferentes variantes de juncdo do Bdnf em roedores
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Representacao dos transcritos de Bdnf de roedores de acordo com o trabalho de Liu et al.,
2006. Os éxons I-VIl sdo éxons nao codificantes, que séo transcritos juntos com o éxon
codificante VIII. O éxon Il possui trés variantes de juncéo (A, B e C) e o VIII possui dois
sitios de poliadenilacao diferentes.

Posteriormente a transcrigao, o Bdnf é traduzido incialmente em preproBDNF
no reticulo endoplasmatico. O preproBDNF é clivado em um peptideo sinal, gerando
o proBDNF (32 kDa). O proBDNF, ou forma precursora do BDNF, pode ser clivado
em duas formas distintas: BDNF maduro (mBDNF, 13,7kDa) ou BDNF truncado
(trBDNF, 28 kDa). A clivagem em mBDNF ocorre no meio intracelular pela agao da
enzima furina no complexo de Golgi ou dentro de vesiculas secretoras (Mowla et al.,
2001) e no meio extracelular pela agdo da plasmina e da metaloproteinase-7 (Lee et
al.,, 2001). A clivagem em trBDNF se da pela agcdo da protease denominada
membrane-bound transcription factor site-1 protease (Seidah et al., 1999), sendo sua

funcao desconhecida até o momento.

O mBDNF age principalmente no receptor TrKB (Soppet et al., 1991) e em
menor escala no receptor p75"'R. Sua agdo no SNC é ampla e de extrema
importancia no neurodesenvolvimento, neuroplasticidade, aprendizado e memoria
(Nieto et al., 2013). O mBDNF atua no desenvolvimento da potenciagdo de longo
prazo (LTP) (Xu et al., 2000) e de memdrias de longo prazo dependentes de LTP
(Alonso et al., 2002). Estudos mostraram sua agao neuroprotetora apds a indugao
de isquemia em ratos (Larsson et al., 1999), estresse oxidativo (Mattson et al., 1995)
e contra dano hipoglicémico (Nakao et al., 1995) em cultura de células de hipocampo
e estriado. Outra pesquisa, usando cultura de células de hipocampo, observou que o
BDNF foi capaz de impedir a apoptose induzida por glutamato, e aumentou a
expressao da proteina anti-apoptética Bcl-2 (Almeida et al., 2005). O BDNF também
estd ligado a neurogénese, demonstrado através da sua infuséo
intracerebroventricular em ratos adultos e aumento no numero de novos neurénios em
areas adjacentes aos ventriculos, como estriado, septo e talamo (Pencea et al., 2001).
Adicionalmente, o BDNF também participa na arborizagdo dendritica e formacao de
sinapses (McAllister et al., 1995, 1996; Schinder, Poo, 2000), o que o torna
extremamente importante no desenvolvimento cerebral. Esses efeitos sao

associados a agao da isoforma mBDNF em seu receptor TrKB.
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Por outro lado, a sua forma precursora pode exercer efeitos opostos. Assim

como todas pro-neurotrofinas, o proBDNF tem maior afinidade pelo receptor p75™ .

Ele induz apoptose em neurdnios pela ativagdo do complexo p75N~

e sortilina (Teng
et al., 2005), e sua infusdo no hipocampo de camundongos facilita a depresséo de
longa duragao (LTD). A observagao de efeitos antagbnicos entre a forma madura e a

precursora do BDNF levou a hipétese “Ying e Yang” do BDNF (Woo et al., 2005).

1.3 Estresse e BDNF

O estresse cronico e o tratamento com antidepressivos exercem efeitos
opostos na expressao de fatores neurotréficos em areas do sistema limbico
envolvidas na regulagcéo do humor e da cognigao (Duman, Monteggia, 2006). Dentre
as estruturas do sistema limbico, o hipocampo é uma das mais estudadas na
fisiopatologia da depressdo. Em modelos animais de estresse, diversos estudos
mostraram a diminuicdo de RNAm do Bdnf no hipocampo de roedores adultos, como
por exemplo, em estresse por imobilizagdo agudo (Vaidya et al., 1997) e crdénico
(Smith et al., 1995), isolamento social (Barrientos et al., 2003), subjugacao social
(Pizarro et al., 2004), separacdo materna (Roceri et al., 2002), entre outros (Duman,
Monteggia, 2006). Também foi observado uma reducdo proteica de BDNF em
tecidos post-mortem (Dwivedi et al., 2003; Karege et al., 2005) e nos niveis séricos
de BDNF em pacientes com depressao (Karege et al., 2002). Um estudo conduzido
por Tsankova e colaboradores (2006) observou uma redugao dos transcritos de Bdnf
3 e 4 no hipocampo em camundongos C57BL/6 adultos, apos 10 dias de subjugacao
social, mostrando que os diferentes transcritos do Bdnf podem ser regulados
diferentemente a um determinado estimulo.

O tratamento crbénico com diversas classes de antidepressivos tem efeitos
opostos aos efeitos do estresse crénico sobre o BDNF tanto em modelos animais
(Dias et al., 2003, Duman, Monteggia, 2006, Tsankova et al., 2006), quanto em
humanos (Shimizu et al., 2003), como por exemplo reverter a atrofia dendritica
(Duman, Monteggia, 2006) e aumentar a neurogénese no hipocampo de ratos
adultos (Malberg et al., 2000). Curiosamente, pesquisas demonstraram que o
exercicio fisico voluntario por 28 dias, em ratos e em camundongos adultos, também

foi capaz de aumentar os niveis proteicos de BDNF total (Adlard et al., 2004) e da
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sua isoforma madura (Sartori et al., 2011) no hipocampo, concomitantemente aos
efeitos antidepressivos avaliados nos testes de nado forcado e suspensao pela
cauda (Sartori et al., 2011), sendo que o exercicio fisico tem sabidamente um efeito
antidepressivo (Trivedi et al., 2006). O cortex pré-frontal também tem a expresséo
proteica de BDNF reduzida apods estresse crénico em ratos adultos (Li et al., 2010) e
até mesmo em pacientes suicidas (Dwivedi et al., 2003).

Devemos observar também que a resposta do BDNF ao estresse pode variar
de acordo com o tipo do estresse sofrido em uma mesma regido (Pardon et al.,
2005; Smith et al., 1995), e que o estresse crénico pode levar ao aumento do BDNF
em outras areas cerebrais, como amigdala medial e area tegmentar ventral (VTA)
(Fanous et al., 2010), e nucleo accumbens (NAc) (Krishnan et al., 2007), ou
simplesmente ndo ter efeito sobre a expressdao do BDNF (Kuroda et al., 1998).
Sendo assim novos estudos ainda sao necessarios para poder correlacionar
corretamente a acdo do estresse na expressdao de BDNF e as consequéncias da

diminuicdo ou aumento desta expressao nos fenotipos comportamentais.

1.4 Estresse na adolescéncia

A adolescéncia é um periodo de grande relevancia, pois € marcada por
mudangas no comportamento social, cognitivo e emocional, além das mudangas na
fisiologia do individuo. Essas mudancas acompanham o desenvolvimento de
comportamentos necessarios a sobrevivéncia, tornando o individuo independente da
protecdo ou do resguardo da familia ou parentes. A maioria dos adolescentes passa
pela transicdo a vida adulta de maneira “bem sucedida”. Entretanto, a adolescéncia
€ também caracterizada pelo aparecimento de transtornos psiquiatricos, tais como
ansiedade, psicoses, transtornos alimentares, depressao e abuso de drogas (Paus
et al., 2008). De uma forma geral, os estressores mais presentes na adolescéncia
s&o de natureza social, sendo o bullying um dos mais comuns (Buwalda et al., 2011).
De acordo com os ultimos dados do IBGE (2012), cerca de 34,4% dos escolares
brasileiros, na maioria com idade entre 13 e 15 anos e de ambos os sexos, ja
sofreram bullying, sendo que 7,2% dos estudantes afirmaram que sempre, ou quase

sempre, se sentiram humilhados por provocag¢des no ambiente escolar.
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A transicdo para a vida adulta envolve comportamentos relacionados a
questdes de identidade, autoconsciéncia e flexibilidade cognitiva (Blakemore, 2008;
Sebastian et al., 2008), os quais necessitam de mudangas neuroquimicas e
estruturais em areas do sistema limbico (Blakemore, 2008). De fato, areas como o
hipocampo, cértex pré-frontal e estriado ainda estdo em processo de maturacao
durante a adolescéncia (Andersen et al., 2000, 2003; Giedd, 2004; Suzuki et al.,
2005). O cortex pré-frontal também é vulneravel ao estresse (Garrett et al., 2009;
Radley et al., 2008;), e uma das mais notaveis areas cerebrais em processo de
maturagdo durante a adolescéncia. Estudos de imagem também observaram que
meninas entre 14 e 16 anos que sofreram abuso sexual durante a adolescéncia tiveram
reducdo do volume do cortex pré-frontal, € ndo do hipocampo (Andersen et al., 2008).
Trabalhos envolvendo o estresse social demonstram que a submissdo social
prejudica o desenvolvimento neuronal em ratos machos adolescentes, produzindo
alteragcbes nas respostas de ansiedade quando adultos, e alteragdo do
funcionamento do sistema monoaminérgico em regides limbicas responsivas ao
estresse (Watt et al.,, 2009). A prépria resposta neuroenddcrina ao estresse é
diferente no adolescente, como exemplificado em investigagdes utilizando ratos
machos adolescentes ap6s um estresse agudo onde, os niveis de corticosterona
demoram 45 a 60 minutos a mais para retornarem aos niveis basais, quando
comparados com ratos adultos (Romeo, McEwen, 2006).

Além disso, a exposi¢cao ao estresse crénico social, durante o periodo da
adolescéncia em camundongos, pode acelerar o declinio no desempenho da
memoria espacial e prejudicar a plasticidade do hipocampo durante o
envelhecimento (Sterlemann et al., 2010). Desta forma, algumas das grandes
questdes de relevancia clinica e saude publica a serem ainda respondidas sao:

e 0 cérebro do adolescente é mais vulneravel as consequéncias
negativas do estresse?

e 0 estresse ocorrido durante a adolescéncia tem um impacto maior no
comportamento e na fisiologia do individuo do que durante a vida
adulta?

e 0 “cérebro adolescente” sofre alteracbes moleculares diferentes do

“cérebro adulto” durante o estresse?
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1.5 Modelos animais de depresséo

Uma das maneiras de se investigar as questdes acima é se utilizar de
ferramentas metodolégicas como os modelos animais de depressédo. Consideramos
um bom modelo animal quando a etiologia, a expressao fenotipica e a resposta
terapéutica sdo homologas entre o caso clinico e a preparagao experimental pre-
clinica (Chiavegatto, 2011). Muito se questiona sobre a correta modelagem de uma
doenga psiquiatrica em animais. De fato, o diagndstico da maioria dos transtornos
mentais ainda € feito de maneira subjetiva, principalmente devido a falta de
marcadores biomoleculares. Sintomas como ideagao suicida, culpa e humor
deprimido sao impossiveis de serem verificados em animais. Entretanto, estudos
utilizando modelos animais de estresse crénico mostraram alteracdes
comportamentais semelhantes as observadas em pacientes deprimidos.

A anedonia (perda da capacidade de sentir prazer) € um dos sintomas
principais no diagndstico do transtorno depressivo maior. Em animais, ela pode ser
mensurada através da observacdo do déficit de comportamentos heddnicos, como
menor ingestdo de solugcdo de sacarose, interacéo social e comportamento sexual
(Nestler, Hyman, 2010). Modelos de estresse crbnico sao capazes de induzir
anedonia em roedores e esse efeito € reversivel pela administragdo crbnica de
antidepressivos (Berton et al., 2006; Willner, 2005). O modelo de depressédo usado
neste trabalho foi o de subjugacgéo social prolongada (ou derrota social, do inglés
social defeat). Nele, o camundongo teste é colocado na gaiola de um camundongo
adulto selecionado como agressor e, apos sofrer episodios repetidos de confronto,
ele exibe posturas de submissdo. Este modelo induz alteracbes emocionais como
anedonia, ansiedade e esquiva social (Berton et al.,, 2006; lhiguez et al., 2014;
Krishinan et al., 2007), e modela de maneira mais etologica aspectos relacionados

ao abuso fisico e a subjugagéo social observados em uma situagao de bullying.

1.6 Resiliéncia e Suscetibilidade ao Estresse

Individuos mostram uma grande heterogeneidade em suas respostas ao

estresse e adversidades. Muitos casos de depressdo sdo atribuidos de maneira

causal ao estresse cronico, porém o estresse, por si s, representa apenas um risco
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moderado ao desenvolvimento da depressao, ja que uma parte da populagao parece
ser resistente ao mesmo (Charney, 2004; Kendler et al., 1999). Esses individuos
“resilientes” (Hoge et al., 2007) exibem caracteristicas como flexibilidade cognitiva
(Yehuda et al., 2006) e otimismo (Charney, 2004). Contudo, os substratos neurais e
moleculares que mediam a resisténcia e a suscetibilidade aos efeitos deletérios do
estresse permanecem desconhecidos.

Animais submetidos ao estresse crénico também exibem uma grande
variabilidade nas alteragdes emocionais induzidas pelo estresse. Essa variabilidade
pode ser utilizada como ferramenta para se estudar a resiliéncia e a suscetibilidade
aos efeitos do estresse. Strekalova e colaboradores (2004) foram o primeiro grupo a
identificar um subgrupo de camundongos C57BL/6 machos adultos submetidos ao
estresse cronico fisico que nédo apresentava anedonia no teste de preferéncia por
sacarose, apresentando valores iguais ao do grupo controle. Estes pesquisadores
também observaram que a maioria dos animais anedbnicos exibiam
comportamentos submissos no teste de residente-intruso, realizado anteriormente
ao protocolo de estresse cronico.

Em 2007, Krishnan e colaboradores usaram o modelo de subjugacao social
prolongado em camundongos C57BL/6 machos adultos, e também identificaram um
subgrupo resiliente e um subgrupo suscetivel aos efeitos do estresse crénico. Os
camundongos suscetiveis, além de apresentarem anedonia no teste de preferéncia
por sacarose, também tiveram menor tempo de interacido no teste de interacdo
social, ao contrario do subgrupo resiliente. Neste mesmo estudo, os camundongos
suscetiveis apresentaram um aumento da proteina BDNF no NAc em relagcdo aos
grupos controle e resiliente, mostrando que adaptagdes moleculares especificas
podem estar relacionadas a suscetibilidade.

Deve-se ressaltar, entretanto, que a resiliéncia nao significa uma auséncia de
“vulnerabilidade”. De fato, animais resilientes parecem apresentar adaptacdes
moleculares unicas, diferentes das observadas em animais suscetiveis (Krishnan et
al.,, 2007; Wilkinson et al., 2009). Adicionalmente, a maioria desses estudos
observaram variagdes comportamentais e moleculares frente ao estresse crénico em
animais isogénicos, ou seja, que carregam a mesma carga genética, sugerindo que

a resiliéncia e a suscetibilidade podem estar relacionadas a alteragdes epigenéticas.
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O periodo da adolescéncia é critico para o desenvolvimento dos individuos, e
ainda assim, € o periodo menos estudado quando consideramos outras idades.
Identificar como adolescentes respondem ao estresse cronico, e sua resiliéncia ou
suscetibilidade aos transtornos psiquiatricos torna-se essencial. Também em
modelos animais, poucas pesquisas abordam essa questdo no periodo da
adolescéncia. Tendo em vista o papel do BDNF no neurodesenvolvimento e
plasticidade neuronal, o estudo de sua modulacdo em um modelo animal de
depressao torna-se de extrema importancia para o entendimento da neurobiologia
depressao. Selecionamos para o presente estudo o modelo de subjugacgédo social
crbnica em camundongos C57BL/6 machos adolescentes, e o estudo do BDNF nas
areas cerebrais cortex pré-frontal e hipocampo, por serem areas muito relacionadas
a depressao, e estriado dorsal, como um controle negativo, ja que esta € uma area
mais relacionada a comportamentos motores. Sendo assim, este trabalho contribui
para testar e melhor caracterizar a hipotese neurotréfica da depressao, ja que iremos
verificar os efeitos do modelo de subjugacado social utilizado em nosso laboratério,

em camundongos adolescentes, e analisar a expressdo de BDNF neste contexto.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Estudar os efeitos do estresse psicossocial prolongado em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes sobre comportamentos emocionais, sobre a
resiliéncia e suscetibilidade aos efeitos do estresse, e sobre a expressao

génica e proteica do BDNF e suas isoformas em algumas areas cerebrais.

Objetivos especificos:

Padronizar um modelo de subjugacdo social prolongada em nosso
laboratdrio, utilizando camundongos C57BL/6 machos adolescentes.

Avaliar os efeitos da subjugacdo social prolongada em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes sobre os comportamentos emocionais do tipo
depressivo e ansioso, avaliados nos testes de preferéncia por sacarose,
interag&o social e labirinto em cruz elevado.

Identificar grupos resilientes e suscetiveis ao efeito do estresse por
subjugagao social prolongada sobre comportamentos hedénicos, avaliados no
teste de preferéncia por sacarose.

Avaliar os efeitos da subjugacdo social prolongada em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes sobre a expressao dos transcritos de Bdnf
total e suas variantes de jungédo 1, 2b, 2c, 3, 4 e 5 no cértex pré-frontal,
hipocampo, e estriado dorsal.

Avaliar os efeitos da subjugacdo social prolongada em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes sobre a expressao proteica de BDNF total e
suas isoformas precursora, madura e truncada no cértex pré-frontal,

hipocampo, e estriado.

Pretendemos assim, estabelecer um modelo animal em camundongos

adolescentes para transtornos comportamentais induzidos pelo estresse psicossocial

prolongado e buscar assinaturas moleculares possivelmente relacionadas a

resiliéncia e suscetibilidade a este estresse.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos adolescentes provenientes
da col6nia do Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo (USP) e mantidos em nosso
biotério de experimentacéo no Instituto de Medicina Tropical (IMT) na Faculdade de
Medicina da USP (FMUSP). Os animais foram desmamados aos 21 dias de idade e
agrupados em 3 ou 4 animais por gaiola de polipropileno (28x17x12 cm) até
completarem 27 dias de idade, quando entdo foram isolados e distribuidos
aleatoriamente em controles e experimentais.

Foram utilizados camundongos machos Swiss e CD1 com mais de 3 meses
de idade como agressores. Eles foram mantidos isolados em gaiolas de
polipropileno tamanho padrdo. Durante a execugao dos experimentos, eles foram
mantidos isolados em caixas de pareamento (44x34x16 cm) forradas com
maravalha, divididas ao meio por uma diviséria de acrilico perfurada, especialmente
fabricadas, onde foram realizados os episédios de subjugacéao social.

Todos os animais receberam agua e comida ad libitum em um ciclo claro-
escuro de 12 horas (claro as 7:00 horas) e mantidos a temperatura ambiente de
22+2 °C, dentro de estantes ventiladas (Alesco, Monte Mor, Sao Paulo). A
manipulacdo dos animais foi conduzida de acordo com os “Principios Eticos de
Experimentacdo Animal’, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), e de modo a minimizar ao maximo o desconforto dos animais
durante o estudo. Este estudo foi aprovado pelas COMISSOES DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUAs) do ICB (n° 174/2013) e do IMT (n° CPE-IMT/172).

3.2 Selecdo dos Camundongos Agressores

Para a realizagdo dos experimentos de subjugacao social foi necessaria uma
selecdo de camundongos agressivos. Para tanto, 58 camundongos machos adultos
Swiss ou CD1 foram isolados em suas gaiolas moradias 2-3 semanas antes do inicio

dos testes de agressividade, uma vez que o isolamento social aumenta a
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agressividade (Bibancos et al., 2007). Dez dias antes do inicio dos experimentos de
subjugagao social, um camundongo macho adolescente C57BL/6 “isca” foi
introduzido a gaiola de um camundongo agressor (Swiss ou CD1) e foi observada a
interagdo entre eles por 3,5 min. Os camundongos agressores receberam uma
pontuacgéao (-, +, ++ ou +++) de acordo com seu comportamento agressivo, avaliado
conforme parametros descritos por Chiavegatto et al., 2001, sendo estes: laténcia
para a primeira mordida e interagbes agressivas (grooming violento e persegui¢ao).
Os pareamentos foram realizados por trés dias consecutivos e os animais com
pontuacbes entre ++ e +++, nos trés testes, foram classificados como “bons

agressores” e utilizados posteriormente nos experimentos de subjugacao social.

3.3 Modelo Animal de Estresse Psicossocial Prolongado — Subjugacéo Social

O modelo de estresse psicossocial prolongado escolhido foi o modelo de
subjugacgao social (social defeat) descrito por Golden e colaboradores (2011) em
camundongos adultos, com pequenas modificagcdes. Trés séries experimentais
foram realizadas de maneira independente. Em nosso protocolo, os experimentos
comecgaram quando os camundongos C57BL/6 completaram 30 dias de idade (dia 1).
Os animais testes (grupo experimental) foram introduzidos cuidadosamente nas
caixas de pareamento de um camundongo agressor. Neste momento, o
camundongo agressor ataca e persegue o animal teste. Este por sua vez, exibe
posturas defensivas e de medo, como congelamento, fuga e posturas submissas.
Esta interagao fisica tem duracdo de 5 min, momento no qual o animal teste é
retirado cuidadosamente e recolocado no compartimento ao lado, permanecendo na
mesma caixa que o agressor por 24 horas (Fig. 2). Durante todo este periodo, eles
mantiveram contato visual, olfatério e auditivo através da divisoria acrilica perfurada
(estresse psicossocial), porém sem o contato fisico. O procedimento foi repetido por
10 dias consecutivos, sempre no mesmo periodo (entre 14:30 -17 hrs), e diariamente
o animal teste foi pareado com um agressor diferente.

Os animais do grupo controle foram colocados individualmente em caixas de
pareamento similares aquelas usadas no procedimento supracitado, um em cada
compartimento, podendo manter contato visual, olfatério e auditivo entre eles, sem

quaisquer interagdes fisicas. Apods 24 horas, os animais do grupo controle séo
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redistribuidos em outras caixas de pareamento, sendo pareados diariamente, e por
10 dias, com animais controles diferentes. Todos os experimentos com o0s animais
controles ocorreram simultaneamente aos procedimentos com o0s animais
experimentais.

Os pareamentos foram feitos em compartimentos aleatdrios da caixa de
pareamento (Fig. 2). Em ocasides nas quais as agressdes foram muito fortes, o
animal teste foi retirado antes dos 5 min para evitar ferimentos. Em casos de
ocorréncia de ferimentos (3 casos, série 3), os animais foram imediatamente
excluidos dos experimentos. Ao término do ultimo pareamento, os animais foram

isolados em uma gaiola até a eutanasia.

Figura 2 — Camundongo C57BL/6 macho adolescente em pareamento com um

camundongo agressor CD1 macho adulto.

a) 5 minutos b) 24 horas

a) Primeiro momento do protocolo de subjugacgao social no qual o animal experimental é
colocado no mesmo compartimento do camundongo agressor na caixa de pareamento por 5
min. b) O camundongo experimental é retirado e colocado no compartimento ao lado,
estando separado do agressor por uma diviséria de acrilico perfurada por 24 horas.

3.4 Delineamento Experimental

O procedimento de subjugacéo social prolongada, bem como a avaliagéao
comportamental, foram realizados por trés vezes de maneira independente, gerando
trés séries experimentais: série 1, série 2 e série 3. Os tecidos de cada série foram
utilizados para diferentes analises biomoleculares. O delineamento experimental
esta demonstrado na Figura 3. O numero de animais utilizados em cada série foi:

e Série 1: 8 controles e 18 experimentais.



36

0 Os tecidos foram utilizados para a quantificacdo da proteina BDNF e o
sangue para medir a concentragao sérica de corticosterona.
e Série 2: 10 controles e 20 experimentais.
o Foram feitas apenas analises comportamentais.
e Série 3: 10 controles e 17 experimentais.
0 Os tecidos foram utilizados para realizacdo das analises de expressao

génica.

Figura 3 — Linha cronoldgica dos experimentos
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Habituacdo PPS Estresse por subjugacdo social prolongado
Tarde

A figura acima mostra a linha cronolégica dos experimentos em dias. Os testes descritos
acima da linha cronoldgica foram realizados entre 9 — 12 hrs e os testes descritos abaixo da
linha cronoldgica foram realizados entre 14 — 17 hrs. PPS=preferéncia por sacarose;

LCE=labirinto em cruz elevado; IS=interagao social.

3.5 Determinacéo do ganho de peso corporal

Os animais foram individualmente pesados nos dias 1 (valor basal, antes do
inicio do protocolo de subjugacao social) e 11 (apds o fim do ultimo pareamento) no
periodo da tarde em uma balanga semi-analitica e o ganho de peso corporal foi

calculado como a diferenca entre os valores.

3.6 Avaliagc&do de comportamentos emocionais

Os testes realizados para a avaliagdo de comportamentos emocionais dos
animais foram:

e Labirinto em Cruz Elevado (LCE) — dia 10.

e Interagao Social (IS) — dia 11.
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e Preferéncia por Sacarose (PPS)—-dia1,8,9,10e 11.

O teste de IS foi realizado para as séries experimentais 2 e 3, pois este ainda nao

estava padronizado no momento da realizagao da série experimental 1.

3.6.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O comportamento do tipo ansioso foi avaliado através do teste do LCE,
construido a partir do descrito em Lister (1987), com pequenas modificagdes. O
aparato consiste em um labirinto de madeira revestido por uma camada de Formica
preta em formato de cruz. Ele é formado por dois bracos abertos e dois bragos
fechados opostos entre si e separados por uma pequena area central (5x5 cm)
elevados a 52 cm do chao. Os bragos fechados medem 30 cm de comprimento por
10 cm de largura, com paredes de 42 cm de altura. Os bragos abertos medem 30 cm
de comprimento por 10 cm de largura, e possuem uma margem de 0,5 cm de altura
e 0,1 cm de espessura para evitar que o animal caia do aparato ao explorar um dos
bracos abertos (Fig. 3).

O teste de LCE é um teste amplamente utilizado para se medir
comportamento do tipo ansioso em camundongos, uma vez que é responsivo a
administracdo de farmacos ansioliticos (Lister, 1987). O animal é colocado no centro
do aparato de frente para um dos bragos abertos e seu comportamento é analisado
por 5 min. Quando inserido no aparato, o animal apresenta um conflito entre
permanecer em uma area menos aversiva (bragos fechados) ou explorar areas de
maior risco (bragos abertos). Dessa forma, foi quantificado o numero de entradas, a
permanéncia (s) e a distancia (cm) percorrida nos bragos abertos, bem como o
namero de entradas e a distancia percorrida nos bragos fechados (cm). A
porcentagem do numero de entradas nos bragos abertos em relagdo ao numero de
entradas totais (numero de entradas no brago aberto e brago fechado), a
permanéncia (s) e a distancia percorrida (cm) nos bragos abertos foram usados
como medida de comportamento do tipo ansioso. O teste do LCE foi realizado no
10° dia, no periodo da manha, antes do 10° e ultimo pareamento do procedimento
de subjugacéo social. Os testes foram filmados por uma cdmera (Bosch, S&o Paulo)

posicionada no teto perpendicularmente ao centro do aparato, e as analises foram
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feitas manualmente a partir dos videos, por dois pesquisadores que desconheciam

0S grupos experimentais.

Figura 3 — Foto representagao do teste de labirinto em cruz elevado (visdo superior).

3.6.2 Teste de Interacdo Social (I1S)

O teste de interacdo social foi usado para se medir a esquiva social, refletida
como um menor tempo de interagdo do camundongo em estudo com um
camundongo “alvo”, e uma maior laténcia para se iniciar a primeira interagdo. O
aparato utilizado foi uma caixa com dimensodes de 40,5 x 60,0 x 22,0 cm de acrilico,
com paredes transparentes e fundo branco (Noldus, Wageningen, Holanda). A caixa
é dividida igualmente em trés cadmaras interconectadas por pequenas portas, porém
apenas duas camaras foram utilizadas (40,5 x 20,0 cm cada). Este teste foi realizado
em dois momentos sequenciais. No primeiro momento, o camundongo foi colocado
cuidadosamente na camara central com uma porta aberta para a camara da direita,
ambas limpas e vazias, e deixado por 3 min para explorar livremente os ambientes.
A sequir, ele foi retirado e recolocado em sua gaiola moradia por 30 s, enquanto um
camundongo da mesma linhagem e idade (nao relacionado aos procedimentos,
“alvo”) foi colocado na camara da direita, dentro de um cilindro perfurado de acrilico.
O camundongo teste foi reinserido na camara vazia e o seu comportamento foi
avaliado por 3 min. O tempo de permanéncia do animal teste na area de interagao
(area pré-determinada como sendo a metade da camara da direita em que se
encontra o cilindro, Fig. 4) e a laténcia de inicio para a primeira interagcéo
(caracterizada quando o animal teste encosta o focinho no cilindro de acrilico) foram

quantificados. Os testes foram filmados por uma camera (Bosch) posicionada acima



39

do aparato e as analises foram feitas através do software ViewPoint® (Videotrack
3.0.; View Point, Lyon, France). Este teste foi realizado no 11° dia, no periodo da

manha (entre 10 -12 hrs).

Figura 4 — Foto representacao do teste de interagdo social.

12 momento 22 momento

Visdo superior do aparato de interagdo social. A figura da esquerda mostra o primeiro
momento do teste em que o animal € colocado no aparato vazio para explorar o ambiente
por 3 min. A figura da direita mostra o segundo momento em que se € colocado um cilindro
com um animal alvo e o animal teste & recolocado no aparato para interagir por 3 min.

3.6.3 Teste de Preferéncia por Sacarose (PPS)

O teste de preferéncia por sacarose € usado em roedores para medir
comportamentos do tipo depressivos como a anedonia (Strekalova e Steinbusch,
2010). O teste consiste em oferecer ao animal um bebedouro com agua e outro com
uma solugao de sacarose. A solugdo com sacarose desperta um comportamento
hedbnico (prazeroso) em roedores, induzindo a um maior consumo desta solugao
em relagdo a agua, em condi¢gdes normais.

Os testes foram realizados como descrito por Strekalova e colaboradores
(2004) com algumas modificagdes. Primeiramente foi feita uma etapa de adaptacao,
fornecendo aos animais dois bebedouros (utilizamos tubos do tipo Falcon’, com
tampas de borracha e bicos de metal), evitando efeitos de neofobia. Nesta etapa, os

" Utilizamos tubos do tipo Falcon, pois seu volume é menor que o de um bebedouro padrao, reduzindo o peso do
volume de agua e, assim, reduzindo o gotejamento indesejado de liquido.
volume de agua e, assim, reduzindo o gotejamento indesejavel de liquido.



40

animais foram isolados em gaiolas, e depois, 40 mL de agua € um mesmo volume
de solucao de sacarose a 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram oferecidos por
dois dias consecutivos, trocando as solugbes e a posicdo dos bebedouros
diariamente. A concentragdo de 1% de sacarose em agua foi determinada
previamente por nosso grupo em ensaios-piloto como capaz de induzir uma
preferéncia alta em animais controle, entre 80-90%. Depois da etapa de adaptagéo,
0 consumo de agua e de solucdo de sacarose foram determinados por 15 horas
(inicio: 18 h, medigdo: 9 h) e a porcentagem de consumo de sacarose sobre o
consumo total de liquidos calculada nos dias 1 (medicédo basal), 8, 9, 10 e 11.
Adotamos a média do consumo diario por 15 horas ocorrido entre os dias 8-11 como

medida de preferéncia por sacarose apds um periodo de subjugacao social.

3.7 Sacrificio dos animais

Os animais foram cuidadosamente levados da sala de experimentagcdo e moradia
dos animais a uma sala lateral especialmente utilizada para o sacrificio no dia 12,
periodo da tarde (14:30 -17:30 hrs, ou seja, aproximadamente 24 h apds o ultimo
pareamento). Neste local eles foram decapitados imediatamente de maneira
alternada entre os grupos controle e experimental. As estruturas enceféalicas cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal (nucleos caudado e putamen) foram
dissecadas por uma pesquisadora experiente e foram rapidamente congeladas em
gelo seco (séries 1 e 2) ou nitrogénio liquido (série 3), sendo posteriormente
mantidas a -70 °C. O cortex pré-frontal e hipocampo foram escolhidos por serem
areas cerebrais muito relacionadas com a depressao. O estriado dorsal foi escolhido
como uma area relacionada a parte motora e, portanto, um possivel controle
negativo para nossos experimentos. O sangue troncular de cada animal foi coletado
em microtubos e mantidos em gelo até a separagdo do soro e sua posterior

armazenagem a -70 °C.

3.8 Determinagéo da Concentragdo Sérica de Corticosterona

A dosagem de corticosterona sérica foi feita para as amostras da série 1 por

imunoensaio enzimatico de acordo com as instrugdes do kit (Arbor Assays-
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DetectX® Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit # KO014-H5, Ann Arbor,
Michigan, EUA). A curva padrdo de corticosterona, assim como a dosagem das
amostras, foram feitas em ftriplicata, em placa de 96 pogos e segundo as
especificacdes do fornecedor. Calculou-se a absorbancia média das triplicatas, e a
partir da curva padrao obteve-se a concentragdo das amostras. A absorbancia foi
lida em 595 nm no espectrofotdmetro Techne TC-5000 (Bibby Scientific,
Staffordshire, Reino Unido). O limite inferior de dectecgao do kit € de 16,9 pg/mL e o

coeficiente de variacido do intraensaio foi de 8%.
3.9 Quantificagc&do da expressédo génica
3.9.1 Extracdo de RNA total

O RNA total foi isolado através do kit de extracdo mirVana™ PARIS™ Kit
(Ambion®, Foster City, EUA), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. Este kit
nos permite separar moléculas de RNA de baixo peso molecular (microRNA, por
exemplo) do restante do RNA, o qual denominamos aqui de RNA total, e foi
escolhido para a obtencdo de material para realizacdo de futuras analises
moleculares. Os tecidos foram retirados do freezer -70 °C em gelo e
homogeneizados em 450 uL de tampé&o de lise por 30 s (Ultra-Turrax T10, IKA,
Staufen, Alemanha). Apdés a homogeneizagdo, igual volume de solugao
desnaturante contendo 2-mercaptoetanol foi adicionado ao homogenato. A solugéo
foi misturada por inversdo e incubada em gelo por 5 min. Foi adicionado igual
volume de uma solugdo de fenol acido:cloroférmio e homogeneizado no vértex por
30 s. As amostras foram centrifugadas por 5 min em temperatura ambiente a 15000 g.
Apos a centrifugagcao, o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para um novo
tubo e acrescentado um tergo de volume de alcool 100%. Nesta etapa as moléculas
de RNA acima de 200 pares de base (pb) precipitam e a fase aquosa permanece
com as moléculas de RNA de menores pesos moleculares (< 200 pb). A solugao,
contendo as duas fases, foi transferida para um tubo contendo um filtro de silica
capaz de filtrar os fragmentos de RNA precipitados e centrifugada a 5000 g por 15 s.
Dessa forma, as moléculas de RNA com maiores pesos moleculares ficam retidas no

filtro e as moléculas de RNA com menores pesos moleculares continuam dissolvidas
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na solucao. O filtro foi transferido para um tubo vazio e foi adicionado 700 uL de uma
solucao de lavagem, centrifugado, e seguido de mais duas lavagens com 500 pL de
uma segunda solugdo de lavagem. O filtro foi centrifugado por 1 min a 5000 g para
retirar qualquer resquicio de solucgao, e transferido para um novo tubo. Por fim, 100
ML de agua livre de nucleases pré-aquecida a 95 °C foram adicionados no filtro para
dissolucdo do RNA total e centrifugado por 30 s a 5000 g. O filtro foi descartado e a
solugdo contendo o RNA total foi guardada em freezer -70 °C até o seu uso. A
concentragdo e a pureza das amostras foram verificadas em espectrofotdmetro
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Mass, EUA) e através de um gel

de agarose 1%.

3.9.2 Sintese do DNA complementar (DNAC)

A sintese do DNAc foi feita simultaneamente para as amostras dos grupos
controle e experimental, para cada area cerebral, utilizando-se 2 ug do RNA total, 4 yL
de tampé&o 5X (250 mM de Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCIl e 15 mM de MgCl2), 1 yL
de DTT 0,1 M, 0,025 Mde iniciadores oligo(dT), 0,5 mM de cada
desoxirribonucleotideos fosfatados (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), 40 U da enzima
Rnase OUT, e 200 U da enzima SuperScript Ill Reverse Transcriptase (todos da
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), em um volume total de 20 ul de agua, isenta de
RNAses e DNAses. Inicialmente, o RNA foi aquecido a 65 °C juntamente com os
iniciadores oligo(dT) e os desoxirribonucleotideos fosfatados, por 5 min, e colocado
no gelo até a adigdo dos demais reagentes. A reacgdo foi incubada a 50 °C por 50
min, e interrompida pelo aquecimento a 85 °C, por 5 min. Por fim, foi realizado um
tratamento com RNAse H para eliminagao das moléculas de RNA por 20 min a 37 °C. As

solugcdes de DNAc foram armazenadas em freezer a -20 °C, até seu uso.

3.9.3 Procedimento para a confeccdo de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Os oligonucleotideos iniciadores, especificos para as variantes de juncéo do
Bdnf de camundongos (Mus musculus) e para os genes candidatos a controle
interno (genes com expressao similar entre os tratamentos, definido como genes de

referéncia), foram desenhados utilizando-se o software Primer 3
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(http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), sua especificidade
foi verificada através do BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) e a qualidade
confirmada no programa Beacon Designer (http://
www.premierbiosoft.com/qOligo/Oligo.jsp?PID=1).

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA
Technologies Inc., Coralville, IA, EUA). Os parametros tedricos utilizados na
confecgdo consideraram: a) temperatura de anelamento em torno de 60 °C; b)
tamanho do produto entre 70 e 230 pb; c) porcentagem de GC em torno de 50%; d)
preferéncia por regides situadas em diferentes éxons; e) tamanho do iniciador entre
19-21 pb.

3.9.4 Reacdo em cadeia de polimerases (PCR) em Tempo Real

As reacdes de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram feitas no
equipamento Rotor Gene 3000 (Corbett Research, Concord, Australia). A
quantificacao relativa dos transcritos para cada amostra foi feita de acordo com por
gPCR através do Cq (ciclo de quantificagao) (Vandesompele et al., 2002), que é o
numero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia emitida pela amostra alcance
uma linha de deteccdo arbitraria (threshold) escolhida na fase exponencial da
reacdo, na qual a linearidade é mantida. E nesta fase que a eficiéncia e o resultado
da reacao sao obtidos, e a fluorescéncia adquirida € proporcional ao numero inicial
de copias da amostra. Para a escolha da concentragdo ideal de DNAc a ser
amplificado, confeccionou-se uma curva padrao de amplificagéo, contendo 5 pontos de
uma diluicdo seriada (40 ng, 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2,5 ng), para cada par de primer.
Apds a analise desta curva, o intervalo de diluicdo que apresentou eficiéncia entre
90% e 100% e acompanhada de um coeficiente de correlagdo superior a 0,98 foi
escolhido para a concentragao de trabalho. Sendo assim, as reagcdes contiveram 10
ng de DNAc, 200nM de iniciadores senso e anti-senso, sais, deoxinucleotideos, a
enzima AmpliTag Gold DNA polimerase (Applied Biosystems, Warrington, Reino
Unido) e o composto fluorescente Sybr Green |, otimizados para um volume final de
20 ul. As reagdes foram incubadas inicialmente a 95 °C, por 10 min, para a ativacéo
da enzima DNA polimerase, seguidas por 40 ciclos de: a) 15 s a 95 °C, para

desnaturagao, b) 60 s a 60 °C, para anelamento, extensdao e coleta do sinal de
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fluorescéncia. Para cada corrida foram feitos os controles negativos: NTC (auséncia
de DNAc) e uma amostra de RNA total (controle negativo para verificar a possivel
presenca de DNA gendmico). As amostras referentes aos grupos controle e
experimental foram processadas para cada gene sempre na mesma corrida junto a
uma curva padrao com trés pontos de diluicdo. As amostras foram feitas em triplicata
e algumas em duplicatas, devido a limitagbes quanto ao numero de amostras que
podem ser corridas ao mesmo tempo no equipamento (72 amostras). Apos o término
de cada corrida, a especificidade do produto de PCR formado foi determinada
através de uma corrida de dissociagao (95 °C por 15 s, estabilizagéo a 60 °C, seguida
de um aumento gradual de temperatura de 0,5 °C por min). Dessa forma, somente
foram utilizados os iniciadores cujos produtos amplificados mostraram pico unico,

claro e bem definido na temperatura correta nesta corrida de dissociagéo.

3.10 Quantificacédo da expresséo proteica de BDNF

3.10.1 Anticorpos

Anticorpos primarios para a marcacdo de BDNF (sc-546, lote # G2512,
anticorpo policlonal produzido em coelho) e de B-actina (sc-47778, lote # D0213,
anticorpo monoclonal produzido em camundongo) foram utilizados. O anticorpo sc-
546 foi escolhido por ser capaz de reconhecer as trés isoformas do BDNF conforme
publicado em alguns trabalhos (Carlino et al., 2010; Sartori et al., 2011).

Os anticorpos secundarios foram: anti-coelho conjugado com HRP (sc-2004,
lote # E1012, anticorpo monoclonal produzido em cabra) e anti-camundongo
conjugado com HRP (sc-2005, lote # B0513, anticorpo monoclonal produzido em
cabra). Todos os anticorpos foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA.

3.10.2 Ensaio de Western Blot

Os tecidos (cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal) foram

descongelados e homogeneizados (Ultra-Turrax T10) em 150 pyL de tampéao de lise
(1% de SDS, 1 mM de EDTA, 10 mM Tris) contendo coquetel de inibidores de
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proteases e fosfatases (1:1000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA). Apés a
homogeneizagéo, as amostras foram centrifugadas a 13.000 g por 15 min a 4 °C e
os sobrenadantes foram retirados e armazenados a -70 °C, até utilizagdo posterior.
As concentragcdes de proteina foram determinadas usando o método do &acido
bicinconinico (BCA) (Pierce, Rockford, IL, EUA).

Vinte microgramas de proteina de cada amostra foram ajustadas para um
volume total de 20 yL com agua deionizada e tampao Laemmli (65,8 mM Tris-HCI,
pH 6,8, 2,1% SDS, 26,3% glicerol, 0,01% azul de bromofenol) contendo ditiotreitol
(350 mM) (Bio-Rad, Berkley, CA, EUA). As amostras foram aquecidas por 7 min a 95 °C
e aplicadas em géis pré-moldados de SDS-poliacrilamida 10% (Bio-Rad). Os géis
foram submetidos a eletroforese em tampéao de corrida (25 mM Tris-base, 192 mM
glicina e 20% SDS) por 45 min a 250 Volts. As proteinas separadas e contidas nos
géis foram entdo transferidas por eletroforese durante 3 min para membranas de
fluoreto de polivinilideno utilizando o sistema Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). Apds a
transferéncia, as membranas foram bloqueadas em tampao TTBS (20 mM Tris-
base, 137 mM NaCl,1% Tween® 20, pH 7,4) contendo 5% de albumina (BSA)
durante 4 h a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Apdés o bloqueio, as
membranas foram incubadas durante a noite a 4 °C em 5 mL de tamp&o TTBS
contendo 5% albumina e anticorpo contra BDNF (1:1000). As membranas foram
lavadas 3 vezes por 10 min em TTBS, sendo entdo encubadas por 1 h e 30 min com
o anticorpo secundario anti-coelho (1: 4000) em 5 ml de tampao TTBS contendo 5%
albumina. Apés mais 3 lavagens, foi adicionado o substrato de quimioluminescéncia
Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad). Em seguida, a visualizagao e fotografia
das bandas foram realizadas em um transiluminador ImageQuant 300 (GE
Healthcare, Milwaukee, WI, USA) em filtro para luz visivel. Posteriormente, as
mesmas membranas foram incubadas com anticorpo primario B-actina (1:1000) para
normalizagcdo da quantidade de proteina de cada amostra, seguindo 0 mesmo
protocolo acima. A quantificagdo da densidade oOptica das bandas foi realizada
utilizando o software ImageQuant (GE Healthcare), normalizando-se os valores de
densidade optica das proteinas de interesse pelos valores de densidade oOptica da [3-

actina.
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3.11 Anélise Estatistica

Os resultados mostrados nos graficos estdo expressos em média £ erro
padrdao da média (EPM). As andlises e os graficos foram feitos utilizando-se o
programa estatistico GraphPad Prism (versao 5.0, GraphPad Software, San Diego,
CA, EUA). A distribuigdo dos dados foi verificada através dos testes de Shapiro-Wilk
e Kolmogorov-Smirnov. Para os dados que apresentaram distribuicdo normal, foram
utilizados os testes t de Student (comparagdes entre controle x experimental),
ANOVA de 1 via (comparagdes entre os grupos controle, suscetivel e resiliente)
seguido do teste de Tukey para comparagdes entre dois grupos e ANOVA de 2 vias
(para verificar a influéncia do estresse por subjugacdo social x diferentes séries
experimentais). Para os dados que nao apresentaram distribuicdo normal, foram
utilizados os testes de Mann-Whitney (comparacgdes entre controle x experimental) e
Kruskal-Wallis (comparagdes entre os grupos controle, suscetivel e resiliente)
seguido do teste de Dunn para comparacéao entre dois grupos.

O método de z-escore foi usado para transformar cada parédmetro da
interacdo social (o tempo de interagdo social e a laténcia para iniciar a primeira
interacdo) e soma-los em uma pontuagao geral representativa para a interagao
social. O nivel de significancia de 5% foi adotado para revelar diferenga

estatisticamente significante entre os grupos comparados.



47

4 RESULTADOS

4.1 Ganho de peso dos animais ap6s o periodo de estresse psicossocial diario

Os animais foram pesados nos dias 1 (antes do inicio dos pareamentos) e 11
(24 h apds o ultimo pareamento). Nao foi observada diferenga no peso inicial entre
0s grupos controle e experimental em nenhuma série experimental (p>0,05; Fig. 6a).
O peso final também n&o diferiu estatisticamente entre os grupos em cada série
experimental realizada (p>0,05; Fig. 6b) Uma diminuicdo de aproximadamente 40%
no ganho de peso do grupo experimental em relagdo ao grupo controle foi
observada na série 2 (t=2,42, p<0,01), porém n&o foram observadas diferencas

estatisticamente significantes nas séries experimentais 1 e 3 (p>0,05) (Fig.6c¢).

Figura 6 — Efeitos do estresse por subjugacado social durante 10 dias em camundongos

machos adolescentes sobre o peso corporeo nas trés séries comportamentais.
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O peso inicial e final foram medidos no dia 1 antes do primeiro pareamento € 24 h apés o
ultimo pareamento, respectivamente. O ganho de peso representa a diferenca entre as

medigdes inicial e final. Dados representam a média £ EPM. Teste t de Student, **p<0,01.
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4.2 Concentracdo sérica de corticosterona ap06s o periodo de estresse
psicossocial diario

A Figura 7 mostra a concentragdo sérica de corticosterona determinada
durante o ciclo claro (entre 15 e 17 h) 24 horas apds o ultimo pareamento nos
animais da série 1. N&o foi observada diferenca estatisticamente significante entre o

grupo controle e experimental (p>0,05).

Figura 7 — Efeitos do estresse por subjugacdo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a concentracdo sérica de corticosterona no

momento da eutanasia dos animais da série experimental 1.
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Dados representam a média + EPM.
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4.3 Comportamento de anedonia no teste de PPS 1%

Os consumos de agua e de solugédo de sacarose a 1% por 14 horas foram
determinados pela manha nos dias 1 (basal), 8, 9, 10 e 11. O valor do dia 1 e a
meédia dos valores entre os dias 8-11 do consumo da solug¢ao adocicada, em relacao
ao consumo diario total de liquidos, foram usados como medida de PPS. Nao foi
observada diferenga entre os valores basais (dia 1) na PPS dos camundongos dos
diferentes grupos em nenhuma das séries experimentais (p>0,05, Fig. 8). O
consumo total de fluidos apds o estresse psicossocial diario ndo diferiu entre os
grupos em todas as séries experimentais (p>0,05, Fig. 9a). Entretanto, a PPS dos
camundongos adolescentes apresentou-se reduzida devido ao estresse psicossocial
diario, ao se analisar conjuntamente as trés séries experimentais (F81)=12,81,
p<0,001, Fig. 9b), sem sofrer influéncia da série experimental (F(2:0=1,16, p>0,05,
Fig. 9b).

Figura 8 — Preferéncia por solugdo de sacarose a 1% em camundongos machos com 30

dias de idade (valor basal) em cada série experimental
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Figura 9 — Efeitos do estresse por subjugacdo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre o consumo total de fluidos e sobre a preferéncia por

solugéo de sacarose a 1% em cada série experimental
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Média de consumo entre os dias 8-11. Dados representam a média + EPM. Teste ANOVA

de duas vias, *** p<0,001.

A variabilidade dos dados de PPS no grupo subjugado apresentou-se
diferente da variabilidade no grupo controle nas trés séries experimentais analisadas
em conjunto (F teste, F=3,18, p<0,01). Uma cuidadosa analise dos dados sugeriu
que o grupo experimental era composto por dois subgrupos de animais: um
subgrupo que apresentava o valor de PPS semelhante ao do grupo controle e um
subgrupo que apresentava uma reducdo na PPS (anedonia). A partir desta

observacgao, utilizamos os valores de PPS do grupo controle das trés séries
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experimentais em conjunto para estabelecer um valor adequado para possibilitar a
separagdo dos subgrupos entre os animais subjugados. Estabelecemos o 5°
percentil dos valores do grupo controle como valor de corte (PPS=77,7%; Tabelale
Fig. 10), ou seja, escolhemos o limite inferior dos 95% dos individuos que compde o
grupo controle. A escolha deste método foi baseada na observagéo de que o grupo
controle das trés séries experimentais ndo seguia uma distribuicdo normal e,

portanto, um método paramétrico como o desvio padréo ndo seria adequado.

Tabela 1 — Valores de PPS (%) dos camundongos do grupo controle das trés séries

experimentais em conjunto, referentes aos 1° a 99° percentis

Percentis 1° 5° 10° 25° 50° 75° 90° 950 990
PPS (%) 76,6 77,7 78,0 82,9 87,2 88,8 91,3 92,6 93,6

Figura 10 — Efeitos do estresse por subjugagao social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a preferéncia por solugdo de sacarose a 1% nas

trés séries experimentais em conjunto.
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A linha tracejada representa o valor correspondente ao 5° percentil do grupo controle

utilizado para a separacdo do grupo experimental nos subgrupos resiliente e suscetivel.
Dados representam a média + EPM. Teste Mann-Whitney, * p<0,05.
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Desta forma, os animais do grupo experimental de cada série experimental
foram divididos em resilientes, ou seja, aqueles sujeitos que obtiveram valores
superiores a 77,7% na PPS, ou suscetiveis, que obtiveram valores abaixo de 77,7%.
Em todas as séries experimentais, o grupo suscetivel mostrou uma acentuada
reducdo na PPS quando comparado aos grupos controle e resiliente (série 1:
F2,23=39,78, p<0,0001; série 2: F(227=30,06, p<0,0001; série 3: F(224=29,95,
p<0,0001; Fig. 11). O numero de animais resilientes e suscetiveis obtidos em cada

série foi:

Tabela 2 — Numero de camundongos adolescentes resilientes e suscetiveis apds o estresse
psicossocial prolongado em cada série experimental, conforme o valor

estabelecido para PPS em 77,7% (5° percentil do grupo controle)

Série Experimental Resilientes Suscetiveis % Suscetiveis
Série 1 10 8 44%
Série 2 11 9 45%

Série 3 10 7 41%
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Figura 11 — Efeitos do estresse por subjugagdo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a preferéncia por solucdo de sacarose a 1% em
cada série experimental. Os grupos experimentais apresentam-se subdivididos

em resilientes e suscetiveis ao efeito anedénico (PPS)
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A linha tracejada representa o valor correspondente ao 5° percentil do grupo controle
(77,7%) utilizado para a separagao do grupo experimental em resiliente e suscetivel. Dados
representam a média £+ EPM. *** p<0,001 com relagdo aos grupos controle e resiliente
(ANOVA seguido por Tukey).
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4.4 Comportamentos relacionados a esquiva social no teste de interacdo social

O teste de interagdo social foi feito com os animais das séries 2 e 3 para
avaliar comportamentos relacionados a esquiva social. Dois parametros diferentes
foram observados: o tempo gasto em interagdo social e a laténcia para a primeira
interacdo. Na série 2 o grupo experimental mostrou diminuigdo no tempo em
interacdo (t=2,80, p= 0,01), mas ndo mostrou alteragdo na laténcia (p>0,05; Fig.
12a). Na série 3 o grupo experimental ndo diferiu no tempo em interagao (p>0,05),
porém mostrou aumento na laténcia (t=2,11, p<0,05; Fig. 12b). Adicionalmente,
ambos os parametros de interacdo social observados foram transformados por
z-escore e somados com a finalidade de gerar uma pontuagéo para interacéo social
considerando, os dois parametros anteriores em conjunto. Os animais subjugados
apresentaram tendéncia a uma menor pontuagao para interagao social em ambas as
séries (série 2: t=1,95, p=0,06, Fig. 12a; série 3: t=1,89, p=0,07; Fig. 12b).
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Figura 12 — Efeitos do estresse por subjugagdo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre comportamentos relacionados a esquiva social no

teste de interagao social
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Investigou-se se os subgrupos suscetivel e resiliente aos efeitos anedbnicos
(PPS) apresentariam diferencas em relagao aos parametros de esquiva social. Uma
reducdo na pontuagédo para interagdo social foi observada nos grupos resiliente e
suscetivel em relagdo ao grupo controle analisando as séries experimentais 2 e 3 em
conjunto (H=9,73, gl=2, p<0,01; Fig. 13).

Figura 13 — Efeitos do estresse por subjugagado social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre comportamentos relacionados a esquiva social nas
séries experimentais 2 e 3 em conjunto. O grupo experimental se apresenta

subdividido em resiliente e suscetivel ao efeito anedénico (PPS)
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Pontuacao para interacdo social apds a transformacdo em z-escore dos dados referentes
aos parametros tempo e laténcia para interagdo, e posterior somatéria em um Unico
parametro, nas séries experimentais 2 e 3 em conjunto. Dados representam a média + EPM.
** p<0,01 com relagao ao grupo controle (Kruskal-Wallis seguido por Dunn).
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bY

4.5 Comportamentos relacionados a ansiedade no teste do labirinto em cruz
elevado

Comportamentos relacionados a ansiedade foram avaliados por 5 min no
LCE. O grupo experimental da série 1 mostrou diminuicdo na porcentagem do
numero de entradas no braco aberto (t=2,63, p<0,05; Fig. 14a), porém nao houve
diferenca na distancia percorrida e no tempo de permanéncia nos bragcos abertos
(p>0,05; Fig. 14c), enquanto que os animais do grupo experimental das séries 2 e 3
nao apresentaram diferenga estatisticamente significante em todos os parametros
observados (p>0,05; Fig. 14).

Figura 14 — Efeitos do estresse por subjugagao social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre comportamentos relacionados a ansiedade no teste

labirinto em cruz elevado nas trés séries experimentais
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a) % de entrada nos bragos abertos; b) distancia percorrida nos bragos abertos; c) tempo
nos bracos abertos. Dados representam a média + EPM. Teste t de Student, * p<0,05.
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Investigou-se os subgrupos resilientes e suscetiveis aos efeitos anedbnicos
(PPS), com relagcdo aos comportamentos avaliados no LCE. Uma tendéncia a
reducao na porcentagem do numero de entradas no brago aberto foi observada nos
animais dos grupos resiliente e suscetivel da série 1 (F(223=3,27, p=0,056; Fig. 15a),
enquanto que nenhuma diferencga foi observada nos outros parametros desta série
(p<0,05; Fig. 15a,b,c), bem como em todos os parametros das séries 2 e 3 (p>0,05;
Fig. 15a,b,c).

Figura 15 — Efeitos do estresse por subjugagao social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre comportamentos relacionados a ansiedade no teste
de labirinto em cruz elevado, ap6s a separagdo do grupo experimental em

resiliente e suscetivel nas trés séries experimentais
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a) % entrada nos bragos abertos; b) distancia percorrida nos bragos abertos; c) tempo nos
bracos abertos. Dados representam a média + EPM.



59

4.6 Quantificacao da expresséo génica de Bdnf total e suas variantes de juncao
por PCR em tempo real

A expresséao dos transcritos Bdnf total e suas variantes de jungdo dos grupos
controle, resiliente e suscetivel foi quantificada por qPCR nos animais da série
experimental 3 no coértex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal.

4.6.1 Pares de iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes
A Tabela 3 apresenta a sequéncia e o tamanho do produto amplificado pelos

iniciadores desenhados para a amplificacdo dos transcritos referentes aos diferentes

transcritos de Bdnf e aos genes de referéncia.

Tabela 3 — Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados para gPCR e o tamanho do

produto em pares de bases

Genes Sequéncias Senso / Antisenso (5'->3') Tamanho do produto (pb)
Bdnf total ACCCAGGTGTGCGGACCCAT/ 143
(AY057907") TGGGCCGAACCTTCTGGTCCT
Bdnfl TCACACCAAGTGGTGGGCGA/ 217
(AY057908.1) GCCGCCTTCATGCAACCGAA
Bdnf2B CTCCTGCGCCGGGTGTGTGAT/ 222
(AY057910.1) CGCTCTCCAAACGCTCCGCTC
Bdnf2C TTGGAGCGGAGCGTTTGGAGA/ 115
(AY057911.1) ATACCAACCCGGAGCTTGCCA
Bdnf3 GCTGAGACTGCGCTCCACTCC/ 189
(AY057912.1) GGGTCCGCACACCTGGGTAG
Bdnf4 CCACCAAAGACTCGCCcCccCT/ 212
(AY057913.1) GCCGCCTTCATGCAACCGAA
Bdnf5 ACCCGGTTCCTTCAACTGCCA/ 216
(AY057914.1) GCCGCCTTCATGCAACCGAA
Ppia AATGCTGGACCAAACACAAAA/ 101
(NM_008907) CCTTCTTTCACCTTCCCAAA
Hprtl TGTTGTTGGATATGCCCTTG/ 106
(NM_013556) GCGCTCATCTTAGGCTTTGT
Gapdh AGGAGCGAGACCCCACTAAC/ 179

(NM_001001303) GTGGTTCACACCCATCACAA

' Apenas a sequéncia do éxon codificante (éxon VIIlI) do gene Bdnf foi utilizada para o desenho do respectivo
primer.



60

4.6.2 Escolha dos genes normalizadores

A escolha dos melhores genes normalizadores foi feita de acordo com
Vandesompele e colaboradores (2002), calculando-se o indice M (Internal control
gene-stability measure M), que representa o quanto os valores de expressdo de um
gene controle estdo variando entre as amostras (Tabela 4). Os transcritos com
menor indice M (menor variagdo) foram selecionados como normalizadores. Sao
eles:

e Cortex pré-frontal: Gapdh e Ppia.

e Hipocampo: Ppia e Hprt1.

e Estriado: Gapdh, Ppia e Hprt1.

Tabela 4 — indice M dos genes normalizadores

Tecido Gene Controle indice M
Gapdh 0,146
Cértex Pré-Frontal  Ppia 0,140
Hprtl 0,176
Gapdh 0,190
Hipocampo Ppia 0,142
Hprtl 0,157
Gapdh 0,067
Estriado Ppia 0,072

Hprtl 0,073




61

4.6.3 Analise da quantificagdo da expresséo relativa dos diferentes transcritos de
Bdnf em diferentes areas cerebrais dos camundongos machos adolescentes apés a
subjugacéao social prolongada

Os resultados a seguir mostram a expressao dos genes normalizadores
Gapdh, Hprt1 e Ppia, e dos transcritos do Bdnf total, Bdnf1, Bdnf2B, Bdnf2C, Bdnf3,
Bdnf4 e Bdnf5 no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal dos grupos
controle, resiliente e suscetivel da série 3. Os niveis de expressdo dos genes
normalizadores nao diferiram entre os grupos (p>0,05, Tabela 5). No cortex pré-
frontal e no hipocampo nao foram observadas diferencgas significantes em nenhum
dos transcritos estudados (p>0,05, dados estatisticos em APENDICE; e Fig. 16). No
estriado, os dados mostram uma reducao de 49% nos niveis do transcrito Bdnf4 no
grupo suscetivel em relagdo ao grupo resiliente (H=7,01, gl=2, p<0,05; Fig. 16),
porém sem diferenca significante entre cada grupo em relagéo o grupo controle. Os
demais transcritos n&o apresentaram diferenga significante no estriado (p>0,05,
dados estatisticos em APENDICE; Fig. 16).

Tabela 5 — Quantidade normalizada pelo grupo controle dos transcritos dos genes

normalizadores (valores arbitrarios)

Area Grupo (n) Gene
Gapdh Hprtl Ppia
Cortex Pré-Frontal  Controle 1+0,33 1+0,72 1+0,37
Resiliente 1,03 +£0,49 1,72 £+ 1,07 0,94 +0,34
Suscetivel 0,93+0,34 2,05+1,68 0,82+£0,32
Hipocampo Controle 1+0,69 1+0,34 1+0,49
Resiliente 1,2 +0,60 1,06 + 0,29 1,19 + 0,28
Suscetivel 0,88+0,8 1,11 +0,31 0,96 £ 0,53
Estriado dorsal Controle 1+0,17 1+0,25 1+0,13
Resiliente 0,86+0,12 0,96 + 0,34 1,19+0,19
Suscetivel 0,92+0,17 1,15+0,25 1,12+0,16

Os dados foram normalizados em relagao ao grupo controle e representam a média + DP.
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Figura 16 - Efeitos do estresse por subjugacgéo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a expressdo génica relativa, por qPCR, dos
diferentes transcritos de Bdnf no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal

dos animais da série experimental 3
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ESTRIADO DORSAL

[ Controle  HE Resiliente 1 Suscetivel

Quantidade normalizada de transcrito

Expressado dos transcritos Bdnf total, Bdnf1, Bdnf2B, Bdnf2C, Bdnf3, Bdnf4 e Bdnf5 nos
grupos controle, resiliente e suscetivel no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado (n=5-8/
grupo). Os dados foram normalizados em relagdo ao grupo controle e representam a média
+ EPM. *p<0,05, RES vs SUS (Kruskal-Wallis seguido por Dunn).
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4.7 Anélise da quantificagdo proteica das diferentes isoformas de BDNF em
diferentes areas cerebrais dos camundongos machos adolescentes apés

subjugacéao social prolongada por ensaio de Western Blot

O padrao de imunomarcagao utilizando os anticorpos anti-BDNF (sc-546) e
anti-B-actina (sc-47778) pode ser visto na Figura 18. Os resultados a seguir mostram
a expressao proteica de BDNF total e suas isoformas precursora, madura e truncada
no coértex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal dos grupos controle e suscetivel
da série 1. No cortex pré-frontal ndo houve diferenca na quantificacdo de nenhuma
das isoformas estudadas entre os grupos (p>0,05; Fig. 17). Os niveis de BDNF total,
proBDNF e trBDNF no hipocampo n&o mostraram diferenca significante (p>0,05;
Fig. 17). A isoforma mBDNF mostrou uma tendéncia de aumento no grupo
experimental (t=0,21, p=0,10; Fig. 17). No estriado dorsal, observou-se uma
diminuicédo de 11,5% dos niveis de BDNF total (t=2,14, p=0,05; Fig. 17) e de 11% de
trBDNF (t=1,524, p=0,05; Fig. 17) entre os grupos controle e suscetivel, enquanto
que nenhuma diferenga foi observada para as isoformas mBDNF e proBDNF
(p>0,05; Fig. 17).

Figura 17 - Efeitos do estresse por subjugagédo social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a expressao proteica de BDNF no cortex pré-frontal,

hipocampo e estriado dorsal por ensaio de Western Blot nos animais da série 1
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Dados foram normalizados em relacdo ao grupo controle e representam a média + EPM.
Teste t de Student, *p<0,05. BDNF total= somatdria das trés isoformas; mBDNF= BDNF
maduro; proBDNF= forma precursora do BDNF; trBDNF= BDNF truncado.
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Figura 18 — Padrao de imunomarcagao usando os anticorpos anti-BDNF (sc-546) e anti-B-
actina (sc-47778) em SDS-PAGE no hipocampo
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As setas a direita mostram a localizacdo de cada isoforma do BDNF e B-actina em SDS-
PAGE, e a esquerda estdo marcados os pesos moleculares. CTR= controle; SUS=

suscetivel.
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5 DISCUSSAO

Modelos animais de depressao que empregam estressores fisicos (como por
exemplo, luz estroboscopica, choque, imobilizagdo for¢cada ou nado forgado)
carecem de uma validade de construto, ja que néo refletem etiologicamente
situacbes desencadeadoras da depressdo em humanos e sao situagdes que
dificilmente roedores enfrentam em seu habitat (Krishnan e Nestler, 2011). Os
modelos de estresse psicossocial, entretanto, representam melhor o estresse sofrido
em seres humanos, especialmente durante a adolescéncia, periodo em que o
estresse de natureza social € o de maior relevancia. O principal componente do
modelo de subjugacao social é possibilitar a interagdo agonistica entre dois animais,
levando a submissdo do animal “derrotado” e ao status dominante do “vencedor”.
Esta situacdo modela de maneira mais satisfatéria o bullying praticado entre jovens,
onde uma crianga ou adolescente sdo submetidos a situagdes crbnicas de
subjugacao social (Nestler e Hyman, 2010; Buwalda et al., 2011). Entretanto, poucos
estudos investigaram o efeito do estresse psicossocial em animais adolescentes,
guando iniciamos este nosso trabalho, além de todos terem utilizado ratos (Bourke e
Neigh, 2011; Buwalda et al., 2011).

Conforme sugerido pelos autores descritos acima, concordamos que o
modelo empregado neste estudo possa se constituir em uma ferramenta muito util
para estudar e melhor compreender os fatores moleculares que possivelmente
estejam envolvidos na depressdo. Demonstramos que este modelo foi capaz de
induzir um comportamento do tipo depressivo nos animais subjugados, observado
na forma de anedonia no teste de PPS. A anedonia, como dito anteriormente,
representa uma menor capacidade do individuo em sentir prazer, e € um dos
parametros de maior validade de face e de predicdo em um modelo animal de
depressao, pois reflete um dos principais sintomas do transtorno depressivo maior
(Willner et al., 1992), além de responder ao uso cronico de antidepressivos. Dessa
forma, os nossos resultados estdo de acordo com relatos da literatura, nos quais
varios estressores fisicos (Willner, 1997; Strekalova et al., 2004) e estressores
psicossociais (Berton et al., 2006, Krishnan et al., 2007; Venzala et al., 2013) de
forma crbénica sdo capazes de induzir anedonia. Aproximadamente 40-50% dos

animais subjugados nas trés diferentes, e independentes, séries experimentais
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apresentaram déficit hedbnico no teste de PPS. Dados semelhantes foram
encontrados na literatura. Strekalova e colaboradores (2004), usando um modelo de
estresse cronico moderado (fisico e psicossocial) em camundongos adultos,
observaram uma populacdo de 60% dos animais subjugados apresentando
anedonia. Krishnan e colaboradores (2007), usando o mesmo modelo de
subjugacao social utilizado em nosso trabalho, porém em camundongos adultos,
também encontraram uma populagao entre 50-60% de animais com anedonia. Esta
variabilidade dos resultados intra-grupo nos permite analisar componentes
comportamentais e moleculares referentes a suscetibilidade e a resiliéncia aos
efeitos do estresse crénico psicossocial.

O nosso protocolo de estresse social também foi capaz de induzir esquiva
social nos animais subjugados frente a um animal co-especifico em ambas as séries
experimentais testadas. A esquiva social, apesar de ser revertida com o tratamento
crbnico com antidepressivos (Berton et al., 2006), pode estar mais relacionada a
ansiedade generalizada, ou a um medo especifico do animal em interagir
socialmente devido aos episodios anteriores de agressao (fobia social) (Toth e
Neumann, 2013), do que a um comportamento do tipo depressivo. Este
comportamento, dependendo da intensidade e duracdo dos encontros agonistas de
subjugagdo, pode ser especifico apenas frente aos proprios agressores, ou
generalizado a animais desconhecidos e até mesmo de linhagens diferentes a dos
agressores (Toth e Neumann, 2013). De uma maneira geral, comportamentos
similares também podem ser observados em pacientes com transtorno ansioso
social (Bogels et al., 2010). Outrossim, episddios agudos de subjugacdo social
podem ser suficientes para a inducao de esquiva social, ao contrario da anedonia,
que parece se manifestar somente a partir do estresse cronico (Meerlo et al., 1996;
Razzoli et al.,, 2010). Entretanto, a esquiva social € uma das alteracbes
comportamentais mais duradouras induzida por modelos de subjugagéo social,
perdurando por até trés semanas apos o fim do estresse, ao contrario da anedonia
(Krishnan et al., 2007).

Neste trabalho, nds avaliamos também comportamentos relacionados a
ansiedade, usando o teste do LCE. Os animais subjugados de uma das séries
experimentais apresentaram comportamentos relacionados a ansiedade, porém

esses resultados ndo foram observados nas outras séries. Dessa forma, sugerimos
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que os comportamentos de esquiva social dos animais subjugados possam estar
dissociados de um componente ansioso generalizado e estar mais relacionados a
um medo especifico, de natureza social, associado aos episédios de agressao
durante os pareamentos na subjugacao social. Entretanto, vale ressaltar o estudo de
Belzung e colaboradores (1994) em camundongos, o qual mostrou que diferentes
medidas de ansiedade (como por exemplo, no LCE, na interagcao social, no conflito
de Voguel, na exploragéo claro-escuro e em outros testes) se correlacionam muito
pouco entre si, indicando que diferentes testes abordam diferentes facetas da
ansiedade.

Curiosamente, a analise comportamental dos animais suscetiveis e resilientes
aos efeitos anedbnicos mostrou que a anedonia ndo esta associada aos
comportamentos relacionados a esquiva social e ansiedade em nosso modelo.
Ambos os grupos resiliente e suscetivel apresentaram redugao na interagao social e
nao necessariamente apresentaram ansiedade no teste do LCE. Por outro lado,
Krishnan e colaboradores (2007), usando o mesmo modelo de subjugac¢do social
usado em nosso experimento, porém em camundongos adultos, observaram que o
mesmo subgrupo de animais subjugados que apresentam anedonia também exibiam
comportamentos de esquiva social, enquanto que o grupo n&o-aneddnico n&o exibiu
esquiva social, sugerindo uma associagao entre estes comportamentos. Em nosso
trabalho, entretanto, ndo observamos a mesma associacdo entre estes
comportamentos, 0 que parece sugerir que camundongos adolescentes apresentam

peculiaridades comportamentais quando comparados a camundongos adultos.

Apesar destas alteragdes comportamentais induzidas pelo estresse
prolongado, ndo observamos diferenga nas concentragdes séricas de corticosterona
nos camundongos subjugados em relagdo aos controles, e nem quando os
separamos em suscetiveis e resilientes. Em muitos modelos animais de estresse
cronico € possivel observar uma habituacdo a um mesmo estressor (estresse
homotipico), através de niveis de corticosterona inalterados, como reportado em
estudos usando estresse por imobilizacdo forcada (Hauger et al., 1990), frio
(Bhatnagar et al.,, 1995), barulho (Armario et al., 1986), manuseio repetido
(Dobrakovova et al., 1993) e subjugacédo social (Berton et al., 2006; Pereira-Junior e

Chiavegatto, 2008; Amaral e Chiavegatto, 2012). Todavia, frente a um estresse
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agudo, os animais que passaram pelo estresse crénico exibem elevagao exacerbada
de corticosterona, evidenciando que o estresse cronico gera uma resposta alterada
ao estresse agudo (Berton et al., 2006; Ifiguez et al., 2014).

Os animais subjugados na série 2 apresentaram menor ganho de peso em
relacdo aos animais controles. Esses dados estdo de acordo com outros trabalhos
envolvendo estresse por subjugacédo social em camundongos (Kudryavtseva et al.,
1991) e ratos (Albonetti e Farabollini., 1994) adultos, apesar de alguns trabalhos
mostrarem o contrario (Moles et al., 2006; Razzoli et al.,, 2010). Os animais
subjugados (e quando separados em suscetiveis e resilientes) das demais séries
experimentais ndo apresentaram redugao do ganho de peso.

Durante a execugdo do nosso projeto, os primeiros trabalhos utilizando o
modelo de subjugacdo social em camundongos machos adolescentes foram
publicados por laboratérios diferentes (Huang et al., 2013; Ihiguez et al., 2014,
Kovalenko et al., 2014). Nossos achados de que o estresse cronico social pode
induzir a comportamentos do tipo depressivos sdo corroborados por esses estudos.
Entretanto, algumas diferencas experimentais devem ser mencionadas.

Huang e colaboradores (2013) usaram o mesmo protocolo de subjugacéao
social por 10 dias (porém com 10 minutos de contato fisico com o agressor) em
camundongos C57BL/6J com aproximadamente 6 semanas de idade (42 dias),
sendo que os testes comportamentais somente foram executados 10 dias apds o
término dos pareamentos. Nesse trabalho, os animais também foram separados em
suscetiveis e resilientes, porém esta separagao ocorreu de acordo com o tempo de
interacdo social. Os animais suscetiveis a esquiva social também apresentaram
maior imobilidade no teste de nado for¢cado (NF), enquanto que os animais
resilientes a esquiva se comportaram igual aos do grupo controle. O teste de PPS
nao foi usado para avaliar a presenca de déficit heddnico neste estudo. Importante
ressaltar que 21,3% dos camundongos adolescentes (44 animais no total) morreram
ao longo deste experimento, provavelmente pela intensidade e duragdo do estresse
aplicado. Isto mostra, possivelmente, que este modelo gerou um estresse muito mais
forte, mais relacionado a agressao fisica, do que em nosso modelo, que priorizou
mais o estresse psicologico, na forma de subjugacao social.

IRiguez e colaboradores (2014) utilizaram o mesmo protocolo de subjugacao

social que em nosso estudo, em camundongos C57BL/6 com 35 dias de idade. Os
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camundongos subjugados apresentaram comportamentos do tipo depressivo,
avaliados no PPS e NF, esquiva social no teste de interagdo social e ansiedade no
teste de LCE. Entretanto, ndo houve a separagédo do grupo subjugado em resiliente
ou suscetivel. Adicionalmente, o teste de PPS ndo envolveu um treinamento
apropriado de adaptacdo dos camundongos ao consumo de solugado de sacarose,
essencial para evitar artefatos na coleta dos dados (Strekalova e Steinbusch, 2010).

Kovalenko e colaboradores (2014) utilizaram um modelo de subjugacéao social
por 14 dias em camundongos C57BL/6 com 28 dias de idade, e os animais
subjugados apresentaram comportamentos do tipo depressivo no teste de NF e do
tipo ansioso no teste de LCE. Neste trabalho também nao houve a separagado do
grupo subjugado em suscetivel e resiliente.

As principais diferencas presentes no nosso trabalho em relacdo aos
trabalhos acima mencionados foram:

¢ a resiliéncia e a suscetibilidade ao estresse foram definidas a partir do
teste de PPS, que possui uma boa validade farmacoldgica e representa de maneira
mais etoldgica um dos sintomas principais do transtorno depressivo em humanos, a
anedonia;

e dissociagao entre comportamentos aneddnicos e de esquiva social,

e auséncia de comportamentos relacionados a ansiedade generalizada.

Nossa segunda abordagem neste projeto foi analisar o efeito da subjugacao
prolongada sobre a expressao génica e proteica do BDNF e suas isoformas. Nao
observamos alteragdes no nivel de nenhum dos transcritos analisados no cértex pre-
frontal e no hipocampo entre os grupos controle, suscetivel e resiliente. Entretanto,
observamos uma redugado de 49% no transcrito Bdnf4 no estriado dorsal do grupo
suscetivel quando comparado ao grupo resiliente.

Como dito anteriormente, os transcritos Bdnfl e Bdnf4 se localizam
majoritariamente no corpo celular e na por¢ado proximal dos dendritos. O transcrito
Bdnf1 apresentou 0 mesmo padrao de diferenca de expressao que o transcrito
Bdnf4 no estriado, porém sem atingir significancia estatistica. Baj e colaboradores
(2011), estudando cultura de células hipocampais, reportaram que a superexpressao
das isoformas Bdnf1 e Bdnf4 aumentava a proteina BDNF no corpo celular, e na
porcdo proximal dos dendritos, enquanto que a superexpressdao das isoformas

Bdnf2C e Bdnf5 aumentava a proteina BDNF na parte distal dos dendritos,
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sugerindo haver tradugcao local dos transcritos. Concomitantemente ao aumento
local da proteina BDNF, foi observado também aumento local de TrkB fosforilado.

Adicionalmente, Sakata e colaboradores (2010) inseriram cédons de parada
no éxon IV do Bdnf de camundongos, consequentemente impedindo a tradugéo do
transcrito Bdnf4 em proteina. Estes animais apresentaram comportamentos do tipo
depressivo nos testes de PPS, NF e suspensao pela cauda (Gulyas et al., 1999;
Megias et al., 2001), sugerindo uma relagédo entre a auséncia do transcrito Bdnf4 e
comportamentos do tipo depressivo. Esta hipdtese corrobora nossos resultados
referentes a diminuicdo do transcrito Bdnf4 no estriado dorsal dos animais
suscetiveis.

Terminagbes gabaérgicas, monoaminérgicas e glutamatérgicas formam
contatos espacialmente segregados no corpo celular e regides proximais dos
dendritos, ou em regides distais, de maneira diferenciada, porém complementares.
Dessa forma, a diferenca de expressao do transcrito Bdnf4, observada entre o grupo
resiliente e suscetivel em nosso modelo, poderia levar a diferengas nas alteracdes
plasticas locais (na regido proximal dos dendritos), e assim ativar e reforcar circuitos
neurais especificos que poderiam estar ligados a resiliéncia ou a suscetibilidade a
comportamentos do tipo depressivo causados pelo estresse cronico.

Outro resultado interessante de nosso trabalho foi a detecgdo da expresséao
dos transcritos Bdnf1, 2b, 2c e 3 no estriado dorsal, os quais ndo foram encontrados
em camundongos adultos nos estudos anteriores (Liu et al., 2006; Aid et al., 2007),
sugerindo que a expressao destes transcritos no estriado dorsal é maior durante a
adolescéncia, e se reduzem, ou mesmo deixam de ser expressos na vida adulta.

A quantificac&o proteica ndo indicou diferengas significantes na expressao do
BDNF e suas isoformas no cortex pré-frontal e no hipocampo dos camundongos
suscetiveis em relagdo aos controles, apesar de uma tendéncia ao aumento de
BDNF maduro no hipocampo. Estes dados confirmam os resultados da expressao
génica. Muitos estudos mostram essas areas sendo sensiveis ao estresse crbénico
(incluindo estresse crbnico psicossocial) e alteragbes de BDNF, tanto da proteina
quanto de seus transcritos. Essas alteragdes parecem estar relacionadas as
mudangas plasticas, como atrofia dos dendritos e diminuigdo da neurogénese no
hipocampo. Uma possivel explicagdo para os nossos resultados seria devido ao

cérebro do camundongo adolescente ainda estar em maturagéo. Além disto, sabe-se
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que o comportamento frente a situagcdes aversivas pode ser diferente no animal
adolescente comparado ao animal adulto, inferindo em diferencas nos mecanismos
moleculares envolvidos nas estratégias de enfrentamento (coping behavior), reagbes
neuroenddcrinas ao estresse e adaptagcao ao estresse crénico. De fato, o cérebro de
um animal adolescente parece reagir de maneira diferente. Um estudo comparando
o estresse fisico cronico em ratos adolescentes e adultos relatou redugéo proteica
de BDNF no hipocampo dos adultos e, de maneira oposta, aumento nos
adolescentes, concomitante com o aumento da neurogénese, sugerindo que
alteracdes moleculares diferentes podem ser desencadeadas por um mesmo tipo de
estressor e ainda serem idade-especificas (Toth et al.,, 2008). De maneira
complementar, a expressdo de BDNF é fortemente regulada ao longo do comecgo da
adolescéncia a fase adulta (Timmusk et al., 1994), e talvez o estresse, ocorrendo
neste periodo, ndo consiga alterar a expressao do BDNF no cértex pré-frontal e
hipocampo nesta fase do desenvolvimento.

Nossos dados também mostraram uma redugao proteica do BDNF total e
trBDNF no estriado dorsal. Alguns estudos mostram a importancia da sinalizagao do
BDNF no estriado dorsal nos mecanismos de recompensa em consumo de cocaina
e alcool (Jeanblanc et al., 2009; Im et al., 2010), porém estudos relacionando a
sinalizacdo de BDNF no estriado e depressdo ainda s&do escassos. Evidéncias
convergentes tém mostrado disturbios nos circuitos mesolimbicos estriatais que
participam do processo de recompensa em pacientes com depressao, e que talvez
estes circuitos sejam os principais moduladores da anedonia (Der-Avakian et al.,
2012). Um estudo por Berton e colaboradores (2006) mostrou que o aumento da
proteina BDNF no NAc esta associado a comportamentos do tipo depressivo, e que
sua deplecao na via VTA para o NAc teve efeito antidepressivo ou protetor sobre o
estresse crénico psicossocial.

A funcdo da porcao dorsal do estriado na depressao, entretanto, ainda foi
pouco investigada, o que torna este trabalho ainda mais relevante. Estudos recentes
de neuro-imagem mostraram aumento da conectividade intrinseca funcional entre o
estriado dorsal e cértex pré-frontal em adolescentes com depressao (Gabbay et al.,
2013) e diminuicdo em adultos (Hamilton et al., 2012). Poucos trabalhos envolvendo
modelos animais de depressao e o estriado dorsal foram reportados até o momento,

porém, nenhum deles estudou especificamente o BDNF. Podemos citar os trabalhos
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de Furay e colaboradores (2011) mostrando aumento de receptores 5-HT1g em
regides dorso-laterais do estriado em camundongos submetidos a estresse
psicossocial crénico, e um trabalho de Strong e colaboradores (2011) mostrando o
efeito protetor de um antagonista 5-HT,c injetado diretamente no estriado dorsal
sobre o estresse crénico imprevisivel.

De uma maneira geral, usando um modelo de subjugacao social prolongada
em camundongos machos adolescentes, fomos capazes de induzir alteragdes
comportamentais observadas analogamente em pacientes com depressao, como
anedonia e esquiva social, reforcando a validade deste modelo no estudo da
neurobiologia da depressdo. Observamos algumas diferengcas comportamentais
comparados aos achados da literatura em camundongos adultos, como por exemplo,
a dissociacdo entre comportamentos anedbnicos e de esquiva social. Também
identificamos alteragcbes, ainda ndo descritas. na expressao génica e proteica do
BDNF no estriado dorsal, uma area cerebral que esta comecando a ser associada

aos transtornos depressivos.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho, usando o modelo de subjugagao social prolongado em
camundongos C57BL/6 adolescentes, induziu alteracbes emocionais associadas a
comportamentos do tipo depressivo e esquiva social. Mostramos que ndo ha uma
associacdo entre a anedonia e esquiva social necessariamente, ao contrario de
alguns estudos na literatura envolvendo camundongos adultos e, mais
recentemente, estudos com animais adolescentes. Adicionalmente, a alta
variabilidade comportamental observada nos testes realizados nos permitiu
identificar animais suscetiveis e resilientes aos efeitos anedbénicos do estresse
psicossocial prolongado e assim estudar as alteragbes biomoleculares nos animais
suscetiveis e resilientes.

Através das analises moleculares, observamos uma diminui¢ao do transcrito 4
do gene Bdnf no grupo suscetivel em relagdo ao grupo resiliente, mostrando
alteragdes de expressdo génica diferentes entre os grupos, e que podem estar
associadas a resiliéncia e/ou a suscetibilidade aos efeitos do estresse cronico.
Também detectamos uma reducdo proteica de BDNF total e truncado no estriado
dorsal de animais suscetiveis ao efeito do estresse psicossocial. Estas alteragdes na
expressao génica e proteica sugerem o envolvimento do BDNF no estriado dorsal
com comportamentos do tipo depressivo.

Este trabalho contribui para o meio cientifico por ser um dos primeiros a
mostrar o efeito da subjugacao social prolongada em camundongos adolescentes e
o primeiro a identificar alteragdes, ainda nao descritas na literatura, na expressao
génica e proteica do BDNF no estriado dorsal, uma area até entdo pouco

relacionada a depressao.
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APENDICE — Dados estatisticos referentes a expressao dos transcritos de BDNF



Tabela Al — Dados estatisticos referentes a expressao dos diferentes transcritos

normalizados pelo grupo controle

Area Transcrito ANOVA 1 via Kruskal-Wallis
valor p valor F valor p valor H e gl
BDNF total 0,80 F2,19= 0,11
BDNF 1 0,95 Fz.20= 0,15
BDNF 2b 0,20 F220= 0,10
Céf:t::t'::é' BDNF 2¢ 0,98 Fi10= 0,13
BDNF 3 0,37 H=1,96; gl=2
BDNF 4 0,58 F19= 0,22
BDNF 5 0,71 H=0,67; gl=2
BDNF total 0,71 H=0,68; gl=2
BDNF 1 0,73 F16= 0,12
BDNF 2b 0,68 F2,17= 0,04
Hipocampo BDNF 2c 0,54 F2,17= 0,37
BDNF 3 0,30 H=2,37;gl=2
BDNF 4 0,20 H=3,16; gl= 2
BDNF 5 0,63 F2,17= 0,37
BDNF total 0,19 H=3,32; gl=2
BDNF 1 0,08 H= 5,05; gl=2
BDNF 2b 0,88 F2.18= 0,09
Estriado Dorsal BDNF 2c 0,24 F(2,18= 0,05
BDNF 3 0,06 Fi19=0,11
BDNF 4 0,03 H=7,01; gl=2

BDNF 5 0,24 H=12,81;gl=2




