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RESUMO

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

Os transtornos depressivos, ou depressao, 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 depressdo. Neste sentido, a adolescéncia se caracteriza como um
periodo de grande estresse na vida humana, onde ocorrem muitas mudancas 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 distlrbios psiquiatricos. Muitos modelos animais de depressdo usam o0
estresse social prolongado como ferramenta para induzir comportamentos similares a
agueles encontrados em pacientes com depressdo. Estudos recentes, envolvendo humanos
e modelos animais de depressdo, observaram que alteracdes relacionadas a
neuroplasticidade participam da neurobiologia da depressao, sendo o fator neurotrofico
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 subjugacdo social prolongada, em camundongos
C57BL/6 machos adolescentes, para avaliar os efeitos do estresse psicossocial prolongado
sobre comportamentos emocionais, e sobre a expressao 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
andlise dos dados comportamentais nos permitiu identificar um subgrupo suscetivel aos
efeitos do estresse, o 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 0s 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 apés 0 estresse prolongado ndo
diferiram entre os grupos. Adicionalmente, nenhum desses parametros se correlacionou
com a suscetibilidade ao estresse. Nossas analises moleculares mostraram que 0s 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 alteragdo significante
foi detectada no coértex pré-frontal e hipocampo, areas comumente relacionadas a
depressdo. Em concluséo, nossos dados mostram que o estresse psicossocial prolongado €
capaz de induzir alteragbes emocionais relacionadas a comportamentos do tipo depressivo
e de esquiva social em camundongos C57BL/6 machos adolescentes, além de alteracfes
especificas na expressao génica e proteica do BDNF no estriado dorsal, sugerindo um papel
para essa area na suscetibilidade aos efeitos anedénicos induzidos pelo estresse
psicossacial prolongado.

Palavras-chave: Subjugacéo social. Depressdo. BDNF. Estresse croénico. 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)]. Sdo
Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo 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.



1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude em seu relatério mais recente, Global
Burden of Diseases (Murray et al.,, 2012), classificou as doencas 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 depressédo, as doengas mais prevalentes entre
0s transtornos psiquiatricos. Pacientes com TD também s&o mais suscetiveis a
desenvolver outras doencas, como por exemplo, diabetes do tipo 2, doenca arterial
coronariana e infec¢do por HIV, além de que os TD podem dificultar o diagnostico de
doencas, 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 depressao
pode ser considerada uma sindrome, visto que pacientes com depressdo podem
apresentar diversos sintomas, como vegetativos, como fadiga e distarbios do sono e
alimentares, bem como disturbios psicolégicos, como anedonia, humor deprimido e
ideacao suicida (Moreno et al., 2011). O seu diagnéstico é exclusivamente subjetivo
e depende da observacdo de um namero minimo de sintomas no paciente, descrita
pelo préprio paciente ou por terceiros, sendo que ainda ha a caréncia de diagnosticos
baseados em marcadores bioldgicos ou moleculares (Krishnan, Nestler, 2008).

Estima-se que uma em cada seis pessoas venham a ter a0 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
depressdo durante a vida. A farmacoterapia no tratamento da depressdo € de
grande importancia, entretanto, o efeito dos antidepressivos ndo é imediato, hd uma
laténcia para o paciente ter uma resposta eficaz e, mesmo assim, nem todos 0s
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 eficicia 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 0s avanc¢os no desenvolvimento

de novos farmacos, e que o efeito placebo no tratamento da depressdo manteve-se



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 depresséao é de extrema importancia e muitos modelos animais de

depresséao tém sido utilizados para abordar estas questdes.

1.1 Neurobiologia da Depresséao

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 acao 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
farmacoldgicas semelhantes foram sintetizados, porém a eficiéncia dos farmacos
usados nos tratamento da depressao ndo 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 séo 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.



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

Atualmente, considera-se que um dos principais desencadeantes da
depressao seja 0 estresse (ambiental ou fisiologico). Acumulo de eventos adversos,
como experiéncias de luto, desemprego, pobreza e desarmonia familiar sao
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 regulacdo neuroendocrina
mediada pela ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA).
Imediatamente apdés 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 producéo do horménio
adrenocorticotrofico (ACTH) pelas células da adeno-hipéfise. O ACTH entra na
corrente sanguinea e, no cértex das adrenais, estimula a liberacao 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
retroalimentacdo negativa, limitando e controlando a resposta ao estresse
(Chrousos, Gold, 1992).

Outras areas do cérebro também participam na modulacdo 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 inibem o eixo HPA, através de
projecbes descendentes glutamatérgicas em neurdnios gabaérgicos no hipotalamo
(Herman, Cullinan, 1997; Jacobson, Sapolsky, 1991). Estas areas estdo muito
relacionadas a recepcao e elaboracdo de estimulos emocionais, e a ativagdo das
mesmas, durante uma resposta emocional, promove a modulagdo da resposta
neuroendocrina do eixo HPA (Emmert, Herman, 1999).

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

cortisol plasmatico e salivar, distarbios na supressao do cortisol por dexametasona,



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 crbnico, também sdo observadas varias alteracdes no eixo HPA, como
uma diminuicdo da resposta a dexametasona (Mizoguchi et al., 2003), diminuicdo
dos receptores de glicocorticoide (GR) no hipocampo e amigdala (Sapolsky et al.,
1984), bem como um aumento na concentracdo plasmética 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 subcutanea em
ratos, durante 12 semanas, e observaram uma diminuicdo de neurbnios na regiao
CA3 no hipocampo e no numero de GRs por célula. Posteriormente, Woolley e
colaboradores (1990) observaram atrofia dos dendritos apicais dos neurbnios
piramidais da regido CA3 em ratos, ap0s a injecdo continua de corticosterona por 21
dias. Outros estudos mostraram que 0 mesmo ocorria em modelos animais de
estresse cronico (Watanabe et al., 1992) e, posteriormente, Sheline e colaboradores
(1996) observaram pela primeira vez uma diminuicdo 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
administracéo crénica de corticosterona em roedores (Gourley et al., 2008; Murray et
al., 2008). Recentemente, também foi observado uma supressdao da neurogénese
em tecidos post-mortem de pacientes idosos com depressao, usando dois marcadores
indiretos de neurogénese (proteina de manutencdo de microssomo 2 e histona 3
fosforilada) (Lucassen et al., 2010).

Esses estudos evidenciam o efeito neurotoxico do estresse cronico,
especialmente sobre o hipocampo. Outras areas do encéfalo, todavia, também
sofrem alteracfes estruturais/ morfologicas induzidas pelo estresse. No cortex pré-

frontal, por exemplo, j& foi observado uma atrofia de neurbnios piramidais (Liu,



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 alteracbes mostram um
desbalanco na resposta ao estresse prolongado, favorecendo a ativagédo 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 crénico por imobilizacao
forgada foram capazes de reduzir a expressao de RNA mensageiro (RNAm) de Bdnf
no hipocampo (Smith et al., 1995), e que a administracdo crénica 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 € dependente da acdo do BDNF em seu receptor tropomiosina
quinase (TrKB). A partir destes achados, cunhou-se o termo “Teoria Neurotréfica 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 € altamente
conservado em humanos e roedores (Hallbook et al., 1991). O controle da expressao
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 € transcrito junto ao ultimo éxon 3’ (que também pode ser



transcrito sozinho em duas isoformas diferentes). No entanto, todos o0s transcritos
sdo traduzidos em uma mesma proteina (preproBDNF) (Liu et al., 2005).
Adicionalmente, na sequéncia complementar a regido do gene BDNF h& 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) nao
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 juncao (lIA, 1IB e IIC) e o éxon VI também
pode ser transcrito com os éxons VIl e VIIl, ou apenas com o éxon VI, 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 poliadenilacdo, podendo ser transcrito em uma forma contendo a regidao 3’ néo
codificante (3’'UTR) mais curta e uma mais longa (Lau et al., 2010), aumentando o
namero tedrico para mais de 18 transcritos diferentes.

A variante mais longa estaria associada ao transporte do RNAmM para 0s
dendritos, uma vez que cadeias 3’'UTR maiores protegeriam o RNAmM da acéo 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 localizacdo subcelular especifica. Dentre
as areas cerebrais, foi descrito uma maior expressédo dos diferentes transcritos no
hipocampo, sendo que no estriado apenas os transcritos Bdnf4 e Bdnf5 apresentam
guantidades consideraveis (Aid et al., 2007; Liu et al., 2006). Os transcritos Bdnf1,
Bdnf2 (A, B e C) e Bdnf3 s&o estritamente cerebrais, e os transcritos Bdnf4 e Bdnf5
também foram encontrados perifericamente em varios tecidos, como pulmdes,

coracao, rins, figado e baco (Liu et al., 2006).



bY

Quanto a localizagcdo subcelular dos diferentes transcritos, Chiaruttini e
colaboradores (2009), usando cultura de células hipocampais de ratos, descreveram
a presenca dos transcritos Bdnfl 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 neurdnios para seletivamente modular compartimentos diferentes dos
dendritos. A proteina BDNF, traduzida a partir de cada um dos transcritos, apresentou
este mesmo padrao de localizacdo subcelular, apesar de apresentar uma localizacdo mais
distal (Baj et al., 2011).

A expressdo de RNAm de Bdnf no cérebro em ratos varia de acordo com o
estagio de desenvolvimento. Ela é baixa durante o periodo pré-natal e atinge o seu
pico maximo entre os dias 10 -14 ap6s o nascimento, havendo um declinio a partir
da terceira semana e uma estabilizagdo nos niveis de expressdo 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 juncdo de
acordo com o trabalho de Liu e colaboradores (2006).

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

Posteriormente a transcricdo, o Bdnf é traduzido incialmente em preproBDNF
no reticulo endoplasmético. 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 acéo da
enzima furina no complexo de Golgi ou dentro de vesiculas secretoras (Mowla et al.,
2001) e no meio extracelular pela acdo da plasmina e da metaloproteinase-7 (Lee et
al., 2001). A clivagem em trBDNF se da pela acdo da protease denominada
membrane-bound transcription factor site-1 protease (Seidah et al., 1999), sendo sua

funcdo desconhecida até o momento.

O mBDNF age principalmente no receptor TrKB (Soppet et al., 1991) e em
menor escala no receptor p75"'". Sua acdo no SNC é ampla e de extrema
importancia no neurodesenvolvimento, neuroplasticidade, aprendizado e memodria
(Nieto et al., 2013). O mBDNF atua no desenvolvimento da potenciacdo de longo
prazo (LTP) (Xu et al., 2000) e de memodrias de longo prazo dependentes de LTP
(Alonso et al., 2002). Estudos mostraram sua a¢do neuroprotetora apés a inducao
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 neurdnios em
areas adjacentes aos ventriculos, como estriado, septo e talamo (Pencea et al., 2001).
Adicionalmente, o BDNF também participa na arborizacdo dendritica e formacao de
sinapses (McAllister et al.,, 1995, 1996; Schinder, Poo, 2000), o que o0 torna
extremamente importante no desenvolvimento cerebral. Esses efeitos s&o

associados a agao da isoforma mBDNF em seu receptor TrKB.



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 neur6nios pela ativacdo do complexo p75N™®

e sortilina (Teng
et al., 2005), e sua infusdo no hipocampo de camundongos facilita a depressdo de
longa duracao (LTD). A observacgao de efeitos antagonicos 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 expressdao de fatores neurotréficos em éareas do sistema limbico
envolvidas na regulacdo do humor e da cognicdo (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 imobilizacdo agudo (Vaidya et al., 1997) e cronico
(Smith et al., 1995), isolamento social (Barrientos et al., 2003), subjugacéo 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 reduc¢éo dos transcritos de Bdnf
3 e 4 no hipocampo em camundongos C57BL/6 adultos, ap6s 10 dias de subjugacao
social, mostrando que os diferentes transcritos do Bdnf podem ser regulados
diferentemente a um determinado estimulo.

O tratamento crénico com diversas classes de antidepressivos tem efeitos
opostos aos efeitos do estresse cronico 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 0
exercicio fisico voluntério 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



sua isoforma madura (Sartori et al., 2011) no hipocampo, concomitantemente aos
efeitos antidepressivos avaliados nos testes de nado forgcado e suspenséo 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 expressao
proteica de BDNF reduzida apds estresse cronico 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 cronico 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 nédo ter efeito sobre a expressdao do BDNF (Kuroda et al., 1998).
Sendo assim novos estudos ainda sdo necessarios para poder correlacionar
corretamente a acdo do estresse na expressdo de BDNF e as consequéncias da

diminuicdo ou aumento desta expressao nos fenétipos comportamentais.

1.4 Estresse na adolescéncia

A adolescéncia € um periodo de grande relevancia, pois € marcada por
mudanc¢as no comportamento social, cognitivo e emocional, além das mudancas na
fisiologia do individuo. Essas mudancas acompanham o desenvolvimento de
comportamentos necessérios 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, 0s estressores mais presentes na adolescéncia
séo 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 0s 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.



A transicdo para a vida adulta envolve comportamentos relacionados a
guestdes de identidade, autoconsciéncia e flexibilidade cognitiva (Blakemore, 2008;
Sebastian et al., 2008), os quais necessitam de mudancas neuroquimicas e
estruturais em areas do sistema limbico (Blakemore, 2008). De fato, areas como o
hipocampo, coértex pré-frontal e estriado ainda estdo em processo de maturacéo
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
maturacdo durante a adolescéncia. Estudos de imagem também observaram que
meninas entre 14 e 16 anos que sofreram abuso sexual durante a adolescéncia tiveram
reducéo do volume do cortex pré-frontal, e ndo do hipocampo (Andersen et al., 2008).
Trabalhos envolvendo o estresse social demonstram que a submissao social
prejudica o desenvolvimento neuronal em ratos machos adolescentes, produzindo
alteracbes nas respostas de ansiedade quando adultos, e alteragcdo do
funcionamento do sistema monoaminérgico em regifes limbicas responsivas ao
estresse (Watt et al.,, 2009). A prOpria resposta neuroenddcrina ao estresse €
diferente no adolescente, como exemplificado em investigacOes utilizando ratos
machos adolescentes apdés um estresse agudo onde, 0s niveis de corticosterona
demoram 45 a 60 minutos a mais para retornarem aos hiveis basais, quando
comparados com ratos adultos (Romeo, McEwen, 2006).

Além disso, a exposicdo ao estresse crénico social, durante o periodo da
adolescéncia em camundongos, pode acelerar o declinio no desempenho da
memoéria espacial e prejudicar a plasticidade do hipocampo durante o
envelhecimento (Sterlemann et al.,, 2010). Desta forma, algumas das grandes
guestdes 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 alteragbes moleculares diferentes do

“cérebro adulto” durante o estresse?



1.5 Modelos animais de depresséao

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 preparacdo experimental pré-
clinica (Chiavegatto, 2011). Muito se questiona sobre a correta modelagem de uma
doenca psiquiatrica em animais. De fato, o diagnéstico da maioria dos transtornos
mentais ainda € feito de maneira subjetiva, principalmente devido a falta de
marcadores biomoleculares. Sintomas como ideacdo suicida, culpa e humor
deprimido sdo impossiveis de serem verificados em animais. Entretanto, estudos
utiizando modelos animais de estresse cronico mostraram alteracfes
comportamentais semelhantes as observadas em pacientes deprimidos.

A anedonia (perda da capacidade de sentir prazer) € um dos sintomas
principais no diagnéstico do transtorno depressivo maior. Em animais, ela pode ser
mensurada através da observacdo do déficit de comportamentos hedbnicos, como
menor ingestdo de solucdo de sacarose, interacdo social e comportamento sexual
(Nestler, Hyman, 2010). Modelos de estresse crénico sdo capazes de induzir
anedonia em roedores e esse efeito € reversivel pela administracdo crénica de
antidepressivos (Berton et al., 2006; Willner, 2005). O modelo de depressédo usado
neste trabalho foi o de subjugacdo 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, ap0s sofrer episodios repetidos de confronto,
ele exibe posturas de submisséo. Este modelo induz alteragdes emocionais como
anedonia, ansiedade e esquiva social (Berton et al.,, 2006; Iiiguez et al., 2014;
Krishinan et al., 2007), e modela de maneira mais etoldgica aspectos relacionados

ao abuso fisico e a subjugacéo social observados em uma situacao 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 sao atribuidos de maneira

causal ao estresse cronico, porém o estresse, por si sO, representa apenas um risco



moderado ao desenvolvimento da depresséo, ja que uma parte da populacdo 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 cronico também exibem uma grande
variabilidade nas alteracdes 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 ndo 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 crbnico.

Em 2007, Krishnan e colaboradores usaram o modelo de subjugacéo social
prolongado em camundongos C57BL/6 machos adultos, e também identificaram um
subgrupo resiliente e um subgrupo suscetivel aos efeitos do estresse crbnico. Os
camundongos suscetiveis, além de apresentarem anedonia no teste de preferéncia
por sacarose, também tiveram menor tempo de interacdo no teste de interacao
social, ao contrario do subgrupo resiliente. Neste mesmo estudo, os camundongos
suscetiveis apresentaram um aumento da proteina BDNF no NAc em relagdo aos
grupos controle e resiliente, mostrando que adaptac6es moleculares especificas
podem estar relacionadas a suscetibilidade.

Deve-se ressaltar, entretanto, que a resiliéncia ndo 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 cronico em
animais isogénicos, ou seja, que carregam a mesma carga geneética, sugerindo que

a resiliéncia e a suscetibilidade podem estar relacionadas a alteracdes epigenéticas.



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 subjugacéo social
cronica 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 depresséo, e estriado dorsal, como um controle negativo, ja que esta é uma area
mais relacionada a comportamentos motores. Sendo assim, este trabalho contribui
para testar e melhor caracterizar a hipotese neurotrofica da depresséo, ja que iremos
verificar os efeitos do modelo de subjugacado social utilizado em nosso laboratério,

em camundongos adolescentes, e analisar a expressao de BDNF neste contexto.



6 CONCLUSAO

O presente trabalho, usando o modelo de subjugacdo social prolongado em
camundongos C57BL/6 adolescentes, induziu alteragcbes emocionais associadas a
comportamentos do tipo depressivo e esquiva social. Mostramos que ndo h4a 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 anedbnicos do estresse
psicossocial prolongado e assim estudar as alteracdes biomoleculares nos animais
suscetiveis e resilientes.

Através das andlises moleculares, observamos uma diminui¢cdo do transcrito 4
do gene Bdnf no grupo suscetivel em relacdo ao grupo resiliente, mostrando
alteracdes de expressdo génica diferentes entre 0os 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 alteracdes na
expressdo 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 subjugacéo social prolongada em camundongos adolescentes e
o primeiro a identificar alteracdes, ainda ndo 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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