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RESUMO

Vasconcelos PENS. Suscetibilidade e resiliéncia aos efeitos da subjugacdo social
prolongada em camundongos machos adolescentes: estudo da expresséo cerebral do
receptor serotoninérgico 5-HTs. [dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)]. Sdo Paulo:
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2017.

O estresse € um importante fator desencadeador da depressdo, em especial na
adolescéncia, que é uma fase onde o cérebro ainda ndo alcancou seu pleno
desenvolvimento. Nesta etapa da vida, estresses de carater social, como o bullying,
estdo presentes na vida diéria dos individuos, mas os motivos pelos quais apenas
alguns desses individuos sdo acometidos pela depressdo, ainda ndo sao claros, e
carecem de mais estudos. Sabe-se, que alteragbes na neurotransmissao
serotoninérgica estdo relacionadas a inumeros distarbios comportamentais e afetivos
observados nos transtornos do humor. Estudos sugerem que alteragdes na expressao
do receptor serotoninérgico 5-HTg poderiam estar implicadas na cogni¢cdo, memoria e
alteracdes do humor, porém o papel deste receptor na fisiopatologia da depressdo
permanece inconclusivo. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar a possivel
participacdo de alteracBes na expressdo cerebral do receptor serotoninérgico 5-HTs,
nos fenbmenos de resiliéncia e suscetibilidade aos efeitos negativos do estresse
psicossocial prolongado em camundongos machos adolescentes. Nossos dados
comportamentais demonstraram a ocorréncia de comportamentos aneddnicos e de
esquiva social em uma parcela dos animais subjugados socialmente (~50-60%),
caracterizando o subgrupo dos suscetiveis, enquanto os demais formaram o subgrupo
dos resilientes. A expressao génica do receptor 5-HTg estava reduzida no hipotalamo
dos animais suscetiveis, mas nao nos resilientes. Também ocorreu reducdo na
quantidade de transcritos no estriado em ambos os grupos subjugados. Em relacdo a
localizac&o cerebral do receptor 5-HTg, neurdnios imunorreativos foram observados no
ndcleo paraventricular do hipotdlamo e no tubérculo olfatério, sendo a marcacao nesta
altima regido encontrada na cilia neuronal. Em concluséo, nossos dados mostraram
que o estresse psicossocial induziu comportamentos anedoénicos e de esquiva social,
em uma parcela dos camundongos machos adolescentes. As analises moleculares
mostraram, no hipotadlamo, uma possivel relacdo entre a reducédo da expressado génica
do receptor 5-HTg e a suscetibilidade ao estresse prolongado. O estresse psicossocial
também reduziu a expressdo génica do receptor 5-HTg no estriado, porém de forma
independente da resiliéncia ou suscetibilidade aos seus efeitos anedbnicos em
camundongos adolescentes. Futuramente iremos investigar os mecanismos envolvidos
nestas reducgfes dos transcritos do 5-HTg area-especificos, bem como seu papel nas
respostas ao estresse.

Palavras-chaves: Estresse social. Resiliéncia. Receptor 5-HTs. Adolescéncia.
Depresséao.



ABSTRACT

Vasconcelos PENS. Susceptibility and resilience to the effects of prolonged social
defeat in adolescent male mice: study of the brain expression of 5-HTg serotoninergic
receptor. [Masters thesis (Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas.
Universidade de S&o Paulo; 2017.

Stress is an important trigger factor of depression especially on adolescence, a phase of
life that the brain does not reach its thorough development. On this stage of life, social
stresses, like bullying, are present on the individuals’ daily lives, but the reasons in
which just a part of these individuals are affected by depression are unknown and need
more studies. It is known that serotoninergic neurotransmission changes are related with
several behavioral and affective disorders observed on mood disorders. Studies show
that expression changes in the 5-HTg serotoninergic receptor could be implicated on
cognition, memory and mood disorders, but the role of this receptor in the depression
physiopathology remains unknown. In this way, the aim of this work was verify the
participation of brain expression changes of 5-HTg serotoninergic receptor in the
resilience and susceptibility phenomena under the negative effects of the chronic
psychosocial stress in adolescent male mice. Our behavioral data showed the
occurrence of anhedonic behaviors and social avoidance behaviors in one part of the
subjugated animals (~50-60%), characterizing the susceptible subgroup, while the
others formed the resilient subgroup. The gene expression of the 5-HTgs receptor was
decreased in the hypothalamus of the susceptible animals, but not in the resilients. A
decrease on the transcripts quantity was also observed in the striatum of both
subjugated groups. Regarding the brain localization of 5-HTg receptor, were observed
immunorreactives neurons in the hypothalamus paraventricular nucleus and in the
olfactory bulb, where the stains were found in the neuronal cilia. In conclusion, our data
showed that the psychosocial stress induced anhedonic and social avoidance
behaviors, in one part of the adolescent male mice. The molecular data showed, in the
hypothalamus, a possible relation between the decrease of the gene expression of the
5-HTs receptor and the susceptibility to chronic stress. The psychosocial stress also
reduced the gene expression of the 5-HTg receptor in the striatum, but independent of
the resilience or susceptibility to the anhedonic effects in adolescent mice. In the future,
we are going to investigate the mechanisms involved in the 5-HTg transcripts reductions,
and your role in the strees response.

Keywords: Social stress. Resilience. 5-HTg receptor. Adolescence. Depression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao e o estresse

O Transtorno Depressivo (TD), ou simplesmente depressao, € nos dias de hoje, a
doenca de maior prevaléncia entre os chamados transtornos psiquiatricos. Relatérios
emitidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) destacam a depressdo como a
primeira maior causa de incapacidade e diminuicdo de anos de vida (Shali et al., 2016),
sendo ainda mais relevante ao se considerar apenas as pessoas entre 10 e 34 anos
(Murray et al., 2012). O TD afeta aproximadamente 4,4% da populacdo mundial, sendo
gue na populacado juvenil o nimero chega a 8% (Kapornai, Vetrd, 2008), e apresenta
um custo total para a populacéo que ultrapassa 80 bhilhdes de délares (Davidson, 2010;
Chang et al., 2012).

Pacientes deprimidos podem apresentar uma série de sintomas fisicos, como
distarbios no apetite, distarbios no sono, cansaco, bem como psicolégicos, como ideias
de suicidio, humor deprimido e anedonia, que é a falta de prazer em atividades
consideradas prazerosas (Moreno et al.,, 2011). Além disso, apresentam maior
vulnerabilidade para desenvolver outros tipos de doencas, como diabetes tipo 2 e
doencas cardiovasculares, por exemplo (Knol, et al., 2006; Elderon, Whooley, 2013).

O diagnéstico do TD €é completamente subjetivo, uma vez que depende de
respostas dadas pelo préprio paciente, acerca dos sintomas apresentados, ja que ainda
nao existem marcadores biolégicos ou moleculares confiaveis (Krishnan, Nestler, 2008).

O tratamento da depressdo é de extrema importancia e pode ser feito com
diferentes classes de medicamentos, porém estes apresentam um grande namero de
efeitos colaterais que muitas vezes dificultam a adesédo dos pacientes. Além da laténcia
de aproximadamente trés semanas para o inicio dos efeitos, apenas 60% dos pacientes
respondem ao tratamento (Schosser, et al., 2012).

Hoje o estresse é considerado um dos principais fatores desencadeantes da
depressdo. O acumulo de eventos adversos durante a vida de um individuo, como o
luto, o desemprego, a pobreza, problemas familiares e sociais se constitui um
importante fator etiolégico para a ocorréncia da doenca (Brown, Harris, 1978; McEwen,
1998; Farmer, McGuffin, 2003; Willner et al., 2012).
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Sabe-se que a resposta fisiologica mais importante do organismo frente a um
agente estressor € a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (eixo HPA) que
resulta na liberacdo de glicocorticoides, cortisol para os humanos e corticosterona para
os roedores (Munk et al., 1984). Além disso, os receptores dos glicocorticoides
apresentam uma importante distribuicdo nas regides limbicas do cérebro, como no
hipocampo e no coértex pré-frontal, que apresentam grande relagdo com transtornos do
humor como a depresséo (Swaab et al., 2005).

Porém, a maior parte dos estudos ja realizados neste sentido utilizaram animais
adultos, onde o SNC ja se desenvolveu plenamente, sendo ainda necessarios mais

estudos em animais adolescentes onde o SNC ainda esta em desenvolvimento.

1.2 Estresse social na adolescéncia

A adolescéncia é um periodo extremamente dindAmico e considerado como de alto
grau de estresse na vida dos individuos. E um periodo de grandes mudancas de carater
bioldgico, como a maturacéo fisica e cerebral, bem como de caréater social e emocional,
como o aumento das interagbes sociais (Spear, 2000). Experiéncias estressantes na
adolescéncia podem levar a ocorréncia de inUmeros transtornos comportamentais como
ansiedade, depressao, abuso de drogas e hiperatividade (Kaltiala-Heino et al., 2000;
Gladstone et al., 2006; Bibancos et al., 2007; Holmberg et al., 2008; Paus et al., 2008;
Tharp-Taylor et. al., 2009). Especificamente nesse periodo da vida, os fatores
estressantes de ordem social estdo muito presentes, sendo a subjugacéo, ou derrota
social, decorrente do bullying um dos mais frequentes (Buwalda et al., 2010).

O desenvolvimento cerebral na adolescéncia € constituido por uma variedade de
mudancas neuroquimicas e estruturais em diferentes &areas do sistema limbico
(Blakemore, 2008). Diferentes areas do cérebro ainda estdo em desenvolvimento
durante a adolescéncia, porém o coértex pré-frontal tem se mostrado particularmente
vulneravel a estimulos estressantes (Bibancos et al., 2007; Radley et al., 2008).
Adolescentes que passaram por algum tipo de abuso emocional em suas vidas
apresentam uma significativa diminuicAo na memoria espacial de trabalho,

demonstrando a influéncia dos estressores sociais sobre o desenvolvimento estrutural
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do cortex pré-frontal levando a déficits cognitivos na vida adulta (Majer et al., 2010;
Hanson et al., 2012).

Neste sentido, trabalhos realizados com roedores também demonstraram que
experiéncias de derrotas sociais cronicas podem induzir mudancas neurofisiolégicas,
enddcrinas e comportamentais (Blanchard et al., 2001; Koolhaas et al., 2001; Buwalda
et al., 2005; Alves-dos-Santos, 2014). De Lima e colaboradores, por exemplo,
verificaram um aumento da atividade motora e uma reducdo da memoria associados
com uma reducdo dos niveis de serotonina no hipocampo, no hipotalamo e no cortex
pré-frontal, em camundongos adolescentes submetidos a um protocolo de estresse

crénico imprevisivel.

1.3 Modelos animais de depressao

Um modelo animal é considerado adequado para a realizacdo de experimentos
guando apresenta etiologia, expressao fenotipica e resposta terapéutica semelhante ao
gue ocorre nos humanos (Chiavegatto, 2011). Produzir um modelo animal para um
transtorno psiquiatrico € muito dificil, uma vez que sintomas como humor deprimido,
culpa, entre outros, sdo impossiveis de serem observados em animais. Porém, alguns
sintomas como a anedonia vém sendo verificados em modelos animais de estresse
cronico.

Diversos modelos animais para a depressao vém sendo utilizados ao longo dos
anos como nado forcado, o estresse por restricdo, 0 estresse crdnico imprevisivel, entre
outros (Krishnan, Nestler, 2011; Darcet et al.,, 2016). Porém estes carecem de uma
validade etiolégica, uma vez que ndo simulam acontecimentos corriqueiros na vida de
um humano.

O modelo utilizado no presente trabalho foi 0 de subjugacéo social prolongada que
vem sendo amplamente utilizado desde o inicio da década de 1990 (Kudryavtseva et
al., 1991) até os dias de hoje (Hollis, Kabbaj, 2014; Isingrini 2016), em roedores adultos,
com o objetivo de observar as respostas de cada individuo frente a um agente estressor

psicossocial.
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Também neste sentido, nosso laboratorio vem realizando inumeros trabalhos com
este modelo, utilizando diferentes protocolos em camundongos adolescentes, com o
objetivo de investigar diferentes vias moleculares (Pereira-Junior, 2008; Alves-dos-
Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Catrrillo, 2017).

Neste modelo, os camundongos machos adolescentes s&o colocados em contato
com camundongos mais agressivos em caixas de pareamento, por um determinado
periodo de tempo, com o objetivo de induzir uma submissédo social devido as derrotas
constantes. Esse modelo, diferentemente dos citados anteriormente, apresenta uma
boa validade etiol6gica, uma vez que se assemelha a situacdes de bullying sofridas por
humanos.

Estudos com énfase no sistema serotoninérgico, utilizando este modelo, vém
demonstrando resultados interessantes. Berton e colaboradores (1999), utilizando um
episédio de subjugacdo social em ratos adultos, relataram a ocorréncia de
comportamento do tipo depressivo como uma imobilidade maior no teste de nado
forcado, acompanhado de uma diminuicdo na densidade dos transportadores da
serotonina (5-HTT) no hipocampo. Estes efeitos foram todos revertidos com 0 uso
cronico de fluoxetina.

Em 2010 Bartolomucci e colaboradores submeteram camundongos selvagens e
heterozigotos para o gene do 5-HTT a um protocolo de subjugagéo social prolongada.
Eles verificaram que os animais heterozigotos apresentam uma maior vulnerabilidade
ao estresse com aumento da esquiva social devido a diminuicdo do turnover de
serotonina (5-HT) no cortex pré-frontal.

Um estudo de Iiiguez e colaboradores (2014), utilizando episédios repetidos de
subjugacdo social em camundongos adolescentes, observou que 0s animais
apresentaram uma reducdo na preferéncia por sacarose e um aumento no tempo de
imobilidade no nado forcado, sendo a fluoxetina capaz de reverter estes quadros

comportamentais do tipo depressivo.
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1.4 Resiliéncia e suscetibilidade ao estresse

As respostas dos individuos ao estresse sdo extremamente heterogéneas. Uma
parcela da populacéo é resistente ao estresse, indicando que, de forma isolada ele ndo
representa uma causa para a ocorréncia da doenga, mas representa um fator de risco
moderado ao desenvolvimento da depressédo (Charney, 2004; Kendler et al., 1999).
Sabe-se que a resiliéncia, diferente do pensamento comum, € um fendmeno ativo que
depende de um conjunto de modificagcbes moleculares, comportamentais, neurais entre
outras para acontecer (Zannas et al., 2014). Individuos resilientes apresentam
caracteristicas como uma grande flexibilidade cognitiva (Yehuda et al., 2006). Contudo,
estudos baseados nos substratos neurais e moleculares e sua relacdo com a
suscetibilidade e resiliéncia ainda séo insuficientes.

Assim como o0s humanos, o0s animais também possuem alteracdes
comportamentais variadas quando submetidos ao estresse cronico, representando uma
importante ferramenta para estudar a resiliéncia e a suscetibilidade aos efeitos do
estresse. Strekalova e colaboradores (2004) utilizando camundongos C57BL/6 machos
adultos, conseguiram identificar um subgrupo que ndo apresentou anedonia no teste de
preferéncia por sacarose ap0s ser submetido a um estresse crénico. Recentemente em
nosso laboratorio, utilizando camundongos machos adolescentes submetidos a um
estresse psicosocial prolongado, também identificamos um subgrupo resiliente aos
efeitos anedoénicos no teste de preferéncia por sacarose (Alves-dos-Santos, 2014).

Tendo em vista que a adolescéncia € um periodo critico no desenvolvimento dos

individuos, estudos sobre suas respostas ao estresse cronico, bem como sua resiliéncia ou

suscetibilidade ao estresse sdo imprescindiveis.

1.5 Comportamentos emocionais e o receptor 5-HTgda serotonina

A serotonina, um neurotransmissor muito abundante no SNC, é sintetizada em
neurénios localizados nos nudcleos da raphe e apresenta iniUmeras projecdes para
outras regifes encefalicas. Dentre os importantes papéis da 5-HT no SNC, pode-se

destacar seu envolvimento no processo de neurodesenvolvimento e plasticidade
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sinéptica nos proprios neurdnios serotoninérgicos e na maturacéo de uma variedade de
sistemas neuronais (Mazer et al., 1997; Whitaker-Azmitia et al., 2000).

A neurotransmissdo serotoninérgica modula a liberacdo de diversos
neurotransmissores (Barnes, Sharp, 1999) e participa de inUmeras alteracdes
comportamentais e afetivas observadas nos transtornos psiquiatricos do humor (Graeff
et al., 1996). Dentre as alteracbes observadas, pode-se destacar aquelas no
comportamento sexual (Gonzalez et al., 1994), na cognicdo (Murphy et al., 2002), na
atividade motora (Geyer et al., 2001) e na agressividade e dominancia (Nelson e
Chiavegatto, 2001), que estdo relacionadas com transtornos psiquiatricos como
depressao, ansiedade, transtorno obsessivo-compulsivo, esquizofrenia, entre outros
(Frazer, Hensler, 1994; Sanchez et al., 2010).

Existem até o momento sete tipos de receptores de 5-HT (5-HT; a 5-HT7) que sao
divididos em 15 diferentes subtipos (Hoyer, 2002). O alvo deste estudo foi o receptor 5-
HTe, pois um estudo prévio do nosso laboratério observou um aumento na expressao
génica deste receptor no hipocampo de animais submetidos a um protocolo de
isolamento social. Os demais tipos de receptores serotoninérgicos, neste mesmo
trabalho, apresentaram diminuicdo da expresséao (Bibancos et al., 2007).

O receptor 5-HTs, Ultimo receptor serotoninérgico descrito, foi clonado pela primeira
vez em 1993 por 3 grupos diferentes (Monsma et al., 1993; Plassat et al.,1993; Ruat et
al., 1993). Apresenta 7 dominios transmembranicos que séo ligados entre si por 3 alcas
internas e 3 algas externas sendo codificado pelo gene Htr6, homdlogo entre humanos,
camundongos e ratos (Karila et al., 2015). Este gene apresenta 2341 pares de bases
em camundongos, 1925 em ratos e 1984 em humanos sendo 3 éxons separados por 2
introns (Mitchell, Neumaier, 2005).

A proteina HTR6 codificada apresenta 440 aminoacidos em humanos e
camundongos e 438 em ratos tendo um peso molecular de aproximadamente 46,96
kDa (Kohen et al., 1996) (Fig.1).

Em contraste com a maioria dos outros receptores serotoninérgicos, que
apresentam um alto niumero de isoformas geradas por splicing alternativo, o receptor 5-

HTes ndo apresenta isoformas com fungao importante no organismo (Yun et al., 2011).



Figura 1 - Representagdo da proteina HTR6.
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Proteina HTR6, formada por uma sequéncia de 440 aminoacidos. (Adaptado de Hirst et al.,
2003).

Trata-se de um receptor de membrana acoplado a proteina Gs, que estimula a
adenilil ciclase e leva ao aumento dos niveis de AMPc (Codony et al., 2010). Além
desta via canbnica, pode ter atuagbes em outras como a do mTOR que é importante
para o neurodesenvolvimento e a neuroprotecdo e também as vias da FYN, CDK e

ERK1/2 que tém participacdo na proliferacdo, sobrevivéncia e morte celular (Karila et
al., 2015) (Fig.2).
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Figura 2 - Principais vias de atuacéo do receptor 5-HTse.
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Representacdo esquematica das principais vias que o receptor 5-HTg atua. a) Via AMPc,
b) Via mTOR, c) vias ERK1/2, d) Via FYN-CDKS5. (Adaptado de Karila et al., 2015).

Sua distribuicdo é abundante no SNC sendo que, em humanos, se da
principalmente no estriado, hipocampo e coértex pré-frontal (Marazziti et al., 2012),
enquanto que em ratos estd predominantemente presente no tubérculo olfatério,
estriado, hipocampo e nucleo accumbens (Ward et al.,, 1995; Hirst et al., 2003).
Camundongos, por sua vez, apresentam uma baixa expressao do receptor 5-HTg nas
diferentes areas como o cortex pré-frontal, o hipocampo e o estriado (Hisrt et al., 2003).

Diversos estudos vém demonstrando um importante envolvimento do receptor 5-
HTs com a cognicdo, memoéria e alteracdbes do humor (Loiseau et al., 2008;
Wesolowska, 2007). Isso se comprova com trabalhos que observaram que a
administracdo periférica de antagonistas do receptor 5-HTg, em ratos, promove uma
melhora significativa na memaria e no aprendizado, observada no labirinto aquatico de
Morris e no teste de reconhecimento de objeto novo (Hirst et al., 2006; Woolley et al.,
2003). Contraditoriamente, outros trabalhos relataram atividades antidepressivas e
ansioliticas ap0s a administracao periférica de agonistas do receptor 5-HTs em roedores

no teste de suspensdo pela cauda, nado forcado e preferéncia por sacarose
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(Svenningsson et al., 2007; Cheng Liu et al., 2015). Esse antagonismo de ac¢fes ainda
ndo esta completamente elucidado, porém acredita-se que isso ocorra devido a
interacado do receptor 5-HTg com diferentes vias de outros neurotransmissores como da
acetilcolina (Woolley et al., 2003), da dopamina (Dawson, Li, 2003), do glutamato entre
outras (Dawson et al., 2000).

Contudo, apesar das evidéncias apresentadas nos topicos acima demonstrarem
uma relacdo entre o estresse social crénico, a neurotransmissao serotoninérgica e o
desenvolvimento de diferentes transtornos psiquiatricos, estudos baseados no efeito
direto da subjugacdo social sobre a expressdo génica e proteica do receptor
serotoninérgico 5-HTg, tanto na vida adulta quanto na adolescéncia ainda nao foram

relatados.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Verificar a possivel participacdo de alteragBes na expressdo cerebral do receptor
serotoninérgico 5-HTs nos fendmenos de resiliéncia e suscetibilidade aos efeitos

anedonicos da subjugacéao social prolongada em camundongos machos adolescentes.

2.2 Objetivos Especificos

1. Verificar os efeitos da subjugacdo social prolongada durante a adolescéncia
sobre o0 ganho de peso corporal dos animais.

2. Verificar a resiliéncia e a suscetibilidade aos efeitos da subjugacédo social
prolongada através dos testes de preferéncia por sacarose e interacdo social.

3. Quantificar os transcritos do receptor 5-HTg no cortex pré-frontal, hipocampo,
estriado e hipotdlamo dos animais controle, suscetiveis e resilientes aos efeitos da
subjugacao social prolongada, através de qPCR.

4. Quantificar e avaliar a expressao proteica do receptor 5-HTg no cértex pré-frontal,
hipocampo, estriado e hipotdlamo dos animais controle, suscetiveis e resilientes,

através de imunomarcacéao e de imunoistoquimica.



30

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos e adolescentes
provenientes do Biotério de Criacdo do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP) que foram mantidos em
nosso Biotério de Experimentacdo Animal no Instituto de Medicina Tropical (IMT)
localizado na Faculdade de Medicina da USP (FMUSP). Os animais foram
desmamados 21 dias ap6s o nascimento e ficaram agrupados em 3 ou 4 animais em
gaiolas de polipropileno (28 x17 x12 cm) até completarem 26 dias de idade, quando
foram isolados em gaiolas e distribuidos aleatoriamente em animais dos grupos controle
e experimental, de forma que a média dos pesos nos dois grupos fosse equivalente.

Camundongos CD1 machos e adultos (mais de 3 meses de idade), mantidos em
nosso Biotério do IMT-FMUSP, foram utilizados como agressores. Estes permaneceram
em casais, com fémeas da mesma linhagem e estéreis (passaram pelo procedimento
prévio de laqueadura) em gaiolas de polipropileno (28 x17 x12 cm). Durante o0s
experimentos, os machos foram alocados individualmente em caixas de pareamento
(especificamente confeccionadas para esta finalidade) de polipropileno (44 x34 x16
cm), divididas ao meio por uma placa de acrilico perfurada.

Todos os animais receberam agua e comida ad libitum em um ciclo de claro/escuro
de 12 horas, claro as 7:00 horas, e foram mantidos a temperatura ambiente de 22 C°+2
no interior de estantes ventiladas (Alesco).

Os procedimentos empregados no presente estudo foram aprovados pelas
Comissdes de Etica no Uso de Animais de laboratério (CEUAs) do ICB-USP (Protocolo
n°41, fls. 31, livro 03) e do IMT-FMUSP (Protocolo n° 000310A).
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3.2 Sele¢do dos camundongos agressores

Para a realizacdo dos testes de subjugacdo social, foi feita uma pré-selecdo de
camundongos CD1 agressivos. As fémeas foram retiradas das gaiolas dos
camundongos CD1 machos adultos dez dias antes do inicio dos experimentos e um
camundongo macho C57BL/6 (n&o relacionado aos experimentos) foi introduzido para a
observacdo da interacdo entre eles por 3,5 min. Os camundongos agressores
receberam uma pontuacdo que variava entre -, +, ++ ou +++, de acordo com seu
comportamento agressivo. Foram utilizados parametros descritos por Chiavegatto et al.,
2001, que compreendem: laténcia para a primeira mordida, numero total de ataques
com mordida, duracdo total dos episddios de ataques e interacbes agressivas. Esta
selecéo foi realizada por trés dias consecutivos e 0s animais que se situaram entre ++ e
+++, foram considerados bons agressores e utilizados nos experimentos de subjugacéao

social.

3.3 Subjugacéao social prolongada

Os experimentos se iniciaram aos 30 dias de vida dos animais. Os adolescentes do
grupo experimental foram introduzidos, cuidadosamente, na caixa de pareamento
contendo um camundongo agressor. Apés um periodo de 5 min de interacéo fisica, o
animal teste foi retirado e recolocado no compartimento ao lado (ha mesma caixa que
se encontra dividida por uma placa de acrilico perfurada), onde permaneceu por 24
horas (Fig.3). Neste periodo ocorreu somente contato olfatorio, auditivo e visual entre
eles, permanecendo livre acesso a racdo e agua. O experimento foi realizado por 10
dias consecutivos, sempre no mesmo periodo do dia e com agressores diferentes.

Os adolescentes do grupo controle foram colocados individualmente em caixas de
pareamento similares as do grupo experimental, um em cada compartimento, sem
qualquer interagdo fisica, também por 24 horas. Diariamente o0s animais foram
pareados (compartimentos distintos) com controles diferentes pelo periodo de 10 dias.
Foram excluidos do experimento os animais que porventura fossem feridos ou

machucados durante os pareamentos.
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Figura 3 - Subjugacéo social prolongada em caixas de pareamento

a) Interagdo fisica b) Interagdo visual, auditiva e
5 min olfatéria 24 hrs

a) Camundongo C57BL/6 é subjugado pelo camundongo CD-1 residente por 5 min. b) Em
seguida, o camundongo experimental € removido e colocado no compartimento adjacente, que

€ separado do agressor por uma diviséria de acrilico, durante 24 h.

3.4 Delineamento experimental

O procedimento de subjugacdo social e o0s testes comportamentais foram
realizados trés vezes de maneira independente: série A, série B e série C.

» Série A: 26 camundongos C57BL/6 (10 controles e 16 experimentais). Os
tecidos cerebrais coletados foram utilizados para a analise de expressdo génica por
gPCR.

> Série B: 24 camundongos C57BL/6 (7 controles e 16 experimentais). Os tecidos
cerebrais coletados foram utilizados para a andlise de expressao proteica por
imunomarcacao.

» Série C: 21 camundongos C57BL/6 (7 controles e 14 experimentais). Os tecidos
cerebrais coletados foram utilizados para a analise de expressdo proteica por
imunoistoquimica.

A subjugacéo social e os testes comportamentais de cada série seguiram a ordem

cronologica detalhada na figura 4.
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Figura 4 - Protocolo experimental (em dias)

Habituacdo C57BL/6 Manha
Sac 1% PPS Basal (30 dias) Pesagem
Pesagem PPS PPS PPS PPS IS
1 2 3 4 5 11 12 13 14 15 16
Estresse por subjugacdo social prolongado Eutanasia
Tarde

A figura 2 mostra a ordem cronolégica do experimento de subjugac¢édo social e dos testes
comportamentais. Os testes descritos acima da linha horizontal foram realizados entre 9:00
e 12:00 h, enquanto os procedimentos descritos abaixo, foram realizados entre 14:00 e
17:00 h. Sac 1% = solucéo de sacarose a 1%; PPS = preferéncia pela solucdo de sacarose
a 1%; e IS = interagao social.

3.5 Testes comportamentais

Foram realizados os seguintes testes:

> Interacdo Social (IS): dia 15 (~16 h apés a finaliza¢do do ultimo pareamento com
0 agressor).

» Preferéncia por Sacarose (PPS): dias 3 e 4 (basal) e 11, 12, 13 e 14 (final).

3.5.1 Preferéncia por sacarose

Primeiramente foi necessaria a habituacdo dos animais, que foram isolados em
suas gaiolas moradia, onde dois bebedouros (tubos Falcon com tampas de borracha e
bicos de metal) foram fornecidos nos dias 1 e 2 para evitar o efeito da neofobia. Um
tubo continha 40 mL de agua e o outro 40 mL de uma solucéo de sacarose a 1% e as
solucbes e posicbes dos tubos na gaiola foram trocadas diariamente. Este teste foi
padronizado anteriormente em nosso laboratério (Alves-dos-Santos, 2014).

Apés esta fase de adaptacdo, os animais foram transferidos para as caixas de
pareamento. O consumo basal (em gramas) de agua e solucdo de sacarose a 1% foi
medido por um periodo de 14 horas (nos dias 3 e 4, obtendo-se um valor médio), bem

como o consumo final, correspondente a media de consumo nos dias 11, 12, 13 e 14.
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A PPS foi calculada em valores percentuais, pela razdo entre o consumo de
sacarose 1% e o consumo total de liquidos (consumo de sacarose + consumo de agua)

multiplicando-se por 100 (Férmula 1).

Férmula 1: Célculo da PPS.

PPS = Consumo de sacarose (g) X 100

Consumo de sacarose (g) + consumo de agua (g)

3.5.2 Interagao social

Foi utilizada uma caixa retangular de interacdo social (40,5 x60 x22 cm) com
paredes de acrilico transparentes e fundo branco (Noldus, Leesburg, VA - EUA). A
caixa € dividida em trés camaras de mesmo tamanho interligadas por pequenas portas,
porém para o experimento apenas duas camaras contiguas foram utilizadas (Fig.3).
Primeiramente o camundongo teste foi colocado cuidadosamente na camara da
esquerda (previamente limpa e seca), permanecendo por 3 min para a exploracao do
local, sendo em seguida retirado e recolocado em sua gaiola moradia. Um camundongo
macho, da mesma idade e linhagem (ndo relacionado ao experimento), foi
imediatamente introduzido na camara da direita (dentro de um cilindro vazado de barras
de acrilico). O camundongo teste foi recolocado na caixa (camara da esquerda),
novamente por um periodo de 3 min. Foram registrados o0 tempo em que o animal teste
permaneceu na area de interacdo (regido delimitada préxima ao cilindro), bem como a
laténcia para a ocorréncia da primeira interacdo fisica com o cilindro (Fig. 3). O teste foi
filmado por uma camera (Bosh, Sdo Paulo) e as andlises foram feitas usando o

software ViewPoint® (Videotrack 3.0.; View Point, Lyon, France).



35

Figura 5 - Teste de interag&o social

a) Ambientacdo — 3 min b) Teste — 3 min

Cilindro de
Acrilico

Porta aberta

3 3 - Area de interagéo
Camara esquerda Camara direita Camara esquerda Camara direita

a) Camundongo C57BL/6 é colocado no aparato vazio para a ambientacdo por 3 minutos. b)
Em seguida, o camundongo experimental € removido, um camundongo “isca” é adicionado ao
aparato dentro de um cilindro, e o camundongo experimental é recolocado no aparato por 3

minutos.

3.6 Determinacdo de ganho de massa corporal

Os animais foram pesados de forma individual nos dias 5 e 14 em uma balanca
semianalitica e o ganho de peso foi calculado pela diferenca de peso entre os valores
achados nesses dias.

3.7 Eutanasia dos animais

Ocorreram todas no 16° dia do protocolo experimental (~48 h ap6s a finalizacdo
do ultimo pareamento), no periodo da tarde (14:30 - 17:30 h).

Série A: Foram rapidamente decapitados. As estruturas encefalicas (cortex pré-
frontal, hipocampo, estriado e hipotalamo) foram dissecadas por uma pesquisadora
experiente, rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C
(material futuramente utilizado para o isolamento de &cidos nucleicos).

Série B: Foram rapidamente decapitados, e as estruturas encefalicas (cortex pré-
frontal, hipocampo, estriado e hipotalamo) foram dissecadas por uma pesquisadora
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experiente, rapidamente congeladas em gelo seco e armazenadas a -70 °C (material
futuramente utilizado para a separacao de proteinas).

Série C: Foram anestesiados profundamente (via ip) com cloridrato de cetamina
(5 mg/100 g, Dopalen® - Vetbrands) e cloridrato de xilazina (1 mg/100 g, Anasedan® -
Vetbrands), e perfundidos por via transcardiaca com solugdo salina tamponada e
paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0,1 M (PB; pH 7,4). Os encéfalos foram
extraidos e mantidos em uma solucdo de sacarose a 30% durante a noite. A seguir, 0S

encéfalos foram retirados desta solucdo e armazenados a -70 °C.

3.8 Quantificacdo da expressao génica por gPCR

3.8.1 Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Em seguida, foram analisadas a
concentragdo e a pureza das amostras em espectrofotdmetro (NanoDrop, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) bem como a integridade em gel de agarose
1%. As amostras foram tratadas com DNase | (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
com o intuito de evitar possiveis contaminacées com DNA gendmico. Em uma reacao
com volume final de 50 pL, 10 ug de RNA foram incubados com 1 pyL de DNAase | e
DNAase Buffer 1 X (100 mM, Tris pH 7,5, 25 mM MgCl,, 5 mM CacCl,). As amostras
foram incubadas a 37 °C por 30 min e, a seguir, purificadas com o Kit RNeasy
(Quiagen, Valencia, CA, EUA) de acordo com as instrucbes do fabricante. A
concentracdo e a pureza das amostras foram verificadas novamente por
espectrofotometria (Nanodrop, Thermo Fisher Scientific Inc.). As solu¢cdes de RNA

foram armazenadas em freezer a -70 °C até o uso.

3.8.2 Sintese do DNA complementar (DNAC)

A sintese do DNACc foi feita utilizando-se 2 ug do RNA total, 4 yL de tampao 5 X
(250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCI, 15 mM de MgClI2), 1 yL de DTT 100 mM, 25
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mM de iniciadores oligo(dT), 0,5 mM de cada dNTP, 40 U da enzima Rnase OUT e 200
U da enzima Super Script Ill Reverse Transcriptase (Life Technologies), em um volume
total de 20 pL de agua isenta de RNAses e DNAses. Inicialmente, o RNA foi aquecido a
65 °C, por 5 min, e colocado no gelo até adicdo dos demais componentes. A reacao foi
incubada a 50 °C por 1 h e interrompida pelo aquecimento a 85 °C, por 5 min. Depois,
foi realizado um tratamento com RNAase H para eliminagdo das moléculas de RNA por
20 min a 37 °C. As solu¢cbes de DNAc (volume final 20 uL) foram armazenadas em

freezer a -20 °C até o uso.

3.8.3 Selecéao de oligonucleotideos iniciadores (primers)

Foram utilizados os nucleotideos iniciadores especificos para o gene Htr6 de
camundongo (Mus musculus) desenhados e previamente utilizados em nosso
laboratério por Bibancos e colaboradores (2007). A especificidade foi verificada pela
ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). O tamanho esperado do produto e
a especificidade foi verificada em gel agarose 1% (Invitrogen). Como gene controle
interno bioldgico foi utilizado a ciclofilina A (Ppia). Este gene apresentou expressao
similar nas areas cerebrais estudadas entre os animais dos diferentes grupos (controle,
experimental).

Os oligonucleotideos iniciadores para o receptor serotoninérgico 5-HTg (Htr6) e
ciclofilina A (Ppia) utilizados no protocolo de gPCR se encontram descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia de pares de iniciadores utilizados para qPCR

a . , , Localizacéo . . Tamanho do
Genes Sequéncia (5 - 3’) (pb) Exon Fita produto (pb)
Htr6 CATAGCTCAGGCCGTATGTG 870-889 2 senso 111
CGCATGAAGAGGGGATAGA 980-962 3 antisenso
Ppia AATGCTGGACCAAACACAAAA 345-364 5 senso 101
P CCTTCTTTCACCTTCCCAAA 445-426 5 antisenso

Legenda: pb: pares de bases dos nucleotideos


http://www.ncbi.nih.gov/BLAST
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3.8.4 PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

As reacdes de gPCR foram realizadas no equipamento Rotor Gene 3000 (Corbett
Research, Concord, Australia). A quantificacdo relativa dos transcritos para cada
amostra foi feita de acordo com (Vandesompele et al., 2002) por qPCR através do Cq
(ciclo de quantificacéo), que € o niumero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia
emitida pela amostra alcance uma linha de deteccdo arbitraria (threshold). Esses Cqgs
foram coletados durante a fase exponencial de amplificacdo, que acontece quando a
emissao de fluorescéncia € proporcional ao namero inicial de coépias do produto
amplificado de cada amostra. As reagbdes continham 1 pL de amostra (DNAc), os
iniciadores para o gene Htr6 ou para o gene Ppia, sais, deoxinucleotidos, enzima
Amplitag Gold DNA polimerase (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA), e o
composto fluorescente Sybr Green | para um volume final de 20 pL. Para a escolha da
concentracéo ideal de DNAc a ser amplificado, confeccionou-se uma curva padréo de
amplificagdo, contendo 5 pontos de uma diluicdo seriada (100 ng/uL, 50 ng/uL, 25
ng/uL, 12,5 ng/uL, 6,25 ng/uL), para cada par de iniciadores e em cada regiao cerebral.
Apés a analise desta curva, o intervalo de diluicdo que apresentou eficiéncia entre 90%
e 100%, e acompanhada de um coeficiente de correlagéo superior a 0,98, foi escolhido
para a concentracao de trabalho. As reagdes foram incubadas inicialmente a 95 °C, por
10 min, para a ativacdo da enzima DNA polimerase, seguidas por 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 45 s, anelamento e extensdo e coleta do sinal de
fluorescéncia a 55 °C por 45 s. As amostras foram feitas em triplicata. Para cada corrida
foram feitos os controles negativos: NTC (auséncia de DNAc) e uma amostra de RNA
total (controle negativo para verificar possivel presenca de DNA genémico). Apos o
término de cada corrida, a especificidade do produto de PCR formado foi determinada
através de uma corrida de dissociagcéo (95 °C por 15 s, estabilizacdo a 60 °C, seguida
de um aumento gradual de temperatura de 0,5 °C por min). O software RG-6000
(Corbett Research) foi usado para gerar a curva padrdo de cada produto de
amplificagéo, as curvas de dissociacao e as planilhas contendo os dados brutos de
fluorescéncia, e assim, poder calcular os valores de Cq para cada amostra. Para cada

area cerebral, a quantidade de transcrito (referente ao RNAm) foi determinada a partir
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do Cq da amostra, levando em consideragdo sua eficiéncia de amplificacdo. Os
resultados brutos foram normalizados pela expresséo do gene da ciclofilina. Todas as
analises foram feitas através de planilhas de acordo com Vandesompele et al., 2002, ja
validadas e amplamente utilizadas em nosso laboratério (Chiavegatto et al., 2009,
2012).

3.9 Quantificacdo proteica do receptor 5-HTg por imunomarcagéo

Os tecidos armazenados foram mantidos em gelo e homogeneizados em tampao
de lise (tampéo RIPA: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton, 1% deoxicolato de sodio,
0,1% SDS, 1 M Tris-HCI pH=7,6, dH,O para 100 mL) contendo coquetel de inibidores
de proteases e fosfatases (1:1.000, Sigma). Apés a homogeneizacdo, as amostras
foram centrifugadas a 13.000 xg por 15 min a 4 °C, e os sobrenadantes retirados e
armazenados a 20°C até a utilizacdo. As concentragbes de proteina foram
determinadas através de um método colorimétrico baseado na reacdo entre o acido
bicinconinico com o céation cuproso (Cu®) (kit Pierce BCA Protein Assay; Thermo
Scientific, IL, USA).

Amostras de 60 pg de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a
10%. Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF
através do sistema Trans-Blot Turbo (Bio-Rad), na qual o soro policlonal de coelho anti-
5-HTs desenvolvido contra 5-HTg recombinante de camundongos (ab103016, Abcam,
Cambridge, MA, EUA) foi adicionado em concentracdo de 1:1.000, e mantido em leve
agitacdo a 4 °C, por 18 h. A seguir, adicionou-se 0 anticorpo secundario conjugado com
HRP anti-coelho (sc2004, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), 1:4.000,
mantendo-o também a 4 °C por 105 min. A visualiza¢do das bandas foi realizada com o
sistema de quimioluminescéncia (ECL, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA).
Posteriormente, as mesmas membranas foram lavadas e incubadas com anticorpo
monoclonal primario anti-B-Actina de camundongo (sc47778, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX, EUA), 1:1.000 por 18 h e a seguir com o anticorpo secundario conjugado
com HRP anti-mouse (sc2005, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA), 1:4.000,
por 105 min para o controle das quantidades das amostras. Para o GAPDH o
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procedimento foi exatamente o mesmo da B-Actina, porém utilizando o anticorpo
monoclonal anti-GAPDH de coelho (sc32233, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
EUA). A guantificacdo da densidade optica (DO) das bandas foi realizada através do
equipamento e software ImageQuant (GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA),
normalizando-se os valores de DO das proteinas de interesse pelos valores de DO da
B-Actina ou do GAPDH.

3.10 Quantificacdo proteica do receptor 5-HTg por imunoistoquimica

Os encéfalos armazenados foram fatiados em micrétomo Zeiss Hyrax S30 (Zeiss,
Muenchen, Germany) em seccdes coronais de 30 ym. Os cortes foram pré-incubados
com 5% de soro normal de burro (Biotin-SP-conjugated) (AffiniPure Donkey Anti-Rabbit
IgG, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, EUA) e 0,4% de Triton X-100 por 1 h
a temperatura ambiente, depois foram tratados com o mesmo anticorpo anti-5-HTe
utilizado no item anterior, em uma diluicdo de 1:1.000 em tampéao fosfato salino (PBS)
com 1% de soro normal de burro e 0,3% de Triton X-100 durante 48 h. Posteriormente
os cortes foram incubados por 2 h com um complexo avidina-biotina (Vectastain, Elite
ABC Kkit, Vector), 1:200, e lavados em tampéao fosfato (PB). O produto da reacdo da
peroxidase foi visualizado usando o método da glucose oxidase e 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) como cromégeno. Por fim, os cortes foram lavados novamente
em PB e montados em laminas gelatinizadas. As laminas foram examinadas através de
um microscopio Zeiss Axioimager Al (Zeiss) equipado com uma camera digital do tipo
Zeiss AxioCam HRc (Zeiss). As quantificagbes foram realizadas através do software
Axiovision (Zeiss). Esta metodologia foi conduzida no laboratério do professor Martin A

Metzger do Departamento de Fisiologia e Biofisica deste Instituto.
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3.11 Anélise Estatistica

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa estatistico Statistica
(versao 7.0, Statsoft.Inc, Tulsa, OK, EUA).

Foram utilizados os testes t de Student (analises dos grupos controle e
experimental) e GLzM seguido pelo teste de Tukey (andlises dos grupos controle,
suscetivel e resiliente). O GLzM foi utilizado uma vez que é um teste mais abrangente
que agrupa uma série de técnicas com diferentes distribuicdes como regressao linear,
regressao logistica, regressao Poisson, entre outras.

O teste de Pearson foi usado para as andlises de correlacdo linear entre os dados
dos animais dos diferentes grupos.

Para a avaliacdo dos parametros (laténcia e tempo de interacdo) no teste de
interacao social utilizou-se a associacao de ambos pelo método do z-escore para obter
um escore geral representativo. As diferencas foram consideradas significantes quando
p<0,05.



42

4 RESULTADOS

4.1 Ganho de peso dos animais apds exposicdo ao estresse por subjugacéao
social

Os animais foram pesados nos dias 5 (antes do inicio dos pareamentos) e 14 (24h
apos ultimo pareamento). O ganho de peso ndo foi diferente entre os animais do grupo
experimental e os animais do grupo controle em nenhuma série experimental (teste t,
p>0,05) (Fig. 6a, 6b e 6¢).

As médias do peso dos animais controle, no dia 5, nas séries 1, 2 e 3 foram:
13,619 = 1,4; 13,78g = 0,75; 12,869 *= 0,69, enquanto no dia 14 foram 19,08g = 1,12;
19,189 = 0,5; 18,37g = 0,58, respectivamente. As médias do peso dos animais
experimentais, no dia 5, nas séries 1, 2 e 3 foram: 14,429 + 0,78; 13,86g + 0,4; 12,899 +
0,47, enquanto no dia 14 foram 18,899 + 0,39; 18,34g + 0,29; 18,499 = 0,4,

respectivamente.

Figura 6 — Efeitos do estresse por subjugacdo social durante 10 dias em
camundongos machos adolescentes sobre o ganho de peso corporal nas 3 séries

independentes.
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Ganho de peso (g) dos camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social
em 3 séries independentes. Dados representam a média + EPM. Teste t, p>0,05.
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4.2 Comportamento aneddnico no teste de PPS 1%

A preferéncia basal pela solucdo de sacarose a 1% (média do consumo de
sacarose e agua entre os dias 3 e 4) ndo diferiu entre os animais controles e

experimentais em nenhuma das séries. (teste t, p>0,05) (Fig. 7a, 7b e 7c).

Figura 7- Preferéncia pela solucdo de sacarose a 1% em camundongos machos
com 30 dias de vida (valor basal).
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Foi utilizada a média dos valores de preferéncia por sacarose nos dias 11, 12, 13,
14 para calcular os efeitos da subjugacao social sobre o consumo total de fluidos e a
preferéncia por sacarose em cada série experimental.

O consumo total de fluidos ndo apresentou diferenca significante entre os grupos

controle e experimental em nenhuma das séries. (teste t, p>0,05) (Fig.8a, 8b e 8c).

Figura 8- Consumo total de fluidos de camundongos machos adolescentes
expostos ao estresse social por 10 dias.
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Consumo de liquidos entre os dias 11-14. Dados representam a média + EPM. Teste t,

p>0,05.
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A preferéncia pela solugdo de sacarose 1% foi diferente no grupo experimental

comparado com o grupo controle na série A (teste t, p<0,01) (Fig. 9a), na série B (teste
t, p<0,01) (Fig. 9b) e série C (teste t, p<0,05) (Fig. 9c).

Figura 9- Preferéncia pela solucéo de sacarose 1% de camundongos machos

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias.
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Dados representam a média + EPM. Teste t de Student, *p<0,05, **p<0,01.
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A preferéncia por sacarose foi analisada separadamente nas trés séries
experimentais (série A, série B e série C) utilizando como parametro para divisdo dos
animais experimentais em suscetiveis e resilientes o critério de média — 2DP do grupo
controle, obtendo-se assim a faixa de corte para cada série. Os animais que obtiveram
valores de preferéncia por sacarose final menores que a faixa de corte foram
considerados suscetiveis enquanto os animais que obtiveram valores de preferéncia

por sacarose final maiores que a faixa de corte foram considerados resilientes.

Série A: 6 animais resilientes (37,5%) e 10 animais suscetiveis (62,5%);
Série B: 9 animais resilientes (56,25%) e 7 animais suscetiveis (43,75%);

Série C: 7 animais resilientes (50%) e 7 animais suscetiveis (50%).

Nas trés séries encontrou-se diferenca significante entre os grupos controle,
suscetivel e resiliente (GLzM, F(220)=37,8, p<0,001; F( 18 =20,2, p<0,001 e F(; 23 =24,5,
p<0,001, respectivamente). A preferéncia por sacarose 1% dos animais do subgrupo
suscetivel foi menor quando comparado com 0s animais dos grupos controle e resiliente
(série A, série B e série C: Tukey post hoc: p<0,001), enquanto entre os animais dos
grupos controle e resiliente ndo foram observadas diferencas (série A, série B e série C:
Tukey post hoc: p>0,05) (Fig.10a, 10b e 10c).



Fig. 10 — Preferéncia pela solucéo de sacarose 1% de camundongos machos

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias.
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Dados representam a média + EPM da preferéncia pela solugéo de sacarose 1% entre os
dias 11-14. A Linha tracejada representa a faixa de corte (valor da média-2DP) do grupo
controle e separa o0 grupo experimental nos subgrupos resiliente e suscetivel. GLzM, ***
p<0,001.

4.3 Comportamento de esquiva social no teste de interacéo social

O teste de interacdo social foi feito no dia 15 do protocolo e foram avaliados o0s
comportamentos relacionados a esquiva social. Os parametros analisados foram: a
laténcia para a primeira interacdo e o tempo total de interacdo. Este teste foi realizado
nas trés séries, porem devido a problemas técnicos (erros de procedimento) apenas
parte dos animais da série A (4 controles e 7 experimentais) e os animais da série B
foram considerados. A laténcia para a interacdo (Fig.11a e 11b) e o tempo total de
interacdo (Fig.12a e 12b) nado diferiram entre os grupos controle e experimental na série
A (teste t, p>0,05) e na série B (teste t, p>0,05).
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Figura 11- Laténcia para interagcdo no teste de IS de camundongos machos

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias da série A e da série B.

Laténcia para interagir (s)

Laténcia para interagir (s)

a) Série A
80+
60+
40
(o]
| |
20+ -
0 n,i mmm®
Controle Experimental
n=4 n=7
b) Série B
.II
80+
=
60+
40
Oo -
20
% .
| § |
(o) L] L
Controle Experimental
n=7 n=16

Laténcia para a primeira interacdo. Dados representam a média + EPM. Teste t, p>0,05.
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Figura 12- Tempo total de interacdo no teste de IS de camundongos machos

adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias da série A e da série B.
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Tempo total de interagcdo dos camundongos machos adolescentes expostos ao estresse
social. Dados representam a média + EPM. Teste t, p>0,05.
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Os parametros de interagéo social observados (laténcia e tempo total de interacdo)
foram agrupados e entdo convertidos através do método z-escore para obter uma
pontuacdo final para cada animal.

A pontuacdo final ndo foi diferente entre os grupos controle e experimental

considerando as séries A e B em conjunto (Fig.13) (teste t, p>0,05).

Figura 13- Pontuacéo final no teste de IS (laténcia + tempo total de interacao)
obtido pelo método de z-escore de camundongos machos adolescentes expostos ao

estresse social por 10 dias da série A e B.
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Pontuacgéo final para IS social combinando a laténcia e o tempo de interagdo (z-escore)
dos animais das séries A e B. Dados representam a média + EPM. Teste t, p>0,05.

O sinal da pontuacao final do z-escore para cada animal dos subgrupos resilientes
e suscetiveis foi utilizado como critério de divisdo. Os animais que obtiveram pontuacao
final positiva foram considerados resilientes enquanto aqueles que obtiveram pontuacao
final negativa, suscetiveis. 10 animais foram considerados resilientes (43,5%) enquanto
13 animais foram considerados suscetiveis (56,5%) para 0 comportamento de esquiva

social no teste de IS.
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Os subgrupos controle, suscetivel e resiliente apresentaram diferenca significante
(F2,31y=29,6, p<0,0001). Os animais do subgrupo suscetivel apresentaram uma reducéo

significante na pontuacéo final obtido pelo método z-score comparado com 0s animais

do grupo controle e resiliente (teste Tukey post-hoc: p<0,001) (Fig. 14).

Figura 14- Pontuacao final no teste de IS obtido pelo método de z-escore de

camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por 10 dias das séries

A e B.

Pontuagao social (z-escore)

* %%
HgH
0.0 =
C)()() "!!i’l
35, "
o
........ o....
AAA
A
AA
A
A
AL
A
Controle Resiliente Suscetivel

n=11 n=10 n=13

Pontuacéo final para IS combinando a laténcia e o tempo de interacdo (z-escore) dos
animais das séries A e B. Dados representam a média + EPM. GLzM, ****p<0,0001.
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Andlises de correlacdo linear entre os valores de preferéncia pela solugdo de
sacarose 1% e a pontuacgéo social obtida no teste de IS foram realizadas. Para esta
analise, os animais experimentais foram separados em suscetiveis e resilientes de
acordo com o teste de PPS. Nao existe correlacdo entre nenhum dos diferentes
subgrupos (Pearson, r= 0,019, p= 0,95) para o subgrupo controle (Fig. 15a), (Pearson,
r=-0,12 p= 0,73) para o subgrupo resiliente (Fig. 15b) e (Pearson, r= -0,09, p= 076)
para o subgrupo suscetivel (Fig. 15c).

Figura 15 — Analises de correlacao entre os valores de preferéncia pela solucao de
sacarose 1% (%) e o pontuagcdo social de camundongos machos adolescentes
expostos ao estresse social por 10 dias.
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A relacao entre os resultados obtidos no teste de PPS e no teste de IS, ou seja, se
0s animais de um determinado subgrupo (resiliente ou suscetivel) em um teste eram os
mesmos no outro teste também foi verificada. Os animais suscetiveis aos dois testes
(n=7) representam 37% dos animais suscetiveis a anedonia (n=19) e 35% dos animais
suscetiveis a esquiva social (n=20) (Fig. 16). Ja os animais que eram resilientes aos
dois testes (n=5) representavam 31% dos animais resilientes a anedonia (n=16) e 33%

dos animais suscetiveis a esquiva social (n=15) (Fig. 16).

Figura 16- Andlise dos animais resilientes e suscetiveis classificados para os
testes de PPS e de IS.

a) Suscetiveis

b) Resilientes

Diagrama de Venn-Euler mostrando os animais (a) suscetiveis e (b) resilientes
identificados em ambos os testes (PPS, IS).
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4.4 Analises de quantificacdo génica do receptor serotoninérgico 5-HTg por PCR
em tempo real

As analises de expressao génica foram realizadas no cortex pré-frontal, hipocampo,
estriado dorsal e hipotalamo dos animais da série A. Levamos em consideragdo o
comportamento do tipo aneddnico dos animais (teste de PPS) para a divisdo entre os
subgrupos ‘“resiliente” e “suscetivel” uma vez que a anedonia € um sintoma bem
caracteristico da depressao.

A expressédo do ciclofilina A (Ppia) ndo apresentou diferenca significante entre os
subgrupos em nenhuma das areas analisadas (GLzM, p>0,05) (Tabela 2), logo este foi

considerado um bom gene normalizador para nosso estudo.

Tabela 2 — Quantidade de transcritos do gene da ciclofilina A (Ppia)

A Gene

Area Grupo Ppia
Controle 1,00 + 0,07
Cértex pré-frontal Resiliente 1,16 + 0,05
Suscetivel 1,09 + 0,06
Controle 1,00 + 0,07
Hipocampo Resiliente 1,12 + 0,05
Suscetivel 1,10 £ 0,06
Controle 1,00 £ 0,06
Estriado dorsal Resiliente 1,01 + 0,09
Suscetivel 0,90 £ 0,10
Controle 1,00 + 0,30
Hipotalamo Resiliente 0,76 0,15
Suscetivel 0,82+ 0,15

Os dados foram normalizados em relagdo ao grupo controle e representam a média +
EPM. GLzM, p>0,05.
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A expressado génica do receptor 5-HTg ndo diferiu nos subgrupos controle, resiliente
e suscetivel (GLzM, p>0,05) no coértex pré-frontal e no hipocampo. No estriado dorsal
(GLzM, F(2,23=6,75, p<0,01) ocorreu uma redugdo na expressao génica nos subgrupos
resiliente e suscetivel (Tukey post hoc: p<0,05 e p<0,01, respectivamente) e no
hipotalamo (GLzM, F 23 =5,1, p<0,05) a expressdo génica também reduziu, porém
apenas no subgrupo suscetivel (Tukey post hoc: p<0,01) (Fig. 17).

Figura 17- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a expressédo génica do receptor serotoninérgico 5-HTg no
cortex pré-frontal, no hipocampo, no estriado dorsal e no hipotalamo por gPCR.

D Controle
. Resiliente
. Suscetivel

2

1004

(%em relagao ao controle)

Quantidade normalizada de transcrito

Hipocampo
Hipotalamo

Cortex Pré-Frontal

Dados representam a média £+ EPM. GLzM, *p<0,05 e **p<0,01.
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Andlises de correlacdo linear entre os valores de preferéncia por sacarose 1% e a
expresséo relativa do transcrito do receptor 5-HTg foram realizadas. A preferéncia por
sacarose dos animais suscetiveis se correlaciona com a expressao relativa do transcrito
do receptor 5-HTg no estriado dorsal (Pearson, r= 0,68, p= 0,02). No hipotdlamo nao

existe correlagcdo em nenhum dos subgrupos (Pearson, p>0,05).

Figura 18 - Analises de correlacdo entre os valores de preferéncia pela solucéo de
sacarose 1% (%) e a expressdo génica relativa do transcrito do receptor 5-HTg no

estriado dorsal de camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por
10 dias.
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Suscetiveis
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A linha representa a regressdo dos dados apresentados. Pearson.

Figura 19 - Andlises de correlacdo entre os valores de preferéncia pela solugédo de

sacarose 1% (%) e a expressdo génica relativa do transcrito do receptor 5-HTg no

hipotalamo de camundongos machos adolescentes expostos ao estresse social por 10

dias.
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4.5 Analise de quantificacdo proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg por
ensaio de Imunomarcagéo

As analises da expressdo proteica do receptor 5-HTg foram realizadas no cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal dos animais da série B. Levamos em
consideracdo o comportamento do tipo anedénico dos animais (teste de PPS) para a

divisdo entre os subgrupos “resiliente” e “suscetivel”.
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Para cada area foram realizados dois géis contendo 3 animais de cada um dos
subgrupos (controle, resiliente e suscetivel) totalizando assim 6 animais de cada
subgrupo por area.

A B-actina e 0 GAPDH nédo apresentaram expressdes diferentes entre os subgrupos
em nenhuma das areas analisadas, sendo assim bons normalizadores.

A expressao proteica do receptor 5-HTg néo foi diferente entre os grupos controle,
suscetivel e resiliente em nenhuma das areas analisadas (GLzM, p>0,05) (Fig. 20a, 20b
e 20c).

Figura 20- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a expressédo proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg no
cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dorsal por imunomarcacdo. Géis

representativos.
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d) Hipotadlamo
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Dados representam a média + EPM. (a), (b) e (c): GLzM, p>0,05.
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4.6 Anadlises da expressao proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg por
imunoistoquimica

As andlises de expressédo proteica foram realizadas no cortex pré-frontal, estriado
dorsal, hipocampo, tubérculo olfatério e ndcleo paraventricular do hipotdlamo dos
animais da série C. Levamos em consideracdo o comportamento do tipo aneddnico dos
animais (teste de PPS) para a divisdo entre os subgrupos “resiliente” e “suscetivel”.

Para cada area analisada foram observados 6 laminas de cada subgrupo (controle,
resiliente e suscetivel) sempre nas sec¢cdes do mesmo nivel.

No cértex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo ndo foram encontrados
neurdnios imunorreativos (Fig. 21a). O tubérculo olfatério apresentou marcacao na cilia
neuronal (processos axonais), porém esta nao foi quantificavel pois os cilios sdo muito
pequenos e apresentavam uma ligeira alteracdo no numero dependendo do foco
utilizado (Fig. 21b). Ja o nucleo paraventricular do hipotalamo apresentou marcacao

nuclear, poréem néo diferiu entre os subgrupos (GLzM, p>0,05) (Fig. 21c e 21d).

Figura 21- Efeito do estresse por derrota social durante 10 dias em camundongos
machos adolescentes sobre a expressao proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg no
(a) cortex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo, (b) tubérculo olfatério e (c) nucleo

paraventricular do hipotdlamo por imunoistoquimica.



a) Cortex pré-frontal, estriado dorsal e hipocampo

Cg2: cortex cingulado, CPu: caudado putamen, Hip: hipocampo.

b) Tubérculo Olfatério

Tu: tubérculo olfatoério.
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B

PaV: nucleo paraventricular, 3V: terceiro ventriculo.

¢) Nucleo paraventricular do hipotalamo

d) Quantificacdo dos neurénios marcados no nuacleo paraventricular

hipotalamo
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5 DISCUSSAO

Sabe-se que 0 objetivo de um modelo animal é representar, da maneira mais
completa possivel, os aspectos de uma determinada doenca de forma semelhante ao
gue ocorre nos humanos. Para isso os modelos devem apresentar trés importantes
caracteristicas: primeiramente 0s sinais apresentados pelos animais devem ser 0s
mesmos que 0s observados nos humanos, em segundo lugar a etiolologia da doenca
deve ser a mesma e finalmente o0 mesmo tratamento deve responder em ambos
(Chiavegatto, 2011).

Existem hoje varios modelos animais para depressao, como o nado for¢cado, o
estresse por restricdo, o estresse cronico imprevisivel, entre outros (Vitale et al. 2009;
Krishnan, Nestler, 2011; Darcet et al., 2016). Porém, estes apresentam deficiéncias
principalmente no que diz respeito a etiologia, uma vez que nao simulam as causas da
depressao nos humanos, bem como néo séo situacdes rotineiras para os roedores.

O modelo de subjugacéo social (utilizado em nosso estudo), devido ao citado
acima, representa de forma mais adequada a etiologia da depresséao, principalmente ao
se estudar o periodo da adolescéncia. Neste modelo, o animal de estudo € colocado no
mesmo ambiente que um animal maior e mais agressivo, e entdo passa, em dias
sucessivos, por situacdes de submissédo. Essa situacdo de dominancia/submissao
modela de maneira eficiente o bullying que ocorre nos humanos (principalmente na
infancia e na adolescéncia), o que é de grande valia levando em conta que estresses
de cunho social, onde o bullying se enquadra, sdo uma das maiores causas de
transtornos psiquiatricos como a depresséo (Buwalda et al., 2010).

Em nosso trabalho, o modelo de subjugacao social foi capaz de induzir alteracdes
comportamentais do tipo depressivo (teste de preferéncia por sacarose) e de esquiva
social (teste de interacéo social). Isto apresenta concordancia com a literatura tanto em
camundongos adultos (Strekalova et al., 2004; Krishnan et al., 2007; Golden et al.,
2011), quanto em camundongos adolescentes (Alves-dos-Santos, 2014; Ifhiguez et al.,
2014; Resende et al., 2016). Esses resultados apresentam grande relevancia uma vez
que os testes utilizados, preferéncia por sacarose e interagcdo social, avaliam a

anedonia (falta de motivacao pela busca do prazer) e a fobia social, respectivamente, e
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ja € bem descrito que estes sintomas (em especial a anedonia) apresentam relagédo
com a depresséo.

Sabe-se que as respostas de diferentes organismos ao estresse pode ser distinta.
Nesse sentido, alguns trabalhos (Strekalova et al., 2004; Krishnan et al., 2007)
evidenciaram a existéncia de dois subgrupos, os resilientes e 0s suscetiveis ao
estresse. Resultados semelhantes a estes foram observados nos estudos conduzidos
em nosso laboratorio (Alves-dos-Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo,
2017). Todos observaram que aproximadamente 60% dos animais respondiam
negativamente ao estresse, enquanto que os demais nao apresentavam alteragdes no
comportamento, se comportando da mesma forma que os animais ndo subjugados.
Vale a pena ressaltar, que essa separacdo em diferentes subgrupos ocorre tanto em
relacdo a anedonia, quanto a esquiva social.

No teste de PPS observou-se que aproximadamente 52% dos animais foram
suscetiveis a subjugacdo prolongada enquanto que os demais foram considerados
resilientes, resultados estes que corroboram os dados jA demonstrados, tanto para
camundongos adultos (Strekalova et al.,, 2004), quanto para camundongos
adolescentes (Alves-dos-Santos, 2014; Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017).

No teste de IS verificou-se que aproximadamente 57% dos animais foram
suscetiveis a subjugacédo prolongada, e da mesma forma que para o teste de PPS, os
resultados obtidos vao de encontro a literatura (Krishnan et al., 2007). Aqui vale a
ressalva de que o trabalho de Krishnan e colaboradores utilizou camundongos CD-1
como “isca” (animais que ficam dentro do cilindro na area de interagdo), o que pode
acarretar um viés, uma vez que esta é a linhagem dos animais utilizados como
agressores. Nosso trabalho utilizou como isca animais da mesma linhagem e idade que
0S animais experimentais, 0 que, teoricamente, permite que 0S comportamentos
exibidos estejam relacionados a esquiva a uma interacao social de forma generalizada,
e ndo pela associacdo mais direta com o agressor. Ao usar um CD-1 como “isca”, os
animais poderiam nao estar interagindo, pois possuem a lembranca dos episodios de
subjugacdo, 0 que ndo ocorre ao usar animais com as mesmas caracteristicas dos

experimentais.
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Interessantemente, n&o existe uma correlacdo entre os dois tipos de
comportamento (anedonia e esquiva social), ou seja, 0s animais subjugados de um
determinado subgrupo no teste de PPS, ndo necessariamente pertencem ao mesmo
subgrupo no teste de IS. Observou-se que 0s animais que eram suscetiveis aos dois
testes (totalmente suscetiveis) representavam 37% dos animais suscetiveis a anedonia
e 35% dos animais suscetiveis a esquiva social. Os animais que eram resilientes aos
dois testes (totalmente resilientes) representavam 31% dos animais resilientes a
anedonia e 33% dos animais suscetiveis a esquiva social. Isso demonstra que 0s
comportamentos de anedonia e de esquiva social podem estar dissociados. O primeiro
estaria mais relacionado a depressao, por se tratar de um sintoma mais caracteristico
deste transtorno (Strekalova et al.,, 2004; Alves-dos-Santos, 2014; Heshmati, Russo,
2015), enquanto o segundo, apesar de poder fazer parte da sintomatologia da
depressédo, estaria mais relacionado a transtornos de ansiedade (Toth e Neumann,
2013; Whitaker et al., 2015).

Os animais experimentais e os controles ndo diferiram em relacdo ao ganho de
peso neste protocolo de 10 dias de estresse, 0 que se assemelha a literatura existente
(Krishnan et al., 2007), e também aos resultados ja encontrados em nosso laboratério
(Alves-dos-Santos, 2014; Salvador-Carrillo, 2017). Porém, alguns trabalhos utilizando
animais adultos demonstraram uma reducdo no ganho de peso apds outros protocolos
de subjugacéao social (Razzoli et al., 2011; Yu et al., 2011).

Nosso grupo de pesquisa vem estudando o modelo de subjugacao prolongada em
adolescentes ha mais de 8 anos (Pereira-Junior, 2008; Alves-dos-Santos, 2014;
Resende et al., 2016; Salvador-Carrillo, 2017), mas existem outros grupos também
interessados nessa mesma abordagem utilizando diferentes protocolos. Huang e
colaboradores (2013) realizaram a separagdo dos subgrupos ‘resilientes” e
“suscetiveis” baseados no teste de IS, que foi conduzido 10 dias apds o término do
protocolo de subjugacdo social prolongada. Além desta diferenca, a fase de
pareamento fisico foi de 10 minutos, o que poderia explicar a taxa de 21,3% de morte
dos animais. Ifiiguez e colaboradores (2014) realizaram um protocolo semelhante ao do
nosso trabalho, porém sem a separacdo dos subgrupos, e observaram comportamentos

do tipo depressivo nos testes de nado forcado e PPS, além de uma reducéo na IS.
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Recentemente, nosso proprio grupo de pesquisa publicou um estudo utilizando um
protocolo de 21 dias de subjugacéo social prolongada (Resende et al., 2016). Neste
protocolo, os animais apresentaram comportamentos do tipo depressivo (PPS), mas
nao comportamentos ansiosos (labirinto em cruz elevada). Acredita-se que a auséncia
de ansiedade generalizada se deva ao suporte social, uma vez que 0s animais
voltavam para a gaiola moradia ap0s cada episodio de subjugacdo, durante todo o
protocolo.

Assim, podemos destacar os principais pontos da abordagem comportamental
desse trabalho:

¢ O modelo de subjugacéo social utilizado é uma ferramenta adequada, uma vez
gue, modela de maneira mais fidedigna o estresse social sofrido pelos adolescentes, ou
seja, apresenta uma boa validade etiolégica;

e A separacdo nos subgrupos “resilientes” e “suscetiveis” a subjugacao social foi
feita através do teste de PPS, uma vez que a anedonia € um dos principais sintomas da
depressao;

e A anedonia desenvolvida em camundongos adolescentes expostos ao estresse
social prolongado n&o apresenta, necessariamente, uma associacdo com O
comportamento de esquiva social.

A segunda abordagem nesse trabalho foi verificar as alteracbes na expressao
génica e proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg no cortex pré-frontal, no
hipocampo, no estriado dorsal e no hipotdlamo dos animais adolescentes que
passaram pelo protocolo de subjugacéo social prolongada de 10 dias.

Diversos trabalhos reportaram uma reducdo nos niveis de 5-HT, em diferentes
areas cerebrais, em animais que passaram por algum modelo animal de depressao,
como o estresse cronico imprevisivel e a separacao materna (Wong et al., 2015; Sun et
al., 2016; de Lima et al., 2017). Estes resultados vao de encontro com a principal teoria
para a neurobiologia da depressdo, a teoria monoaminérgica, que postula que a
depressao € causada por uma reducdo nos niveis de monoaminas, em especial 5-HT e
noradrenalina, nas sinapses monoaminérgicas. Esta teoria é bastante antiga, foi
formulada inicialmente por Schildkraut em 1965 e por Persson e Ross em 1967, e

apresenta uma visdo extremamente simplista para a neurobiologia da depressao,
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porém até os dias de hoje os inibidores seletivos da recaptura da serotonina (ISRS),
tratamento cujo mecanismo de agdo se baseia na teoria monoaminérgica, sdo 0s
farmacos mais utilizados para o tratamento da depressao (Poluzzi et al., 2013).

Diferentes laboratérios vém explorando o sistema serotoninérgico ao estudar a
depressao. As principais abordagens sdo em relacdo aos receptores 5-HTi4 € 5-HT3p
(Bibancos et al., 2007; Kieran et al., 2010; Furay et al., 2011). Kieran e colaboradores
(2010) verificaram uma reducao na expressao do receptor 5-HT;5 no cortex pré-frontal
de ratos adultos subjugados cronicamente. O grupo de pesquisa de Furay, em 2011,
demonstrou que ratos adultos que passaram por um protocolo crénico de subjugacao
social tiveram um aumento da expressao do receptor 5-HT1g no nucleo acumbens. Em
nosso laboratério, Bibancos e colaboradores verificaram que camundongos isolados
socialmente, logo apés o desmame, apresentaram uma reducdo da expressao génica
do receptor 5-HT14 no cértex pré-frontal, bem como uma reducao da expressdo génica
do receptor 5-HT,5 no cortex pré-frontal e no hipotalamo.

Além disso, estudos envolvendo o transportador 5-HTT também vém sendo
realizados. Bartolomucci e colaboradores (2010) observaram que camundongos
heterozigotos para o gene do 5-HTT apresentavam uma maior vulnerabilidade ao
estresse quando subjugados cronicamente, em relacdo aos camundongos selvagens
submetidos a este mesmo protocolo. Este resultado sugere um papel protetor para o
transportador 5-HTT nos efeitos do estresse.

Em relacdo ao receptor serotoninérgico 5-HTg, nossos dados de expressao génica
via gPCR, realizados para a primeira série experimental, demonstraram reducdes
significantes no estriado (em ambos os subgrupos) e no hipotalamo (apenas nos
suscetiveis) dos animais subjugados socialmente. No cortex pré-frontal destes mesmos
animais, verificamos uma tendéncia de reducédo no subgrupo dos resilientes.

O cortex pré-frontal € uma area cerebral de extrema importancia para o estudo da
depressao por desempenhar um papel de destaque na resposta frente ao estresse
(Price e Drevets, 2009). Tendo isto em vista, nosso resultado € discordante aos dados
prévios do nosso laboratério obtidos por Bibancos e colaboradores em outro modelo de
estresse social. Neste estudo, camundongos foram privados de contato fisico social

logo ap6s o desmame. Apds um periodo de 6 semanas de isolamento social, foram
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observados comportamentos do tipo depressivo associados a uma reducdo da
expressao génica do receptor 5-HTg no cortex pré-frontal. Aparentemente, esses dados
mostram que diferentes tipos de estresse social (subjugacdo social prolongada e
isolamento social) podem modular a expressdo génica do receptor 5-HT¢ de maneira
distinta.

O estriado dorsal é uma area primariamente conhecida por sua participacdo na
aguisicado e no aprendizado de movimentos (Baik, 2013; Beeler et al., 2014), enquanto
gue o estriado ventral tem sua importancia em comportamentos compulsivos e também
de recompensa e motivagdo (Yin, Knowlton, 2006). Inicialmente usamos o estriado
dorsal como uma é&rea cerebral que representasse um controle negativo em nosso
estudo, devido a sua participacdo majoritaria no controle motor do organismo. Porém,
observamos reducBes da expressdo do receptor 5-HTs em ambos os subgrupos
estudados (resilientes e suscetiveis), demonstrando que esta area também foi sensivel
aos efeitos do estresse. Isto vem se repetindo em nosso laboratério, onde estudos
anteriores também verificaram diversas alteracoes moleculares no estriado dorsal de
camundongos adolescentes submetidos ao protocolo de subjugacéo social prolongada
(Resende et al.,, 2016; Salvador-Carrillo, 2017), o que reforca uma possivel relacéo
desta 4rea com 0 estresse psicossocial. Em complemento, estudos em humanos
deprimidos (adolescentes e adultos) vém demonstrando altera¢des na conectividade do
estriado dorsal (Gabbay et al., 2013; Kerestes et al., 2014). Apesar da participacédo do
estriado dorsal na depresséo ainda ser pouco estudada, nossos resultados parecem ser
promissores, indicando uma possivel relacdo entre esta area cerebral e os efeitos do
estresse.

Em relacdo ao hipotdlamo, que é uma regido com uma importante participacdo no
controle do balanco energético do organismo (Morrison, Nakamura, 2011; Cornejo et
al., 2016; Lopez et al., 2016), nossos resultados sdo interessantes. Ja é bem descrito
na literatura que a reducdo da expressao, ou até mesmo o bloqueio do receptor 5-HTsg,
seja este farmacoldgico ou genético, leva a perda de peso, hipofagia, saciedade entre
outros comportamentos alimentares (Garfield et al., 2014; Dudek et al., 2015; Higgs et
al., 2015). Apesar de nossos resultados para o ganho de peso ndo apresentarem
diferenca significante (apenas uma tendéncia de redugéo), ja foram relatados estudos
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encontrando uma reducgdo do peso (Razzoli et al., 2011; Yu et al., 2011). Isto poderia
ser explicado por diferencas no protocolo de subjugacdo social, principalmente com
relacdo a duracdo do mesmo. Nesse sentido, Kudryavtseva e colaboradores (1991)
observaram que camundongos adultos C57BL/6 apresentaram diminuicdo do peso
corporal somente com um protocolo de 20 dias subjugacdo social. Desta forma,
possivelmente o periodo mais curto de 10 dias na adolescéncia néo foi suficiente para
revelar uma reducdo de peso estatisticamente significante, porém foi suficiente para
refletir a alteracdo na expressdo dos transcritos do receptor 5-HTs. O mecanismo
proposto para este processo sugere que o bloqueio do receptor 5-HTg provoque uma
reducdo da sinalizacdo gabaérgica seguida da liberagdo aumentada do horménio
liberador de alfa-melanécitos (a-MSH), que tem uma importante funcdo de suprimir o
apetite (Wooley et al., 2004; Holenz et al., 2006). Neste sentido, seria interessante
também quantificar o a-MSH em nossos animais.

De forma intrigante, nossos dados da quantificacdo de proteinas por immunoblot,
referentes a segunda série experimental, ndo demonstraram nenhuma diferenca
significante na expressdo do receptor serotoninérgico 5-HTg no cortex pré-frontal, no
hipocampo, no estriado e no hipotdlamo. Esses resultados apontam na mesma direcao
que 0s nossos dados para a imunoistoquimica. A distribuicdo de neurbnios
imunorreativos para o receptor 5-HTg (referentes a terceira série experimental), pode
ser visualizada no nucleo paraventricular do hipotdlamo e no tubérculo olfatério, porém
nao foram identificadas no coértex pré-frontal, no hipocampo e no estriado. Esses
resultados reforcam a diferenca ja descrita na literatura acerca da quantidade desta
proteina no camundongo, em comparacdo a ratos e humanos. Hirst e colaboradores
(2003), através de estudos comparando a ligacdo de compostos (binding) ao receptor
5-HTs, em diferentes areas cerebrais, entre estas 3 espécies animais, e verificaram que
eram bem menores em camundongos. De fato, a maioria dos trabalhos com o objetivo
de determinar a localizacao/quantificacéo proteica do receptor 5-HTg, sdo baseados em
ensaios nao imunorreativos, tais como hibridizacdo in situ (Yoshioka et al., 1998) e
autorradiografia (Roberts et al., 2002). Isto, provavelmente, reflete a indisponibilidade
de anticorpos para o receptor 5-HTs bem estabelecidos. Em nossos experimentos,
utilizamos 2 anticorpos policlonais, de fabricantes diferentes (Abcam e Santa Cruz).
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Apesar de ambos apresentaram resultados semelhantes para a imunomarcacao (blot),
apenas aquele da Abcam se mostrou mais seletivo na imunoistoquimica, enquanto o
outro gerou muitas marcacdes inespecificas. Desta forma, a baixa expressdo da
proteina HTR6 em camundongos, associada a dificuldade de obtencédo de anticorpos
mais sensiveis, seriam fatores que poderiam explicar os resultados ndo concordantes
entre expressao génica e proteica. Neste caso, seria interessante usarmos ensaios nao
dependentes de anticorpos para a quantificacao proteica.

Por outro lado, a imunomarcacéo, no tubérculo olfatério, foi encontrada nas cilias
neuronais. Estas sado organelas microtubulares que se estendem do corpo celular para
0 espaco extra sinaptico e participam no controle das sinalizacbes provenientes do
meio extracelular (Arellano et al., 2012). Brodsky e colaboradores em 2017, também
verificaram uma imunomarcacao no interior das cilias neuronais, porém isto foi descrito
no estriado, area de interesse neste estudo. Além disso, observaram que o receptor 5-
HTe € capaz de modular as propriedades morfoldgicas da cilia neuronal, o que poderia
explicar a participacdo deste receptor na sinalizacdo de outros neurotransmissores.

Em resumo, os principais pontos da abordagem molecular desse trabalho séo:

e A expressdo génica do receptor serotoninérgico 5-HTg no hipotalamo parece
estar relacionada com os fenbmenos de resiliéncia e suscetibilidade aos efeitos
negativos do estresse psicossocial prolongado em adolescentesuma vez que sua
reducdo somente foi observada na suscetibilidade;

¢ A reducédo da expressao génica do receptor 5-HTg no estriado dorsal frente ao
estresse psicossocial ocorre independentemente da resiliéncia ou suscetibilidade aos
seus efeitos deletérios;

e A localizacdo imunoistoquimica do receptor serotoninérgico 5-HTg ocorreu
somente no nucleo paraventricular do hipotalamo e no tubérculo olfatorio, sendo que
neste ultimo a marcacgéo se encontra na cilia neuronal;

e A expressédo proteica do receptor serotoninérgico 5-HTg, com 0S imunoensaios

utilizados, ndo apresenta diferenga em nenhuma das areas cerebrais analisadas.



80

6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o0 modelo de subjugacdo social em
camundongos machos adolescentes foi capaz de induzir alteraces comportamentais
do tipo depressivo, e de esquiva social, em uma populacdo de animais suscetiveis.
Interessantemente, demonstramos que ndo existe uma relacdo entre a anedonia e a
esquiva social, ou seja, possivelmente as vias neurais que tém participacdo na
anedonia séo diferentes das relacionadas a esquiva social.

Através das analises moleculares, observamos uma possivel relacdo entre a
expressdo génica do receptor serotoninérgico 5-HTg no hipotalamo e a suscetibilidade
ao estresse psicossocial em camundongos adolescentes, uma vez que sua expressao
estava reduzida somente no subgrupo dos suscetiveis. Estes resultados sugerem que a
reducdo do efeito da serotonina, via receptores 5-HTg no hipotalamo, poderia participar
dos efeitos do estresse mediados por esta area cerebral. A hipétese de uma relagéo
causal devera ser investigada.

A reducédo da expressdo génica do receptor 5-HTg no estirado dorsal, em ambos 0s
subgrupos, indica uma vulnerabilidade desta area frente ao estresse psicossocial,
porém, de forma independente a resiliéncia e suscetibilidade aos seus efeitos
anedonicos.

Além disso, mostramos que apesar de camundongos apresentarem uma baixa
expressao proteica do receptor 5-HTg no SNC, quando comparada aos humanos e
ratos, o nucleo paraventricular do hipotalamo e o tubérculo olfatério sdo areas onde
este receptor se expressa em quantidades significativas nesta espécie durante a
adolescéncia.

Estes resultados representam uma importante contribuicdo acerca do receptor 5-
HTe. De forma inédita, demonstramos uma relagdo entre sua expressao génica
hipotalamica, e as respostas anedonicas frente ao estresse psicossocial em animais
adolescentes. Adicionalmente, reportamos sua localizagdo proteica em areas cerebrais

de camundongos, até entdo ndo relatadas.
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Futuramente, serd necessario um estudo detalhado dos mecanismos moleculares
envolvidos nessas alteragbes cerebrais pontuais da expressdo génica do receptor 5-
HTs, bem como o entendimento do papel que estas alteracbes possuem frente ao

estresse psicossocial e aos efeitos anedoénicos.
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