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RESUMO 
 

SILVA, Nívea Karla de Gusmão Taveiros. Enriquecimento ambiental concomitante 

ao estresse crônico imprevisível induz comportamento tipo-ansioso e diminui a 

expressão do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) no córtex pré-

frontal de camundongos. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2020. 

O enriquecimento ambiental (EA) é um paradigma experimental complexo que fornece 

estímulos como exercício, novidade, atividade exploratória e contato social. Por 

promover neurogênese, o EA tem sido apontado como protetor mediante situações 

de injúrias, como no estresse, uma vez que estímulos estressores podem deflagrar 

processos neurodegenerativos e acarretar danos neuronais. Devido ao impacto 

decorrente do estresse em transtornos como ansiedade, o envolvimento de fatores 

neurotróficos como o BDNF tem sido amplamente estudado. Além da regulação 

dependente de estímulos, a transcrição de BDNF também parece sofrer regulação 

epigenética. Diante disto, o presente trabalho avaliou os efeitos do EA sobre o 

comportamento tipo-ansioso, parâmetros bioquímicos e expressão gênica de Bdnf no 

córtex pré-frontal (CPF) de camundongos Swiss machos expostos ao estresse crônico 

imprevisível (ECI), levando em conta o envolvimento de modificações epigenéticas. O 

grupo exposto ao EA e submetido ao ECI (EA-ECI) exibiu comportamento tipo-ansioso 

no labirinto em cruz elevado. Esse comportamento foi revertido após o pré-tratamento 

com um inibidor de metilação do DNA (5-azacitidina). Na análise da corticosterona, 

apenas o grupo enriquecido não estressado (EA-NS) apresentou aumento nas 

concentrações plasmáticas. Embora o EA per se tenha promovido maior expressão 

do RNAm do éxon IX, considerado o éxon codificante do gene, o grupo EA-ECI 

apresentou redução na expressão gênica dos éxons I, II, IV, VI e IX do Bdnf no CPF. 

Em relação à epigenética, as três sequências analisadas para metilação do DNA de 

Bdnf no respectivo éxon não mostraram diferenças significativas na porcentagem de 

metilação do DNA nas ilhas CpG investigadas. Em suma, o presente estudo mostrou 

evidências de que o EA concomitante ao ECI desencadeia comportamento tipo-

ansioso, o qual é revertido por um pré-tratamento com inibidor de metilação do DNA. 

Isso é acompanhado por uma redução marcante da expressão de Bdnf no CPF, sem 

afetar a metilação do DNA do éxon IX do gene. Juntos, esses achados auxiliam a 

compreensão da base molecular da complexa interação entre estresse e ambiente no 

comportamento, o que pode ter implicações no desenvolvimento de novos alvos 

terapêuticos para o tratamento de transtornos relacionadas ao estresse. 

Palavras-chave: Enriquecimento ambiental; estresse crônico imprevisível; 

epigenética. 



ABSTRACT 

SILVA, Nívea Karla de Gusmão Taveiros. Environmental enrichment concomitant 

with chronic unpredictable stress induces anxiety-like behavior and decreases 

the expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF) in mice prefrontal 

cortex. Thesis (PhD in Sciences) - Institute of Biomedical Sciences, University of São 

Paulo, São Paulo, 2020. 

Environmental enrichment (EE) is a complex experimental paradigm that provides 

stimuli such as exercise, novelty, exploratory activity and social contact. As it promotes 

neurogenesis, EE has been identified as a protective agent against injury situations, 

such as stress, since stressful stimuli can trigger neurodegenerative processes and 

cause neuronal damage. Due to the impact of stress on disorders such as anxiety, the 

involvement of neurotrophic factors such as BDNF has been widely studied. In addition 

to stimulus-dependent regulation, BDNF transcription also appears to undergo 

epigenetic regulation. In view of this, the present study evaluated the effects of EE on 

anxiety-like behavior, biochemical parameters and Bdnf gene expression in the 

prefrontal cortex (PFC) of Swiss male mice exposed to chronic unpredictable stress 

(CUS), taking into account the involvement of epigenetic changes. The group exposed 

to EE and submitted to CUS (EE-CUS) exhibited anxiety-like behavior in the elevated 

plus-maze. This behavior was reversed after pretreatment with a DNA methylation 

inhibitor (5-azacytidine). In corticosterone analysis, only the enriched and non-stressed 

group (EE-NS) showed an increase in plasma concentrations. Although EE per se had 

promoted greater expression of éxon IX, considered the éxon encoding the gene, the 

EE-CUS group showed a reduction in the gene expression of éxons I, II, IV, VI and IX 

of Bdnf in the PFC. Regarding epigenetics, the three sequences analyzed for Bdnf 

DNA methylation in the respective éxon did not show significant differences in the 

percentage of DNA methylation in the investigated CpG islands. In short, the present 

study showed evidence that EE concomitant with CUS triggers anxiety-like behavior, 

which is reversed by a pretreatment with DNA methylation inhibitor. This is 

accompanied by a marked reduction in Bdnf expression in the PFC, without affecting 

the DNA methylation of éxon IX of the gene. Together, these findings help to 

understand the molecular basis of the complex interaction between stress and 

environment in behavior, which may have implications for the development of new 

therapeutic targets for the treatment of stress-related disorders. 

 

Keywords: Environmental enrichment; chronic unpredictable stress; epigenetics. 
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1. INTRODUÇÃO 

Em 1947, Donald Hebb constatou que ratos permitidos a andar livremente 

apresentavam uma melhora no comportamento cognitivo quando comparados aos 

alojados em gaiolas padrão (HEBB, 1947). Desde então, o enriquecimento ambiental 

(EA) vem sendo descrito como um paradigma experimental complexo no qual objetos 

como brinquedos, rodas de exercícios, túneis e casas de diferentes cores, formas e 

texturas são inseridos em gaiolas de animais a fim de promover uma melhor qualidade 

de vida aos animais (BELZ et al., 2003) e fornecer estímulos como exercício, novidade, 

atividade exploratória e contato social (ROSENZWEIG et al., 1978; VAN PRAAG; 

KEMPERMANN; GAGE, 2000). Inclusive, já foi associado a um efeito recompensador 

e liberação de dopamina no nucleus accumbens (BARDO; BEVINS, 2000; BELKE, 

2000; BEVINS; BARDO, 1999; LOUILOT; LE MOAL; SIMON, 1986; REBEC et al., 

1996). 

O EA pode incluir estímulos físico e social, onde o primeiro envolve a inserção 

de aparatos que permitem exercício e exploração do ambiente, enquanto o segundo 

consiste em alojar animais em grupos a fim de promover interação social entre eles. 

Entretanto, a combinação dos dois tipos de  enriquecimento é vista como sinérgica, de 

modo que busca otimizar funções sensoriais, cognitivas e motoras dos animais, 

favorecendo processos como memória e aprendizado (B.B.; A.-L., 1996; 

NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006; SIMPSON; KELLY, 2011; VAN PRAAG; 

KEMPERMANN; GAGE, 2000). O contato social promovido pelo EA parece ser de 

suma importância para seus efeitos, uma vez que animais criados em isolamento 

apresentam comportamentos relacionados à ansiedade e depressão (WRIGHT; 

UPTON; MARSDEN, 1991). 

Diversos estudos indicam efeitos benéficos do EA em doenças como câncer 

(CAO et al., 2010); acidente vascular encefálico (RISEDAL et al., 2002) e doença de 

Huntington (VAN DELLEN et al., 2000). No sistema nervoso, já foi relatado que o EA 

promove neurogênese hipocampal (BRUEL-JUNGERMAN; LAROCHE; RAMPON, 

2005) e proliferação celular (KEMPERMANN; KUHN; GAGE, 1998), além de melhorar 

processos de memória (BAYAT et al., 2015; NILSSON et al., 1999) e aprendizado 

(CORTESE et al., 2018), sendo estes efeitos observados desde a exposição pré-

desmame (LU et al., 2017) até a velhice (KEMPERMANN; GAST; GAGE, 2002). 
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O aumento da conectividade sináptica e neurogênese hipocampal (HOSSEINY 

et al., 2015; KEMPERMANN; BRANDON; GAGE, 1998; KEMPERMANN; KUHN; 

GAGE, 1996, 1998) é frequentemente relacionado a propriedades antidepressivas e 

ansiolíticas por parte do EA (BRENES; RODRÍGUEZ; FORNAGUERA, 2008; BRENES 

SÁENZ; VILLAGRA; FORNAGUERA TRÍAS, 2006; CHAPILLON et al., 1999; FRISKE; 

GAMMIE, 2005; PEÑA et al., 2006; SOARES et al., 2015; URAKAWA et al., 2013). 

Os efeitos produzidos pelo EA parecem variar em função do tempo de 

exposição ao protocolo. Dados indicam que mesmo exposições intermitentes a um 

ambiente complexo por períodos curtos de tempo (3h por dia, durante 14 dias) são 

suficientes para promover maior neurogênese no giro denteado e aumento da memória 

de longo prazo (BRUEL-JUNGERMAN; LAROCHE; RAMPON, 2005). Estudos prévios 

do nosso grupo de pesquisa indicam que períodos de 21 dias de EA são capazes de 

induzir alterações comportamentais e moleculares em modelo de sensibilização 

induzida por etanol (RUEDA et al., 2012). Aliado a isto, a exposição prolongada ao EA 

(10 meses) demonstrou-se eficaz em aumentar a neurogênese hipocampal, a qual 

permaneceu elevada com a exposição contínua ao ambiente complexo 

(KEMPERMANN; GAST; GAGE, 2002). 

O nível persistentemente elevado de neurogênese hipocampal (KEMPERMANN; 

GAST; GAGE, 2002), o efeito pró-sobrevivência celular (KEMPERMANN; KUHN; 

GAGE, 1996, 1998; NILSSON et al., 1999; VAN PRAAG et al., 1999), e o aumento no 

comprimento, ramificações, número de espinhas dendríticas e eventos sinápticos em 

populações neuronais promovidos pelo EA (CONNOR; WANG; DIAMOND, 1982; 

GREENOUGH; VOLKMAR, 1973; GREENOUGH; VOLKMAR; JURASKA, 1973; 

LEGGIO et al., 2005), sugerem que esse paradigma experimental atua capacitando o  

cérebro para utilizar redes neuronais de forma otimizada, além de recrutar redes 

alternativas quando necessário (NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006), inclusive 

diante de situações de injúrias, como no estresse. 

Fatores estressantes leves já foram associados à resiliência em macacos 

(LYONS; PARKER, 2007). Esse processo teria como base o princípio da inoculação do 

estresse, onde repetidas exposições a estímulos estressores considerados “leves” 

promoveriam resiliência a futuros estressores severos (FOX; MERALI; HARRISON, 

2006; LYONS et al., 2009; MEICHENBAUM, 2017). Diante disto, foi postulada a 
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hipótese de o EA atuar como um promotor de resiliência (LEHMANN; HERKENHAM, 

2011), uma vez que a exposição diária a fatores estressantes leves como a presença 

da novidade e a constante exploração do meio, além da convivência em grupo em um 

ambiente complexo que exige interação social e resposta a diferentes estímulos, 

ajudariam o animal a lidar melhor com situações posteriores de estresse mais severo 

(CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015; LARSSON; WINBLAD; MOHAMMED, 2002). 

Em contraste com o estresse crônico leve causado pelo EA (CROFTON; 

ZHANG; GREEN, 2015), estímulos estressores tidos como intensos podem acarretar 

danos neuronais e deflagrar processos neurodegenerativos principalmente a longo 

prazo, afetando a morfologia de dendritos (MAGARIÑOS et al., 1996; WATANABE; 

GOULD; MCEWEN, 1992), promovendo neurotoxicidade (MCEWEN; SAPOLSKY, 

1995) ou mesmo modificando a plasticidade hipocampal (KIM; FOY; THOMPSON, 

1996; KIM; YOON, 1998). Dessa forma, estímulos estressantes são relacionadas na 

literatura com o desenvolvimento de transtornos de humor como comportamentos tipo-

ansioso (MALCON et al., 2020; NAKAGAWA et al., 2019; NOVAES et al., 2017) e tipo-

depressivo (BANASR et al., 2010; ELIZALDE et al., 2010; SHILPA et al., 2017) 

Os efeitos do estresse sobre o sistema nervoso, todavia, parecem variar de 

maneira região-dependente. Enquanto há aumento de arborização dendrítica e 

densidade de espinhos neurais na amígdala (COLYN et al., 2019), foram observadas 

atrofias dendríticas no hipocampo (MAGARIÑOS et al., 1996; SOUSA et al., 2000; 

WATANABE; GOULD; MCEWEN, 1992) e redução de espinhos dendríticos apicais em 

neurônios do córtex pré-frontal (CPF) (COLYN et al., 2019; COOK; WELLMAN, 2004; 

LI et al., 2011). 

O CPF, uma região envolvida em processos cognitivos como tomada de 

decisão e memória de trabalho (KOLB; WHISHAW, 2001), parece ser uma região mais 

sensível ao estresse quando comparado ao hipocampo, visto que estresses agudos, 

como nado forçado de 10 minutos (IZQUIERDO; WELLMAN; HOLMES, 2006) ou 

mesmo estressores leves como injeções diárias de veículos, podem modificar sua 

morfologia (BROWN; HENNING; WELLMAN, 2005). Depressão e transtorno bipolar já 

foram associadas à morte celular nessa região (ÖNGÜR; DREVETS; PRICE, 1998; 

RAJKOWSKA et al., 1999). Além disso, estímulos agudos, como estresse de 

contenção, levam a déficits nas funções cognitivas dependentes do CPF, tais como 
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prejuízo na memória de trabalho e no desempenho de tarefas (ARNSTEN, 2009; 

MIZOGUCHI et al., 2000; SHANSKY et al., 2006). 

Outros fatores primordiais para os efeitos do estresse são duração e 

intensidade do estímulo aplicado. Modelos de estresse crônico como derrota social e 

estresse imprevisível são amplamente utilizados para estudar transtornos relacionados 

ao estresse, uma vez que promovem efeitos deletérios tanto no cérebro como em 

outros órgãos (JOHNSON et al., 1992; KOOLHAAS et al., 1997; KUDRYAVTSEVA, 

2000). Contudo, embora evidências apontem que o estresse crônico imprevisível (ECI) 

promova comportamento do tipo ansioso (BONDI et al., 2008; LOPES et al., 2016; ZHU 

et al., 2014, 2011), modelos de estresses crônicos previsíveis (como 5 minutos de 

contenção diária) já foram associados a aumento de neurogênese no hipocampo e 

melhora em processos de memória e aprendizado (PARIHAR et al., 2011).  

O ECI é composto por diversos estímulos – como isolamento, modificações no 

ciclo circadiano e privação de água e comida, combinados de maneira crônica e 

ininterrupta (WILLNER et al., 1987). Esse estresse constitui um modelo que representa 

a condição humana de exposição a diferentes fatores estressantes diariamente, 

desencadeando comportamentos relacionados à depressão e anedonia (para revisão, 

ver Antoniuk et al., 2019) e promovendo contínua ativação do eixo hipotálamo-pituitária-

adrenal (HPA) (MUSCAT; WILLNER, 1992; WILLNER et al., 1987; ZHANG et al., 2015). 

Logo, a duração do modelo e a capacidade de hiperativação contínua do eixo HPA 

parecem ser elementos fundamentais para a obtenção dos efeitos deléterios e para a 

difícil adaptação ao ECI (COVINGTON; MICZEK, 2005; FRANCO et al., 2016; 

WILLNER, 2017). 

Quando o indivíduo é exposto a um estímulo estressor, há secreção de Fator 

Liberador de Corticotrofina (CRF) pelo hipotálamo, o qual age sobre a glândula pituitária 

estimulando a liberação de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) que, por sua vez, age 

nas glândulas adrenais promovendo a secreção de cortisol (em humanos) ou 

corticosterona (em animais). A exposição prolongada a estes hormônios mediada por 

estresses crônicos promove, portanto, mudanças a longo prazo no eixo HPA e no 

cérebro, aumentando a suscetibilidade do indivíduo ao estresse e atuando como fator 

de risco para o desenvolvimento de transtornos mentais (CROFTON; ZHANG; GREEN, 

2015; LEVINE, 1957; MCEWEN, 2000a, 2000b; ROCERI et al., 2004). 
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Levando em conta o impacto decorrente do estresse nas funções cognitivas, 

neurogênese, sobrevivência neuronal, ansiedade e depressão, o envolvimento de 

fatores neurotróficos como o Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (do inglês, Brain-

Derived Neurotrophic Factor - BDNF) tem sido cada vez mais estudado. O BDNF é um 

membro da família das neurotrofinas, sintetizado no corpo celular de neurônios e 

células da glia (LESSMANN; BRIGADSKI, 2009) e amplamente expresso no SNC, 

principalmente no hipocampo (HOFER et al., 1990). A síntese dessa neurotrofina se 

inicia a partir do seu precursor pro-BDNF, o qual é clivado posteriormente em BDNF 

maduro (LEAL et al., 2015). Todavia, é importante ressaltar que os efeitos positivos na 

plasticidade sináptica e sobrevivência neuronal parecem ser decorrentes do balanço 

pro-BDNF e BDNF, uma vez que a ação do pró-BDNF já foi associada à sinalização 

apoptótica, morte celular e degradação sináptica (BOULLE et al., 2012; LU, 2003; LU; 

JONES; TUSZYNSKI, 2005; PARK; POO, 2013) 

A estrutura do Bdnf de roedores conta com uma sequência de 8 éxons não 

codificantes (I-VIII) com um nono éxon codificante em comum (IX); e apesar destes 

promotores expressarem diferentes transcritos, cada um deles codifica a mesma 

proteína BDNF (AID et al., 2007; LIU et al., 2005, 2006; PRUUNSILD et al., 2007) 

Figura 1. Representação esquemática do gene do Bdnf em roedores e humanos 

 

Fonte: BOULLE et al., 2012. 

Considerando a relação entre níveis reduzidos de BDNF e o desenvolvimento 

de transtornos de humor, além da possível atenuação do quadro pelo uso de fármacos 

antidepressivos (DUMAN; MONTEGGIA, 2006; LARSEN et al., 2010; MOLTENI et al., 

2010), o papel dessa neurotrofina em transtornos neuropsiquiátricos vem sendo 

largamente descrito. Já foi descrito que pacientes com depressão apresentam níveis 

séricos e plasmáticos de BDNF reduzidos em comparação com indivíduos controle 
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(AYDEMIR; DEVECI; TANELI, 2005; KAREGE et al., 2002, 2005; PICCINNI et al., 2008; 

SHIMIZU et al., 2003). Além disso, indivíduos suicidas apresentam níveis mais baixos 

de RNAm de Bdnf tanto no CPF quanto no hipocampo (DWIVEDI et al., 2003); 

pacientes esquizofrênicos tem menor RNAm de Bdnf no CPF dorsolateral (WEICKERT 

et al., 2003); e pacientes com transtorno bipolar exibem diminuição do RNAm de Bdnf 

no hipocampo (RAY et al., 2011). 

Uma vez que transtornos de ansiedade podem ser desencadeados por 

estresse e têm alta taxa de comorbidade com transtornos depressivos, o Bdnf também 

tem se tornado um gene de interesse nessa patologia. Contudo, a relação entre essa 

neurotrofina e o desenvolvimento de ansiedade ainda é controversa. Estudos clínicos 

demonstraram tanto redução (DELL’OSSO et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2011; 

MAINA et al., 2010; STRÖHLE et al., 2010; WANG et al., 2011), quanto aumento 

(HAUCK et al., 2010) de BDNF associado a transtornos de ansiedade; enquanto 

outros estudos não encontraram diferenças nos níveis dessa neurotrofina (BONNE et 

al., 2011; MOLENDIJK et al., 2011). Ainda, animais transgênicos para superexpressão 

de BDNF em regiões do córtex, estriado e hipocampo apresentaram déficits de 

memória e aprendizado (CUNHA et al., 2009), além de aumento no comportamento 

tipo-ansioso, o qual foi associado a maior densidade de espinhos dendríticos na 

amígdala basolateral (BLA) (GOVINDARAJAN et al., 2006).  

Sabe-se que a exposição a estímulos estressores é largamente associada a 

alterações nos níveis de BDNF. Contudo, a complexa transcrição desse fator pelos 

diferentes promotores, a natureza e duração do estresse, bem como a região-alvo 

estudada parecem influenciar diretamente os efeitos observados (GRAY; MILNER; 

MCEWEN, 2013). Já foi observado que um estresse pré-natal agudo aumenta os níveis 

de RNAm de Bdnf no CPF (LUONI et al., 2016), ao passo que um estresse crônico de 

isolamento social aumenta os níveis de BDNF no CPF medial e hipocampo (MENG et 

al., 2011). Ainda, o estresse por separação materna acarretou maior comportamento 

tipo-ansioso e tipo-depressivo associados a maior expressão de BDNF no núcleo oval 

do núcleo intersticial da estria terminal (BNST) (HU et al., 2020).  

Apesar dos dados de aumento de BDNF após estresse, o desenvolvimento de 

transtornos de humor é mais associado ao precursor pro-BDNF (BAI et al., 2016); de 

forma que estímulos estressantes são normalmente associados à redução do BDNF. O 
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estresse de separação materna, por exemplo, reduz a expressão de BDNF no CPF 

(ROCERI et al., 2004). No estresse por imobilização, há redução do RNAm de Bdnf, 

especialmente no hipocampo (LAKSHMINARASIMHAN; CHATTARJI, 2012; NIBUYA 

et al., 1999; SMITH et al., 1995; UEYAMA et al., 1997). O estresse de derrota social, 

por sua vez, promove diminuição na expressão do RNAm de Bdnf no hipocampo e na 

amígdala basolateral (BLA) após 24h (PIZARRO et al., 2004); enquanto o estresse de 

isolamento reduz a expressão de RNAm de Bdnf no hipocampo, PFC e amígdala, além 

de diminuir a proteína BDNF no hipocampo, CPF, sangue e saliva (BARRIENTOS et 

al., 2003; DJOUMA et al., 2006; HAN et al., 2011; NAKAGAWA et al., 2019; 

SCACCIANOCE et al., 2006). 

Em contrapartida, a exposição ao EA melhora parâmetros moleculares e 

comportamentais em modelos de estresse, como má nutrição perinatal (ALBERCA et 

al., 2020; BERARDINO et al., 2019), estresse por imobilização ou contenção 

(ASHOKAN; HEGDE; MITRA, 2016; BHAGYA et al., 2017; MARIANNO; ABRAHAO; 

CAMARINI, 2017; MORADI-KOR et al., 2019; NOVAES et al., 2017; SHILPA et al., 

2017) e separação ou privação materna (FRANCIS et al., 2002; MENEZES et al., 2020). 

Uma vez que o EA promove um efeito pró-sobrevivência celular (KEMPERMANN; 

KUHN; GAGE, 1996, 1998; NILSSON et al., 1999; VAN PRAAG et al., 1999),  além de 

aumentar a neurogênese hipocampal (KEMPERMANN; GAST; GAGE, 2002), tem sido 

sugerido que os efeitos positivos deste paradigma em modelos de estresse são 

mediados pelo BDNF.  

De fato, o efeito protetor do EA no estresse de separação materna foi associado 

ao aumento do BDNF no hipocampo (DANDI et al., 2018). Em ratos expostos ao 

chumbo durante o desenvolvimento, o EA promoveu melhora no desempenho de 

aprendizagem, o que foi associado à indução da expressão do RNAm de Bdnf no 

hipocampo (GUILARTE et al., 2003). Além disso, um EA de 14 dias reduziu o efeito 

tipo-ansioso em animais submetidos ao estresse crônico de imobilização e evitou o 

aumento do RNAm de Bdnf na BLA (ASHOKAN; HEGDE; MITRA, 2016). Ademais, o 

EA restaurou déficits cognitivos induzidos pelo estresse crônico de imobilização via 

modulação de fatores neurotróficos, incluindo o BDNF (SHILPA et al., 2017). O EA 

agiria, portanto, capacitando o cérebro tanto para utilizar redes neuronais existentes de 

forma otimizada, quanto para recrutar redes alternativas quando necessário 

(NITHIANANTHARAJAH; HANNAN, 2006) diante de situações de injúrias, como as 
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ocasionadas pelo estresse. 

Além da regulação dependente de estímulos, a transcrição de BDNF também 

parece sofrer ampla regulação epigenética. Os mecanismos epigenéticos incluem 

modificações sobre o DNA e proteínas histonas (GRÄFF; MANSUY, 2008), e integram 

influências genéticas, fisiológicas e ambientais ao longo da vida (MILOSAVLJEVIC, 

2011); as quais podem promover ou reprimir a transcrição do gene (GRÄFF; MANSUY, 

2008; CHAHROUR et al., 2008; MIRANDA; JONES, 2007; SUZUKI; BIRD, 2008). 

A acetilação de histonas (Fig.2) é um processo que culmina na redução da 

interação eletrostática entre estas proteínas e o DNA, o que supostamente relaxa a 

estrutura da cromatina e torna o material genético mais acessível aos reguladores 

transcricionais (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Histonas são proteínas formadas 

por 4 subunidades (H2A, H2B, H3 e H4) que se dispõem em octâmeros, onde a 

cromatina é envolvida e passa por um complexo processo de superenovelamento, 

resultando em uma estrutura altamente compacta que permite regular a expressão 

gênica pela permissão ou repressão de fatores transcricionais (FELSENFELD & 

GROUDINE, 2003; LI; CAREY; WORKMAN, 2007; LUGER & RICHMOND, 1998). 

Dessa forma, a hiperacetilação dessas proteínas pelas histonas acetiltransferases 

(HATs) está ligada à ativação transcricional (CHEUNG et al., 2000), enquanto sua 

hipoacetilação ou desacetilação – mediada pelas histonas deacetilases (HDACs), está 

relacionada ao silenciamento de genes (KOUZARIDES, 2007; LEE; WORKMAN, 2007). 

Figura 2. Acetilação de histonas 

Fonte: criado com BioRender.com 

A metilação do DNA (Fig.3) é uma modificação epigenética catalisada por 

enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) e consiste na adição de um 

grupo metil a um resíduo de citosina na posição C-5 (5o átomo do anel) (BESTOR, 

2000; GOLL; BESTOR, 2005; KLOSE; BIRD, 2006). Este mecanismo epigenético 

regula a expressão gênica alterando a acessibilidade do DNA à maquinaria de 
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transcrição sem alterar o código genético (FENG; FAN, 2009). Embora esteja 

predominantemente associada ao silenciamento de genes, a metilação do DNA é um 

mecanismo comum em todo o genoma e fundamental para o desenvolvimento normal, 

impressão genética e inativação do cromossomo X (KIM; FRISO; CHOI, 2009; 

MIRANDA; JONES, 2007; NEWELL-PRICE; CLARK; KING, 2000; SINGAL; GINDER, 

2011). 

Figura 3. Metilação do DNA 

Fonte: criado BioRender.com 

Evidências sugerem que experiências ambientais induzem alterações na 

estrutura da cromatina e desencadeiam mudanças de longa duração no gene, 

afetando a disponibilidade e função da proteína BDNF e contribuindo para os efeitos 

fenotípicos (BOULLE et al., 2012). Já foi observado que estresses pré-natais reduzem 

a expressão de Bdnf hipocampal na prole, o que foi atribuído a menor acetilação e 

maior expressão de histonas deacetilases (ZHENG et al., 2016b). Estresses 

perinatais, por sua vez, também diminuem o RNAm de Bdnf no hipocampo, efeito 

associado à diminuição da acetilação da histona H3 e maior metilação do resíduo K27 

da mesma histona no promotor IV do gene do Bdnf (ONISHCHENKO et al., 2008). 

Em relação à metilação do DNA do gene do Bdnf, tem-se bastante destaque 

para os promotores IV e IX, os quais parecem ser amplamente regulados por esse 

mecanismo epigenético (LUBIN; ROTH; SWEATT, 2008; MA et al., 2009; 

MARTINOWICH et al., 2003). Estressores ambientais como exposição perinatal ao 

metilmercúrio levam à hipermetilação do DNA do éxon IV do Bdnf no hipocampo 

(ONISHCHENKO et al., 2008). Estresses gestacionais aumentam a expressão de 

DNMT1 e a metilação do DNA de diversos éxons do Bdnf, incluindo IV e IX, o que foi 

relacionado à menor expressão de Bdnf hipocampal na prole (ZHENG et al., 2016b). 

Além disso, estresses psicossociais reduzem a expressão de BDNF e aumentam a 

metilação do DNA do éxon IV do Bdnf no hipocampo dorsal, com hipermetilação na 

região CA1 (ROTH et al., 2011). 
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Na região do CPF, foi visto que estresses no início da vida induzem aumento 

na metilação dos éxons IV e IX do DNA do Bdnf de ratos adultos, perpetuando esse 

padrão ao longo de uma geração, o que é resgatado pelo tratamento com inibidor de 

metilação do DNA (ROTH et al., 2009). Além disso, ratos machos submetidos a 

estresses imprevisíveis no período pré-natal apresentam maior metilação em diversas 

ilhas CpG do éxon IV do Bdnf no CPF medial (BLAZE et al., 2017a). Todavia, a 

exposição ao estresse de derrota social na adolescência não alterou a porcentagem 

de metilação do DNA do éxon IV de Bdnf no CPF de camundongos adultos (XU et al., 

2018). 

Em contraste, modelos de EA têm sido associados a modificações epigenéticas 

que favorecem a transcrição de Bdnf. Animais submetidos a um enriquecimento social 

apresentaram maior acetilação em alguns promotores do Bdnf, tornando a estrutura 

do gene mais suscetível à transcrição (BRANCHI et al., 2011). Além disso, o EA 

aumentou a trimetilação da histona H3 em níveis de lisina 4 (H3K4me3) em torno do 

Bdnf no hipocampo de ratos idosos, o que parece estar associado ao resgate de 

déficits de memória (MORSE et al., 2015). Ainda, camundongos submetidos ao EA 

apresentaram regulação positiva na transcrição dos éxons IV e VI do Bdnf no 

hipocampo (ZAJAC et al., 2010). 

A transcrição de Bdnf e comportamentos relacionados a transtornos de humor 

são bem discutidos na literatura. Contudo, o impacto do EA e da exposição ao 

estresse nos comportamentos relacionados à ansiedade e o envolvimento de 

modificações epigenéticas, especificamente a metilação do DNA, no gene do Bdnf 

ainda precisam de mais investigações, especialmente na região do CPF. Diante disto, 

o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos do EA sobre o modelo de 

estresse crônico imprevisível (ECI) nos comportamentos relacionados à ansiedade e 

na transcrição de Bndf, no que diz respeito à expressão gênica de diferentes éxons e 

à metilação do DNA genômico. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

 Avaliar o impacto do EA no comportamento relacionado à ansiedade em 

camundongos expostos ao estresse crônico imprevisível e o possível envolvimento de 

alterações epigenéticas no gene do Bdnf no córtex pré-frontal destes animais. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

2.2.1. Analisar os efeitos do EA em comportamentos relacionados à ansiedade 

em camundongos submetidos ao ECI; 

2.2.2. Investigar alterações epigenéticas no gene do Bdnf no CPF de 

camundongos criados no EA e submetidos ao ECI; 

2.2.3. Verificar se modificações epigenéticas no gene do Bdnf no CPF alteram 

comportamentos relacionados à ansiedade em camundongos criados no 

EA e submetidos ao ECI  

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados 240 camundongos Swiss machos provenientes do Biotério do 

Departamento de Farmacologia – Unidade II (biotério de camundongos) do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP); os quais foram 

obtidos no dia pós-natal 28 (PND28) e mantidos no Biotério do Laboratório de 

Neuroquímica e Farmacologia Comportamental até atingirem 7 semanas (PND49). Os 

animais tiveram livre acesso à água e comida (exceto em momentos de estresse por 

privação) e foram mantidos em condições controladas de temperatura (22±2°C) e 

luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo as luzes acesas às 7h). Todos os 

experimentos foram conduzidos seguindo as resoluções do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da Universidade de São Paulo (protocolo 120/2016). 

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes ARRIVES 2.0 

(do inglês, Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments, 2020). 
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3.2. Condições de alojamento 

No PND49, os animais foram divididos em 2 condições de alojamento distintas: 

não-enriquecidos (NE) ou enriquecimento ambiental (EA). Os animais do grupo NE 

foram alojados em grupos de 5 em gaiolas padrão de polipropileno (27.5x16.5x13cm) 

durante todo o experimento. Os camundongos do grupo EA foram alojados em gaiolas 

maiores de policarbonato (42x28x21.5cm), onde foram expostos a diferentes 

estímulos de objetos com variadas cores e texturas, tais como brinquedos, rodas de 

exercício, casas, tubos plásticos, escadas e rampas (Fig.4). Os objetos foram trocados 

e/ou rearranjados 3 vezes por semana a fim de preservar a novidade no ambiente. Os 

animais foram mantidos nestas condições de alojamento durante todo o experimento.  

 

Fonte: Laboratório de Neuroquímica e Farmacologia Comportamental 

 

3.3. Estresse Crônico Imprevisível (ECI) 

Após 21 dias (PND70) de alojamento em EA ou condições padrão (NE), os 

animais foram subdivididos em 4 grupos de acordo com a exposição (ECI) ou não 

(NS) a um modelo de ECI: (1) NE-NS: não-enriquecido não-estressado; (2) NE-ECI: 

não-enriquecido estressado; (3) EA-NS: enriquecido não-estressado; e (4) EA-ECI: 

enriquecido estressado. O modelo de ECI foi realizado conforme descrito previamente 

(KATZ; ROTH; CARROLL, 1981; QUADIR et al., 2016; SANTOS-ROCHA et al., 2018; 

WILLNER et al., 1987) com algumas modificações. O protocolo durou 11 dias e contou 

com diferentes tipos de estresses (Tabela 1). Os estímulos estressores foram 

realizados de forma variável e em sala separada para manter a imprevisibilidade do 

protocolo e manter os grupos não estressados distantes da perturbação.  

Figura 4. Alojamento Não-Enriquecido (NE) x Enriquecimento Ambiental (EA) 
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Tabela 1. Protocolo de estresse imprevisível utilizado 

 

 

3.4. Testes comportamentais 

3.4.1. Teste do Campo Aberto (TCA) 

Introduzido por Hall (1941) o TCA foi proposto para avaliar a emocionalidade 

em ratos, sendo sua eficiência para camundongos demonstrada posteriormente 

(CHRISTMAS; MAXWELL, 1970). Foi visto que animais em privação de alimento 

apresentavam maiores níveis de defecação e atividade locomotora predominante na 
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área periférica do aparato, sugerindo que a atividade locomotora poderia ser indicativa 

de medo ou ansiedade (HALL, 1941). 

O TCA é útil para avaliar a atividade locomotora espontânea, além de permitir 

uma visão – ainda que superficial – de comportamentos relacionados à ansiedade 

(PRUT; BELZUNG, 2003). Uma vez que roedores apresentam aversão a ambientes 

novos, quando expostos ao ambiente desconhecido, aberto e iluminado do TCA, eles 

tendem a entrar em conflito sobre evitar situações perigosas ou explorar o aparato 

cuja fuga é impedida pelas paredes (CHOLERIS et al., 2001; CRUSIO, 2001; FILE, 

1980; PRUT; BELZUNG, 2003; STEIMER; DRISCOLL, 2003; WALSH; CUMMINS, 

1976).  

No presente trabalho, foi utilizada uma arena circular de acrílico opaco azul 

(Fig.5) com 40cm de diâmetro, disposto em uma sala experimental com iluminação 

apropriada (245±5lux). Os animais foram inseridos na área central da arena e tiveram 

10 minutos para explorá-la. A atividade deles no aparato foi registrada por uma câmera 

(Intelbras®) e a distância total percorrida por unidade de tempo (cm/s) na arena, bem 

como a distância percorrida nas zonas central e periférica do campo aberto foram 

contabilizadas via software Ethovision XT® (Noldus). 

Figura 5. Representação esquemática - Teste do Campo Aberto 

 

Fonte: Autora, 2016 

3.4.2. Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O modelo de LCE é bastante simples e difundido  e foi planejado para avaliar 

o efeito de fármacos que atenuam a ansiedade, como os benzodiazepínicos. É 

também usado para avaliar respostas de ansiedade em roedores (PELLOW et al., 
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1985; R.G., 1987; TREIT, 1985). O aparato utilizado consistiu de dois braços abertos 

(33,5 x 7 cm), margeados por um anteparo de 0,5 cm de altura para evitar a queda 

dos animais, e dois braços fechados (33,5 x 7 cm, cercados por uma parede de 20 cm 

de altura) conectados por uma área central (10 x 10 cm) e elevados a 50 cm do chão 

(figura 6). No presente estudo, os animais foram inseridos individualmente na área 

central do aparato com a face voltada para o braço aberto oposto ao experimentador 

e tiveram seu comportamento registrado por uma câmera (Intelbras®) durante 5 

minutos. A intensidade da luz foi mantida em 75±5lux (centro), 90±5lux (braços 

abertos) e 10±5lux (braços fechados) durante todo o experimento. 

Comportamentos relacionados à ansiedade foram analisados usando software 

(Plus MZ®) e expressos como uma função de entradas de braço aberto (entradas nos 

braços abertos/entradas em todos os braços x 100) e a porcentagem total de tempo 

gasto nos braços abertos (tempo nos braços abertos/tempo gasto em todos os braços, 

sem área central, x 100). As transições totais no labirinto foram avaliadas como 

indicativas de atividade locomotora. Além disso, o índice de ansiedade foi calculado 

conforme descrito previamente (COHEN et al., 2008), de acordo com a fórmula: 1- 

[(tempo gasto nos braços abertos/tempo total no labirinto) + (número de entradas nos 

braços abertos/exploração total no labirinto)/2], variando de 0 a 1, onde o aumento 

desse parâmetro reflete maior comportamento tipo-ansioso. 

Figura 6. Representação esquemática do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

 

Fonte: Autora, 2016. 

3.4.3. Teste da Caixa Claro/Escuro (CCE) 

A CCE (Fig.7) foi descrita como um teste indicativo de atividade locomotora e 

de parâmetros de ansiedade, baseando-se na aversão natural de roedores por 
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ambientes abertos e iluminados (CRAWLEY; GOODWIN, 1980). O aparato utilizado 

consistiu de uma caixa dividida em 2 compartimentos (21x42x25) revestidos 

internamente em acrílico preto e branco, conectados por uma porta (10x10cm), onde 

o lado claro (LC) permaneceu iluminado por uma lâmpada incandescente (65±5 lux) 

enquanto o lado escuro (LE) recebeu iluminação mínima (5±5 lux). 

Neste trabalho, foi utilizado o protocolo validado por Costall et al. (1989), onde 

os animais foram inseridos individualmente no centro do lado claro, com a face voltada 

para a porta que conecta os compartimentos, sendo monitorados durante 10 minutos 

de livre exploração. O tempo gasto no compartimento claro foi usado como parâmetro 

relacionado à ansiedade e o número de transições entre os compartimentos foi 

considerado indicativo de atividade locomotora.  

Figura 7. Representação esquemática do teste da Caixa Claro-Escuro 

 

 

Fonte: Adaptado de https://scanberlincom.files.wordpress.com/2016/10/darkbox.png?w=720 

 

3.5. Dosagem de corticosterona plasmática 

Para a análise bioquímica das concentrações de corticosterona plasmática, 

amostras de sangue da cauda do animal ou tronco cerebral foram coletadas em tubos 

heparinizados (500U/mL,10% do volume total de sangue coletado) durante a fase 

clara do ciclo circadiano. Após a coleta, as amostras foram imediatamente 

centrifugadas a 2000x g (4ºC) por 15 minutos e os plasmas foram armazenados a -

80ºC até análise bioquímica. As concentrações de corticosterona plasmáticas foram 

medidos por meio da técnica ELISA (enzyme-like immunosorbent assay) com o 

Corticosterone ELISA kit (Enzo Life Sciences®) de acordo com as instruções do 

fabricante. 
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3.6. Coleta de material biológico 

  Ao fim do protocolo, os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação 

em guilhotina específica, de acordo com as diretrizes do CONCEA (Resolução 

Normativa nº37/2018). Os encéfalos foram prontamente dissecados em gelo seco 

para isolamento do córtex pré-frontal, seguindo o protocolo descrito em Spijker (2011). 

Os tecidos foram armazenados em tubos com solução estabilizante de RNA (RNA 

later stabilization solution – Sigma®) a -80°C até posterior análise. Parte das amostras 

foi mantida em freezer e parte foi enviada para a University of Surrey (Guildford, Reino 

Unido) para realização dos ensaios epigenéticos. 

3.7. Envio de material biológico para a University of Surrey para realização 

de análises epigenéticas 

 As amostras de CPF foram devidamente coletadas e enviadas para o Reino 

Unido através de transportadora especializada (Bio Transportes®) em condições 

apropriadas de armazenamento (protocolo BIO 03774R) mediante declaração de 

anuência do veterinário responsável e do diretor do Instituto de Ciências Biomédicas 

da USP. Todos os procedimentos foram feitos de acordo com as diretrizes do Serviço 

de Saúde Animal do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA). 

3.8. Ensaios epigenéticos 

3.8.1. Extração de DNA/RNA 

 Para a purificação simultânea do DNA genômico e do RNA total das amostras 

biológicas, foi utilizado kit específico (All Prep® DNA/RNA Kit, QIAGEN®) de acordo 

com as instruções do fabricante. Resumidamente, as amostras foram separadas em 

microtubos safe-lock com esferas de metal de 5 mm (QIAGEN®) e processadas em 

disruptor de células e tecidos (TissueLyser II - QIAGEN®) junto com tampão de lise 

por pulsos de 20-25 segundos, a cada 2 minutos por 2-3 vezes. O produto 

homogeneizado foi passado através de uma coluna de spin DNeasy para ligar 

seletivamente o DNA genômico (gDNA). A coluna foi lavada com tampões relevantes 

e o DNA foi eluido da coluna usando tampão de eluição. 

Em seguida, um volume igual de EtOH 70% foi adicionado, misturado por 

repipetagem várias vezes e passado através de uma coluna RNeasy, na qual o RNA 

ficou aderido e posteriormente, lavado com tampões fornecidos no kit. O RNA foi então 
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eluido usando água livre de nuclease. Finalmente, DNA e RNA purificados foram 

quantificados por espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific®) com 

densidade óptica de 260:280. O DNA foi armazenado a 4ºC e o RNA a -80ºC. 

3.8.2. Conversão por bissulfito de sódio 

A conversão por bissulfito é uma técnica eficiente em converter citosinas não 

metiladas em uracilas, as quais se tornam timinas na amplificação por PCR, enquanto 

as metiladas permanecem inalteradas, permitindo uma abordagem qualitativa e 

quantitativa do perfil de metilação da amostra (FROMMER et al., 1992; GRUNAU; 

CLARK; ROSENTHAL, 2001; LEONTIOU et al., 2015; OLD et al., 2007). No presente 

trabalho, a conversão por bissulfito foi realizada utilizando-se um kit específico 

(Epitect® Bisulfite, QIAGEN®) de acordo com as instruções do fabricante. 

Resumidamente, o DNA obtido foi misturado com um mix de bissulfito de sódio 

em tubos de PCR, que foram inseridos no termociclador. Assim que a conversão pelo 

bissulfito foi concluída, as amostras foram transferidas para tubos de 1.5mL livres de 

nuclease para purificação. Posteriormente, foi adicionado tampão de lise (BL, do 

inglês, Lysis Buffer) e o tubo foi agitado brevemente e centrifugado. Em seguida, 

adicionou-se etanol a cada amostra e os tubos foram novamente agitados e 

centrifugados. As misturas dos tubos foram então transferidas para colunas de rotação 

e lavadas com tampão (BW, do inglês, Wash Buffer) para remover o bissulfito de sódio 

residual. Uma vez que o DNA se ligou à membrana da coluna, foi adicionado tampão 

de dessulfonação (BD, do inglês, Desulfonation Buffer), resultando em dessulfonação 

do DNA. O tubo foi lavado novamente com tampão BW para remover o agente de 

dessulfonação e o DNA convertido foi finalmente eluido. O DNA convertido por 

bissulfito (fita simples) foi então armazenado a -20ºC até uso posterior.  

3.8.3. Transcrição reversa 

Após a remoção do DNA convertido, foi utilizado um kit de transcrição reversa 

(QuantiNova™ Reverse Transcription Kit, QIAGEN® UK) para transcrição do RNA 

isolado em DNA complementar (cDNA). O procedimento foi realizado de acordo com 

as instruções do fabricante. Resumidamente, as amostras de RNA foram misturadas 

a um mix de enzimas (QuantiNovaTM Reverse Transcription Enzymes, QIAGEN®) e a 

um mix de primers de transcrição reversa (QuantiNovaTM Reverse Transcription Mix, 

QIAGEN®). O mix foi então incubado a 25º por 3 minutos. A seguir, a reação ocorreu 

por 10 minutos a 45ºC e foi inativada a 85ºC por 5 minutos. As reações foram 
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realizadas em termociclador e obteve-se alto rendimento de DNA convertido (cDNA), 

o qual foi utilizado como molde para amplificação. 

3.8.4. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) 

O cDNA foi preparado para amplificação através do kit QuantiNova ™ SYBR® 

Green PCR (QIAGEN®) de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, 

as amostras foram preparadas para placas de 384 poços a partir da adição de cDNA 

(5ng em 1μL) a 4μL de Master mix – mistura formada por reagentes (QuantiNova™ 

Master Mix SYBR Green PCR, QIAGEN®) e primers específicos (F-Forward e R-

Reverse). O volume final de cada poço foi, portanto, 5μL. As amostras foram então 

submetidas à amplificação em equipamento de PCR quantitativa em tempo real 

(QuantStudio™ 7 Real-Time PCR System, ThermoFisher®). As reações foram 

realizadas em triplicata para todas as amostras. O método delta-ctct relativo foi usado 

para medir a expressão de RNAm de todos os genes alvo padronizados contra Gapdh. 

Os seguintes primers foram utilizados (direção 5´-3´): 

TGTCTCTCAGAATGAGGGCG – F; CATCCACCTTGGCGACTACA – R (Éxon I); 

CATTGAGCTCGCTGAAGTTGG – F; CCCAGTATACCAACCCG GAG – R (Éxon II); 

ATGGAGCTTCTCGCTGAAGG – F; CGAGTCTTTGGTGGCCGATA – R (Éxon IV); 

GCGTGACAACAATGTGA CTCC – F; TCTGGCTCTCGCACTTAGC – R (Éxon VI); 

CGACATCACTGGCTGACACT – F; CAAGTCCGCGTCCTTATGGT – R (Éxon IX – 

Primer 1) 

ATTAGCGAGTGGGTCAC AGC – F; GCCTTTGGATACCGGGACTT – R (Éxon IX – 

Primer 2) 

3.8.5. Pirossequenciamento e análise do perfil de metilação 

  A técnica de pirossequenciamento se baseia na detecção de luz a partir da 

produção de pirofosfato durante a polimerização do DNA (Nyrén & Lundin 1985). Após 

a hibridização de um oligonucleotídeo com a fita de DNA a ser sequenciada, a DNA 

polimerase inicia a replicação usando desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs) 

como substrato. Quando o dNTP complementar correto é incorporado pela DNA 

polimerase, o pirofosfato inorgânico (PPi) é liberado durante a reação de 

condensação. Esse PPi é posteriormente convertido em trifosfato de adenosina (ATP), 

que age como cofator da enzima luciferase. Esta enzima, por sua vez, oxida luciferina 

em oxiluciferina e luz. Portanto, a emissão de luz pela reação é proporcional à 
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quantidade de pirofosfato produzida, que é diretamente proporcional ao número de 

nucleotídeos adicionados (AHMADIAN et al., 2000; AHMADIAN; EHN; HOBER, 2006; 

ALDERBORN; KRISTOFFERSON; HAMMERLING, 2000; HARRINGTON et al., 2013; 

HYMAN, 1988; NYRÉN, 1987; RONAGHI et al., 1996; RONAGHI; UHLÉN; NYRÉN, 

1998). 

 No presente trabalho, o pirossequenciamento foi utilizado conforme 

previamente descrito por Coley et al. (2012) para determinar a frequência de metilação 

das regiões alvo. Resumidamente, os amplicons biotinilados por PCR foram isolados 

e deixados a hibridizar com um primer de sequenciamento. Eles foram então 

incubados com as enzimas DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase; 

além de adenosina 5 'fosfosulfato (APS, do inglês, adenosine 5’ phosphosulfate) e 

luciferina, que atuaram como substratos. Em seguida, o desoxirribonucleotídeo 

trifosfato (dNTP) foi adicionado sequencialmente à reação, levando à liberação do 

pirofosfato (PPi), em quantidade equimolar à quantidade do nucleotídeo incorporado. 

A luz produzida na reação catalisada pela luciferase foi detectada por sensores 

(PyroMark Q96MD, QIAGEN®), e vista como um pico na saída de dados brutos 

(pirograma). Conforme o processo ocorreu, a fita de cDNA foi alongada, e a sequência 

de nucleotídeos e os dados de metilação consequentes foram determinados a partir 

dos picos de sinal no traço do pirograma.  

3.9. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no IBM SPSS Statistics 21® e os 

gráficos foram plotados no GrahPad Prism 7®. Todos os dados foram testados quanto 

à normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste de Levene). Dados 

não-normais ou não-homogêneos foram convertidos e analisados parametricamente 

como z-score. Dados paramétricos foram analisados pelo Modelo Linear Geral (GLM, 

do inglês, General Linear Model). GLM com medidas repetidas foi usado para analisar 

as concentrações de corticosterona. 

Quando o GLM revelou efeito significativo, a análise post-hoc foi seguida pelo 

teste de comparações múltiplas de Bonferroni. Dados não paramétricos (não-normais 

e não-homogêneos) foram analisados pela análise de variância de Kruskal-Wallis e 

teste de comparação múltipla de Dunn. Os dados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM). Valores de p inferiores a 0,05 foram aceitos como 

estatisticamente significativos. 
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3.10. Delineamento experimental: 

 O estudo foi dividido em 3 experimentos com diferentes coortes de animais: 

3.10.1 Experimento 1: Efeito das condições de alojamento na presença ou 

ausência de ECI sobre o comportamento tipo-ansioso 

 Para avaliar o impacto das condições de alojamento e do ECI na atividade 

locomotora e em comportamentos relacionados à ansiedade, três testes 

comportamentais foram realizados: Campo Aberto (TCA), Labirinto em Cruz Elevado 

(LCE) e Caixa Claro-Escuro (CCE). Após aclimatação de 21 dias, os animais foram 

divididos randomicamente em 4 grupos (n=15/grupo): (1) NE-NS: não-enriquecido 

não-estressado; (2) NE-ECI: não-enriquecido estressado; (3) EA-NS: enriquecido não-

estressado; e (4) EA-ECI: enriquecido estressado. 

 No último dia de ECI (PND81), os animais foram submetidos individualmente 

ao TCA. Para evitar interferência do TCA, os animais foram submetidos ao LCE após 

24 horas (PND82). Finalmente, para evitar interferências do LCE, a CCE foi realizada 

24 horas após o LCE (PND83). Após cada teste comportamental, os animais 

retornaram às suas condições de alojamento e os aparelhos foram higienizados com 

etanol a 5%. No dia seguinte à realização da CCE (PND84), os animais foram 

submetidos à eutanásia, decapitação e retirada do encéfalo (Fig.8). 

Figura 8. Delineamento experimental - Experimento 1 
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3.10.2.  Experimento 2: Efeitos de um inibidor de metilação de DNA no 

comportamento tipo-ansioso em camundongos alojados sob condições de 

EA na presença ou ausência de ECI 

A fim de avaliar se os efeitos do EA e do ECI nos comportamentos 

relacionados à ansiedade foram mediados por metilação do DNA, outra coorte de 

camundongos (n=10-20/grupo) foi submetida ao mesmo protocolo do experimento 1 

e tratada com 5-azacitidina (5-azaC), um análogo nucleosídico da citosina que se 

incorpora ao DNA durante a replicação e inibe a enzima DNA metil transferase 

(DNMT), agindo, portanto, como um inibidor de metilação do DNA. Os grupos não-

tratados com 5-azaC receberam injeções de volumes equivalentes de veículo (DMSO 

diluído em solução salina 1:5). 

A 5-azaC foi preparada diariamente conforme descrito anteriormente por 

Sakharkar et al. (2019) e administrada por via intraperitoneal na dose de 1mg/kg duas 

horas antes de cada teste comportamental em PND 81, 82 e 83 (cada injeção com 

24h de intervalo). Duas horas após a administração, os animais foram submetidos 

individualmente aos testes comportamentais conforme descrito anteriormente. O 

delineamento experimental está representado na figura 9: 

Figura 9. Delineamento Experimental - Experimento 2 
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3.10.3. Experimento 3: Efeito do EA em parâmetros bioquímicos e 

epigenéticos de animais submetidos ou não ao ECI  

 A fim de se evitar interferências nas medidas bioquímicas, um grupo separado 

de animais foi submetido às mesmas condições de alojamento e ECI do experimento 

1, mas não foram submetidos a nenhum teste comportamental. Após aclimatação de 

21 dias, os animais foram divididos randomicamente em 4 grupos (n=15-20/grupo): 

(1) NE-NS: não-enriquecido não-estressado; (2) NE-ECI: não-enriquecido estressado; 

(3) EA-NS: enriquecido não-estressado; e (4) EA-ECI: enriquecido estressado. 

As amostras foram coletadas na fase clara do ciclo circadiano em três 

momentos diferentes: após a aclimatação (PND49), após 21 dias de EA (PND70), 

ambos da cauda dos animais; e depois de 32 dias (21 dias de EA e 11 dias de ECI; 

PND82), do tronco cerebral, após decapitação (Fig.10). O CPF dissecado foi utilizado 

para as análises epigenéticas e o sangue coletado foi processado para dosagem de 

corticosterona plasmática a fim de se determinar o efeito do EA e do ECI no eixo HPA. 

Figura 10. Delineamento Experimental  - Experimento 3 

 

 

 



38 
 

4. RESULTADOS 

4.1. Experimento 1: EA diminui a atividade locomotora independente da 

exposição ao ECI e promove comportamento tipo-ansioso quando concomitante 

ao estresse 

4.1.1. Teste do Campo Aberto 

A atividade locomotora foi medida através do TCA, onde foram analisados os 

seguintes parâmetros: distância total percorrida pelo animal na arena (cm); distância 

percorrida no centro (cm) e distância percorrida na periferia (cm). Foi aplicado GLM 

seguido por post hoc de Bonferroni, no software IBM SPSS Statistics 21®. Os 

resultados encontram-se expressos na figura 11. 

Figura 11. Experimento 1 - Teste do Campo Aberto 

 
 

Figura 11. Efeitos do EA e do ECI na atividade locomotora. Animais não estressados alojados em EA 
(EA-NS) apresentaram redução da atividade locomotora quando comparados ao NE-ECI no TCA. 
Distância total percorrida (A); distância percorrida no centro (B); distância percorrida na periferia (C). 
Dados analisados por GLM seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM 
(n = 10-15/grupo), com ##p <0,01 quando comparado ao grupo NE-ECI. 
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A análise da distância percorrida na arena (Fig. 9A) mostrou efeitos 

significativos das condições de alojamento [F (1,50) = 4,906, p= 0,031] e exposição 

ao ECI [F (1,50) = 6,431, p= 0,014] sem interação entre os fatores [F (1,50) = 0,1059, 

p= 0,746]. Não foram observados efeitos significativos de alojamento [F (1,50) = 3,681; 

p= 0.061], estresse [F (1,50) = 3.452, p= 0.061] ou interação entre os fatores [F (1,50) 

= 1.168; p= 0.285] para a distância percorrida no centro (Fig. 11B). Para a distância 

percorrida na periferia (Fig. 11C), foi encontrado padrão semelhante à distância total, 

isto é, efeitos significativos do alojamento [F (1,50) = 4,679, p= 0,035] e ECI [F (1,50) 

= 6,828, p= 0,012] sem efeito de interação [F (1, 50) = 1,57e- 0,005, p= 0,9969]. O 

teste de comparações múltiplas de Bonferroni apontou que o grupo EA-NS apresentou 

diminuição da atividade locomotora quando comparado ao NE-ECI na distância total 

percorrida, bem como na distância percorrida na periferia (p= 0,005 e p= 0,005, 

respectivamente; Fig. 11A e 11C). 

4.1.2. Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

Comportamentos relacionados à ansiedade foram analisados por meio do 

LCE. Foram avaliados parâmetros de porcentagem de entradas nos braços abertos 

(%EBA), porcentagem de tempo nos braços abertos (%TBA), número de transições 

no aparato e índice de ansiedade. Foi aplicado GLM seguido por post hoc de 

Bonferroni, no software IBM SPSS Statistics 21®.  

Em termos de %EBA (Fig. 12A), o GLM apontou efeitos significativos das 

condições de alojamento [F (1,50) = 8,33; p= 0,006] e da interação alojamento x ECI 

[F (1,50) = 18,80, p<0,001], sem efeito do ECI isolado [F (1,50) = 0,204, p= 0,653]. Em 

relação à %TBA (Fig. 12B), foi observado um padrão semelhante, isto é, efeito 

significativo das condições de alojamento [F (1,50) = 12,92; p<0,001] e da interação 

alojamento x ECI [F (1,50) = 11,03; p= 0,002], sem efeito do ECI sozinho F (1,50) = 

0,134, p= 0,716]. Para o número total de transições no LCE foram encontrados efeitos 

das condições de alojamento [F (1,50) = 60,7, p<0,001] e da interação alojamento x 

ECI [F (1,50) = 6,048, p= 0,017], sem efeito do ECI isolado [F (1,50) = 2,156, p= 0,148]. 

Em relação ao índice de ansiedade, foi encontrado um resultado semelhante, isto é, 

houve efeito das condições de alojamento [F (1,50) = 12,12, p= 0,001], interação 

alojamento x ECI [F (1,50) = 15,13, p<0,001], sem efeito do ECI isolado [F (1,50) = 

0,175; p= 0,677]. 
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O post hoc de Bonferroni mostrou que o grupo EA-ECI apresentou menor 

%EBA (Fig. 12A) quando comparado aos grupos NE-ECI e EA-NS (p<0,001 e p= 

0,013; respectivamente) e menor %TBA (Fig. 12B) quando comparado aos grupos 

NE-NS e NE-ECI (p<0,001 e p= 0,048), respectivamente. Em termos de transições no 

LCE (Fig. 12C), o post hoc indicou que ambos os grupos enriquecidos (EA-NS e EA-

ECI) exibiram significativamente menos transições no aparato, independentemente do 

estresse. O grupo EA-NS apresentou diminuição no número de transições quando 

comparado aos grupos NE-NS e NE-ECI (p<0,0001 e p= 0,001, respectivamente); 

enquanto o grupo EA-ECI demonstrou redução significativa desse parâmetro também 

quando comparado aos grupos NE-NS e NE-ECI (p<0,0001 e p<0,0001, 

respectivamente). Finalmente, no índice de ansiedade, a análise post hoc indicou 

aumento significativo pelo grupo EA-ECI quando comparado aos grupos NE-ECI e 

EA-NS (p<0,0001 e p= 0,029, respectivamente), além de uma tendência ao aumento 

do índice quando ao grupo NE-NS (p= 0,053) (Fig. 12D). 

 Figura 12. Teste do Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 1 

 

Figura 12. Efeitos do EA e do ECI no comportamento tipo-ansioso no LCE. Animais estressados 
alojados em EA (EA-ECI) apresentam redução no número de entradas (A) e tempo de permanência 
nos braços abertos (B); além de aumento no índice de ansiedade (D). Animais enriquecidos apresentam 
redução no número de cruzamentos no LCE, independente da exposição ao ECI (C). Dados analisados 
por GLM seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM (n = 10-15/grupo), 
com *p <0,05 e ****p <0,0001 quando comparado ao grupo NE-NS; ##p <0,01, ###p <0,001 e ####p 
<0,0001 quando comparado ao grupo NE-ECI; e Τp <0,05 quando comparado ao grupo EA-NS. 
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4.1.3. Caixa Claro-Escuro (CCE) 

Além do LCE, comportamentos relacionados à ansiedade foram avaliados 

também por meio da CCE. Foram analisados os seguintes parâmetros: tempo de 

permanência no lado claro (TLC) e número de transições entre os compartimentos da 

caixa. Em relação ao número de transições (Fig.13A), o GLM apontou efeito apenas 

das condições de alojamento [F (1,50) = 7,43, p = 0,009], sem efeito do ECI isolado 

[F (1,50) = 0,203 , p= 0,654] ou da interação entre os fatores [F (1,50) = 0,037, p= 

0,849]. O GLM não apontou efeitos significativos das condições de alojamento [F 

(1,50) = 1,814, p= 0,184], exposição ao ECI [F (1,50) = 3,498, p= 0,067] e da interação 

entre os fatores [F (1,50) = 0,307, p= 0,582] no TLC (Fig.13B). 

Figura 13. Caixa Claro-Escuro - Experimento 1 

 

Figura 13. Efeitos do EA e do ECI no comportamento tipo-ansioso na CCE. Animais alojados em EA 
apresentaram diminuição no número de transições independente da exposição ao ECI (A). Não foram 
observadas diferenças significativas no TLC (B). Dados analisados por GLM seguido por post hoc de 
Bonferroni. Valores expressos como média±EPM (n = 10-15/grupo), com TTp <0,05 quando comparado 
a grupos não enriquecidos. 
 

 

4.2. Experimento 2: Tratamento com inibidor de metilação reverteu o 

comportamento tipo-ansioso em animais expostos ao EA e ECI 

4.2.1. Teste do Campo Aberto 

 Em relação à distância total percorrida no TCA, o GLM apontou apenas efeito 

significativo do grupo [F (3,94) = 10,17, p <0,001], sem efeito do tratamento [F (1,94) 

= 1,319, p= 0,254] ou da interação grupo x tratamento [F (3,94) = 0,716, p= 0,544]. Na 

distância percorrida na periferia foi observado um padrão semelhante: efeito 

significativo de grupo [F (3,94) = 11,17, p <0,001] e tratamento [F (1,94) = 7,603, p= 

0,007], sem interação entre os fatores [F (3,94) = 0,498, p= 0,684]. 
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 O post hoc de Bonferroni indicou que o grupo EA-NS apresentou menor 

atividade locomotora total, independente do tratamento, quando comparado aos 

grupos NE-NS (p = 0,018), NE-ECI (p <0,001) e EA-ECI (p = 0,008; Fig. 14A). Um 

Padrão semelhante foi observado na distância percorrida na periferia: o grupo EA-NS 

diferiu de NE-NS (p = 0,013), NE-ECI (p <0,001) e EA-ECI (p = 0,002; Fig. 14B). 

Figura 14. Teste do Campo Aberto - Experimento 2 

 

Figura 14. Efeitos da administração de 5 aza-C na atividade locomotora de animais expostos a EA, ECI 
ou à combinação de ambos. Animais não estressados alojados em enriquecimento ambiental (EA-NS) 
apresentaram diminuição da atividade locomotora quando comparados a todos os outros grupos em 
campo aberto: distância total percorrida (A); distância percorrida na periferia (B). Dados analisados por 
GLM seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM (n = 9-16/grupo), com 
§p < 0.05 quando comparado ao grupo NE-ECI. 

 

4.2.2. Labirinto em Cruz Elevado 

 Na %EBA, o GLM mostrou efeitos significativos do grupo [F (3,94) = 8,760; 

p <0,001] e da interação grupo x tratamento [F (3,94) = 3,839, p= 0,01], sem efeito do 

tratamento isolado [F (1,94) = 3,252, p= 0,075]. Um resultado semelhante foi 

encontrado em relação à %TBA: houve efeito significativo do grupo [F (3,94) = 6,907; 

p <0,001] e da interação grupo x tratamento F (3,94) = 3,257; p= 0,025], sem efeito do 

tratamento isolado [F (1,94) = 3,226, p= 0,076]. No número de transições totais, houve 

efeito significativo tanto do grupo [F (3,94) = 29,58, p <0,001], quanto do tratamento 

[F (1,94) = 9,915, p= 0,002], bem como da interação grupo x efeito [F (3,94) = 2,734, 

p= 0,048]. No índice de ansiedade (Fig. 5F), foi observado efeito significativo do grupo 

[F (3,94) = 8,069, p <0,001], tratamento [F (1,94) = 61,61, p <0,001] e interação grupo 

x tratamento [F (3,94) = 2,987, p= 0,035].  
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Figura 15. Labirinto em Cruz Elevado - Experimento 2 

 

Figura 15. Efeitos da administração de 5 aza-C no comportamento tipo-ansioso de animais expostos 
ao EA, ECI ou à combinação de ambos no teste do LCE. O grupo EA-ECI tratado 5-azaC demonstrou 
aumento na %EBA (A), %TBA (B) e número de transiçõs (C) quando comparado ao grupo EA-ECI não 
tratado. O tratamento com 5-azaC diminuiu o índice de ansiedade, independentemente do grupo (D). 
Dados analisados por GLM seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM 
(n = 9-16/grupo), com *p<0.05 and ****p<0.0001 quando comparado ao grupo NE-NS, e #p < 0.05, ##p 
< 0.01, e ####p < 0.0001 quando comparado a si mesmo tratado com veículo. 
  

 O post hoc de Bonferroni revelou que o grupo EA-ECI exibiu aumento nas 

%EBA (Fig. 15A) e %TBA (Fig. 15B) após tratamento com 5-azaC quando comparado 

ao grupo tratado com veículo (p= 0,001 e p= 0,003, respectivamente). A análise post 

hoc demonstrou que o grupo enriquecido estressado (EA-ECI) apresentou maior 

número de transições após o tratamento com 5-azaC quando comparado ao grupo 

tratado com veículo (p= 0,002; Fig. 15C). Além disso, o tratamento com 5-azaC 

reduziu os índices de ansiedade (Fig. 15D) em todos os grupos tratados: NE-NS (p= 

0,027), NE-ECI (p= 0,01), EA-NS (p= 0,004) e EA-ECI (p <0,001) (Fig. 15D). 
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4.2.3. Caixa Claro-Escuro (CCE) 

 Na CCE, foi observado efeito significativo apenas do grupo no número de 

transições entre os compartimentos [F (3,94) = 4,619, p = 0,005] e no tempo gasto do 

lado claro [F (3,94) = 5,694, p= 0,001]. Não houve efeito do tratamento [F (1,94) = 

1,152, p = 0,285] ou da interação grupo X tratamento [F (1,94) = 0,579, p= 0,448] no 

tempo gasto no lado claro; ou no número de transições na CCE [F (3,94) = 0,400, p= 

0,753; F (3,94) = 0,800, p= 0,497, respectivamente]. A análise posthoc indicou menor 

número de transições do grupo EA-NS quando comparado ao grupo NE-ECI 

independente do tratamento (p< 0.05; Fig. 16A) e um menor TLC por parte do grupo 

EA-NS tratado com 5-azaC quando comparado aos grupos NE-ECI tratado com 

veículo (p< 0.01) e tratado com 5-azaC (p <0.05; Fig. 16B). 

Figura 16. Caixa Claro-Escuro - Experimento 2 

 

Figura 16. Efeitos da administração de 5 aza-C no comportamento tipo-ansioso de animais expostos 
ao EA, ECI ou à combinação de ambos no teste da CCE. O tratamento com 5-azaC não alterou 
significativamente o número de transições (A) nem o tempo no lado claro na CCE (B). Dados analisados 
por GLM seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM (n=9-16/grupo), 
com §p < 0.05 quando comparado aos grupos NE-ECI, #p <0.05 quando comparado ao grupo NE-ECI 
tratado com 5-azaC e #p <0.01 quando comparado ao grupo NE-ECI tratado com veículo. 
 

4.3. Efeito do EA em parâmetros bioquímicos e epigenéticos de animais 

submetidos ao ECI 

4.3.1. EA de longo prazo, mas não ECI ou a coexposição de EA e ECI 

aumentam as concentrações plasmásticas de corticosterona 

 Para investigar o efeito de EA, ECI e sua interação na liberação de 

corticosterona, as concentrações séricas desse hormônio foram medidos em três 

momentos, conforme descrito previamente (PND49, PND70 e PND82). Considerando 
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a variância individual, as concentrações plasmáticas de corticosterona foram 

calculados como variação percentual da linha de base (PND49 – dados não 

mostrados). O GLM de medidas repetidas indicou efeito significativo de grupo [F (3,24) 

= 8,748, p <0,001], tempo [F (1,24) = 9,807, p = 0,004] e interação grupo x tempo [F 

(3, 24) = 5,811, p = 0,004]. O post hoc de Bonferroni indicou que o grupo EA-NS teve 

aumento nas concentrações de corticosterona ao longo do tempo (PND70 x PND82: 

p <0,001). Além disso, o mesmo grupo apresentou concentrações mais elevadas de 

corticosterona no PND82 quando comparado aos grupos NE-NS (p <0,001), NE-ECI 

(p <0,001) e EA-ECI (p <0,001) (Fig.17). 

Figura 17. Corticosterona Plasmática - Experimento 2 

 

Figura 17. Efeito do EA de longo prazo na presença ou ausência de ECI nas concentrações de 
corticosterona plasmática. O EA de longo prazo aumenta a liberação de corticosterona, enquanto o ECI 
não teve efeito. Animais não estressados alojados em EA (EA-NS) exibiram aumento nas 
concentrações de corticosterona no PND82 quando comparados a todos os outros grupos no mesmo 
dia e quando comparados a si mesmos no PND70. Dados analisados por GLM para medidas repetidas 
seguido por post hoc de Bonferroni. Valores expressos como média±EPM (n = 7/grupo), com §§§§p 
<0,0001 quando comparado a todos os outros grupos no PND82 e ###p <0,001 quando EA-NS é 
comparado a ele mesmo no PND70. 

 

4.3.2. EA, ECI e sua combinação modulam diferentemente a 

expressão de Bdnf no córtex pré-frontal 

A fim de se avaliar efeito do EA, ECI e sua interação na expressão gênica de 

Bdnf no CPF, foram escolhidos 5 éxons da região promotora: I, II, IV, VI e IX (duas 

sequências: IX-1 e IX-2). O teste de Kruskal-Wallis mostrou efeito do grupo para a 

expressão de Bdnf em todos os éxons examinados: éxon I [x2 (3) = 41,225, p <0,001]; 

éxon II [x2 (3) = 25,198, p <0,001]; éxon IV [x2 (3) = 48,028, p <0,001], éxon VI [x2 (3) 

= 33,093, p <0,001]; éxon IX primer 1 [x2 (3) = 33,413, p <0,001] e éxon IX primer 2 
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[x2 (3) = 37,041, p <0,001]. O teste de comparações múltiplas de Dunn demonstrou 

várias diferenças entre os grupos, a depender do éxon (Figura 18; tabela 2). 

Figura 18. Expressão gênica dos diferentes éxon do gene do Bdnf no CPF 

 
 
 

Fig18. EA, ECI ou sua combinação modulam diferencialmente a expressão de Bdnf no CPF de maneira 
éxon-específica. Para o éxon I, os grupos estressados (NE-ECI e EA-ECI) apresentaram diminuição na 
expressão gênica quando comparados aos grupos não-estressados NE-NS e EA-NS (A). Para o éxon 
II, apenas o grupo EA-ECI apresentou menor expressão quando comparado a todos os outros grupos 
(B). Para o éxon IV, o grupo EA-NS apresentou redução da expressão gênica quando comparado a 
todos os outros grupos, enquanto o grupo EA-ECI teve a expressão do éxon diminuída apenas em 
relação ao controle NE-NS (C). Para o éxon VI, os grupos NE-ECI, EA-NS e EA-ECI apresentaram 
menor expressão quando comparados ao NE-NS (D). Para o éxon IX, enquanto o grupo EA-NS 
apresentou aumento na expressão gênica, o grupo EA-ECI apresentou diminuição na expressão para 
ambas as partes 1 (E) e 2 (F). Dados analisados por Análise de Variância de Kruskall-Wallis seguido 
por post hoc de Dunn. Valores expressos como média±EPM (n = 8-18/grupo), com *p <0,05, **p <0,01, 
***p <0,001 e ****p <0,0001 quando comparado ao grupo NE-NS; #p <0,05, ##p <0,01 e ####p <0,0001 
quando comparado com NE-ECI; TΤp <0,01 e TTTTp <0,0001 quando comparado ao grupo EA-NS; e +p 
<0,05 quando comparado ao grupo EA-ECI. 
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Tabela 2. Expressão gênica de Bdnf no CPF (Teste de Dunnet) 

 
 

4.3.3. O status de metilação do éxon IX do Bdnf não foi afetado pelo 

EA, ECI ou sua combinação 

A redução na expressão em todos éxons do Bdnf pelo grupo EA-ECI levantou 

a hipótese da metilação do DNA estar envolvidas na repressão gênica. Em roedores, 

o éxon IX do Bdnf é conhecido por ser o codificador entre nove éxons (De Vincenti et 

al., 2019). Considerando o aumento da expressão gênica do éxon IX pelo grupo EA-

NS e redução da expressão pelo grupo EA-ECI, este éxon foi escolhido como alvo de 

investigação do perfil de metilação de sítios de ilhas CpG. Devido à extensa sequência 

deste éxon, a região alvo foi dividida em 3 sequências distintas, com 7, 5 e 5 ilhas 

CpG respectivamente, analisadas com primers específicos: Sequência 1 (S1): 

AGGTATTTGATTGTTGAGTA; Sequência 2 (S2): GTTTAAAAGTGTTAGTTAGTGAT; 

Sequência 3 (S3): TGGGTAGGTTAAGTTG). A análise de Kruskal-Wallis não revelou 

diferenças na % de metilação do éxon IX, independente do grupo (tabela 3; Fig 19).  

Tabela 3. % Metilação em diferentes sequências do éxon IX de Bdnf (Kruskal-Wallis) 
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Figura 19. Metilação em ilhas CpG de 3 diferentes sequências do éxon IX de Bdnf 

 

Figura 19. A metilação do éxon IX do Bdnf não foi afetada pelo EA, ECI ou sua combinação. Em todas 
as sequências analisadas: S1 (A); S2 (B) e S3 (C) não foram observadas diferenças na metilação do 
éxon IX do Bdnf. Dados analisados por Análise de Variância de Kruskall-Wallis seguido por post hoc 
de Dunn. Valores expressos como média±EPM (n = 6/grupo). 
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5. DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho mostrou que a exposição concomitante ao 

enriquecimento ambiental (EA) e estresse crônico imprevisível (ECI) precipita um 

comportamento tipo-ansioso, em vez de exercer um efeito protetor, acompanhado 

pela redução da expressão do gene do Bdnf no córtex pré-frontal, nos diferentes éxons 

avaliados. Além disso, a inibição da metilação do DNA com 5-azacitidina reverteu esse 

comportamento tipo-ansioso, sugerindo que o efeito ansiogênico da exposição 

combinada EA e ECI é, ainda que parcialmente, impulsionado por modificações 

epigenéticas. No entanto, a falta de alterações na metilação em ilhas CpG do éxon IX 

em resposta à exposição combinada do EA e ECI indica que o mecanismo subjacente 

à resposta de supressão do comportamento tipo-ansioso pode não envolver 

especificamente a modificação epigenética de metilação no DNA do Bdnf, pelo menos 

no éxon IX.  

Nossos dados indicam que o EA per se reduziu a atividade locomotora 

espontânea no teste de campo aberto. Foi visto ainda que animais submetidos ao EA 

demonstraram menos transições no labirinto em cruz elevado e na caixa claro-escuro.  

Esses dados são apoiados por vários estudos que mostram níveis mais baixos de 

locomoção em animais enriquecidos (BAKER et al., 2018; BRENES; PADILLA; 

FORNAGUERA, 2009; GEHRKE; CASS; BARDO, 2006; LÜ et al., 2012; 

PIETROPAOLO et al., 2004; RADLEY et al., 2004; VAN WAAS; SOFFIÉ, 1996). Essa 

redução pode ser atribuída a uma habituação, exploração e processamento mais 

rápidos da novidade por animais enriquecidos (BRENES; PADILLA; FORNAGUERA, 

2009; VARTY et al., 2000; ZIMMERMANN et al., 2001), uma vez que ambientes com 

elevada complexidade de estímulos são conhecidos por estarem ligados à melhora da 

aprendizagem e memória (SCHRIJVER et al., 2002). 

Apesar das evidências de que o EA protege contra o estresse psicossocial 

(LEHMANN; HERKENHAM, 2011; SCHLOESSER et al., 2010), o presente estudo 

indica que a exposição concomitante ao EA e ao ECI, mas não ao ECI isolado, 

desencadeou uma resposta comportamental semelhante à ansiedade. Esses achados 

são bastante surpreendentes, uma vez que o estresse crônico está amplamente 

relacionado ao desenvolvimento de comportamentos depressivos e de ansiedade (DE 

ANDRADE et al., 2013; ELIZALDE et al., 2010; LIU et al., 2020; VENZALA et al., 2012, 

2013; ZHU et al., 2011) e o EA tem sido amplamente associado à melhoria de 
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comportamentos tipo-ansiosos relacionados ao estresse (DANDI et al., 2018). No 

estudo de Dandi et al. (2018), contudo, a exposição ao EA ocorreu após o estresse, 

enquanto em nosso estudo a exposição a ambas as condições ambientais (EA e ECI) 

foi simultânea. 

Um estudo realizado em zebrafish com um protocolo semelhante de 

exposição simultânea ao EA e ECI, sugeriu que animais não estressados expostos ao 

EA estariam mais ansiosos do que animais estressados, provavelmente devido à 

novidade do ambiente (MARCON et al., 2018). De fato, ambientes complexos podem 

ser considerados como estresse crônico leve, uma vez que os animais são 

repetidamente desafiados com uma variedade de estímulos (CROFTON; ZHANG; 

GREEN, 2015). Além disto, a exposição contínua ao EA foi associada a 

comportamento tipo-ansioso em camundongos expostos repetidamente a ciclos de 

consumo e abstinência de etanol (MARIANNO; ABRAHAO; CAMARINI, 2017). Assim, 

pode-se supor que a combinação de um estresse leve contínuo induzido pelo EA à 

exposição a um protocolo de ECI pode ter induzido uma sobrecarga de estresse, 

resultando em aumento do índice de ansiedade, em vez de induzir resiliência ao 

animal. Um estudo recente mostrou que a exposição a um estresse repetido curto 

previsível promoveu resistência ao comportamento tipo-ansioso e um efeito protetor 

na morfologia encefálica, evidenciado por aumento de espinhas dendríticas no 

hipocampo e CPF (REGINA DE MELO et al., 2020). Portanto, as mudanças 

comportamentais resultantes de eventos estressores não seguem um padrão único, 

mas sim dependem de uma série de fatores relacionados ao estresse, como por 

exemplo, sua previsibilidade.  

Embora modelos de estresse crônico sejam constantemente relacionados à 

atividade prolongada do eixo HPA e liberação sustentada de corticosterona (HAUGER 

et al., 1990; KEENEY; HOGG, 1999; KEENEY et al., 2006; KEENEY; HOGG; 

MARSDEN, 2001), no presente estudo, os animais submetidos ao ECI, independente 

das condições de alojamento, não apresentaram alteração nas concentrações de 

corticosterona. Esses dados, no entanto, estão de acordo com estudos anteriores que 

mostram que não houve alteração nas concentrações de corticosterona em animais 

alojados em grupo ou isolados submetidos a estresse de contenção (SCHRIJVER et 

al., 2002). 

Evidências sugerem que em modelos animais, a resposta da corticosterona 

ao estresse depende da natureza, gravidade e duração da exposição ao estresse. Já 
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foi demonstrado que estresse social repetido diminui as concentrações de 

corticosterona (BHATNAGAR; VINING, 2003). Além disso, ratos estressados por 3 

meses secretaram quantidades menores de corticosterona (BURCHFIELD; WOODS; 

ELICH, 1980) e exibiram uma resposta atenuada de corticosterona ao LCE (novo 

ambiente) após 4 e 7 dias de recuperação do estresse (OSTRANDER et al., 2006). 

Enquanto animais sob estresse agudo mostram concentrações elevadas de 

corticosterona sustentadas por 5 h, animais submetidos a estresses subcrônicos ou 

crônicos exibem secreção diminuída de corticosterona ao longo do tempo 

(MIZOGUCHI et al., 2001). Em geral, animais expostos a estresses leves repetidos 

tendem a exibir uma atenuação nas respostas da corticosterona (BARNUM; 

BLANDINO; DEAK, 2007), enquanto a exposição crônica a estressores graves pode 

induzir uma sensibilização das concentrações de corticosterona (PITMAN; 

OTTENWELLER; NATELSON, 1990). Portanto, é provável que o ECI tenha levado a 

um estado adaptativo no eixo HPA, aumentando o feedback negativo para a liberação 

de corticosterona ao longo do tempo. Além disso, aumentos nas concentrações de 

corticosterona induzidos por estresse parecem ter uma relação com mudanças na 

morfologia dendrítica do CPF. Por exemplo, o estresse aumenta a densidade de 

espinhas dendríticas na amigdala (KOLB et al., 2017), mas diminui no hipocampo 

(SOUSA et al., 2000)e no córtex pré-frontal (COOK; WELLMAN, 2004). 

A exposição contínua a condições de EA em animais não estressados (EA-

NS), aumentou as concentrações de corticosterona ao final do protocolo (PND82). 

Conforme mencionado, as concentrações de corticosterona e o estresse não estão 

necessariamente em sintonia. Aumentos nas concentrações de corticosterona foram 

descritos tanto na atividade sexual quanto na derrota social (BUWALDA et al., 2012) 

sugerindo que concentrações elevadas de corticosterona nem sempre significam 

resultados negativos. Estímulos agradáveis e recompensadores como o exercício 

voluntário também aumentam as concentrações de corticosterona e o peso da 

glândula adrenal (DROSTE et al., 2003). Alguns estudos mostram efeitos positivos 

promovidos por experiências estressoras, como um estado de resiliência (SUO et al., 

2013). Esse resultado paradoxal ocorre porque as respostas morfológicas encefálicas 

e as respostas hormonais dependem do tipo de estresse, duração da exposição, idade 

de exposição e sexo.  

Nossos achados corroboram estudos anteriores que mostram que o EA 

aumenta a secreção de corticosterona (MCQUAID et al., 2013a; VAN LOO et al., 
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2002). Embora a manutenção da novidade seja necessária para o paradigma do EA, 

mudanças frequentes no ambiente também podem causar um estresse crônico 

(National Research Council, 2011). Além disso, não se deve descartar a hipótese da 

instabilidade hierárquica que pode se desenvolver em ambientes enriquecidos 

(MCQUAID; AUDET; ANISMAN, 2012), o que pode levar a mais feridas (MCQUAID et 

al., 2018), comportamento tipo-ansioso (MCQUAID et al., 2013b), dominância 

territorial (HAEMISCH; VOSS; GÄRTNER, 1994; PIETROPAOLO et al., 2004) e 

comportamento agressivo (HOWERTON; GARNER; MENCH, 2008; MARASHI et al., 

2003). Todos estes fatores em conjunto podem ter contribuído para o aumento da 

corticosterona no grupo EA. 

A metilação do DNA tem sido amplamente associada ao estresse pré-natal e 

precoce (BLAZE et al., 2017b; BOERSMA et al., 2013; MURGATROYD et al., 2009; 

ROTH et al., 2009) e é considerada um marcador epigenético estável que pode 

persistir na idade adulta (MCGOWAN et al., 2009). Essa modificação epigenética 

regula a expressão gênica em resposta às experiências de vida (SZYF, 2013), 

incluindo o estresse, o que resulta em mudanças comportamentais (ELLIOTT et al., 

2010). No presente trabalho, foi observado que a inibição da metilação do DNA com 

5-azacitidina reverteu o comportamento tipo-ansioso, sugerindo que o efeito 

ansiogênico da exposição combinada EA e ECI é, pelo menos parcialmente, 

impulsionado por modificações epigenéticas. 

Nossos achados estão de acordo com o estudo de Uchida et al. (2011),  que 

demonstra reversão de comportamentos tipo-ansiosos e tipo-depressivos em 

camundongos submetidos a ECI após a administração de zebularina, um inibidor de 

DNA metiltransferase. Além disso, é bem conhecido que o estresse desencadeia 

alterações no padrão de metilação do DNA global ou gene-específico, o que tem sido 

amplamente associado ao desenvolvimento de fenótipos de transtornos mentais, 

como ansiedade (DONG et al., 2018), esquizofrenia (MATRISCIANO et al., 2013) e 

depressão (MELAS et al., 2012). 

Estímulos ambientais induzem mudanças na estrutura da cromatina, a 

exemplo da metilação do DNA, alteração epigenética que pode promover adaptação 

do genoma a diferentes ambientes (SZYF, 2012). Dado o papel do Bdnf na regulação 

de psicopatologias relacionadas ao estresse e a suscetibilidade deste gene a sofrer 

metilação (ilhas CpG) e ter a atividade transcricional induzida/reprimida por estresse 
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e/ou estímulos ambientais, o Bdnf foi identificado como um alvo potencial para 

investigação de modificações epigenéticas induzidas pelo EA e pelo ECI. 

Sabe-se que a transcrição do Bdnf pode ser regulada diferencialmente por 

intervenções ambientais e estressantes (ONISHCHENKO et al., 2008; ROTH et al., 

2009, 2011; ZAJAC et al., 2010; ZHENG et al., 2016b). Portanto, um dos principais 

interesses deste estudo foi avaliar as alterações epigenéticas causadas por estímulos 

ambientais no Bdnf. Nesse contexto, o EA tem sido associado à modificações 

epigenéticas em diversos promotores do Bdnf, tais como II, IV e VI (GOMEZ-PINILLA 

et al., 2011; KUZUMAKI et al., 2011; NEELEY et al., 2011).  

Na literatura, foi observada menor metilação do éxon I do Bdnf no soro de 

pacientes com transtorno depressivo maior (TDM) sob terapia eletroconvulsiva 

(KLEIMANN et al., 2015), associando a melhora dos sintomas depressivos à 

regulação positiva da transcrição de Bdnf. No presente estudo, foi demonstrado que 

o EA per se não afetou a expressão do éxon I, o que está de acordo com estudos 

anteriores (NEIDL et al., 2016). No entanto, foi encontrado um efeito geral do ECI, 

resultando na diminuição da expressão do éxon I de Bdnf no CPF, independentemente 

das condições de alojamento. Até onde se sabe, este é o primeiro estudo a mostrar 

que há expressão diferencial de éxons de Bdnf no CPF de camundongos sob EA, ECI 

ou ambos. Estudos anteriores indicam, em geral, mudanças na expressão de éxons 

usando diferentes estressores e regiões do cérebro, principalmente o hipocampo. 

Mostramos uma diminuição da expressão do RNAm do éxon I de Bdnf no CPF 

induzida pelo ECI. Outros estudos encontraram resultados na mesma direção, apesar 

das diferenças em relação ao tipo, duração do estresse e região encefálica. No estudo 

de Fuchikami et al. (2009), por exemplo, um único estresse de imobilização diminuiu 

os níveis de RNAm do éxon I no hipocampo. Além disso, camundongos submetidos a 

choques nas patas associados ao contexto apresentaram diminuição do RNAm do 

éxon I na área CA1 do hipocampo quando comparados aos controles (LUBIN; ROTH; 

SWEATT, 2008). Em contrapartida, o condicionamento aversivo levou a um aumento 

do RNAm do éxon I na amígdala (OU; GEAN, 2007; RATTINER; DAVIS; RESSLER, 

2004) e no hipocampo de ratos previamente submetidos a um único estresse 

prolongado (FUCHIKAMI et al., 2010; TAKEI et al., 2011); além de também aumentar 

o RNAm deste éxon no CPF de camundongos após a extinção do medo condicionado 

(BREDY et al., 2007). Além disso, crises eletroconvulsivas aumentaram os níveis de 

RNAm do éxon I do Bdnf no córtex frontal de camundongos submetidos a um modelo 
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de depressão induzida por estresse crônico (MAYNARD et al., 2018). No entanto, 

embora esses estudos atribuam um papel importante do BDNF na fisiopatologia dos 

transtornos do humor, a dinâmica da expressão de Bdnf em relação ao "tempo de 

estimulação", localização dos receptores e natureza da sinalização deve ser levada 

em consideração ao se discutir terapias baseadas nessa neurotrofina (LARSEN et al., 

2008). 

Para o éxon II, o presente estudo encontrou menor expressão do RNAm 

apenas no grupo submetido concomitantemente ao EA e ECI (EA-ECI). Estudos 

mostram que camundongos submetidos a 21 dias de paradigma de etanol de livre 

escolha apresentam suprarregulação do éxon II do Bdnf (STRAGIER et al., 2015), 

enquanto o mesmo éxon sofreu infrarregulação na área tegmental ventral (VTA) de 

ratos expostos à administração crônica de morfina seguida de abstinência (KOO et 

al., 2015). 

Por outro lado, embora no presente estudo o EA isolado não tenha afetado a 

expressão do éxon II do Bdnf, a presença de rodas de exercício já foi associada ao 

aumento nos níveis de RNAm deste éxon no hipocampo de camundongos (ZAJAC et 

al., 2010; ZHENG et al., 2016a). Além disso, foi visto que a atividade física voluntária 

de 12h é suficiente para promover um aumento no RNAm do éxon II na região CA1 

do hipocampo de ratos (OLIFF et al., 1998). Ademais, ratos submetidos ao estresse 

de separação materna apresentaram aumento na expressão de RNAm do éxon II de 

Bdnf no hipocampo dorsal, mas não ventral, acompanhado por diminuição na 

expressão de proteínas na idade adulta (HILL et al., 2014). Esses dados sugerem que 

alterações dependentes da região cerebral, induzidas por estresse ou estímulos 

ambientais podem causar diferentes efeitos na expressão de Bdnf. 

O éxon IV é apontado como um promotor particularmente importante para a 

transcrição de Bdnf. Camundongos com a transcrição de Bdnf conduzida pelo 

promotor IV seletivamente bloqueada (conhecidos como knockin para o éxon IV - KIV)  

apresentaram severa inibição da expressão de BDNF no CPF, o que foi associado a 

prejuízos na transmissão sináptica inibitória (SAKATA et al., 2009). Além disto, a 

redução na expressão do éxon IV do Bdnf após estresses crônicos já foi associada a 

prejuízos cognitivos (MARTIN et al., 2017). Os dados do presente trabalho indicaram 

diminuição significativa na expressão do RNAm do éxon IV principalmente no EA-NS, 

mas também no grupo EA-ECI, evidenciando o impacto do EA  ao invés do estresse 

neste éxon. 
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Neste estudo, os grupos enriquecidos (EA-NS e EA-ECI) apresentaram 

diminuição na transcrição do éxon IV do Bdnf. Em contraste com nossos achados, foi 

demonstrado que o EA promove aumento no RNAm do éxon IV (ZAJAC et al., 2010). 

Além disso, o EA reverteu comportamentos tipo-depressivos e aumentou os níveis de 

BDNF no hipocampo de camundongos KIV (JHA; DONG; SAKATA, 2011). É 

importante destacar, todavia, que o EA aumentou os níveis de BDNF no CPF de 

camundongos KIV, particularmente quando foi fornecido durante o desenvolvimento, 

desde o início da vida (DONG et al., 2018), apontando para um efeito dependente da 

idade na eficácia do EA na indução da expressão gênica. Os resultados deste trabalho 

sugerem que o EA levou à redução na transcrição do éxon IV do Bdnf no CPF, uma 

vez que esse gene é dinamicamente expresso durante o desenvolvimento e em 

resposta a insultos ambientais (DENNIS; LEVITT, 2005). 

Interessantemente, não foi observado efeito do ECI na transcrição do éxon IV 

no CPF. A relação entre o estresse e a expressão do éxon IV de Bdnf ainda é bastante 

controversa. Vários estudos relacionam o estresse a uma infrarregulação significativa 

na expressão do éxon IV deste gene (BOERSMA et al., 2013; MARMIGÈRE et al., 

2003; MARTIN et al., 2017; ROTH et al., 2011; SEO et al., 2018; SU et al., 2016; 

TAKEI et al., 2011; TSANKOVA et al., 2006); enquanto outros autores demonstraram 

que o estresse aumenta os níveis de RNAm deste éxon (GIVALOIS et al., 2001; HILL 

et al., 2014). Há ainda estudos que não encontraram diferenças nos níveis de RNAm 

do éxon IV na amígdala de ratos após o condicionamento aversivo (RATTINER; 

DAVIS; RESSLER, 2004). 

Em relação ao éxon VI do gene do Bdnf, já foi demonstrado tanto que um único 

estresse de imobilização não altera a expressão desse éxon (FUCHIKAMI et al., 2009, 

2010), quanto que a exposição a um contexto de condicionamento aversivo ou ao 

estresse pré-natal leva a um aumento na sua expressão no hipocampo (LUBIN; 

ROTH; SWEATT, 2008; NEELEY et al., 2011). Além disso, camundongos jovens 

demonstram maior expressão do éxon VI de Bndf após o estresse, enquanto 

camundongos idosos não apresentam diferenças significativas (ADLARD; 

ENGESSER-CESAR; COTMAN, 2011). Em relação a condições ambientais, o EA não 

afetou a expressão do éxon VI no hipocampo de ratos idosos (NEIDL et al., 2016). 

Animais sujeitos a estresse agudo apresentam aumento significativo apenas 

da expressão do éxon VI do Bdnf na região do hipocampo, indicando que este éxon é 

particularmente sensível a paradigmas estressantes (NEELEY et al., 2011). Em 
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contraste com esses estudos, os dados aqui apresentados mostram uma diminuição 

na expressão deste éxon no CPF em todos os grupos submetidos a estímulos, seja 

EA, ECI ou ambos. É provável que este achado de redução da expressão gênica do 

éxon VI seja devido ao protocolo de estresse utilizado, visto que o estresse crônico já 

foi associado à menor expressão deste éxon no hipocampo de camundongos 

(ADLARD; PERREAU; COTMAN, 2004). Além disso, animais submetidos a estresse 

pré-natal, quando submetidos a um estresse pós natal, apresentam diminuição nos 

transcritos do éxon VI no hipocampo (NEELEY et al., 2011). Os resultados deste 

trabalho sugerem, portanto, que entre todos os éxons do Bdnf analisados, o VI é o 

mais sensível às mudanças transcricionais por desafios ambientais. 

O gene do Bdnf de camundongos consiste em oito éxons 5 'não traduzidos (I-

VIII) e um éxon 3’ que codifica a proteína, o éxon IX (AID et al., 2007). O aumento da 

expressão do éxon IX já foi relatado em camundongos após estimulação por corrente 

contínua transcraniana, o que foi relacionado a uma melhora na potenciação de longo 

prazo (LTP, do inglês, Long Term Potentiation) do hipocampo, aprendizado e memória 

(PODDA et al., 2016). Em contrapartida, camundongos expostos à cocaína no período 

pré-natal apresentaram redução do RNAm do éxon IX hipocampal na idade adulta 

(KABIR et al., 2012). 

Neste trabalho, foi encontrado aumento na expressão gênica do RNAm do 

éxon IX no CPF do grupo EA-NS em ambas as sequências analisadas. Por outro lado, 

a exposição ao EA concomitantemente ao ECI suprimiu profundamente a expressão 

desse éxon. Esse resultado corrobora os dados da literatura que mostram que 

camundongos jovens adultos expostos ao EA apresentam maior expressão do éxon 

IX do Bdnf no hipocampo (DONG; XUE; SAKATA, 2018). No mesmo estudo, foram 

detectados níveis mais elevados de RNAm do éxon IX no córtex frontal de animais 

KIV expostos ao EA no início da vida; além de maiores níveis de RNAm do éxon IX 

no hipocampo após 30 dias da retirada dos estímulos ambientais, sugerindo que os 

efeitos na expressão gênica mediados pelo EA podem ser de longo prazo (DONG; 

XUE; SAKATA, 2018). 

Estudos prévios mostram que estresse por separação materna (SM) aumenta 

os níveis de RNAm do éxon IX de Bdnf hipocampal, enquanto a SM combinada com 

exercícios diminuiu esses níveis, sugerindo que a combinação de estímulos pode 

reduzir a expressão gênica de Bdnf (WEARICK-SILVA et al., 2017). Além disso, 

enquanto camundongos socialmente isolados criados em ambiente padrão exibem 
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níveis reduzidos de BDNF no CPF medial e hipocampo, camundongos socialmente 

isolados criados em ambiente enriquecido exibem aumento de BDNF no hipocampo 

(WANG et al., 2018). É importante destacar que apesar do EA ser amplamente 

relacionado ao aumento de BDNF em diversas áreas do encéfalo (FALKENBERG et 

al., 1992; GOBBO; O’MARA, 2004; ICKES et al., 2000; JURGENS; JOHNSON, 2012; 

MCQUAID et al., 2018; NOVKOVIC; MITTMANN; MANAHAN-VAUGHAN, 2015; 

ROSSI et al., 2006), esses estudos quantificaram apenas o BDNF total em vez de 

avaliar os promotores separadamente. 

 A metilação do DNA está envolvida no silenciamento da expressão gênica e da 

heterocromatina condensada (BIRD, 1992; KESHET; LIEMAN-HURWITZ; CEDAR, 

1986) e parece ser um mecanismo importante na regulação da expressão de Bdnf 

(DENNIS; LEVITT, 2005). Considerando que o comportamento tipo-ansioso 

demonstrado pelos animais do grupo EA-ECI foi revertido após o tratamento com 

inibidor de metilação de DNA (5-azacitidina), e mecanismos epigenéticos parecem 

estar envolvidos nas alterações induzidas por estresse e EA na transcrição de Bdnf 

(FUCHIKAMI et al., 2010), formulou-se a hipótese de que o mecanismo subjacente às 

alterações induzidas pelo EA isolado e associado ao ECI na expressão do éxon IX de 

Bdnf no CPF poderia envolver alterações de metilação do DNA desse éxon. 

Surpreendentemente, apesar do aumento nos níveis de RNAm do éxon IX nos 

animais do grupo EA-NS, o que foi embotado pela combinação EA-ECI, as três 

sequências analisadas para metilação do DNA de Bdnf no respectivo éxon não 

mostraram diferenças significativas na porcentagem de metilação do DNA nas ilhas 

CpG investigadas. Portanto, é provável que a regulação da expressão de Bdnf não 

seja impulsionada por alterações na metilação do DNA, pelo menos no éxon IX. No 

entanto, vale ressaltar que os dados revelaram quase cem por cento de metilação em 

praticamente todas as ilhas CpG analisadas, sugerindo um efeito teto que talvez tenha 

impedido a detecção de diferenças na porcentagem de metilação do DNA. 

Os resultados apresentados não excluem a possibilidade de que as alterações 

de metilação do DNA ocorram em outras ilhas CpG ou mesmo em outros éxons do 

Bdnf. Embora a metilação do DNA esteja geralmente ligada à infrarregulação da 

expressão gênica, estudos apontam para a ausência de metilação em ilhas CpG, 

apesar das mudanças nos níveis de proteína ou expressão de Bdnf induzida por 

estresse ou EA (DESARNAUD et al., 2008; ZAJAC et al., 2010). Portanto, é provável 

que o estado de metilação do DNA do éxon IX do Bdnf não esteja envolvido na 
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expressão diferencial do gene. Contudo, estudos adicionais são necessários para 

determinar o envolvimento da metilação do DNA de outros éxons na expressão de 

Bdnf. 

Em conjunto, esses estudos atribuem um papel importante do Bdnf na 

fisiopatologia em transtornos neuropsiquiátricos. No entanto, a dinâmica da expressão 

do Bdnf em relação ao "ritmo de estimulação", localização dos receptores e natureza 

da sinalização (SEGAL, 2003) deve ser levada em consideração ao discutir terapias 

baseadas em estratégias relacionadas ao BDNF (LARSEN et al., 2008). Na verdade, 

o perfil específico de cada éxon distinto na expressão de Bdnf pode estar relacionado 

às funções individuais de cada éxon, especialmente no que diz respeito a alvos e vias 

intracelulares (CUNHA; BRAMBILLA; THOMAS, 2010; SEGAL, 2003). 

Os estudos a cerca do papel do BDNF em transtornos de ansiedade em modelos 

animais e em humanos são ainda inconsistentes (SULIMAN; HEMMINGS; SEEDAT, 

2013). Da mesma forma, ainda que o EA seja um modelo que exerce efeitos benéficos 

sobre a fisiologia do estresse e do comportamento tipo-ansiedade, não havia estudos 

que avaliaram se esse modelo seria capaz de se contrapor aos efeitos do ECI.  

 

6. CONCLUSÃO 

O presente estudo mostrou evidências substanciais de que o enriquecimento 

ambiental concomitante ao estresse crônico imprevisível desencadeia comportamento 

tipo-ansioso, o qual é revertido por um pré-tratamento com inibidor de metilação do 

DNA. Em animais não-tratados com o inibidor, este comportamento é acompanhado 

por uma redução marcante da expressão de Bdnf no CPF, sem afetar a metilação do 

DNA do éxon IX do gene. Juntos, esses achados lançam luz pela primeira vez no 

sentido de compreender a base molecular da complexa interação entre estresse e EA 

no comportamento, o que pode ter implicações no desenvolvimento de novos alvos 

terapêuticos para o tratamento de psicopatologias relacionadas ao estresse. O 

envolvimento de mecanismos epigenéticos nesse contexto requer investigações mais 

aprofundadas. 
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