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RESUMO

A dexametasona (DEX) ¢ um glicocorticoide sintético (GC) que altera a neuroquimica do
cérebro fetal, o que pode levar a disturbios emocionais na vida adulta. A vitamina D (VitD) tem
sido usada para atenuar os efeitos nocivos dos GC, principalmente por estimular o
desenvolvimento neural do feto. Aqui, analisamos se a suplementagdo gestacional de VitD
melhora as respostas emocionais relacionadas a depressao e anedonia na prole de ratas adultas
que foram expostas a programacao fetal induzida por DEX. Considerando que o sistema
neurotransmissor serotonérgico ¢ um dos principais responsaveis pela regulagdo do
comportamento emocional, avaliamos os efeitos da programacao fetal induzida pela DEX sobre
componentes do sistema serotonérgico central e o possivel papel protetor da VitD nesse
processo. Também investigamos se os efeitos da VitD ocorrem de maneira tempo-dependente.
Ratas Wistar gravidas foram tratadas com DEX ou veiculo em dgua potavel (por via oral) (0,1
mg / kg) durante o ter¢o final da gravidez (14° ao 19°) + VitD (500 Ul / dia) ou veiculo durante
toda a gestagdo. Os filhotes foram avaliados aos 3, 6 e 12 meses pds-natal (MPN). As fémeas
foram divididas em 4 grupos (n = 7-10 / grupo): CTL, DEX, VitD e DEXVitD. Anedonia e
comportamentos do tipo-depressivo foram avaliados no teste de preferéncia pela sacarose (TPS)
e no teste do nado forcado (TNF), respectivamente. Além disso, foi avaliada a expressao
proteica de triptofano hidroxilase (TPH), receptor de serotonina (5-HTia), transportador de
serotonina (SERT) e receptor de glicocorticoides (GR) no nucleo dorsal da rafe (NDR), por
meio de Western Blotting. O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina, protocolo nimero 7174170417. O tratamento pré-
natal com VitD concomitante 8 DEX aumentou a preferéncia a sacarose aos 12 MPN. Com
relagdo ao TNF, aos 3 MPN a VitD diminuiu a duragdo da imobilidade apenas no grupo
DEXVitD. Ja aos 12 MPN a VitD reduziu a duragdo da imobilidade no grupo VitD, mas nas
ratas expostas a DEX houve efeito oposto, com aumento da duragdo. Além disso, a laténcia
para a imobilidade foi aumentada pela suplementacdo pré-natal com VitD aos 6 e 12 MPN.
Entretanto, quando os animais receberam tratamento pré-natal concomitante de DEX e VitD, a
DEX impediu esse efeito da VitD aos 12 MPN. O comportamento proativo de natacdo foi
alterado apenas aos 12 MPN, quando a VitD pré-natal aumentou a dura¢do desse parametro. A
laténcia para esse comportamento foi reduzida pela DEX pré-natal aos 3 MPN apenas nos
animais sem tratamento prévio com VitD. Nem a DEX, nem a VitD alteraram o comportamento
proativo de escalada. O tratamento pré-natal com DEX reduziu a expressao proteica de TPH e
5-HTia no NDR de fémeas aos 6 MPN, mas ndo aos 12 MPN, nao havendo efeito da VitD.
Nosso trabalho mostrou que o tratamento pré-natal com DEX produz mudancgas no
comportamento emocional na vida adulta que podem ser resultado da redugdo de alguns
componentes serotonérgicos no NDR. No mesmo contexto, a suplementacdo gestacional com
VitD apresentou acdo neuroprotetora contra parte dos efeitos causados pela programagao fetal
da DEX, entretanto esta acdo ndo parece ocorrer via modulagdo do sistema serotonérgico no
NDR.

Palavras-chave: dexametasona, vitamina D, programacao fetal, serotonina, depressao, nucleo
dorsal da rafe.



ABSTRACT

Dexamethasone (DEX) is a synthetic glucocorticoid (GC) that alters the neurochemistry of the
fetal brain, which can lead to emotional disorders in adulthood. Vitamin D (VitD) has been used
to reduce the harmful effects of GC, mainly by stimulating fetal brain development. Here, we
analyzed whether the gestational supplementation of VitD improves the emotional responses
related to anhedonia and depression in the female adult offspring exposed to fetal programming
induced by DEX. Considering that the serotonergic neurotransmitter system is one of the main
responsible for the regulation of emotional behavior, we evaluated the effects of fetal
programming induced by DEX on components of the central serotonergic system, and the
possible protective role of VitD in this process. We also tested whether the effects of VitD occur
in a time-dependent manner. Pregnant Wistar rats were treated with DEX or vehicle in drinking
water (0.1 mg / kg) during the final third of pregnancy + VitD (500 IU / day) or vehicle during
the whole pregnancy. The pups were evaluated at 3, 6 and 12 postnatal months (PNM). The
female offspring were divided into 4 groups (n=7-10/ group): CTL, DEX, VitD and DEXVitD.
Anhedonia and depressive behaviors were assessed in the sucrose preference test (SPT) and the
forced swimming test (FST), respectively. In addition, the protein expression of tryptophan
hydroxylase (TPH), serotonin receptor (5-HTia), serotonin transporter (SERT) and
glucocorticoid receptor (GR) were evaluated in the dorsal raphe nucleus (DRN), using Western
Blotting technique (Ethics Committee on Animal Use, Federal University of Santa Catarina,
protocol number 7174170417). Prenatal treatment with VitD concomitant to DEX increased
the preference for sucrose in females at 12 PNM. Regarding the FST, gestational
supplementation with VitD decreased immobility time at 3 PNM in the DEXVitD group.
However, although prenatal VitD reduced immobility time in the VitD group at 12 PNM, there
was an opposite response in rats exposed to prenatal DEX, which showed an increased
immobility time. In addition, latency to immobility was increased by prenatal supplementation
with VitD at 6 and 12 PNM. Still, the concomitant treatment DEX suppressed the VitD effect
at 12 PNM. The proactive swimming behavior was changed only at 12 PNM, when prenatal
VitD increased the duration of this behavior. The latency for this parameter was reduced by
prenatal exposure to DEX at 3 PNM only in rats without prenatal supplementation of VitD.
Neither DEX nor VitD affected the proactive behavior of climbing. Prenatal treatment with
DEX reduced the protein expression of TPH and 5-HT1a in the DRN of females at 6 PNM, but
not at 12 PNM, but there was no effect of VitD. Our work showed that prenatal treatment with
DEX produces changes in the adult emotional behavior that might be due to a reduction of
serotonergic components in the DRN. In this context, supplementation with VitD during
pregnancy was neuroprotective against the effects caused by the prenatal exposure to DEX, but
this effect does not seem to occur by modulation of the serotonergic system in the DRN.

Keywords: dexamethasone, vitamin D, fetal programming, serotonin, depression, dorsal raphe
nucleus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Gestacao e os glicocorticoides

O sistema nervoso central (SNC) regula a sintese de cortisol (em humanos) e
corticosterona (em roedores), pois através do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA) ocorre
a modulacao da sintese e secre¢ao dos glicocorticoides (GC). O nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) ¢ o responsavel pela produ¢do e liberagdo do hormonio liberador de
corticotrofina (CRH) e vasopressina (ADH). A presenca destes hormonios incita a liberagao do
hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) através da hipdfise anterior, promovendo entdo a
sintese e secrecao de cortisol ou de corticosterona pelas glandulas adrenais [para revisdo ver

(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009)].

A maior parte do cortisol que ¢ liberado pelas glandulas adrenais (cerca de 90%)
encontra-se no plasma ligado a albumina ou a globulina ligante de corticosteroide, a
transcortina. O restante consegue atravessar livremente a membrana plasmatica das células e
se ligar ao receptor de glicocorticoides (GR) (COOLENS; VAN BAELEN; HEYNS, 1987). Os
GR sdo um fator de transcri¢do dependente de ligante, pertencente a familia dos receptores
nucleares (VAN DER LAAN; MEIJER, 2008). Essa ligacdo faz com que ocorra uma alteragao
na conformacdo nas proteinas do GR, na qual possibilita que este complexo formado pelo
ligante e o receptor possam comunicar-se com cofatores e ao elemento responsivo ao
glicocorticoide (GRE), definidos por sequéncias especificas no DNA, incluindo regides

promotoras do gene alvo (ZHANG et al., 2004).

Existem duas isoformas de GR, sendo a a e a f muito semelhantes, porém a isoforma
do tipo B ¢ inativa, ou seja, inapta a se ligar aos GC e ativar a transcrigdo génica para que haja
os efeitos dos GC (CHARMANDARI; KINO; CHROUSOS, 2004; GIGUERE et al., 1986).
Quando nao esta ligado ao GC, o GR fica inativo no citoplasma celular, ligado a proteinas de
choque térmico (HSP) que evitam que os GR alterem qualquer estrutura do DNA e permitem
que com essa estrutura adquira uma forma tridimensional, pronta para a ligacdo com o GC
(BUTTGEREIT; WEHLING; BURMESTER, 1998). Ap6s os GC entrarem na célula, o
receptor entdo se dissocia das HSP e fica livre para se ligar ao GC. Quando ligados, este
complexo se desloca até o nucleo celular e se liga ao GRE e fatores de transcri¢do, iniciando a

transcri¢do génica (BUTTGEREIT; WEHLING; BURMESTER, 1998) (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema do mecanismo de a¢do dos GC na célula. Adaptado de Longui, 2007.

Nao s6 os GC endogenos, mas também os sintéticos, como a dexametasona (DEX) e a
betametasona, possuem uma alta afinidade pelos GR, fazendo com que tenham um importante
papel em respostas anti-inflamatorias e imunossupressoras, atuando principalmente pela
inducdo ou repressao da transcricdo génica (RHEN; CIDLOWSKI, 2005; STAHN;
BUTTGEREIT, 2008) . Isso permite que estes farmacos sejam utilizados para o controle de
acoes inflamatorias em diversas enfermidades, dentre elas, a psoriase, eczema, inflamagdes
(KADMIEL; CIDLOWSKI, 2013) e leucemias (LIN; WANG, 2016), bem como para a
imunossupressao apos transplantes de 6rgaos (COUTINHO; CHAPMAN, 2011). Porém, essa
alta afinidade aos GR, os GC sintéticos assemelham-se a um efeito de exposi¢do em longo prazo
a altos niveis de GC, podendo resultar em alguns efeitos colaterais adversos como hipertensao,
diabetes mellitus, glaucoma, osteoporose e transtornos psiquicos (SCHACKE; DOCKE;
ASADULLAH, 2002).

Como falado anteriormente, os GC podem agir em diversos sistemas no organismo,
principalmente relacionados ao SNC, cardiovascular, reprodutivo (SAPOLSKY; ROMERO;
MUNCK, 2000) e também durante a gestagdo (BUSADA; CIDLOWSKI, 2017), o que pode
levar a alteragdes no desenvolvimento da prole. A gravidez € um processo fisioldgico em que
o corpo da mae passa por diversas mudancas desde a fecundacdo. Com isso, 0 organismo
feminino comeca a se preparar para desenvolver uma vida, alterando principalmente o SNC e
endocrino abruptamente. Alteragdes inadequadas durante o periodo gestacional, como por
exemplo: mudangas com o cuidado materno, estresse ou administracao exdgena de GC podem
alterar o desenvolvimento do fetal repercutindo em alteracdes fisicas e comportamentais na

prole na vida adulta [para revisdo ver (BUSADA; CIDLOWSKI, 2017).
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Os GC no adulto, regulam intimeros processos bioldgicos, englobando o metabolismo
energético, no sistema cardiaco, em processos de inflamag¢do e imunidade. Além disso, os GC
sdo essenciais durante a gestagdo e no desenvolvimento fetal. Os GC séricos aumentam
rapidamente nas ultimas semanas de gravidez, auxiliando o feto na vida pds-natal. Porém,
quando esse aumento de GC ¢ insuficiente, pode ser fatal para o desenvolvimento do feto,
principalmente por prejudicar o desenvolvimento pulmonar. Por outro lado, o excesso de GC
provenientes do estresse materno cronico ou do tratamento pré-natal com GC sintéticos podem
alterar o crescimento fetal e também levar ao aparecimento de doengas na vida adulta da prole
[para revisao ver (BUSADA; CIDLOWSKI, 2017)]. Maes que correm o risco de terem um
parto prematuro, também sdo tratadas com GC, os quais s3o necessarios para o
desenvolvimento do surfactante pulmonar e além disso, auxiliam na formagao de alguns 6rgaos,
como por exemplo, a tireoide, rins, cérebro e a hipdfise (FOWDEN; LI; FORHEAD, 1998).
Além disso, ainda durante a gestagdo, maes cujos fetos podem apresentar hiperplasia adrenal
congénita também sdo tratadas com GC sintético (LAJIC; NORDENSTROM; HIRVIKOSKI,
2008).

A sinalizacdo dos GC ao longo de toda a gestagdo é complicada, pois depende do
momento, da intensidade e a duragdo do sinal de para suprir o desenvolvimento adequado do
feto. Em humanos, a sinalizagdo de GC ocorre em trés tempos durante o desenvolvimento
embriondrio e fetal, mudando as concentracdes séricas de GC [para revisdo ver (BUSADA;

CIDLOWSKI, 2017)].

Num primeiro momento, a sinaliza¢do de GC ocorre no inicio da gravidez e auxilia na
implantacdo do embrido, na decidua e suprime o sistema imunoldgico da mae para que nao
ocorra a rejeicao da implantagdo (MASTORAKOS et al., 1996). Uma nova de sinalizagdao de
GC vai ocorrer durante a 7° ¢ 14° semana do desenvolvimento fetal em humanos, mas ndo em
roedores (GOTO et al., 2006). Neste periodo, os GC comegam a ser produzidos em resposta ao
eixo HHA que estd sendo desenvolvido e sdo necessarios suprimir a produ¢do adrenal de
dehidroepiandrosterona (DHEA) e auxiliar no desenvolvimento da glandula adrenal (GOTO et
al., 2006). O terceiro aumento dos niveis de GC endogenos, vai acontecer no ter¢o final da
gestagdo, em humanos e roedores. As glandulas suprarrenais fetais comegam a produzir GC na
semana 24 em humanos e a partir do dia 15 em camundongos, ¢ ha um aumento na circulacdo
fetal de GC, alcangando concentra¢des maiores entre a 38° e 40° semana de gestacdo. Sendo
este pico de GC necessario, principalmente, para a maturacao pulmonar (LOCKWOOD et al.,

1996; MESIANO; JAFFE, 1997).
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Apesar dos beneficios dos GC durante o periodo gestacional, a exposicdo excessiva a
eles pode ser prejudicial tanto para a mae quanto para o feto. A gestagdo ¢ um periodo critico,
onde diversos fatores podem interferir na estabilidade da homeostase materna e principalmente

no desenvolvimento fetal [para revisao ver (VAN BEL; HEIJNEN, 2009)].

Em diversos estudos animais, ja foi visto que a exposi¢ao pré-natal aos GC, foi
relacionado com o aparecimento de diversas mudangas fisicas e comportamentais, como
restri¢ao do crescimento intrauterino (MOSS et al., 2001), intolerancia a glicose (NYIRENDA
et al.,, 1998), diminui¢do da fun¢do renal (DICKINSON et al., 2007), alteragdes no
funcionamento do eixo HHA e fung¢des cardiacas na prole na vida adulta (DE VRIES et al.,
2007). Além disso, comportamentos do tipo ansioso foi mais comum na prole em que a
progenitora foi tratada com DEX (HOUGAARD et al., 2005). Contudo, o corpo materno passa
por mudangas que permitem a protecao do feto ao excesso de GC. Uma das principais mudangas
¢ apresenca da 11-f hidroxiesteroide desidrogenase do tipo 2 (11 B-hidroxilase-2), uma enzima
placentaria que inativa o cortisol materno (EDWARDS et al., 1993; MEANEY; SZYF, 2005),
deixando o feto menos exposto ao cortisol materno (BENEDIKTSSON et al., 1997). No
entanto, os GC sintéticos, como a DEX ndo sdo afetados por esta enzima, passando livremente
para o feto através da placenta (BRUSCHETTINI et al., 2006) e expondo o mesmo a elevadas

concentracoes de GC.

Estudos j4 vem demonstrando que a redugdo da atividade da 11 B-hidroxilase-2 resulta
em altos niveis de GC que ao atingirem o feto, pode levar ao retardo do crescimento e maior
susceptibilidade ao aparecimento de doengas (BENEDIKTSSON et al., 1997; EDWARDS et
al., 1993). Corroborando essa hipotese, outros estudos mostram que mulheres com baixa
funcdo enzimatica da 11 B-hidroxilase-2, apresentam fetos com peso baixo peso ao nascer,
comparados aquelas que em que a atividade da enzima era considerada normal (TERNAN et
al., 2001). Neste contexto, considerando-se que a DEX ndo sofre a agdo protetora da 11 -
hidroxilase-2, o uso excessivo de DEX durante o periodo pré-natal tem sido utilizado como um
modelo de restri¢io de crescimento intrauterina em roedores. E importante notar que a
exposicao precoce a altos niveis de GC na gestagdao pode levar a desordens psiquicas na vida
adulta (THOMPSON et al., 2001), como por exemplo, ansiedade, dificuldade de aprendizagem
e depressdo (RAIKKONEN et al., 2008; WUST et al., 2005).
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1.2 Efeitos Neurais dos glicocorticoides

A exposi¢ao pré-natal a elevadas taxas de GC interfere diretamente no desenvolvimento
neural, o que como citado anteriormente, pode levar ao desenvolvimento de doengas
psicolégicas (HARRIS; SECKL, 2011), incluindo a depressdo (MICHAEL et al., 1963).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2017) a depressao € o transtorno
mental mais comum em todo o mundo, sendo que mais de 300 milhdes de pessoas sao
acometidas por essa doenca. No entanto, o Brasil possui a maior incidéncia de depressao no
continente latino-americano (OMS, 2017) e, a regido sul apresenta o indice mais elevado dessa
doenga (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2014). Apesar de
jé existirem tratamentos bastante consolidados, menos da metade da populacdo afetada recebe
recurso terapéutico ou sequer ¢ diagnosticada corretamente. Além disso, a aderéncia ao
tratamento vai reduzindo ao longo do tempo, seja pela falta de eficiéncia do mesmo, ou pelo
tempo prolongado. Portanto, a depressdo se caracteriza um problema importante de saude

publica (OMS, 2017).

Ainda, segundo a OMS (2017), mulheres sdo mais acometidas com os transtornos
psiquicos. A depressdo tem sido muito estudada, e em diversos trabalhos epidemiologicos,
mostram que mulheres apresentam duas vezes mais prevaléncia quando comparada a homens
(GALZIN et al., 1992; WEISSMAN et al., 1996). Além disso, na adolescéncia ha sinais que o
sexo feminino ¢ mais suscetivel a eventos estressantes provenientes do meio em que vivem
quando comparado ao sexo masculino, mostrando maior prevaléncia ao aparecimento de

sintomas associados a depressdo (HANKIN; ABRAMSON, 2001).

Além disso, em modelos animais, j& vem sendo demonstrado essa maior
susceptibilidade de transtornos psiquiatricos no sexo feminino. Nos ultimos tempos, o estudo
da origem das doengas do desenvolvimento da saude e da doenga (DOHaD) vem sendo bastante
estudada em diversos contextos. Um estudo publicado em 2016, que teve como objeto avaliar
o comportamento do tipo ansioso e depressivo em roedores, mostrou que o tratamento pré-natal
com DEX aumentava o comportamento do tipo depressivo e ansioso apenas em fémeas (HIROI
et al., 2016). Além disso, outro estudo publicado em 2016, mostrou que fémeas de porcos da
Guiné, apresentavam um aumento do comportamento do tipo ansioso quando comparado aos
machos que também receberam o tratamento pré-natal com DEX (OWEN et al., 2011).

Mostrando entdo, a susceptibilidade de fémeas a desenvolverem transtornos psiquiatricos.
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A serotonina 5-hidroxitriptamina (5-HT) ¢ uma monoamina, que desempenha papel
crucial na modulagdo da depressdo, além de regular processos fisioldégicos como sono, apetite
e humor (ZMUDZKA et al., 2018). Em 1967, Coppen demonstrou que o déficit de 5-HT é uma
das principais causas da depressao, tornando o sistema serotoninérgico um alvo importante no

tratamento de transtornos psiquiatricos (COPPEN, 1967).

A sintese de 5-HT se da principalmente nos nucleos da Rafe, sendo o nucleo dorsal da
rafe (NDR) (JACOBS; AZMITIA, 1992), o maior centro serotoninérgico, contendo grande
parte dos neurénios de 5-HT no SNC em ratos (WIKLUND; RKLUND, 1980). Além disso, o
NDR envia projecdes serotoninérgicas para o cortex pré-frontal, septo lateral, estriado dorsal,
cortex entorrinal, amigdala e o hipocampo ventral (AZMITIA; SEGAL, 1978; MCQUADE;
SHARP, 2002; POMPEIANO; PALACIOS; MENGOD, 1994).

Sua produg¢do se dd no neurdnio pré-sinaptico a partir do aminodacido triptofano, que ¢
convertido a S-hidroxitriptofano pela enzima triptofano-hidroxilase-2 (TPH2) (enzima
limitadora para a biossintese de 5-HT). O 5-hidroxitriptofano ¢ entdo convertido em 5-HT pela
acdo da L-aminodcido descarboxilase. A partir disso, a 5-HT ¢ encapsulada por vesiculas
sinapticas, através do transportador de monoaminas vesicular (VMAT). Assim, seguem até a
membrana do neurdnio pré-sinaptico onde se fundem, através de um processo dependente de
calcio e entdo as moléculas de 5-HT sao liberadas na fenda sinaptica. Apds sua liberagao, a 5-
HT fica livre para se ligar aos seus receptores ou ser recapturada pelo transportador SERT. Se
recapturada pelo SERT, a 5-HT pode ser novamente encapsulada pelas vesiculas sinapticas ou
entdo sofrer a degrada¢do pela enzima monoaminooxidase (MAO), formando dacido
hidroxiindolacético (5-HITAA) (CHASE; MURPHY, 1973; HERVAS; ARTIGAS, 1998) (Fig.
2).

Atualmente sdo conhecidos alguns subtipos de receptores de 5-HT, de 1 a 7. A maioria
estd acoplada a proteina G, com excecdo do receptor 5-HT3, que age por um canal i6nico
controlado por um ligante. Um dos receptores serotonérgicos mais estudados, ¢ o 5-HTa, que
age como um receptor pré-sinaptico inibitorio, controlando a liberagdo de 5-HT na fenda
sinaptica (BAUER, 2015; CELADA; ARTIGAS, 1993). O receptor 5-HT1a pré-sinaptico €
encontrado nos nucleos da rafe e os pos-sinapticos sdo distribuidos em regides que recebem
inervagao serotoninérgica dos nucleos da rafe: o cortex frontal, septo, amigdala, hipocampo e
hipotdlamo (LESCH; GUTKNECHT, 2004; SHARP et al., 2007). Assim, o receptor 5-HT1a
também serve como um autoreceptor, podendo reduzir a taxa de disparo desses neurdnios, a

quantidade de 5-HT liberada por potencial de acdo e consequentemente diminuindo a atividade
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serotonérgica de suas areas de projecdo (SPROUSE; AGHAJANIAN, 1986; STAUDERMAN,;
JONES, 1985).

Neurdnio pré-sinaptico
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Figura 2. Esquema da sintese e secrecdo de serotonina. Adaptado de GOLAN, D. E. et. al. Principios de
Farmacologia - A Base Fisiopatologica da Farmacoterapia. 2* ed. Guanabara Koogan, 2009.

De fato, ja se sabe que a programacao pré-natal com DEX na Glltima semana de gestacao
em roedores provoca um aumento na expressao do SERT e consequentemente a diminuicao de
5-HT na fenda sinaptica (FUMAGALLI et al., 1996), deixando a prole mais susceptivel ao

desenvolvimento de depressao na vida adulta.

Altas concentracdes de GC podem provocar um mecanismo celular estressor que reduz
a atividade dos neurdnios serotonérgicos e inibe a liberacdo de 5-HT em suas areas de projecao
(ADELL; CASANOVAS; ARTIGAS, 1997; KIRBY; ALLEN; LUCKI, 1995). Ainda, altos
niveis de GC causam redugdo da cognigdo, associada a reducao da atividade de neurénios do
hipocampo (HUNTER et al., 2012) e reducao da neurogénese no sistema limbico, podendo ser

uma das causa da depressdao (BANASR; DWYER; DUMAN, 2011).

Além da fonte materna de 5-HT que atravessa a barreira placentéria e alcanga o feto, a

placenta ainda possui um mecanismo de producdo da sua préopria 5S-HT utilizando o triptofano
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materno, sendo sintetizada a partir da enzima placentaria TPH1. Em roedores, a placenta
também ja produz 5-HT, sendo a principal fonte no cérebro fetal nos estagios iniciais do
desenvolvimento (BONNIN et al., 2011). Portanto, a 5-HT secretada pela placenta ¢ um fator
importante para o desenvolvimento cerebral fetal e quando estimulos estressores na mae
interferem negativamente na sintese da 5-HT, a prole pode, na vida adulta, desenvolver
transtornos psiquicos (ST-PIERRE et al., 2016). Do mesmo modo, uma desregulacdo na
formagdo do sistema serotonérgico fetal pode acarretar em mudangas durante o
desenvolvimento, repercutindo na vida adulta, principalmente relacionado a saude mental

(PAQUETTE; MARSIT, 2014).

A 5-HT ¢ expressa precocemente durante o desenvolvimento embriondrio, sendo que
em roedores, o aparecimento de TPH2, SERT e MAO-A no cérebro ocorre antes mesmo de
neurdnios serotonérgicos. Humanos apresentam um modelo bastante semelhante, onde o
aparecimento de SERT ocorre com 8 semanas de gestagdo e os corpos celulares de neurdnios

serotonérgicos surgem no NDR em 15 semanas (SEIGER; OLSON, 1973).

Deste modo, visando encontrar um meio para que pudesse atenuar ou extinguir os efeitos
causados pela DEX pré-natal, a vitamina D (VitD) vem sendo mostrada como eu um importante
fator neuroprotetor, visto que a deficiéncia de VitD em diversos estdgios da vida pode estar

associada com alguns mecanismos cerebrais divergentes (KESBY et al., 2010).

A VitD € um hormoénio pluripotente, com agdes neurais que impedem a atrofia neural
causada por GC (OBRADOVIC et al., 2006). Desta forma, estudos ja& mostram que ratos
neonatais com deficiéncia de VitD apresentam uma anormalidade no desenvolvimento dos
ventriculos laterais e diferenciacdo celular reduzida no encéfalo (EYLES et al., 2003). Ainda
assim, niveis adequados de VitD sdo essenciais para o funcionamento neuropsiquiatrico do
cérebro, além de uma associacgao entre baixos niveis de VitD e casos de depressdo (PARKER;
BROTCHIE; GRAHAM, 2017). Neste sentido, no presente estudo hipotetizamos que a VitD
poderia cessar ou ao menos atenuar os efeitos causados pela exposicdo aos GC durante a

gestacao.
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1.3 Vitamina D

A VitD ¢é reconhecidamente importante para a regulagdo da homeostase do metabolismo
de calcio e fosfato e vem sendo usada para o tratamento de osteoporose ocasionada por GC
(COMPSTON, 2019). Nos seres humanos, a producdo de VitD se da de forma endogena,
através da alimentacdo encontrada principalmente em peixes e de forma exdgena em sua

maioria, através da exposi¢ao solar (HOLICK, 2006).

A vitamina D3 ¢ encontrada na forma de 7-dehidrocolesterol (pré-vitamina D3, precursor
do colesterol). Ao longo da exposigdo solar, os fotons ultravioletas (UV-B) com energia entre
290 e 315nm estimulam a fotolise do 7-dehidroxicolesterol até pré-vitamina D3, Esta molécula
¢ termoinstavel e passa por uma reagdo de isomerizagdo induzida pelo calor, assumindo uma
configuragdo espacial mais estavel, a vitamina D3 (ou colecalciferol) ou isomeros
biologicamente inativos (lumisferol e/ou taquisferol) (HOLICK; MACLAUGHLIN;
DOPPELT, 1981). Assim, no plasma o colicalciferol ¢ transportado através de uma
glicoproteina ligadora de VitD (DBP) e futuramente passara por duas hidroxilagdes feitas por
oxidases distintas. No figado, a VitD ¢ hidroxilada formando a 25-hidroxicolecalciferol
(calcidiol ou 25(OH)D), através da enzima mitocondrial CYP27A1 e microssomal CYP2R1,
chamada de 25 hidroxilase vitamina D. Apesar de ser encontrada em maior quantidade no
organismo, esta molécula ndo ¢ metabolicamente ativa, porém, serve como um marcador
bioldgico para dosagem de VitD. A nivel renal, especificamente nas mitocondrias dos tabulos
contorcidos proximais, ocorrerd a segunda hidroxilagdo pela ag¢do da lao-hidroxilase
(CYP27B1), onde o calcidiol ¢ transformado a 1,25-diidroxicolecalciferol (calcitriol ou 1,25
(OH)2D) sendo esta a molécula biologicamente ativa e com a¢des hormonais (HADDAD et al.,

1986; HUNTER et al., 2012; JONES, 2007) (Fig. 3).

Além dos rins, a CYP27BI1 ¢é encontra em outros 6rgdos, como mama, prostata, colon,
células beta (B) pancredaticas, paratireoides e placenta. O paratormdnio (PTH) sérico e o fosforo
estimulam, nos rins, a liberagdo de CYP27B1, o que permite maior reabsor¢ao de calcio,
enquanto o fator de crescimento do fibroblasto 23 (FGF23) inibe essa liberagio (WOHRLE et
al., 2011). Nos outros orgdos, a 1,25 diihidroxicolicalciferol exerce fun¢des autocrinas e
paracrinas, sendo entdo independente de PTH, regulada principalmente por interleucina 1

(HEWISON, 2010).
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Os efeitos biologicos da 1,25 (OH)2D ocorrem por meio do receptor de VitD (VDR),
que ¢ um fator de transcrigdo pertencente a familia dos receptores hormonais nucleares 1. O
VDR ¢ expresso em praticamente todas as células humanas, regulando cerca de 3% do genoma
humano (BOUILLON et al., 2008). Apenas hemacias, células musculares estriadas maduras e
células bastante diferenciadas do SNC, como as células de Purkinje ndo apresentam VDR
(EYLES et al., 2005). A 1,25 (OH)2D se liga a por¢ao hidrofobica do VDR, o que induz uma
mudancga conformacional e o desenvolvimento do complexo transcricional hormonio-receptor
(ROCHEL; HOURAI; MORAS, 2010). Este complexo age através da heterodimerizagdo com
uma das trés isoformas do receptor do retnoide X (RXR), apresentando dois dominios
especificos para a ligacao da 1,25 (OH)2D. Apos a ligagdo e heterodimerizagdo com o RXR, o
complexo 1,25 (OH);D-VDR-RXR se liga a uma sequéncia especifica do DNA nos seus genes-
alvos denominados VDRE (vitamin D response element) e ativa a transcricdo génica
(BOUILLON et al., 2008). Porém, para ocorrer a ativacdo ou a repressao génica, ja que o
complexo heterodimero pode recrutar tanto moléculas corregulatdrias ativadoras pertencentes
a familia SRC (steroid receptor coativador) quanto correpressoras, como o NcoR (nuclear
receptor correpressor) do VDR, provocando assim a resposta biologica (MCKENNA;
O’MALLEY, 2002) (Fig. 4).
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Figura 4.Mecanismo de a¢do da 1,25(OH)2D. Adaptado de Bellan et a/, 2015.

O VDR, também apresenta respostas rapidas ndao genOmicas, pela ligagdo da
1,25(0OH)2D com o VDR presente em invaginacdes da membrana celular ricas em
esfingolipideos e colesterol (HUHTAKANGAS et al., 2004). Assim, a sinalizagdo intracelular
acontece por meio da indug¢do de canais voltagem-dependente de transporte de ions

transmembrana (Ca*?, CI'), do controle do influxo e da quantidade de Ca™ no citosol e da
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ativacdo de segundos mensageiros, como o AMP ciclico, proteina quinase A e fosfolipase C,
respostas essas que acontecem entre alguns segundos a 60 minutos (NORMAN, 2006).
Exemplos dessas agdes rapidas ndo gendmicas do VDR sdo a rapida absor¢do de calcio pelo

epitélio duodenal e a liberacao de insulina pelas células B pancreaticas.

Contudo, o processo de catalisar a 25(OH)D e da 1,25(OH).D ¢ feito através da enzina
mitocondrial 24-hidroxilase (CYP24A1), presente em grandes quantidades nos rins € intestino,
sendo sua expressao regulada pela 1,25(OH)2D e pelo PTH (ZIEROLD; MINGS; DELUCA,
2003). A 24-hidroxilase converte a 25(OH)D em 24,25 dihidroxivitamina D considerado um
metabolito inativo (REICHEL; KOEFFLER; NORMAN, 1989). Apds o catabolismo da
1,25(0OH)2D em compostos hidrossoluveis, a VitD ¢ excretada através da bile e da urina, sendo
esse mecanismo essencial para prevenir a intoxicagdo por VitD e consequentemente ajudando

na regulagdo da calcemia (HOLICK, 2007).

A funcao classicamente conhecida da VitD é no metabolismo mineral, tendo como alvos
0s 0ss0s, intestino e glandulas paratireoides. Nos 0ssos, a VitD € responsavel pela estimulacao
da osteoclatogénese ¢ a também pela reabsor¢do do calcio, sendo assim utilizada como um
auxiliar no tratamento para osteoporose (HOLICK, 2007). No intestino, ela age através da
entrada nos enterdcitos a VitD aumenta a sintese de calbidina D9K na qual facilita o acesso de
calcio, consequentemente aumentando a sua absorcdo (COMPSTON, 2019). J4 nas glandulas
paratireoides, a queda da VitD estimula a sintese e a secrecao do paratorménio (PTH), que
impulsiona a secrecdo de CYP27BI1, fazendo com que aumente as concentragdes de calcitriol
(PREMAOR et al., 2008). Entretanto, mais recentemente tem-se demonstrado outras fungdes
importantes da VitD. Por exemplo, concentragdes excelentes de VitD sdo essenciais para a
funcdo cerebral, pois ela tem papel fundamental na sinalizagdo do calcio para agdes
neurotroficas e neuroprotetoras, além de maturacao, diferenciagdo e crescimento dos neurdnios

(GROVES; MCGRATH; BURNE, 2014).

Como falado anteriormente, a expressao de VDR se da basicamente em todos os tecidos
do organismo, incluindo pancreas, coragdo, cé€lulas do sistema imunolégico e SNC (DI ROSA
et al.,, 2012; EYLES et al., 2014; VEENSTRA et al., 1998), inclusive no eixo hipotadlamo-
hipofise-gonadas (HHG), indicando um papel na funcdo reprodutiva (EYLES et al., 2003;

WRZOSEK et al., 2013), incluindo o periodo gestacional e o desenvolvimento do feto.

Em adultos, os niveis de VitD abaixo de 50nmol/L sdo considerados deficientes, entre

50nmol/L e 74nmol/L sdo considerados insuficientes e entre 75nmol/L e 100nmol/L niveis
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suficientes (HOLICK, 2007; HOLICK et al., 2011). Gestantes também se enquadram nesses
niveis, sendo que a deficiéncia de VitD abrange de 20% a 85% das mulheres, dependendo do

pais em que vivem, estacdo do ano, latitude, quantidade de melanina e entre outros

(ADEKUNLE DAWODU; CAROL L WAGNER, 2007).

A deficiéncia de VitD em gestantes pode ocasionar alteragdes do desenvolvimento fetal,
como a reducao do peso em recém-nascido, desenvolvimento anormal do esqueleto fetal e o
aborto (BAKER et al., 2010; PAFFONI et al., 2014). Além disso, esse déficit de VitD foi
associado ao desenvolvimento mental, psicomotor (ZHU et al., 2015) e reducdo da cognigdo de
criancas (HART et al., 2015). A VitD influencia na ativagdo de uma série de sistemas de
transducao de sinal como o influxo do ion calcio, liberacao de calcio das reservas intracelulares,
modulacdo da adenilato ciclase, fosfolipase C, proteina cinase C, proteina cinase D e MAP
cinase (HARMS et al., 2011; SHIPTON; SHIPTON, 2015), podendo interferir nos sistemas dos
neurotransmissores como acetilcolina, 5S-HT e dopamina (CASS et al., 2012; LUNDWALL et
al., 2015; PATRICK; AMES, 2014), sendo que desregulagdes nesses sistemas de

neurotransmissores pode levar ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos.

Alguns estudos em animais ja demonstraram que a deficiéncia de VitD pode aumentar
as chances de desenvolvimento de problemas cerebrais. Se levarmos em consideragdo o periodo
neonatal, a deficiéncia de VitD afeta negativamente a diferenciagdo e a proliferacao celular das
células neurais, além de, dependente do momento da corre¢do dos niveis de VitD, pode
acarretar a persisténcia das alteragdes bioquimicas e comportamentais dos animais (EYLES;

BURNE; MCGRATH, 2013).

Além disso, desde muito cedo, ja vem sido demonstrado na literatura que a deficiéncia
de VitD durante o periodo gestacional, principalmente no terceiro semestre, pode ser um fator
de risco para o desenvolvimento do feto para o aparecimento de esquizofrenia na vida adulta
(MCGRATH et al., 2004). Diante do todo, uma parcela relativamente grande ¢ composta por
pessoas de pele escura, pessoas que vivem em altas altitudes e em metrdpoles, onde a duragao
a exposicao solar € relativamente baixa e consequentemente apresentam deficiéncia de VitD,

apresentam um alto indice de esquizofrenia (MCGRATH et al., 2004)(HARMS et al., 2011).

Além do mais, o excesso de GC pode causar alteragdes no metabolismo local da VitD
no hipocampo e no cortex pré-frontal de roedores, auxiliando nas evidéncias do envolvimento
da VitD no aumento da vulnerabilidade para transtornos emocionais induzidos pelo excesso de

GC (JIANG et al., 2014a). Ainda em relagdo aos GC, a VitD, ¢ capaz de reduzir a expressao
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dos GR e inibir a translocacdo destes para o nilcleo celular de células sanguineas
mononucleadas (HIDALGO et al., 2011), suprimindo a transcri¢do génica e consequentemente,

inativando a sua func¢ao.

Estudo recente ja demonstra um efeito protetor da VitD no SNC, principalmente
relacionado aos transtornos psiquicos, como a depressao (SABIR et al., 2018). Em relagdo ao
sistema serotonérgico, as concentragdes de 5-HT sdo, em parte, controladas pela 1,25(OH).D,
a qual induz a expressao do gene para TPH2 em células serotonérgicas RN46A-B14 da Rafe
(KANEKO et al., 2015). In vivo, foi demonstrado aumento da expressdo de mRNA de TPH2
no cortex pré-frontal de ratos apds a administragdo cronica de 1,25(OH).D (JIANG et al.,
2014b). Com isso, os mesmos autores hipotetizaram que poderia haver uma associagdo entre
baixas concentracdes de 5-HT e VitD podendo agravar esses disturbios psiquicos (PATRICK;
AMES, 2015). Outras evidéncias corroboram a hipétese de um efeito estimulador da VitD sobre
o sistema serotonérgico. Foi observada a repressao de 59% do mRNA de SERT em células
RN46A-B14 da rafe de ratos, tratados com 1,25(OH)2D, indicando que a VitD pode agir como
um inibidor seletivo da recaptagdo de 5-HT (ISRS), potencializando a neurotransmissdao

serotonérgica (SABIR et al., 2018) (Fig. 5)
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Figura 5. Mecanismo de agdo da 1,25(OH)2D no sistema serotonérgico. Adaptado de Sabir et al. 2018.
Em conjunto, estes dados mostram que o sistema serotonérgico também se encontra sob
modulagdo da VitD, a qual pode consequentemente contribuir para a melhora de quadros de

desordens psiquiatricas.
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1.4 Justificativa

Os GC constituem o tratamento padrao para prevencdo da sindrome respiratéria
neonatal em criangas com parto pré-termo, auxiliando no surfactante pulmonar (FOWDEN; LI,
FORHEAD, 1998). Se considerarmos os altos indices de estresse materno na gestacao, existe
uma populagdo ainda maior de fetos que fica exposta ao excesso de GC endogeno em
consequéncia desse estresse. Apesar de sua importancia para o bom desenvolvimento fetal e
para uma resposta adequada ao estresse, os efeitos colaterais dos GC podem incluir doencas
cardiovasculares, osteoporose e transtornos psiquicos(BRAUN et al., 2013; CHAPMAN;
HOLMES; SECKL, 2013). Quando estes problemas se originam durante o desenvolvimento
intrauterino, este fendmeno ¢ chamado de programagao fetal, que podem permanecer ao longo

da vida.

O tratamento pré-natal com DEX parece modificar o desenvolvimento neural, o que
pode induzir programagao fetal e refletir em maior vulnerabilidade para desordens emocionais
na vida adulta (DIAZ; BROWN; SECKL, 1998; SLOTKIN; SEIDLER, 2007). Assim, os
resultados deste trabalho poderdo contribuir para o entendimento dos mecanismos envolvidos
no tratamento pré-natal com GC, permitindo uma melhor avaliagdo dos riscos deste tratamento
na gestagdo, tendo em vista que este grupo de criangas nascidas pré-termo representa uma

significativa parcela da populacio dos recém-nascidos.

Além disso, grande parte da populagdo mundial possui deficiéncia em VitD e, em
gestantes esse pode alcancar até 85% das mulheres em todo o mundo (ADEKUNLE
DAWODU; CAROL L. WAGNER, 2007) e essa deficiéncia de VitD foi associada a diversos
transtornos no desenvolvimento mental, psicomotor (ZHU et al., 2015) e de aprendizado em
criancas (HART et al., 2015). Com isso, visando trabalhos que mostram o papel neuroprotetor
da VitD no contexto emocional, no mecanismo serotonérgico (KANEKO et al., 2015; SABIR
et al., 2018) e os efeitos deletérios causados pela exposicdo pré-natal aos GC levando a

desordens psiquicas.

Desta maneira, fez-se necessario investigar se a suplementacao de VitD durante toda a
gestacdo € capaz de atenuar ou cessar os efeitos neurais causados pelos GC durante a gestacao
na prole na vida adulta. Com isso, o presente estudo focou em estudar os aspectos
comportamentais associados a depressdo. Ainda, dada a importancia do sistema serotonérgico

no controle do estado emocional, pretendeu-se avaliar os efeitos da programagao fetal induzida
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por DEX sobre a expressao de componentes do sistema serotonérgico no NDR, bem como o

possivel papel protetor da VitD sobre este sistema.

2 OBJETIVO GERAL

Verificar se a exposi¢do pré-natal a DEX altera a neurotransmissao serotonérgica de
ratas, com repercussoes no comportamento emocional da prole na vida adulta (3, 6 ¢ 12 meses
poOs-natal), bem como, se a suplementagdo pré-natal com VitD tem possiveis efeitos

neuroprotetores neste contexto.
2.1 Objetivos especificos
- avaliar se a exposi¢do pré-natal a DEX na prole adulta feminina com 3, 6 e 12 meses
pOs-natal apresenta comportamentos do tipo depressivo e anedonico;

- investigar se a exposi¢ao pré-natal a DEX altera o conteudo de TPH, 5-HT1a, SERT e

GR, em fémeas com 6 e 12 meses pos-natal;

- analisar se a suplementagao pré-natal com VitD reverte ou ao menos atenua as possiveis
alteragdes, tanto comportamentais quanto neuroquimicas, encontradas em animais

expostos a programacao fetal induzida por DEX.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 15 ratos machos e 120 fémeas da linhagem Wistar (Rattus norvegicus)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os
animais foram alojados em caixas de polipropileno (30 x 19 x 13 cm), forradas com maravalha,
dispondo de agua e ragdo ad libitum, permanecendo no Biotério Setorial do Departamento de
Ciéncias Fisioldgicas, com temperatura controlada (21 + 2° C) e ciclo claro-escuro invertido de
12 horas (luz acesa a partir das 18:00h e se apagada a partir das 6:00h). Trés vezes por semana,
no periodo da manha, as caixas de polipropileno foram higienizadas, havendo reposi¢ao de agua
e alimento. Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de

Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC — protocolo N° 7174170417.

3.1 Protocolo de acasalamento

Os animais tinham em média 90 dias de idade, sendo as fémeas com peso > 180 gramas
e os machos entre 200 e 350 gramas. Apds pareamento das caixas de machos e fémeas por 7
dias, trés fémeas e um macho foram postos em uma caixa, iniciando o acasalamento, por 8 dias
consecutivos. Todos os dias no final da tarde, foi feito o lavado vaginal e quando encontrados
espermatozoides e células corneificadas, mostrando que a rata se encontrava em estro, ou seja,
no periodo fértil, foi considerado como dia 0 da gesta¢do. Assim, os animais foram alocados no
maximo 3 fémeas/caixa at¢ o 13° dia de gestacdo, quando entdo foram realocadas

individualmente.

3.2 Grupos experimentais

As gestantes (90 dias de idade) foram divididas em quatro grupos: as que receberam
agua pura e 0leo de girassol durante toda a gestacao (CTL), as que receberam dexametasona
(0,1 mg/kg) através da agua de beber do 14° ao 19° dia da gestacdo (DEX), as que receberam
dgua pura e suplementagdo com VitD (500UI) durante toda a gestacdo (VitD) e as que
receberam dexametasona (0,1 mg/kg) através da dgua de beber do 14° ao 19° dia da gestacao,
de acordo com protocolo prévio (TEIXEIRA, C et al; 2020), mais suplementacao com VitD
(500UI) durante toda a gestacao (DEXVitD) (Fig. 6). A dose de VitD foi determinada apds a
realizacdo de uma curva dose-resposta de 50, 250 e 500 UI, onde a dose mais alta resultou em

uma tendéncia na melhora do peso das gestantes. As proles foram divididas em grupos de
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acordo com o sexo ¢ a idade em que os parametros seriam avaliados. Para a avalia¢do
comportamental, as fémeas foram estudadas aos 3, 6 ¢ 12 meses pos-natal (MPN), enquanto

para as analises neuroquimicas os animais foram estudados quando completaram 6 ¢ 12 MPN.

CTL DEX VitD DEX + VitD

2 Fémeas 2 Fémeas 2 Fémeas 2 Fémeas
3,6el12 MPN 3,6e12 MPN 3,6 el12 MPN 3,6el12 MPN

Além disso, os mesmos roedores foram utilizados para o desenvolvimento de outra pesquisa

em paralelo, corroborando os 3R’s em pesquisa com experimentagao animal.

Figura 6. Desenho esquematico da divisdo dos tratamentos realizados nas gestantes e separacdo dos
animais para o seguimento do experimento.

Apds o nascimento, os animais foram separados, formando os grupos experimentais e

seguindo da seguinte maneira:

Q 3,6el12 MPN

CTL: progenitora recebeu dleo de girassol;

DEX: progenitora recebeu dexametasona + 6leo de girassol;
VitD: progenitora recebeu apenas vitamina Ds;

DEXYVitD: progenitora recebeu dexametasona + vitamina Ds.

Assim, foram feitos dois lotes experimentais, os grupos de animais de 3 MPN e 6 MPN,
foram eutanasiados para a coleta de tecidos aos 6 MPN. O outro lote, os animais seguiram até

completar 12 MPN, feito novamente a eutandsia e coleta de materiais.

3.3 Tratamento com dexametasona e suplementacio com vitamina D3

A DEX foi administrada na dose de 0,1mg/kg (LIN et al., 2018), diluida na agua de

beber. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, para controle da ingestdo e
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consequentemente da dosagem do GC. Foi realizado um calculo levando-se em conta a
concentragdo do farmaco, peso do animal e volume de agua ingerida. O volume foi corrigido
para 200mL de agua, para caso ocorresse uma ingestao maior do que a do dia anterior, nao
houvesse falta de liquido para os animais. Durante o 14° e 19° dias de gestacdo a quantidade de
agua ingerida foi averiguada e esta foi trocada diariamente, adequando a concentra¢dao de DEX.
A VitD foi suplementada na forma de vitamina D3 (Colecalciferol- Addera D3- FARMASA)
na dose de 500Ul/dia durante toda a gestacao do 1° ao 20° dia, por via oral/gavagem.

No dia do nascimento, os animais foram separados por sexo, pesados ¢ medidos
individualmente. As ninhadas foram reduzidas a 8 filhotes por mae, sempre que possivel 4
machos e 4 fémeas. No final da lactagdo, apenas duas fémeas foram utilizadas para composi¢ao
dos grupos experimentais do presente trabalho, evitando assim possiveis efeitos estatisticos da

ninhada. Os outros filhotes foram utilizados no protocolo experimental de outros trabalhos.

3.4 Desenho Experimental

1° dia "
Vitamina D3 - 500Ul v.o. 20° dia
o di 19° di
| 8 dias | 147 dia ® | vVidaAdutta |
| Esfregago vaginal | DEX 0,1mg/kg | |
agua de beber
~ Parto Grupos:
Acasalamento Gestacao pQ
CTL, DEX,
VitD e DEXVitD.
3 MPN 6 MPN 12 MPN
TNF TPS TNF TPS Eutanasia TNF TPS Eutanasia
Western Blotting Western Blotting:
TPH, 5-HT1a, SERT e GR TPH, 5-HT1a, SERT e GR

Figura 7. Desenho experimental. TNF: teste do nado for¢ado; TPS: teste de preferéncia pela sacarose.
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3.5 Testes Comportamentais
3.5.1 Teste de Preferéncia pela Sacarose

O teste de preferéncia de sacarose (TPS) ¢ um modelo usado em roedores para analisar
anedonia (WILLNER et al., 1987), ou seja, a reducao da preferéncia pela solugao de sacarose
reflete uma redugdo da busca pelo prazer, o que ¢ considerado um dos principais sintomas da
depressdo em humanos (GONI-BALENTZIAGA et al., 2018). O teste consiste em uma versio
modificada do procedimento de escolha por duas garrafas (BOLANOS et al., 2003). Foi
oferecida aos animais a escolha entre uma garrafa com 200ml de 4gua e uma garrafa com 200ml
de solugdo de sacarose 2% por 24 horas (HASEGAWA; TOMITA, 1986). Ap6s 12 horas de
oferta, as garrafas tiveram suas posi¢des invertidas, evitando o viés da preferéncia do animal
por um lado da caixa (Fig. 8). Ao término do protocolo, foi mensurado o consumo de dgua e de
sacarose. A preferéncia a sacarose foi calculada como a porcentagem de solug@o de sacarose
consumida pelo total de liquidos ingeridos, pela foérmula que segue: [consumo de

sacarose/consumo total de liquido (sacarose + agua)]*100

12h SNHs o

_".'-.:_._.,:;d A L) - 3

Figura 8. Desenho esquematico do teste de preferéncia pela sacarose. S: sacarose — A: agua.

3.5.2 Teste do Nado Forcado

O teste do nado for¢ado (TNF) ¢ amplamente utilizado para se estudar o comportamento
do tipo depressivo em roedores e avaliar a estratégia de enfrentamento de um estresse agudo
inescapavel (PORSOLT, 2000; PORSOLT et al., 1978, 1979), visto que em humanos o estresse
contribui significativamente para depressao. Além disso, em roedores, testes farmacologicos
utilizando medicamentos para o tratamento da depressdo em humanos apresentam melhora no
desempenho durante o TNF (COMMONS et al., 2017).

Apesar da dificuldade da criagdo de modelos experimentais que sejam validos para

comprovar psicopatologias, visto que inimeros sintomas aparentes em pessoas depressivas
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como transtorno de humor, alucinagdes, tristeza e culpa sdo impossiveis de observar em animais
(NESTLER, E. J.; HYMAN, 2010), o TNF ja esta bastante consolidado na literatura como uma
ferramenta para estudar o comportamento do tipo depressivo em roedores.

O TNF foi aplicado quando os animais completaram 3, 6 ¢ 12 MPN. Visto que roedores
sdo excelentes nadadores, os animais foram expostos a duas sessdes de nado forcado, sendo a
primeira de duracao de 15 minutos, chamada de pré-teste e reexposto apds 24 horas ao mesmo
aparato por 5 minutos, sessdo chamada de teste. Apensas a sessdo de teste foi gravada e
analisada (MEZADRI et al., 2011). Os animais foram colocados individualmente em um tanque
cilindrico (PVC), opaco, marrom com capacidade para 50 litros. A dgua estava em temperatura
ambiente (25°C £ 2°C), com volume suficiente para evitar que os animais se apoiassem no
fundo do cilindro ou que escapassem do mesmo. ApOs o experimento, os animais foram
cuidadosamente secos e alocados em suas respectivas caixas.

Os comportamentos analisados foram:

-Imobilidade: foi definido pela auséncia de movimentos ativos (apenas aquele
que o animal precisa para manter a cabecga para fora d’agua) e sem deslocamento pela cuba
(CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

-Nado: foi definido pela movimentagdo horizontal das patas dianteiras € com
deslocamento pela cuba (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

-Escalada: foi definido pelo movimento vertical das patas dianteiras,
independentemente da localizacdo do animal na cuba (CRYAN; MARKOU; LUCKI, 2002).

Também foram analisados para cada categoria comportamental os parametros de:

Duracio: ¢ dado pelo tempo gasto pelo animal executando um determinado
comportamento durante o periodo de teste (MEZADRI et al., 2011).

Laténcia: ¢ dado pelo tempo entre o inicio do teste e a primeira ocorréncia de
um comportamento (MEZADRI et al., 2011).

Frequéncia: ¢ dado pelo nimero de vezes em que o animal iniciou um
determinado comportamento durante o periodo do teste (MEZADRI et al., 2011) (os dados
encontram-se em anexo).
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Imobilidade Nado Escalada
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Figura 9. Desenho esquematico dos comportamentos analisados no TNF. Adaptado de
Cryan; Markou; Lucky, 2002.

Para a gravacao dos videos, uma camera foi coloca 30cm acima da cuba de 4gua, a fim
de pegar todo o aparato e movimentagao do animal. Os testes comportamentais foram gravados
por meio do programa Virtual Dub e posteriormente analisados por meio do software
Ethowatcher® (CRISPIM JUNIOR et al., 2012). O software permite a criagdo de um catdlogo
comportamental com as variaveis de acordo com o teste utilizado. Terminada a analise, o
programa criou um arquivo contendo duracdo, laténcia e frequéncia para cada uma das

categorias comportamentais salvas previamente.

3.6 Eutanasia

Dois lotes de animais foram eutanasiados, um aos 6 MPN ¢ outro aos 12 MPN. Os
animais eutanasiados aos 6 meses sdo os mesmos que foram submetidos aos testes
comportamentais aos 3 meses. Como eles foram mantidos até os 6 meses, ndo had analises
bioquimicas dos mesmos aos 3 meses de idade. Os animais foram anestesiados com cetamina
(80mg/kg 1.p.) e xilazina (12mg/kg i.p.), e entdo foram avaliados os reflexos palpebral, pupilar
e interdigital para determinacdo do nivel de anestesia. Com o animal ndo apresentando nenhum
reflexo, o plano anestésico cirtrgico foi determinado. Com isso, foi realizada coleta de sangue
intracardiaca e a eutandsia se deu por decapitagao usando guilhotina. Para esse estudo, foi
utilizado apenas o cérebro, porém outros 6rgaos foram retirados para trabalhos posteriores. Os
cérebros foram retirados, pesados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°c

para analise posterior.
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3.7 Microdisseccao do nicleo dorsal da rafe (NDR) - Técnica de Punch

Foi realizada a microdissec¢ao do NDR em Criostato Thermo Scientific Hm525 Nx (-18°C).
Foram utilizadas as seguintes coordenadas para a localizacdo do NDR: plano frontal (posterior
a Bregma) -6,84mm a -8,40mm, plano latero lateral 0,4mm a 0,4mm e cranio caudal 5,8mm a
4,4mm abaixo do aqueduto do mesencéfalo (PAXINOS & WATSON 2007) (Fig.10). Quando
atingida a regido do NDR, o encéfalo foi cortado na espessura de 1.500um. O NDR de cada
animal foi retirado pela técnica de punch com o uso de uma agulha (didmetro 1.5 mm, —18° C)
que foi inserida no tecido (extensao rostro-caudal do NDR). O material contendo o NDR foi
armazenado em ependorfes e conservado em -80°C para a posterior realizacdo da técnica de

Western Blotting.

\

Aqueduto do mesencéfalo

Nicleo Dorsal da Rafe

Figura 10. Localizagdo do nticleo dorsal da rafe em encéfalo de roedor. Fonte: Elaborada pela autora.

3.8 Técnica de Western Blotting

A técnica de Western Blotting (WB) foi uma importante criagdo na biologia molecular,
utilizada para imunodeteccdo e semi-quantificagdo de proteinas apds a separagdo por
eletroforese em gel e transferéncia para membrana de nitrocelulose (KURIEN; SCOFIELD,

2006).

Para quantificar as proteinas contidas no NDR, as amostras foram homogeneizadas em
solucdo anti-protease, contendo: 10mM EDTA, 100mM de Tris base, 100mM de Pirofosfato
de Sodio, 100mM de Fluoreto de So6dio, 10mM de Ortovanato de Sodio, 2mM de PMSF, 4gua
MILIQ e 10% de Triton. Apds isso, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a
14.000G por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, foi feita a quantificacdo das proteinas por meio

do método de Bradford, utilizando-se concentragdes conhecidas de albumina. Diante disto, foi



39

utilizado 4 animais por grupo experimental. A quantidade de proteina extraida foi de 30ug por

NDR.

As amostras foram incubadas a 70°C por 8 minutos em tampao de LAEMMLI 4x (Azul
de bromofenol 0.1%, fosfato de sédio 1M, glicerol 50%, SDS 10%). Para a corrida
elétroforética, foi utilizado gel de acrilamida bifasico, sendo um de empacotamento (dgua
deionizada, tampao de gel para empacotamento, acrilamida, Temed e APS 10%) e um de
resolugdo a 10% (4gua deionizada, glicerol, tampao de gel para resolugdo, acrilamida, Temed
e APS 10%). Apos a aplicagdo das amostras e do marcador de peso molecular (BioRad Cat.
#1610375), a eletroforese foi realizada em tampao de corrida 1X (125mM de Tris base, 950mM
de glicina, 0,25% de SDS, agua deionizada) e com o pH 8,3 por 15 min a 60 volts, seguida de
aproximadamente 90 min a 140 volts. Apds a corrida, foi realizado o processo de
eletrotransferéncia das amostras para uma membrana de nitrocelulose (BioRad 0.45um)
banhada em tampao de transferéncia 1X (125mM de Tris base, 950mM de glicina, 0,25% de
SDS, dgua deionizada), em 100 volts por 2h. Apos a transferéncia, as membranas foram coradas
com Ponceu para confirmacdo da presenca de proteinas. Logo em seguida, as membranas foram
lavadas em solugao TBST (Tris-HCl MW 157,6; Tris base MW 121,1; NaCl MW 58,4; H>O>

e Tween 20), bloqueadas por 2h em solug@o bloqueio composta por leite desnatado 5% ¢ TBST.

A imunodetec¢do das proteinas TPH, 5-HTa, SERT, GR e GAPDH foi realizada por
meio da incubagdo das membranas de nitrocelulose com os respectivos anticorpos primarios
em tampao de incubacgao constituido por leite em p6 desnatado 3% e TBST 1X, por 15h, a 4°C.
Ap6s lavagem em TBST, durante 3 vezes de 5 minutos, as membranas foram incubadas com
os anticorpos secundarios apropriados, em tampao de incubagdo constituido por leite em po

desnatado 1% e TBST, durante 2h em temperatura ambiente (Tabela 1).

Posteriormente, as membranas foram novamente lavadas por 3 vezes durante 5 minutos
em TBST, incubadas por 90 segundos com os reagentes de quimiluminescéncia (Clarity
Western ECL Substrate — BioRad) e reveladas por quimioluminescéncia no equipamento
Fotodocumentador Chemidoc MP (BioRad) durante o periodo de 5 segundos até 1 minuto,
dependendo do anticorpo e revelados conforme instru¢do do fabricante. A quantificacdo da
intensidade das bandas foi feita por densitometria (Image] — Wayne Rasband — National Institue
of Health, USA), onde os valores de densitometria encontrados nas bandas de interesse foram
normalizados pelos valores encontrados na marcagdo para a proteina constitutiva GAPDH.

*Ainda, cada membrana passou por dois strippings para a marcagao de todos os anticorpos.



Proteinas Anticorpo
Primario
TPH Sheep
(ab1541)
SHTia Rabbit
(ab15350)
SERT Rabbit
(abcam102048)
GR Mouse
(sc393232)
GAPDH Mouse
(abcam9484)

Anticorpo
secundario

Rabbit Anti-sheep
(ab97130)
Goat Anti-rabbit
(sc2004)
Goat Anti-rabbit
(sc2004)
Goat Anti-mouse
(BioRad 1706516)
Goat Anti-mouse
(BioRad 1706516)

Tabela 1. Anticorpos primdrios, secundarios e suas diluigdes.

3.9 Analise Estatistica

Diluicoes
anticorpo
primario
TPH2: 1:2000
SHT1A: 1:2000
SERT: 1:2000
GR: 1:1000

GAPDH: 1:5000

Diluicoes
anticorpo
secundario
Anti-sheep:
1:20000
Anti-rabbit
1:5000
Anti-rabbit
1:5000
Anti-mouse
1:10000
Anti-mouse
1:10000
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A analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de duas vias seguida do pos-teste

de Fisher’s LSD. Além disso, foram retirados os outliers de cada grupo pelo uso da formula

Meédia + 2 x Desvio Padrdo da Média para cada conjunto de dados. Valores acima do valor

maximo ou abaixo do valor minimo dado pela féormula foram retirados da anélise. Os dados

foram apresentados como média = erro padrao da média (Prisma Graph-Pad Software, Inc., San

Diego, CA, USA). O nivel de significancia adotado foi de P < 0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de Preferéncia pela Sacarose aos 3, 6 e 12 meses pos-natal

Os resultados mostraram que os efeitos do tratamento e da suplementagao pré-natal com
DEX e VitD sobre a prole feminina foi tempo-dependente, visto que ndo afetou a preferéncia a
sacarose aos 3 MPN (Fig. 11A) e nem aos 6 MPN (Fig. 11B). Porém, aos 12 MPN a ANOVA
mostrou efeito do tratamento gestacional com DEX (p=0,02; F(1,27)=5,71; 12=11,66) e
interagdo dos fatores DEX e VitD (p=0,001; F(1,27)=13,23; r2=27), o que foi confirmado no
pos-teste uma vez que o grupo DEX foi diferente do grupo DEXVitD (p=0,001) e o grupo VitD
foi diferente do grupo DEXVitD (p=0,0002). Esse resultado indica que apenas o tratamento

pré-natal concomitante de DEX e VitD foi capaz de aumentar a preferéncia pela sacarose em

ratas (Fig. 11C). O CTL
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Figura 11. Preferéncia pela sacarose aos 3, 6 ¢ 12 MPN (A, B ¢ C, respectivamente) na prole de fémeas expostas
a DEX e/ou suplementadas com VitD na gestagdo. ANOVA two-way seguida do pds-teste de Fisher’s LSD. Os
dados estdo expressos como: média + EPM, p <0,05 (n= 7-10). **p<0,009; ***p<0,0009.

4.2 Teste do Nado Forcado aos 3, 6 e 12 meses pos-natal

Em relagdo ao comportamento de imobilidade, a ANOVA mostrou efeito da VitD
(p=0,01; F(1,30)=6,72 12=16,64) aos 3 MPN. O poés-teste mostrou uma diferenca entre os
grupos DEX e DEXVitD, (Fig. 12A) mostrando que a VitD foi capaz de diminuir a duragdo da
imobilidade apenas no grupo que sofreu programacdo fetal pela exposicao a DEX. Foi
interessante notar que, apesar desse efeito ter desaparecido aos 6 MPN (Fig. 12B), aos 12 MPN
ocorreu uma interacao entre os tratamentos com VitD e DEX (p=0,01; F(1,29)=7,58; 12=19,66).
Isto ¢ mostrado na figura 12C, onde a VitD reduziu a duracdo da imobilidade quando
administrada sozinha (p=0,005), mas quando o tratamento foi concomitante ao da DEX, a

resposta foi inversa, ou seja, houve um aumento da dura¢dao da imobilidade (p=0,02) (Fig. 12C).
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Ainda com relagdo ao comportamento de imobilidade, os resultados referentes a laténcia
mostraram que ndo houve efeito da DEX ou da VitD aos 3 MPN (Fig. 12D), mas aos 6 MPN,
a ANOVA mostrou um efeito da VitD pré-natal levando ao aumento da laténcia (p=0,01;
F(1,31)=6,53; 12=17,28), independente do tratamento pré-natal com DEX (Fig. 12E), o que foi
confirmado pelo pos-teste (p=0,04). Ja aos 12 MPN, novamente encontramos uma interagao
entre os fatores VitD e DEX (p=0,004; F(1,29)=9,77; r2=18,13), além de um efeito significante
da DEX (p=0,001; F(1,29)=13,31; r2=24,68) e ainda uma tendéncia de efeito da VitD (p=0.07;
F(1,29)=3,30; r2=6,12). Entretanto, os resultados do pos-teste confirmaram apenas os
resultados da interacdo e do efeito da VitD, onde o grupo CTL foi diferente do grupo VitD
(p=0,002) e o grupo VitD foi diferente de DEXVitD (p=0,0001). Dessa forma, a VitD aumentou
a laténcia para imobilidade no grupo sem tratamento pré-natal com DEX (Fig. 12F), mas
quando os tratamentos foram concomitantes, a DEX suprimiu esse efeito da VitD, impedindo

o aumento da laténcia (Fig. 12F).
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Figura 12. Duragéo e laténcia do comportamento de imobilidade durante o teste do nado forcado aos 3, 6 e 12
MPN (A, BeC, D, E e F, respectivamente) na prole de fémeas expostas 8 DEX e/ou suplementadas com VitD na
gestagdo. ANOVA two-way seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como: média + EPM,
p <0,05 (n=7-10). * p<0,05 **p=<0,009; ****p<0,0001.
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Em rela¢do ao comportamento natatério, os resultados referentes a duragdo mostraram
que nem o tratamento pré-natal com DEX e nem com a VitD afetaram este pardmetro aos 3 e
aos 6 MPN (Fig. 13A e B, respectivamente). Ja aos 12 MPN, a ANOVA mostrou que a VitD
pré-natal aumentou a duragdo do comportamento natatorio (p=0,04; F(1,30)=4,35; r2=11,09)
(Fig. 13C). Ainda, houve interagdo entre os tratamentos pré-natais com DEX e VitD (p=0,025;
F(1,30)=5,51; r2=14,03), mostrando que esse efeito da VitD foi atenuado pelo tratamento
concomitante com a DEX. Ambos os efeitos foram confirmados pelo pos-teste, visto que o
grupo CTL foi diferente do grupo VitD (p=0,004) e que houve uma diferenga com p marginal
de 0,05 entre os grupos VitD e DEXVitD. Quando a laténcia para o nado foi avaliada, a
ANOVA mostrou interagdo entre os tratamento pré-natais com DEX e VitD (p=0,03;
F(1,30)=4,8; r2=13,26) aos 3 MPN. No pos-teste, observou-se que o tratamento pré-natal com
DEX reduziu este parametro apenas nos animais sem tratamento com VitD (p=0,03) e teve um
p marginal de 0,05 na diferencga entre os grupos CTL e VitD (Fig. 13D). Aos 6 (Fig. 13E)e 12
MPN (Fig. 13F) nao foi possivel observar efeito de nenhum dos dois tratamentos pré-natais

sobre a laténcia para o comportamento natatorio.
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Figura 13. Duragdo e laténcia do comportamento de nado durante o teste do nado forgado aos 3, 6 e 12 MPN (A,
Be C, D, E eF, respectivamente) na prole de fémeas expostas a DEX e/ou suplementadas com VitD na gestagao.
ANOVA two-way seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estido expressos como: média + EPM, p <0,05
(n=7-10). * p<0,05 **p<0,009; p marginal de 0,05.
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No que se refere ao comportamento proativo de escalada, nem o tratamento pré-natal
com DEX e nem a suplementagdo com VitD durante o periodo gestacional foram capazes de
alterar a duracdo deste parametro aos 3 (Fig. 14A), 6 (Fig. 14B), ou 12 MPN (Fig. 14C). O
mesmo ocorreu com relacao a laténcia do comportamento escalada, tanto aos 3 MPN (Fig. 14D)

quanto aos 6 (Fig. 14E) e aos 12 MPN (Fig. 14F).
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Figura 14. Duracéo ¢ laténcia do comportamento de escalda durante o teste do nado forgado, aos 3, 6 ¢ 12 MPN
(A, Be C, D, E e F, respectivamente) na prole de fémeas expostas a DEX e/ou suplementadas com VitD na
gestagdo. ANOVA two-way seguida do pos-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como: média £ EPM,
p <0,05 (n=7-10).
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4.3 Western Blotting aos 6 e 12 meses pds-natal

Em relagao a dosagem de proteinas, a ANOVA mostrou que fémeas que receberam o
tratamento pré-natal com DEX, apresentaram uma diminui¢do do conteudo de TPH no NDR
aos 6 MPN, (p=0,01; F(1,11)=9,54; r2=46,04), o que foi corroborado com o pés-teste (p=0,02)
(Fig. 15A). Este efeito do tratamento pré-natal com DEX desapareceu aos 12 MPN (Fig. 15B).
A suplementacao gestacional de VitD ndo teve nenhum efeito significante sobre o contetido de
TPH no DRN dos animais aos 6 ou aos 12 MPN (Fig. 15 A e B, respectivamente).

O mesmo padrao de resposta pode ser observado na figura 15C, onde o tratamento pré-
natal com DEX levou a redugdo do conteido de 5-HTia no NDR aos 6 MPN (p=0,004;
F(1,11)=12,61; r2=51,07). Neste caso a analise pos-teste mostrou um efeito com significancia
marginal (p=0,05) (Fig. 15C). Os resultados também mostraram que esse efeito da DEX ocorreu
independentemente da suplementagdo com VitD (p=0,01) (Fig. 15C). Esta resposta desapareceu
aos 12 MPN (Fig. 15D). A suplementacdo pré-natal com VitD ndo teve nenhum efeito
significante sobre o conteudo de 5-HT1a no NDR dos animais aos 6 ou aos 12 MPN (Fig. 15 C
e D, respectivamente).

Houve um efeito com significancia marginal (p=0,06; F(1,12)=4,28; r2=22,34) do
tratamento gestacional de DEX reduzindo o conteido de SERT no NDR aos 6 MPN,
confirmado pelo pos-teste (p=0,02) (Fig. 15E), o qual ndo ocorreu aos 12 MPN (Fig. 15F).
Novamente, a administragdo pré-natal apenas de VitD ndo provocou nenhum efeito sobre este
parametro aos 6 ou aos 12 MPN (Fig. 15 E e F, respectivamente).

Além disso, nem o tratamento pré-natal com DEX e nem a suplementagdo com VitD
foram capazes de alterar de maneira significante o conteido de GR no NDR dos animais nem

aos 6 MPN (Fig. 15G) e nem aos 12 MPN (Fig. 15H).
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Figura 15. Densidade optica relativa do conteudo proteico de TPH, 5-HT1a, SERT e GR no nucleo dorsal da rafe
de fémeas aos 6 MPN (A, C, E e G, respectivamente) e aos 12 MPN (B, E, F e H respectivamente) nascidas de
ratas expostas @ DEX e/ou suplementadas com VitD na gestacdo. ANOVA two-way seguida do pos-teste de
Fisher’s LSD. Os dados estao expressos como: média = EPM, p <0,05 (n= 3-4).
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstrou tanto um efeito anti-aneddnico no tratamento
concomitante de DEX e VitD, quanto antidepressivo da VitD per se no modelo de programacgao
fetal induzida por DEX. Nossos dados sugerem que as respostas aos tratamentos parecem ser
tempo-dependentes ja que: 1) o efeito anti-anedonico da VitD+DEX ocorreu apenas aos 12
MPN e ii) o efeito antidepressivo da VitD foi dual e transitorio, ou seja, ele ocorre nas ratas
submetidas a programagao fetal por DEX aos 3 MPN, mas ¢ suprimido neste mesmo grupo aos
12 MPN. Além disso, alteracdes encontradas nas avaliagdes neuroquimicas do sistema
serotonérgico ocorreram aos 6 MPN, diferentemente da maior parte das respostas

comportamentais.

A depressao ¢ caracterizada por um disturbio psiquico, que envolve alteracdes de
humor, anedonia, defeitos nos circuitos neurais de recompensa e transmissao da 5-HT no NDR
e suas projegdes, como hipocampo e cortex pré-frontal (COPPEN, 1967; GONI-
BALENTZIAGA et al., 2018; ZMUDZKA et al., 2018). Além disso, nos tltimos anos, o TNF
tem sido utilizado por diversos grupos de pesquisa, ndo sO para avaliar o potencial
antidepressivo dos farmacos, mas também a investigacdo dos seus mecanismos de acgdo
(BOURIN et al., 2005). Da mesma forma, o TPS ¢ bastante utilizado para avaliar a anedonia
em roedores, sendo este um dos principais fatores da depress@ao em humanos (WILLNER et

al., 1987).

Dados da literatura mostram que a administracao pré-natal de diferentes doses de DEX
leva a alteragcdes no comportamento emocional da prole na vida adulta. Liu, W et al, (2012),
por exemplo, demonstraram que ratas com nove semanas de idade, em que a progenitora
recebeu DEX (Img/kg) do 14° ao 21° dia de gestagdo, apresentaram aumento do comportamento
anedonico no TPS. (LIU et al., 2012). Casarotto & Andreatini (2007) também demonstraram
que DEX nas doses de 5Smg e 10mg/i.p, induz anedonia em ratos, pela diminui¢do da
preferéncia pela sacarose (CASAROTTO; ANDREATINI, 2007). Ainda, um grupo chinés
mostrou que roedores nascidos de progenitoras que receberam DEX na dose de 0,13mg/kg do
14° ao 21° dia de gestagdo também apresentam diminui¢cdo da preferéncia pela sacarose e,
consequentemente o aumento da anedonia (WU et al., 2019). Entretanto, além de termos
realizado uma andlise temporal desses efeitos, em 3 fases diferentes da vida adulta,
demonstramos pela primeira vez que a suplementagdo de VitD, quando administrada

concomitantemente com DEX ao longo da gestagdo, exerce um efeito anti-anedénico. A
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literatura € escassa no que diz respeito a investigacao dos efeitos neurais € comportamentais da
prole de maes submetidas a suplementagao gestacional com VitD. Fora do contexto de gestacao,
entretanto, recentemente essa acao anti-anedonica foi confirmada por Sedaghat et al (2019),
que demonstraram que a administragdo de VitD a ratos submetidos a estresse melhora a
anedonia (SEDAGHAT et al., 2019). Tendo em vista que no presente trabalho a exposi¢do a
VitD foi pré-natal, podemos sugerir que a VitD tenha ocasionado uma programacao fetal, que
permitiu alteragcdes do desenvolvimento neurocomportamental, repercutindo em uma melhora
da anedonia na vida adulta. Os mecanismos epigenéticos pelos quais a programagao fetal ocorre
ainda necessitam ser estudados. Contudo, esta ideia de programacgdo fetal da VitD sobre o
desenvolvimento neural estd de acordo com dados recentes mostrando que a deficiéncia
materna de VitD prejudica o desenvolvimento neurocomportamental em camundongos,

levando inclusive ao aumento da anedonia (FU et al., 2017).

E interessante notar que os efeitos da programacio fetal podem se estender as proximas
geracdes e serem provenientes ndo s6 da exposi¢cdo materna a DEX, mas também da exposi¢ao
paterna na fase pré-coito. Este fendomeno foi demonstrado por XU et al., (2018) em
experimentos em animais machos e fémeas da geragdo F2 de progenitores expostos a DEX,
onde ambos apresentaram diminuicdo da preferéncia pela sacarose, ou seja, aumento da
anedonia. Estes dados sugerem que as alteragdes comportamentais causadas pela exposigao pré-

natal podem ser transmitidas a geragdo F2 também de forma hereditaria (XU et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, o0 comportamento depressivo pode ser estudado em
modelos animais por meio de testes comportamentais especificos, incluindo o teste do nado
for¢ado, avaliando-se principalmente o comportamento de imobilidade, que se refere ao
desespero comportamental (PORSOLT et al., 1978), e os comportamentos de nado e escalada,
que se referem a estratégias proativas durante o teste (DETKE; LUCKI, 1995). Nossos
resultados mostraram um efeito antidepressivo da VitD no tratamento concomitante com a
DEX, reduzindo o comportamento de imobilidade aos 3 MPN. Aos 12 MPN, a suplementagao
com VitD por si s6 teve efeito antidepressivo, o qual foi suprimido nos animais expostos a DEX
na gestacao, indicando uma interacdo dos dois tratamentos na programagao fetal e um efeito
deletério da DEX pré-natal sobre o comportamento do tipo depressivo na vida adulta. Este
efeito negativo da DEX estd em acordo com dados da literatura que mostram que a
administracdo de DEX no 18° ¢ 19° dia de gestag¢do, aumenta o tempo de duragao da imobilidade

no TNF em machos adultos da linhagem Wistar (BORGES et al., 2013).
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O possivel efeito antidepressivo da VitD ja tem sido explorado na clinica fora do
contexto epigenético, onde ela ¢ utilizada como uma terapia auxiliar em pacientes com
depressao, (KHORAMINYA et al., 2013). Mas, em estudos experimentais, a suplementacao de
1a(OH)Ds3 na dose de 1ug/kg ¢é capaz, por si s6, de diminuir o tempo de duragao da imobilidade
no TNF em camundongos com 5 semanas de idade, mostrando que os efeitos da VitD podem

ser independentes dos efeitos de medicamentos antidepressivos (KAWAURA et al., 2017).

O resultado encontrado no presente trabalho relacionado a interagao entre os tratamentos
com DEX e VitD corrobora aqueles encontrados por Jiang, P. et al, (2014). Estes autores
mostraram que a exposi¢ao a DEX na vida adulta na dose de 2mg/kg durante 10 dias aumenta
o tempo de imobilidade nesses animais e prejudica o mecanismo cerebral da VitD no cortex
pré-frontal e hipocampo, por diminuir a expressao proteica de VDR, CYP27B1 e CYP24A1 em
ambas as regioes (JIANG et al., 2014). Estes achados indicam que diversas regides do cérebro,
principalmente a regido hipocampal, um centro ligado ao sistema limbico e consequentemente
a modulacdo do comportamento depressivo, sdo susceptiveis ao excesso de GC, o que pode
estar associado a expressdao de GR e a sinalizacdo excessiva de GC nessa area cerebral

(ANACKER et al., 2013).

A modulagdo do comportamento depressivo ¢ complexa, sendo o sistema
monoaminérgico um alvo bastante importante. Os fArmacos antidepressivos tem como principal
acdo o sistema das monoaminas (DEAKIN; GRAEFF, 1991), além disso, a hipotese
monoaminérgica, estd relacionada com o aparecimento da depressao perante a diminui¢ao da
quantidade central das monoaminas (SCHILDKRAUT; KETY, 1967). Assim, esta hipotese ¢
corroborada pelo fato de a maioria dos farmacos antidepressivos prescritos na clinica
aumentarem os niveis de monoaminas no encéfalo, podendo agir através da inibicdo da
recaptacdo de 5-HT, noradrenalina ou dopamina (DA) e ainda agir como inibidor da enzima

MAO [para revisao ver (NEMEROFF, 2007)].

Sendo assim, o sistema serotonérgico ¢ um dos principais responsaveis por este controle
na modulacdo da depressdo. Desta forma, alteragdes neurobioldgicas no sistema
serotoninérgico estio relacionadas com o melhora no tratamento antidepressivo (ELHWUEG]I,
2004), deixando quantidades maiores de 5-HT a nivel central. Diante disto, aprofundar o
conhecimento do sistema serotonérgico ¢ grande aliado para auxiliar na modulagcdo da

depressao.
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No presente trabalho mostramos uma diminui¢do do conteido de TPH e 5-HTia no
NDR de ratas nascidas de maes tratadas com DEX na gesta¢do. Dados da literatura confirmam
esse efeito da DEX, demonstrando que o tratamento pré-natal com este GC durante o 16° ¢ 21°
dia gestacional na dose de 50ug/kg reduz o conteudo de 5-HT no hipocampo, além de diminuir
a expressao do mRNA de 5-THa e a expressdo da proteina BDNF (brain-derived neurotrophic
fator) no cortex pré-frontal de roedores (NAGANO et al., 2012). Os efeitos da DEX sobre o
sistema serotonérgico ja foram demonstrados também em outros contextos que nao o
gestacional. Azmitia et al, demonstraram em 1993, que fémeas da linhagem Sprague-Dawley
que passaram pela cirurgia da retirada das adrenais e receberam tratamento com DEX (10mg/L),
apresentam aumento da expressdo de TPH no NDR. Considerou-se que esse aumento pode ter
ocorrido em consequéncia da hipertrofia celular causada pelo tratamento com DEX nos ratos

adrenalectomizados (AZMITIA; LIAO; CHEN, 1993).

A modulagdo dos componentes do sistema serotonérgico pela DEX ja foi demonstrada
anteriormente em outras areas que nao o NDR. Slotikin ef a/, mostraram que o tratamento com
DEX, tanto na fase pré-natal (18° e 19° dias de gesta¢do) quanto pds-natal (dias 1-3 e 7-9)
aumenta as concentragdes de 5-HT1a e SERT no hipocampo e cortex cerebral. Curiosamente,
o tratamento pré-natal com DEX, ndo alterou os niveis de 5-HT no cértex cerebral e hipocampo,
porém, o tratamento pos-natal levou a aumentos significantes de 5-HT nos dias 1-3 e a
diminuic¢do nos dias 7-9 nestas areas (SLOTKIN et al., 2006). Em conjunto, esses dados dao
suporte para a ideia de que talvez as alteragdes encontradas nos componentes serotonérgicos no
presente trabalho nao tenham se refletido em alteragdes comportamentais aos 6 MPN porque
analisamos apenas o NDR e ndo outras 4reas importantes para o controle emocional como o

cortex pré-frontal.

Um estudo publicado em 2016, por Hiroi et al., demonstrou que fémeas apresentam
maior comportamento do tipo depressivo e ansioso, além da exposi¢ao gestacional com DEX
diminuir a expressdo do mRNA para TPH2 nas partes caudal e rostral do NDR (HIROI et al.,
2016). Assim, esses resultados corroboram a evidéncia de que fémeas sdo mais sensiveis ao
tratamento pré-natal com DEX (RICHARDSON et al., 2006), pelo menos no que diz respeito

aos disturbios emocionais.

O auto-receptor 5-HTa aparece precocemente durante o periodo pré-natal em roedores
e humanos, mais precisamente entre a 16° e 22° semanas de gestacdo (BAR-PELED et al.,
1991). Assim, esses receptores desempenham um papel inibitério como autorregulador na

sintese e secrecdao de 5-HT e na inibi¢do do disparo de neurdnios serotonérgicos (GALZIN et
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al., 1992; RUMAJOGEE et al., 2004), deixando maiores concentragdes de 5-HT na fenda

sinaptica.

Nossos dados demonstraram a diminui¢do do auto-receptor inibitorio 5-HT1a causada
pela DEX pré-natal, o que poderia estar relacionado com um mecanismo compensatorio devido
a diminui¢do de TPH. Corroborando com nossos achados, Nagano et a/ (2012), mostraram que
o tratamento de DEX durante a gestacao (16° ao 21° dia) na dose de 50ug foi capaz de diminuir
a expressao de 5-HTia no cortex pré-frontal de roedores com 4 e 12 semanas de idade
(NAGANO et al., 2012). Diferentemente, Stolkin ef al, mostraram que o tratamento gestacional
com DEX nas doses de 0,05-0,8/mg/kg ndo mostrou diferenca no turnover de 5-HT no cortex
cerebral e no hipocampo, mas aumentava a quantidade de 5-HTia, 5-HT2a € SERT nas
primeiras semanas de vida (SLOTKIN et al., 2006). Em outro trabalho, a dose de DEX pré-
natal de 0,2mg/kg foi capaz de diminuir a quantidade de 5-HT no mesencéfalo, estriado e cortex
na vida adulta (SLOTKIN; SEIDLER, 2010). Assim, podemos sugerir que dependendo da
dosagem ou periodo em que o tratamento ocorre, diferentes mudangas podem ser encontradas
a nivel comportamental e da funcionalidade do sistema serotonérgico neste modelo de

programacao fetal induzida pela DEX.

As evidéncias do papel da VitD na regulacdo do desenvolvimento e fungdo das células
nervosas sao corroboradas pela presenga da enzima la-hidroxilase, responsavel pela conversao
da forma ativa da VitD e, também da ampla expressdao de VDR no cérebro, principalmente no
hipotalamo e neur6nios monoaminérgicos (EYLES et al., 2005). Além disso, a VitD
desempenha um papel parecido com os neuroesteroides, dada a sua interagdo com os receptores
de ligacdo a esteroides de resposta rapida (MARRS - membrane associated rapid response
steroid-binding receptor), podendo em sua forma hormonal, agir em vérias vias metabolicas

intracelulares (KHANAL et al., 2008; NEMERE et al., 2010).

Ainda que nossos dados ndo tenham mostrado um efeito protetor da VitD sobre a acdo
da DEX de reduzir componentes do sistema serotonérgico, existem estudos mostrando que a
VitD pode modular tal agrupamento neuronal. Em um estudo publicado em 2018,
pesquisadores demonstraram a rela¢do na recaptagdo da 5-HT pelo SERT e MAO-A com a
VitD em células serotonérgicas. Desta forma, os grupos que receberam VitD tiveram a
diminui¢do da expressao de SERT e MAO-A nas células serotonérgicas € consequentemente
maior tempo de exposicao na fenda sinéptica de 5-HT (SABIR et al., 2018). Um estudo recente

com homens e mulheres que apresentam depressdo maior mostrou que, apos suplementacao
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com VitD (50000 UI por 3 meses) houve aumento significante dos niveis séricos de 5-HT e

melhora na severidade dos sintomas depressivos (ALGHAMDI et al., 2020).

Nossos resultados sugerem que o efeito antidepressivo da VitD parece nao ser via
sistema serotonérgico, indicando que este efeito pode estar ocorrendo via outros sistemas de
neurotransmissores ou via outras células nervosas. E importante lembrar que a enzima 1a-
hidroxilase € os VDR também sdo expressos na micréglia, ou seja, nas células ndo neuronais
do SNC, indicando fungdes autdcrinas e paracrinas do calcitriol nessas células nervosas
(BROWN et al., 2003). Além de tudo, VitD pode estar relacionada a produgao e liberagao de
fatores neurotroficos, como o fator de crescimento nervoso (NGF), muito importante para a
diferenciagdo celular (BROWN et al., 2003). Outro importante papel da VitD na diminui¢ao do
comportamento do tipo depressivo, se relaciona ao fato de que a VitD esta envolvida na sintese
de proteinas que se ligam aos ions de calcio, como a parvoalbumina e, dessa maneira, consegue
manter a homeostase celular de calcio, que é extremamente importante para o funcionamento
das células neurais (DE VIRAGH; HAGLID; CELIO, 1989; FERNANDES DE ABREU;
EYLES; FERON, 2009; TUOHIMAA et al., 2009). Por fim, o efeito protetor da VitD neste
caso poderia também estar relacionado a sua acdo de atenuar a morte neural causada pela DEX,
papel que ja foi demonstrado em outros estudos (GUIDOTT]I et al., 2013; OBRADOVIC et al.,
2006).

A VitD apresenta ainda func¢des de diferenciagdo celular no cérebro, promovendo o
crescimento de neuritos através, por exemplo, da estimulagdo de fatores de crescimento
(BROWN et al., 2003), como o BDNF. O BDNF ¢ uma neurotrofina que auxilia na protecao
dos neurdnios, sendo altamente importante para o SNC na vida adulta (MURER; YAN;
RAISMAN-VOZARI, 2001), além disso, ¢ muito importante para a plasticidade sinaptica e
formagdo da memoéria (COWANSAGE; LEDOUX; MONFILS, 2010).

Pacientes depressivos apresentam niveis séricos diminuidos de BDNF (YOSHIMURA
et al., 2011), e consequentemente, diminuicdo da manutencdo dos neurdnios cerebrais e da
neurogénese. Além disso, a expressdao de TGF-B1 (transforming growth factor-1), um fator de
crescimento, pode estimular o aumento de BDNF quando os niveis de VitD encontram-se
adequados no organismo (HAWES et al., 2015; LABELLE; LECLERC, 2000). Ainda assim,
outro estudo foi capaz de mostrar que o aumento da expressao de BDNF ¢ capaz de melhorar

os tratamentos antidepressivos (HUANG et al., 2011).
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Hawes et al (2015) demonstraram que em roedores fémeas submetidas a uma dieta
deficiente de VitD (OUI) ou normal (2195UI) durante 5 semanas antes do acasalamento e
durante a gestacao, a deficiéncia de VitD foi capaz de diminuir a expressao do mRNA de BDNF
no dia 14 do periodo embrionario (HAWES et al., 2015). Esses autores correlacionaram este

efeito a alteragdes no neurodesenvolvimento dos animais.

Além disso, um outro mecanismo que pode estar associado a regulagcdo dos transtornos
psiquicos ¢ o sistema dopaminérgico. A DA ¢ um neurotransmissor que tem diversas fungdes
no SNC, como relacionado a atividade motora, processos cognitivos, e a funcdes relacionadas
a recompensa (STUCHLIK et al., 2007). Os principais agrupamentos dopaminérgicos se
encontram na substancia negra e na area tegmental ventral. A substancia negra ¢ responsavel
por inervar o nucleo caudado e putdmen, formando a via mesoestriatal, enquanto a area
tegmental ventral inerva, nicleo accumbes, hipocampo e cortex pré-frontal, formando as vias

mesolimbica e mesocortical (OADES; HALLIDAY, 1987).

Como citado anteriormente, a DA esta relacionada com a hipotese monoaminérgica e,
também ¢ foco de acdo de fArmacos antidepressivos (DEAKIN; GRAEFF, 1991; NEMEROFF,
2007). Mais precisamente, ela estd relacionada com os mecanismos neurais por trds da
anedonia, segundo a “hipotese da desregulacdo dopaminérgica”, que se baseia na ideia de que
alteragdes na sinalizacdo dopaminérgica levam a disfungdes neurais que geram a anedonia
(SZCZYPINSKI; GOLA, 2018). O sistema mesolimbico tem sido bastante estudado em relacao
a recompensa € junto com o sistema mesocortical estdo envolvidos na modulacao das emogdes

[para revisdo ver (BERRIDGE; KRINGELBACH, 2008; WISE, 2004)].

Curiosamente, criangas (6-12 anos) com déficit de atengdo e hiperatividade
suplementadas durante 12 semanas com 2000 UI de VitD (25(OH)D) apresentam aumento dos
niveis de DA plasmatica, mas ndo de 5-HT (SEYEDI et al., 2019). Além disso, ja foi
demonstrado na literatura que a deficiéncia de VitD reduz a expressdo génica da tirosina
hidroxilase, que ¢ responsavel pela sintese a DA, no cérebro fetal de camundongo fémeas no
dia 17 do periodo embrionario (HAWES et al., 2015). Assim, tendo em vista que no presente
trabalho a VitD mostrou um efeito anti-anedonico que ndo se refletiu em alteragdes de
componentes serotonérgicos, podemos inferir que este efeito possa ter ocorrido devido a
alteragdes na neurotransmissao dopaminérgica via VitD. Mais estudos com foco no sistema

dopaminérgico sao necessarios para testar esta hipotese.
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Sabe-se que a exposi¢do pré-natal a DEX no ultimo trimestre da gestagdo aumenta a
expressao de mRNA para CRH no PVN hipotalamico e reduz os niveis de GR no hipocampo
(LEVITT et al., 1996). As implicacdes sdao de que a exposi¢do gestacional tardia a DEX pode
alterar definitivamente a janela de ajuste do eixo HHA a nivel hipotalamico, diminuindo a
sensibilidade ao feedback e elevando a atividade basal do HHA. Por outro lado, a exposi¢do de
DEX durante todo o periodo gestacional pode aumentar a atividade do eixo HHA, talvez

aumentando a sensibilidade de diversas areas aos GC (WUST et al., 2005).

Com base nisso, esperavamos encontrar uma alteragao na expressao de GR no DRN em
nosso modelo experimental. Entretanto, esta hipotese ndo foi confirmada, pois ndo encontramos
nenhum efeito da DEX ou da VitD sobre a expressio de GR no NDR. Os neur6nios
serotonérgicos do NDR expressam GR (HARFSTRAND et al., 1986) e as mudancas dos niveis
sistémicos de GC alteram a atividade do NDR em roedores (DONNER et al., 2012; WASELUS;
VALENTINO; VAN BOCKSTAELE, 2011). Isso pode ter contribuido no mecanismo que
levou as mudancas causadas pela DEX na expressdo de TPH e 5-HT 4 aos 6 MPN. Sendo assim,
um estudo mostrou que a exclusdo do gene de GR no NDR reduz o comportamento do tipo
ansioso e do tipo depressivo em camundongos (WASELUS; VALENTINO; VAN
BOCKSTAELE, 2011). Mais tarde mostrou-se que, essa deple¢do de GR aumenta a expressao
de mRNA de TPH2 nas partes dorsal, lateral e caudal dos nucleos da rafe, sem alterar as

concentragdes de 5-HT e 5-HIAA (VINCENT et al., 2018).

Neste trabalho nao avaliamos a ciclicidade estral e ndo realizamos as dosagens
hormonais dos animais, porém, alguns estudos demonstram que as variacdes de hormonios
durante o ciclo poderiam mostrar efeitos distintos em relagdo a exposicao aos GC, mostrando
diferengas entre o comportamento ansiolitico em diferentes fases do ciclo estral
(MARCONDES et al, 2001). Ainda, o estradiol parece ter um efeito ansiolitico e
antidepressivo (HIROI; NEUMAIER, 2006; LUND et al., 2005). Por outro lado, a progesterona
apresenta efeitos antiestrogénicos em comportamentos que avaliam ansiedade (DIAZ-VELIZ

et al., 1994; HIROI; NEUMALIER, 2006).

A neurotransmissao serotonérgica no NDR pode servir como uma regido critica para o
desenvolvimento de doengas psiquicas (HORNUNG, 2003). Num estudo em humanos, foi
observado que mulheres apresentavam taxa reduzida de 5-HT comparada a homens em niveis
basais (OKAZAWA et al., 2000). Em animais também foi demonstrado que a taxa de disparo
dos neurdnios serotonérgicos ¢ maior em machos em comparacdo com fémeas

ovarectomizadas, mostrando um efeito estimulatério do estradiol sobre a atividade
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serotonérgica (KLINK; ROBICHAUD; DEBONNEL, 2002; ROBICHAUD; DEBONNEL,
2005). Este efeito estimulatorio do estradiol sobre o sistema serotonérgico também ja foi
demonstrado em primatas (BETHEA et al., 2002). Nao podemos excluir a possibilidade de que
as variagdes hormonais possam ter mascarado parte dos efeitos da VitD sobre o sistema
serotonérgico, tendo em vista que as avaliagdes neuroquimicas nao foram feitas de acordo com

as diferentes fases do ciclo estral.

Desta maneira, a exposi¢ao pré-natal a elevadas concentragoes de GC, seja pela
administracdo sintética ou como resultado do estresse materno, estd associada com o processo
de desenvolvimento neural e consequentemente, ¢ um fator de risco para diagndstico de
disturbios psicoldgicos como a depressdo na vida adulta (LANGLEY; JACKSON, 1994;
ROSENFELD; SUCHECKI; LEVINE, 1992). Logo, os resultados do presente estudo sugere
que a suplementagdo de VitD durante a gestagdo pode desempenhar um papel importante em
termos de neuroprotecio e de estimulagdo do desenvolvimento e fungdo cerebral (FERON et

al., 2005) em situag@o de exposicao excessiva a GC na fase pré-natal.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que a administragao pré-natal de DEX causa uma alteracao
no conteido de componentes do sistema serotonérgico no NDR, mas sem repercussdes sobre
comportamentos relacionados a depressao e anedonia. Apesar da suplementagdo gestacional

com VitD mostrar efeitos antidepressivos, estes sao suprimidos pela exposicao pré-natal a DEX.
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8 ANEXO

8.1 Frequéncia no Teste do Nado Forcado

Em relagdo a frequéncia de imobilidade, nado e escalada, foi observado uma diferenga
tempo-dependente, ndo aparecendo diferenca estatistica aos 3MPN (Fig. 16 A, D e G) e nem
aos 6MPN (Fig. 16 B, E e H), aparecendo apenas aos 12 MPN. Quando observado a frequéncia
de imobilidade aos 12MPN, a ANOVA mostrou efeito da DEX (p=0,003; F(1,30)=9,94;
r2=21,46) e interacdo entre o tratamento com DEX e a suplementacdo com VitD gestacional
(p=0,03; F(1,30)=5,1; r2= 11,01). Porém, quando observado o pos-teste foi visto o efeito da
VitD diminuindo a frequéncia de imobilidade (p=0,009) e no grupo tratado com DEX
gestacional a DEX ndo permitiu esse efeito (p=0,0008) (Fig. 16C). Na frequéncia do nado aos
12 MPN, a ANOVA apresentou efeito do tratamento pré-natal com DEX (p=0,002;
F(1,31)=11,33; r2=25,17), porém, o pos-teste mostrou que apenas no grupo suplementado com
VitD (0,001), a DEX foi capaz de aumentar a frequéncia da natacdo (Fig. 16F). J& no
comportamento de escalada aos 12 MPN, a ANOVA mostrou efeito da DEX (p=0,01;
F(1,30)=6,79; 12=15,28) e interagdo (p=0,006; F(1,30)=8,62; 12=19,39). Porém, o pds-teste-
teste confirmou apenas o efeito da interacdo, onde a suplementacdo gestacional com VitD
diminui a frequéncia de escalada (p=0,009) e no grupo tratado com DEX pré-natal a VitD nao

foi capaz de barrar esse efeito (p=0,0007) (Fig. 16I).
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Figura 16. Frequéncia do comportamento de imobilidade, nado e escalada durante o teste do nado forgado, aos 3,
6e 12 MPN (A,BeC,D,EeF, G, H eI respectivamente) na prole de fémeas expostas 8 DEX e/ou suplementads
com VitD na gestagdo. ANOVA two-way seguida do p6s-teste de Fisher’s LSD. Os dados estdo expressos como:
média = EPM, p <0,05 (n= 7-10) **p<0,009; *** p<0,0009.



8.2 Resultados ANOVA de duas vias

Preferéncia pela Sacarose:

CTL DEX
3 MPN 94,2 £3,4 96,8 +£2,6
6 MPN 97,1+1,2 96,3 +2,5
12 MPN 90,2 +3,8 88,3 + 5%

VitD
949+23

94,7+3,7
86,6 + 5,4

73

DEXVitD Valor de P
95,3+3,4 NS
96,2+ 1,6 NS
95,7 + 23b P?=0,0241
P= 0,001

Tabela 2. Resultados da média e desvio padrdo para o teste de preferéncia pela sacarose dos animais estudados

aos 3, 6 e 12 MPN.

ANOVA two-way

DEX
F120=2,065
P=0,1614
R2=6,355
F130=0,1673
P=0,6854
R2=0,4932
F127=5,711
P=0,00241?
R2=11,66

DEXVitD  Valor de

Interacao VitD
3 MPN F129=1,020 F120=0,1139
P=0,3208 P=0,7382
R2=3,140 R2=0,3506
6 MPN Fi30=1,699 Fi130=2,112
P=0,2023 P=0,1565
R2=5,010 R2=6,226
12 MPN Fi127=13,23 F127=1,597
P=0,0011%" P=0,2171
R2=27 R2=3,260
Tabela 3. Resultados da ANOVA de duas vias para preferéncia pela sacarose dos animais estudados aos 3, 6 ¢
12 MPN.
Nado For¢ado
Duracao:
Variaveis CTL VitD
(Duracio)
Imobilidade 45 +£237 32,8+33,4 25,5+23.2>
3 MPN Nado 177,4+48,2 202,4+64,6 212,2+£53,6
Escalada 62,6 + 18,9 55,1+42.9 44,1 £43,7
Imobilidade 96,4 + 87,9 72,2+ 59,6 80,3 £52,2
6 MPN Nado 143,4 + 77,7 143,5 £ 64 135,9+ 74,5
Escalada 50,5 +33,1 57,1 £46,3 48,8 £45,9
Imobilidade 89,9 + 63,6 55,5+55,4 15,1 +£7.8
12 MPN Nado 110,1 £ 54,2 140 £ 58 182,2+ 38,4°
Escalada 87,2 + 37,6 89,7 + 60,3 85 +£28,3

P
93+87  P=0,0146
229,1+439 NS
37,8 +27,8 NS
87,1 + 54,7 NS
133,7+79,5 NS
36,2+ 26,1 NS
73,6 + P=0,01
32,5%
1358+  P"=0,04
30,3% P*=0,02
70,7 +25.7 NS

Tabela 4. Resultados da média e desvio padrao da duragdo das varidveis etoldgicas avaliadas no TNF
(imobilidade, nado e escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.



Variaveis
(Duracio)
Imobilidade
3 MPN
Nado

Escalada
Imobilidade
6 MPN

Nado

Escalada

Imobilidade

12 MPN
Nado

Escalada

Interacio

F1,30=0,056
P=0,8131
R2=0,1408
F1,34=0,054
P=0,8173
R2=0,1393
F1,33=0,002
P=0,9611
R2=0,006

F129=0,422
P=0,5210
R2=1,424

F1,3=0,001
P=0,9647
R2=0,006

F13,=0,5386
P=0,4683
R2=1,618

F1,29:7,508
P=0,01*"
R2=19,66
F1’30:5,5 16
P=0,0256
R2=14,03
F131=0,3680
P=0,5485
R2=1,140

ANOVA two-way
VitD

F130=6,721
P=0,0146"
R2=16,64
Fi134=3,151
P=0,0848
R2=8,096
F133=2,453
P=0,1268
R2=6,837

F129=0,0006
P=0,97950
R2=0,002
F13:=0,1216
P=0,7296
R2=0,3786
F13,=0,7373
P=0,3969
R2=2214

F1,29:2,839
P=0,1027
R2=7,357

F1,3():4,359
P=0,0454"
R2=11,09

F131=0,5858
P=0,4499
R2=1,815

74

DEX

F130=2,951
P=0,0961
R2=7,304

F134=1,457
P=0,2358
R2=3,743

F133=0,3662
P=0,5492
R2=1,021

F129=0,1330
P=0,7180
R2=0,4487
F13.=0,001
P=0,9661
R2=0,005
F13,=0,052
P=0,8210
R2=0,1563

F120=0,5107
P=0,4806
R2=1,323

F1,3020,2574
P=0,6156

R2=0,6547

F1,31:O,1822
P=0,6724
R2=0,5646

Tabela 5. Resultados da ANOVA de duas vias da duragdo das variaveis etologicas avaliadas no TNF
(imobilidade, nado e escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.

Laténcia:

Variaveis
(Laténcia)
Imobilidade

3 MPN Nado

Escalada

Imobilidade
6 MPN Nado

Escalada

Imobilidade

CTL

59,6+ 33,5
16+ 17,9
14,4 15,8

22.1+15,6
49+3,7
123+ 12,1

89,2 £49.4

DEX VitD

50,7+483 79,3 +63,2
39+12 43+3

10,8+10,7  64+69
3554384 68,81+ 64°

9,9+ 7 12+ 11,8
15,1 £17,4  49+3,1
80,0 £54,9° 168,8+43,1

DEXYVitD Valor de
P

95,3 +75,7 NS
9,7+ 12,98  P=0,0363
24,4 +£ 33,7 NS
71,3+ 64,6 P=0,01
32,7+46,2 NS
30,4 £46,8 NS
59,8 +35,6®° P*=0,001

P#r=0,004



12 MPN Nado

Escalada

15,6 £21,5
11,4+82

9,4+5,8 36,9 £48

83+5,2? 13,9 +£8,3

75

8,4+11,3 NS

6,2+1,3 P=0,03

Tabela 6. Resultados da média e desvio padrdo da laténcia das variaveis etologicas avaliadas no TNF

(imobilidade, nado e escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.

Variaveis
(Laténcia)
Imobilidade
3 MPN
Nado

Escalada

Imobilidade
6 MPN

Nado

Escalada

Imobilidade

12 MPN

Nado

Escalada

Interacio

F13:=0,4256
P=0,5187
R2=1,166

F130=4,803

P=0,0363*"
R2=13,26

F1,30:2,354
P=0,1354
R2=7,030

F13=0,1070
P=0,7457
R2=0,2854
F120=0,8945
P=0,3521
R2=2,512
F1,30:1 ,673
P=0,2058
R2=4,900

F|,29:9,775
P=0,004"
R2=18,13
F126=1,504
P=0,2303
R2=4,428
F12=0,9318
P=0,3424
R2=2,640

ANOVA two-way
VitD

F13:=2,820
P=0,1025
R2=7,727

F130=0,5483
P=0,4648
R2=1,513

F1,30:O, 1516

P=0,699
R2=0,4526

F1,31:6,238
P=0,0180"
R2=16,63
F1,29:3,250
P=0,0818
R2=9,127
F1,30:O,2017
P=0,6566
R2=0,5908

F1,29:3,3 04
P=0,07
R2=6,127
Fi28=1,242
P=0,2746
R2=3,657
F1,20=0,004
P=0,9446
R2=0,013

DEX

F1,33=0,033
P=0,855
R2=0,092
F130=0,7222
P=0,4021
R2=1,993
F1,30:1,036
P=0,3169
R2=3,094

F131=0,2315
P=0,6338
R2=0,6172
F1,29:2,393
P=0,1327
R2=6,720
F1,30:2,619
P=0,1160
R2=7,672

F1,29: 1 3,3 1
P=0,001*
R2=24,68

F128=3,641
P=0,0667
R2=10,72

F120=5,173

P=0,0305*
R2=14,65

Tabela 7. Resultados da ANOVA de duas vias da laténcia das variaveis etologicas avaliadas no TNF
(imobilidade, nado e escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.

Frequéncia:
Variaveis
(Frequéncia)

Imobilidade

3 MPN Nado

Escalada

Imobilidade

CTL
5,5+2,2

6,8+ 1,6
22+0,6

6,4 +3,4

DEX VitD

3,6 2,7 3,5+ 2,4b
58+3,1 52+2.1
22413 2,1+13
6,6%2,5 6+2,7

DEXYVitD Valor de

P
2+1,5 P*=0,032
P=0,023
4,6+1,5 NS
1,5+1,5 NS

5,3+2,8 NS



Nado
6 MPN
Escalada
Imobilidade
12 MPN
Nado
Escalada

8+42
42+23

7,3+2,7

8,8+2,4
5+1,6

82+32
3,6 423

8,2+4,1*

10,7 £ 4,1°
4,7+ 1,9

7,5+3,5
3,3£2,6

32+1,1°

6+19
2,1+0,7"

76

6,8+ 3,4 NS
2,7+1,9 NS
8,6 +£2,2*  P*=0,003
P=0,07
P#r=0,03
12,1+4,2 | P=0,002
5,9+25%  P=0,01
P*=0,006
P*=0,009

Tabela 8. Resultados da média e desvio padrdo da frequéncia das variaveis etologicas avaliadas no TNF
(imobilidade, nado ¢ escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.

Variaveis
(Frequéncia)
Imobilidade
3 MPN
Nado

Escalada

Imobilidade

6 MPN

Nado

Escalada

Imobilidade

12 MPN
Nado

Escalada

Interacao

F133=0,069
P=0,7941
R2=0,1570
Fi3=0,111
P=0,7406
R2=0,3040
F133=0,4206
P=0,5211
R2=1,216

F1,32:O,1737
P=0,6796
R2=0,5283

F13,=0,1119
P=0,7402
R2=0,3425
F132,=0,0002
P=0,9873
R2=0,0007

F|,30:5, 106
P=0,0313*
R2=11,01
F|,31:3, 149
P=0,0858
R2=6,994
F130=8,627
P=0,0063*
R2=19,39

ANOVA two-way
VitD

F13:=5,607
P=0,0239"
R2=12,71
F13,=3,353
P=0,0764
R2=9,141

F133=0,8518
P=0,3627
R2=2,462

F1’32:0,6738
P=0,4178
R2=2,050

F132=0,5476
P=0,4647
R2=1,676

F1,32: 1 s 151
P=0,2914
R2=3,407

F1ﬂ30:3,285
P=0,0799
R2=7,086

F131=0,4369
P=0,5140

R2=0,9681

Fia=1,614
P=0,2136
R2=3,628

DEX

F13=5,001
P=0,0322*
R2=11,34
Fi3=1,220
P=0,2776
R2=3,326
F13:=0,4878
P=0,4898
R2=1,41096,

F1ﬂ32:0,046
P=0,8314
R2=0,1402

F13=0,029
P=0,8643
R2=0,090

F13,=0,6155
P=0,4385
R2=1,823

F1ﬂ30:9,947
P=0,0036*
R2=21,46
F],31:1 1 ,33

P=0,002?
R2=25,17

F130=6,797
P=0,0141?
R2=15,28

Tabela 9. Resultados da ANOVA de duas vias da frequéncia das varidveis etoldgicas avaliadas no TNF

(imobilidade, nado e escalada) aos 3, 6 ¢ 12 MPN.



Western Blotting

TPH
6 MPN S'HTIA
SERT

GR

TPH
12 MPN S'HTIA
SERT

GR

CTL
3,242,6
2,6£1,2
3,426
10,2

0,9+0,4

1,812
1,5%1

1,1=1,1

DEX

0,4+0,22
0,6+0,3?
0,7+0,3
1,1+0,4

0,7+0,4
1,24+0,3
1,3+0,8
0,9+0,3

VitD
2,6£1,5
3,042
1,7+1
1,4+1,2

0,9+0,4
1,2+0,4
0,8+0,2
1,3£1,9

77

DEXYVitD  Valor de
P

p=0,0103
p=0,0045

0,8+0,8
0,7+£0,4
1,3+0,9 NS
1,1+£0,2 NS

1,2+0,4 NS
1,7+0,97 NS
1,3+0,3 NS
0,9+0,9 NS

Tabela 10. Resultados da média e desvio padrdo na densidade optica de TPH, 5-HT 4, SERT e GR
(respectivamente) nas fémeas aos 6 ¢ 12 MPN.

Proteinas

TPH

6 MPN

5-HT1a

SERT

GR

TPH

12 MPN

5-HT1a

SERT

GR

Interacao

F1,11:0,4231
p=0,5288
12=2,041

F1,11:0,1092
p=0,7473
12=0,4421

F1,12:2,351
p=0,1511
12=12,25

F1.12=0,555
p=0,4706
12=4,289

F11=1,653
p=0,2228
r2=11,08

Fi1=1,584
p=0,2321
2=11,62

F|,|2:0,6307
p=0,4425
12=4,568

F1,12:0,053
p=0,8215

r2=0,4331

ANOVA two way

VitD

F1,11:0,0236
p=0,8805
r2=0,1143

F1,11:O,3734
p=0,5536
r2=1,512

F1,12:0,5579
p=0,4695
12=2,906

F1.12=0,2781
p=0,6076
12=2,149

Fi12=1,175
p=0,2998
r2=7,876

F1.12=0,0479
p=0,8303
12=0,3518

F1,12:O,9739
p=03432
r2=7,053

F 1 ,1220,044
p=0,8358
r2=0,3655

DEX

F]ﬂ] 1:9,544
p=0,0103*
12=46,04
F]ﬂ] 1= 1 2,61
p=0,0045"
r2=51,07
F1ﬂ12:4,289
p=0,0606
12=2234
F1.12=0,1064
p=0,7499
r2=0,8226

F1.12=0,0859
p=0,7744
r2=0,5761

F1.12=0,006
p=0,9349
r2=0,051

F1’12:0,2026
p=0,6606
r2=1,468

F1,12:0,1 810
p=0,6781
r2=1,474

Tabela 11. Resultados da ANOVA de duas vias da expressdo de TPH, 5-HTa, SERT e GR (respectivamente)

nas fémeas aos 6 e 12 MPN.
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CERTIFICADO

Certificamos que & proposta intitulads *Estudo dos efeibos da administracio de dexametasona durante a gravidez sobre a cogriga,
o compostamento & metabolismo enengético de ratas Wistar e suas proles. ®, protocolada sob o CEUA n# 774170417, sob a
responsabilidade de Fernanda Barbosa Lima Christian & squipe; Flaviano Lorenzon - que envolve a producio, manutengio efou
utiliragfio de amimais pertencentes 5o filo Chordsts, wibfilo Yertebrats (eocstn o homemi), pars firs de pesquisa cientifics ou snwma
= st de acordo com oS preceitos da Led 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.89% de 15 de julho de 3009, bem coma
comi 8% normas editadas pela Conselho Nacional de Controle da Experimentscio Animal (OONCEA|, & foi sprowasda pels Comissia
de Etica no Uso de Animsis da Universidsde Federsl de Sants Catarina (CEUAUFSC) na reumilo de 05,06/2017.

We certify that the proposal *Study of the effects of dexamethasone used during pregnancy on cognition, behasior and metabolism
of Wistar female rats and their affsprings.®, utilizing 370 Heterogenics rats (males and femasles), protocol number CELA
7174170417, under the responshility of Fermanda Barbosa Lima Christian snd team; Flaviano Lorenzon - which involves the
production, maintenance andior wse of animats. belonging to the phytum Chordata, subphylum Vertebrata (eacept hurman beings),
for scientific research punposes or teaching - i in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 68599 of july 15, 2009, as
well a5 with the rules issuesd by the Mabonal Council for Contral of Animal Experimentstion (CONCEA), and was approved by the
Ethic Committes on &nimal Use of the Federal University of Santa Catarima [CEUS/UFSC) in the meeting of S8/05/2007.

Finalidade da Proposta: Pesguisa
Wigéncia da Propostac de GE/2017 & 062021 Ares: Cidncias Fisiokigicas
Origem: Bigtério Central

Espérie:  Ratos heterogénicos wewg: Machos e Fémeas  idadec 18 2 messs N: 173
Linhagem: ‘Wistar Peso: 1002 Xl g

Resumo: Os glcocorticosdes (GCs) sho hoemnics importantes para o deserwolamento fetal, além de participarem da homeostase
glicémica e da resposts adeguada a0 estresse ao bongo ds vids. Porém, seu uso na clirecs como drogs ants-infl amstbria e
imunossupressara tem provocado efeitos colaterais gue incluem alteragies do metabolismo que podem levar & sindramse
mestabdlica, besm como a doencas cardicwasculares, osteoporose & trarstornos psiguicos. & exposigho pré-natal a concentragbes
elewsdas de GC tem efeitos deletérios na prole, podenda levs-los & mane, ou, &m caso de sabrevivénos, s denos metabdlcos &
nesurais que repercutem em diversas reas na vida sdulta. A vitamina D tem sido sugerids coma um Eratsments coadjuvante para
amenizar os efeitos colaterais dos glicocorticosdes, principalmente no que tange a cstecporose, visto & sua participagho ma
homepstase do céicio & fdsforo. Recentemente 8 vitamana O tem sido sugerids coma um kormidres pluripotente com stivsdade em
diversas sistemas, incluinde o sistema nervoso central, participando inclusive no desenvolviments do cérebro fetal. A deficiéncia de
url:.lmmu I:l Estd & tomardo caos utrmll: frequente em mulheres &m idade reproduties. Por um lada, poucos alimentos contém

il s i i in= rnm ina M nara aanrir s nereasidsdess distéteag dikriss Bor nidrn se alias
I:.n.u. :I-tl'u:ldh:ll de tumores i:u'th'rlq. dewedo & sits exposicBo solar tém levada 5 comportamentos de evitar & esposicho sa sal
& 50 uso de filros de protegba solar, Com isso, 8 sintese enddgens de vitaming D & prejudicads, centribuinde pars deficiéncis ds
mesma. Os conhecidos efeitos deletérios dos glcocoeticoides administrados na gravsdez lewam & prole & dessnvolver descadens
mtabdlicas simalares hguelas encontradas na diabete & cbesidade, bem como levam a mie a desenvalver desorders paiquicas
que podem interferir nas fungies cognitivas, sfetands o cuidsdo com & prole & levando b neuropatiss associsdss. Nos
hipotetizames que a suplementagio de vitamin D durante a gravider de ratas expostas a sitas doses de dexametasona, uma doga
com potente agla glicocoeticdede, poderd reverber, ou a0 menos atenusr o3 efeitos deletérios dos glicocomicoides tanto nas
gestantes guanto na prole de ratos Wistar, Noasa proposts visa estudsr aimda s & prole spresents diferen;ss seauals na
susceptibilidade aos efetos da dexametasons & ou nas respostas b intervenglo com vitamim D, O trabalho serd realizada com ratas
Wistar com T0-150 diss & maches adultos para o protocolo de acasalamento [com duragla de 6 dias). Parte das fémeas prenhes
receberio wiplementa;bo de vitsmins D vis orel, por gavagem (15 W) durante tods o periado gestac ional ety dessmetasona nas
doses de 0.1 & 0,2 mgikg na da bgua de beber, entre o 14¥ ¢ 159 dis de gestacho. Apds o pario, as fémeas serlo wsbmetidas sos
seguints tesbes comportamentais: teste de comportamento materna, onde serfo avalisdes & corduglo dos filkotes até o ranho,
amamsnts;io & ato de lsmber os fhobes; t=sts do ninho, ande o grau de complesidads do ranho corstruido serd avaliado; labirinka
em cruz-ebevado, svalisndo-se varidvels stoligicas & espago-temparais para andise de comportaments do Bipo ansoss; beste do
nado forgado repetida, pra svalischo de compartamenio do tipo depressivo através de andlise de imobilidades; & o teste de
reconhecimento de abjetcs, para avalisgbo da cognicho & memdsia dos snimais. As proles serbo svalisdas desds o periado pré-
natal com relacho & parbmetros de desenvalvimento neural, tesbes compestamentals como os aplicados nas mbes, bem coma
dados murnométroos ¢ parkmetros metabdlicos taks coma nivels plasmétices de glicoas & triaciiglicerol, comedde de gordura

His Coimvbasjada Vo v, 110, wdla Al - Trrdeds Flassipds larls Caaive U0 CEF BRE40-430 vl 39 1480 3P0 006D ta
e Ly T e e | T e oL T
EEUA W T TE1 T
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hepatica, tolerdncia & nmbns, massa de cédulss ? pancredticss & massss sbindsts & relstiva de drgdos metabblioos.

Local do experimentn: CFS-CCB-UFSE, (ma ala antiga do CCH, mo antigo prédio da Técreca Operatdrio) com aproximadamente & m
cada sala de animais.

Porandpolis, 05 de junho de 2007

3/ FIVON

Prof. Dr. Carlos Rogério Torussi Marnis Alcina Martins de Castro
Presidente da Comessha de Etica ra Uso de Animas Wice-Presidente da Comissdo de Etica no Uso de &remais
Universdsde Federal de Sants Cstasing Ursversidade Federal de Santa Catarna

Bow Comnrlatjade Yo lvm. J00 nele 4G Trdadade Flaisshmdflarls Calaine W DIF SRCAC 430 tmd 3% (40 3771 BE8D  tem
Pt e b gt e 1% 0 B e B% e (IR e A8 e (R 6 R e e sflels ot e
CEs B T TERAT

Figura 17. Certificado de aprovagio da Comissio de Etica do Uso de Animais.
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