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Resumo

Estudar o comportamento animal ¢ uma ferramenta importante para a
compreensdo de transtornos relacionados a emocionalidade. Ratos isogénicos das
linhagens SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) e SLA16 (SHR.LEW.Anxrrl6)
apresentam comportamento emocional caracteristico de cada linhagem e podem ser
utilizados na busca por biomarcadores envolvidos com as respostas comportamentais. O
hipocampo, além de apresentar neurogénese na vida adulta, ¢ uma das principais
estruturas relacionadas com memoria, aprendizado e medo e pouco se sabe sobre
neuromarcadores nesta area nas linhagens SHR e SLA16. O objetivo do presente estudo
foi investigar o imunoconteido de marcadores hipocampais neuronais como
doublecortina (DCX), receptores de glicocorticoides (GR) ¢ a acetilagdo da histona H3
(H3Lys14) em machos e fémeas das linhagens SHR e SLA16. Propomos a hipdtese de
que mudancas no imunoconteudo destes marcadores possam se correlacionar com as
respostas especificas desses ratos isogé€nicos em testes comportamentais de
emocionalidade. Foram utilizados 2 grupos contendo machos ¢ fémeas de ambas as
linhagens: grupo naive —que nao foi submetido a testes comportamentais— e grupo
“pos-comportamento” —que foi submetido aos seguintes testes: labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto (CA) e reconhecimento de objeto (RO). Todos os animais
foram eutanasiados aos 60 dias de idade para andlises do contetido hipocampal de DCX,
GR e H3. No LCE, fémeas SLA16 apresentaram maior frequéncia de entradas nos bracos
fechados (p=0,0277) comparadas as fémeas SHR, enquanto os machos SLAI16
apresentaram maior tempo de permanéncia nos bragos fechados (p=0,0349) comparados
aos machos SHR. No CA, fémeas SLA16 apresentaram maior locomog¢do em comparagao
com as SHR (p=0,0195). Comparando-se animais naive e ‘“pds-comportamento”
observou-se um aumento do conteudo hipocampal de H3 em machos SHR apos os testes
comportamentais, comparados com fémeas da mesma linhagem. O contetido hipocampal
de DCX e GR nao foi diferente entre os grupos experimentais. Os dados sugerem que o
aumento de neur6nios imaturos parece ndo estar envolvido na modulagdo do
comportamento emocional destas linhagens. O maior imunocontetido de H3 em machos
SHR do que em fémeas indica a necessidade de uma melhor avaliagdo da epigenética
envolvida no comportamento emocional para se determinar quais genes t€ém o o
imunoconteudo aumentado apds acetilagdo. Além disso, a descoberta do imunocontetido
diferencial entre sexos, de biomarcadores envolvidos com o comportamento emocional
podera contribuir para o diagnostico, tratamento e melhor compreensio dos transtornos
emocionais e suas diferencas entre homens e mulheres. Palavras-chave: Transtornos

neuropsiquiatricos, humor, biomarcadores, epigenética



ABSTRACT

Studying animal behavior is an important tool to understand emotionality
related disorders. Isogenic rat strains like SHR (Spontaneously Hypertensive Rats) and
SLA16 (SHR.LEW.Anxrr16) exhibit distinctive emotional behaviors and can be used to
find biomarkers that modulate behavioral responses. Hippocampus can present adult
neurogenesis and is one of the main areas processing memory, learning and fear, but little
is known about the expression of hippocampal biomarkers in the SHR and SLA16 strains.
We aimed to investigate the hippocampal expression of biomarkers like doublecortin
(DCX), glucocorticoid receptors (GR) as well as H3 histone acetylation (H3Lys14) in
male and female rats from the SHR and SLA16 strains. We hypothesized that changes in
these biomarkers’ expression might correlate to the typical responses of these strains in
emotionality behavioral tests. Rats were separated in two groups with males and females
from both strains: the “naive group”, in which rats were not exposed to behavioral tests;
and the “post-test group”, in which rats were exposed to the following tests: elevated plus
maze (EPM), open field (OF) and object recognition (OR). All animals were euthanized
at 60 days of age, when the hippocampal content of DCX, GR and H3 was analyzed. In
the EPM test, SLA16 females presented a higher frequency of entrances in the closed
arms (p=0,0277) compared to SHR females, while SLA16 males spent more time in the
closed arms (p=0,0349) than SHR males. Also, SLA16 females had higher levels of
locomotion in the OF compared to SHR females (p=0,0195). The comparison of “naive”
and “post-test” groups showed that SHR males presented a higher content of H3 in the
hippocampus compared to females from the same strain. The hippocampal content of
DCX and GR was not different among the groups. These data suggest that an increase of
immature neurons does not seem to be involved in the modulation of emotional behavior
in these rat strains. The higher expression of H3 in SHR males compared to females raises
the attention to the need for a better evaluation of epigenetic mechanisms involved in the
emotional behavior to determine which genes present increased expression after the
acetylation. Also, the differential expression of molecular markers involved in behavioral
responses between males and females can contribute to the diagnosis, treatment and better
understanding of emotional disorders and their differences between men and women.

Keywords: neuropsychiatric disorders, humor, biomarkers, epigenetics.
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1. INTRODUCAO

Desde a década de 70, apesar das ferramentas limitadas disponiveis na época,
pesquisadores reconheceram que a compreensao da fungdo cerebral era o rumo do
desenvolvimento da ciéncia do comportamento (GUR; GUR, 2017). As analises de
comportamentos em modelos animais vém sendo utilizada para esclarecer os mecanismos
das diversas doencas neuropsiquidtricas existentes. A compreensdao de determinados
comportamentos facilita o tratamento farmacologico e aumenta as chances de sucesso no

prognoéstico (DONNER; LOWRY, 2013).

Ainda que transtornos psiquidtricos complexos ndao possam ser
verdadeiramente mimetizados em modelos animais, hd conservacao de certos fendtipos
em todas as espécies que permite medir o comportamento e os fatores neurobiologicos de
interesse em animais ¢ usa-los para a melhor compreensao desses eventos em humanos
(BURKE et al., 2016). Portanto, testes comportamentais em modelos animais traduzem
uma situacdo de teste que é comparavel e relevante entre os roedores ¢ os humanos
(DONNER; LOWRY, 2013). Sendo assim, modelos animais naives, sem exposi¢ao
anterior a tratamentos e/ou testes, sdo frequentemente usados em analises, pois garantem
a comparacao com o estado basal do animal, com representacdo melhor das diferencas

comportamentais ou moleculares observadas.

1.1 LINHAGENS ISOGENICAS COMO MODELOS GENETICOS PARA O
ESTUDO DA EMOCIONALIDADE

Em contraste com estudos em humanos, os modelos experimentais permitem
que fatores genéticos e ambientais possam ser controlados. Sendo assim, o uso de
modelos animais usados para investigar influéncias genéticas em fenotipos semelhantes
a ansiedade, t€ém validade preditiva para mimetizar tracos de ansiedade em humanos
(GILL; BOYLE, 2005). A utilizagdo de linhagens isogénicas ¢ uma das melhores
ferramentas para se estudar determinantes genéticos devido ao fato de apresentarem
uniformidade génica gerando estabilidade genética para as andlises (SLATTERY;

CRYAN, 2014). Essas linhagens sdo desenvolvidas a partir de cruzamentos
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consanguineos, que acarretam animais com o genoma praticamente idéntico apos

aproximadamente 20 geragdes (STEIMER, 2011).

Através do mapeamento genético € possivel identificar genes e produtos de
interacdes génicas envolvidas com os fendtipos comportamentais (YALCIN; FLINT;
MOTT, 2005). Ramos et al. (1999), por exemplo, foram capazes de mapear uma regiao
gendmica nomeada Ofill (do inglés: open field inner locomotion 1), a qual influencia a
locomogdo de ratos no campo aberto (CA). A analise da locomocdo de roedores neste
aparato ¢ utilizada como um indice experimental de ansiedade (CONTI et al., 2004). A
partir disso, estudos complementares observaram outros fatores, para melhor
compreensdo da influéncia dessa regido gendmica, como a preferéncia por alcool (BICE
etal., 1998), alteracdes nos niveis plasmaticos de costicorterona (POTENZA et al., 2004),
atividade locomotora induzida por novidade/estresse (GILL; BOYLE, 2005), regulagao
da neuroinflamagdo (MARTA et al., 2010) e doengas coronarias e metabodlicas

(AITMAN et al., 1997).

De acordo com estudos realizados por Ramos et al (1997), duas linhagens
consanguineas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR — do inglés: Spontaneously
Hypertensive Rats) e Lewis (LEW) se mostraram promissoras como um modelo genético
de estudo da emocionalidade. Os SHR e LEW apresentam comportamentos contrastantes
quando submetidos a testes comportamentais, tendo sido confirmado em estudo posterior
que essa diferenca corresponde a diferencas genéticas, na regidao Ofi/l do cromossomo 4
dos ratos. Atualmente, essa regido ¢ nomeada como Anxrrl6 (do inglés: anxiety-related
response #16) descrita no Rat Genome Database (LAULEDERKIND et al., 2013).
Quando submetidos a testes comportamentais de ansiedade (labirinto em cruz elevado e
caixa claro e escuro), a linhagem SHR apresenta maior resposta aos estimulos aversivos
quando comparada a linhagem LEW, o que ¢ interpretado como um comportamento
menos ansioso. Entretanto, as linhagens nao sao diferentes com relagdo a locomogao total,

nem a taxa de defecagdo em ambientes novos (RAMOS et al., 1998)

Em um cruzamento entre as linhagens, inicialmente observou-se que a regiao
Anxrrl6 afetava de maneira contraintuitiva somente as fémeas, ou seja, 0os animais com
alelos provenientes da linhagem LEW atribuiram maior locomog¢do no campo aberto,
quando comparada a linhagem parental de SHR. A ocorréncia contraintuitiva ndo ¢ rara
em analises de variagdo genética. Isso porque as proles, por apresentarem mistura

genética, podem desenvolver um comportamento diferente do esperado (CALDARONE
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etal., 1997; LLAMAS et al., 2005; SILVA et al., 2007). Outras anéalises revelaram que o
comportamento emocional da regido Anxrri6 ndo é apenas sexo especifico, como
também seria dependente do tipo de cruzamento parental, sendo possivel a heranca
genética de determinado comportamento (RAMOS et al., 1998; VENDRUSCOLO et al.,
2006).

Com o objetivo de refinar e isolar a regido Anxrri6 para uma melhor
compreensdo da diferenca de comportamento nessas linhagens, De Medeiros e
colaboradores (2013) obtiveram uma linhagem denominada SHR.LEW.Anxrrl6
(SLA16), a qual possui um fragmento do cromossomo 4 de ratos contendo a regidao
Anxrrl6 proveniente da linhagem LEW (doador) na linhagem base de SHR (receptor).
Este estudo sugere ainda que os animais da linhagem SLA16 apresentam maiores indices
de locomogao no centro do campo aberto, comparados aos animais SHR (RAMOS et al.,
1997, 1998). O Anxrri6 afeta os descendentes de linhagens LEW e SHR de maneira
contraintuitiva, ou seja, os alelos LEW conferem um perfil de ansiedade mais reduzido.
O aumento da locomogao no centro do campo aberto que se relaciona a redugdo dos niveis
de ansiedade foi observado em ambos os sexos ¢ foi independente do ciclo estral (DE

MEDEIROS et al., 2013).

X '®
SHR JLEVV

Maior locomogdo Comportamento
Menor comportamento considerado tipo ansioso
ansioso comparado ao Evita locais aversivos

LEW; maior resposta a
estimulos aversivos

KX ®
(_~sLa16
Maior locomocgéo quando
comparados ao SHR;

Menos ansioso quando
comprados ao SHR.

Figura 1: Os animais da linhagem SLA16 foram gerados a partir de retrocruzamento
entre LEW e SHR. A linhagem SLA16 possui alelos LEW no locus Anxrri6 e o resto do
genoma proveniente da linhagem SHR. Fonte: Autor (2021)
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1.2 DIMORFISMO SEXUAL NO COMPORTAMENTO

Durante décadas, os estudos de comportamento animal realizados utilizavam
apenas machos em seus testes. Isso traz um vi€s de sexo que implica na pesquisa de novos
tratamentos nos transtornos neuro-psiquicos (RUBINOW; SCHMIDT, 2019). A fim de
diminuir esse enviesamento, neste trabalho ambos os sexos foram analisados, com o
objetivo de observar se existe diferenca comportamental entre sexos em cada uma das

linhagens.

Embora as mulheres mostrem uma prevaléncia mais alta de transtornos
emocionais como ansiedade e depressio (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL
EPPERSON, 2014; DONNER; LOWRY, 2013), o sexo como uma variavel bioldgica
principal ¢ pouco representado na pesquisa. As fémeas sdao constantemente
negligenciadas devido a preocupag¢des de que a variagdo hormonal durante o ciclo
reprodutivo feminino possa confundir a interpretagdo dos dados experimentais, apesar de
meta-analises com roedores fémeas comprovarem que isso ndo ¢ uma regra, ja que
algumas medidas neurais e comportamentais parecem nao ser diretamente afetadas pelos
ciclos hormonais reprodutivos quando ratas sdo comparadas aos machos (SCHOLL et

al., 2019).

Sendo assim, torna-se imprescindivel a anélise de como machos e fémeas em
seu estado basal reagem as variedades de contextos. Ainda, compreender como testes
comportamentais e contextos ansiogénicos interferem nas vias moleculares pode auxiliar
no direcionamento de estudos futuros, garantindo ao eficiéncia de tratamentos que
considerem essas vias (STRAWN; LEVINE, 2020). Além disso, os resultados podem
contribuir para a determinacdo do agrupamento de dados de ambos os sexos na
investigagdo de mecanismos neurobioldgicos nos transtornos de humor (SCHOLL et al.,

2019), caso nao se encontrem evidéncias de dimorfismo sexual.

Muita atengdo tem sido voltada para diferengas sexuais no eixo hipotdlamo-
pituitaria-adrenal (HPA) de roedores, pois a regulacdo do eixo ¢ frequentemente
perturbada durante episdédios emocionais (ALTEMUS; SARVAIYA; NEILL
EPPERSON, 2014; KUDIELKA; KIRSCHBAUM, 2005). Também ¢ de se esperar que
existam diferencas sexuais biologicas relevantes para a ansiedade no que diz respeito a

vulnerabilidade ao estresse, percepcdo e processamento de eventos estressantes, € que
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algumas dessas diferencas possam ser detectaveis em nivel molecular (DONNER;

LOWRY, 2013).

Em contraste com os humanos, as roedoras adultas apresentam menos
ansiedade do que os machos em muitos testes comportamentais especificos, como no teste
de campo aberto e no labirinto em cruz elevado (BRAND; SLOB, 1988; JOHNSTON;
FILE, 1991; DOMONKOS et al., 2017). Os sexos tém impacto relevante na fisiologia,
em processos cerebrais de recompensa, na resposta ao ambiente, na farmacocinética e
farmacodinamica, influenciando na resposta ao tratamento, na transdugao de sinal e no
metabolismo(JENNINGS; LECEA, 2020; SRAMEK; MURPHY; CUTLER, 2016).
Desta forma os mecanismos pelos quais ocorre a modulagdo na sinalizagdo celular em
transtornos emocionais € como o sexo interfere nestes comportamentos ainda sdo um
mistério, devido a complexidade ndo s6 das vias neurais, mas também das agdes dos
hormonios sexuais no sistema nervoso central ¢ dos modelos utilizados nos estudos

(RUBINOW; SCHMIDT, 2019).

1.3 O CONSTRUTO DA EMOCIONALIDADE EM MODELOS ANIMAIS E
MARCADORES MOLECULARES NEURAIS

O hipocampo ¢ uma das estruturas que compdem o sistema limbico,
desempenhando um papel importante ndo sé em processos de memoria e aprendizagem
mas também em fung¢des autonomicas e neuroenddcrinas (EICHENBAUM; OTTO;
COHEN, 1992). Além disso, o hipocampo ¢ uma estrutura-chave do chamado “cérebro
emocional”, pois a regido dorsal do hipocampo esta preferencialmente envolvida nas
fungdes relacionadas a memoria, enquanto o hipocampo ventral tem um papel no
processamento de informacdes emocionais, como o medo relacionado a ansiedade
(REVEST et al., 2009) e est4 envolvido na regulacao do eixo HPA, que modula os niveis
de hormonios glicocorticoides circulantes (BOYLE et al., 2005; DE KLOET et al., 1998;
DE KLOET; REUL, 1987; REUL et al., 2000). Em contrapartida, os glicocorticoides
atuam na consolidacao de memorias e situagdes emocionalmente estimulantes, através da
ativacdo dos receptores de glicorticoides (GR — do inglés: Glucocorticoid Receptor) e
mineralocorticoides presentes no hipocampo (BEYLIN; SHORS, 2003; MCGAUGH;
ROOZENDAAL, 2002).
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Sendo assim, compreende-se que o hipocampo estd envolvido em respostas
fisiologicas e comportamentais em situagdes que desafiam a homeostase. E também no
hipocampo, em sua regido do giro denteado (GD), que ocorre a maior parte da
neurogénese adulta, ou seja, o nascimento de novos neuronios e astrocitos (GOULD et
al.,, 1997, VAN PRAAG et al., 2002). Além disso, o hipocampo esta envolvido na
neuroplasticidade, que inclui o remodelamento dendritico de neurdnios piramidais na
regido CA3 (MCEWEN, 1999), sinaptogénese e potenciacdo de longo prazo — LTP)
(BILANG-BLEUEL et al., 2005; KIM; DIAMOND, 2002).

1.3.1 A maturacio de novos neuronios e a emocionalidade

O remodelamento neuronal pode ocorrer em diversos pontos, desde
modificacdes epigenéticas da expressdo génica, até a modulagdo das sinapses ativando
vias de sinalizacdo celular (CHRISTIAN; SONG; MING, 2014). Supde-se que a geragao
e integracdao de novos neurdnios no circuito existente seja uma das principais formas de
plasticidade estrutural no sistema nervoso adulto (KEMPERMANN et al., 2010). O
processo de formagdo de neurdnios, ocorre em mamiferos na fase de desenvolvimento
neural (periodo embrionario). J4 na fase adulta, a neurogénese passa a ocorrer
principalmente em trés regides encefalicas, conhecidas como zona subventricular, na
regido dos ventriculos laterais, e zona subgranular, na regido do GD hipocampal e no

bulbo olfatério (FUCHS; FLUGGE; CZEH, 2006).

Basicamente, o processo de neurogénese se inicia a partir da divisdao de
células tronco neurais, em um periodo chamado de fase quiescente. A divisdo ocorre de
forma assimétrica tornando precursores tipo 2a, que originam subsequentemente células
progenitoras intermedidrias do tipo 2b. A partir das células 2b se originam os
neuroblastos, identificados pela expressao de doublecortina (DCX), que se destaca como
um biomarcador para neurogénese (COVIC; KARACA; LIE, 2010). Por fim, os
neuroblastos se diferenciam em células granulares, se tornando agora neurdnios imaturos,
com propriedades morfologicas e eletrofisioldgicas ainda ndo desenvolvidas totalmente.
Se a conexao entre neuronios se fortalecerem, os neurdnios se especificam e integram a

rede de neurdnios maduros (Figura 2) (BATIZ et al., 2016).
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Figura 2: Imagem ilustrativa do processo de maturacdo neuronal. Apds o
inicio da divisao das células tronco neurais, as células progenitoras se maturam, passando
pelas formas: Tipo 2, Neuroblasto, Neur6nio Imaturo até se tornarem o Neurdnio Maduro.

Fonte: Hsieh (2012) — Adaptado.

A DCX ¢ encontrada na camada granular GD do hipocampo e tem se
mostrado expressiva durante o desenvolvimento de células-tronco neurais (KELOGLAN;
SAHIN; CEVIK, 2019). A DCX também esta envolvida na migracdo de neuroblastos e
na regulagdo da migragdo neuronal ao estabilizar a fungcdo dos microtubulos (FRANCIS
et al.,, 1999; GLEESON et al., 1999). E possivel encontrar a DCX no alongamento de
neuritos, de axonios e na sinaptogénese, sendo considerada, portanto, um marcador de

neurdnios imaturos (D’ALESSIO et al., 2010).

Devido ao seu importante papel na formagao e aprendizagem da memoria, o
comprometimento da neurogénese hipocampal adulta leva a déficits nas tarefas de
aprendizagem dependentes do hipocampo (JOBE; MCQUATE; ZHAO, 2012; MING;
SONG, 2011). Além disso, distarbios do humor, como ansiedade e depressdo, sdo
afetados pela regulacdo neuroenddcrina do hipocampo e se exacerbam quando a
neurogénese adulta € inibida (SNYDER et al., 2011). Segundo Santarelli e colaboradores
(2003), a neurogénese € um processo essencial para a eficacia de antidepressivos. Isso
porque foi demonstrado que a inducdo de dano neuronal por radiacdo impede a

neurogénese do hipocampo de ratos adultos, ndo reduzindo comportamentos emocionais
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apos o tratamento com antidepressivos. Esse dado sugere o envolvimento da neurogénese

na presenga de tragos ansiosos e depressivos (PETRIK; LAGACE; EISCH, 2012).

Neste sentido, a neurogénese adulta, se prejudicada, tem sido associada as
deficiéncias cognitivas que estdo frequentemente presentes em pacientes com transtornos
neuropsiquicos, como estresse, depressdo, esquizofrenia, transtornos de ansiedade e
comportamentos relacionados com a dependéncia (CHRISTIAN; SONG; MING, 2014).
Na maioria desses transtornos psiquiatricos foi relatada uma diminui¢do da proliferacao
celular no GD e do volume do hipocampo, prejudicando fungdes dependentes do
hipocampo, como a memoria operacional e espacial (MIRESCU; GOULD, 2006;
MORRIS et al., 2010; REVEST et al., 2009).

Por outro lado, as mudangas estruturais e funcionais no hipocampo podem ser
atenuadas ou revertidas, por exemplo, com a realizacdo de exercicios fisicos ou no
tratamento com antidepressivos (ANACKER et al., 2011; KEMPERMANN et al., 2010;
SANTARELLI et al., 2003). Portanto, pode-se considerar que a neurogénese hipocampal
seja crucial ndo apenas para o aprendizado e a memoria, mas também para
comportamentos de conduta social e controle emocional (LIEBERWIRTH et al., 2016).
A neurogénese mostra efeitos ansioliticos em camundongos submetidos a estresse de
derrota social cronica (modelos de depressdo), tratados com corticosterona, reduzindo os
tragos ansiosos quando submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado e ao teste de
nado forcado (DENOTH-LIPPUNER; JESSBERGER, 2021; HILL; SAHAY; HEN,
2015; YUN et al., 2018).

1.3.2 O estresse na modulacio do comportamento ansioso

A resposta ao estresse ocorre quando um animal se depara com um desafio
fisico ou psicoldgico, que ameaga interromper a homeostase (PATTWELL; BATH,
2017). A formagao da memoria desses eventos ¢ Util para que o individuo responda de
forma mais adequada caso a situagdo seja encontrada novamente (TROLLOPE et al.,
2017). Em 1908, Yerkes e Dodson propuseram o modelo conhecido como a curva de
Yerkes-Dodson, onde acredita-se que a memoria poderia ser modulada pelo estresse e
pela ansiedade. Fatores emocionais regulam os niveis de hormdnios do estresse liberados
no momento da codificagdo da memodria emocional, o que consequentemente influencia

a fase de aquisicdio (MCGAUGH; ROOZENDAAL, 2002). Sendo assim, niveis de
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ansiedade elevados causam prejuizos associados @ memoria e ao aprendizado (YERKES;
DODSON, 1908), em uma situagdo em que a aquisicdo dessa memoria ¢ fundamental
para o enfrentamento de situacdes similares. Devido a semelhanga da etiologia e
fisiopatologia dos transtornos de humor, ¢ desafiador identificar vias neurais e
sinalizagdes moleculares especificas, que possuam potencial de auxiliar no diagnostico e

no tratamento dessas patologias (ANACKER et al., 2011).

Apesar da sinalizacdo que leva a reducdo da neurogénese adulta no giro
denteado nao ter sido ainda completamente elucidada, evidéncias substanciais sugerem
que hormonios relacionados com o estresse estejam envolvidos (MIRESCU; GOULD,
2006). Sabendo que o hipocampo apresenta alta expressao de GR, € pressuposto que os
hormonios possam funcionar como mediadores do processo neurogénico (SNYDER et

al., 2011).

Os GR sdo receptores nucleares, ou seja, a partir do momento que sdo
ativados, se deslocam até o nucleo celular e ativam a transcri¢do de seus genes alvo por
meio da ligagdo de homodimeros de GR aos elementos responsivos ao glicocorticoide
(GRE — de inglés: glucocorticoid responsive elements). Quando inativos, os GR
permanecem no citoplasma em um complexo proteico e chaperonas (PALUMBO;
DOMINGUEZ; DONG, 2020). No hipocampo, a ativagdo de GR leva a expressao de
cerca de 70 a 100 genes, entretanto, a identificacao de genes modulados por GR ¢ dificil
devido a complexidade anatomica e heterogeneidade celular de sua distribuigdo
(MEIJER; BUURSTEDE; SCHAAF, 2019). Estudos transcriptdmicos no hipocampo
identificaram classes funcionais de genes alvo de GR, incluindo genes que codificam o
catabolismo de neurotransmissores, enzimas e receptores de aminas biogénicas,
neuropeptideos, fatores de crescimento e fatores de adesdo (DATSON et al., 2008;
HANSSON et al., 2000; SABBAN; KVETNANSK, 2001; SANDI, 2004; SCHAAF et
al., 1997). O GR também possui a capacidade de reprimir a expressao de genes alvos, no
controle do feedback negativo, impedindo a expressao de moléculas pré-inflamatorias
(MEIJER; BUURSTEDE; SCHAAF, 2019), portanto, desempenham um papel
fundamental na manutencio da fungio do eixo HPA (DE KLOET; JOELS; HOLSBOER,
2005). Como uma excec¢do, os GR alcangam a ativagdo de seus elementos responsivos a
hormonios, acarretando no desbloqueio do emaranhado de nucleossomos, tornando a

transcricdo do gene acessivel (HEBBAR; ARCHER, 2003).
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1.3.3 Aprendizagem, memoria e a epigenética

O nucleossomo ¢ a unidade fundamental da cromatina, formado por
aproximadamente 147pb de DNA enrolados em torno de um octamero de histonas. O
octamero ¢ formado por duas copias de Histonas H2A, H2B, H3 e H4 (KURDISTANI;
TAVAZOIE; GRUNSTEIN, 2004). Essas histonas estao propensas a sofrerem mudancas
conformacionais em suas caudas N-terminais a partir de mecanismos epigenéticos, como
a metilacdo e acetilagao em residuos de lisina e arginina. Entre as histonas centrais, os
estudos que investigam as mudangas globais nos niveis de acetilacdo das histonas no
hipocampo de roedores apds o aprendizado tém se concentrado principalmente no tipo

H3 (BOUSIGES et al., 2013).

Os nucleossomos em sua forma emaranhada (heterocromatina), representam
uma barreira na transcri¢do génica, bloqueando o acesso de fatores de transcri¢do aos
genes alvo, tornando a expressao génica rigidamente controlada (BILANG-BLEUEL et
al., 2005). Neste sentido, a acetilagdo da histona H3 na lisina 14 (H3Lys14), geralmente
estd associada a ativacdo da transcricdo por meio da neutralizagdo da carga positiva dos
aminoacidos lisina, reduzindo a afinidade das histonas pelo DNA e abrindo a cromatina,
possibilitando que os fatores de transcrigdo encontrem os promotores dos genes

(GRUNSTEIN, 1997; KOCH et al., 2007; WOLFFE; PRUSS, 1996).

v H2B

Figura 3: Imagem representativa da disposi¢cdo das histonas H2A, H2B, H3 e H4 e
alteracdo no afrouxamento da cromatina que facilita a transcri¢do génica. Fonte: Autor

(2021).
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A acetilagdo das histonas ¢ realizada pelas enzimas histonas acetiltransferases
(HATs) (BARRETT; WOOD, 2008; BOUSIGES et al., 2010) ¢ o aumento da acetilagdo
das histonas H3 e H4 no hipocampo dorsal realcam memorias de medo contextual, de
reconhecimento de objeto e espacial de roedores (WOOQOD et al., 2005, 2006; ZHAO et
al., 2012). Hiperacetilagdes da histona H2 ¢ H4 foram observadas no paradigma de
aprendizagem, enquanto a acetilacdo na lisina 14 ¢ 9 de H3 foram relacionadas ao
contexto de exploragdo, facilmente modificada em resposta ao contexto (SCHNEIDER

etal., 2013).

Nas ultimas quatro décadas, a tecnologia permitiu aos pesquisadores
estudarem como os fatores de transcri¢do individuais regulam a expressdo gé€nica
necessaria para os processos de memoria em mais detalhes (BARRETT; WOOD, 2008).
Com o aumento do indice populacional mundial de pessoas com transtornos psiquiatricos
relacionados a emocionalidade, a avaliacao de biomarcadores neuronais pode contribuir
com o diagndstico e tratamento medicamentoso. Isto porque estes transtornos estao entre
as doengas mais dificeis de tratar, devido a adaptacdo ao medicamento e principalmente
pelo tempo necessario para atingir o efeito medicamentoso desejado (KANG et al.,
2016). Desta forma, a pesquisa por novos biomarcadores em regides do sistema limbico
pode ser capaz de revelar moléculas importantes na modulag¢ao destes comportamentos.
Sendo a pesquisa biomédica responsavel pela andlise primaria de moléculas com
potencial de envolvimento em determinados tipos de comportamento, este trabalho busca
elucidar o envolvimento de biomoléculas hipocampais em linhagens isogénicas usadas

como modelos animais de ansiedade e emocionalidade.
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2. HIPOTESES

Os animais da linhagem SLA16 apresentardao maior imunoconteido de DCX no
hipocampo, considerando-se a relacdo ja estabelecida entre aumento de neurogénese
hipocampal e reducdo de comportamentos relacionados a ansiedade. Entretanto, pos
comportamento nao condicionantes o imunoconteudo dos marcadores GR e H3 serdo

elevados nos grupos SHR, quando comparados aos animais naives.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Buscar biomarcadores moleculares, que estejam envolvidos no

comportamento de ansiedade/emocionalidade das linhagens SHR e SLA16.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar se o imunoconteudo de GR no hipocampo ¢ diferente entre as
linhagens SLA16 e SHR, bem como apds a exposicdo a testes comportamentais o
imunoconteudo destes receptores hipocampais altera.

e (Caracterizar o imunoconteudo da molécula H3 nos grupos naives e apos
testes comportamentais, de ambos os géneros das linhagens SHR e SLA16, a fim de
ponderar diferengas epigenéticas entre os grupos.

¢ Investigar se existe correlagdo entre a expressdo de marcadores neurais do
hipocampo de ratos machos e fémeas das linhagens SHR e SLA16 com seu desempenho

em testes comportamentais para analise de ansiedade e cogni¢ao/aprendizagem.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Os animais das linhagens SHR e SLA16 foram criados no Laboratério de
Genética do Comportamento-CCB-UFSC. O desmame aconteceu aos 28 dias apds o
nascimento e foram alojados 5 animais por gaiola, de acordo com o sexo, em caixa de
polipropileno (41 cm x 34 cm x 16 cm de altura) forrada com maravalha, em concordancia
com a legislacao vigente. Os animais tiveram agua e comida a vontade e foram mantidos
em ciclo claro/escuro de 12h com temperatura de 22+2°C. Seguindo o que ¢ preconizado
pela The Rat Grimace Scale (NC3Rs), o nimero de animais utilizados para analise foi
reduzido e os animais foram acompanhados a fim de garantir seu bem-estar.

Foi utilizado um total de 52 animais neste trabalho, sendo divididos em grupo
de animais naives (n=24) e grupo pds-comportamento (n=28) (Figura 4). Em ambos os
grupos foi realizado a subdivisao entre SHR machos e SHR fémeas, SLA machos e SLA
fémeas. Devido aos animais serem provenientes de linhagens isogénicas e de dificil

reproducdo, ndo foi possivel obter o numero amostral igual nos grupos analisados.

Todos os procedimentos descritos aqui foram aprovados pelo Comité de Etica
e Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina —

CEUA/UFSC, sob o protocolo n°® PP00903.
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Figura 4 — Desenho experimental. Organograma dos grupos utilizados nos experimentos,
sendo os grupos naives os que nao foram submetidos aos testes comportamentais € os

grupos pdés-comportamento, que foram submetidos aos testes.

4.2 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados com os animais do segundo
bloco experimental a partir dos 54 dias apds o nascimento. Foram realizados os seguintes
testes comportamentais: teste do Labirinto em Cruz Elevado, para andlise do
comportamento do tipo ansioso; teste do Campo Aberto, para anélise do comportamento
de locomogdo e de ansiedade; e teste do Reconhecimento de Objeto, para estudo da
memoria de curto prazo (Figura 5). Os animais foram submetidos a cada teste de maneira
arbitraria, alternando entre machos e fémeas de ambas as linhagens. O teste de LCE foi
realizado em uma sala com temperatura de +£22°C, apdés 2h de ambientacdo, com
iluminacao idéntica a mantida no biotério. Ja o teste de CA ¢ RO foram realizados em

outra sala, com as mesmas condi¢oes do LCE.

Os testes foram gravados e antes da analise foi realizado o cegamento dos
videos por um terceiro, sendo o c6digo do animal alterado para um codigo e sequéncia
aleatoria escolhida pelo terceiro. A quantificagdo dos dados foi realizada por meio do
Software Ethowatcher (CRISPIM JUNIOR et al., 2012). Apds o término das andlises, foi

revelado de quem as amostras pertenciam, para realizar os calculos estatisticos.
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Figura 5: Ordem cronoldgicas em que o testes comportamentais foram realizados até a
eutandsia. LCE: Labirinto em cruz elevado. CA: Campo aberto. RO: Reconhecimento de

objeto.

4.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado (LCE), uma modificagdo do procedimento
proposto por Montgomery (1955), tem sido frequentemente usado para medir o
comportamento tipo-ansioso em roedores, com base em extensa investigacdo de seus

aspectos comportamentais, fisiologicos e farmacologicos.

Neste teste utilizou-se um aparato composto por quatro bracos posicionados
em formato de cruz, sendo dois deles fechados (50 cm) e dois abertos (50 cm), ambos
com 10 cm de largura, elevados a 60 cm do chao. Os testes foram realizados nas primeiras
horas do ciclo claro (entre 7h e 10h), com permanéncia de 5 minutos no aparato, para
cada animal. Na troca de animais do aparado foi realizado a limpeza do mesmo, com
alcool 20%. O teste foi gravado no programa VirtualDub e posteriormente analisou-se a
porcentagem do nuimero de entradas nos bragos abertos, a porcentagem do tempo de
permaneéncia nos bragos abertos, o0 nimero de entradas nos bragos abertos € nos bragos
fechados e a frequéncia de comportamentos de autolimpeza, elevacio vertical, imersao
de cabeca e Stretched attend posture (SAP), por meio do Software (CRISPIM JUNIOR
etal., 2012).
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4.2.2 Campo Aberto

Os animais foram expostos durante 5 minutos a uma arena de madeira
(60x60cm) com superficie e paredes pretas de 45 cm de altura. A superficie da arena foi
dividida em 16 quadrados de 15x15cm, sendo os quadrados proximos as paredes
consideradas como periferia e os quadrantes sem contato com as paredes considerados
como darea central. O nimero de entradas no centro foi contabilizado na presenga do
animal no meio dos quadrantes centrais. Os animais foram colocados no centro do aparato
e as sessoes foram gravadas e analisadas posteriormente, onde foram observados o tempo
de locomocao total do animal, a locomogao no centro e na periferia, e a frequéncia dos
comportamentos de autolimpeza, elevacdo vertical e nimero de bolos fecais. No intervalo

de cada sessdo, o aparato foi higienizado com alcool 20% (KUNIISHI et al., 2017).

4.2.3 Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos (RO) para avaliagdo da memoria de
trabalho foi realizado como proposto por Bevins & Besheer (2006), em uma arena de
madeira com fundo pintado em preto (60x60cm) e teve duracdo de trés dias. Os dois
primeiros dias foram utilizados para habituagdo e o terceiro dia foi realizado o treino e
teste propriamente dito. Na habituagdo, os animais foram submetidos a arena, no periodo
de 15 minutos por dia, sem nenhum objeto na area, com objetivo de ambientar os animais
no aparato. Na sessdo de treino, os animais foram expostos a dois objetos idénticos,
confeccionados em ceramica, com textura nas laterais, circular. Os objetos foram
posicionados paralelamente, voltados para baixo, e a exploragdo destes objetos foi
gravada por 15 minutos. Trés horas depois, na sessdo de teste (Figura 6), o objeto do lado
direito foi substituido por um novo objeto, diferente do primeiro, com caracteristica
circular, fabricado em policloreto de vinila (PVC), de tamanho menor comparado ao
objeto anterior, com a superficie voltada para cima. O teste foi gravado por 5 minutos
para posterior andlise, onde foi observado o indice de reconhecimento, que equivale ao
tempo de exploracdo do objeto novo em relagao ao tempo de exploragdo total (do objeto
conhecido + o objeto novo). No intervalo de cada sessdo, o aparato e os objetos foram

higienizados com élcool 20%.
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Habituacao Habituacao Treino/Teste
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) 15 minutos 5 minutos
Sem objeto por 15
minutos

-",_.\‘ =
-
L

Objeto 1 Objeto 2 Objeto 1 Objeto Novo
Treino 3 horas Teste

Figura 6: Teste de reconhecimento de objeto. Na realizagdo do teste de RO os animais
passam por dois dias de habituacao (Dia 55 e 58 pos-nascimento), durante 15 minutos.
No dia 57 sdo realizados os treinos ¢ o teste, sendo o treino com duragdo de 15 minutos,
com a exposicdo de dois objetos idénticos e o teste, 3 horas apds o treino, realizado

durante 5 minutos com a exposi¢do de um objetivo usado anteriormente e um objeto novo.

4.3 WESTERN BLOTTING

4.3.1 Coleta de materiais

Os animais foram eutanasiados aos 60 dias de idade, por meio de anestesia
por inalagdo de isoflurano e decapitados com o auxilio de uma guilhotina. Os encéfalos
foram retirados e a regido do hipocampo dissecada. Estas amostras foram imediatamente
acondicionadas no freezer de -20°C e em seguida transferidas ao freezer -80° até as

analises.
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4.3.2 Western Blotting

As estruturas coletadas e armazenadas no -80°C foram homogeneizadas com
tampao para extragdo de proteina contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), um
inibidor de proteases, e em seguida foram centrifugadas por 30min a 14.000g, 4°C. Os
sobrenadantes foram retirados para dosagem de proteina total pelo método de Bradford,
utilizando-se o reagente Bio-Rad protein assay (Bradford, 1976). A quantidade de
proteina total foi obtida correlacionando-se a leitura da absorbancia por filtro de 620nm

em espectrofotometro.

Para o procedimento de eletroforese, 30ml de proteina total de cada amostra
foram aplicados no gel de eletroforese. A eletroforese foi conduzida a temperatura
ambiente, sob corrente de 140 volts até correr todo corante, sendo posteriormente
realizado o procedimento de eletrotransferéncia. As proteinas do gel foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (0.45mm, Millipore) pela passagem de uma corrente
de 100 volts durante 2 horas em tampao de transferéncia contendo glicina 950 mM, Tris
125 mM e SDS 0,25% em Metanol e agua deionizada na propor¢do de 1:2:10
(100mL:200mL:800mL), o processo de transferéncia foi realizado submerso em gelo. Em
seguida as membranas foram incubadas em solucdo de bloqueio (leite desnatado 5%) por
60 min, lavadas por 3 vezes de 5 minutos em tampado Tris-salina, Tween 20 (TBST) e
incubadas com os anticorpos primarios especificos para GAPDH (1:1000; 37 a 40kDa;
Abcam, Reino Unido), DCX (1:500; 40 a 45 kDa; Abcam, Reino Unido), GR (1:1000;
86 a 95 kDa; Santa Cruz Biotechnology, EUA) e H3Lys14 (1:1000 — 17 kDa — Milipore
- EUA) diluidos em Albumina (BSA) 3% em overnight a 4°C, sob agitacdo. Apds 3
lavagens de 5 minutos cada, as membranas foram incubadas durante 1 hora com solugao
contendo os anticorpos secundarios de acordo com a espécie em que o0 anticorpo primario
foi produzido, 0 DCX e H3 tendo como secundario anti-coelho (Abcam, Reino Unido)
diluido em 1:10000 e GAPDH e GR tendo como anticorpo secundario anti-camundongo
(Abcam, Reino Unido) diluido em 1:10000. As marcagdes foram reveladas utilizando-se
o kit ECL (Pierce™) para posterior quantificacdo das densidades Opticas por meio do
software ImagelJ, onde as amostras foram normalizadas, através de célculos de relagdo da
densitometria da proteina em andlise (DCX, GR ou H3) sobre a densitometria da proteina

padrao GAPDH.
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk. Nos testes comportamentais LCE, CA e RO os dados foram apresentados como
média £+ erro padrao da média. Os dados que apresentaram distribui¢do normal foram
comparados pelo teste ¢ student, enquanto aqueles que ndo cumpriram as condigdes de
normalidade foram submetidos ao teste Mann-Whitney. No teste de RO, os dados foram

submetidos a analise de variancia (ANOVA).

Os dados vindos da medida do imunoconteido de DCX, GR e H3 foram
submetidos a duas analises: ANOVA de duas vias, tendo como fatores linhagem e
influéncia de testes comportamentais, e o teste ¢ student na analise entre sexos. Sempre
que necessario, o teste de comparagcdo de médias (post-hoc) Tuckey foi usado apds a
ANOVA. O tamanho do efeito foi calculado através da formula Cohen's d = (M2 - M1)/
DPpooled (onde, DPpooled = N((DP12 + DP22)/2)), nas analises submetidas ao teste 7,
sendo interpretado como pequeno (Cohen's d = <0,2), médio (Cohen's d = 0,3-0,7) ou
grande (Cohen's d = >0,8). Em todas as comparagdes, p<0,05 foi considerado

significante. O software estatistico utilizado foi o GraphPad Prism 7.
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S5.RESULTADOS

5.1 ANALISES COMPORTAMENTAIS

5.1.1 Labirinto em cruz elevado

Com relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos, as fémeas
apresentaram uma diferenca préxima ao nivel de significancia (p=0,07; Cohen's d =
1.255039; Figura 7A), permanecendo por mais tempo nos bracos abertos, quando
comparadas aos machos. Ja na observagao do tempo de permanéncia dos bragos fechados
houve aumento significante na comparagdo dos machos SLA16 com machos SHR
(p=0,0349; Cohen's d = 2.231389; Figura 7B). Ainda, na observacdo da frequéncia de
entradas nos bracos abertos as fémeas SLA16 também apresentaram uma diferenca
proxima aos niveis de significancia, com maior entrada nos bragos abertos quando
comparadas as fémeas SHR (p=0,09; Cohen's d = 1.065071; Figura 7C). As fémeas
SLA16 apresentaram um aumento significante na frequéncia de entradas nos bragos
fechados quando comparada as fémeas SHR, com p=0,0277; (Cohen's d= 4.353451)
(Figura 7D).
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Figura 7: Performance no Labirinto em Cruz Elevado mensurada como tempo de
permanéncia e frequéncia de entrada nos bracos abertos (a. ¢) e tempo de permanéncia e
frequéncia de entradas nos bracos fechados (b, d) em machos (barras pretas) e fémeas
(barras pretas pontilhadas) da linhagem SHR e machos (barras cinzas) e fémeas (barras
cinzas pontilhadas) da linhagem SLA16. Teste ¢ student ou Mann-Whitney. Os dados

estdo expressos como média + EPM. * p<0,05.

Com relagdo as variaveis etoldgicas avaliadas no LCE, ndo houve diferenga
significante entre os grupos estudados na frequéncia de autolimpeza (Figura 8A), imersao
de cabeca (Figura 8B), SAP (Figura 8C) e elevacao vertical (Figura 8D). Contudo, ¢
possivel observar uma tendéncia de aumento na frequéncia de autolimpeza em fémeas

comparadas aos machos da mesma linhagem (p= 0,0536; Cohen D =0.070479).
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Figura 8. Variagdes etoldgicas observadas no Labirinto em Cruz Elevado através da
frequéncia de: (A) autolimpeza, (B) imersao de cabega, (C) SAP e (D) elevagdo vertical
em machos (barras pretas lisas) e em fémeas (barras pretas pontilhadas) da linhagem SHR
e machos (barras cinza lisa) e em fémeas (barra cinza pontilhada) da linhagem SLA16.
Foram utilizados os testes ¢ student ou Mann-Whitney. Os dados estdo expressos como

média + EPM. * p<0,05.

5.1.2 Campo aberto

Com relagdo a locomogao avaliada no CA, houve diferenca significativa entre
fémeas das duas linhagens analisadas, sendo que fémeas SLA16 apresentaram maior
locomoc¢ao quando comparadas as fémeas SHR (p<0,0195; Cohen's d = 0.160094; Figura
9A). J4 com relagdo a frequéncia de passagens pelo centro do CA houve novamente um

aumento proéximo dos niveis de significancia (p=0,06; Cohen's d = 2.1895), nas fémeas



40

SLA16 em comparacao com as fémeas SHR (Figura 9B). O tempo de tigmotaxia nao foi

diferente entre os grupos estudados (Figura 9C)
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Figura 9: Performance no Campo Aberto mensurada como (a) total de quadrantes
percorridos, (b) n° de passagens pelo centro do campo aberto e (c) tempo de tigmotaxia
em machos (barras pretas) e fémeas (barras pretas pontilhadas) da linhagem SHR e
machos (barras cinzas) e fémeas (barras cinzas pontilhadas) da linhagem SLA16. Foram
utilizados os testes ¢ student ou Mann-Whitney. Os dados estdo expressos como média +

EPM. * p<0,05.

Com relagdo as varidveis etologicas analisadas no CA, ndo houve diferenca
significante entre os grupos estudados na frequéncia de autolimpeza (Figura 10A) e no

nimero de bolos fecais (Figura 10C). Porém, as fémeas SLA16 apresentaram uma
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tendéncia (p=0,05; Cohen's d = 0.969694.) a maior frequéncia de elevagdo vertical,

quando comparadas as fémeas SHR (Figura 10B).
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Figura 10: Variacdes etologicas observadas no Campo Aberto através da frequéncia de:
(a) autolimpeza, (b) elevacdo vertical e (c) bolos fecais em machos (barras pretas lisas) e
em fémeas (barras pretas pontilhadas) da linhagem SHR e machos (barras cinza lisa) e
em fémeas (barra cinza pontilhada) da linhagem SLA16. Foram utilizados os testes ¢

student ou Mann-Whitney. Os dados estdo expressos como média + EPM. * p<0,05.
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5.1.3 Reconhecimento de objetos

No teste de RO, o indice de discriminagdo nao foi estatisticamente diferente
entre os grupos estudados (Figura 11). O indice de reconhecimento entre os grupos foi

utilizado para observar o aprendizado da atividade em identificar o objeto novo.

100+

PORCENTAGEM (%)

Figura 11. (a) Performance no teste de Reconhecimento de Objeto mensurado em
porcentagem do tempo de exploracao do objeto novo em relacao ao tempo total do teste.
No eixo x estdo apresentados em barras, respectivamente, os grupos SHR Machos,
SLA16 Machos, SHR Fémeas, SLA16 Fémeas. O teste utilizado para analise foi ANOVA

de uma via. Os dados estdo expressos como média = SEM. * p<0,05

5.2 DOSAGENS MOLECULARES HIPOCAMPAIS

5.2.1 Doublecortina (DCX)

Quando observada o imunocontetdo hipocampal de DCX, pode-se observar
que nao houve efeito significante nem da exposi¢do aos testes comportamentais € nem

das linhagens, tanto em machos (Figura 12A), quanto em fémeas (Figura 12B).



43

A I..S' o
. E SHR

g & . . SLA16
= 1.0
=] ..
= E ‘3‘
] 'Y L [ ]
=
2 .51 ™
= .
= ®

0.0 T T

. Q
& &
-~ &
2

B

1.57

® Bl SHR
. o]

g SLAI1G
é- 1.0
o
-
=
=
% 0.5
¥
=

0.0-

SHR SLA SHR SLA SHR SLA SHR SLA

MN MN FN FN MC MC FC FC
e Bl e T s B B e B

‘:-"_-‘ DCX

- . e
w s -— Lo GAPDH

Figura 12: Os graficos (a-b) demonstram a densidade optica de DCX hipocampal dos
grupos naives e pés-comportamento, respectivamente e a relagdo entre as linhagens SHR
(cinza) e SLA16 (preto). (c) Densidade optica utilizada para analise. O teste utilizado para
analise foi ANOVA de duas vias tendo como fator comportamento e linhagem. Os dados

estdo expressos como média + SEM. * p<0,05

O mesmo resultado foi encontrado com relagdo ao imunocontetdo

hipocampal de GR, onde ndo houve efeito significante nem da exposi¢do aos testes
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comportamentais € nem das linhagens estudadas, tanto em machos (Figura 13A) quanto

em fémeas (Figura 13B).
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Figura 13. Os graficos (a-b) demonstram a densidade 6ptica de GR hipocampal dos
grupos naives e pds-comportamento, respectivamente e a relagao entre as linhagens SHR
(cinza) e SLA16 (preto). (c¢) Densidade oOptica utilizada para andlise. O teste utilizado
para andlise foi ANOVA de duas vias tendo como fator comportamento e linhagem. Os

dados estdo expressos como média + SEM. * p<0,05
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Na avaliagdo do imunocontetido hipocampal da histona H3, também nao
observamos nenhuma influéncia significante da exposi¢ao aos testes comportamentais ou

das linhagens, seja nos machos (Figura 14A) ou nas fémeas (Figura 14B).
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Figura 14: Os graficos (a-b) demonstram a densidade Optica de H3 hipocampal dos
grupos naives e pds-comportamento, respectivamente e a relagao entre as linhagens SHR
(cinza) e SLA16 (preto). (c) Densidade Optica utilizada para andlise. O teste utilizado
para andlise foi ANOVA de duas vias tendo como fator comportamento e linhagem. Os

dados estao expressos como média £ SEM. * p<0,05
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5.3 AVALIACAO ENTRE SEXOS NO IMUNOCONTEUDO DOS MARCADORES
MOLECULARES HIPOCAMPAIS

Com a finalidade de se comparar as expressdes moleculares de DCX, GR e
H3 entre sexos, os grupos naives e pos-comportamentos foram comparados em cada

linhagem

Com relacdo ao imunoconteudo de DCX entre géneros, nao houve diferencas
significantes entre machos e fémeas dos grupos naive ou pdés-comportamento na linhagem
SHR (Figura 15A). Da mesma forma a linhagem SLA16 ndo revelou nenhuma diferenca
significante entre os sexos (Figura 15B).
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Figura 15: Comparac¢ao do imunocontetdo de DCX hipocampal entre géneros, de grupos
naives e pds-comportamento, das linhagens (a) SHR e (b) SLA16. Utilizacao do test t

pareado. Os dados estdo expressos como média + SEM. * p<0,05.

Quando machos e fémeas SHR (Figura 16A) e SLA16 (Figura 16B), naives
ou pos-comportamento foram comparados quanto o imunoconteido de GR, nao foram

observadas diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 16: Comparagdo do imunoconteudo de GR hipocampal entre sexos, de grupos
naives ¢ pés-comportamento, das linhagens (a) SHR e (b) SLA16. Utilizagdo do teste ¢

pareado. Os dados estdo expressos como média + SEM. * p<0,05.

Como pode-se observar na Figura 17A, o imunoconteudo de H3 foi reduzida
(p=0,0243; Cohen's d = 1.046325.) em fémeas SHR pds-comportamento em comparacao
com machos SHR do mesmo grupo. Entretanto a comparagdo entre machos e fémeas
naives nao apresentou diferenga entre os sexos (Figura 17A). A andlise realizada entre
machos e fémeas da linhagem SLA16 nao revelou diferenca significativa em nenhum dos

grupos, naive ou pés-comportamento (Figura 17B).
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Figura 17: Comparacao do imunoconteudo de H3 hipocampal entre géneros, de grupos
naives e pds-comportamento, das linhagens (a) SHR e (b) SLA16. Utilizagdo do teste ¢

pareado. Os dados estdo expressos como média £ SEM. * p<0,05.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo comprovou apenas parcialmente a hipdtese proposta, visto que
os animais da linhagem SLA16, tanto machos quanto fémeas, ndo apresentaram maior
imunoconteudo de DCX no hipocampo, apesar de apresentarem diferencas
comportamentais. Ainda, a analise realizada entre os grupos de animais naives e pos
comportamento mostrou que nem os machos € nem as fémeas naives apresentaram
aumento do imunoconteudo de GR e H3 no hipocampo. Entretanto, na linhagem SHR os
machos do grupo po6s comportamento apresentaram maior imunocontetido de H3 quando
comparados com as fémeas da mesma linhagem. As comparagdes entre as expressoes de

DCX e GR ndo apresentaram diferengas entre os grupos analisados.

De maneira geral, as linhagens ndo diferiram entre si com relagdo a expressao
de marcadores neurais no hipocampo, mesmo na presenca de algumas diferengas
comportamentais, principalmente relacionadas ao comportamento do tipo ansioso.
Entretanto, como proposto inicialmente, encontramos dimorfismo sexual no
imunoconteido de pelo menos um dos marcadores estudados, o que confirma a

importancia de se analisar fémeas e machos em estudos pré-clinicos e clinicos.

6.1 O COMPORTAMENTO RELACIONADO A ANSIEDADE

Na primeira fase experimental, a proposta envolvia a submissdo dos animais
a testes comportamentais para observacdo de comportamentos relacionados a
emocionalidade/ansiedade. Tais testes sdo utilizados para investigacdo da fungdo
cerebral e possiveis tratamentos em diversos modelos (ARAKAWA; IGUCHI, 2018;
RAMOS, 2008). Os testes comportamentais realizados neste trabalho sdo descritos como
ndo condicionados, conforme proposto anteriormente (GRIEBEL, 1995), baseando-se
principalmente no comportamento exploratdrio em roedores (FUCHS; FLUGGE; CZEH,
2006).

Os roedores possuem a tendéncia natural de explorar ambientes, mas tendem
a evitar lugares desprotegidos, iluminados e elevados. No LCE, os animais sdo
submetidos ao aparato, sendo observado o comportamento inato de evitar locais como os

bragos abertos, onde estariam se expondo ao risco (KORTE, 2001). O namero de entradas
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nos bragos abertos e o tempo de permanéncia, sdo utilizados como indice de ansiedade,
ou seja, animais com maior nivel de ansiedade tendem a evitar o brago aberto, enquanto
animais com menor nivel tendem a entrar mais no ambiente aberto. O aumento da
preferéncia pelos bragos abertos também indica redu¢do do medo nao condicionado (ARI
et al., 2019). Por outro lado, o nimero de entradas nos bragos fechados ¢ normalmente
utilizado como medida de atividade locomotora (CAMPOS et al., 2013; RODGERS et
al., 1997). Dessa forma, o presente trabalho mostrou que as fémeas SLA16 mostraram
uma tendencia a apresentar menor nivel de comportamento relacionado a ansiedade,
quando comparadas as fémeas SHR. Ja com relagdo aos bracos fechados, as fémeas da
linhagem SLLA16 demonstraram uma frequéncia de entrada mais elevada, sugerindo
maior atividade locomotora quando comparada as ratas SHR (CAMPOS et al., 2013).
Ambos os resultados corroboram dados prévios (ANSELMI et al., 2016; CORREA,
2015) que mostram que animais da linhagem SLA16 apresentam maiores niveis de

atividade locomotora e menores niveis de ansiedade do que aqueles da linhagem SHR.

Foi interessante notar que houve dimorfismo sexual na resposta
comportamental das linhagens no LCE. Enquanto os machos de ambas as linhagens
apresentaram resposta comportamental semelhante nos bragos abertos, nos bragos
fechados foi observado um aumento do tempo de permanéncia dos machos SLA16,
quando comparados aos machos SHR. A maior permanéncia nos bragos fechados no
labirinto pode ser interpretada como um comportamento relacionado a ansiedade, visto

que o animal se mantém no local mais protegido do aparato (RODGERS et al., 1997).

Quando submetidos ao campo aberto, os modelos animais com altos niveis
de ansiedade, tendem a se manter proximos as paredes, por ser um local considerado
seguro pelos roedores, que evitam o centro da arena, o que chamamosde tigmotaxia,
(ENNACEUR et al., 2010). Animais com fen6tipos de alta emocionalidade/ansiedade
sdo capazes de se submeter com mais frequéncia ao centro da arena, como observado no
grupo SLA16 (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). Os resultados encontrados no teste
do CA também corroboraram a ideia de que as fémeas da linhagem SLA16 apresentam
maiores niveis de atividade locomotora visto pelo aumento do numero de quadrantes
percorridos (RAMOS et al., 1997). Vale ressaltar que a locomog¢do aumentada pode
também ser interpretada como sinal de baixa resposta emocional, ndo inibida pelo medo
(GENTSCH; LICHTSTEINER; FEER, 1991). Ao contrario do que € visto na literatura,

o numero de passagens pelo centro do CA nao foi diferente entre SLA16 e SHR machos
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(CORREA, 2015). Entre as fémeas, foi observada apenas uma tendencia das ratas SLA16
realizarem mais passagens pelo centro do CA, o que também corrobora dados da literatura
(ANSELMI et al., 2016). O aumento da tigmotaxia, que poderia indicar um aumento do

comportamento tipo ansioso, nao ocorreu em nenhuma das linhagens € nem entre sexos.

O nivel de atividade locomotora, juntamente com outros parametros (por
exemplo, defecacdo), ¢ frequentemente considerado um indicador da emocionalidade do
animal. Apesar de estudos relacionarem a reatividade emocional do SHR com a
emocionalidade diminuida (GENTSCH; LICHTSTEINER; FEER, 1991; HARD et al.,
1985; ROGERS; SINK; HAMBLEY, 1988), ha evidencias que sugerem que nao ¢ ideal

assumir a emocionalidade como um trago unidirecional (RAMOS et al., 1998).

Descobertas anteriores mostraram que fémeas de diferentes linhagens de ratos
apresentam maior locomocao no CA, quando comparadas aos machos (MCCORMICK
et al., 2005; RAMOS et al., 1997). Este fato foi observado no presente estudo, onde as
fémeas de ambas as linhagens apresentaram maior nivel de locomogao. Ha autores que
correlacionam essa caracteristica com o fato de, por serem maes em potencial, as fémeas
se familiarizam melhor com o ambiente desconhecido do que os machos, o que permitiria
uma gestagdo, parto e cuidado da prole com menos disturbios ambientais (DUBOVICKY;

SKULTETYOVA; JEZOVA, 1999).

A visdo de que os animais expressam um impulso para explorar um espago
desprotegido permanece especulativa. Portanto, para complementar os dados, avaliamos
também parametros etologicos durante o LCE e o CA. A variagdo etoldgica nos permite
avaliar um padrdao mais completo do comportamento animal durante a sessdo de teste de
5 minutos, complementando a avaliacdo da locomocdo espacial (CAROBREZ;

BERTOGLIO, 2005).

A autolimpeza, um comportamento inato realizado pelos roedores, pode ser
apresentada com maior frequéncia em momentos de baixo ou alto estresse. A diferenca €
que, quando realizado sem o fator estresse, a autolimpeza ¢ feita de forma cuidadosa,
como lamber a pata, cauda e genitais. Na realiza¢do da limpeza em situagdo estressante,
sdo observados movimentos curtos e rapidos (KALUEFF; TUOHIMAA, 2004). No
presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas na frequéncia da
autolimpeza entre os grupos, tanto no LCE, quanto no CA, sugerindo que a resposta ao
estimulo estressante de exposicdo aos testes comportamentais foi similar entre as

linhagens e sexos.
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O mesmo ocorreu com relagdo ao nimero de bolos fecais nos diferentes
grupos. Esta ¢ uma medida especulativa de reatividade emocional quanto a exposicdo a
um ambiente novo (GENTSCH; LICHTSTEINER; FEER, 1987). Os resultados de
variacdo etologica, da autolimpeza ¢ do nimero de bolos fecais nos mostram que os
grupos analisados apresentam variabilidade, sendo necessarios mais testes, com
moduladores emocionais, com o intuito de determinar a relagdo da emocionalidade e das
variagoes etologicas nas linhagens estudadas. Outro parametro interessante para analise ¢
a elevagao vertical, que esta relacionada com a exploragdo/atividade, e inversamente
correlacionada a defecagao (STURMAN; GERMAIN; BOHACEK, 2018). Enquanto no
LCE nao foram encontradas diferencgas nas frequéncias de elevagdes entre machos ou
fémeas, no CA observou-se uma tendencia no aumento da frequéncia de elevagdes das
fémeas SLA16 quando comparadas as fémeas SHR, sugerindo maior atividade

exploratoria das ratas SLA16.

O comportamento de imersdo de cabega se relaciona com a avaliagao de risco
do animal, bem como com sua atividade exploratéria (DALVI; RODGERS, 1999) e a
exposicdo a altura pode facilitar o aprendizado sobre relacdes espaciais. (LEVER;
BURTON; O’KEEFE, 2006). J4 o SAP integra o repertorio de "avaliagdo de risco" de
comportamentos defensivos em roedores, que ocorrem em resposta a estimulos de ameaca
discretos (GREWAL et al., 1997). A auséncia de diferencas entre os grupos do presente
trabalho com relacdio a imersdo de cabega e ao SAP também sugerem respostas
comportamentais similares frente ao ambiente aversivo elicitado por estes testes

comportamentais.

De maneira geral, nossos dados mostraram que fémeas SLA16 apresentaram
diferencas significantes quando comparadas com fémeas SHR, mas o mesmo ndo ocorreu
quando os machos de ambas as linhagens foram comparados. Medeiros e colaboradores
(2013) evidenciaram a confiabilidade da linhagem SLA16 em testes comportamentais
relacionados a emocionalidade em ambos os sexos. Além disso, e ao contrario do presente
estudo, outros autores encontraram diferencas significativas comportamentais apenas
entre os machos (CORREA, 2015). E importante ressaltar que apesar da expectativa
tedrica de que o modelo reproduza todas as caracteristicas do contexto esperado, isso
raramente ¢ alcancado. Além disso, as condigdes em que os testes comportamentais sao
aplicados, bem como as proprias caracteristicas dos aparatos utilizados podem interferir

nos resultados encontrados, gerando dados contraditérios. Ademais, existem diversas
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diferencas cognitivas entre humanos e animais com relagdo aos transtornos psiquiatricos.
Os modelos animais de ansiedade, portanto, ndo pretendem replicar todas as
caracteristicas e sintomas de um transtorno de ansiedade especifico, mas sim gerar um
estado de ansiedade que possa estar relacionado a esses transtornos (CAMPOS et al.,

2013).
6.2 ANSIEDADE E MATURACAO NEURONAL.

A influéncia das emogdes defensivas de ansiedade e medo no comportamento
motor do rato ¢ um topico complexo. O estresse ¢ outro fator importante na etiologia dos
distarbios comportamentais afetando o comportamento em campo aberto (SESTAKOVA
etal., 2013). O hipocampo ¢ um alvo-chave da resposta ao estresse, € 0s comportamentos
dependentes do hipocampo sdo fortemente influenciados (STURMAN; GERMAIN;
BOHACEK, 2018).

Para melhor avaliar a memodria e os efeitos da exposicao a testes
comportamentais, avaliamos o imunoconteiido da proteina DCX, que ¢ um marcador de
neurogénese. Tendo em vista que a atividade locomotora foi diferente entre as linhagens,
era esperado encontrar diferencas, mesmo que sutis, na expressao deste marcador, tendo
em vista estudos anteriores que mostraram esta diferenca em ratos machos (NOKIA et
al., 2016). Entretanto, os dados do presente estudo ndo mostraram diferengas no
imunoconteudo hipocampal de DCX entre os grupos. Acreditamos que, possivelmente,
se esses animais fossem desafiados em uma situacdo de estresse, por exemplo, as
diferengas entre os grupos seriam mais evidenciadas (MCEWEN; NASCA; GRAY,
2016). Sendo a neurogénese um processo dinamico, o estresse cronico € a resposta aos
niveis de corticosterona diminuem a proliferacao celular, enquanto a atividade fisica e um
ambiente enriquecido aumentam o volume do giro dentado e o nimero de neurdnios
incorporados (KEMPERMANN et al., 2010; KEMPERMANN; KUHN; GAGE, 1997;
MCEWEN; NASCA; GRAY, 2016). Outra hipdtese para a auséncia de diferengas entre
os grupos estudados seria o fato da neurogénese ocorrer principalmente no giro denteado,
enquanto no presente estudo foi utilizado todo o hipocampo. Isto pode ter mascarado

possiveis diferengas de imunomarcacao entre os grupos.

Além disso, estudos com roedores demonstraram que a reducdo ou aumento
da neurogénese modula comportamentos do tipo ansioso e depressivo apenas em resposta
ao estresse e que a neurogénese nao modula esses comportamentos se o estresse estiver

ausente (ANACKER et al., 2011). Em contrapartida, alguns experimentos revelaram que
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mesmo sem estimulo do estresse a diminui¢do da neurogénese aumenta o comportamento

semelhante a ansiedade (REVEST et al., 2009).

6.3 O IMUNOCONTEUDO DAS MOLECULAS GR E H3 APOS EXPOSICAO A
TESTES COMPORTAMENTAIS NAO CONDICIONANTES.

Para observar o imunoconteudo basal de marcadores de estresse, optamos
pela avaliagdo da imunomarcagdo de GR no hipocampo. Os transtornos de ansiedade
estdo frequentemente associados a hiperatividade do eixo HPA e comumente fémeas
apresentam maior desregulacdo do eixo HPA do que machos (DALLA et al., 2005;
GRAY et al., 2017). Os GR medeiam a consolidagdo de informagdes relevantes ao
contexto, otimizando a adaptacdo e a sobrevivéncia em uma variedade de tarefas de
memoria espaciais e relacionadas ao medo. Apos uma situacdo estressante, a ativacao do
GR leva a excitabilidade neuronal, devido a modulagdo do fluxo de célcio e com seu
envolvimento com receptores de glutamato. Dessa forma, as redes neurais conseguem
normalizar a atividade hipocampal e proteger as informagdes adquiridas durante

experiéncia (MYERS; MCKLVEEN; HERMAN, 2014).

Por sua vez, quando a expressao de GR ¢ inibida em todo cérebro, ¢ observada
a diminui¢do de comportamentos ansiosos (TRONCHE et al., 1999). Entretanto, no
presente estudo, ndo foi observada diferenga significativa no imunocontetido de GR no
hipocampo apds os testes comportamentais, seja pela exposi¢cao ao ambiente novo ou pelo
estimulo de aprendizagem. Alguns estudos revelam a elevagdo da expressao de GR apos
estresse cronico € memoria contextual por medo (GRAY et al., 2017). Todavia, mais
estudos com dosagens de corticosteroide agudo e cronico precisam ser realizados para

melhor caracterizacao e analise de distirbios presentes nessa via nas linhagens estudadas.

Os GR quando ativados modulam a transcrigdo ao interagir com outros
fatores de transcricdo, como a proteina de ligacao a CREB (CBP) e a p300/fator associado
ao CBP (pCAF), envolvidas na acetilacdo de histonas (BARNES, 2006). A andlise de
modificagdes nas histonas, como a acetilagao da histona H3, fornece informagdes sobre
um evento importante denominado de epigenética, isto ¢, a modulacdo do aumento ou
diminui¢do da expressdo génica no local analisado (BOUSIGES et al., 2010). Varios
estudos evidenciaram modificagdes na acetilacao das histonas em resposta a formagao da

memoria, em particular nas histonas H3 e H4 (GRAFF; MANSUY, 2008).
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Mecanismos epigenéticos t€m sido usados para explicar como as exposi¢des
a estimulos toxicos ou estressantes podem contribuir para a predisposicdo ou o
desenvolvimento de doengas mentais (YOUNG et al., 2016). Neste estudo, optamos por
caracterizar a presen¢a do imunoconteudo de H3 no hipocampo apds o teste de
reconhecimento de objeto, que avalia o desempenho cognitivo sem reforgos positivos ou
negativos, sendo mais apropriado no estudo de mecanismos neurais relativos ao
desempenho cognitivo. Nao encontramos diferencas significativas entre as linhagens e
nem entre os sexos, indicando que a regido Anxrrl6 nao parece estar diretamente

relacionada com este aspecto do processo cognitivo.

Estudos anteriores encontraram a maior expressao de H3 em neuronios
granulares do hipocampo, em ratos, apds uma situacdo de estresse eminente de nado
forcado e exposi¢do ao predador (KURDISTANI; TAVAZOIE; GRUNSTEIN, 2004) e
também, mostrou-se elevado rapidamente 1 hora apos teste de aprendizagem espacial
(Labirinto aquatico) e medo condicionado. Desta forma, parece que o aumento da
expressdo de H3 pode ser estimulado a partir do estimulos mais relacionados a indugao

do medo (BOUSIGES et al., 2010; LEVENSON et al., 2004).

6.4 O IMUNOCONTEUDO DOS MARCADORES DCX, GR E H3 EM MACHOS E
FEMEAS.

O imunocontetido de DCX foi observada entre machos e fémeas de cada
linhagem, a fim de encontrarmos diferengas na proliferacdo celular e corroborar os
resultados encontrados nos testes comportamentais, onde as fémeas apresentaram maior
locomocao e exploracdo nos bragos abertos do LCE. Yagi & Galea (2019), trazem que as
diferengas entre os sexos na neurogénese adulta apos o estresse dependem da natureza do
estressor. Quanto maior o nivel de estresse, mais afetada seria a proliferacdo celular.
Podemos supor que os teste comportamentais realizados no presente estudo nao tenham
elevado o nivel de estresse de maneira significativa e portanto, ndo foram encontradas
diferengas sexuais no imunoconteitdo de DCX. Apesar disso, sabemos que existem
importantes diferengas sexuais nos efeitos do estresse no sistema limbico. Segundo Galea
e colaboradores (1997), os estressores nao causam encolhimento dos dendritos nos
neur6nios no hipocampo de fémeas. De outro modo, em machos ¢ encontrado o

encurtamento dos neurOnios apds estresse, mas no cortex pré-frontal, ndo sendo
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observado em fémeas (MCEWEN; GRAY; NASCA, 2015; SHANSKY et al., 2009,
2010).

Um estudo descobriu que apenas fémeas regulam positivamente as co-
chaperonas, responsaveis por inibir a translocagdo de GR e prejudicam o feedback
negativo de glicocorticoides (BOURKE et al., 2013). Algumas evidéncias sugerem que o
efeito do estresse sobre a proliferacdo celular pode ser dependente do sexo do animal.
Machos e fémeas respondem de forma diferente nos aspectos fisiologicos e
neuroendodcrinos do estresse, o que pode influenciar a vulnerabilidade ou resiliéncia de

certos individuos ao estresse (PALUMBO; DOMINGUEZ; DONG, 2020).

Com isso, no presente estudo, realizou-se analises comparativas entre machos
e fémeas de cada linhagem, com intuito de se caracterizar o imunocontetido de GR e
definir possiveis dimorfismos sexuais. Entretanto, ndo foram observadas diferengas
significativas na comparacgao entre machos e fémeas SHR ou SLA16, indicando que o
imunoconteudo do GR parece ndo apresentar dimorfismo sexual quando os animais nao

sdo submetidos a estresse cronico.

Por outro lado, no presente estudo encontrou-se esse dimorfismo sexual no
imunoconteido de H3 na linhagem SHR nos grupos pds-comportamento. Machos
apresentaram maior imunocontetido, quando comparados as fémeas. Estudos avaliando
dimorfismo sexual nos mecanismos epigenéticos em roedores foram iniciados ha poucos
anos, resultando em poucos dados comparativos entre géneros (MCCARTHY et al.,
2009). O medo condicionado induz aumento na acetilagdo de H3 em ratos machos
(FORTRESS; FRICK, 2014), corroborando parcialmente os presentes resultados,
considerando que a diferencga estatisticamente significativa foi encontrada entre machos
e fémeas, apesar dos animais deste estudo ndo terem sido submetidos a testes

condicionados.

Tsai e colaboradores (2009) apresentaram diferencgas significativas, com
maior imunoconteudo de H3, em camundongos machos, porém somente no 18° dia
embriondrio ¢ no dia do nascimento. Entretanto, seis dias apds o nascimento essa
diferenca ndo foi mais observada em animais ndo condicionados ao medo. Com relagao
a comparacdo entre sexos, diferencas sexuais na memoria de reconhecimento de ratos
foram relatadas principalmente em animais em idades mais avancadas, sugerindo que

ratos machos e fémeas podem ter desempenho igual em testes de reconhecimento
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espontaneo de objetos enquanto sdo jovens-adultos (CYRENNE; BROWN, 2011), como
¢ o caso do presente estudo. Em resumo, pode-se sugerir que as modificacdes epigenéticas
de longo prazo desempenham um papel importante nas respostas comportamentais
desencadeadas pelo estresse, susceptiveis a distirbios emocionais. No entanto, para que
os achados epigenéticos sejam usados como biomarcadores de emocionalidade, mais

pesquisas nesse campo sao necessarias.

Alguns fatores devem ser levados em consideragdo a respeito das limitagdes
do presente estudo. A heterogeneidade do resultado comportamental encontrada no RO ¢
provavelmente devida a variabilidade nos protocolos e condigdes experimentais, o que
afeta o uso de estratégias eficazes. Desta forma, variagdes de testes comportamentais para
analise da cogni¢do sdo indicados. Ainda, os protocolos utilizados por outros grupos de
pesquisa na avaliacdo da ansiedade sao diferentes dos utilizados aqui. Nossos resultados
sdo uma caracterizagdo inicial comparativa de marcadores hipocampais nas linhagens
isogénicas SHR e SLA16. Essa caracterizagdo indicou que, para que haja variacdo na
neurogénese a ponto de haver alteracdo do comportamento ansiolitico do animal,
provavelmente se faz necessaria a administracao de antidepressivos, ou o uso de indugao
de estresse cronico. Outra limitacdo importante deste estudo € que como as linhagens
isogénicas apresentam comportamento emocional alterado sem o uso de protocolos de

indugdo, as possibilidades de comparacao dos resultados com a literatura ficou reduzida.
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7. CONCLUSAO

Os dados sugerem primeiramente que neurdnios imaturos parecem nao estar
envolvidos na modulacdo do comportamento emocional destas linhagens. Além disso, a
diferenga comportamental entre sexos observada nos dados comportamentais de
exploracdo parece acontecer por meio de um mecanismo independente do imunoconteudo
de GR. Ainda assim, machos SHR apresentaram maior imunocontetido de H3 do que
fémeas, ndo sendo observado essa diferenga na linhagem SLLA16. Para melhor avaliagdo
da epigenética envolvida com comportamento emocional e quais genes tém a expressao
aumentada ap0s acetilagdo, sdo necessarios novos estudos com sequenciamento de DNA

na regido Anxrrl6 e com maior especificidade na marcacao celular.
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