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Resumo
Santos, Lucas. Potencial envolvimento da metilagdo de histonas com o
mecanismo fisiopatolégico da depressdo maior. Dissertacdo de mestrado,
Programa de Poés- graduacdo em Ciéncias Bioldgica: Bioquimica, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, Brasil, 2020.

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é uma patologia psiquiatrica grave e
multifatorial. Avancos cientificos vém demonstrando que fatores ambientais, como o
estresse, tem importante influéncia na etiologia da TDM. Em estudos pré-clinicos, o
Estresse Crénico Moderado e Imprevisivel (ECMI) é um modelo animal com alto
potencial translacional, que mimetiza situaces que 0s seres humanos podem
experimentar cotidianamente, tornando-se relevante para ampliar os estudos no
campo do TDM. Atualmente, estudos indicam que ativacdo de fatores epigenéticos
podem estar envolvidos com o sistema glutamatérgico no TDM. As histonas estao
sujeitas a uma complexidade de modificacdes epigenéticas, como por exemplo, a
metilacdo. Esta, pode alterar a interacdo nucleo-histona, o que acaba por influenciar
a expressao génica. Nesta perspectiva, mesmo que alguns estudos ja tenham sido
realizados, uma investigacdo pormenorizada considerando o modelo de TDM do
ECMI e as possiveis modificacbes na histona 3 lisina 4 trimetilada (H3K4me3),
H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3 e H3K79me3 se fazem necessario. Desta
maneira, esta dissertacdo teve como objetivo geral, investigar modificacbes
epigenéticas em residuos de lisina da histona 3 que podem estar relacionadas com
genes astrocitarios e neuronais em ratos Wistar submetidos ao ECMI. Para isto, foram
utilizados 29 ratos Wistar, sendo 8 controles e 21 submetidos ao ECMI durante 42
dias. Posterior ao ECMI, foram realizados testes comportamentais e em seguida, 0s
animais foram eutanasiados para a retirada do sangue, medula 6ssea femural, cortex,
hipotalamo e hipocampo, os quais foram utilizados em técnicas para verificar possivel
dano ao DNA, estado de cromatina, padrdo de trimetilacdo das lisinas especificas e
expressao génica. A partir dos resultados comportamentais, foi possivel subdividir o
grupo dos animais que foram submetidos ao ECMI em animais com comportamento
tipo-depressivo e resilientes ao estresse. Quando avaliamos as alteracdes na H3,
verificamos que as modificagbes H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 e H3K36me3
possuiam um padrao de trimetilacao tecido-especifico. Ainda, analisamos a expressao
de genes astrocitarios e neuronais e observamos diferenca de expresséo tecido-
especifico também. Desta maneira, observamos que a H3K27me3 e H3K9me3 podem
estar relacionadas com a regulacdo da homeostase de glutamato em animais tipo-
resilientes e tipo-depressivo enquanto, a H3K4me3 e H3K36me3 com o aumento da
neurogénese e neurodiferenciagdo nos animais com o fenotipo tipo-resiliente. Por fim,
concluimos que as modificacbes epigenéticas podem estar envolvidas com o
desenvolvimento do fendtipo tipo-depressivo interagindo com os transportadores de
glutamato e que o fenatipo tipo-resiliente pode ser desenvolvido por um aumento de
neurogénese que pode proporcionar um equilibrio da homeostase glutamatérgica.



Abstract
Santos, Lucas. Potential involvement of histone methylation with the
pathophysiological mechanism of major depression. Masters dissertation, Post-
graduation Program of Biological Sciences: Biochemistry, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. Porto Alegre, Brazil, 2020.

Major Depressive Disorder (MDD) is a serious and multifactorial psychiatric disorder.
Scientific advances have shown that environmental factors, such as stress, have an
important influence on the etiology of MDD. In preclinical studies, Chronic Moderate
and Unpredictable Stress (ECMI) is an animal model with high translational potential,
which mimics situations that humans can experience daily, becoming relevant to
expand studies in the field of MDD. Currently, studies indicate that activation of
epigenetic factors may be involved with the glutamatergic system in TDM. Histones
are subject to a complexity of epigenetic changes, such as methylation. This can alter
the nucleus-histone interaction, which ends up influencing gene expression. In this
perspective, even if some studies have already been carried out, a detailed
investigation considering the TDM model of ECMI and the possible modifications in
trimethylated lysine 4 histone 3 (H3K4me3), H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3 and
H3K79me3 are necessary. Thus, this dissertation had the general objective of
investigating epigenetic changes in lysine residues of histone 3 that may be related to
astrocytic and neuronal genes in Wistar rats submitted to ECMI. For this, 29 Wistar
rats were used, 8 controls and 21 submitted to ECMI for 42 days. After ECMI,
behavioral tests were performed and then the animals were euthanized to remove
blood, femoral bone marrow, cortex, hypothalamus and hippocampus, which were
used in techniques to check for possible DNA damage, chromatin status, pattern
trimethylation of specific lysines and gene expression. From the behavioral results, it
was possible to subdivide the group of animals that underwent ECMI in animals with
type-depressive behavior and resilient to stress. When we evaluated the changes in
H3, we found that the changes H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3 and H3K36me3 had
a tissue-specific trimethylation pattern. Furthermore, we analyzed the expression of
astrocytic and neuronal genes and observed a difference in tissue-specific expression
as well. Thus, we observed that H3K27me3 and H3K9me3 may be related to the
regulation of glutamate homeostasis in type-resilient and type-depressive animals,
while H3K4me3 and H3K36me3 with the increase in neurogenesis and
neurodifferentiation in animals with the resilient type phenotype. Finally, we conclude
that epigenetic changes may be involved with the development of the type-depressive
phenotype interacting with glutamate transporters and that the type-resilient phenotype
can be developed by an increase in neurogenesis that can provide a balance of
glutamatergic homeostasis.
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1. Introducéao

1.1 Transtornos Psiquiatricos

Os transtornos psiquiatricos e de humor sao relativamente comuns e tornaram-se
cada vez mais frequentes (Whiteford et al., 2013; Wong & Licinio, 2001). Apesar que
para alguns dos transtornos a mortalidade seja elevada, seu grande impacto é sobre
a morbidade, uma vez que essas desordens representam aproximadamente um tergo
da incapacidade dos individuos acometidos (Collins et al., 2011; Eaton et al., 2008).
Esses disturbios causam perturbacdes em aspectos fisioldgicos, comportamentais,
sociais, e ainda, geram prejuizos significativos na qualidade de vida dos pacientes
(Vos et al., 2012).

Os transtornos de humor afetam cerca de 20% da populacdo americana ao
decorrer da vida, e a estimativa de prevaléncia anual é préximo aos 10%. Diante disso,
destacamos o Transtorno Depressivo Maior (TDM), o qual ocupa 6,7% dos casos
(Kessler et al., 1993; Kessler et al., 2005; Reinhart et al., 2012). Nesse contexto, 0S
dados evidenciam que aproximadamente 35 milhdes de adultos nos Estados Unidos
serdo acometidos por ao menos um episodio de depressao maior durante a vida
(Kessler et al., 2003).

No Brasil, o Conselho Nacional da Saude revela que aproximadamente 23
milhdes de pessoas possuem algum tipo de transtorno mental, onde 5 milhdes dos
brasileiros apresentam transtornos graves e persistentes. Conforme a Associagcao
Brasileira de Psiquiatria, a politica de saude mental enfatiza que a esquizofrenia e
transtorno bipolar como as patologias mais graves e o TDM e ansiedade e depressao
como as mais prevalentes (Xavier et al., 2014).

Devido ao impacto social que esses transtornos causam, novas hipoteses estédo

sendo colocadas em questédo e explicacfes estdo sendo buscadas para patologias
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consideras complexas, as quais contemplam desordens comportamentais, como a
grande maioria dos transtornos psiquiatricos (Ahn et al., 2006; Rose, 2013; Strohman,
2003). A partir dos anos 2000, iniciou-se a pensar que processos que relacionam
salude e patologia ndo poderiam ser satisfatoriamente elucidados e fundamentados
nos individuos acometidos por desordens psiquiatricas, utilizando modelos
unidirecionais pois, deve-se levar em consideracdo a sobreposicdo de sintomas
(comorbidades) que esses transtornos possuem (Levey et al., 2019; Ruderfer et al.,
2018; Whitton, Treadway & Pizzagalli, 2015). Desta maneira, estudos de associacao
se tornaram mais comuns, juntamente com a utilizacdo de modelos animais que
possuem uma maior perspectiva translacional, mimetizando de forma mais
consistente os achados observados na clinica (Bogi et al., 2017; Lima-Ojeda,
Rupprecht & Baghai, 2017). Com isso, surgem mecanismos epigenéticos como alvos
de estudos e possiveis biomarcadores para transtornos psiquiatrico

Mesmo que muitos estudos venham sendo realizados a fim de esclarecer a
patogénese dos transtornos psiquiatricos, os mecanismos relacionados a sua etiologia
ainda ndo sao elucidados por completo (Mdller et al., 2016) e seus métodos de
diagndstico ainda séo discutidos (Doernberg & Hollander, 2016; Lee et al., 2016).

Desde de 1893, a OMS vem publicando revisbes com a Classificacdo
Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Saude (CID), onde estas
correspondem aos transtornos mentais e de comportamento (Doernberg & Hollander,
2016). O Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — 5° edicao (DSM-
V) estrutura o diagnéstico com base no namero e tipo de sintomas (descricéo clinica),
exclusdo de outros disturbios, acompanhamento e historico familiar (Robins & Guze,
1970; Spitzer & Endicott & Robins, 1978; Krystal & State, 2014). Ja se sabe que ha

risco de herdabilidade de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) relacionando



quatro transtornos com sobreposicdo, como o transtorno bipolar e TDM, TDM e
esquizofrenia, e por fim, TDM e transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade
(Cross-Disorder Group of the Psychiatric Genomics et al., 2013). Sugere-se que 0
risco genético prejudica processos fundamentais do neurodesenvolvimento e fungéo
cerebral, surgindo fendtipos que ndo estdo somente relacionados a variantes
genéticas presentes na linha germinativa. Esses fatores que contribuem para o
desenvolvimento do fenétipo podem ser dedicados a variantes ambientais,
moficadores poligénicos, microbioma, sistema imune e mecanismos epigenéticos.
Devido a fatores ambientais, bioquimicos, genéticos, neuroendocrinos e
neuroimunes, a fisiopatologia do TDM é um ponto critico que necessita de elucidaces

(State & Levitt, 2011; State & Sestan, 2012; MacNamara, Kotov, & Hajcak, 2016).

1.2 Transtorno Depressivo Maior

O TDM ¢é um espectro heterogéneo com condi¢des clinicas caracterizadas por
humor triste ou irrithvel, alteragdes cognitivas e perda de interesse ou prazer por pelo
menos duas semanas (Kendel, 1980; Karyotaki et al., 2016), afetando a qualidade de
vida do individuo acometido. Além disso, sintomas clinicos como alteracdes
psicomotoras, apatia, impoténcia, desesperanca, distirbio de sono (retardo ou
sonoléncia frequente) e reducdo no grau de concentracdo devem ser observados
(Reus et al., 2016).

Estudos vém indicando que o sexo feminino possui duas vezes maior risco de
desenvolver eventos depressivos iniciais em comparacado ao sexo masculino (Green,
Flash & Reiss, 2019; Kessler et al., 1993). A idade em que sédo desencadeados
episodios depressivos € variada, sugerindo que esta patologia prevalece por toda vida

e depende da intensidade dos gatilhos (Flint & Kendler, 2014). Quando os episodios



depressivos sédo duradouros e com intensidade moderada ou grave podem ocasionar
ideacdes suicidas. De acordo com a OMS em 2017, cerca de 800 mil pacientes
depressivos cometeram suicidio, sendo a segunda principal causa de morte entre
pessoas com idade de 15 a 29 anos.

O TDM nao causa apenas déficits na qualidade de vida dos pacientes acometidos,
mas provoca decréscimo significativo da salde de pacientes com outras
comorbidades como diabetes e cancer, por exemplo (Geue et al., 2019; Moussavi et
al., 2007; Réus et al., 2019).

Os dados demonstram-se preocupantes, uma vez que OMS revela que esta
doenca atualmente afeta aproximadamente 350 milhdes de pessoas no mundo,
abrangendo 11,3 milhdes de brasileiros (Bortolato et al., 2016; Karyotaki et al., 2016).
Ainda, estima-se que em 2030 o TDM sera a segunda patologia incapacitante do
mundo (Kaufman et al., 2016).

Devido a alta prevaléncia e relevancia do TDM, se faz necessario compreender
de maneira aprofundada os diferentes mecanismos que estdo envolvidos na
fisiopatologia desta desordem. Diante disso, algumas hipéteses ja foram exploradas,
dentre elas podemos citar:

Hipotese 1 — Hip6tese Monoaminérgica da TDM: Atualmente, sabe-se que
neurotransmissores do sistema monoaminérgicos como norepinefrina e serotonina
desempenham um papel central na fisiopatologia do TDM. Disfuncbes nesses
sistemas resultam em uma sinalizagdo anormal desses neurotransmissores que per
se podem afetar a homeostase cerebral e com isso levar ao desenvolvimento da TDM.
Ademais, estudos indicam que altera¢cdes nas monoaminas cerebrais podem ainda
levar a alteracdes no tdnus glutamatérgico, assim como em enzimas metabolicas

(Ramsay, Deurwaerdere & Di Giovanni, 2016). Essa teoria serviu como base para a



producdo medicamentos com acdo antidepressiva (com ampla comprovacao clinica),
uma vez que aumentam a biodisponibilidade dos neutransmissores monoaminérgicos
na fenda sinaptica seja pela inibicdo de suas recaptacdes ou da enzima responsavel
pelas suas degradacdes (Perez-Caballero et al., 2019).

Os neurdnios serotoninérgicos estao localizados principalmente no ndcleo dorsal
da rafe no tronco cerebral. A serotonina (5-HT) é liberada na fenda sinaptica, onde
pode ser recaptada por autorreceptores (normalmente acoplados a proteinas G
inibitoria) localizados nos neurdnios pré-sinapticos ou captada pelos transportadores
serotoninérgicos presentes nos neurdnios pos-sinapticos. Os autoreceptores de 5-HT
sdo pecas-chave em relacdo ao mecanismo auto-inibitério da atividade
serotoninérgica, sendo capazes de inibir a atividade elétrica, excitabilidade, sintese
ou liberacdo de 5-HT, e ainda, regulam a atividade dos transportadores por vias
sinalizadoras intracelulares, a fim de manter a homeostase do sistema (Kurlansik &
Maffei, 2016; Liu et al., 2019). Os receptores de 5-HT representam uma familia, sendo
distribuidos dependendo do subtipo celular (Di Giovanni et al., 2016).

Ja a fonte primaria de norepinefrina (NE) é advinda dos neurénios localizados no
locus coeruleus, que estd situado no assoalho do quarto ventriculo. Esse
neurotransmissor € responsavel por regular a funcéo encefalica de diversas maneiras.
O locus coeruleus recebe projecdes aferentes de algumas regides encefalicas como
amigdala, cortex e hipotalamo. Da mesma maneira que a 5-HT, a NE também possui
autotransportadores (a-adrenoceptores) que regulam com carater inibitorio a liberacao
de NE, ao passo que os B- adrenoceptores aumentam a liberacdo de NE apds a sua
ativacdo. Em grande parte, a liberagéo de NE € modulada através da recaptacao deste
neurotransmissor pelo neurbnio pré-sinaptico (Aston-Jones et al., 1986; Feinstein,

Kalinin & Braun, 2016; Liu et al., 2019).

10



Os antidepressivos triciclicos atuam tanto no sistema serotoninérgico quanto no
sistema noradrenérgico, bloqueando a recaptacao dos neurotransmissores 5-HT e NE
de maneira eficiente, uma vez que observa-se que pacientes depressivos diminuem
0s sintomas somaticos da patologia (Liu et al., 2019). Por outro lado, pacientes com
genaotipos combinados de polimorfismo de transportador NET (NET182C) e 5-HT (5-
HTTLPR) apresentam piores respostas ao tratamento e as interacfes funcionais com
outros sistemas se mostram comprometidas (Enge et al., 2014).

Hipotese 2 — Hiperativacdo do eixo Hipotalamo-Hipéfise-Adrenal (HPA): A
exposicao a fatores estressantes é um dos riscos para o desenvolvimento de TDM
(lob, Kirschbaum & Steptoe, 2019). A ativacao do eixo HPA é uma forma de resposta
ao estresse (lob, Kirschbaum & Steptoe, 2018). Devido a isso, estudos em pacientes
com hiperativacdo do eixo HPA demonstram que estes individuos apresentam
concentracdes elevadas de citocinas pro-inflamatérias, bem como, proteina C reativa.
Destaca-se que além de TDM, a alteracao deste eixo esta envolvida com outros
distarbios inflamatérios, enddécrinos e neurais (Acabchuk et al., 2017; Jackson,
Kirschbaum & Steptoe, 2017). Devido a relevancia desta hipétese para esta
dissertacao, ela sera melhor abordada no topico 1.3.

Hipdtese 3 - Processos Inflamatdrios: Alguns autores relatam que doencas que
envolvem processos inflamatorios aumentam o risco de TDM (Herder & Hermanns,
2019). Estudos populacionais evidenciam que doencas somaticas que envolvem
mecanismos fisiopatologicos inflamatérios aumentam o risco para o desenvolvimento
de transtornos de humor, como TDM. Doencas como diabetes (Réus e tal., 2019) e
artrite reumatoide (Fiest et al., 2017) e doencas infecciosas como hepatite (Yeoh et
al., 2018) e sepse (Askim et al.,, 2018) tém sido relacionadas a uma resposta

inflamatoria, aumentando o risco de TDM. Um estudo nacional dinamarqués
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demonstrou que ha um risco maior de 45% de desenvolver transtornos de humor apés
a hospitalizacdo devido a doencas autoimunes e um aumento de 62% no risco de
desenvolver transtornos de humor apés hospitalizacdo por infec¢cdes (Benros et al.,
2013). De acordo com a literatura, marcadores inflamatérios tem sido aumentados em
pacientes com TDM (Howren et al., 2009; Liu, Chun-Man Ho & Mak, 2012; Wang et
al., 2019; Wium-Andersen et al., 2013).

Associacdes relacionadas ao efeito de diversos estimulos ambientais, bem
como inflamacdo foram comprovados, uma vez que foram encontrados niveis
elevados de citocinas proé-inflamatérias como interleucina 1 (IL-1), IL-6 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) em amostras sanguineas de pacientes acometidos pela
TDM. (Haroon, Raison & Miller, 2012; Kohler et al., 2016).

Buscando entender o processo pro-inflamatério no desenvolvimento do TDM,
observa-se que estressores ambientais ativam o sistema nervoso autbnomo devido a
liberacdo de catecolaminas, e isto resultard na ativacdo de seus receptores nas
células do sistema imune, o que acaba estimulando a liberacdo de citocinas proé-
inflamatérias (Leonard, 2010).

Diante disso, destaca-se que as diferentes hipoteses da TDM, possuem uma
intima relacdo com alteracfes relacionadas com neurogénese e neuroplasticidade
cerebral. Respostas inflamatorias crénicas no Sistema Nervoso Central (SNC)
acabam por estimular a liberagéo de citocinas pro-inflamatorias de forma excessiva,
podendo diminuir concentragbes de neurotrofinas, resultando em uma
neuroplasticidade prejudicada e neurogénese alterada. Neurogénese prejudicada
corrobora com disfungdes cognitivas observadas nos transtornos de humor (Leonard,
2010; Tafet & Nemeroff, 2015). O aumento de citocinas pré-inflamatoérias, como IL-1

e TNF-a demonstram alterar a neurotransmissao serotoninérgica, uma vez que essas
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citocinas estimulam o receptor de 5-HT e assim, reduzindo concentracdes de 5-HT no
SNC (Zhu, Blakely & Hewlett, 2006). Além disso, a inflamacdo pode desregular a
homeostase do sistema glutamatérgico (Dantzer & Walker, 2014; Haroon et al., 2018;
Leonard, 2017 McNally, Bhagwagar & Hannestad, 2008; Yin et al., 2019).

Hipotese 4 — Envolvimento dos astrécitos no TDM: O glutamato é um dos
neurotransmissores com maior prevaléncia liberados pelos neurénios excitatérios no
SNC, porém, frente a uma hiperativacdo deste sistema de neurotransmisséo, pode
haver aumento da liberacdo ou retardo no mecanismo de captacdo através dos
receptores astrocitarios (Mahmoud et al., 2019).

Os astrocitos sao células do SNC que desempenham funcdes fundamentais para
manter a homeostase do SNC e atividade neuronal. Este tipo celular possui conexfes
com neurbnios e vasos sanguineos, onde fornecem nutrientes aos neurénios,
controlam a quantidade de fluxo sanguineo que esta presente no SNC e mantém a
integridade da barreira hematoencefalica (Eulenburg & Gomeza, 2010; Felger, 2018;
Mahmoud et al., 2019 Souza et al., 2019).

Para manter a homeostase do sistema, 0s astricitos possuem transportadores de
aminoacidos excitatérios (EAATs) dependentes de sodio (Na*), os quais sao
responsaveis pela maioria da captacdo do glutamato extracelular (Rose et al., 2016).
Os EAATSs possuem cinco isoformas, o0 EAAT-1, EAAT-2, EAAT-3, EAAT-4 e EAAT-
5. As isoformas EAAT-1 e EAAT-2 em roedores sdo conhecidos como GLAST
(transportador de glutamato-aspartato) e GLT-1 (transportador de glutamato-1),
respectivamente. O GLT-1 possui uma expressao constante no SNC adulto, enquanto
a expressao de GLAST é correlacionada positivamente com a atividade sinaptica.
Esses transportadores representam a maioria de EAATS expressos em astrocitos e

sao responsaveis pela absorcao de até 90% do glutamato presente na fenda sinaptica
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(Eulenberg & Gomeza, 2010; Mahmoud et al., 2019). A sinapse glutamatérgica
tripartite acontece da seguinte forma, resumidamente: O glutamato presente na fenda
sinaptica é captado pelos receptores GLAST e GLT-1, localizados na membrana das
células gliais (em maior proporcdo pelos astrécitos). Nestas células, este
neurotransmisssor é convertido em glutamina (GIn) através da acdo da enzima
glutamina sintetase (GS). A glutamina é transportada até os neurénios pré-sinapticos,
onde nesses neurdnios € convertida em glutamato novamente, através da acao da
enzima glutaminase. O glutamato presente no neurdnio pré-sinaptico é transportado
pelos transportadores de glutamato vesicular (vVGLUTS). Na membrana plasmatica do
neurénio pré-sindptico e na membrana da vesicula estd presente um complexo
proteico chamado de receptores sollveis de proteinas de ligacdo a proteina de fuséo
sensiveis a N-etilmaleimida (SNARE), e a entrada de Ca* a partir de canais voltagem
dependente e a fusdo da vesicula com a membrana do neurénio pré-sinaptico faz com
que o neurotransmissor seja liberado para a fenda sinaptica (conforme demonstrado
na figura 1). Na fenda sinaptica, o glutamato pode ser absorvido pelos astrdcitos e
iniciar o ciclo novamente (Popoli et al., 2011).

Leonard (2018) relata que a inflamacdo e a ativagcdo do eixo HPA sao
componentes normais da resposta ao estresse, mas quando o estresse é cronico,
resulta na ativacdo dos macrofagos periféricos, da microglia central e da
hipercortisolemia (figura 2). As citocinas pro-inflamatorias, além de ativar o eixo HPA
e, assim, aumentar a sintese de cortisol, também ativam a via do triptofano-
quinurenina. Isso favorece a sintese do acido quinolinico agonista do receptor N -
metil-D aspartato (NMDA), aumentando o estresse oxidativo, por consequéncia a
neuroinflamacédo, que acaba por alterar a neurogénese e a homeostase do sistema

(Gruden et al., 2018).
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1.3 Estresse, Resiliéncia e Transtorno Depressivo Maior

Atualmente € de amplo conhecimento que o estresse afeta a qualidade de vida
dos individuos. Estudos indicam que ha uma grande associacdo entre estresse e 0
TDM, sendo esta apoiada por diversos estudos (Arnau-Soler et al., 2019; Caspi et al.,
2003; Herbison et al., 2017; Jang, Lee & Kim, 2019; Yang et al., 2015).

O TDM pode ser desenvolvido a partir de multiplos fatores, incluindo magnitude,
cronicidade, previsibilidade, controlabilidade e mediadores biologicos, pois cada
individuo responde de forma diferente a situacdo estressante na qual esta sendo
exposto. Os mediadores biologicos incluem ativacao de cascatas neurais e endocrinas
gque podem induzir eventos moleculares que irdo alterar mecanismos de
susceptibilidade ao TDM (Tafet & Nemeroff, 2016). O individuo que esta sob situacao
de estresse pode responder de maneira adaptativa, na qual seus mecanismos
moleculares irdo responder de forma bem-sucedida, controlando a situacdo de
estresse, porém, se 0S eventos estressores possuirem carater excessivo e
prolongado, poderd resultar em alteracdes ndo adaptativas, que por sua vez,
contribuem para o desenvolvimento de patologias como o TDM (Gold, 2014; Yang et
al., 2015).

Os estressores ambientais afetam os seres humanos cotidianamente, sendo
transmitidos por vias sensoriais até estruturas do SNC, como o talamo e suas
projecdes que interagem com a amigdala que por sua vez também se projetam para
o cortex pré-frontal (Kaufman et al., 2000; Heim et al., 2008). As projecdes do talamo
para a amigdala promovem reacdes de excitacdo e como consequéncia, a ativacao
do sistema nervoso autbnomo e do eixo HPA (Tafet & Nemeroff, 2016).

O eixo HPA (demonstrado na figura 3) é regulado por areas como amigdala,

substancia cinzenta periaquedutal e o hipocampo. Em situacbes de estresse, 0s
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neurénios hipotalamicos secretam o hormonio liberador de corticotrofina (Marques et
al., 2016). Diante disso, os niveis do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) se elevara,
ocasionando a liberagdo do hormoénio cortisol (corticosterona em roedores) pela
glandula adrenal. O cortisol se liga aos receptores mineralocorticoides tipo | e
glicocorticoides (GRs) tipo Il, os quais sofrerdo alteragcbes conformacionais para
permitir seu reconhecimento, ligacdo a elementos de resposta a regido promotora de
genes relacionados (Holsboer, 2000; Ramos Ade et al., 2014). O cortisol regula a
atividade do eixo HPA através de ciclos de feedback negativo, necessitando de
ligacdo a receptores de GR localizados no hipocampo e na hipofise. Os GRs no
hipocampo participam da retroalimentacdo negativa agindo sobre o hipotalamo
(Holsboer, 2000; Tafet & Nemeroff, 2015).

O hipocampo € uma regido cerebral que esta envolvida diretamente com o eixo
HPA. Pacientes com TDM apresentam volume hipocampal reduzido, bem como
funcdo diminuida, resultado em maior sensibilidade conforme a intensidade do
estresse (Vythilingam et al., 2002).

Em resposta a estressores de maneira aguda, a amigdala estimula o eixo HPA
ocasionando na sintese e liberacdo de cortisol. Com isto, espera-se que o cortisol
realize efeitos metabdlicos generalizados, pois € necessario para manter ou restaurar
a homeostase do eixo. Quando isto acontece havera a estimulacdo da
gliconeogénese, regulacdo negativa de processos inflamatorios, contribuindo para
lidar com a situacao estressante e restaurar a homeostase do eixo (Tafet & Nemeroff,
2015). Mas ja a ativacao crbnica do eixo HPA pode alterar mecanismos fisiologicos,
como o circuito de feedback negativo, resultando na hiperativagéo (Chrousos, 2009).

A exposicado prolongada a niveis elevados de cortisol pode induzir alteracbes nos
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neurdénios hipocampais, induzindo a reducao da ramificacdo dendritica e inibindo a
neurogénese (Baumeister, Lightman & Pariante, 2014).

Apesar de diversos estudos terem tido sucesso em demonstrar alguns dos
mecanismos envolvidos com o TDM, novos estudos a fim de melhor compreender
esta desordem devem ser conduzidos. Além de fatores genéticos e ambientais
possuirem envolvimento e contribuicdo para a patogénese do TDM, alguns individuos
apos a exposicdo a tais fatores ndo desenvolvem o TDM, sendo este fendtipo
conhecido como resiliéncia (Réus et al, 2018).

A resiliéncia € definida como uma manutencao adaptativa do comportamento,
desenvolvimento e fisiologia diante alguma adversidade (Navrady et al., 2017). Esse
fendtipo pode ser desenvolvido devido a respostas bem sucedidas do organismo ao
estresse, permitindo com que ele se “adapte”. Quando relacionamos resiliéncia e
estresse, uma caracteristica que possivelmente esteja relacionada a resisténcia ou
vulnerabilidade é o estilo de coping. O coping ativo € definido pela resposta
comportamental que um individuo utiliza para minimizar o dano fisico, psicoldgico e
social em uma determinada situacdo. Este processo ativo de responder e de se
adaptar as adversidades para tentar manter a homeostase, € conhecido como
alostase, podendo recrutar mediadores inflamat6rios, metabdlicos e
neuromoduladores, que sdo capazes de interagir uns com 0s outros, promovendo
adaptacao (Southwick et al., 2005).

Pode-se inferir que o TDM pode ser resultado de multiplas interagdes entre o
efeito de estressores fisicos e ambientais e fatores individuais de vulnerabilidade.
Atualmente, além de fatores genéticos classicos (como SNPs e microssatélites),

neuroinflamatorios e alteracbes neuroenddcrinas, novos estudos inferem que

mecanismos epigenéticos possam estar envolvidos com o desenvolvimento desta
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patologia, bem como o desenvolvimento de resiliéncia (Lockwood, Su & Youssef,
2015; Shen, Song & Wang, 2019; Si et al., 2018; Sun et al., 2018; Tavakolizadeh et

al., 2017).

1.4 Modificacbes Epigenéticas

O genoma humano possui aproximadamente 6 bilhdes de nucleotideos
agrupados em 23 pares de cromossomos, 0S quais sao organizados em uma estrutura
chamada de cromatina (Waddington, 1959).

A relacdo entre genética, desenvolvimento, influéncia ambiental e
hereditariedade iniciou a ser estudada nos anos 50 (Waddington, 1959). Atualmente,
conhecemos esta interagdo como epigenética. Este termo significa “acima do
genoma” e seus mecanismos referem-se a fatores estruturais e moleculares que
alteraram a expressao génica sem modificar a sequéncia nucleotidica do DNA (Pefia
& Nestler, 2018). Os mecanismos epigenéticos envolvem tipos de modificacdes
guimicas nas histonas, DNA, RNA e alteracbes em proteinas que atuam como
reguladoras.

As histonas foram descobertas ha mais de cem anos. Essas proteinas
interagem para formar uma estrutura de sustentacdo capaz de compactar o DNA. A
compactacao é eficiente quando o DNA é envolto em torno de um octamero globular
de histonas composto por um tetrdmero de histonas H3/H4 e dois dimeros de
H2A/H2B. Esta estrutura de DNA-proteina é denominada de nucleossomo, o qual
forma a unidade béasica e altamente organizada da cromatina. Porém, atualmente
sabe-se que esta organizacgéo pode ser afetada por diversas modificagées que podem
interferir na organizacao e funcdo da expresséo génica (Hauer & Gasser, 2017; Pefa

& Nestler, 2018).
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A nivel de modificacdo em RNA, os microRNAs (miRNAs) compdem uma
familia de pequenas moléculas de RNAs enddgenos, 0s quais possuem
aproximadamente de 18 a 25 nucleotideos, sdo moléculas nédo-codificadores de
proteinas, que se anelam a sequéncias complementares encontradas na regido 3’
nao-traduzida (3° UTR) dos RNAs mensageiros (mMRNAs) diminuindo ou bloqueando
a expressao génica (Lin & Tsai, 2019). Além disso, os miRNAs tem sido amplamente
estudados em diversas patologias como autismo (Mellios et al., 2017), esquizofrenia
(Wang et al., 2019), TDM (Fries et al., 2019), transtorno bipolar (Gruzdev et al., 2019),
cancer (Shukla et al., 2019) e entre outras, devido a sua relevancia.

A modificacdo epigenética considerada mais estudada e estavel é a metilagdo
de DNA. Esta alteracéo consiste em uma modificacdo covalente, onde um grupamento
metil € adicionado no carbono 5 da citosina (5mC) nas diades citosina-guanina, onde
influencia a transcricdo sem alterar a sequéncia estrutural (Fuks, 2005; Lister et al.,
2013; Portela & Esteller, 2010). No DNA as metilacbes se agrupam em torno dos
promotores génicos, onde passam a serem chamadas de ilhas CpGs. Quando
hipermetilados, os promotores tendem a reprimir a expressao génica (Guo et al.,
2012). Essa modificacdo também esta envolvida no cancer (Ding, Chen & Shi, 2019),
TDM (Xiang et al., 2019), esquizofrenia (Hu et al., 2019) e transtorno bipolar (Li et al.,
2019).

As interacOes entre as histonas e o DNA podem ser alteradas por modificacdes
covalentes nas caudas N e C terminal das histonas (Sun; Kennedy & Nestler, 2012).
Algumas modificacdes epigenéticas foram identificadas, como a acetilagéo, metilacao,
ribosilacdo e ubiquitinacdo, por exemplo. Entretanto, os mecanismos que tem
chamado atencdo em relacédo ao TDM séo a acetilacao e metilacao de histonas (Chen

et al., 2019; Rodriguez-zas et al., 2018; Qiao et al., 2019).
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A acetilacdo de histonas é um dos mecanismos mais estudados atualmente,
esta modificacdo diminui a afinidade dos octameros de histonas pelo DNA resultando
no relaxamento da cromatina, permitindo com que fatores de transcricéo se liguem ao
DNA, favorecendo a expressao génica (Liu et al., 2014). Esse estado de cromatina é
conhecido como eucromatina, porém, este estado ndo permanece desse modo com
outros mecanismos epigenéticos (Pefia et al., 2014). Este mecanismo esta associado
com algumas patologias como cancer (Senapati et al., 2019), TDM (Rodriguez-zas et
al., 2018), esquizofrenia (Vecera et al., 2017), transtorno bipolar (Mccarthy et a., 2010)
e entre outras.

O mecanismo de regulacdo epigenética melhor caracterizado no cérebro é a
metilacdo das histonas (Pena et al., 2014). A metilacdo de residuos de lisina na
histona 3 (H3) pode ocorrer em diferentes estados, podendo conter 1 (mel), 2 (me2)
ou 3 (me3) grupos metil em seu grupamento amina, sendo estes estados podendo
implicar em diferentes fungbes na cromatina. As alteragbes mais exploradas séao
H3K4, H3K9, H3K27, H3K36 e H3K79. Esta notavel modificacdo atua de forma
diferente da acetilagcdo, pois, o resultado da alteracdo depende da lisina a qual foi
acometida pelo residuo metil, podendo favorecer a ativacdo ou repressao da
expressao génica. Em geral, os residuos K4, K36 e K79 da H3 sdo encontrados perto
de unidades de transcricdo ativa, portanto, eles favorecem a expressao génica
relaxando a cromatina para que fatores de transcricdo possam interagir com o DNA.
Ja os residuos K9 e K27 favorecem a compactacdo da cromatina, portanto, estes
residuos quando metilados favorecem o silenciamento da expressao génica (como
demonstrado na figura 4).

No ano 2000, foi descoberta a primeira histona lisina metiltransferase

(Jenuwein et al., 2000) e desde entdo uma familia extensa de enzimas
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metiltranferases estao sendo identificadas (Kouzarides, 2007; Martin & Zhang, 2005).
A grande parte das metiltransferases compartiiham um dominio SET como nucleo
catalitico e possui especificidade de estado de modificacdo e de residuo. (Yue,
Oppermann & Klose, 2009).

Ha diversas enzimas lisinas metiltranferases (KMTs), porém, cada residuo
possui suas enzimas especificas. Enquanto as KMTs catalisam a adicdo do
grupamento metil aos residuos a nivel poés-traducional, as enzimas lisinas
desmetilases (KDMs) removem este grupamento, modulando a estrutura da cromatina
(David Allis et al., 2007). Foram identificadas que a familia das enzimas KMT2
(KMT2A, KMT2B, KMT2C e KMT2D) catalisam a adicdo do grupamento metil no
residuo K4 e as enzimas KDM5A e KDM5C sdo responsaveis por remover o
grupamento metil da H3 (Rao & Dou, 2015; Shilatifard, 2006). Cruceano e
colaboradores associaram esta modificacdo no residuo da K4 com transtorno bipolar
e TDM, uma vez que verificaram um aumento da marca H3K4me3 em pacientes que
foram diagnosticados com transtorno bipolar e TDM que cometeram suicidio. Ainda,
verificaram que o enriquecimento H3K4me3 no promotor do gene sinaptofisina 2
(SYN2) (correlacionada com a regulacdo super-expressa de sinaptofisina), isso
sugere que a desregulacéo da sinaptofisina nos transtornos do humor é mediada em
parte por mecanismos reguladores epigenéticos (Cruceanu et al., 2013). Além disso,
na literatura é relatado que a metilacdo nesse residuo também esta envolvida com
neurodiferenciacdo, neurogénese e pluripoténcia celular (Guenther et al., 2007;
Meshorer et al., 2006). Ainda, foi visto por imunofluorescéncia em cultura celular de
osteoclastos, que quando ha um quadro neuroinflamatorio resulta em uma reducao
significativa de H3K4me e por consequéncia diminuiu a osteoclastogénese induzida

por lipopolissacarideo (Kirkpatrick, Kirkwoord & Woster, 2018).
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No residuo K9, a familia de enzimas KMT1 (KMT1A, KMT1B, KMT1C, KMT1D
e KMT1E) séo responsaveis por catalisar a adicdo do grupamento metil, enquanto as
enzimas KDM1, KDM3 e KDM4 sao responsaveis por desmetilar este residuo (Hyun
et al., 2017; Nakayama et al., 2001). Sabe-se que H3K9me é essencial para manter a
homeostase celular, e que a metilacédo neste residuo altera a expressao de genes que
estdo relacionados com ciclo celular, neurogénese e neurodiferenciacdo (Fiszbein &
Kornblihtt, 2016; Pappa et al., 2019). Além disso, H3K9me3 esta envolvida com o
circuito de recompensa (eixo HPA) que é intimamente relacionado com o
desenvolvimento de anedonia em modelos animais, sendo a anedonia um dos
principais sintomas de depresséao (Pathak et al., 2017).

As enzimas KMT6A e KMT6B séo responsaveis por metilar o residuo K27 e as
KDM6A, KDM6B e KDM6C por desmetilar o residuo (Hyun et al., 2017; Lee et al.,
2006). O residuo K27 esta relacionado com a sinapse glutamatérgica, uma vez que
h& um aumento da H3K27me3 no promotor do gene que codifica para o receptor de
glutamato metabotropico 2 (Kurita et al., 2013). Foi visto também que esta H3K27me3
esta relacionada com mecanismo de recompensa, bem como a outra metilacdo de
carater repressor (H3K9me3) (Pathak et al., 2017).

A adicdo do grupamento metil no residuo K36 € regulada por varias KMTSs,
porém, a Unica que catalisa a adicdo do grupamento metil no estado me3 € a KMT3A,
mas por outro lado, essa lisina pode ser desmetilada por KDM2A, KDM2B, KDM4A,
KDM4B e KDM4C (Edmunds, Mahadevan & Clayton, 2008; Li, 2013; Sinha et al.,
2009). A H3K36 possui uma relacdo com neurodesenvolvimento e ja foi visto que
guando ha uma diminuicao no nivel de metilacdo neste residuo, resulta em atraso no
neurodesenvolvimento bem como em déficits cognitivos e motores (Hyun et al., 2017).

Em animais resilientes a intensidade de metilacdo foi mais elevado que em animais
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com fendtipo tipo-depressivo apds o estresse por derrota social. Além disso, quando
ha uma hipermetilacdo no residuo K36 ha uma menor sintese de IL-6 e TNF-q,
diminuindo o quadro neuroinflamatorio (Kirkpatrick, Kirkwoord & Woster, 2018).

Por fim, o residuo K79 possui apenas uma KMT conhecida, a KMT4.
Curiosamente, essa enzima € a Unica que nao possui um dominio SET identificada
até 0 momento e esse residuo metilado ndo possui enzima desmetilase ainda
elucidada (Farooq et al., 2016; Shilatifard, 2006; Van Leeuwen, Gafken & Gottschling,
2002). Na literatura, a H3K79 tem sido associada com a proliferacdo celular e
desenvolvimento de células granulares no cerebelo e também na via de sintese do
colesterol (Bovio et al., 2018). Ainda, o residuo K79 tem sido associado com
diferenciacdo de osteoclastos (Gao & Ge, 2018). Entretanto, ainda ndo ha grandes
resultados na area de neurociéncias.

Devido ao TDM ser uma patologia multifatorial, os fatores mencionados acima
tornam-se interessante para estudo, para aos poucos elucidar qual a contribuicdo de
cada mecanismo para a prevencdo ou progressao do transtorno para futuramente
utiliza-los para tornar o tratamento da depressédo mais eficiente. Chamo atencéo que
todos 0os mecanismos podem atuar a0 mesmo tempo, porém, em intensidades

diferentes.

1.5 Estresse Cronico Moderado e Imprevisivel

Como mencionado anteriormente nesta dissertacdo, individuos, quando
expostos a situacOes estressantes a longo prazo, de maneira incontrolavel e
imprevisivel em algumas situacdes € possivel que a sinalizacdo desencadeada pelo

estresse pode ser precipitante no desenvolvimento de TDM (Kessler, 1997).
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Com o objetivo de podermos ampliar de maneira pormenorizada o
entendimento sobre as mais diversas desordens que acometem 0s seres humanos,
modelos animais in vivo s&o utilizados com a finalidade de mimetizar determinada
patologia, (Willner, 1997).

Nos anos 80, houve uma série de estudos de Katz e colaboradores nos quais
ratos foram expostos a diversos agentes estressores graves (Katz & Hersch, 1981,
Katz et al., 1981a; Katz et al., 1981b; Katz & Baldrighi, 1982), com isto, 0os animais
mudavam seu comportamento apds o estresse. Além disso, 0s animais postulados
como estressados, ndo consumiam agua nem mesmo quando adicionado sacarose,
utilizando a solucdo adocicada como recompensa. Neste sentido, observou-se que
estes animais tinham prejuizos comportamentais, e que esses comportamentos
caracterizavam um fenoétipo de anedonia, mas esse fenotipo era revertido quando
administrados antidepressivos. Periodo apds, os trabalhos de Zacharko e
colaboradores (Zacharko et al.,1983; Zacharko, Bowers & Anisman, 1984)
demonstraram que isso estava relacionado com uma alteragdo no mecanismo de
recompensa desses animais.

No final dos anos 80, Willner e colaboradores utilizaram o modelo experimental,
utilizando estressores de carater moderado, surgindo o modelo de Estresse Cronico
Moderado e Imprevisivel (ECMI). O ECMI é um modelo utilizado com o objetivo de
mimetizar o TDM em roedores, baseado em pesquisas clinicas e pré-clinicas. Esse
modelo consiste na exposicdo dos animais a estressores de carater moderado,
variados e imprevisiveis de maneira repetida, submetendo os animais a uma série de
“microestimuladores”, tornando o modelo de estresse cronico mais ético, sem a
aplicacao de estressores dolorosos para o animal, como o empregado por Katz e

colegas (Hill et al., 2012).
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O modelo replica muitas das mudancas comportamentais, bioquimicas vistas
no TDM e possui alto potencial translacional (Hill et al., 2012). O consumo de sacarose
€ semelhante as deficiéncias no processamento de recompensa, que sao a base do
diagnéstico de anedonia, um sintoma central da depressdo maior (Associacao
Americana de Psiquiatria e Forca-Tarefa da Associacdo Americana de Psiquiatria no
DSM-1V, 2000). Além disso, no ano de 2018 foi publicada uma meta-analise a qual
demonstra que o ECMI é um dos modelos de maior confiabilidade, uma vez que
mimetiza em até 60% dos sintomas observados em pacientes da clinica (Antoniuk et
al., 2018).

Em relacdo a neurobiologia do modelo, particularmente no sistema
monoaminérgico ha um aumento da atividade da monoamina oxidase A e B apés o
ECMI, com isto, sugere-se que por consequéncia ha uma reducéo no conteudo de 5-
HT. Em geral, os estudos demonstram que ha um déficit na neurotransmisséo de 5-
HT na maioria das regifes do cérebro anterior, como cortex pré-frontal e hipocampo
(Bhutani, Bishnoi & Kulkarni, 2009; Chen et al., 2007). J4 no sistema noradrenérgico,
os dados sdo um pouco conflitantes, alguns autores relatam que ha um
comprometimento na neurotransmissao, engquanto outros autores relatam que néo ha
alteracdo (Gold & Chrousos, 2002). Em relacdo a neurotransmissao dopaminérgica,
foi demonstrado que ha uma reducdo de dopamina bem como de seus metabolitos
primarios, revelando que ha uma reducdo na neurotransmissao ap6s ECMI (Ahmad
et al., 2010; Hill et al., 2016).

Ja em relacéo ao glutamato, poucos estudos estudaram o efeito do ECMI sobre
este neurotransmissor. O que sabe-se é que no hipocampo ha um aumento da

expressdo do GLT-1 e isto pode estar relacionada com a tentativa do sistema em
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manter a homeostase glutamatérgica (Garcia-Garcia et al., 2009; Raudensky &
Yamamoto, 2007).

Considerando que o eixo HPA é intimamente relacionado com o estresse, no
modelo de ECMI ja foi demonstrado que niveis do hormonio liberador de corticotropina
sao elevados em estruturas como amigdala, coértex, hipocampo e hipotalamo (Guo et
al.,, 2009 Pan et al., 2010). Em geral, observa-se que o modelo mimetiza a
neurobiologia observada em individuos diagnosticados clinicamente com TDM
moderada (Raadsheer, 1994), bem como como pacientes com ideacfes suicidas
(Merali et al., 2004).

Estudos demonstram que elevados niveis de glicocorticoides podem ser
decorrentes a modificacdes epigenéticas. Resultados demonstram que a regulacéo
do gene que codifica para a proteina de ligacdo FK 5 (FKBP5) pode ser modulada por
alteracdes epigenéticas e isto pode resultar em prejuizos na neurotransmissao
glutamatérgica e alteracfes de genes astrocitarios (Wei et al., 2016; Kim et al., 2016;
Shepard & Coutellier, 2018; Sun et al., 2017). Mesmo que com poucos estudos, ha
evidéncias que indicam 0s mecanismos epigenéticos como pecas chave para o
desenvolvimento do fendtipo de resiliéncia (Lopizzo et al., 2019; Matosin,
Halldorsdottir & Binder, 2018; Nasca et al., 2017).

Visto que o modelo uma é capaz de mimetizar ambos os fenotipos e separa-
los para podermos explorar a neurobiologia da TDM e resiliéncia, este se torna o
melhor modelo para buscarmos melhor compreensdo sobre a neurobiologia de

animais suscetiveis ao TDM e animais resilientes.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Investigar as possiveis modificacdes epigenéticas, em ratos Wistar submetidos

ao modelo de depressao do Estresse Cronico Moderado Imprevisivel (ECMI).

2.2 Objetivos especificos
1. Investigar em ratos Wistar o efeito do ECMI nos parametros comportamentais

relacionados com comportamentos do tipo-depressivo e resiliente;

2. Investigar modificacdes epigenéticas nos residuos de lisina 4, 9, 27, 36 e 79 da

histona 3;
3. Analisar o estado de cromatina;
4. Verificar possivel dano e reparo ao DNA,;

5. Avaliar a expressdao de genes que codificam para transportadores e enzimas

relacionadas com a sinapse glutamatérgica;

6. Avaliar parametros como neuroinflamacéao, neurogénese, reatividade astrocitaria e

alteracdes na permeabilidade de barreira hematoencefalica.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando 29 ratos machos (50 dias) Wistar
(Rattus norvegicus albinus), com -~270 gramas, provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio (CREAL-UFRGS), e
alojados no biotério setorial do Departamento de Bioquimica, ICBS, UFRGS, mantidos
em um ciclo de doze horas de claro/escuro (luz a partir das 7:00 horas) em

temperatura de 22 + 1°C.

3.2 Procedimento Experimental

ApoOs habituacdo de 7 dias ao biotério setorial, os animais foram separados em
grupos experimentais: controles (8 animais) e animais submetidos ao ECMI (21
animais). Em seguida, os animais foram analisados individualmente frente ao
consumo de sacarose basal (Baseline) durante o periodo de 5 semanas.

O protocolo do ECMI (Czéh et al., 2015; Cryan & Mombereau, 2004; Palmfeldt
et al.,, 2016; Willner, 2005) consiste na exposicdo dos animais a repetidos
cronogramas de eventos estressores fisicos e ambientais de intensidade moderada e
de carater imprevisivel (dia 1 — a maravalha das caixas foi umedecida com 300mL de
agua, por um periodo de 17 horas (h); dia 2 — as caixas foram inclinadas (45°) por um
periodo de 5h; dia 3 — periodo de 5h de privacdo de agua e comida; dia 4 —
confinamento em tubos por um periodo de 1h; dia 5 — pareamentos dos animais de
diferentes caixas por um periodo de 2h; dia 6 — 36h com iluminacao intermitente; e dia
7 — periodo de 4h sob luz estroboscépica), conforme demonstrado na figura 5. Neste
modelo, para haver imprevisibilidade em relacdo aos diferentes tipos de estresse, 0

cronograma dos eventos foi alterado de maneira com que 0S estressores nao
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pudessem ser repetidos no mesmo dia da semana anterior. Passada uma semana de
todas as secfes de estresse, foram realizados testes comportamentais, 0s quais logo

serdo apresentados, a fim de verificar o fenotipo dos animais.

3.2.1 Teste de consumo de sacarose

Para o teste de consumo a sacarose, que foi realizado de acordo com
(Bergstrom et al., 2008; Palmfeldt et al., 2016), os animais foram inicialmente treinados
a consumir uma solucéo de sacarose palatavel (1,5%), a fim de verificar o0 consumo
médio dos animais (Baseline). Esse treinamento durou 4 semanas. Antes da
realizacdo do teste, os animais foram privados de agua e alimentacao por um periodo
de 14 horas.

O teste consiste na exposicdo de uma garrafa com solucdo de sacarose
previamente pesada por um periodo de 1 hora. Apds esse periodo, houve novamente
a mensuracao do peso da garrafa com o objetivo de verificar a quantidade de solucéo

de sacarose consumida pelos animais.

3.2.2 Campo aberto

A atividade locomotora foi analisada nos ratos dos diferentes grupos
experimentais utilizando o teste do campo aberto em sessao de 10min (Almeida et al.,
2017; Szewczyk et al., 2008). O teste foi realizado em dois dias consecutivos para
investigar memoria de habituacdo. Cada animal foi colocado individualmente na
periferia do aparato (50x50x50cm, Comprimento x Largura x Altura) contendo todas
as paredes e o chao pintados de preto. Todas as sessdes foram gravadas por uma

camera de video e, para analisa-los, utilizamos o software ANY-maze®. A distancia
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total percorrida pelos animais, foi avaliada em cada uma das diferentes exposicdes ao

campo aberto.

3.2.3 Reconhecimento de objetos

A fim de avaliar a atividade exploratéria e memoria dos animais (Rossato et al.,
2007), foi realizado o teste de reconhecimento de objetos, e este consiste em 2
sessOes. Foi utilizado o mesmo aparato explicado na se¢édo 3.2.2 e 0 mesmo tempo
de teste (10 minutos). Na primeira sessao sao colocados dois objetos iguais que serdo
considerados familiares (FO). Posterior 24h, foi realizada a segunda sesséo, onde um
dos objetos foi substituido por um novo objeto (NO). Todas as sessfes foram gravadas
por uma camera de video e para analisar os videos, utilizamos o software ANY-
maze®. Para analisar a taxa de exploracdo destes animais foram contabilizados o

tempo de exploracdo de cada animal em determinado objeto.

3.2.4 Labirinto em Y

A memoria de curta duracdo avaliada pela analise do comportamento de
alternacao espontanea dos animais durante uma Unica sessédo utilizando o labirinto
em Y (Lazaroni et al., 2012). Cada animal foi colocado no mesmo brago do labirinto,
o deixando locomover-se durante 5 minutos. Considera-se alternancia a entrada em
sequéncia em trés diferentes bragos (ABC, por exemplo) e o niumero de entradas
corretas (ABC, BCA, por exemplo). Foi analisado também o tempo em que o animal
ficou em cada braco do labirinto. Todas as sessdes foram gravadas por uma camera
de video e para analisar os videos, utilizamos o software ANY-maze®. Os resultados

foram analisados realizando a porcentagem de alternancias.
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3.2.5 Teste de borrifagem de sacarose (Splash test)

O “splash test” é um teste comportamental para analisar o auto-cuidado/auto-
limpeza dos animais, representado pelo tempo de grooming. Para a realizacdo do
teste, borrifa-se uma solucdo de sacarose com concentracdo de 3% no dorso do
animal, até que fiqgue umido (Ducottet & Belzung, 2004). Em seguida, os animais foram
colocados em caixas transparentes e o tempo de laténcia e autocuidado foram

cronometrados durante 15 minutos.

3.2.6 Nado forgado

Nesse teste, inicialmente os animais sdo colocados individualmente em
cilindros plexiglass (80cm de altura, 25cm de didmetro) contendo dgua com 39cm de
profundidade (em nivel suficiente para que o animal ndo consiga apoiar-se no fundo)
a 27 = 1°C por 15 min durante a sesséao pré-teste. Vinte quatro horas apos a primeira
exposicao, cada animal foi submetido a sesséo teste por um periodo de 5 minutos e
0s comportamentos de natacdo (movimentos horizontais ativos, geralmente em torno
de todo cilindro), escalada (movimentos de esfor¢o para sair do cilindro com as patas
dianteiras contra as paredes durante o teste) e tempo de imobilidade (posi¢éo vertical
sem esforco e fazendo apenas pequenos movimentos para manter suas cabecas

acima da agua) séo analisados (Maciel et al., 2018).

3.3 Coleta de amostras

Apos os testes comportamentais com 0s respectivos grupos experimentais, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo com guilhotina e, em seguida, foram
coletados o sangue, medula éssea femural e estruturas encefalicas como cértex total,
cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo. ApoOs a coleta, as amostras de sangue
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foram imediatamente centrifugadas a 5000 rpm utilizando a temperatura de 4°C
durante 10 min. O plasma foi mantido na temperatura de -80°C, os linfocitos foram
logo utilizados e as estruturas encefalicas foram armazenadas em nitrogénio liquido
até analise. Todas as analises que foram investigadas estdo de acordo com a
metodologia especifica que sera posteriormente descrita, onde foram utilizados 14
animais para imunofluorescéncia (4 amostras de animais controle, 5 amostras de
animais tipo-depressivo e 5 animais tipo-resiliente) e 14 animais (4 amostras de
animais controle, 5 amostras de animais tipo-depressivo e 5 animais tipo-resiliente)

para técnicas de dano e reparo de DNA, metilacdo de histonas e de expressao génica.

3.4 Andlise de dano e reparo ao DNA

3.4.1 Micronucleos

O ensaio de micronucleo foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Horta e colaboradores (2016). Foi realizada a extracdo de medula 6ssea femural
e preparados dois esfregacos em laminas por animal, com uma gota de soro fetal
bovino. Em seguida, as laminas foram coradas com Giemsa 10% durante 5 minutos e
colocadas para secar a temperatura ambiente. Para evitar resultados falso-positivos,
as laminas foram marcadas com codigos e em seguida, foi realizada a contagem de
micronucleos utilizando microscopio optico. Para analise, levou-se em consideracao

a quantidade de eritrocitos policromaticos / eritrocitos normocromaticos (PCE / NCE).

3.4.2 Sensibilidade do DNA a DNase
Amostras de cortex pré-frontal foram lisadas utilizando tampéao hipoténico (NacCl
5mM, MgCl2 1,5mM, CaClz 0,5mM, Tris HClI 5mM e protease Inhibitor cocktails®

(Thermo Fisher Scientific, EUA)) (pH=7,0). Em seguida, foi realizada a centrifugacao
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na velocidade de 1000xg durante 10 min a 4°C. O precipitado foi coletado e
ressuspenso em tampéao (NaCl 10mM, MgClz 3mM, CaClz 1mM, Tris HCI 10mM e
protease Inhibitor cocktails® (Thermo Fisher Scientific, EUA)) (pH=7,0). Em seguida
as amostras foram quantificadas por espectrofotometria utilizando o equipamento
SpectraMax i3 Multi-Mode Platform® (Molecular Devices, EUA) com o comprimento
de onda de 260 nandmetros (nm). Apds as amostras foram tratadas com DNase tipo
I® (Thermo Fisher Scientific, EUA), inativadas com acido etilenodiamino tetra-acético

(EDTA) 0,02M pertencente ao kit e quantificadas por espectrofotometria novamente.

3.4.3 Reparo de DNA

Para a avaliacdo da suscetibilidade a danos exégenos ao DNA, as células
sanguineas foram tratadas com H202 (80uM durante 10 min) e depois incubadas por
até 30 min a 37 ° C. A andlise foi realizada no tempo 0’ (sem adi¢gdo sem H202) e em
diferentes tempos. O tratamento com H20:2 foi realizado em intervalos de 30 minutos
(t30', t90' e t150") e logo apds, as amostras foram coletadas para analise de dano de
DNA pelo método do ensaio cometa de quebras de DNA. A porcentagem de dano
residual ao DNA ap6s 2h30min (t150") de tratamento com H20: foi calculada usando

o valor de t30'.

3.5 Andlise de metilagdo em histonas
3.5.1 Extracao de histonas

Para a realizacao da extragcédo, nos baseamos no protocolo de Shechter et al.,
2007. Resumidamente, as estruturas encefalicas (cortex total, hipocampo e
hipotalamo) foram fatiadas e maceradas utilizando um tamp&o de lise hipotdnico

(sacarose 50mM, Tris HCI 50mM, KCI 25mM e protease Inhibitor cocktails® (Thermo
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Fisher Scientific, EUA)) (pH=7,0). Posterior a isso, centrifugamos o material lisado a
7600 xg durante 1 min na temperatura de 4°C. Apds ressuspendemos o pellet com
HCI 0,2N e incubamos no gelo durante 1h, dando sucessivos vortex a cada 10 min.
Logo apds, centrifugamos a 16000 xg durante 1 min na temperatura de 4°C, retiramos
0 sobrenadante e adicionamos TCA 50%. Apdés, houve a centrifugacdo durante 15
minutos na velocidade de 16.000xg na temperatura de 4°C, retiramos 0 sobrenadante
e lavamos o pellet com acetona 100%. Em seguida, retiramos o sobrenadante e
deixamos o pellet secar durante 15 minutos para a acetona evaporar. Por fim,
ressuspendemos o pellet com um solugéo contendo TrisCl 50mM/ SDS 3%.

A concentracdo de proteinas foi mensurada pelo método de BCA (Serva,
Germany), seguindo as instru¢des do fabricante e logo apds, ponderadas para a

mesma concentracdo. O conteudo extraido foi entdo armazenado a -20 °C

3.5.2 Western blot

A técnica de Western Blot foi realizada conforme (Sadakierska-Chudy et al.,
2017), utilizando 10ug de proteinas de cada amostra na presenca de uma solucéo de
tampéo de amostra Laemmly 5X. A fim de verificar o imunoconteudo, foi realizado o
SDS-PAGE 15%, utilizando o Mini PROTEAN Tetra System® (Bio-Rad, EUA) na
voltagem de 200v. Apds as proteinas serem separadas gel de poliacrilamida, realizou-
se a transferéncia para uma membrana de baixa fluorescéncia de PVDF 0,2um
(Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizando o mesmo sistema. Apés essa sequéncia de
eventos, as membranas foram bloqueadas com albumina (BSA) 5% dissolvidas em
tampéo Tris contendo 0.1% de tween-20 (TTBS 0.1%). Em seguida, as membranas
foram incubadas “overnight” com o anticorpo primario (H3; H3K4me3; H3K9me3;
H3K27me3; H3K36me3 e H3K79me3) provenientes de kit comercial Tri-Methyl
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Histone H3 Antibody® (Cell Signaling Technology, EUA). Passado o periodo de
incubacdo com o anticorpo primario, a incubacdo com o anticorpo secundario foi
realizada com IgG anti-rabbit durante 2h em temperatura ambiente. Tanto a incubagao
com o anticorpo primario, quanto com o secundario foram seguidas de 4 lavagens
com TTBS 0.1% sob agitac&o. A seguir, as membranas foram preparadas e reveladas
em um fotodocumentador. Posteriormente, os resultados foram quantificados
utilizando o software ImageJ® e a deteccédo foi normalizada utilizando a proteina [3-

actina.

3.6 Andlise da expressdao génica

3.6.1 Extracao de RNA

Resumidamente, foi utilizado de 50 a 100g do tecido das estruturas como o
cortex e hipocampo, os quais foram macerados utilizando o reagente TRIzoI®
(Thermo Fisher Scientific, EUA) para a lise celular. Posteriormente, o material lisado
foi incubado e centrifugado a 12.200 rpm durante 15 minutos a 4°C com o reagente
cloroférmio (Merck, Millipore, EUA) para o isolamento do RNA. O RNA isolado foi
incubado com isopropanol (Merck, Millipore, EUA) e precipitado por centrifugacdo a
12.200 rpm durante 10 min a 4°C para posterior lavagem. O RNA precipitado foi lavado
com etanol 70% (Merck, Millipore, EUA) e centrifugado durante 5 min durante 9.700
rpm a 4°C. Em seguida, os tubos foram aberto na capela de exaustdo para evaporar
o etanol e futura eluicéo de pellet de RNA com H20 DEPC® (Thermo Fisher Scientific,

EUA). O RNA extraido foi armazenado no freezer -80°C até sua utilizagéo.
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3.6.2 Confeccdo de DNA complementar (cDNA)

Ao iniciar o processo, as amostras de RNA extraidas a partir dos tecidos foram
guantificadas através do método de espectrofotometria, com o auxilio do equipamento
SpectraMax i3 Multi-Mode Platform® (Molecular Devices, EUA) utilizando absorbancia
no comprimento de onda de 260nm. Ja a pureza das amostras foi avaliada por meio
da razédo entre as absorbancias obtidas em 260nm e 280nm (razdo A260/A280).

Para a reacdo de sintese de cDNA, foi utilizado 2 ug de RNA, o qual foi
convertido em cDNA utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription®

(Thermo Fischer Scientific, EUA) de acordo com as instrucfes do fabricante.

3.6.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (RT-qPCR)

As reacoes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o kit PowerUp™ SYBR®
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com as instru¢ces do
fabricante. Os genes amplificados com seus respectivas sequéncias foram: RELN (5’
AAACTACAGCGGGTGGAACC 3’ e 3 ATTTGAGGCATGACGGACCTATAT 5’), GLT-
1 (5 AGTATGTGGCGGGCTGCTTCG 3’ e 3' GGAAATAATGAGAGGGAGGAT 5),
GLAST (5 AACTTTGCCTGTTACCTTC 3’ e 3 CAGTCACAATCTGACCTCC %), GS
(5 TCCTGTGGCCATGTTTCGAG 3 e 3 GCGGGCTTCCGGTTATACTTG 5°), GFAP
(5 TGACGCCTCCACTCCCTGCC 3 e 3 CATCTCCGCACGCTCGCTGG 5’) e B-
actina ) TCCTCCTGAGCGCAAGTACTCT 3 e 3
GCTCAGTAACAGTCCGCCTAGAA 5’). Posterior amplificacdo, os resultados foram

calculados pelo método 2-24¢,
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3.7 Imunofluorescéncia

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina
(intraperitonealmente), e perfundidos pelo coracéo utilizando solucdo salina 0,9%,
seguida de solucdo de paraformaldeido (PFA) 4% em PBS 100 mM (pH 7,4).
Posteriormente, os cérebros foram dissecados e mantidos em PFA 4% por 24h a 4°C
e em seguida foram crioprotegidos em solucéo sacarose 30% em PBS a 4°C. Apés a
crioprotecao, os cérebros foram congelados em isopentano e seccionados em fatias
de 30 um no plano coronal utilizando criostato Microm HM 525 (Thermo Scientific,
EUA) a -25°C. Especificamente, foram seccionadas fatias de estruturas como cértex
pré-frontal, hipocampo e hipotalamo, as quais permaneceram em solucdo PBS 100
mM acrescido de azida sodica (0,5%) até a realizacdo do ensaio de
imunofluorescéncia via sistema free-floating. No ensaio de imunofluorescéncia, as
fatias foram primeiramente lavadas trés vezes com PBS 100 mM, e bloqueadas
usando soro de cavalo 5% diluido em PBS 100 mM contendo 2% de Triton x100 (PBS-
Tx) por duas horas a temperatura ambiente. Na sequéncia, os tecidos foram
incubados por 72 horas a 4°C com o anticorpo primario camundongo anti-GFAP
(Sigma, 1:400) em PBS. Apos trés lavagens com PBS 100 mM, os tecidos foram
incubados com o anticorpo secundario anti-camundongo Alexa 488 (Invitrogen, 1:400)
em PBS-Tx por duas horas a temperatura ambiente. Apds a incubagcdo com o
anticorpo secundario, os tecidos foram lavados outras trés vezes com PBS e entéo
incubadas com DAPI (Sigma, 1:1000) por cinco minutos. ApOs etapas de lavagens
com PBS, as laminas foram confeccionadas com liquido CC/Mount e cobertas com
laminulas. Por fim, as imagens do cortex pré-frontal, hipocampo e hipotalamo foram
adquiridas com um Microscopio EVOS®FL Auto Imaging System (AMAFD1000 —

Thermo Fischer Scientific; MA, USA) (de Oliveira et al., 2014).
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3.8 Analise estatistica

Os resultados de imunoconteudo das trimetilacbes da H3, expressao génica,
campo aberto e reconhecimento de objetos foram analisadas utilizando Anélise de
Variancia (ANOVA) bidirecional, seguido do teste post hoc de Tukey, exceto o
consumo de sacarose, labirinto em Y, nado forgcado e splash test, que foram

analisados utilizando ANOVA unidirecional seguido pelo mesmo teste post hoc.
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4. Resultados

4.1 Testes comportamentais

Foram realizados 5 testes comportamentais em sequéncia a fim de verificar o
padrdo comportamental de cada animal dos grupos experimentais (animais controles
e animais submetidos ao ECMI). Destaca-se que a avaliacdo de todos os
comportamentos em conjunto foi utilizada para designar os animais submetidos ao
ECMI que desenvolveram o comportamento tipo-depressivo ou demonstraram
resiliéncia ao protocolo utilizado.

Conforme explicado na secdo 3.2.1, o teste de consumo de sacarose foi
realizado semanalmente. Nossos resultados demonstram que o Baseline de todos os
grupos sao iguais (p=0,998, dados ndo mostrados). Entretanto, uma diminuicao
significativa (p=0,016) no consumo de sacarose 1.5% nos animais tipo-depressivo é
observada a partir da 4° semana do protocolo do ECMI (figura 6, painel C). Os animais
do grupo controle, assim como 0s animais considerados resilientes demonstraram um
consumo de sacarose semelhante durante todas as semanas analisadas (figura 6,
painel A e B, respectivamente).

Considerando que o consumo de sacarose é o comportamento mais utilizado
em estudos utilizando o ECMI, utilizamos esta andalise comportamental para
estabelecermos os grupos resilientes e depressivos. Contudo, na tentativa de melhor
caracterizar e nos cercar de eventuais resultados falso positivo/negativo, outros testes
comportamentais foram realizados a fim de melhor caracterizar o fenotipo de cada
animal.

A fim de investigar a atividade locomotora e memoria de habituacdo foram

realizadas duas sessdes de campo aberto. Dessa maneira, foi possivel observar que
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0 grupo tipo-depressivo apresentou uma locomocado significativamente menor em
comparacao com o grupo controle (p=0,016). Ademais, observamos que 0S grupos
controle e resilientes apresentam uma diminuicao significativa na locomocao quando
comparamos a sessao 1 com a sessdo 2 do campo aberto (p=0,049, p=0,045
respectivamente), enquanto os animais do grupo tipo-depressivo ndo demonstraram
nenhuma alteracdo na atividade locomotora comparando ambas sessdes do campo
aberto (figura 7). A taxa de similaridade entre o consumo de sacarose com 0 campo
aberto foi 80% (8 animais apresentaram comportamento tipo-depressivo nesse teste
também).

Posteriormente, os animais foram submetidos ao teste comportamental de
reconhecimento de objetos, com o objetivo de verificar a taxa memoéria de
reconhecimento. Na sessédo de treino do RO é possivel observar que todos 0s grupos
exploraram de maneira semelhante os 2 objetos. Na sessédo de teste, 24h apos,
observamos um aumento significativo nos animais controle (p=0,007), assim como
nos com comportamento dos animais resilientes (p=0,001) comparando a exploracao
do FO com o NO. Em contrapartida, animais do grupo tipo-depressivo, apresentaram
uma similaridade na exploracdo do FO e NO (p=0,401), conforme demonstrado na
figura 8. A taxa de similaridade entre o consumo de sacarose com o RO foi de 90%

Apos, foi realizado o teste de Labirinto em Y e podemos observar que tanto os
animais que apresentavam até o momento o comportamento tipo-depressivo (p=0,090
e tipo-resiliente (p=0,126) ndo houve um indicativo que déficit cognitivo, uma vez que
estes animais exploraram de maneira igual os bragos do labirinto em relacdo ao

controle.
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No splash test, o quinto paradigma comportamental investigado, observamos
que o controle ndo difere estatisticamente quando comparado com 0s animais
resilientes (p=0,657) e tipo-depressivo (p=0,275).

Por fim, realizamos o teste do nado forcado. Observamos que tanto os animais
controles quanto os animais submetidos ao ECMI, obtiveram o tempo de natacéo
semelhantes (resilientes (p=0,992), tipo-depressivos (p=0,723)), uma vez que tiveram
o tempo de imobilidade reduzido.

Aposs minuciosa analise comportamental, foi possivel observar que os testes de
campo aberto e reconhecimento de objetos reproduzem com grande fidelidade os
achados do consumo de sacarose, permitindo com isso, aumentar sensibilidade para
inferir os animais que séo resilientes ao ECMI e quais desenvolvem o fendétipo do tipo-

depressivo.

4.2 Dano e Reparo ao DNA

A fim de verificar um possivel dano permanente ao DNA, foi realizado o teste
de micronucleos. Observamos que ndo ha dano permanente nos animais que foram
submetidos ao ECMI (p=0,641) em relacdo aos animais controles (figura 9).

Em seguida, verificamos se haveria reparo no dano ao DNA, uma vez que néo
se mostrava ser permanente. A partir dos nossos resultados, notamos que ha a
potencializagcdo do dano em todos o0s grupos experimentais (p=<0,0001) no tempo de
30 minutos com H202, mas a partir desse tempo o dano comeca a ser reparado
também em todos grupos experimentais. No tempo de 90 minutos verificamos que 0s
animais tipo-depressivos ainda possuem um dano elevado (p=<0,0001) enquanto os
animais resilientes e controles possuem uma elevada taxa de reparo do dano

(p=0,069, p=0,062, respectivamente). Entretanto, percebemos que o dano tanto no
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grupo resiliente quanto controle no tempo de 150 minutos foi reparado proximo ao
nivel basal (p=0,239, p=0,948, respectivamente), enquanto o dano do grupo tipo-
depressivo foi reparado (p=0,811), porém, de maneira mais lenta em comparacédo com
0S outros grupos experimentais, conforme demonstrado na figura 10.

Em relacdo a sensibilidade do DNA a DNase, podemos verificar que ndo ha
alteracdo em relacdo ao remodelamento da cromatina, uma vez que nao houve
diferenca estatistica dos animais submetidos ao ECMI (resilientes p=0,877 e tipo-

depressivo p=0,977) em relacdo aos animais controles (figura 11).

4.3 Modificacdes epigenéticas

A partir da analise do imunoconteudo possuindo residuos trimetilados da H3 e H3
total do hipotalamo, nGs constatamos que os animais com fenaétipo resiliente (p=0,002)
e controles (p=0,0009) possuiam maior imunoconteido de H3 total quando
comparados com 0s animais tipo-depressivo. Ja em relacdo a H3K27me3, os animais
caracterizados como tipo-depressivo possuem hipermetilacdo (p=0,024) desse
residuo quando comparados com os controles. Além disso, animais com o fenétipo
tipo-depressivo dispdem da H3K9me3 hipometilado no hipotadlamo em comparacgéo
com animais com fendtipo de resiliéncia e controles (p=0,441 e p=0,046,
respectivamente) (figura 13). Em relacdo a H3K4me3 ndo encontramos diferenca do
grupo controle em relagcdo aos animais resilientes (p=0,908) e tipo-depressivo
(p=0,701), bem como H3K36me3 (p=0,080 e p=0,922, respectivamente) e H3K79me3
(p=0,878 e p=0,642, respectivamente), demonstrando que o padrdo de metilagao
nesses residuos nao foram modificados com o ECMI, conforme demonstrado na figura

12.
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Ao contréario do hipotalamo, quando analisamos o hipocampo observamos que ha
diferenca estatistica nas metilacbes de carater favoravel a expressdao génica. A
modificacdo H3K4me3 encontra-se hipermetilada nos animais resilientes em relacéo
aos animais controles e tipo-depressivo (p=0,044 e p=0,039, respectivamente). O
mesmo verificamos com a modificacdo H3K36me3, essa modificacdo mostrou estar
hipermetiladas no grupo com fendtipo tipo-resiliente em relacdo aos outros grupos
experimentais (grupo controle p=0,002 e tipo-depressivo p=0,035). J& em relacdo as
metilaces de repressdo da expressao génica, podemos verificar que houve diferenca
estatistica na H3K9me3, a qual esta hipermetilada nos animais com fendtipo tipo-
depressivo (p=0,0002) e de resiliéncia (p=0,0001), em comparacao ao controle. Nao
foram observadas diferencas estatisticas na H3 total entre o grupo controle em relacéo
aos animais resilientes (p=0,340) e tipo-depressivo (p=0,642), 0 mesmo observamos
em relacdo a H3K27me3 (p=0,0,471 e p=0,987, respectivamente) e H3K79me3
(p=0,958 e p=0,999, respectivamente), conforme observado na figura 13.

Quando analisamos as trimetilacbes no cértex total, ndo observamos nenhuma
alteracao significativa em relagéo ao padrao de metilagdo das modificagcbes H3K4me3
(p=0,848), H3K9me3 (p=0,555), H3K27me3 (p=0,791), H3K36me3 (p=0,610),

H3K79me3 (p=0,298), bem como a H3 total (p=0,060), conforme mostra a figura 14.

4.4 Expressao génica

Analisamos genes que estao envolvidos com a regulacao de glutamato (GLT-1
e GLAST), gene que codifica para a enzima que esta relacionada com a sintese de
GIn (GS), proteina que esta relacionada com migracdo neuronal (RELN) e proteina

fibrilar acida (GFAP) presentes em células gliais.
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A partir dos nossos resultados, observamos que no hipocampo houve o
aumento da expressdo do gene que codifica para o GLT-1 nos animais tipo-
depressivos (p=0,042) quando comparados com o controle. No entanto, no GLAST
observamos a reducao da expressao do gene que codifica para 0 mesmo nos animais
com o fendtipo tipo-depressivo (p=0,001) em relacdo aos animais controle. Ainda,
vimos que ha a reducéo da expressdo do gene que codifica para a GS também nos
animais tipo-depressivo (p=0,044). Nao observamos diferenga significativa na
expressdo dos genes RELN nos animais resilientes (p=0,824) e com o fenétipo tipo-
depressivo (p=0,977) em relacdo ao controle. Observamos o mesmo resultado
referente ao GFAP (p=0,992 e p=0,812, respectivamente), conforme demonstrado na
figura 15.

Quando avaliamos o cortex total, verificamos que ha um aumento da expressao
do gene que codifica para a RELN nos animais com fenoétipo resiliente (p=0,026) em
relacdo ao controle. Além disso, ainda, observamos o0 aumento da expressao do gene
gue codifica para a GS nos animais tipo-depressivo (p=0,034) e reducao da expressao
do gene que codifica para GLAST nos animais com fenétipo tipo-depressivo (p=0,004)
em relacéo ao controle (figura 16). Ndo observamos diferencas estatisticas em relacao
ao gene GFAP nos animais resilientes (p=0,353) e tipo-depressivo (p=0,333) em
relacéo ao grupo controle. O mesmo verificamos em relacao ao gene GLT-1(p=0,634

e p=0,421, respectivamente).

4.5 Imunofluorescéncia
Com o intuito de avaliar a astrogliose no cortex pré-frontal, hipocampo e
hipotalamo realizou-se a andlise do da proteina GFAP por meio de

imunofluorescéncia. Os animais com fenotipo tipo-depressivo apresentaram uma
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maior imunorreatividade para GFAP no hipocampo, representado pela regido CA3 em
relacdo aos demais grupos experimentais (figura 17). Além disso, os animais tipo-
resilientes apresentam maior imunoconteudo de GFAP no hipotalamo. Ja no cortex
pré-frontal os animais apresentaram uma reducdo da imunorreatividade para GFAP

em relacdo aos grupos controle e depressivo.
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5. Discusséo

O TDM é uma patologia multifatorial onde fatores externos acabam influenciando
a sua fisiopatologia. Demonstramos pela primeira vez que a H3K9me3 e H3K27me3
podem estar envolvidas com a regulacdo de glutamato na TDM utilizando o ECMI.
Além disso, temos como hipotese que a H3K4me3 e H3K36me3 podem estar
envolvidas com a neurogénese, uma vez que estas modificacbes estdo envolvidas
com a proliferacdo e diferenciacdo celular e a RELN com migracdo neuronal
(Nakajima et al., 2020).

Embora seja possivel encontrarmos na literatura diferentes modelos animais para
0 estudo da TDM, o modelo de ECMI é considerado um dos modelos com maior
validade etiologica, de face, predicdo e de constructo tornando-o uma importante
ferramenta para estudos pré-clinicos com alto potencial translacional. A grande critica
sofrida por este modelo, considera principalmente os aspectos relacionados com a
reprodutibilidade (Machado-Vieira et al., 2008), visto a diferente proporcao obtida de
animais resilientes e com comportamento do tipo-depressivo comparando diferentes
levas submetidas ao mesmo protocolo do ECMI. Considerando este aspecto, n0Sso
objetivo inicial foi submeter os animais a diferentes paradigmas comportamentais que
torne possivel avaliarmos ndo apenas a anedonia (através do consumo de sacarose),
mas sim outros fendétipos importantes presentes na TDM, como por exemplo: retardo
psicomotor (campo aberto), déficit cognitivo (memoria de habituacdo no campo
aberto), memdria de reconhecimento no (RO), autocuidado (splash test) e habituacdo
com uma situacéao inospita (hado forgado).

Diante disso, nossos resultados demonstram que a classificacdo dos diferentes
animais submetidos aos diferentes paradigmas comportamentais possuem uma

similaridade média de 90%. Neste sentido, antes de fazermos as analises bioquimicas
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propostas no estudo, buscamos aprimorar as analises do fenotipo dos animais,
diminuindo, dessa maneira, falsos positivos ou negativos e consequentemente
aumentando a reprodutibilidade e confianca do modelo do ECMI.

Mesmo utilizando essa abordagem mais com maior precisdo € possivel
observarmos que nossos resultados vao de encontro a muitos estudos presentes na
literatura cientifica, como por exemplo dados de Liu e colaboradores (2017), onde foi
observado que animais submetidos ao estresse por derrota social e por ECMI
reduziram seu consumo de sacarose. Son e colaboradores (2019) obteveram o
mesmo resultado quando submeteram animais ao estresse de restricdo. Ainda,
observamos o mesmo resultado quando animais sdo induzidos ao TDM por
inflamacéo sistémica utilizando LPS (Couch et al.,2016).

Couch e colaboradores (2016) ainda verificaram reducdo da distancia percorrida
no campo aberto. Dang e colaboradores (2019) observaram diminuicdo do
comportamento exploratorio dos animais induzidos ao fenétipo tipo-depressivo por
LPS e Li e colaboradores (2018) quando os animais foram expostos ao ECMI,
corroborando com nossos resultados.

Wang e colaboradores (2018) néo verificaram diferenca entre o tempo de
grooming (corresponde ao nivel de autocuidado) nos animais com TDM induzidos por
ECMI. Ja nossos resultados vao ao desencontro ao dos autores (Kun et al., 2018;
Lapmanee et al., 2017). Com 42 dias de ECMI conseguimos verificar que 0s animais
com fendtipo tipo-depressivo possuem o nivel de auto-cuidado reduzido em relacéo
aos outros grupos experimentais.

Curiosamente, alguns autores néo observaram um elevado tempo de imobilidade
utilizando o nado forcado (Couch et al.,, 2016), indo ao encontro com n0SS0S

resultados. Isso pode ser explicado uma vez que este teste possui uma carga
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estressante para o animal e nossos animais foram expostos a varios estresses com
duracédo de 6 semanas. Nossos animais podem ter se adequado facilmente a situacao
estressora do nado forcado. Esse teste é classico para verificar o fenotipo tipo-
depressivo e efetividade de farmacos em reverter o fenoétipo (Yankelevitch-Yahav et
al., 2015).

Os resultados dos autores demonstram que dependendo do modelo ha uma
variacao entre o desempenho dos animais em determinados testes comportamentais.
Entretanto, nossos resultados corroboraram com a literatura, uma vez que
demonstramos que nossos animais possuiam anedonia, reducdo da atividade
locomotora e exploratéria e déficit cognitivo. Caracteristicas estas que sao fiéis ao
comportamento tipo-depressivo.

O elevado tempo de ECMI pode resultar em inflamacgéo derivada de altos niveis
de glicocorticoides. Evidéncias indicam que a inflamag¢do causa um aumento de
estresse oxidativo, podendo desempenhar um papel fundamental na patogénese do
TDM. Além disso, pacientes depressivos possuem elevagéo da peroxidacao lipidica e
producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem danificar
biomoléculas como o DNA (Ahmadimanesh et al., 2019; Alcocer-Gomez et al., 2014;
Czarny et al.,, 2018; Pasco et al., 2010; Rodrigues, Peterson & Perry, 2014).
Resultados da literatura demonstram que animais submetidos a diferentes situacdes
de estresse, agudo ou crénico aumentam a probabilidade de dano ao DNA (Jorgensen
et al., 2019), e que células mononucleares de sangue advindas de pacientes
depressivos também possuem maior dano ao DNA (Czarny et al., 2015). Entretanto,
nossos achados demonstram um efeito mais sutil promovido pelo estresse a nivel de
DNA. A partir do ensaio de micronucleos podemos verificar que ndo houve dano

permanente ao DNA e quando desafiamos linfocitos a 80mM de H20:2 verificamos que
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apos 30 minutos houve o reparo do DNA nos animais com fendtipo resiliente e
controle, onde no tempo de 150’, sua porcentagem de dano chegou préximo ao tempo
0’. Ja nos animais com o fenétipo tipo-depressivo observamos que o reparo acontece
de maneira mais lenta e ineficiente. Ja € demonstrado que genes envolvidos com o
reparo de DNA podem ser afetados por SNP’s, o que pode prejudicar a atividade de
enzimas envolvidas com este parametro. Portanto, a menor eficiéncia da taxa de
reparo pode ser atribuida parcialmente para mutacées, bem como a gravidade da
patologia (Czarny et al., 2016 Lindgvist et al., 2016; Zielinska et al., 2011). Outro
indicador confiavel ao dano a nivel de DNA é o remodelamento da cromatina, um
parametro mediador de alteracdes neurais duradouras em respostas ao estresse
(Covington et al., 2011). A partir dos nossos resultados verificamos que ndo houve
remodelamento da cromatina dos animais que foram expostos ao ECMI em relagéo
ao controle. Os resultados que demonstram este dano sdo modelos mais agressivos
de estresse ou em estudos clinicos. Isso pode justificar as diferencas, no nosso caso,
€ um modelo de estresse moderado, e com relacéo a clinica poderiamos dizer que os
pacientes estdo expostos a outras variaveis que podem interferir nesse parametro.

O DNA ¢é armazenado em uma estrutura altamente organizada, a cromatina,
cuja ela controla processos celulares que envolvem o DNA, como a transcricao,
replicacdo e reparo. Observamos que 0s animais tipo-depressivo possuem
imunoconteudo de H3 total reduzido quando comparado com 0S outros grupos
experimentais. A H3 esta relacionada com reparo de DNA, uma vez que sua variante
H3.3 é constitutivamente expressa durante todos estagios do ciclo celular, devido a
isso, esta presente em locais de dano para facilitar a progressao da transcricdo e

replicacédo apdés reparo (Adam, Polo & Almouzni, 2013; Frey et al., 2014).
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Embora diversos estudos tenham examinado o impacto do ambiente em perfis
neurais, pouco se sabe sobre modificacbes relacionadas a epigenética. As
modificacdes epigenéticas, estdo sendo evidenciadas como um dos mecanismos
fundamentais para a regulacéo da expresséo génica. A partir dos anos 2000, essas
modificacdes iniciaram a receber grande atencdo no estudo da depressao. Muitos
estudos sugerem gque a regulacdo a longo prazo da expressao génica através de
mecanismos epigenéticos podem mediar alteracdes permanentes no cérebro, que
pode beneficiar ou prejudicar sua funcdo e contribuir para a patogénese dos
transtornos psiquiatricos.

As trimetilacBes K4, K9, K27, K36 e K79 da H3 estdo ganhando espaco na area
do TDM devido as fungcBes que elas contribuem para alterar a expressao de genes
guando ligam-se a promotores génicos. Lembro que cada modificacdo na lisina
especifica resultard em diferentes alteracfes da expresséo génica.

Pathak e colaboradores (2017) demonstraram que h& uma desregulacédo de
KDM’s e KMT’s apos estresse cronico em camundongos. Além disso, animais que
foram expostos a estresse por derrota social durante 10 dias tiveram seus niveis de
H3K9me3 e H3K36me3 aumentados no nucleo accubens (uma regido critica da via
de recompensa envolvida no desenvolvimento da anedonia) inclusive nos animais
resilientes, porém, quando 0s animais Sa0 expostos a0 mesmo estresse por um menor
periodo (5 dias) néo foi observado o mesmo aumento. Nossos resultados demonstram
gue com estresse cronico (42 dias) ha a reducéo do padréo de metilacdo na K9me3
no hipotalamo dos animais tipo-depressivo e a hipermetilacdo desse residuo no
hipocampo dos animais submetidos ao ECMI. Além disso, ndo ha o aumento do
imunocontetdo de K36me3 no hipotdlamo dos animais com fenotipo resiliente,

corroborando em parte com a literatura. A H3K9me3 esta intimamente relacionada
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com o circuito de recompensa, que por sua vez é alterado em ratos submetidos ao
modelo experimental do ECMI, estando de acordo com os resultados que foram
encontrados nesse trabalho. Ainda, verificou-se em animais induzidos a depressao e
em cérebro post-mortem de pacientes depressivos um nivel elevado da H3K9me2,
sugerindo que esta alteracdo possa estar envolvida com a patologia da doenca
(Covington et al., 2011). Com relacdo a H3K36me3 mais estudos sdo necessarios
para melhor elucidar seu papel, no entanto, sabemos que ela esté relacionada com a
proliferacédo e diferenciacdo celular. Nossos resultados demonstram que 0s animais
com fendtipo resiliente possuem o padrao elevado dessa modificacdo no hipocampo,
guando comparado com os demais grupos. Resultados da literatura demonstram que
guando ha a diminuicdo desta modificacdo compromete a transi¢do das fases G1-S e
G2 do ciclo celular (Brien et al., 2012; Wei et al., 2017 Zhao et al., 2010). Desta
maneira, surgiu a hipétese que esta modificacdo poderia estar relacionada com a
neurogénese e possivel neurodiferenciacao, o que poderia contribuir para a resiliéncia
dos animais, porém, o envolvimento da H3K36me3 nesses mecanismos ainda nao foi
elucidado na literatura.

A hipdotese da H3K4me3 e H3K36me3 estarem relacionadas com a
neurogénese partiu dos nossos achados onde observamos que no hipocampo dos
animais resilientes havia a hipermetilagcdo dessas duas modificagdes em comparacao
com os animais controles e tipo-depressivo. Ambas as metilacbes estdo envolvidas
com a plasticidade sinaptica, e regulam genes pertencentes a familia de
sinaptofisinas, principalmente a SYN1, SYN2 e SYN3 (Cruceanu et al., 2013).

Até o momento, no nosso conhecimento, a trimetilacdo na K27 possui a melhor
fundamentacé&o do seu envolvimento com o sistema glutamatérgico. Essa modificacéo

esta envolvida com a liberacdo de glutamato e sabe-se que ela interage com o
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promotor do gene Grm2 que regula a expressao do receptor mGlu2 no hipocampo
(Nasca et al.,, 2016). Nossos resultados demonstram que o residuo K27 esta
hipermetilado no hipotalamo dos animais com o fendtipo tipo-depressivo em
comparacdo com os demais grupos. Quando avaliamos os transportadores de
glutamato astrocitarios como o GLT-1 e GLAST observamos que 0s animais expostos
ao ECMI possuem aumento da expressdo do gene que codifica para GLT-1 no
hipocampo, ao contrario do coértex total. Entretanto, quando avaliamos a expressao do
gene que codifica para GLAST verificamos a reducéo de sua expressao no cortex total
e hipocampo, abrindo espaco para hipotetizar que H3K27me3 possa interagir com o
promotor génico de GLAST, uma vez que esta modificacdes favorecem a reducao da
expressao génica. Quando avaliamos o gene que codifica para GS, observamos que
sua expressao esta reduzida no hipocampo dos animais com fenaétipo tipo-depressivo.
Porém, quando avaliamos sua expressdo no cértex total verificamos que ha o
aumento da sua expressao nos animais com fenoétipo tipo-depressivo em relacao aos
outros grupos experimentais. Shirayama et al., 2017 verificou que o cértex de
pacientes com TDM havia menor concentracdo de glutamato, glutamina e mio-inositol.
Com isso, a alta expressdo de GS nos nossos animais com o fenétipo tipo-depressivo
estaria indicando que ha uma baixa concentracdo de glutamato no cértex e a GS
estaria tentando suprir a necessidade de glutamina, onde a sua falta possivelmente
estaria prejudicando a sinapse glutamatérgica e homeostase cerebral. No TDM ha
evidéncias que apontam para a preservacao de neurdnios e a maioria dos estudos
post-mortem ndo observaram reducdes na densidade neuronal ou numero total de
neurdnios. Visto que o GLT-1 esta presente também em neurdnios, podendo ser uma
explicacdo para seu aumento de expressao (Hercher et al., 2010; Khundakar et al.,

2011; Yildiz-Yesiloglu & Ankerst, 2006).
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Foi descoberto que a H3K9me3 esta inversamente correlacionada com a
expressdo dos genes CX (conexina) em astrécitos e esse aumento de metilagéo
diminui a expressédo desses genes que formam a base dos canais de juncdo gap,
permitindo a regulacao de funcées metabdlicas e homeostéticas (Corina et al., 2017;
Pannasch & Rouach, 2013). O desiquilibrio da homeostase glutamatérgica ja é
elucidado e relacionado com a depressdo. Sabe-se que os efeitos do estresse em
regides como o cortex, hipocampo e hipotalamo envolvem a acdo de glutamato e que
estresse de maneira aguda aumenta a plasticidade sinaptica, melhora a cognicéo e
funcdes adaptativas, enquanto no estresse crénico acontece o contrario, inclusive
supressdo de neurogénese (Mcewen, 2010; Nasca et al., 2015; Popoli et al., 2011).
Nasca e colaboradores (2015) demonstraram que quando ha atividade reduzida de
mGlu2 (autorreceptor), levaria a um aumento da atividade glutamatérgica o que
resultaria na inibicdo da neurogénese.

Neste contexto, modificacbes epigenéticas constituem mecanismos
moleculares que sdo modificados por alteracdes ambientais, como demonstrado neste
trabalho.

Os astrécitos podem exercer efeitos benéficos ou prejudiciais de acordo com o
contexto metabolico, estas células sdo sensiveis e reativas a estimulos ambientais
(Sofroniew, 2009). Astrécitos reativos podem ter perda de fun¢des normais e ganho
de efeitos anormais que podem desencadear uma variedade de processos
patolégicos.

Si e colaboradores demonstraram que pacientes mais jovens possuiam a
densidade e imunorreatividade de GFAP reduzida do que pacientes mais velhos (Si
et al., 2004). Modelos como ECMI também verificam a reducédo de imunorreatividade

de astrdcitos no hipocampo de animais tipo-depressivo (Liu et al., 2009). Entretanto,
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estes resultados ndo corroboram com nossos achados de mRNA de GFAP no
hipocampo e coOrtex nos animais submetidos ao ECMI, onde foram encontradas
alteracoes.

Ja quando avaliamos GFAP por imunofluoréscencia verificamos que no cortex
pré-frontal e hipotalamo houve aumento na densidade de astrécitos nos animais com
o fenadtipo resiliente em relacéo aos animais tipo-depressivos.

Em contrapartida, quando avaliamos o hipocampo notamos que houve
aumento da densidade de astrocitos nos animais com fenétipo tipo-depressivo em
relacdo aos outros grupos experimentais. Além disso, vimos por RT-qPCR que houve
aumento da expressdo do gene RELN no coértex dos animais com fendtipo tipo-
resiliente.

Portanto, o aumento de GFAP no cortex pré-frontal e hipotdlamo dos animais
com fendtipo tipo-resiliente pode ser um mecanismo metabdlico compensatorio para
uma possivel neurogénese desencadeada por este modelo, visto que os astrdcitos
Sao essenciais para a maturacao neuronal.

Fenton e colaboradoes (2015) verificaram que antidepressivos evitam o déficit
de RELN e por consequéncia, o fenoétipo tipo-depressivo. Autores sugerem que a
expressao desse gene possa ser influenciada por fatores epigenéticos, mas ainda nao
foi elucidado (Costa et al., 2002; Grayson & Guidotti, 2013). Ainda, quando os animais
sdo submetidos ao estresse cronico foi observada uma menor neurogénese no
hipocampo de animais com o fendtipo tipo-depressivo. Neste contexto, o Unico tecido
que verificamos aumento de H3K4me3 e H3K36me3 foi no hipocampo de animais
resilientes e RELN esta diminuida no animais com fenatipo tipo-depressivo em relacao
aos animais resilientes. O GFAP esta aumentado no cortex pré-frontal dos animais

resilientes e o gene que codifica para RELN vai ao encontro com este aumento no
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cortex. Desta maneira, a partir dos nossos resultados acreditamos que estas duas
trimetilacdes e o gene RELN possam estar envolvidos com neurogénese, que por sua
vez pode contribuir para o desenvolvimento do fenaétipo resiliente. Quando os animais
sdo submetidos ao estresse cronico foi observada uma menor neurogénese no
hipocampo e ha estudos que comprovam que esta proteina pode estar relacionada
com a depresséao (Fenton et al., 2015). Nosso trabalho demonstrou menor densidade
de astrécitos nos animais resilientes e maior nos animais tipo-depressivo, tornando
nossa hipétese mais possivel.

A metilacdo da H3K79 esté relacionada com alteracfes na meiose. Essa lisina
metilada pode estar associada com a progressdo da meiose, segundo Wang e
colaboradores (2014). Além disso, regula padrbes como diferenciacdo e progressao
celular (Wootae, Minji & J4-Eun, 2014). A partir dos nossos resultados, demonstramos
gue nao héa diferenca no padrdo de trimetilacdo nessa lisina no cortex, hipotalamo e
hipocampo dos animais submetidos ao ECMI em relagdo aos animais controle. Ao

nosso conhecimento, ainda ndo ha estudos relacionando esta metilacdo com o TDM.
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6. Consideracdes finais

Nesta dissertacao, foi realizado um estudos pré-clinico utilizando um modelo
com alto potencial translacional (ECMI), a fim de investigar se animais com fenotipo
tipo-depressivo teriam padrbes de trimetilacdo de histonas, expressao génica e de
dano ao DNA diferentes de animais controles e tipo-resilientes. Utilizamos este
modelo pois, € um modelo de mimetiza estresses semelhantes aos que nés seres
humanos passamos no nosso cotidiano, que compreendem situacfes estressantes
de maneira cronica, imprevisivel e repetida. Além disso, verificamos se essas
modificacbes poderiam estar relacionadas com o sistema glutamatérgico e
neurogénese.

A partir dos nossos resultados, elucidamos que ha padrées de trimetilacdo
diferentes entre animais tipo-depressivos e tipo-resilientes, e que estes padrdes
podem estar relacionados com o desenvolvimento do fendtipo, uma vez que
correlacionamos nossos achados com resultados bem fundamentados da literatura,
que envolvem o sistema glutamatérgico, onde estes parecem corroborar com nossos
achados em relagdo a H3K9me3 e H3K27me3. Além disso, a partir dos resultados
obtidos das trimetilacdes H3K4me3 e H3K36me3, nossa hip6tese seria que animais
com fendtipo resiliente teriam aumento da neurogénese em relacao aos animais tipo-
depressivos. Nesse contexto, a partir dos nossos resultados, conseguimos verificar
gue animais resilientes possuem maior densidade de GFAP no cortex pré-frontal e no
hipotalamo (por imunofluorescéncia) em relacdo aos animais tipo-depressivos.

Ressalto que, este foi o primeiro estudo com foco nessas trimetilagbes da H3
utilizando o modelo de ECMI.

Visando a necessidade de elucidacao de parametros relacionados a epigenética,

temos como perspectivas, verificar parametros especificos como neurogénese,
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neuroinflamacéo e reatividade astrocitaria em animais submetidos ao ECMI. Ainda,
iremos avaliar se a diversidade de microrganismos presentes na microbiota possui
influéncia no desenvolvimento do TDM.

Por fim, futuramente, iremos elucidar se essas modificacfes epigenéticas sao
passiveis de heranca para a prole (F1) e se os padrdes de trimetilacdo encontrados

nesta dissertacdo sao observados no sangue de pacientes acometidos pelo TDM.
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Figura 1: O glutamato é sintetizado a partir da glicose (ndo mostrada) e GLN fornecida pelas células da
glia. No neurénio, o glutamato é transportado em vesiculas sinapticas (vGIuTs) e as proteinas SNARE
medeiam a interacdo e fusdo de vesiculas com o0 membrana pré-sinaptica. Apos a liberacdo no espaco
extracelular, o glutamato se liga a receptores ionotropicos como o N -metil-D aspartato receptor
(NMDARS) e a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico receptor do acido (AMPARS) e receptores
metabotropicos de glutamato (MGIuR1 a mGIuR8) na membrana de neurdnios pds-sinapticos e células
da glia. Ap6s a ligagdo, havera a despolarizacdo da membrana, ativagdo cascatas intracelulares de
mensageiros, modulacéo da sintese proteica e expressdo génica. O glutamato é eliminado da sinapse
através dos EAATSs presentes nas células gliais. Dentro da célula glial, o glutamato € convertido em

GLN que é transportada para os neurdnios (Popoli et al., 2011).
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Figura 2: (A) Representa o neurbnio em estado de homeostase, possuindo glutamato armazenado em
vesiculas no neurdnio pré-sindptico e um nivel basal no espago extracelular. (B) O estresse ativa a
liberacdo de glutamato de forma exarcebada, causada pela despolarizagdo. A resposta ao estresse
envolve um rapido aumento dos niveis circulantes de corticosterona, que se liga a receptores de
glicocorticéides localizados na membrana do neurdnio pré-sinaptico. Isso induz um rapido aumento da
liberacdo de glutamato mediado pelo receptor glicocorticdide e complexos proteicos SNARE (Popoli et

al., 2011).
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Figura 3: O estresse induz respostas pro-inflamatérias que ativam o eixo HPA. O hormdnio liberador
de CRF estimula a hipéfise que libera hormoénio ACTH, levando a estimulagéo do cortex adrenal. GRs
sdo liberados, exercendo feedback negativo sobre o eixo, através do hipocampo e hipotalamo (lwata,

Ota & Duman, 2015).
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Figura 4: Representagdo da cromatina e metilagdes em residuos especificos. Quando ha a metilagéo

DNA metilado

dos residuos K9 e K27 favorecera a compactagdo da cromatina silenciando a expressao génica. Ao
contrario acontece quando ha a metilagdo dos residuos K4, K36 e K79, pois, havera o favorecimento
do relaxamento da cromatina, geralmente promovendo a expressdo génica. Adaptado de:

mcb.asm.org/content/30/20/4758/F1.
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Figura 5: llustracéo do protocolo de ECMI com os estresses utilizados durante o periodo de 6 semanas.
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Figura 6: Graficos demonstrando o consumo de sacarose dos animais a cada semana de estresse para
animais (A) controles, (B) resilientes e (C) depressivos. Os dados foram analisados através de ANOVA

unidirecional seguido de teste post-hoc de Tukey. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 7: Gréficos de anélise mensuracéo do tempo de exploracéo de objetos na sesséo treino e na
sessao teste. Os dados foram analisados através de ANOVA bidirecional, seguido de teste post-hoc de

Tukey. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 8: Graficos de andlise do tempo de exploracédo de objetos na (A) sesséo treino e na (B) sesséo
teste. Os dados foram analisados através de ANOVA bidirecional, seguido de teste post-hoc de Tukey.

Foram considerados significativos valores de p<0,05
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Figura 9: Grafico da avaliacdo de presenca de micronucleos nos linfécitos. Analise feita por ANOVA

unidirecional seguida de teste post-hoc de Tukey. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 10: Gréfico da investigagdo de dano ao DNA em diferentes tempos a partir de um insulto de
peréxido de hidrogénio e cinética de reparo. Analise feita por ANOVA unidirecional e teste post-hoc de

Bonferroni. Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 11: Gréafico demonstrando a concentracdo de DNA quando exposto a DNase. Analise feita por

ANOVA unidirecional e teste post-hoc de Tukey.
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Figura 12: Painel grafico demonstrando a diferenca de metilagdo da H3 total, H3K27me3, H3K9me3,

H3K4me3, H3K79me3 e H3K36me3 no hipotdlamo com as fotos representativas do western blot.

Andlise feita por ANOVA bidirecional e teste post-hoc de Tukey. Foram considerados significativos

valores de p<0,05.
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Figura 13: Painel grafico demonstrando a diferenca de metilagdo da H3 total, H3K27me3, H3K9me3,

H3K4me3, H3K79me3 e H3K36me3 no hipocampo com as fotos representativas do western blot.

Analise feita por ANOVA bidirecional e teste post-hoc de Tukey. Foram considerados significativos

valores de p<0,05.
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Figura 14: Painel grafico demonstrando a diferenca de metilagdo da H3 total, H3K27me3, H3K9me3,
H3K4me3, H3K79me3 e H3K36me3 no cortex com as fotos representativas do western blot. Andlise

feita por ANOVA bidirecional e teste post-hoc de Tukey. Foram considerados significativos valores de

p<0,05.
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Figura 15: Grafico demonstrando a expressao dos genes GLT-1, GLAST, GS, RELN e GFAP no
hipocampo. Os resultados foram analisados utilizando ANOVA bidirecional e teste post-hoc de Tukey.

Foram considerados significativos valores de p<0,05.
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Figura 16: Gréafico demonstrando a expresséo dos genes GLT-1, GLAST, GS, RELN e GFAP no cortex.
Os resultados foram analisados utilizando ANOVA bidirecional e teste post-hoc de Tukey. Foram

considerados significativos valores de p<0,05.

CPF Controle Resiliente Depressivo

—T0PO

Depressivo

Hipocampo Controle Resiliente
. ‘,’ d y

—T0P>0

Hipotalamo Controle Resiliente Depressivo

—TPO

103



Figura 17: Efeitos do estresse crénico moderado e imprevisivel na astrogliose no cortex pré-frontal
(CPF), hipocampo (representado pela regido CA3) e hipotalamo em ratos. As imagens do ensaio de
imunofluorescéncia foram obtidas com o Microscépio EVOS® FL — Auto Imaging System. Para analisar
a imunorreatividade de GFAP, os cortes cerebrais foram incubados com anticorpo anti-GFAP (verde).

O corante DAPI (azul) foi usado para marcar o DNA nuclear das células. Barra de escala: 400um.
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Figura 18: Resumo dos resultados encontrados em entre os animais com fenétipo tipo-depressivo e

resilientes.
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