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RESUMO

A melatonina € um hormonio, produzido principalmente pela glandula pineal, atuando em
varios processos fisioldgicos. Destacando o papel desempenhado nos fendmenos de
plasticidade no hipocampo, memorizacdo e regulacdo do humor. Obijetivos: Investigar os
efeitos das alteracdes de plasticidade induzidas pela pinealectomia e como essas alteracGes
podem interferir no comportamento tipo ansioso e na memdria de ratos. Métodos: O estudo foi
desenvolvido com aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFS (N° 3490280722).
Utilizou-se 54 Rattus norvegicus machos da linhagem Wistar. Os animais foram divididos:
Controle memoria (CTR-MM); Sham memdria (SHAM-MM); Pinealectomizado memoria
(PIN-MM);  Controle ansiedade (CTR-ANS); Sham ansiedade (SHAM-ANS);
Pinealectomizado ansiedade (PIN-ANS). Os animais passaram por cirurgia estereotaxica e
posteriormente foi feita avaliacdo comportamental e imunohistoquimica do cérebro.
Resultados: No teste de campo aberto, os animais com dois meses de idade do grupo PIN
passaram menos tempo no centro do aparato comparados ao CTR e SHAM. O grupo PIN, com
quatro meses de idade permaneceu menos tempo no centro quando comparado com o CTR e
SHAM. No teste de labirinto em cruz elevado, o grupo PIN-ANS, com dois meses permaneceu
menos no braco aberto comparado com o CTR-ANS e SHAM-ANS. O grupo PIN-ANS
permaneceu mais tempo no brago fechado comparado com 0 CTR-ANS e SHAM-ANS. Com
quatro meses, 0s animais do grupo PIN-ANS permaneceram menos tempo no braco aberto
comparado com CTR-ANS e SHAM-ANS. No bracgo fechado, o grupo PIN-ANS permaneceu
mais tempo comparado com CTR-ANS e SHAM-ANS. No labirinto em cruz elevado
modificado PIN-MM permaneceu menos no braco seguro comparado com o CTR-MM e
SHAM-MM. O grupo PIN-MM permaneceu mais tempo no brago aversivo comparado com o
CTR-MM e SHAM-MM. No medo condicionado ao contexto na fase de condicionamento
houve aumento no tempo de congelamento do PIN-MM comparado com o CTR-MM. No
mesmo teste, 0 PIN-MM apresentou um aumento no tempo de congelamento comparado com
0 CTR-MM e SHAM-MM. Na imuno-histoquimica para BDNF houve redugdo na
densitometria na regido CA1, comparado com o CTR. No experimento de memoria foi
observado aumento de BDNF nas regibes CAl; CA3; giro denteado; cortéx entorrinal e
amigdala, com os seus controles. Conclui-se que a pinealectomia foi capaz de causar alteraces

no comportamento tipo-ansioso e na memdaria de ratos, assim como alteragdes de plasticidade.

Palavras-chaves: Melatonina; ansiedade; memoria; plasticidade



ABSTRACT

Melatonin is a hormone, produced mainly by the pineal gland, which acts in various
physiological processes. In particular, it plays a role in the phenomena of plasticity in the
hippocampus, memorization and mood regulation. Objectives: To investigate the effects of
plasticity alterations induced by pinealectomy and how these alterations may interfere with
anxiety-like behavior and memory in rats. Methods: The study was carried out with the
approval of the UFS Animal Use Ethics Committee (N° 3490280722). Fifty-four male Wistar
rats were used. The animals were divided into: Memory control (CTR-MM); Memory sham
(SHAM-MM); Memory pinealectomized (PIN-MM); Anxiety control (CTR-ANS); Anxiety
sham (SHAM-ANS); Anxiety pinealectomized (PIN-ANS). The animals underwent
stereotactic surgery and subsequently behavioral and immunohistochemical evaluation of the
brain was performed. Results: In the open field test, the two-month-old animals in the PIN
group spent less time in the center of the apparatus compared to CTR and SHAM. The four-
month-old PIN group spent less time in the center compared to CTR and SHAM. In the elevated
cross maze test, the two-month-old PIN-ANS group spent less time in the open arm compared
to CTR-ANS and SHAM-ANS. The PIN-ANS group remained longer in the closed arm
compared to CTR-ANS and SHAM-ANS. At four months, the animals in the PIN-ANS group
spent less time in the open arm compared to CTR-ANS and SHAM-ANS. In the closed arm,
the PIN-ANS group stayed longer compared to CTR-ANS and SHAM-ANS. In the modified
elevated cross maze PIN-MM stayed less in the safe arm compared to CTR-MM and SHAM-
MM. The PIN-MM group remained longer in the aversive arm compared to CTR-MM and
SHAM-MM. In the context-conditioned fear in the conditioning phase, there was an increase
in the freezing time of PIN-MM compared to CTR-MM. In the same test, PIN-MM showed an
increase in freezing time compared to CTR-MM and SHAM-MM. Immunohistochemistry for
BDNF showed a reduction in densitometry in the CA1 region compared to CTR. In the memory
experiment, an increase in BDNF was observed in the CAl; CAS3; dentate gyrus; entorhinal
cortex and amygdala regions, with their controls. It is concluded that pinealectomy was capable
of causing alterations in the anxiety-like behavior and memory of rats, as well as alterations in

plasticity.

Keywords: Melatonin; anxiety; memory; plasticity



RESUMO PARA A SOCIEDADE

A sociedade moderna tem sido alvo da exposicdo excessiva a luminosidade, seja ela ambiental
e principalmente artificial. Com os avancgos tecnoldgicos e a necessidade de se expor cada vez
mais a esses meios, por necessidade de trabalhos noturnos e até mesmo varias horas na frente
de telas de computador e celular, pratica comum observada principalmente no publico infantil
e juvenil. A exposicdo crbnica a luminosidade é capaz de causar altera¢gdes no nosso sistema
circadiano, responsavel por regular e detectar informacbes que vem do meio externo,
diferenciando o dia, da noite. A regulacdo do ciclo claro-escuro ocorre devido a producdo do
hormdnio melatonina, que é uma substancia quimica, produzida por uma estrutura presente no
cérebro, chamada de glandula pineal. Este horménio atua regulando varios mecanismos
fisioldgicos importantes para a sobrevivéncia do individuo. Sua produgdo ocorre a noite na
auséncia de estimulos luminosos, ou seja, a presenca de luz é o principal fator inibidor da
producdo deste horménio. A diminuicdo da sintese de melatonina, pode resultar em alteracdes
do sono, alteragcdes do sistema imunoldgico, diminuicdo da capacidade de aprendizagem e
memorizacdo e também distlrbios de ansiedade. Atualmente observamos um nimero crescente
de adolescentes e adultos com transtornos de ansiedade, depressdo e problemas de
aprendizagem, comprometendo a qualidade de vida. Estes problemas podem ser resultado de
alteracOes na produgédo da melatonina, devido a uma frequente exposic¢do a luminosidade. Os
modelos de experimentagdo com animais s&o uma excelente ferramenta para compreenséo de
como as alteracdes na producdo da melatonina, pode resultar em comprometimento de memoria
e ansiedade, uma vez que estudos com roedores possibilitam a execucdo de técnicas como a
pinealectomia (retirada da glandula pineal), resultando na diminui¢do do hormonio melatonina.
Nosso estudo observou que ratos machos, pinealectomizados na infancia, apresentaram
comprometimento de memoria e alteragdes do comportamento tipo-ansioso na juventude e na
fase adulta, observadas a partir da utilizacdo de testes comportamentais que visaram avaliar
alteracbes de memoria e comportamento ansiogénico. Desta forma, concluimos que a
diminuigdo da melatonina na infancia é capaz de alterar o funcionamento do cerebro, causando

alteracfes de memdria e ansiedade na fase juvenil e adulta.



ABSTRACT FOR SOCIETY

Modern society has been subjected to excessive exposure to light, both environmental and
artificial. With technological advances and the need to be exposed to these media more and
more, due to the need to work nights and even several hours in front of computer and cell phone
screens, this is a common practice, especially among children and young people. Chronic
exposure to light can cause changes in our circadian system, which is responsible for regulating
and detecting information from the external environment, differentiating day from night. The
regulation of the light-dark cycle occurs due to the production of the hormone melatonin, which
is a chemical substance produced by a structure in the brain called the pineal gland. This
hormone acts by regulating various physiological mechanisms that are important for the
survival of the individual. It is produced at night in the absence of light stimuli, i.e. the presence
of light is the main factor inhibiting the production of this hormone. A decrease in melatonin
synthesis can result in sleep disorders, changes to the immune system, a decrease in learning
and memorization capacity and anxiety disorders. We are currently seeing a growing number
of adolescents and adults with anxiety disorders, depression and learning problems,
compromising their quality of life. These problems may be the result of alterations in melatonin
production due to frequent exposure to light. Animal experimentation models are an excellent
tool for understanding how changes in melatonin production can result in memory impairment
and anxiety, since studies with rodents make it possible to perform techniques such as
pinealectomy (removal of the pineal gland), resulting in a decrease in the melatonin hormone.
Our study found that male rats, pinealectomized in infancy, showed memory impairment and
changes in anxiety-like behavior in youth and adulthood, observed through the use of behavioral
tests aimed at assessing changes in memory and anxiety-like behavior. We therefore conclude
that a decrease in melatonin in childhood is capable of altering brain function, causing changes

in memory and anxiety in youth and adulthood.
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CA3- Corno de ammon 2
CEUA- Comité de ética no uso de animais

CCA- Cortex cingulado anterior



CREB - Proteina-ligante-de-elementos-responsivos-a-calcio
CPF- Cortex pre-frontal

CPFM- Coértex pré-frontal medial

CRH- Hormonio corticotrofico

CTR- Controle

CTR-MM- Controle memoria

CTR-ANS- Controle ansiedade

DA- Dopamina

DAG- Diacilglicerol

DSM-5- Manual diagndstico e estatistico de transtorno mental
ERK- Quinase regulada por sinal extracelular

GABA- Acido gama-aminobutirico

GAD- Acida glutdmica descarboxilase

GMPc- Guanidina-monofosfato-ciclico

HPA- Hipotalamo-hipd6fise-adrenal

IEGs- Genes precoces de expressao imediata

IPRGC- Células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis
IP3- Inositol trifosfato

ISRS- Inibidor seletivo da recaptacéo de serotonina

LCR- Liquido cefalorraquediano

LTD- Depresséo de longa duracéo

LTP- Potenciacéo de longa duracao

MAPK- Proteina quinase ativada por mitdégeno



MT1- Receptor de melatonina 1

MT2- Receptor de melatonina 2

MT3- Receptor de melatonina 3

MLP- Memoria de longo prazo

MCP- Memoria de curto prazo
MGLURs- Receptores metabotropicos de glutamato
mRNAs- Acido ribonucleico mensageiro
NAc- Ndcleo acumbens

NO- Oxido nitrico

NRD- Nucleo dorsal da rafe

NMDA- N-metil-D-aspartato

NTS- Ndcleo do trato solitario

NSQ- Ndcleo supraquiasmatico

RTT- trato retino-hipotalamico

SAA.- alfa amilase salivar

SBCAL- Sociedade Brasileira de ciéncias e animais de laboratorio
SNC- Sistema nervoso central

SNS- Sistema nervoso simpatico

SCG- Ganglio cervical superior

SCA- Sistema cerebral aversivo

SIC- Sistema de inibi¢cdo comportamental
SHAM-ANS- Sham Ansiedade

SHAM-MM- Sham Memoria



SRAA- Sistema renina angiotensina aldosterona
TAG- Transtorno de ansiedade generalizada
TEPT- Transtorno do estresse pds-traumatico
TOC- Transtorno obsessivo compulsivo

PA- Pressdo arterial

PAG- Area cinzenta periaquedutal

PIN- Pinealectomizado

PIN-ANS- Pinealectomizado ansiedade
PIN-MM- Pinealectomizado memoria

PKA- Proteina quisane A

PVN- Nucleo paraventricular

PLC- Fosfolipase C

VTA- Area tegmental ventral
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1. INTRODUCAO

A melatonina é um neurohorménio anfipatico, produzido principalmente pela glandula
pineal na auséncia de luz, e liberado na corrente sanguinea e no liquido cefalorraquidiano
(LCR). Atua em diversos processos fisioldgicos, como a regulacdo do ciclo circadiano,
diminuicdo da presséo arterial, agente antioxidante, atenua processos degenerativos. Ainda atua
também como ansiolitico, antidepressivo e estimulador dos processos de plasticidade sinaptica.
Sua acdo ocorre devido a ativacdo de receptores de membrana e citoplasmaticos, MT1 e MT2,
acoplados a proteina G, e receptores com funcdo quinona redutase classificados como MT3
(Repova et al., 2022).

Dentre as func@es supracitadas, é possivel destacar o papel que a melatonina desempenha
nos fendmenos de plasticidade, que é a capacidade que o encéfalo possui de adaptar-se aos
estimulos externos para melhor desempenho das sinapses, cognicéo e comportamento, em geral
(Chistiakova et al, 2014; Kourosh-arami; Hosseini; Komaki, 2021). Caracterizando um
processo evolutivo e conservado entre 0s organismos, tornando-os capazes de aprender diante
dos estimulos e experiéncias vivenciadas (Gilmore; Knickmeyer; Gao, 2018; Vorhees;
Williams, 2014).

Estudos mostram que a melatonina atua em regifes do hipocampo estimulando a
denditrogénese e a sinaptogénese (Kendler et al., 1999; Valdés-Tovar et al., 2018), promove
ramificacGes dendriticas em neurbnios piramidais corticais de ratos, prevenindo a perda de
neuronios nas regides CAL (corno de Ammon 1) e CA3 (corno de Ammon 3) do hipocampo
(Pascual; Bustamante, 2010; De Buttes; Pappas, 2007; Valdés-Tovar et al., 2018). Os processos
de plasticidade no hipocampo sdo modulados pela melatonina através da ativacdo dos
receptores de melatonina localizados no giro denteado, nas regides CAl e CA3. Ao serem
ativados, os receptores MT1 e MT2 modulam a proliferacdo celular na zona subgranular do
giro denteado (Fredrich et al., 2017). Além de atuar na neuroplasticidade hipocampal, a
melatonina é capaz de diminuir prejuizos de memoria e deficiéncias cognitivas (Zhang et al.,

2013), como também atua na modulagdo do humor (Liu et al., 2017).



Nesta perspectiva, pessoas que possuem ciclo sono-vigilia desregulado apresentam
alteracdes na liberacdo da melatonina que consequentemente podem estar interferindo na
neuroplasticidade. Este desequilibrio pode prejudicar processos de aprendizagem e memoria,
bem como ocasionar o surgimento de patologias como doengas neurodegenerativas e quadros
de ansiedade.

Embora a ciéncia tenha avangado muito nos estudos com a melatonina, ainda ndo esta
totalmente esclarecido na literatura como a diminuicdo deste hormonio pode interferir na
plasticidade e consequentemente ocasionar alteragfes de memoria e ansiedade. A hipdtese deste
estudo € que a pinealectomia na infancia de ratos pode levar a alteragdes na plasticidade
sindptica, causando prejuizos de memoria e comportamento tipo ansioso na fase adulta desses
animais.

Diante disso, o objetivo do presente estudo € investigar os efeitos das alteracdes na
plasticidade induzidas pela pinealectomia e como essas alteracfes podem interferir na memoria

e no comportamento tipo ansioso de ratos.
2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neuro-horménio secretado pela
glandula pineal (Fu et al., 2016). Foi identificada pela primeira vez por Aron Lerner e
colaboradores no final da década de 1950. Devido a sua estrutura anfipatica atravessa com
facilidade a barreira hematoencefélica e entra nas células rapidamente (Repova et al., 2022).
Apresenta diversas funcdes no organismo, tendo como destaque a regulacéo do ritmo circadiano
e do sono, acdo imunorreguladora e antioxidante (Hardeland et al., 2015a; Manchester et al.,
2015; Rudnitskaya et al., 2015). A maior producdo de melatonina ocorre na glandula pineal,
porém outros 6rgdos e células tem a capacidade de sintetiza-la em menor quantidade, como o
trato gastrointestinal, leucdcitos e outras regides cerebrais (Acufia-Castroviejo et al., 2014;
Reyes-Resina et al., 2020; Sanchez; Calpena; Clares, 2015; Thomovsky et al., 2019; Tordjman
et al., 2017; Zhao et al., 2019). Contudo, a melatonina produzida em tecidos extrapineais atua
por meio de sinalizagdo autdcrina e paracrina, sendo pouco liberada na corrente sanguinea
(Hardeland, 2013).

Em mamiferos, o ritmo bioldgico que regula a producdo da melatonina € originado

através do reldgio circadiano enddgeno no nacleo supraquiasmatico hipotalamico (NSQ).
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Sendo o ciclo claro/escuro o principal fator regulador do metabolismo da glandula pineal.
Assim, as informacdes luminosas que chegam até a retina séo transferidas para a glandula pineal
(Allada; Bass, 2021; Cox; Takahashi, 2019). O NSQ recebe informacdes luminosas ambientais
através de células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis (ipPRGC) na retina. Essas células
expressam o fotopigmento melanopsina que traduz os comprimentos de onda de luz em
estimulos neurais através da via trato-retino-hipotaldamica (RHT) para 0 NSQ. O NSQ através
de projecOes gabaérgicas inibe o ndcleo paraventricular (PVN), impedindo a producédo de
melatonina no pinealdcito. O PVN na auséncia de luz ativa os nucleos cervicais ganglionares
(SCG), por meio da coluna intermédio lateral da medula, despolarizando fibras noradrenégricas
que inervam a glandula pineal, liberando noradrenalina e trifosfato de adenosina (ATP) (Tonon
etal., 2021).

A sintese enddgena da melatonina ocorre no pinealécito, sendo um produto final da via
de biossintese do triptofano e da serotonina. O triptofano inicialmente € transportado para
dentro da célula passando por um processo de descarboxilagdo pela acdo das enzimas
triptofano-5-hidroxilase e hidroxitriptofano descarboxilase, formando a serotonina, este
processo é dependente da entrada neuronal adrenérgica. A serotonina é acetilada pela enzima
arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT) e posteriormente metilada pela acetilserotonina-
O-metiltransferase (ASMT), formando a melatonina (Ostrin, 2018)

No pinealécito a transducdo de sinal inicia-se na membrana, com a projecdo dos
neurdnios adrenérgicos do ganglio cervical superior que liberam noradrenalina, atuando nos
receptores Bl -adrenérgicos e al-adrenérgicos. Os receptores 1, sob estimulacdo da
noradrenalina, sinalizam a adenilato ciclase, aumentando os niveis de monofosfato ciclico de
adenosoina (AMPc) no citoplasma, levando a uma ativacdo da proteina quinase A (PKA),
dependente de AMPc, estimulando a producdo de AANAT. A noradrenalina também atua
estimulando os receptores al, levando a um aumento na concentracdo de ions calcio
citoplasmatico (Figura 1). O aumento da concentragdo iénica do célcio pode estar relacionado
com uma possivel diversificacdo da via de transducéo de sinal adrenérgico atuando na AANAT
(Lee; Hille; Koh, 2021).
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Figura 1. Esquema resumido da via de biossintese da melatonina: (A) A retina recebe a informagao luminosa

do meio ambiente, exercendo inibi¢do na produgdo da melatonina, através da sinalizacdo gabaérgica para o PVN.
(B) Na auséncia de luz inicia-se a transmissao de sinal da retina para o ntcleo supraquiasmatico (NSQ), em seguida
estimulos glutamatérgicos sdo enviados para o nicleo paraventricular (PVN), coluna celular intermédio lateral
(CCIL), ativando o ganglio cervical superior (GCS) que ira liberar noradrenalina (NE), atuando em receptores alfa
adrenérgico (al-adrenérgico) e beta adrenérgico (B-adrenérgico) presentes na membrana do pinealécito,
aumentando os niveis de monofosfato ciclico de adenosoina (AMPc). (C) A sintese enddgena da melatonina ocorre
no pinealécito, sendo um produto final da via de biossintese do triptofano e da serotonina. O triptofano inicialmente
é transportado para dentro da célula passando por um processo de descarboxilagcdo pela acdo das enzimas
triptofano-5-hidroxilase e hidroxitriptofano descarboxilase, formando a serotonina, este processo é dependente da
entrada neuronal adrenérgica. A serotonina é acetilada pela enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AANAT)
e posteriormente metilada pela acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT), formando a melatonina. Ao ser
sintetizada a melatonina € liberada pela glandula pineal para o liquido cefalorraquidiano e para corrente sanguinea.
A ativagdo de receptores al-adrenérgico aumenta 0s niveis intracelular de calcio, sendo uma possivel
diversificacdo da via de transducdo de sinal adrenérgico atuando na também na transcricdo de AANAT. Fonte:
Adaptado de (Cipolla-Neto et al, 2022).



A melatonina apresenta caracteristica anfifilica ao ser secretada atravessa as membranas
celulares atingindo sua concentragdo praticamente em todos os liquidos que compdem o
organismo, incluindo o LCR, apresentando uma meia vida de 20 a 40 minutos (Rzepka-Migut;
Paprocka, 2020). A melatonina é convertida em 6-sulfatoximelatonina (aMT®6s), através do
metabolismo de primeira passagem no figado, sendo excretada na urina (Tonon et al., 2021).

A melatonina atua de forma fisiologica nos receptores de melatonina 1 (MT1) e nos
receptores de melatonina 2 (MT2), acoplados a proteina G, exercendo a funcao de regulagéo do
ritmo circadiano e do sono (Reyes-Resina et al., 2020). Também exerce funcdo benéfica em
transtornos do humor, aprendizagem, memoria e de neuroprotecdo (Jilg et al., 2019; Wang et
al., 2021). Os receptores de melatonina, MT1 e MT2 s&o encontrados em diversas areas do
sistema nervoso central (SNC), como o cerebelo, hipocampo, tdlamo, amigdala e nucleo
supraquiasmatico de roedores e humano. Os receptores MT2 estdo localizados no cérebro
principalmente na regido CA3 do hipocampo e no ndcleo reticular talamico, desempenhando
fungdes cognitivas (Millan, 2022).

Em tecidos periféricos € observado também a presenca de receptores de melatonina
como na retina, testiculos, tecido adiposo branco e marrom, células betas e alfa pancreaticas,
células granulosas, miométrio, medula dssea, dentre outros (Golan; Lapidot, 2019; (Cecon;
Oishi; Jockers, 2017). Durante o envelhecimento é observado uma diminuicdo dos receptores
MT1 no NSQ e no cértex (Pandi-PErumal et al., 2008). A melatonina possui alta afinidade
pelos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) MT1 e MT2, descritos inicialmente na
membrana plasmatica (Cecon; Oishi; Jockers, 2017). O receptor MT1 pode acoplar-se a
proteina Gag, ativando a via da fosfolipase C (PLC), aumentando trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG) assim como pode ativar a via da Gai, inibindo adenilato ciclase, levando
a uma diminuicédo nos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). A ativacdo de MT2
atua aumentando a atividade da fosfolipase C (PLC) via proteina Goag, como também atua
inibindo adenilato ciclase e guanilato ciclase, diminuindo os niveis de monofosfato ciclico
guanosina (GMPc) (Figura 2) (BRydon et al.,1999; Ferlazzo et al., 2020; Oishi; Cecon; Jockers,
2018).

A sinalizacdo da melatonina envolve a regulacdo da transcricdo de genes controlados
pelo fator de transcricdo CREB, bem como pelo fator transcricional da familia ERK. Os
receptores para melatonina podem se organizar como mondmeros, dimeros ou oligbmeros,
podem encontrar-se na conformacgdo homo ou heterodimero, podendo haver heterodimerizagdo

com o receptor 6rfdo acoplado a proteina G50 (GPR50). Em mamiferos este receptor perdeu a



capacidade de se ligar a melatonina e o seu ligante enddgeno permanece desconhecido,
tornando o GPR 50 parte do grupo dos receptores orfaos (Dufourny et al., 2008; Gautier et al.,
2018).

O receptor MT1 quando acoplado ao GPR50, forma um complexo que impossibilita a
interacdo com a melatonina, promovendo um efeito negativo na sua atividade. Esses receptores
além de serem encontrados na membrana plasmatica sdo encontrados na membrana das
mitocOndrias e em outras organelas. A presenca de MT1 na membrana mitocondrial esta
relacionada a capacidade de inibir a producdo de AMPc, protegendo contra leses isquémicas
(Ahluwalia et al., 2018; Suofu et al., 2017). A ligacdo da melatonina ao receptor enzimatico
quinona redutase (MT3) pertence ao grupo das enzimas redutases que atuam contra o estresse
oxidativo, diminuindo possiveis reac6es de transferéncias de elétrons de quinonas. Este receptor
encontra-se presente em tecidos da periferia como figado, rim, coracdo, pulmao, entre outros
(Cecon; Oishi; Ralf Jockers, 2017).

O receptor MT3 foi descrito inicialmente por Dubocovich em 1998, sendo diferente dos
subtipos MT1 e MT2, devido um perfil farmacoldgico distinto. Foi descrito inicialmente em
cérebros de galinhas, como sendo um receptor acoplado a proteina G, atuando através da
ativagdo da enzima fosfolipase C, aumentando os niveis de IP3/IP4 (Dubovovich, 1998). A
cinética de ligacdo deste receptor apresenta caracteristica de uma enzima devido sua acao muito
rapida. Nosjean et al (2000), confirmaram essa hipdtese, uma vez que isolaram esse receptor
em rins de hamster, determinando toda sequéncia de aminoacido da proteina, podendo ser
observado homologia de 95 % com a enzima quinona redutase (Figura 2).

A melatonina também atua em receptores nucleares através da ligacdo com receptores
ligados a retindides (RZR/RORa), desencadeando efeito imunomodulador e antitumoral
(Figura 2). O padrdo de expressao desses receptores pode variar e algumas isoformas sao
especificas para alguns tecidos. Para que ocorra a modulacéo transcricional, ROR depende de
ligantes que séo caracterizados pelo seu impacto na atividade de transcri¢do do receptor, sendo
eles agonistas, antagonistas e agonistas inversos. A ligacao do agonista aumenta o recrutamento
de coativadores, melhorando a expressdo dos genes alvos. Os antagonistas apenas blogueiam a
acao mediada pelos agonistas. Porém, os agonistas inversos fazem o recrutamento de co-
bloqueadores afim de regular negativamente a atividade basal do receptor (Botas, 2014; Vainer;
Rocha; Juvenale, 2021).
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Figura 2. Sinalizacao da melatonina em receptores de membrana acoplados a proteina G, receptor citosélico
e receptor nuclear. O receptor MT1 se liga a proteina Gag, ativando a via da fosfolipase C (PLC), aumentando
trifosfato de inositol (1P3) e diacilglicerol (DAG) assim como pode ativar a via da Gai, inibindo adenilato ciclase,
levando a uma diminuicdo nos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc). A ativagdo de MT2 atua
aumentando a atividade da fosfolipase C (PLC) via proteina Gag, como também atua inibindo adenilato ciclase e
guanilato ciclase, diminuindo os niveis de monofosfato ciclico guanosina (GMPc). O receptor MT3 possui cinética
de ligagdo caracteristica de uma enzima quinona redutase devido sua agdo muito rapida. A melatonina também
atua em receptores nucleares através da ligacdo com receptores ligados a retinéides (RZR/RORa), desencadeando

efeito imunomodulador e antitumoral. Fonte: Adaptado de Slominski et al., 2012.
2.2 Melatonina e as repercussdes negativas da sua secrecdo inadequada

Individuos que se expem com frequéncia a luz noturna apresentam niveis reduzidos de
melatonina e perturbacdo do ritmo circadiano. Interrupcbes da fase de sono e mudancas
abruptas nos ciclos do sono alteram a liberagdo de melatonina, dificultando sua sincronia com
sinais ambientais, sendo associado a dificuldade de concentragéo e algumas doencgas cognitivas
(Gandolfi et al., 2020).

Em um estudo desenvolvido por Gooley et al., 2011, foi sugerido que a exposic¢ao a

luminosidade antes de dormir interfere diretamente na producdo de melatonina, pratica comum
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na sociedade moderna, podendo resultar em alterac@es fisiologicas reguladas pela secrecdo de
melatonina. A exposi¢do tanto a luz artificial, quanto a luz natural influencia no ritmo
circadiano, arrastando “osciladores enddgenos” que sdo constituidos de elementos neurais,
hormonais e genéticos. O sistema circadiano apresenta osciladores centrais e periféricos que
desempenham func¢des especificas. O NSQ, que se encontra emparelhado ao hipotalamo de
humanos e mamiferos é o principal oscilador central, recebendo informacbes de neurdnios
presentes na retina (Brzezinski et al., 2021).

As mudancas no estilo de vida da sociedade moderna tém progredido para um aumento
da atividade noturna e diminuigcdo da atividade diurna, levando a perturbagdes do ciclo
circadiano (Tuomi et al., 2016). A exposicao as telas de computadores, celulares, dentre outras
ferramentas que possuem um amplo espectro de luz no periodo noturno, tem sido associada a
uma diminuicdo nos niveis plasmaticos da melatonina, causando dissincronia do ciclo
circadiano, disturbios do sono e altera¢fes do sistema imunoldgico (Posadzki et al., 2018).
Além de alterar o ciclo circadiano, a sua diminuicdo esta relacionada com alteracGes
mitocondriais, processos inflamatdrios e alteracfes no SNC, uma vez que sua sintese regular
atua mediando esses processos (Hardeland et al., 2015b; Zhang et al., 2016).

A liberacdo de melatonina pode ser interrompida por meio da cirurgia para remocao da
glandula pineal (pinealectomia), reduzindo os niveis desse hormdnio no plasma. Esta técnica
cirtrgica permite a diminuicdo abrupta dos niveis circulantes de melatonina, afetando a
ritmicidade circadiana dos animais, surgindo diversas alteracdes fisioldgicas (Gallo et al.,
2022).

Uma das alteracfes observadas com a diminui¢do da melatonina refere-se a presséo
arterial (PA), uma vez que foi observado diminuicdo dos niveis do metabdlito da melatonina
(6-sulfatoximelatonina) em pacientes hipertensos que tem dificuldade de diminuir a PA a noite.
A melatonina atua, aumentando a vasodilatacdo, reduzindo a contratilidade miocardica e
diminuicédo da atividade do sistema nervoso simpatico. Em ensaios clinicos foram observados
que a administracdo oral de melatonina diminui a PA em individuos hipertensos, uma vez que
a melatonina foi capaz de diminuir a concentra¢do plasmaética de noradrenalina e diminuiu 0s
B-adrenoceptores tipo 1 no coracdo (Obayashi et al., 2013). Em um estudo com ratos observou-
se que a administracdo aguda de melatonina foi capaz de reduzir a PA (Repova et al., 2022b).

A auséncia ou reducdo da melatonina também causa prejuizos no metabolismo dos
individuos, podendo surgir casos de resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, distarbios na

producdo da insulina, como também disturbios do balango energético, levando a casos de



obesidade. Além de atuar na regulacdo da insulina, a melatonina atua sob os horménios
glucagon e cortisol e sua diminuigcdo também resulta no desbalanco da sintese e libera¢éo desses

horménios reguladores de processos fisiologicos essenciais (SEMB, 2023).
2.3 Memodria

A memoria é caracterizada pela aquisi¢ao, consolidagdo, armazenamento e evocagao de
informagdes, proporcionando a individualidade dos seres por meio da aquisicdo de novas
informacdes ao longo da vida (Izquierdo, 2002; Parsons, 2018; Tovote; Fadok; Lithl, 2015). A
aquisicdo compreende a fase em que a informacéo € percebida pelo cérebro. A consolidagéo €
a fase em que as informagGes sdo selecionadas, tornando-se estaveis, possibilitando que esta
memoria seja armazenada e posteriormente evocada (Ortega-de San Luis; Ryan, 2022; Squire;
Dede, 2015). Apdés a memoria ser armazenada, esta, por sua vez, pode ser evocada,
caracterizando o processo de recuperacdo da memoria, nesta fase ocorre a organizacao dos
tracos da memdria em uma sequéncia coerente que sera organizada pelo cortex pré-frontal
(CPF) (Moura & Melo, 2011).

As memorias foram classificadas inicialmente em memorias de curta duracdo e
memorias de longa duracdo. As de curta duracdo podem durar minutos e até mesmo horas,
diferente das memdrias de longa duracdo que podem durar dias, semanas ou até mesmo serem
armazenadas por toda vida. As memorias estaveis e duradouras, de longa duracdo, sdo
importantes para que os organismos possam codificar e recuperar informagdes sobre fatos e
eventos vivenciados e até mesmo recordar de habilidades necessarias para o seu comportamento

(Sudhakaran; Ramaswami, 2017).

As memorias de curta duracdo apresentam um papel importante nos processos
cognitivos, incluindo a memdria de trabalho, raciocinio e tomadas de decisdes (yin et al., 2022).
Foi observado em varias espécies, incluindo primatas e roedores, atividade neuronal
relacionada as memorias de trabalho em diversas regides que compdem o cérebro, como 0
cortex pré-frontal (PFC), cortex parietal, cortex pré-motor, cortex motor e talamo (Gallero-
Salas et al., 2021; Gao et al., 2018; Mayrhofer et al., 2019). H4 uma diversidade de mecanismos
neurais que atuam em paralelo retendo informacges de curto prazo na memoria de trabalho. A
capacidade que os neurdnios tém de gerar atividade persistente na auséncia de um estimulo

externo e importante para as bases neurais da memoria de trabalho. Em humanos foi observada



atividade desses neurdnios no cortex pré-frontal (CPF), responsavel por codificar informacdes
relevantes durante tarefas que envolvam a memodria de trabalho (D’esposito; Postle, 2015).

A memoria de longa duracdo pode ser do tipo declarativa ou ndo declarativa. As
memorias declarativas correspondem a memorias semanticas, ou seja, de conhecimento acerca
do mundo e memdrias episodicas que sdo memorias de eventos. Ja o desempenho de habitos e
habilidades sdo classificados como memdrias ndo declarativas ou implicitas (Crosson, 2021;
SquirkE; Dede, 2015). As memorias episodicas tém suas informacgdes implementadas na regido
CA3 do hipocampo. As informacdes que foram armazenadas na forma de memoria episddica
podem ser convertidas em memdria semantica, uma vez que a memdria episodica apresenta
algum valor, que serd sinalizado para o cortex orbitofronal, cortex pré-frontal ventro medial e

cortex cingulado anterior (Rolls et al., 2022).

A formacdo da memoria de longo prazo (MLP) depende da ligacdo de
neurotransmissores a seus receptores especificos, dando inicio a uma cascata de reagdes
bioquimicas. Deve-se destacar a funcdo da transmissao glutamatérgica para formacdo de MLP,
uma vez que o glutamato se liga aos seus receptores ionotrépicos do tipo AMPA (alpha-amino-
3-hydroxy-5-methylisoxazole-4-propionic acid) e NMDA (N-metil-D-aspartato) e
metabotrdpicos, ocorrendo a ativagdo de guanilil-ciclase. A acdo desta enzima induz o aumento
de GMPc (guanidina-monofosfato-ciclico), ativando a proteina quinase G, que ird promover a
formacédo de déxido nitrico e mondxido de carbono. Aumentando a potencializacdo da acédo do
glutamato nos terminais pré e pds-sindptico, uma vez que o 6xido nitrico atua como mensageiro
retrogrado (Kemenes et al., 2002; Menzel, 2001). O hipocampo é a principal regido onde ocorre
a formacao da MLP, principalmente em uma sub-regido hipocampal denominada de CA1 que
envia projecOes para o cortex entorrinal e para outras duas sub-regides, o giro denteado e a sub-
regido CA3 (GUSEV; Alkon, 2001).

As informagdes duradouras sdo resultado de alteragdes pléasticas estruturais e funcionais
das sinapses codificando o comportamento. E importante observar que a formacao de memorias
de longa duracdo necessita da expressao de novos genes. Envolvendo a transcricdo de novos
mMRNASs em neurénios que codificam as memorias, como também a traducdo induzida por meio
de mRNAS quiescentes que estdo armazenados nas sinapses, sendo ativados pela experiéncia.
Sendo assim, para que uma memoria de longo prazo seja consolidada é necessario a traducao

do mRNA em toda a célula, permitindo a regulacéo da expresséo de genes em neurdnios. Ja as
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memorias de curto prazo séo induzidas sem haver a necessidade da expressdo génica (Ortega-
de San Luis; Ryan, 2022).

Dentre a diversidade de classificagbes em que as memorias sdo organizadas € importante
destacar o papel modulador das emog¢des sob a memdria, podendo atuar de forma positiva e
negativa (Packard; Gadberry; Goodman, 2021). O aprimoramento da memoria emocional
tornou-se uma adaptacdo para sobrevivéncia das espécies, uma vez que lembramos com maior
frequéncia de eventos com componente emocional quando comparado com um neutro.
Contudo, memdrias emocionais traumaticas podem contribuir para transtornos de ansiedade.
Destacando o hipocampo e a amigdala como regides integradoras nos processos de memorias
com contexto emocional (Bocchio; Nabavi; Capogna, 2017; Costa et al., 2022; Strange et al.,
2014).

2.4 Ansiedade

A ansiedade é uma emocdo humana comum, no entanto, possui capacidade de afetar
negativamente a vida do individuo quando se encontra desordenada (Perusini; Fanselow, 2015).
A ansiedade e 0 medo sdo emogdes que estdo correlacionadas, uma vez que o medo é
subjetivamente qualificado como uma sensacdo desconfortavel, sendo acompanhado por
alteracdes comportamentais e psicofisioldgicas. O medo € uma resposta desencadeada a partir
de uma ameaca conhecida, definida e externa. A ansiedade é desencadeada em uma situacédo
em que o perigo é incerto, sendo dificil especificar as causas (Davis et al., 2010; Tovote; Fadok;
Liithi, 2015).

Fisiologicamente a funcdo do medo e da ansiedade € prever, reagir ou ajustar-se a um
perigo ou ameaca. Sendo caracterizados por um aumento da atividade excitatoria do sistema
autondmico, ativacdo de sistemas neuroendocrinos e manifestacbes de comportamentos
especificos (Ledoux; Pine, 2016). Evolutivamente a ansiedade € 0 medo tem origem nas
reacOes de defesa em que o individuo evita danos prejudiciais ao organismo e também prejuizos
psicologicos. A ansiedade apresenta valor adaptativo, porém quando os niveis dessa emog&o se
encontram superiores aos considerados normais, torna-se uma ansiedade patoldgica ou
transtorno de ansiedade, causando prejuizos na qualidade de vida do individuo (Tovote; Fadok;
Ldthi, 2015).

Os transtornos de ansiedade séo as doengas mentais mais comuns, as quais atingem de

2,7 a 7% da populagdo, com uma prevaléncia de 63% para o sexo feminino (MENTAL
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HEALTH, 2023). A ansiedade patol6gica é marcante e causa prejuizos diarios na qualidade de
vida. Segundo o Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5), o
transtorno de ansiedade generalizada (TAG) € caracterizada pela preocupacdo excessiva
persistindo por pelo menos 6 meses no qual o individuo apresenta dificuldades para controlar a
ansiedade excessiva. Sintomas como fadiga inadequada, irritabilidade, distdrbios do sono,
dificuldade para se concentrar, tensdo muscular e disfun¢des autondmicas s&o comuns em
individuos acometidos pelos transtornos de ansiedade (Craske; Stein, 2016; Psychiatric

association, 2014).

O cérebro € a estrutura responsavel por determinar o que é ameacador, facilitando as
respostas comportamentais e fisiologicas a ameaca. JosephLeDoux foi um dos grandes
responsaveis por descrever as bases biologicas da ansiedade e do medo como sendo circuitos
responsaveis pela sobrevivéncia por meio de mecanismos que regulam comportamentos de
defesa diante de uma situacao de perigo. Essa circuitaria € constituida por um sistema sensorio-
motor, capaz de detectar sinais do ambiente que serdo utilizados para o controle das respostas
comportamentais, como também para os ajustes fisioldgicos necessarios, auxiliando na
sobrevivéncia dos animais. Os circuitos neurais responsaveis pelo processamento das emocdes
compreendem varias estruturas, como amigdala, hipocampo, insula, hipotdlamo, substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), l6cus ceruleos, cada uma desempenhando uma funcéo especifica
(Ledoux, 2012; MCewen et al., 2012).

A insula atua interconectada com a amigdala, PAG e com o hipotdlamo, sendo
responsavel pela regulacdo do sistema autonémico, interpretando as sensacdes fisicas internas
diante de emocdes negativas. O hipotdlamo também participa diretamente da regulacdo do
sistema nervoso autbnomo simpatico, mediando a resposta humoral, visceromotora, e somatico-
motora, regulada pelo eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal. A atividade excessiva do sistema
limbico nos transtornos de ansiedade e no medo resulta em alteragdes do sistema nervoso
autondmico simpatico (SNS), juntamente com o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) e
sistema imune em resposta a agentes estressores fisicos ou psicoldgicos (Godoy et al., 2018a).
O SNS atua liberando noradrenalina pelas glandulas adrenais, mediando uma resposta rapida
ao estresse, em contrapartida o sistema HPA ¢ ativado alguns minutos ap0s o estimulo,
secretando o fator liberador de corticotropina (CRF) na regido do nudcleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN) (Juruena et al., 2020).
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O SNS participa de forma ativa na ansiedade, estimulando a secrecéo de alfa-amilase
salivar (SAA), uma enzima digestiva produzida pelas glandulas salivares (Nater; Rohleder,
2009). O nivel de SAA é aumentado em resposta ao estresse agudo ou crénico na ansiedade
(Chojnowska et al., 2021). Em individuos com transtorno de ansiedade é observado um
aumento nos niveis plasmaticos de noradrenalina (Holwerda et al., 2018) e SAA (Van veen et
al., 2008), quando comparado com individuos controles. O bloqueio do SNS é capaz de reduzir
os niveis de ansiedade, mecanismo pelo qual alguns farmacos betas bloqueadores atuam, como

o propranolol e nadolol (Zaidi et al., 2020).

Além da ativacdo do SNS diante de uma situacao estressora, ocorre também a ativacéo
do eixo HPA. Uma vez estimulado é liberado CRF no PVN que por consequéncia estimula a
sintese do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) na hipofise anterior. Apds ser sintetizado, o
ACTH ira atuar na regido cortical da glandula adrenal, estimulando a sintese e secrecdo de
glicocorticoides, dentre os principais destaca-se o cortisol. Em seguida, o cortisol atua em
receptores para glicocorticoides e mineralocorticoides que estdo distribuidas em diversas
regides. No cérebro, o cortisol atua modificando o sistema imunolégico, a cognicdo, alterando
a fisiologia e o comportamento (Godoy et al., 2018b). A liberacdo do cortisol é regulada por
meio de feedback negativo que em situacGes de estresse cronico pode ser alterado, resultando
em um aumento da atividade do eixo HPA e por consequéncia pode ocorrer 0 surgimento de

transtornos do humor e quadros de ansiedade (Tafet; Nemeroff, 2020).

O aumento da atividade do SNS diante de um estresse interfere diretamente também no
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). A angiotensina Il atua estimulando a
liberacdo de catecolaminas no locus certleos central e na medula adrenal periférica. Em
resposta ao estresse ocorre aumento da expressdo do receptor Ang Il tipo 1 (AT1) na regido do
PVN, hipofise e glandulas adrenais periféricas também, ativando o eixo HPA, resultando na
liberacdo de CRH, ACTH e glicocorticdides. A expressdo de receptores AT1 é aumentada no
PVN pela acdo dos glicocorticoides. Desta forma a Ang Il estimula o SNS central e periférico,
e todos os componentes do eixo HPA, aumentando a resposta ao estresse (Bali; Jaggi, 2013). E
observado em humanos e animais que farmacos inibidores do SRAA medeiam o efeito
ansiolitico, como é o caso dos inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e os
bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRAS), reduzindo os sintomas de estresse
(Chrissobolis et al., 2020; Khoury et al., 2012; Repova et al., 2022). O efeito ansiolitico

observado com o blogueio do SRAA pode ser mediado também através da regulacéo positiva
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dos receptores de Ang Il no cérebro, atenuando a atividade do SNS central e periférico, como
também diminuicdo da resposta do eixo HPA (Anil kumar et al., 2015; Genaro et al., 2017;
Pavel et al., 2008).

Deve-se destacar que além das alteracGes em diversas areas ja mencionadas a amigdala
é a principal responsavel pelo controle das alterac6es do sistema limbico. A regido da amigdala
é o local onde séo avaliados os estimulos com potencial de ameaca, caracterizada como o centro
de registro dos estimulos com significado emocional, resultando na facilidade de processar
informagdes que serdo armazenadas (Sah; Sun; Gooch, 2020). As multiplas subdivisdes que
compdem a amigdala tém como destaque importante no processamento da ansiedade e medo a
amigdala basolateral (BLA) e a amigdala central (AC) (Janak; Tye, 2015; Sah; SUn; Gooch,
2020). A amigdala basolateral recebe informacdes que vem do tdlamo, cortex pré-frontal (PFC)
e areas de associacdo cortical através do nucleo lateral (LA), estas informacGes sdo processadas
no nucleo basal (BA), sendo enviadas posteriormente até a amigdala central, podendo sofrer
alteracdes adicionais. Quando a amigdala basolateral é excitada, os neurénios de projecdes da
amigdala centrolateral e amigdala centromedial atuam regulando vérias regides envolvidas na
ansiedade, como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), nucleo leito da estria terminal
(BNST), hipotalamo e complexo vagal dorsal (DVC), dando origem a respostas autonémicas e
motoras (Tovote; Fadok; Lithi, 2015).

A BLA é constituida de neurbnios principais glutamatérgicos e interneurdnios
gabaérgicos que medeiam as respostas de ansiedade e medo. A saida excitatoria dos neurénios
principais determina a resposta ao medo, sendo reduzida pela rede de interneurénios que
liberam GABA. Os neurbnios principais e interneurdnios recebem projecdes serotoninérgicas
do ndcleo dorsal da rafe (NRD) e da substancia cinzenta periaquedutal (PAG), projecdes
glutamatérgicas do hipocampo (HPC), projecdes noradrenérgicas do locus certleos (LC) e do
nacleo do trato solitario (NTS) e projecGes dopaminérgicas da area tegmentar ventral (VTA) e
da substancia negra (SN). Ja a amigdala basolateral através dos neurbnios principais enviam
projecdes glutamatérgicas para a amigdala central, nicleo accumbens (NAc) e para o nucleo
leito da estria terminal (NLET) (Lai et al., 2023).

A atividade sincronizada dos neurdnios principais e interneurénios regulam as respostas
de medo e ansiedade. Entretanto, nos transtornos de ansiedade a amigdala encontra-se
superativada, causando desbalanco nessa circuitaria, levando a um aumento na liberacdo de

glutamato que resulta em uma hiperexcitabilidade da amigdala. As diminui¢fes das projectes
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serotoninérgicas e noradrenérgicas também alteram a atividade da BLA, como também a
diminuicdo de dopamina em VTA e SN, contribuindo para alteracbes no comportamento de
defesa como esquiva ou congelamento e reacdes fisiologicas (Flores-Cuadrado et al., 2017;
Kopchia et al., 1992; Lai et al., 2023; Torres et al., 2021).

Os comportamentos de defesa envolvem dois sistemas cerebrais, o sistema cerebral
aversivo (SCA) e o sistema de inibicdo comportamental (SIC) (Graeff, Hetem, 2004; (Hirsh;
Kang, 2016)). O SCA constitui-se de estruturas, como hipotdlamo, amigdala e a substancia
cinzenta periaquedutal dorsal, respondendo a estimulos incondicionados de medo (Baldi;
Bucherelli, 2015; Giustino; Maren, 2015; Marek; Sun; Sah, 2019; Tovote; Fadok; Luiithi,
2015d). O SIC atua comparando o estimulo atual com um estimulo esperado, em que o subiculo
(regido entre o hipocampo e o cortex entorrinal) agiria comparando informacdes sensoriais
provindas do cértex entorrinal, com as expectativas criadas pelo circuito de Papez (tdlamo
antero-ventral, corpo mamilar do hipotadlamo e cortex cingulado), que atua integrando as
informac@es que tem origem no cortex pré-frontal, areas responsaveis pela tomada de decisdes.
Se as informacdes recebidas forem compativeis com o esperado, o sistema ird permanecer em
modo ‘“checagem”, ndo ocorrendo o controle comportamental exercido pelo SIC. Porém,
qguando a informacdo recebida ndo é compativel com o esperado, o SIC comeca a operar no
modo “controle”, gerando inibigdo do comportamento (ansiedade), com aumento da ateng¢éo ao
meio e aumento do estado de vigilia em diregdo aos estimulos de ameaca (Graeff, 2004; Hirsh;
Kang, 2016; Brandao, 2008). Foi observado que lesbes na amigdala em humanos e roedores
sdo capazes de inibir a capacidade de reconhecer estimulos de medo, uma vez que a estimulacéo

elétrica na regido da amigdala gera medo e ansiedade (Janak; Tye, 2015).

O hipocampo também atua na regulacdo das respostas de medo e ansiedade. Foi
observado que em pacientes com transtornos de ansiedade ocorre uma reducdo do volume
hipocampal e da amigdala (Caliskan; Stork, 2019; Sanders; Wiltgen; Fanselow, 2003; Van
Mierlo et al., 2015; Vriend et al., 2016). Projec¢des diretas do hipocampo ventral para o cortex
pré-frontal medial sdo importantes para os comportamentos relacionados a ansiedade (Padilla-
Coreano et al., 2016). O PFC atua regulando a expressao comportamental do medo e a extin¢ao
de memorias de medo que foram de forma prévia adquiridas, atuando também na formagéo
inicial de memorias que apresentam um componente emocional (Alvarez et al., 2008;
Gilmartin; Balderston; Helmstetter, 2014; Terasawa et al., 2013).
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Além das estruturas encefélicas presentes na circuitaria neuronal da ansiedade, tem-se
0S neurotransmissores como outro componente primordial para que ocorra a comunicagéo entre
as areas encefalicas. Varios neurotransmissores atuam na regulacdo dos mecanismos que
medeiam a ansiedade, e a desregulacdo desses mecanismos pode resultar em alteragdes
fisiologicas e comportamentais, aumentando o risco do desenvolvimento dos transtornos
psiquiatricos (Babaev; Piletti Chatain; Krueger-Burg, 2018a; Martin et al., 2010). A serotonina
(5-HT), derivado do aminoécido triptofano € um dos principais neurotransmissores que esta
envolvido na regulacdo da ansiedade. Durante uma situacdo de perigo o sistema de defesa da
amigdala é acionado ativando neurdnios serotoninérgicos que estdo situados no nucleo dorsal
da rafe, inervando a amigdala e a PAG, o0 aumento da serotonina na amigdala produz aumento
da resposta de ansiedade, enquanto o seu aumento na PAG estd mais relacionado com um
fenotipo ansiolitico, desta forma a serotonina desempenha um papel dual na sua
neurotransmissdo. A serotonina é também alvo de umas das principais classes de farmacos
utilizados no tratamento dos transtornos de ansiedade e depressdo, sendo eles os inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS). As principais regides onde sdo encontrados 0s
corpos de neurdnios contendo serotonina sdo as regides mesencefalicas, ponte, bulbo e os
ndcleos da rafe que distribuem suas fibras para estruturas do mesencéfalo (PAG), diencéfalo,
hipotalamo, hipocampo, tdlamo, amigdala e neocortex. Desempenhando fungdes que envolvem
a regulacdo do humor, sono, vigilia, aprendizagem, memoria, ansiedade e medo (Pourhamzeh
etal., 2022; Zmudzka et al., 2018).

O acido gama-aminobutirico (GABA), sintetizado a partir do acido glutamico que sofre
uma reacao catalitica, através da enzima &cido glutamico descarboxilase (GAD), apresentando
as isoformas GAD 76 e GAD 65, € o principal neurotransmissor inibitério presente no SNC dos
mamiferos, atuando de forma importante no equilibrio entre excitacdo e inibicdo neuronal,
regulando a atividade dos neurdnios (Harris; Saleh; Edden, 2017; Nuss, 2015). A desregulacéo
em sua transmissao tem sido associada com alteragOes presentes nos transtornos de ansiedade.
Uma vez liberado na fenda sinéptica, liga-se aos receptores pos-sindpticos, podendo ser
absorvido pelo neurénio pré-sinaptico (Mohler, 2012; Nasir et al., 2020a). Apés ser absorvido,
0 GABA pode ser ainda reciclado, atuando em alguma reacdo quimica, porém este
neurotransmissor ndo é absorvido pelas vesiculas sinépticas. Possui uma a¢do semelhante a do
glutamato, uma vez que a sua liberacdo é dependente de calcio apds a despolarizacdo do
terminal pré-sindptico. Estudos em modelos animais observaram que o0s interneurénios
presentes no cortex pré-frontal medial (CPFM) exercem controle inibitério sobre neurdnios
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piramidais de glutamato, influenciando a atividade de CPFM e também respostas autonémicas
diante de estimulos ameacadores (Ledoux, 2012).

Os receptores para GABA podem ser ainda subdivididos em: GABAA e GABACc com
acao ionotropica, estando ligados a canal de cloreto, responsaveis pela rapida inibicdo neuronal.
E ainda possui acdo metabotropica mediada pelo subtipo GABAB, estando acoplado a proteina
G, canal de célcio e potéssio, mediando uma resposta inibitoria mais lenta. Dentro dos subtipos
de receptores, 0 GABAA ¢ o0 que possui um papel na circuitaria da ansiedade, projetando-se da
amigdala central para o tronco cerebral e para o hipotdlamo, ativando neurdnios dessas regides,
levando a manifestacdes somaticas de ansiedade (Nuss, 2015; Prager et al., 2016; Stefanits et
al., 2018).

O glutamato também exerce funcbes na circuitaria da ansiedade, sendo o principal
neurotransmissor excitatorio do SNC. As projecdes glutamatérgicas participam ativamente de
toda circuitaria neural, interligando vias corticais e subcorticais. Distribui-se por todo SNC,
desempenhando funcgdes fisioldgicas no neurodesenvolvimento, aprendizagem, cognicao e em
processos mnemonicos (Barkus et al., 2010; Nasir et al., 2020b). Sua sintese ocorre e, em
seguida, este neurotransmissor é empacotado em vesiculas nos terminais pré-sinapticos dos
neurbnios glutamatérgicos. Durante o potencial de acdo, as vesiculas contendo glutamato se
fundem com a membrana do terminal pré-sinaptico, liberando-o na fenda sinaptica. Uma vez
liberado atua em seus receptores pds-sinaptico ionotropicos, que sdo canais catidnicos
regulados por voltagem dependente, ou receptores metabotropicos transmembrana acoplados a
proteina G. Os receptores do tipo ionotrépicos para glutamado sdo: N-metil-D-aspartato
(NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico (AMPA) e receptores de
cainato. J& 0s receptores metabotropicos sdo aqueles pertencentes a familia dos mGIuR
(Niswender; Conn, 2010; Swanson et al., 2005).

O glutamato tem sido alvo de estudo nos transtornos de ansiedade, depressao, transtorno
obsessivo compulsivo (TOC), transtorno do estresse pds-traumatico (TEPT). Uma vez que em
estudos post-mortem nesses distlrbios € observado alteracbes nos niveis de glutamato,
presentes no plasma, liquido cefalorraquidiano e tecido cerebral, bem como alteragdes na
expressdo do receptor NMDA (Averill etal., 2017; Krystal et al., 2010). Diversas regiées como,
amigdala, hipocampo, CPFM, CCA, séo inervadas por neurdnios piramidais glutamatérgicos.
A amigdala recebe projeces do CPFM que séo enviadas para outras regides do sistema limbico
e até mesmo para 0 CPFM. A exposicao a situacdes estressoras esta relacionada com o aumento

17



da concentracao de glutamato no CPFM, como também aumento das projecGes glutamatérgicas
que saem da amigdala. O uso de antagonistas glutamatérgicos tem sido alvo de estudos para

farmacos com acéo ansiolitica (Nasir et al., 2020b).

A dopamina (DA) é um neurotransmissor derivado do aminoacido tirosina, que também
atua como mediador da emocao. O sistema dopaminérgico tem origem na area tegmental ventral
(VTA), e disfuncdes nessa regido estdo associadas ao desenvolvimento de caracteristicas
semelhantes a ansiedade em humanos e roedores (Qi et al., 2022). A liberagdo de DA por VTA
atua diretamente em vérias regides, como o CPFM, NAc e amigdala. Além de VTA liberar DA
em regides mesocorticolimbicas, ela também € liberada localmente, no entanto a acdo local em
comportamentos de ansiedade ainda é pouco compreendida (Adell; Artigas, 2004; Nguyen et
al., 2021; Rice; Patel, 2015) A DA regula a sinalizacdo neuronal através dos seus receptores
para dopamina 1 (D1) e 2 (D2). A ativacdo de D1 depende de sua ligacdo com a proteina Gs,
ativando adenilato ciclase (AC) e aumentando os niveis de AMP ciclico. O receptor D2 atua
via proteina Gi, inibindo AC e diminuindo o célcio citoplasmatico. Sendo este receptor D2,
alvo dos farmacos com acdo antipsicotica. DisfuncBes no cértex cingulado anterior e NAc tem
sido associado ao agravamento de comportamentos semelhantes a ansiedade. A acdo dos
receptores D1 além de apresentarem func@es na cognicdo, também atuam de forma jusante a
VTA regulando comportamentos semelhantes a depressdo e ansiedade. No CPFM a ativacgédo
de neurdnios piramidais que expressam receptores D1 atua produzindo respostas
antidepressivas e ansioliticas rapida e também duradouras (Tong et al., 2023; Tu et al., 2019).

2.5 Plasticidade neuronal

A plasticidade € a capacidade que o cérebro tem de mudar suas estruturas e funcGes
durante o curso da vida, adaptando-se a mudancas fisioldgicas resultantes das interacdes do
organismo com o meio ambiente. A plasticidade recebeu esse termo pela primeira vez por
William James em 1890 (James, 1890), posteriormente foi denominado de plasticidade neural
por Jerky Konorsky em 1948 (Konorsky, 1948). A base para os processos plasticos é formada
por moléculas e suas interacbes com circuitos sinapticos, celular e neuronal. A plasticidade atua
criando ou removendo conexdes sinapticas, a fim de manter o equilibrio da atividade entre os
neurdnios. Caracterizando os processos de potenciacdo de longa duracéo (LTP) e depresséao de
longa duragédo (LTD), resultantes de uma série de eventos moleculares, alteragcdes na expresséo

de genes e sintese de novas proteinas (Gulyaeva, 2017).
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Os receptores para glutamato N - metil - D -aspartato (NMDA), alfa-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazoleproprinonato (AMPA) e receptor metabotrdpico para glutamato (MGLUR)
possuem funcdo importante na formacdo de LTP e LTD (Diering; Huganir, 2018). Os
receptores glutamatérgicos podem ser classificados em receptores de glutamato ionotrépicos e
metabotrdpicos. O receptor ionotropico responde de forma répida, alterando os estimulos que
medeiam o influxo e efluxo do fon Ca?*, Na* e K *em neurdnios (Salussolia et al., 2011) A
sinalizacdo jusante de receptores NMDA, quando ativados desempenha uma funcdo importante
na plasticidade sinaptica, caracterizando um mecanismo celular para aprendizado e memoria
(Parsons; Raymond, 2014). (Mukherjee; Manahan-Vaughan, 2013; Reiner; Levitz, 2018).

A LTP pode ser entendida como o fortalecimento de sinapses apds estimulagéo sinéptica
repetitiva  (Bliss et al., 2018). Inicialmente, os disparos basais de sinapses ativam
primordialmente os receptores AMPA, uma vez que os receptores NMDA permanecem
inibidos pela acdo do magnésio. A estimulacdo de alta frequéncia em neurdnio pré-sinapticos
aumenta a eficécia elétrica da sinapse, ocorrendo influxo de sédio via abertura de receptores
AMPA, despolarizando o terminal pds-sinaptico de forma suficiente para remover a acao do
magnésio, recrutando os receptores NMDA para que possa haver influxo de ions célcio (Chen;
Gouaux, 2019; Haering et al., 2014; Lischer; Malenka, 2012). O célcio atua como mensageiro
secundario, podendo induzir alteracdes que levam a estimulacdo da LTP. Aumentando a
resposta pos-sinaptica que sera maior do que o seu nivel de pré-estimulacdo. E importante
destacar também a importancia exercida pelo oxido nitrico (NO) nesta cascata de sinalizacgéo,
atuando como mensageiro retrogrado, potencializando ainda mais a saida de glutamato das
vesiculas pré-sinapticas para atuar nos seus receptores pos-sinapticos (Shahoha et al., 2022).

O aumento de célcio intracelular leva a ativacdo de enzimas como a proteina quinase C
(PKC), proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), MEK e ERK que atuam ativando
fatores de transicdo, como a proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), proteina
associada ao citoesqueleto regulado por atividade (ARc), genes de expressdo imediata (erg-1-
Zif268), resultando na expressao de novos RNAm, formacdo de novos receptores,
sinaptogénese, constituindo novos processos plasticos. Além da cascata de sinalizacdo mediada
pelos receptores ionotropicos AMPA e NMDA, deve-se destacar também a atuacdo do receptor
mGLU acoplado a proteina G que também é ativado pela transmissdo glutamatérgica,
desencadeando cascatas de segundo mensageiro e vias de sinalizacdo intracelular, ativando

também fatores transcricionais que vdo resultar no aumento de sinapses e eventos de
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plasticidade. No entanto por se tratar de um receptor metabotrdpico sua resposta € mais lenta
quando comparado com os receptores ionotropicos (Figura 2).
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Figura 3. Representacdo esquematica da potenciacdo de longa duragéo (LTP): A despolarizac¢do do terminal
pré-sindptico ocasiona a liberacdo do neurotransmissor glutamato na fenda sinéaptica, ligando-se aos seus
receptores ionotrépicos AMPA e NMDA, ocorrendo influxo de sédio e despolarizagdo do terminal pds-sinaptico
de forma suficiente para remover a acdo do magnésio, recrutando os receptores NMDA para que possa haver
influxo de ions célcio. O célcio atua como mensageiro secundério, podendo induzir alteracdes que levam a
estimulagdo da LTP, aumentando a resposta pos-sindptica que serd maior do que o seu nivel de pré-estimulagéo.
O 6xido nitrico atua como mensageiro retrogrado, potencializando ainda mais a saida de glutamato das vesiculas
pré-sindpticas para atuar nos seus receptores pds-sinapticos. O aumento de calcio intracelular leva a ativagao de
enzimas como a proteina quinase ¢ (PKC), proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK), MEK e ERK que
atuam ativando fatores de transi¢do, como a proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), proteina associada
ao citoesqueleto regulado por atividade (ARc), genes de expressdo imediata (erg-1-Zif268), resultando na
expressdo de novos RNAm, formacgdo de novos receptores, sinaptogénese, constituindo novos processos plasticos.
Além da cascata de sinalizacdo mediada pelos receptores ionotrépicos AMPA e NMDA, além da cascata de
sinalizacdo mediada pelos receptores ionotropicos AMPA e NMDA, o receptor mGLU acoplado a proteina G
também é ativado pela transmissdo glutamatérgica, desencadeando cascatas de segundo mensageiro e vias de
sinalizacdo intracelular, ativando também fatores transcricionais que vao resultar no aumento de sinapses e eventos
de plasticidade. No entanto por se tratar de um receptor metabotropico sua resposta € mais lenta quando comparado

com 0s receptores ionotrépicos. Fonte: Souza, 2023.
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Assim como o fortalecimento das sinapses € essencial para os processos de plasticidade,
a atenuacdo das sinapses neuronais também é importante. Uma vez que 0s organismos
necessitam adaptar-se constantemente as mudancgas ambientais que podem néo se alinhar com
experiéncias anteriormente aprendidas, é necessario que ocorra o enfraquecimento das forcas
sinapticas através do processo de LTD (Collingridge et al., 2010). A LTD pode ser expressa
pela ativacdo sinéptica dependente de NMDA e também pela ativagdo de receptores mGLUR
(Compans et al., 2021). A diminuicdo nos niveis de calcio resulta na ativacdo de proteinas
fosfatases calcineurina, causando uma desfosforilacdo dos receptores AMPA e subsequente
inducdo da LTD. A frequéncia de um estimulo interfere na liberacdo do neurotransmissor,
afetando diretamente a despolarizagdo da célula pds-sinaptica e por consequéncia o grau de
ativacdo do receptor NMDA, resultando em um maior ou menor influxo de ions célcio (Figura
3) (Naoki, 2008).

A LTD é o resultado da diminuicdo de sinapses decorrentes da diminui¢do da atividade
de neurdnios, principalmente no hipocampo, reduzindo a atividade dos receptores NMDA,
diminuicdo do influxo de calcio e diminuicdo do numero de receptores pds-sinaptico e também
diminuicdo na producdo de oxido nitrico. Contribuindo para a formacéo de plasticidade, uma
vez que esse processo medeia a permanéncia de memorias relevantes, contribuindo para o ndo

armazenamento de informacdes que ndo possuem relevancia (Kandel, 2014).
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Figura 4. Representacdo esquematica da depressdo de longa duragdo: Durante a LTD tem-se um
enfraquecimento das sinapses e consequente diminui¢do dos receptores NMDA, influxo de célcio reduzido que
por sua vez essa diminuicdo resulta na ativacdo de enzimas fosfatases, como a calcineurina, causando uma
desfosforilagdo dos receptores AMPA e subsequente inducdo da LTD. Com a diminui¢do do célcio ndo é possivel
ativar cascatas de fosforilagdo, resultando na diminuigdo da ativacdo de fatores transcricionais da familia CREB,
Arc, Zif-268, entre outros. ocasionando uma diminui¢do dos processos de sinaptogénese e neurogénese. Fonte:
Souza, 2022.
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Os processos de plasticidade mencionados, contribuem de forma positiva para que possa
ocorrer a consolidagdo das memdrias, que mesmo armazenadas podem sofrer alteracbes em
momentos de reativacdo, caracterizando uma fase de reconsolidacdo ou manutencdo da
memoria. Com o avango das técnicas para estudo do sistema nervoso foi possivel entender cada
vez mais 0s mecanismos envolvidos nos processos plasticos. A partir do desenvolvimento da
técnica de imunohistoquimica criada em 1980, foi possivel identificar a expressao de genes que
estdo envolvidos com a formacdo dos processos plasticos. Destacando a importancia do gene
Zif268, considerado um gene de expressdo imediata, foi identificado por Lau and Nathans
(1987) pela primeira vez (Milbrandt, 1987). Este gene atua codificando o fator de transcri¢éo
Zif268 (Christy; Nathans, 1989), possuindo sitio de ligacdo em promotores de varios genes de

expressao tardia.

Além de atuar em processos plasticos esses genes atuam como marcadores de atividade
neural. Os genes precoces de expressdo imediata (IEGs) mais utilizados para marcar atividade
do neurdnio sdo c-Fos e também zif268 (Erg-1), tendo o seu curso de tempo e expressao
amplamente estudados para expressdo de RNAm e expressdo de proteinas. A a¢do desses genes
codifica fatores de transcri¢do, influenciando a fisiologia neuronal, regulando a expressédo de
genes com resposta tardia (Farina; Commins, 2016). Tanto c-Fos quanto Egr-1 interagem com
uma série de outros fatores de transcricdo. Além disso, outros IEGs codificam proteinas que
influenciam diretamente a funcdo celular, como no caso de Arc (proteina do citoesqueleto
regulada por atividade) (Herdegen; Leah, 1998; Zhai et al., 2021).

Arc é um gene precoce de expressdo imediata que também desempenha funcdes
primordiais para a memodria. Esta proteina atua regulando o trafego de receptores
glutamatérgicos do tipo AMPA, realizando o recrutamento de vias endossomais, atuando
diretamente nos processos plasticos (Plath et al., 2006).

Os processos de plasticidade também sdo mediados por proteinas que pertencem ao
grupo das neurotrofinas. Sendo elas, proteinas que atuam na manutengdo, crescimento e
regeneracdo do sistema nervoso. Destacando aqui o papel desempenhado pelo fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), sendo uma das neurotrofinas mais importantes,
localizada em todas as regibes do SNC, principalmente na amigdala, hipocampo e no
hipotalamo dos mamiferos. Atuando em mecanismos de reparo e proliferacdo celular, atuando
em processos de plasticidade (Leal; Bramham; Duarte, 2017). Os efeitos do BDNF na
estruturacdo do cerebro podem variar de curto a longo prazo, atuando em sinapses excitatorias
e inibitdrias. Mediado pelos receptores TrKB e p75 atuam ativando diversas vias de sinalizagéo,
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regulando o transporte de RNAm ao longo dos dendritos, modulando as fases iniciais e de
alongamento da sintese de proteinas (Leal; Comprido; Duarte, 2014). Os efeitos sob a regulagéo
da transcricdo contribuem para as mudancas de longo prazo no proteassoma sinaptico. O BDNF
atua de forma positiva regulando a dindmica dos receptores AMPA e NMDA, durante a
transmisséo do glutamato, modulando os processos de plasticidade de longo prazo. Alteragdes
no controle do BDNF estéo associados diretamente com o comprometimento da plasticidade,

podendo resultar no surgimento de doencas mentais (Severini, 2023).
2.6 Plasticidade, memoria e ansiedade

O cérebro é considerado o 6rgdo central para os processamentos de aprendizagem e
memoria, sendo capaz de aprender, treinar e armazenar na forma de memoria as informagdes.
Para que o cérebro desempenhe corretamente essas tarefas € imprescindivel a participagédo de
uma propriedade capaz de sofrer alteracdes que é a plasticidade (Buckner; Dinicola, 2019;
Martin; Grimwood; Morris, 2000). As sinapses sdo os principais alvos de estudos de local de
plasticidade nos processos de aprendizagem e memaria no cérebro. As primeiras especulacdes
de Tanzi e Ramon y Cajal acerca da plasticidade ocorreram em 1893. Segundo Tanzi pode
haver mudancas em conexdes sinapticas pré-existentes. No entanto, Ramon y Cajal enfatizavam
a formacéo e a perda de conexdes novas. Somente na década de 1970 é que foi possivel
investigar adequadamente as possibilidades que Tanzi e Ramon y Cajal defendiam, gracas a
estudos anatémicos e eletrofisiol6gicos. Evidenciando a capacidade que o sistema nervoso tem
de alterar sua conectividade funcional conforme novas informacbes sdo consolidadas. A
capacidade que o cérebro tem de mudar sua estrutura e funcdo a partir de conexdes novas ou
pré-existentes € o que caracteriza a plasticidade sinaptica, sendo a base fisioldgica para os
processos de adaptacdo comportamental e psicoldgica (Kourosh-Arami; Hosseini; Komaki,
2021).

A plasticidade desempenha funcédo critica na aprendizagem, formacdo de memoria,
emocdo, na cognicdo e em diversas alteracdes reguladas pelo sistema nervoso. Mudancas
estruturais e funcionais induzem processos plasticos, mediados pela LTP e LTD (Yang et al.,
2016). A plasticidade cerebral atua regulando emocdes, como a ansiedade, por meio da
atividade neuronal, da excitabilidade e da transmissdo sinaptica em regies especificas que
modulam as respostas de ansiedade, como a amigdala e o hipocampo. A excitabilidade neuronal

é influenciada pela condutancia de canais i0nicos voltagem dependente, expressos na regidao do
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soma ou dendritos dos neurénios, modulando as entradas sinapticas e a capacidade de geracdo
do potenciacéo de agédo (Shim; Lee; Kim, 2018).

A tensdo de grande condutancia e a atividade dos canais de K*, dependentes de Ca+,
atuam regulando a excitabilidade de neurdnios presentes no hipocampo, envolvidos na
ansiedade desenvolvida pelo estresse e no comportamento de ansiedade associado a dor
(Ghasemi et al., 2022). Além da condutancia de ions, a plasticidade atua regulando o
processamento de informacdes nas sinapses das fibras musgosas e regido CA3 do hipocampo.
Alteracdes na plasticidade sinaptica induzidas pelo estresse no inicio da vida tem sido associado
a mudancas nas sinapses das fibras musgosas e CA3, aumentando o comportamento tipo-
ansioso em camundongos (Shin et al., 2016).

A plasticidade cerebral pode ser mediada pela acdo de neurotofinas como 0 BDNF que
se liga ao receptor transmembrana TrKB (receptor de tropomiosina quinase B), resultando na
ativacdo de cascatas de sobrevivéncia neuronal, crescimento e diferenciagdo celular. A
expressao reduzida dessa neurotrofina, juntamente com o seu receptor nem regides corticais e
do hipocampo esta relacionada com o surgimento de transtornos psiquiatricos (Bagheri et al.,
2021).

Estudos tem mostrado que alteracGes na plasticidade neural apresentam uma relagéo
direta com a fisiopatologia dos transtornos do humor. Alteragdes na plasticidade durante o
desenvolvimento pode resultar em alteragdes estruturais e funcionais em circuitos importantes,
levando a um comprometimento duradouro do cérebro, causando alteracGes na fase adulta. Nos
distdrbios do humor é observado uma diminuicdo de espinhas dendriticas e densidade sinaptica,
alterando os processos de plasticidade que por sua vez resulta em modificacfes na eficacia da
neurotransmissdo sinaptica (Romcy-Pereira; Leite; Garcia-Cairasco, 2009; Bessa et al., 2009).
Em um estudo desenvolvido por Ryan et al 2010, observou-se que um estresse agudo induzido
por choque nas patas de roedores, utilizado para estudar desamparo aprendido, houve inibicao
de LTP no hipocampo dorsal com duragéo de quatro semanas.

Em situacdes de estresse cronico, observa-se uma maior ativacdo de receptores para
cortisol que por sua vez prejudica a capacidade no desempenho de tarefas, devido a
hiperexcitabilidade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e acentuada atividade do sistema
limbico (Tripathi et al.,, 2019). E é com base nessas alteracbes que muitas técnicas de
psicoterapias trabalham em prol da qualidade e melhoria das alteragdes cognitivas, emocionais
e comportamentais de individuos com distarbios do humor, uma vez que a psicoterapia

promove mudancas na plasticidade, por meio de novas conexdes sinapticas e manifestacoes
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neurofisioldgicas, regulando fungBes neuronais capazes de equilibrar os sistemas de emocao e
cognicdo (Cezar et al., 2022; Mansson et al., 2013; UlricH-Lai; Herman, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar as alteracGes de plasticidade induzidas pela pinealectomia e como essas

alteracdes podem interferir no comportamento tipo ansioso e ha memdria de ratos.
3.2 Objetivos especificos

e Estudar os efeitos da pinealectomia no comportamento tipo ansioso em ratos;

e Analisar as alteracGes de memdria em ratos submetidos a remocéo da glandula pineal;

e Auvaliar as alteracdes de plasticidade no hipocampo, amigdala e cértex entorrinal de
ratos pinealectomizados;

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos

Os procedimentos realizados no presente estudo foram conduzidos de acordo com a lei
brasileira para o uso de animais em pesquisas (Lei Arouca, n® 11.794/2008) e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da UFS (CEUA/UFS) sob protocolo de nimero N°
3490280722. Todos os esfor¢cos foram realizados para minimizar o nimero de animais usados

e 0 seu sofrimento.
4.2. Animais

Foram utilizados 54 Rattus norvegicus machos da linhagem Wistar em todo o
experimento provenientes do Biotério setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade
Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12 h, temperatura
(22 £ 2°C) e livre acesso ao alimento e 4gua. Os animais foram alojados em nimero de 4-5 em
gaiolas de tamanho 33 x 40 x 17 cm, com grade aramada em ago inoxidavel, comedouro e
encaixe para o bebedouro. Todos os experimentos foram gravados e a apuracdo dos parametros

avaliados foram feitas através do software Any-Maze.
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4.3 Drogas

Foram utilizados, Cloridrato de cetamina (Ketamina®, Agener Unido); Cloridrato de
xilazina (Calmiun®, Agener Unido); Pentabiotico (Zoetis industria de produtos veterinarios
Ltda); Banamine (Schering-Plough Santé Animale Z.A); Cloridrato de lidocaina (Cristalia) com

hemitartarato de norepinefrina.
4.4 Procedimentos gerais

Os animais foram, inicialmente, divididos em trés grupos: controle (CTR): animais que
ndo foram submetidos a cirurgia estereotaxica; SHAM: animais que foram submetidos a
cirurgia estereotaxica, mas ndo ocorrereu a retirada da glandula pineal; Pinealectomizados
(PIN): animais submetidos a cirurgia estereotaxica para retirada da glandula pineal, com n de 7
a 12 animais por grupos (Figura 5). Para os testes comportamentais, os grupos foram
subdivididos em subgrupos de animais que passaram pelos testes para avaliar memoria e 0s
subgrupos de animais que passaram pelos testes para avaliar 0 comportamento tipo ansioso.

Sendo assim, ficaram seis grupos experimentais:

1. Controle memdria (CTR-MM) -12: animais que ndo passaram por procedimento
cirargico, e foram submetidos a avaliacdo de memoria;

2. Sham memoria (SHAM-MM) -11: animais que passaram por procedimento cirurgico
sem a retirada da pineal, e foram submetidos a avaliacdo de memoria;

3. Pinealectomizado memdria (PIN-MM) -12: animais que passaram por cirurgia para
remocao da glandula pienal, e foram submetidos a avaliacdo de memodria;

4. Controle ansiedade (CTR-ANS) -7: animais que ndo passaram por procedimento
cirurgico, e foram submetidos a avaliacdo do comportamento tipo-ansioso;

5. Sham ansiedade (SHAM-ANS) -7: animais que passaram por procedimento cirdrgico
sem a retirada da pineal, e foram submetidos a avaliagdo do comportamento tipo-ansioso;

6. Pinealectomizado ansiedade (PIN-ANS) -9: animais que passaram por cirurgia para
remocédo da glandula pineal, e foram submetidos a avaliacdo do comportamento tipo-

ansioso.

Os animais dos grupos SHAM e PIN foram submetidos a cirurgia estereotaxica com um
més e meio de vida, equivalente a 45 dias a partir do dia de nascimento. Apds a cirurgia, 0S
animais foram devolvidos ao biotério e ficaram em observacao até completarem dois meses de

vida. Nessa fase, os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliacdo dos
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pardmetros de alteracbes de memoria e comportamento tipo ansioso. Inicialmente todos os
grupos (CTR, SHAM e PIN) foram submetidos a avaliacdo comportamental no teste de campo
aberto, com o intuido de avaliar se houve alteracdo locomotora devido a realizagédo da cirurgia
estereotaxica. Posteriormente, os animais dos grupos CTR-MM, SHAM-MM, e PIN-MM
foram submetidos ao teste de labirinto em cruz elevado modificado para avaliagdo de alteracoes
de memodria. Os animais dos grupos CTR-ANS, SHAM-ANS ePIN-ANS foram submetidos ao
teste de labirinto em cruz elevado classico para avaliacdo do comportamento tipo ansioso. Ao
completarem quatro meses de vida, 0s animais passaram por avaliagdo comportamental
novamente. Todos os grupos foram submetidos a avaliagdo comportamental no teste de campo
aberto. Posteriormente, os animais dos grupos CTR-MM, SHAM-MM e PIN-MM foram
submetidos ao teste de medo condicionando ao contexto para avaliacdo de alteracdes de
memoria, posteriormente os animais foram perfundidos 60 minutos ap0s a exposicao ao
aparato. Os animais dos grupos CTR-ANS, SHAM-ANS e PIN-ANS foram submetidos ao teste
de labirinto em cruz elevado para avaliagdo do comportamento tipo ansioso. No dia seguinte 0s
animais foram expostos a um ambiente enriquecido durante 10 minutos e perfundidos 60
minutos apds a exposicdo ao aparato, afim de avaliar alteracdes de plasticidade. (Figura 5). Os
tecidos cerebrais perfundidos de ambos 0s grupos experimentais foram cortados em fatias de

50 um (micrometro), € submetidos a imunohistoquimica para avaliacdo histoldgica.

A idade para realizacdo da pinealectomia com 45 dias (transicdo da infancia para
juventude) e avaliacdo dos testes comportamentais com dois meses (jovem) e quatro meses
(adulto) de vida, foi baseado no trabalho de Andreollo et al., (2012), no qual mostra a idade

cronoldgica de roedores.

E importante salientar que antes de qualquer experimento comportamental, os animais
foram submetidos a etapa de manipulacdo que consiste em sessfes diarias de 5 minutos de
manipulacdo dos ratos pelos pesquisadores envolvidos, durante 5 dias. Essa etapa tem
finalidade de habituar os animais aos experimentadores e reduzir possiveis alteraces
comportamentais decorrentes do estresse e do comportamento tipo ansioso causados pelo

contato e presenca de pessoas durante 0 experimento.
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Figura 5. Representacdo esquematica do delineamento experimental. O delineamento experimental teve
duracdo de 16 semanas, contando a partir do dia O referente ao nascimento dos animais. Na 6° semana, equivalente
a 45 dias de nascidos, os animais do grupo SHAM e PIN, passaram por cirurgia estereotaxica. Na 7° semana 0s
animais foram manipulados, afim de habituar-se ao toque do experimentador, para que na 8° semana inicia-se 0s
testes comportamentais. Todos 0s animais passaram pelo teste de campo aberto para avalicdo de alteracfes
motoras, posteriormente, foram agrupados com base na avaliacdo do comportamento tipo-ansioso e alteracGes de
memoria. Na 16° semana 0s animais passaram por uma nova avaliacdo de testes comportamentais e apds a
finalizagdo da avaliagdo comportamental os animais foram perfundidos para processamento do cérebro e posterior
analise histologica. Os animais do grupo ansiedade foram expostos a um ambiente enriquecido, 60 minutos antes
da perfusdo para que fosse possivel avaliar alteragcdes plasticas nos tecidos cerebrais. Os animais do grupo
memadria, apos serem expostos a fase de teste na avaliagdo do medo condicionado ao contexto foram perfundidos

ap6s 60 minutos da exposicdo ao teste.

4.5 Cirurgia estereotaxica — Pinealectomia

Os animais foram anestesiados com xilazina 10% (10 mg/kg) e ketamina 10% (100
mg/kg) pela via intraperitoneal. Os animais s6 foram submetidos ao procedimento cirurgico
guando ndo respondiam a estimulos, ou seja, apresentando reflexos como: tensdo na cauda,
movimentacdo de vibrissas e movimentacdo de patas. Apds constatacdo do estado anestésico,

0s animais foram posicionados em uma estrutura estereotaxica, dando inicio a tricotomia. Em
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seguida a pele do animal foi higienizada com sab&o neutro e soro fisiol6gico para limpeza da
area e posteriormente foi feita a assepsia com iodo. Posteriormente, foi administrado 300 ul de
lidocaina com vasoconstrictor (hemitartarato de norepinefrina), por via subcutanea, no topo do
cranio entre 0s 0ssos parietais, com objetivo de realizar anestesia local e vasoconstric¢do para

hemostasia.

Para exposicao da calota craniana foi feita uma incisdo de 2cm na linha média dorsal da
cabeca, com auxilio do bisturi n® 4 e [amina n° 20, na pele sobre a sutura craniana sagital. Em
seguida, as bordas da pele foram afastadas para limpeza da calota craniana com peroxido de
hidrogénio 10 vol. Apds a limpeza, foi feito um corte retangular na calota craniana, medindo
em media 4 mm, com auxilio de um micromotor de baixa rotacdo. Foi tomado como base para

incisdo do crénio, a sutura lambda, ou seja, a unido da sutura sagital com a lambdoide.
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Figura 6- Representacdo da incisdo cirdrgica para remocdo da glandula pineal. A exposicdo da calota
craniana foi feita através de uma incisdo de 2cm na linha media dorsal da cabega, com auxilio do bisturi n® 4 e
Iamina n° 20, na pele sobre a sutura craniana sagital. Foi feito um corte retangular na calota craniana, medindo em
média 4 mm, com auxilio de um micromotor de baixa rotagdo. Foi tomado como base para incisdo do cranio, a

sutura lambda, ou seja, a unido da sutura sagital com a lambdoide. L (lambda); B (bregma). Fonte: Souza, 2023.
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Apos retirada da pecga 0ssea retangular, esta ficou imersa em soro fisiolégico 0,9 % para
prevenir o ressecamento. Posteriormente, a dura-mater foi removida, cuidadosamente, expondo
a veia sagital superior, a qual foi suturada, utilizando um fio de sutura n°® 5 para hemostasia; foi
feito um corte transversal no vaso entre 0s pontos de sutura, o qual possibilitou a visualizacdo
da glandula pineal. Apds a retirada da glandula pineal, foi adicionado novamente o pedaco da
calota craniana e em seguida a pele do animal foi suturada. Os animais receberam 1 ml de
pentabidtico via intramuscular apos a finalizagdo do processo cirurgico para evitar possivel
infeccdo e também receberam 1 ml de anti-inflamatorio Banamine por via intramuscular. Em
seguida os animais foram posicionados em uma placa de calor com temperatura regulada a fim
de manter a temperatura corporal dos animais estavel. Posteriormente os animais foram

devolvidos ao biotério (Burgos et al., 2016).

i > o |

Figura 7. Representacdo dos encéfalos com base nos grupos experimentais: (A) - Encéfalo de animal controle
que ndo passou por procedimento cirdrgico; (B) — Encéfalo de animal SHAM que passou por cirurgia sem a
retirada da glandula pineal; (C) — Encéfalo de animal pinealectomizado que passou por cirurgia para remoc¢do da

glandula pineal.

4.6 Testes comportamentais

Campo aberto
Para a avaliacdo de atividade locomotora, comportamento exploratorio e de estado de
ansiedade em modelos animais o teste de campo aberto € uma ferramenta muito utilizada (Bispo
et al., 2022; Leal et al., 2019; Santos et al., 2013). O teste de campo aberto consiste em um
aparato circular medindo 80cm de diametro por 40cm de altura, com seu interior pintado de
preto afim de aumentar o contraste, favorecendo a identificacdo do animal. O animal é exposto
ao aparato, colocado no centro para livre exploracdo durante 5 minutos, toda a sessdo foi
registrada por uma cadmera posicionada sobre o aparato a uma altura de 230 cm. As imagens
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capturadas foram processadas com o auxilio do software de rastreamento animal (Anymaze,
Stoelting, Wood Dale, IL, USA), para mensuracdo dos parametros comportamentais de

distancia percorrida e tempo de permanéncia no centro do aparato.

Figura 8. Aparato de campo aberto. Fonte: Laboratério de Neurofisiologia (LNFS) e Laboratério de

Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

Labirinto em Cruz Elevado

O teste de labirinto em cruz elevado consiste em um aparato experimental para modelos
animais, visando a avaliacdo do comportamento tipo-ansioso. Sua primeira utilizacdo ocorreu
em 1987 de forma sistematizada em camundongos. Durante o teste ocorre o evento de “conflito
de aproximacdo-esquiva” (approach-avoidconflict) do animal avaliado diante da exposicéo a
um ambiente desconhecido e a tendencia natural de esquiva a regides abertas, com potencial
perigo e conflito, gerando comportamentos de respostas incondicionadas. O aparato consiste
em quatro bracgos, sendo dois abertos e dois fechados por paredes laterais, sem cobertura no

teto. Os quatro bragos formam uma cruz e encontram-se elevados 70 cm do solo. O tempo total
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de aplicacdo do teste € em geral de 5 a 10 minutos, independente do uso de sistemas
informatizados de avaliagdo ou esquema de rastreamento fenotipico. Os animais sdo colocados
em um dos bracos fechados sendo contabilizado os seguintes parametros: laténcia para saida
do braco fechado para o brago aberto, tempo de permanéncia nos bracos fechados e bracos
abertos, nimero de entradas nos bragos abertos e nimero de entradas nos bragos fechados. Ao
final de uma sesséo de testes com cada animal, foi feita a limpeza e higienizagdo da plataforma,

evitando pistas deixadas por outros animais (Morato, 2006; Pinto et al., 2011).

Figura 9. Aparato do labirinto em Cruz elevado. Fonte: Laboratério de Neurobiologia Comportamental e
Evolutiva (LaNCE). (Bourin; Hascoét, 2003).

Labirinto em cruz elevado modificado

O teste de labirinto em cruz elevado modificado, consiste na avaliagio da aprendizagem
e de memoria. O aparato é pintado de preto e constituido de dois bracos abertos e dois bracos
fechados, dispostos em um angulo de 90°. O piso do labirinto é elevado 70 cm do chdo e um
dos bracos fechados contém uma lampada de 100W e som, que séo ligados cada vez que o
animal entra nesse brago, durante a sessdo treino. Apés essa fase, 24 horas depois, ocorre 0
teste, nesta fase o animal ndo recebeu nenhum estimulo de luz e som. Em ambas as etapas, 0s

ratos foram observados durante 10 minutos e foram avaliados os seguintes parametros: o
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namero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos, braco fechado e no brago
fechado aversivo ambiente fechado modificado e distancia total percorrida (Medeiros, 2011).

Treino

Figura 10. Aparato para realiza¢éo do teste comportamental labirinto em cruz elevado modificado. Fonte:

Laboratério de Neurofisiologia (LNFS) e Laboratério de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

Medo condicionado ao contexto

O teste de medo condicionado ao contexto foi utilizado para avaliagdo da memoria. Os
animais foram submetidos a um protocolo de condicionamento pavloviano. O aparato consiste
em uma caixa de condicionamento (22 x 22 x 25 ¢cm) com piso forrado com barras de aco
inoxidavel que geram choques elétricos na pata dos animais. Nesse teste, a caixa que forma o
aparato consiste no estimulo condicionado e o choque elétrico no estimulo incondicionado. A
prova foi dividida em duas fases (cinco minutos cada), realizadas sequencialmente em
intervalos de 24 horas.

Na fase 1 ocorreu o treino de condicionamento, em que o animal foi colocado no
aparelho e apds 150 segundos de habituacéo, recebeu o primeiro choque elétrico nas patas.
Nesta etapa, um esquema de seis choques elétricos de 0,3 mA (2 s cada) e intervalos (28 s)
foram realizados. Na fase 2 que ocorreu 24h ap6s a fase 1, os animais foram reexpostos ao

aparato, porém sem o choque elétrico. Os animais foram avaliados quanto ao tempo de
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congelamento (animal completamente parado, com um tempo minimo de 10 segundos, orelhas
arqueadas, demonstrando atencdo, e pelos ericados) nafase 1 e na fase 2 do teste (Cavalcante
et al., 2020).

Fase de treino Fase de teste

Figura 11. Aparato para avaliacdo do medo condicionado ao contexto. Fonte: Laboratdrio de Neurobiologia

Comportamental e Evolutiva (LaNCE).

4.7 Perfuséo dos animais e processamento do cérebro

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina i.m. nas doses de 100 mg/kg e
10 mg/kg, respectivamente, pela via intraperitoneal. Com o animal completamente anestesiado
e imobilizado, foi realizada uma incisdo longitudinal na cavidade toracica, seccionando a pele,
musculo e costelas, para exposicdo da cavidade abdominal e toracica. Com o coragao exposto,
foi inserida uma agulha no apice do ventriculo esquerdo, posicionando a agulha na direcdo da
aorta. Depois foi realizada uma pequena incisdo no atrio direito. Um volume de 350 ml de
solucgéo salina 0,9% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, heparinizado 0,2%, foi injetado com

auxilio de uma bomba peristaltica para lavagem dos vasos por 10 minutos.

Ap0s esta etapa, foram injetados 350 ml de uma solugédo de paraformaldeido a 4% em
tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4 por 20 minutos. Apds a perfusdo, os cérebros foram removidos
através de craniotomia e mergulhados em uma solucéo de paraformaldeido a 4% em tampéo
fosfato 0,1 M, pH 7,4 a 4°C por 24 horas. Depois deste periodo, os cérebros foram
crioprotegidos por 48 horas em sacarose 30%, também a 4°C. Apos a perfuséo dos animais, as

carcacas foram depositadas em sacos plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta
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de material bioldgico situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS, para posterior
recolhimento durante a coleta de lixo especializada.

Os residuos perfurocortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados até o
hospital universitario para descarte junto ao material do hospital. Apos este periodo os cérebros
foram levados a um criostato a -20 °C para obtencéo de sec¢des frontais de 50 um, que foram
distribuidas sequencialmente em 4 compartimentos, em um meio liquido contendo solucdo de
etilenoglicol e tampé&o fosfato. Cada um desses compartimentos correspondeu a 1 de 6 secgoes,
de maneira que a distancia entre uma seccao e a seguinte seja de aproximadamente 200 um. Os
cortes foram armazenados em uma solugdo anticongelante a base de etilenoglicol e tampéao

fosfato e, posteriormente, conservados a 4°C até as reacdes de imuno-histoquimica.
4.7.1 Imuno-histoquimica

Foi realizada imunohistoquimica contra a proteina BDNF. Os cortes contidos de cada
animal foram lavados 4 vezes (durante 5 minutos cada) com tampéo fosfato (PB) 0,1 M, pH
7,4, sob agitacdo automatica, e logo apos foram pré-tratados com perdxido de hidrogénio a
0,3% em PB por 20 minutos para inativacdo da peroxidase endégena e novamente passaram
por 4 lavagens (5 minutos cada) em PB. Os cortes foram colocados por 15 minutos em um
tampéo bloqueador (TB) composto de leite desnatado 5% em PB 0,1M, e foi feita uma lavagem
com PB, sem agitar. Em seguida, as sec¢fes foram incubadas a 25°C em overnight (de 18 a 24
horas) em um anticorpo priméario produzidos em Rabbit (1:1000; Santa Cruz) diluido em PB
contendo Triton-X 100 a (ICN Biomedicals) 0,4% e de soro normal (Sigma Chemical
Company) a 2% do animal em que foi obtido o anticorpo secundario. Ap6s uma nova bateria
de 4 lavagens em PB, as sec¢6es foram colocadas em contato por 120 minutos com o anticorpo
secundario biotinilado (anti-Rabbit), na concentracdo de 1:750, diluido em uma solucdo de
Triton-X 100 a 0,4% em PB 0,1 M. Logo em seguida, os cortes foram novamente passados por
uma bateria de 4 lavagens em PB e foram incubados numa solucdo de Avidina-Biotina-
Peroxidase (Vectastain Standard ABC kit, Vector Labs, USA; 2% da solucéo total) mais Triton-
X100 NaCl, por 120 minutos, e foram lavados novamente 4 vezes em PB. Para revelar a reagéo,
os cortes foram colocados em contato com o cromogeno Diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St
Louis, MO, USA) a 2,5% diluida em PB (0,1M / pH 7,4). Entdo foram realizadas 4 lavagens
dos tecidos (5 minutos cada) com PB a 0,1 M e pH 7,4. Os cortes foram montados em laminas
gelatinizadas, secas em temperatura ambiente, e posteriormente mergulhadas em uma solugéo

de tetroxido de 6smio a 0,05%, por 30 segundos, para intensificacdo da reacao.
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4.7.2 Avaliacdo da densidade Optica Relativa (DOR)

As imagens foram obtidas em um mesmo momento, submetidas a uma mesma
intensidade de luz, sem passar por qualquer modificacdo de brilho e contraste, sendo que 0s
valores em pixels encontrados em cada imagem correspondem a uma intensidade maior ou
menor de marca¢do da proteina analisada. Cada animal foi representado por 4 imagens
hipocampo (CA1, CA3 e giro denteado (GD), cortex entorrinal e amigdala. Foi utilizado o atlas
The Rat Brain (Paxinos ¢ Watson’s, 2017) para localiza¢do anatdmica das areas, que foram
analisadas utilizando o software Image J (versdo 1.6.0, NIH). Na mesma imagem também foram
selecionadas um campo de igual tamanho em uma area controle, com pouca ou quase henhuma
marcacao no tecido. O numero médio de pixels calculados nos campos de interesse foi subtraido

do nimero de pixels da area controle no mesmo tecido.
4.7.3 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e apresentaram
distribuicdo normal para todas as variaveis nos testes comportamentais. Em seguida foram
aplicados testes paramétricos apropriados. Os dados comportamentais do campo aberto foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pds-teste de Fisher para
avaliacdo da distancia total percorrida e tempo no centro. Para avaliar a interagdo do tempo na
distancia percorrida no teste de campo aberto, utilizou-se a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas seguida do pos-teste de Fisher. Os dados comportamentais do labirinto em cruz
elevado modificado e medo condicionado ao contexto foram submetidos a ANOVA de duas
vias com e sem medidas repetidas, seguida do pos-teste de Fisher. Os dados do teste de labirinto
em cruz elevado foram submetidos a ANOVA de uma via, seguida do p6s-teste de Fisher. Para
avaliagdo da imunorreatividade para BDNF os dados foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Willk, apresentando uma distribuicdo ndo normal, sendo utilizado o teste de Kruskal
Wallis e pos-teste de Dunn. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (x
E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente significativas. Para
realizacéo das andlises foram utilizados o Graphpad Prism 8.0 (Graph Pad Prism Software Inc.,
San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS
5.1 Testes comportamentais
Campo Aberto

Para a distancia total percorrida com dois meses (Figura 12-A) a ANOVA de uma via
ndo mostrou diferenca significativa (F (2, 54) = 0,010; (p=0,989). A ANOVA de uma via ndo
mostrou diferenca entre os grupos para o parametro distancia total percorrida com quatro meses
(Figura 12-B) (F (2, 52) = 2,330; (p=0,107).

No parametro tempo no centro com dois meses (Figura 12-C), a ANOVA de uma via
mostrou diferenca significativa no tratamento entre os grupos (F (2, 54) = 6,129; (p=0,004). O
teste de Fisher LSD evidenciou que os animais do grupo PIN passaram menos tempo no centro
comparados aos CTR (p = 0,001) e SHAM (p=0,037). Com quatro meses, também foi
observado através da ANOVA de uma via diferenca no tratamento entre os grupos, (F (2, 54)
= 11,31; p < 0,001) (Figura 12-D). O teste de Fisher LSD evidenciou que o grupo PIN
permaneceu menos tempo no centro quando comparado com o CTR (p < 0,001) e com o0 grupo
SHAM (p = 0,014).
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Figura 12. Avaliacdo da distancia total percorrida com dois (A) e quatro meses (B); tempo no centro do
campo aberto com dois (C) e quatro meses (D) de vida. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da
média (£ E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente. *p < 0,05 comparado ao
grupo CTR; #p < 0,05 comparado ao grupo SHAM; &p < 0,05 comparado ao grupo pin (ANOVA unidirecional
seguido de p6s-teste Fisher LSD). CTR= controle; SHAM= SHAM; PIN= Pinealectomizado).

Campo aberto comparagao entre as fases

A avaliagdo no teste de campo aberto, utilizando a ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, para avaliar os grupos experimentais com dois meses e quatro meses no parametro
distancia total percorrida (Figura 13-A), revelou efeito significativo do tempo (p= <0,001), mas
ndo do tratamento (p= 0,3130). O pds-teste de Fisher revelou que o grupo CTR (p= <0,001);
SHAM (p=0,003); PIN (p=<0,001) com dois meses, diminuiram a distancia percorrida quando

comparado com 0s quatro meses.

No parametro tempo no centro (Figura 13-B), quando comparado dois meses com
quatro meses a ANOVA de duas vias com medidas repetidas, revelou efeito do tempo F (1,000,
20,00) = 23,75; (p=0,001) e do tratamento F (1,312, 26,25) = 18,22; (p=0,001). O pds-teste de
Fisher revelou que o grupo SHAM (p= 0,009) e PIN (p=0,002) com dois meses, diminuiram o
tempo no centro quando comparado com 0s quatro meses, mas ndo houve diferenca para o

grupo controle (p=0,150).

39



309 . “ B
E o« W £ 50—
o ™ g M e
=
£ % % -i_ # ° 2 40
g 204 %W * s - #
b - T ] A _'-_D- [ ]
= % by £ 30 .
= A 3
2 - H 2 !
2 104 s ° CTR 2 20- o .
& N = SHAM £ - CTR
- + PIN £ 10 i * = SHAM
= 4 C Y + PIN
T T Iy
2 meses 4 meses 0 T - I J
2 meses 4 meses

Figura 13. Avaliacao do campo aberto, comparagéo de dois meses com quatro meses no paréametro distancia
total percorrida (A); tempo no centro (B). Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (+
E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente. *p < 0,05 comparado ao grupo CTR;
#p < 0,05 comparado ao grupo SHAM; &p < 0,05 comparado ao grupo pin (A). *p < 0,05 comparado ao grupo
PIN; #p < 0,05 comparado ao grupo SHAM (ANOVA bidirecional seguido de pos-teste Fisher LSD). CTR=
controle; SHAM= SHAM; PIN= Pinealectomizado).

Labirinto em cruz elevado

No teste de labirinto em cruz elevado com dois meses de idade (Figura 14-A), a
ANOVA de uma via mostrou diferenca significativa no tratamento entre os grupos no brago
aberto (F (2, 21) = 13.18; (p = 0,002) e no braco fechado F (2, 21) = 3,620; (p=0.044). O teste
de Fisher LSD mostrou que o grupo PIN-ANS permaneceu menos no braco aberto quando
comparado com o CTR-ANS (p=0,003) e com 0 SHAM-ANS (p < 0,001). O teste de Fisher
LSD também mostrou que o grupo PIN-ANS permaneceu por mais tempo no braco fechado
guando comparado com 0 CTR-ANS (p = 0,022) e como SHAM-ANS (p = 0,049).

Na avaliacdo do comportamento tipo-ansioso no teste de labirinto em cruz elevado com
quatro meses de idade, através da ANOVA de uma via, foi observada diferenga significativa no
tratamento entre os grupos no brago aberto (F (2,20) = 7.860; p = 0,003) e braco fechado F=
(2,20) =8.768; p = 0,001 (Figura 14-B). O teste de Fisher LSD mostrou que os animais do
grupo PIN-ANS permaneceram menos tempo no bracgo aberto quando comparado com o CTR-
ANS (p =0,005) e SHAM-ANS (p = 0,001). No braco fechado, o grupo PIN-ANS permaneceu
por mais tempo quando comparado com o grupo CTR-ANS (p = 0,003) e o grupo SHAM-ANS
(p =0,001).
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Figura 14. Avaliacdo do tempo de permanéncia no braco aberto e no braco fechado com dois (A) e (B)
quatro meses no teste de labirinto em cruz elevado. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média
(x E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferengas estatisticamente, *p < 0,05 PIN em relag&o ao grupo
CTR; #p < 0,05 PIN comparado ao grupo SHAM. ANOVA de uma via seguida de Fisher LSD (B). CTR-ANS=

controle ansiedade; SHAM-ANS= sham ansiedade; PIN-ANS= Pinealectomizado ansiedade.
Labirinto em cruz elevado modificado

No teste de labirinto em cruz elevado modificado com dois meses de idade, durante a
fase de treino (Figura 15-A), ndo foi observada diferenca significativa entre 0s grupos no tempo
de permanéncia nos bracgos (F (1,984, 43,65) = 0,962; (p = 0,389). Na fase de teste (Figura 15-
B), foi observada diferenca significativa no tempo de permanéncia nos bracos entre 0s grupos
(F (2, 40) = 9,440; (p < 0,001). O teste de Fisher LSD mostrou que o grupo PIN-MM
permaneceu menos tempo no braco seguro quando comparado com os grupos CTR-MM (p =
0,011) e SHAM-MM (p=0,028). Além disso, o grupo PIN-MM permaneceu por mais tempo no
braco aversivo quando comparado com o CTR-MM (p=0,023) e com 0 SHAM-MM (p=0,046).

Durante a avaliagdo minuto a minuto na fase de treino, foi realizada uma anélise
intragrupo, através da ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguido do teste de Fisher,
podendo ser observado que os animais dos grupos CTR-MM (p= <0,000), SHAM-MM (p=
0,002) e PIN-MM (p=0,003), mostraram diferenca significativa no aumento do tempo no brago
seguro (15-C) nos minutos 4-7 em relagdo aos minutos 1-3. E somente, os grupos CTR-MM
(p=0,005) e SHAM-MM (p= 0,007) foram diferentes nos minutos 8-10 em relagcdo aos minutos
4-7. O grupo PIN-MM nos minutos 8-10 mostrou-se diferente dos minutos 1-3 (p=0,023).

No brago aversivo durante o treino o grupo CTR-MM mostrou diferenca entre os
minutos 8-10 em relagdo aos minutos 1-3 (p= 0,002) e 4-7 (p= 0,017), apresentando uma
reducdo no tempo de exploracdo nesse brago. Os animais dos grupos SHAM-MM (p=0,002) e
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PIN-MM (p=0,003) mostraram diferenga nos minutos 8-10 quando comparado com 0s minutos
1-3 e 0s grupos SHAM-MM (p=0,019) e PIN-MM (p=0,037) nos minutos 8-10 foram diferentes
comparado com 0s minutos 4-7 (Figura 15-D). Observando uma reducdo na exploracdo do

braco aversivo.

Durante a fase de teste, a avaliagdo minuto a minuto no braco seguro (Figura 15-E),
através da ANOVA de duas vias mostrou diferenca entre os grupos no tempo de permanéncia
dos bragos (F (1,989, 21,88) = 3,954; (p=0,034). O teste de Fisher LSD mostrou diferenca
significativa entre o grupo PIN-MM, que permaneceu por menos tempo no brago seguro,
comparado com o0 CTR-MM entre o minuto 1 e 3 (p = 0,026). O mesmo foi observado entre o
grupo PIN-MM, gue permaneceu por menos tempo no braco seguro, comparado com 0 SHAM-
MM (p = 0.045). No brago aversivo, a ANOVA de duas vias mostrou diferenga entre 0s grupos
no tempo de permanéncia no braco (F (1,889, 20,78) = 5,676; (p = 0,011). O teste de Fisher
LSD mostrou diferenca significativa entre o grupo PIN-MM, que permaneceu por mais tempo
no brago aversivo, comparado com o0 CTR-MM entre 0 minuto 1 e 3 (p=0,045). O mesmo foi
observado entre o grupo PIN-MM, que permaneceu por mais tempo no braco aversivo, quando
comparado com 0 SHAM-MM (p = 0,046). Essa diferenga tambeém foi observada entre 0 minuto
4 e 7 para o grupo PIN-MM, que permaneceu por mais tempo no brago aversivo, quando
comparado com 0 CTR-MM (p = 0,019) e comparado com o0 SHAM-MM (p = 0,028) (Figura
15-F).
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Figura 15. Avalia¢do do tempo permanéncia no teste do labirinto cruzado elevado modificado. Tempo de
permanéncia no brago seguro e no braco aversivo durante o treino (A) e o teste (B). Tempo de permanéncia minuto
a minuto no brago seguro (C) e no braco aversivo (D) na fase de treino. Tempo de permanéncia minuto a minuto
no braco seguro (E) e no brago aversivo (F) na fase de teste. Os dados foram expressos em média + erro padrédo da
média (£ E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticas. (A e B) *p < 0,05 PIN em relacdo
ao grupo CTR; #p < 0,05 PIN em rela¢do ao grupo SHAM (ANOVA bidirecional seguida de pés-teste Fisher
LSD). (C) *p < 0,05 CTR min 4-7 em relacdo ao min 1-3; @p< 0,05 SHAM min 4-7 em relacdo ao min 1-3; $p<
0,05 PIN min 4-7 em relagdo ao min 1-3; #p< 0,05 CTR min 8-10 em rela¢do ao min 4-7; &p< 0,05 SHAM min
8-10 em relacéo ao min 4-7; +p< 0,05 PIN min 8-10 em rela¢éo ao min 1-3. (D) *P < 0,05 CTR min 8-10 em
relacdo ao min 1-3; # P < 0,05 CTR min 8-10 em relagdo ao 4-7; & p< 0,05 SHAM min 8-10 em relagdo ao min
1-3; @ p< 0,05 SHAM min 8-10 em relagéo ao min 4-7; + p< 0,05 PIN min 8-10 em relagéo ao min 1-3; $ p< 0,05
PIN min 8-1 em relacdo ao min 4-7. (ANOVA bidirecional com medidas repetidas seguida de pos-teste Fisher
LSD). (E e F) *p < 0,05 PIN em relagdo ao grupo CTR; #p < 0,05 PIN em relacdo ao grupo SHAM. (ANOVA
bidirecional seguida de p6s-teste Fisher LSD). CTR-MM= controle meméria; SHAM-MM= sham meméria; PIN-

MM= Pinealectomizado memoéria.
Medo condicionado ao contexto

No teste de medo condicionado ao contexto, a ANOVA de duas vias mostrou diferenca
significativa entre os grupos no parametro tempo de freezing (Figura-16), (F (1,483, 16,31) =
4,804; (p = 0,031). Seguido do pos-teste de Fisher LSD, ndo foi observada diferenca entre os

grupos na fase de pré-condicionamento, porém na fase de condicionamento houve um aumento
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no tempo de freezing do grupo PIN-MM quando comparado com 0 CTR-MM (p = 0,042). Na
fase de teste o grupo PIN-MM apresentou um aumento no tempo de freezing quando comparado
com o0 CTR-MM (p = 0,003) e com 0 SHAM-MM (p = 0,047).

Utilizando a ANOVA de duas vias com medidas repetidas para avaliar as diferencas
intergrupos, observou-se que os grupo CTR-MM (<0,001), SHAM-MM (<0,001) e PIN-MM
(<0,000) apresentaram diferenca significativa da fase de teste quando comparado com o pré-
condicionamento. Assim como 0s grupos CTR-MM (<0,001), SHAM-MM (<0,001) e PIN-

MM (<0,001) na fase de teste mostrou-se diferente da fase de condicionamento.
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Figura 16. Avaliacio do tempo de freezing no teste de medo condicionado ao contexto durante as fases de
pré-condicionamento, condicionamento e teste. Os dados foram expressos em média + erro padrdo da média (+
E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente, *p < 0,05 em relacéo ao grupo CTR;
#p < 0,05 comparado ao grupo SHAM; &p < 0,05 comparado com o pré-cond e condicionamento (ANOVA
bidirecional seguida de pos-teste Fisher LSD). CTR-MM= controle meméria; SHAM-MM= sham meméria; PIN-

MM-= Pinealectomizado memdria.
5.2 Imunorreatividade para BDNF

As analises imunorreativas para BDNF foram feitas nas areas CA1, CA3, giro denteado,
cortex entorrinal do hipocampo e amigdala, que sdo areas envolvidas nos processos de
plasticidade sinaptica, modulando a emocéo e a cogni¢do. Os resultados foram divididos em
experimento ansiedade, no qual os animais foram submetidos ao ambiente enriquecido para

avaliar alteragdes de plasticidade, e experimento memoria no qual os animais apds passarem
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pela fase de teste no medo condicionado ao contexto foram perfundidos, para avaliagédo da

plasticidade apds um estimulo aversivo.

Experimento ansiedade

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wik, apresentando uma

distribuicdo ndo normal. Deste modo foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

O pds-teste de Dunn, revelque o grupo PIN mostrou reducao na densitometria na regido CA1,

guando comparado com o grupo CTR (p= 0,044) (Figura 17- A). O teste de Kruskal-Wallis ndo

mostrou diferenca significativa entre os grupos nas regides CA3 (p=0,277) (Figura 17-B); giro
denteado (p= 0,160) (Figura 17-C); cortex entorrinal (p= 0.742) (Figura 17- D) e amigdala (p=

0,510) (Figura 17-E).
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Figura 17. Efeito da pinealectomia nas alteracdes de plasticidade avaliadas pela densidade dptica relativa
para BDNF nas regides CAl (A); CA3 (B); giro denteado (C); cortex entorrinal (D) e amigdala (E), ap6s
exposicdo a um ambiente enriquecido. Os dados foram expressos em média * erro padrdo da média (+ E.P.M.)
e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente, *p < 0,05 em relagdo ao grupo CTR (teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn). CTR (Controle); SHAM (SHAM); PIN

(Pinealectomizado).
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Figura 18. Imagens representativas da imunomarcacdo para BDNF nas regides CA1, CA3, giro denteado,
cortex entorrinal e amigdala. CTR (Controle); SHAM (SHAM); PIN (Pinelaectomizado).
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Experimento memdria

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro Wik, apresentando uma
distribuicdo ndo normal. Deste modo foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
podendo ser observado diferenca significativa na regido CA1 (p= 0,010), seguido do pés-teste
de Dunn o grupo PIN apresentou um aumento da densitometria quando comparado com o grupo
CTR (p= 0,020) e SHAM (p= 0,008) (Figura 19- A). O teste de Kruskal-Wallis revelou
diferenca significativa entre os grupos experimentais na regido CA3 (p=0,015). O pds-teste de
Dunn revelou que o grupo PIN apresentou uma maior densidade para BDNF quando comparado
com o CTR (p=0,044) e SHAM (p= 0,008) (Figura 19-B).
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Na regido do giro denteado (Figura 19- C) o teste de Kruskal-Wallis mostrou diferenca
significativa entre os grupos (p= 0,038). O pos-teste de Dunn revelou que o grupo PIN
apresentou maior densitometria quando comparado com o grupo SHAM (p=0,041). O teste de
Kruskal-Wallis mostrou que os grupos apresentam diferenca significativa na regido do cortex
entorrinal (p= 0,015), seguido do pos-teste de Dunn, o grupo PIN apresenta aumento na
densitometria quando comparado com o CTR (p= 0,013) e SHAM (0,018) (Figura 19- D).

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que os grupos apresentam diferenca significativa na
regido da amigdala (p= 0,027), seguido do pos-teste de Dunn, observou-se que o grupo PIN
apresenta aumento da densidade para BDNF comparado com o grupo SHAM (p=0,03) (Figura
19-E).
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Figura 19. Efeito da pinealectomia nas alteracdes de plasticidade avaliadas pela densidade 6ptica relativa
para BDNF nas regides CAl (A); CA3 (B); giro denteado (C); cortex entorrinal (D) e amigdala (E), ap6s
exposi¢do a um protocolo de medo condicionado ao contexto. Os dados foram expressos em média + erro
Efeito da pinealectomia sob as alteracfes de plasticidade avaliadas pela densidade Optica relativa para
BDNF nas regides CAl (A); CA3 (B); giro denteado (C); cortex entorrinal (D) e amigdala (E). Os dados
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foram expressos em média + erro padrdo da média (= E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferengas
estatisticamente, *p < 0,05 em relago ao grupo CTR; (teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
do pos-teste de Dunn). CTR (Controle); SHAM (SHAM); PIN (Pinealectomizado). da média (+
E.P.M.) e nivel de significancia de p < 0,05 para diferencas estatisticamente, *p < 0,05 em rela¢do ao grupo CTR;
#p < 0,05 comparado ao grupo SHAM (teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste
de Dunn). CTR (Controle); SHAM (SHAM); PIN (Pinealectomizado).
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Figura 20. Imagens representativas da imunomarcagéo para BDNF nas regides CA1, CA3, giro denteado,
cortex entorrinal e amigdala. CTR (Controle); SHAM (SHAM); PIN (Pinelaectomizado).

6. DISCUSSAO

No presente estudo, buscamos avaliar as possiveis alteragdes que a pinealectomia pode
causar na plasticidade cerebral, resultando em alteragdes no comportamento tipo-ansioso e na
memoria aversiva de roedores. Foi observado que os animais pinealectomizados apresentaram
aumento do comportamento tipo ansioso, evidenciado pela diminui¢cdo no tempo no centro no
teste de campo aberto realizado com 2 e 4 meses de vida, aumento no tempo de permanéncia
no braco fechado no labirinto em cruz elevado com 2 e 4 meses, e diminui¢do no tempo de
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permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado. Os animais do grupo PIN também
apresentaram prejuizo na memdria aversiva, evidenciado pelo aumento do tempo de
permanéncia no brago aversivo no teste do labirinto em cruz elevado modificado com 2 meses.
Vale salientar que os animais cirurgiados nao apresentaram prejuizo motor com 2 e 4 meses,
conforme observado no teste de campo aberto, em que o0s animais dos 3 grupos ndo mostraram

diferenga na distancia total percorrida.

A pinealectomia consiste em uma técnica cirurgica, capaz de remover a glandula pineal,
onde ocorre a maior sintese e liberagdo de melatonina. Resultando em alteragdes na ritmicidade
e liberacdo deste hormoénio, e por consequéncia diminuicdo dos niveis circulantes de
melatonina. O déficit deste hormdnio esta associado a alteragcbes comportamentais, bem como
aumento do comportamento tipo ansioso em roedores (Simko et al., 2013). Nessa perspectiva
podemos destacar a importancia e relevancia deste trabalho em mostrar de forma cronica
alteracbes de ansiedade e de memoria aversiva em ratos pinealectomizados ainda na
infancia/juventude, podendo ser observado que essas alteracdes perduram até a fase adulta. Nos
trabalhos presentes na literatura, em que se avalia o efeito da pinealectomia no comportamento
de roedores é comum observar que as investigacdes se restringem somente a uma fase especifica
do desenvolvimento (Koc et al., 2010; Li et al., 2017; Tzoneva et al., 2021). No entanto, no
nosso trabalho foi possivel observar alteragdes comportamentais ao longo do desenvolvimento

desses animais.

As alteragcbes no comportamento tipo-ansioso de roedores podem ser visualizadas
utilizando ferramentas como aparatos comportamentais. Esses animais apresentam habitos
noturnos, mostrando uma preferéncia por ambientes fechados e escuros, evitando ambientes e
espacos abertos, luminosos e altos (Pi et al., 2020; Shanazz et al., 2021; Steimer, 2011). O teste
de campo aberto € um aparato que avalia 0 comportamento exploratério dos animais. Além
disso, é possivel identificar alteracbes no comportamento tipo-ansioso dos animais, uma vez
gue o centro do aparto representa uma area desprotegida. Desse modo, os animais tendem a
passar mais tempo na periferia, representada pela area proxima as paredes do aparato (Lezak;
Missig; Carlezon, 2017; Seibenhener; Wooten, 2015). A distancia total percorrida também é
outro parametro que pode ser avaliado em roedores, utilizando o teste de campo aberto. No
entanto, quando os animais sdo reexpostos mais de uma vez ao aparato ocorre o efeito de
habituacéo (Reis et al., 2021).
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Desta forma observamos que os resultados do teste de campo aberto realizados com dois
e quatro meses de idade para avaliacdo do tempo no centro, mostraram alteracbes do
comportamento tipo-ansioso no grupo PIN, como menciona a literatura nos estudos
desenvolvidos por Pi et al., (2020); Xie et al. (2022) observaram que o tratamento com
melatonina aumentou o tempo gasto no centro do aparato de campo aberto, em roedores com
leséo cerebral traumética, como também aumentou o nimero de entradas e 0 tempo nos bragos

abertos do labirinto em cruz elevado.

O labirinto em cruz elevado também representa uma ferramenta para avaliar o
comportamento tipo-ansioso de roedores, uma vez que o0 aparato possui dois bracos abertos,
representando perigo para os roedores, e dois bracos fechados, nos quais representam um
espaco seguro, devido as caracteristicas inatas desses animais. Desta forma, com a utilizacao
deste aparato pode ser avaliado o tempo e 0 numero de entradas dos animais em cada braco
(Kraeuter; Guest; Sarnyai, 2019).

Nossos resultados apontam alteracGes no comportamento tipo-ansioso no grupo PIN-
ANS, quando comparado com 0 CTR-ANS e SHAM-ANS com dois e quatro meses no teste de
labirinto em cruz elevado, uma vez que este grupo permaneceu por mais tempo no brago
fechado, evitando o brago aberto. Corroborando os dados da literatura que mostraram aumento
no comportamento tipo-ansioso em ratos pinealectomizados, no teste de labirinto em cruz
elevado, em que os animais reduziram o numero de entradas nos bracos abertos e o tempo de
exploracdo nesse brago (Mohammadi; Zahmatkesh, 2023; Simko et al., 2013). Esses resultados
apoiam um possivel papel ansiolitico da melatonina e que a sua diminuicdo esta diretamente

relacionada com altera¢cdes no comportamento tipo-ansioso.

Estudos com humanos observaram o efeito ansiolitico da melatonina em pacientes pré
e poOs-operatorios, atuando como adjuvante de medicamentos anestésicos e analgésicos,
prevenindo delirios do pds-operatorio (Abbasivash et al., 2019; Caumo; Levandovski; Hidalgo,
2009; Patel; Kurdi, 2015). Criangas submetidas a pequenas cirurgias eletivas tiveram a
ansiedade de separacdo pré-operatdria diminuida, ao serem tratadas com melatonina, obtendo-
se um efeito semelhante ao do midazolam (Impellizzeri et al., 2017). Os efeitos ansioliticos da
melatonina ainda ndo sdo totalmente conhecidos, no entanto, esta molécula pode atuar de forma
direta e indireta. Sua acdo direta estd relacionada com os seus receptores distribuidos no
encéfalo, ja a sua agdo indireta é através da modulacdo do SNS, SRAA, glicocorticoides e

neurotransmissores, interferindo nos processos de rea¢ao ao estresse, modificagdes no estresse
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oxidativo e nitrosativo, devido sua caracteristica antioxidante e anti-inflamatoria. Os receptores
MT1 e MT2 modulam as respostas semelhantes a ansiedade, uma vez que a distribuigéo desses
receptores se encontra em areas do sistema nervoso responsaveis pela modulacao da ansiedade

e do medo, como a amigdala, hipocampo e CPF (Huang; Yang; Li, 2017).

Um estudo com camundongos com delecdo no receptor MT1 mostrou aumento do
comportamento tipo-ansioso na tarefa de enterrar bolinha de gude e na exposigdo a um ambiente
novo, 0s animais enterraram mais bolinhas quando comparado com o grupo controle do
experimento e demoraram um tempo maior para comer em um ambiente novo (Liu; Clough;
Dubocovich, 2017). Em contrapartida, a estimulacéo do receptor MT2 pelo UCM765 (agonista
do receptor de melatonina) em ratos aumentou o tempo de exploragdo no braco aberto do
labirinto em cruz elevado modificado (Ochoa-Sanchez et al., 2012) . Indicando um
comportamento ansiolitico mediado pelos receptores de melatonina. (Shanazz et al., 2021).

Estudos tem mostrado que a acdo ansiolitica da melatonina ocorre devido a sua
capacidade de aumentar as concentracfes de GABA no hipotdlamo e em vérias regiGes do
cérebro, potencializando a corrente idnica do cloreto induzida por GABA (Mansson et al.,
2013b; Rosenstein; Cardinali, 1986; Zhang et al., 2017). Em um modelo de estresse induzido
por privacdo de sono, foi observado que o tratamento com melatonina reduziu niveis de
ansiedade através da manutencdo da transmissdo gabaérgica e glutamatérgica na amigdala
(Zhang et al., 2017).

Relativo a avaliacdo das alteracGes de memoria aversiva, nossos resultados, com dois
meses de vida, foram observados que os animais pinealectomizados durante a fase de treino no
labirinto em cruz elevado modificado aprenderam a tarefa, juntamente com os grupos controles.
No entanto, ao expor esses animais ao aparato 24 h apés o treino, sem a presenca do estimulo
aversivo (som e luz), observa-se um prejuizo de memdria, uma vez que este grupo passa mais
tempo no brago aversivo e um menor tempo no bragco seguro. Sugerindo assim, que a
pinealectomia foi capaz de causar prejuizos no processamento da memoria. Esses dados
apresentam um resultado semelhante ao trabalho desenvolvido por Huang et al., 2014, no qual
foi observado que a auséncia do receptor de MT2 causou prejuizos no desempenho da tarefa de
labirinto em cruz elevado modificado. Estudos tem mostrado que a pinealectomia no zebra-
fisher, foi capaz de comprometer o processo de aprendizagem desse animal (Rawashdeh et al.,
2007; Jilg et al., 2019c).
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Ao0s quatro meses de vida foi feita uma nova avaliagao para observar o desempenho dos
animais na tarefa de medo condicionado ao contexto. Observou-se que durante a fase de pré-
condicionamento, ou seja, habituacdo ao aparato que representa um condicionamento neutro,
ndo houve diferenca entre os grupos. No entanto, na fase de condicionamento em gque 0s animais
recebem um estimulo de choque nos pés, representando um estimulo aversivo incondicionado
0s animais pinealectomizados apresentam alteracbes no comportamento com resposta de
congelamento aumentada em relacdo aos seus controles. A reexposi¢do desses animais ao
aparato 24 h ap6s o treino, sem a presenca do estimulo aversivo, mostrou que 0s animais
pinealectomizados permaneceram com o comportamento de congelamento alterado em relacéo

ao0s seus controles.

A resposta de medo tem como principal caracteristica preparar o organismo de forma
antecipada para o perigo, seja um medo com caracteristica inata ou aprendido. A aquisi¢do do
medo condicionado exige o recrutamento da atividade de neurbnios na amigdala, principal
regido envolvida no processamento de emocdes e na resposta de medo (Nura et al., 2021). A
resposta de medo em roedores pode ser avaliada através de alteracfes comportamentais, como
o congelamento associado a um estimulo contextual (Small, 1899). Segundo Bouton e Bolles
(1980), no condicionamento contextual aversivo, a observacdo e quantificacdo do
congelamento é eficaz para medicdo do medo, uma vez que roedores que nao recebem o
condicionamento aversivo nao apresentam a resposta de congelamento. Além disso, uma Unica
sessdo de pareamento de choque e do contexto é suficiente para que o animal apresente o estado

de congelamento.

O condicionamento contextual, representa uma forma de aprendizado associativo entre
o estimulo condicionado e incondicionado, utilizado para avaliacdo de memdrias aversivas.
Desencadeando niveis elevados de comportamentos como ansiedade e medo persistente,
associado a incapacidade de inibir a resposta de medo (Jovanovic; Ressler, 2010). Esse tipo de
comportamento também esta associado a uma falha na memdria no que se refere a capacidade
de extingdo de uma memdria aversiva, caracteristica observada nos quadros de ansiedade
patolégica em que ocorre uma falha na extingcdo do medo condicionado. Podemos observar um
comportamento semelhante em individuos que sofrem de transtorno de estresse pos-traumatico
(TEPT), em que o medo condicionado ndo é extinguido e os individuos acabam
reexperimentando o evento traumatico por muito tempo, mesmo sem a presenca do perigo

eminente. E importante destacar que o TEPT, além de se tratar de uma ansiedade patoldgica é
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considerado também um disturbio de memdria em um contexto de condicionamento de medo
pavloviano (Hayes; Van Elzakker; Shin, 2012). Em um estudo desenvolvido por Huang; Yang
e Li, 2016, foi observado efeito facilitador da melatonina na extingdo do medo, sugerindo que
a melatonina possa atuar como um coadjuvante no tratamento de transtornos de ansiedade,

como o TEPT, revertendo altera¢cBes de memaorias com componente aversivo.

Vérios estudos relatam uma correlagdo entre BDNF e doencas do cérebro, como
transtornos de ansiedade e depresséo (Nakahashi et al., 2000; Wang et al., 2006). De forma
intrigante, neste estudo, a expressdo de BDNF foi distinta a depender do estimulo dado antes
da eutanasia. Os animais do grupo PIN que foram expostos a um estimulo ndo-aversivo (campo
aberto com objetos para exploracdo) apresentaram menor imunorreatividade para BDNF na
regido de CAL hipocampal, comparados aos animais controles (CTL e SHAM). Enquanto nos
animais do grupo PIN, que foram colocados em um ambiente aversivo (aparato do medo
condicionado no dia teste), foi observado um aumento significativo da imunorreatividade para

BDNF na amigdala, hipocampo e cortex entorrinal.

As neurotrofinas e a melatonina sdo moléculas essenciais para plasticidade neuronal,
sinaptogénese, neurogénese e protecdo neuronal contra estresse oxidativo. O hormonio
melatonina regula o aprendizado e a memoria através de sua acdo nas conexdes sinépticas de
neurdnios no SNC. Sua acdo na formacdo de memoria esté relacionada com a producdo de
BDNF, uma neurotrofina essencial nos processos de plasticidade no que diz respeito a fase de
extingdo do medo (Heldt et al., 2007; Kong et al., 2008). Assim, nds hipostenizamos que a
retirada da Unica fonte de melatonina para o sistema nervoso central pode ter causado um grande
desequilibrio na neuroprotecdo fisioldgica, o qual culminou na liberacdo de BDNF

desproporcional em ambas as situacdes (ambiente aversivo e ndo aversivo).

Alteracbes abruptas nos niveis de melatonina podem interferir diretamente na
concentracdo circulante de BDNF, como observado no trabalho de Oglodek et al. (2016).
Desencadeando fatores de risco para transtornos do humor, depresséo, transtorno bipolar, entre
outros. No presente estudo, observamos que animais pinealectomizados, que apresentaram
alteracbes no comportamento tipo-ansioso, quando expostos a um ambiente enriquecido
tiveram reducdo dos niveis de BDNF na regido CA1 do hipocampo. Essa diminuicao pode estar
associada com achados da literatura, onde mostram que animais com alteracdes de ansiedade
apresentam niveis reduzidos de BDNF (Zou et al., 2024). Como também a liberagdo de BDNF

muda com base na tarefa de aprendizagem dependente do hipocampo (Tyler et al., 2002).
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No entanto, animais pinealectomizados que foram expostos ao paradigma de medo
condicionado ao contexto, apresentaram uma maior imunorreatividade ao BDNF, quando
comparado com o0s grupos controles nas regifes do hipocampo (CAl (Figura 18-A), CA3
(Figura 18-B), giro denteado (Figura 18-C), cortex entorrinal (Figura 18-D) e na amigdala
(Figura 18-E). Essas &reas atuam em conjunto modulando os processos de emogéo, bem como
na modulacdo dos processos de memoria. A amigdala recebe informagbes do hipocampo
através do nucleo basolateral, que processa e codifica as informacdes de carater emocional.
Apds a codificacdo das informacBGes a amigdala central é a responsavel por enviar suas
projecdes para outras estruturas como o hipocampo, cortex pré-frontal e hipotdlamo (Gale et
al., 2004; Fanselow; Gale, 2003; Ledoux, 2000). As regides do hipocampo e da amigdala sdo
amplamente moduladas pela expressao de BDNF (Shimizu et al., 2003). Esses resultados
apontam que a expressdao de BDNF em regifes de processamento de emocdes e da memoria

parece ser dependente do tipo e da intensidade do estimulo.

Em uma meta-analise publicada por Zou et al. (2024) foi constatado que 0s niveis de
BDNF no Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT) apresentam uma elevacdo,
diferentemente do padrdo observado em outros distdrbios psiquiatricos. Os pesquisadores
explicam que o intervalo de tempo decorrido desde a ocorréncia do trauma até a coleta de
amostras sanguineas pode exercer uma influéncia marcante nos niveis de BDNF. A elevacdo
na concentracdo sérica de BDNF no contexto do TEPT sugere que 0s niveis aumentados apds
0 trauma podem representar um mecanismo compensatério protetor, possivelmente visando a
restauracdo da plasticidade neural e a intensificacdo do potencial de reparo neural.
Adicionalmente, a concentracdo mais elevada de BDNF pode desempenhar uma funcgéo

intrinseca na fisiopatologia do TEPT.

Os dados deste estudo séo semelhantes com achados na literatura onde observaram que
durante uma situacdo aversiva ou traumatica, o0 evento estressor associado com a emogdao resulta
em uma resposta exagerada ou potencializada. Os estudos desenvolvidos por Hawley e Morch
(2012); Simone Hauck (2010); Nooshinfar, Meisami e Baghban (2011); Ward, Summers,
Vickers (2014), observaram a influéncia do BDNF e do estresse na consolidagdo da memoria.
A expressdo de BDNF no hipocampo atua mediando os processos de aprendizagem dependente
de estimulos externos. Na presenca de estimulos estressores, 0s niveis de BDNF podem

aumentar rapidamente devido a uma estimulagdo neuronal excessiva.
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Estudos utilizando um agonista (agomelatina) dos receptores MT1 e MT2 de
melatonina, observaram que houve protecdo estrutural e neuroquimica na amigdala, como
também inibicdo do efluxo de sinaliza¢bes glutamatérgicas em roedores expostos a estresse de
contencdo e estresse por choque nas patas (Grillo et al., 2015; Reagan et al., 2012). Podendo
concluir que a melatonina e seus analogos exercem fungdes primordiais na manutengéo e na
qualidade da formacéao de processos de plasticidade, bem como sua diminui¢o esta associada
a alteracGes plasticas, principalmente em contextos que envolvem exposicdo a componentes

aversivos.
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CONCLUSAO

Os animais pinealectomizados apresentaram aumento no comportamento tipo-ansioso
na fase juvenil e adulta;

A diminuicdo da melatonina ocasionou prejuizos de memadria num contexto aversivo;
A pinealectomia causou alteracdes de plasticidade, como observado na expresséo
aumentada de BDNF no hipocampo, amigdala e cértex entorrinal apds estimulo
aversivo; e expressdo diminuida de BDNF na regido de CAl, do hipocampo, apds
exposi¢do a um ambiente ndo aversivo.

Os dados trazem evidéncias claras de que a melatonina desempenha fungdes
importantes nos aspectos de ansiedade e memdria, e a sua diminuigdo esta diretamente

atrelada a alteracGes de componentes emocionais e cognitivos.
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8. PERSPECTIVAS

No presente trabalho observamos que a diminuicdo da melatonina pela retirada da
gandula pineal foi capaz de alterar o comportamento tipo-ansioso de ratos machos e também
ocasionou prejuizos de memoria e aumento da resposta de medo, resultante de alteracdes na
plasticidade. No entanto, esses resultados abrem novas lacunas para entender como a
melatonina pode estar atuando na sinalizagéo de neurotransmissores especificos que modulam
aspectos da emocdo e da cogni¢do. Bem como, se faz necessario novos estudos que busquem
comparar essas alteragdes comportamentais em ratos machos e fémeas, visando o entendimento
de mecanismos e circuitarias neuronais envolvidos na ansiedade e na memoria em ambos 0s
sexos, afim proporcionar uma melhor compreensédo da agdo da melatonina e da expresséo de

seus receptores no dimorfismo sexual.
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na aprendizagem humor - e Avaliar as alteragdes de plasticidade no hipocampo, amigdala ¢
plasticidade € memoria Ansiedade - 5 2 .
cortex entorrinal de ratos pinealectomizados;

Material e Métodos Material e Métodos

QY
(e

Nosso estudo foi desenvolvido com aprovagdo do comité de ética em —r i
pesquisa animal da UFS (N°3490280722) — m

ot Os animais lpas§aram

2 or avalia¢a
Foram utilizados 54 Rattus norvegicus da —ri C(l))mp onamgn(t)al
linhagem Wistar machos m para:
Os animais foram submetidos a cirurgia de [ L ]
pinealectomia (remogdo da glandula pineal), ]

Avaliar

Avaliar alteragdes de

com 45 dias de nascimento
memoria

comportamento tipo-
ansioso ‘

Apbs avaliagdo do
comportamento, 0s
animais foram
perfundidos para anélise
do tecido cerebral
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RULEND CREst i

UFS LaNCE

Os animais que

Alteragao de ansiedade Podemos concluir que a diminui¢do do horménio melatonina, através da remogao
Prejuizo de memoria

tiveram a glandula ndula pineal, foi capaz de causar aumento do rtamento tipo-ans
N : A remocio da
pineal removida, landula pineal foi —
apresentaram aumento| 20003 puiea’ 1ot Os animais apresentaram . . . i
100 comportamento capaz de causar alteragdes de plasticidade, alteragdo de memoria aversiva, assim como foi observado alteragdes de plasticidade

alteragdes de memoria | evidenciada pela marcagao
e resposta acentuada de BDNF, uma neurotrofina
de medo que estd associada a cerebral.
manutencéo dos processos
plasticos ¢ sobreviveéncia
neuronal.

tipo-ansioso.

http://www.posgraduacao.ufs.br/procfis
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ANEXO |

gﬂ‘;‘fﬂf!‘l:ﬂdﬂ Comissio de Etica no
e Birﬂ e Uso de Animais
Sergipe

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "ESTUDO DAS ALTERACOES DA MEMORIA E DA ANSIEDADE DE RATOS ADULTOS INDUZIDAS
FELA SUPRESSAD DE MELATONINA NA JUVENTUDE®, protocolada sob o CEUA nE 3490280722 ioteos7e, sob a responsabilidade de
Katty Anne Amador de Lucena Medeiros e equipe; Jos8 Ronaldo dos Santos; Ana Cleia Alves Da Luz - que envolve a producda,
manutencio efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa
cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de cutubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho
de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA], e foi
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUAUFS] na reunido de 13/0:0/2022.

We certify that the proposal "STUDY OF CHANGES IN MEMORY AND ANXIETY IN ADULT RATS INDUCED BY MELATOMIN
SUPPFRESSION IN YOUTH®, utilizing 54 Heterogenics rats {54 males), protocol number CEUA 3490280722 o coosto, under the
responsibility of Katty Anne Amador de Lucena Medeiros and team; José Ronaldo dos Santos; Ana Cleia Alves Da Luz - which
involwes the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chardata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe [CEUAJUFS) in the meeting of 097132022,

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académical
Vigéncia da Proposta: de 09/2022 a 0872024 Area: Cigncias Biolbgicas
Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Espécie: Ratos heterogénicos sexg:  Machos idade: 4 a5 semanas N: 54
Linhagem: Wistar Peso: S0a2dlg

Local do experimento: Os experimentos serdo realizados no Laboratdrio de Neurobiologia Comportamental e Evolutiva [LaNCE],
lecalizado na Universidade Federal de Sergipe, Campus itabaiana.

530 Crisbdvan, 12 de nowvembro de 2022

Frof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Margal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe
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