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RESUMO

O colesterol desempenha um papel primordial na comunicacdo e sinalizacao celular no
sistema nervoso central (SNC). Embora o cérebro seja o0 6rgdo mais rico em colesterol, a
sintese de colesterol cerebral ocorre de maneira independente da periferia, sendo os
astrocitos as células majoritariamente responsaveis por esta producdo. O colesterol
secretado pelos astrocitos € internalizado pelos neurdnios através do receptor de
lipoproteina de baixa densidade (do inglés — low-density lipoprotein- LDL), assim como
acontece a internalizagdo da LDL nas demais células do corpo. Entretanto, alguns
disturbios metabolicos sdo caracterizados por defeitos no gene que codifica o receptor
LDL (LDLr), como é o caso da hipercolesterolemia familiar (HF), onde é observada a
perda da funcdo do LDLr e o consequente aumento das concentracdes sanguinea de
colesterol. Para o estudo pré-clinico da HF, tem sido utilizado, dentre outros modelos,
camundongos com delecao génica do LDLr (LDLr-/-), que apresentam um aumento de 3
a 6 vezes nos niveis de colesterol, além de mimetizarem o perfil genético e de
lipoproteinas presentes na doenca humana. Classicamente, a HF estd relacionada ao
surgimento precoce de doencas cardiovasculares, entretanto, nos ultimos anos, vém sendo
demonstrado que os pacientes acometidos pela HF apresentam também prejuizos
cognitivos, porém a relagdo com os transtornos de humor e ansiedade ainda é
controversa. Trabalhos prévios ja demonstraram que a dieta hiperlipidica e o consequente
aumento do colesterol podem levar ao comportamento do tipo-ansioso em camundongos,
enquanto estudos clinicos evidenciaram o aumento dos niveis de colesterol em pacientes
com transtornos de ansiedade. Ja foi demonstrado que os camundongos LDLr-/-
apresentam um aumento nos comportamentos do tipo-depressivo e aneddnico, porém,
permanecem pouco investigados comportamentos sociais e relacionados a ansiedade
nesses animais, ainda mais quando comparando machos e fémeas. Recentemente, foi
demonstrado um aumento na atividade da enzima MAO-A (responsavel pela
metabolizacdo de monoaminas) no hipocampo dos animais LDLr-/-, sendo em humanos,
macacos e camundongos, que apresentam uma redugdo na atividade desta enzima, é
observada uma reducdo no comportamento social proativo. No presente estudo, utilizando
testes comportamentais e bioguimicos, foram investigadas possiveis alteracdes no
comportamento social e do tipo ansioso em camundongos LDLr-/- machos e fémeas, bem
Como nos niveis séricos de corticosterona. Foi observada uma reducéo nos
comportamentos do tipo-ansioso nos animais LDLr-/-, principalmente nas fémeas, nos

testes do labirinto em cruz elevado e de enterrar esferas. As fémeas LDLr-/- tambhém



apresentaram um feno6tipo de hiperlocomocao no teste de discriminacdo olfatoria, teste
do labirinto em cruz elevado, teste do campo aberto, teste da sociabilidade no campo
aberto e teste das trés camaras. Foi evidenciado um aumento no comportamento social
dos camundongos LDLr-/- (ambos os sexos) no teste de sociabilidade no campo aberto,
enguanto no teste das 3 camaras somente 0os machos LDLr-/- foram mais socidveis. As
analises bioquimicas confirmaram o perfil hipercolesterolémico dos animais LDLr-/-,
entretanto, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis séricos de
corticosterona. Os resultados do presente estudo indicam que animais com a delecédo
génica do LDLr e a consequente hipercolesterolemia apresentam reducdo em respostas
de ansiedade e aumento em comportamentos sociais. Estudos adicionais sdo necessarios
para identificar os mecanismos moleculares associados a estas alteracfes e que podem ter

importantes implicacGes na HF.

Palavras-chave: Colesterol, LDLr-/-, Ansiedade, Comportamento social.



ABSTRACT

Cholesterol plays a key role in cell communication and signaling in the central nervous
system (CNS). Although the brain is the richest organ in cholesterol, its synthesis happens
independently of the periphery, with astrocytes being the primary cells responsible for
this production. The cholesterol secreted by astrocytes is internalized by neurons through
the low-density-lipoprotein (LDL) receptor, as well as the internalization of LDL in other
body cells. However, some metabolic disorders are characterized by defects in the gene
that encodes the LDL receptor (LDLr), such as familial hypercholesterolemia (FH),
where the loss of LDLr function and the consequent increase in blood cholesterol
concentrations are observed. For the preclinical study of FH, mice with LDLr gene
deletion (LDLr-/-) have been used. In addition to mimicking the genetic and lipoproteins
profile present in human disease, these mice present a 3 to 6-fold increase in cholesterol
levels. Classically, FH is related to the early onset of cardiovascular diseases, however,
in recent years, it has been shown that patients affected by FH also have cognitive
impairments, but the relationship with mood and anxiety disorders is still controversial.
Previous studies have shown that a high-fat diet and the consequent increase in cholesterol
can lead to anxious-like behavior in mice, while clinical studies have shown an increase
in cholesterol levels in patients with anxiety disorders. It has been shown that LDLr-/-
mice show an increase in depressive-like and anhedonia-like behaviors, however, social
and anxiety-related behaviors in these animals remain poorly investigated, even more
when comparing males and females. Recently, an increase in the activity of the MAO-A
(an enzyme responsible for the metabolization of monoamines) was demonstrated in the
hippocampus of LDLr-/- mice. Studies in humans, monkeys, and mice showed that a
reduction in the activity of this enzyme was associated with a reduction in proactive social
behavior. In the present study, we used behavioral and biochemical tests to evaluate
possible alterations in social and anxiety-like behaviors in male and female LDLr-/- mice,
as well as changes in serrum levels of corticosterone. A reduction in anxious-like
behaviors was observed in LDLr-/- animals, especially females, in the elevated plus maze
and marble-burying test. LDLr-/- females also presented a hyperlocomotion phenotype in
the olfactory discrimination test, plus maze test, open field test, open field sociability test
and three chamber test. An increase in the social behavior of LDLr-/- mice (both sexes)
was evidenced in the sociability test in the open field, while in the three-chamber test only
LDLr-/- males were more sociable. Biochemical analyzes confirmed the

hypercholesterolemic profile of LDLr-/- animals, however, no significant differences



were observed in serum corticosterone levels. The results of the present study indicate
that animals with the LDLr gene deletion and the consequent hypercholesterolemia
present a reduction in anxiety responses and an increase in social behaviors. Additional
studies are needed to identify the molecular mechanisms associated with these changes

and that may have important implications for HF.

Keywords: Cholesterol, LDLr-/-, anxiety, social behavior
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1. INTRODUCAO

1.1 METABOLISMO PERIFERICO DO COLESTEROL

O colesterol é uma molécula plana formada por 4 grupos esterdis com ligacGes
trans, tais caracteristicas a tornam uma molécula extremamente importante para a
estabilidade das membranas biol6gicas. E a molécula percursora para a sintese de
hormdnios esteroides, da vitamina D, dos &cidos biliares, além de desempenhar um papel
critico nos processos de sinalizacdo e proliferagdo celular (NELSON; COX, 2014).
Devido a sua caracteristica essencialmente insoltvel, o colesterol € transportado pelo
plasma sanguineo por lipoproteinas, que sdo um conjunto de macromoléculas de proteinas
transportadoras especificas chamadas de apolipoproteinas (NELSON; COX, 2014).
Existem diversas lipoproteinas transportadoras de colesterol, as maiores e menos densas
delas sdo os quilomicrons, que sdo sintetizados a partir da gordura vinda da dieta que fica
armazenada no reticulo endoplasmatico das células epiteliais que recobrem a superficie
interna do intestino delgado (HOKKANEN; TIRRONEN; YLA-HERTTUALA, 2019).
As apolipoproteinas contidas nos quilomicrons séo a apoB-48, a apoE e a apoC-II. A
apoC-Il é responsavel pela ativacdo da enzima lipase lipoproteica nos capilares dos
tecidos adiposo, cardiaco e musculo esquelético, quebrando o triacilglicerol do interior
dos quilomicrons em é&cidos graxos livres de glicerol. Os acidos graxos sdo entdo
transportados via transportadores especificos (como o CD36) até o tecido adiposo,
musculo cardiaco e esquelético (NELSON; COX, 2014).

Quando ha um excesso de carboidratos, colesterol, triacilglicerol e acidos graxos
vindo da dieta, isto €, uma quantidade maior do que aquela necessaria para o fornecimento
de energia de uso imediato, os acidos graxos captados ap0s o processo de digestdo do
triacilglicerol e o colesterol sdo reesterificados a triacilglicerol e convertidos em
constituinte de lipoproteinas ricas em triacilgricerdis, colesterol, ésteres de colesterol,
apoB-100, apoC-I, apoC-Il, apoC-lll e apoE no figado formando as lipoproteinas de
muito baixa densidade (do inglés: very-low-densisty lipoprotein-VLDL) (NELSON;
COX, 2014). A perda dos triacilglicerois das VLDL pela acéo das lipases nas paredes dos
capilares converte parte das VLDL em lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL do
inglés: intermediate-density lipoprotein) e com a remoc¢do de mais triacilglicerois, em
lipoproteinas de baixa densidade (low-density lipoprotein - LDL) (NELSON; COX,
2014).
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As particulas de LDL sdo ricas em colesterol e ésteres do colesterol, e sdo
metabolizadas pelo figado e pelos tecidos periféericos, sendo a principal fonte de colesterol
para os tecidos, como os musculos, glandulas suprarrenais e tecido adiposo
(GOLDSTEIN; BROWN, 2009). A internalizacdo da LDL na célula (Figura 1) acontece
por meio de uma sucessdo de eventos que culminardo na endocitose mediada por
receptores de LDL (LDLr) por meio do reconhecimento da apoB-100 presente nas LDL
(NELSON; COX, 2014).

Figura 1: Esquema da internalizacdo da LDL na célula.
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Legenda: 1- Aumento da sintese do fator de transcricio SREBP que sinaliza ao reticulo endoplasmatico
para sintetizar o receptor LDL. 2- O receptor LDL ¢ sintetizado no reticulo endoplasmatico. 3- O receptor
de LDL ¢ externalizado na membrana plasmatica. 4- O receptor de LDL reconhece a proteina apoB-100 da
LDL. 5- A particula de LDL juntamente com o receptor sdo endocitados por meio de um endossomo para
dentro da célula. 6- O receptor desacopla da LDL e retorna para a membrana plasmatica para reciclar sua
funcdo. 7- No citoplasma celular a particula de LDL funde-se com o lisossomo, que contém enzimas que
irdo hidrolisar os ésteres de colesterila. 8- Liberando assim o colesterol e os acidos graxos, assim como a
proteina apoB-100 que ¢é degradada em aminoécidos. Fonte: Figura elaborada pela autora com o software
BioRender. Modificado de Nelson; Cox (2014).
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1.2 SINTESE E METABOLISMO DO COLESTEROL NO SNC

O cérebro contém aproximadamente 25% de todo o colesterol do corpo humano,
sendo considerado o 6rgao mais rico em colesterol. O colesterol desempenha importantes
funcbes na comunicacdo celular cerebral. Em neur6nios, na porcdo pré-sinaptica, o
colesterol é responsavel por regular a fluidez, espessura e permeabilidade das membranas
celulares, além de regular a sintese, formacao e liberacdo de vesiculas sinépticas. Na
por¢do pos-sinaptica, ele tem a funcdo de formar microdominios chamados “lipid rafts”
(balsas lipidicas) onde ha a organizacdo e alta expressdo dos receptores para
neurotransmissores, fatores neurotroficos e canais idnicos. Portanto, o colesterol é crucial
para as propriedades biofisicas da membrana, para a iniciacdo, propagacdo e manutencao
da transduc&o de sinal de qualquer sistema de neurotransmissdo (BORRONI; VALLES;
BARRANTES, 2016).

A producéo de colesterol no SNC ¢ independente da periferia, sendo os astrcitos
0s responsaveis por produzir o colesterol no SNC na vida adulta (PFRIEGER, 2003). Os
astrdcitos sintetizam o colesterol por meio de diversas reacdes descritas na Figura 2. Apos
ser sintetizado nos astrocitos, o colesterol é carreado através da apoE o qual é
internalizado pelos neurdnios via receptor de LDL, sendo este um dos mecanismos de
internalizacdo do colesterol na célula neuronal (Figura 2). Dentro da célula, o colesterol
é direcionado para suas inimeras funcGes ou convertido em 24-hidroxicolesterol (24-
OH), esse metabolito do colesterol pode cruzar a barreia hematoencefalica (BHE), sendo
liberado no plasma via fluido cérebro espinal, que € a principal rota de eliminagédo do
colesterol do SNC. Esse metabdlito, juntamente com seus derivados, como o 27-OH, séo
chamados de oxisterois, derivados oxidados do colesterol, sendo capazes de transpassar
membranas lipofilicas (BJORKHEM, 2008).
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Figura 2: Sintese e metabolismo do colesterol no SNC.

Astrécito

T Receptor LDL

‘ Enzima CYP46

‘ Enzima HMG CoA redutase

Colesterol

e

24-Hidroxicolesterol

e J
Fluidez damembana 77 ) 2 '

Formagao de microdominios
Sintese de vesiculas sinapticas

Neurbnio

Legenda: 1- O colesterol é sintetizado no reticulo endoplasmatico dos astrdcitos pela agdo da HMGR, a
qual é regulada por feedback negativo via proteina de ligagdo a elemento regulada por esterol (SREBP),
que se liga ao elemento regulatorio de esterol (SER-1) no gene da HMGR. 2 - A acetil coenzima A (Acetil
CoA) é convertida em 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG CoA) no citoplasma celular, seguido pela
conversdo do HMG-CoA em mevalonato pela acdo da enzima HMG-CoA redutase, no reticulo
endoplasmatico. Apds outras transformacBes ocorre as redugdes da molécula para colesterol. 3 - A
Apolipoproteina E (apoE) é sintetizada a partir da expressao génica de receptores hepaticos ativados por X
(LXR), o qual também induz a sintese de ABCA 1. 4 - O Colesterol entdo se liga a apoE e é secretado
pelos astrocitos via transportadores de cassete de ligacdo ao ATP (ABCAL). 5 - O complexo colesterol-
apoE é internalizado pelos neurdnios via receptores LDL. 6 - O colesterol é liberado a partir das
lipoproteinas dentro de lisossomos neuronais. 7 - Posteriormente o colesterol é transportado por proteinas
Niemamann-Pick C tipo 1 (NPC1) e tipo 2 (NPC 2) para o citoplasma. 8 - No citoplasma o colesterol
direcionado para suas inimeras fungdes celulares ou convertido em 24-hidroxicolesterol (24-OH) por uma
enzima membro da familia do citocromo P450, a CYP46. 9 - Este metabdlito pode atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE) via liquido cefalorraquidiano, como também pode se ligar aos receptores
hepaéticos ativados por X (LXR), que se translocam para o nucleo e induzem a expressao dos genes apoE e
ABCA 1 nos astrocitos, favorecendo o fornecimento de colesterol para os neurdnios. Figura elaborada pela
autora com o software BioRender. Modificado de Modificado de Bjérkhem (2008); Pfrieger; Ungerer
(2011).
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1.3 HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR (HF)

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) é uma doenca genética caracterizada por
alteragdes no metabolismo de lipoproteinas, particularmente a LDL, que pode se
apresentar na forma homozigética ou heterozigética, e constitui um dos disturbios
metabolicos hereditarios mais comuns observados na populacdo (GOLDBERG et al.,
2011; MYTILINAIOU et al., 2018). Dentre as mutaces que podem levar a HF, a
principal esta relacionada ao gene que codifica o LDLr (sabe-se hoje que existem mais
de 1800 mutacBes nesse gene). Pacientes que herdaram apenas um alelo mutado sdo
considerados heterozigotos para o gene, acarretando uma reducdo parcial na funcdo do
receptor LDL e a consequente elevagdo na concentracdo sérica de colesterol, entre 2 a 3
vezes. Ja nos casos homozigotos, quando se é herdado dois alelos mutados, ha perda total
da fungéo do receptor e consequente elevacdo de 3 até 6 vezes nos niveis de colesterol
(FALUDI etal., 2017; USIFO et al., 2012). Como consequéncia do excesso de colesterol
circulante, em ambos 0s casos, é descrito 0 aumento significativo de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares prematuras (COMMITTEE, 1991).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a forma heterozigotica apresenta uma
grande variabilidade na prevaléncia, que pode estar associada a etnia da populacdo
avaliada, enquanto a forma homozigdtica é mais rara e apresenta uma menor prevaléncia
(MABUCHI et al., 1977; SEFTEL et al., 1989). Dados recentes demonstram que no
Brasil, um pais de etnia heterogénea, a prevaléncia da HF heterozigoética é de 1:263 e no
mundo € de 1:200 individuos (HARADA et al., 2018).

De acordo com a Associacdo Americana de Cardiologia, para uma boa salde
cardiovascular é necessaria a manutencdo dos niveis plasmaticos de colesterol total
inferiores a 200 mg/dL para adultos e 170 mg/dL para criancas (MOZAFFARIAN et al.,
2016). A Sociedade Brasileira de Cardiologia estabeleceu que niveis desejaveis de
colesterol total para adultos é inferior a 190 mg/dL, e menor de 170 mg/dL para criancas.
Os niveis ideais de LDL variam de inferior a 130 mg/dL (para pessoas que apresentam
baixo risco de doencas cardiovasculares) até inferior a 100 mg/dL (para pessoas que
apresentam alto risco). Sendo que um valor igual ou superior a 160 mg/dL de LDL ja é
considerado como um quadro de hipercolesterolemia (FALUDI et al., 2017). Segundo as
Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e prevencdo da aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia, o quadro de HF se da pelos sinais clinicos de depdsitos

extravasculares de colesterol, niveis superiores a 330 mg/dL de LDL no sangue em
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conjunto com historico familiar da doencas e identificacdo de mutacdes e polimorfismos
genéticos no gene do LDLr, da proteina ApoB100 ou a enzima PCSK9 que favorecam o
desenvolvimento da HF (FALUDI et al., 2017).

1.4 MODELO ANIMAL DE HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Para o estudo pré-clinico da HF é utilizado, entre outros modelos, os camundongos
com delecdo génica no LDLr, desenvolvidos em 1993 a partir de manipulacéo geneética
realizada por Ishibashi e colaboradores (ISHIBASHI et al., 1993). Esses animais
apresentam um quadro de hipercolesterolemia, com aumento moderado no colesterol
LDL quando alimentados com dieta padrdo, podendo também desenvolver lesdes
aterosclerdticas com o avanco da idade. No entanto, quando submetidos a uma dieta
hiperlipidica, acabam se tornando extremamente hipercolesterolémicos e com grande
desenvolvimento de aterosclerose adrtica e xantomas cutaneos (ISHIBASHI et al., 1993;
ZADELAAR et al., 2007). Segundo Zadelaar et al. (2007), as principais caracteristicas
que tornam esse modelo 6timo para pesquisas pré-clinicas envolvendo a HF sdo:
e Semelhanca bioldgica a condicdo humana da HF, causada por mutacdes no
gene que codifica o receptor LDL;

o Perfil de lipoproteinas plasmaticas se assemelha ao de humanos, estando a
maior parte do colesterol confinado na fragdo LDL;

e Grau de dislipidemia intermediario, desenvolvendo lesdes menos avancadas do

que outros modelos animais da HF, como os camundongos apoE- / -.

1.5 HF E DISTURBIOS NEUROLOGICOS: ESTUDOS CLINICOS E PRE-
CLINICOS

Além das alteragdes periféricas, ocorrem alteracGes neuroldgicas e
neuropsiquiatricas, em particular o declinio cognitivo em pacientes com HF (SUAREZ
BAGNASCO, 2017). Desde a primeira vez que foi relatada (ZAMBON et al., 2010) a
relacdo da HF com prejuizos cognitivos relacionados a memoria vem sendo confirmada
em estudos posteriores (ARIZA et al., 2016; CRUZ-SANCHEZ et al., 2008;
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GAROLERA etal., 2016; HYTTINEN et al., 2010). Por outro lado, a relacdo da HF com
transtornos de humor como depresséo e transtornos de ansiedade ainda é controversa. Um
estudo de meta-andlise indicou que individuos com HF apresentam sintomas de ansiedade
reduzidos em comparagdo com individuos sem a doenca (AKIOYAMEN et al., 2018).
Ao passo que, pacientes com mania (SAGUD et al., 2007) e transtorno de ansiedade
generalizada (PETER et al., 1999) apresentam niveis de colesterol sérico e LDL mais
baixos do que individuos controle (PETER et al., 2002).

Strekalova et al. (2015) demonstraram que camundongos C57BL/6 submetidos a
dieta hiperlipidica apresentam um perfil comportamental do tipo ansioso, visto que
ficaram menos tempo nos bragos abertos do teste do labirinto em cruz elevado, bem como
exploram por menos tempo a area central do campo aberto. Ademais, pesquisas anteriores
demonstraram que camundongos LDLr-/- apresentam comportamento do tipo-depressivo
(DE BEM, et al., 2014; DE OLIVEIRA, et al., 2013; ENGEL et al., 2016) uma vez que
tiveram um aumento no tempo de imobilidade no teste de suspensdo pela cauda,
comparados com o grupo controle, além de comportamento aneddnico no teste de
consumo de sacarose (ENGEL et al., 2016). Esses achados indicam que os animais LDL-
/- podem apresentar algum tipo de disfung¢do nos circuitos relacionados aos transtornos
de humor e ansiedade.

Engel et al. (2016) também descreveram um aumento na atividade da enzima
MAO-A no hipocampo dos animais LDLr-/-. Esta enzima, localizada intracelular no
terminal pré-sindptico dos neur6nios, catalisa a principal via de inativacdo dos
neurotransmissores monoaminérgicos como a noradrenalina, dopamina e serotonina
(RANG; DALE, 2011). O mesmo efeito foi observado em células do neuroblastoma
humano (SHSY5Y) expostas in vitro a LDL, além de haver o aumento de espécies
reativas de oxigénio (ENGEL et al., 2016). O aumento da atividade da MAO-A pode, por
consequéncia, reduzir os niveis de monoaminas no SNC levando ao desenvolvimento de
respostas do tipo-depressiva observadas nos animais LDLr-/- (ENGEL et al., 2016).
Entretanto, ndo existem trabalhos investigando respostas de ansiedade e comportamento
social em camundongos LDLr-/-. A baixa atividade da MAO-A esté relacionada ao
comportamento antissocial em humanos (BYRD E MANUCK, 2014) e camundongos
nocaute para MAO-A (SCOTT et al., 2008). Por esta razdo, torna-se imperativo a
realizacdo de estudos adicionais em modelos animais que investiguem a relacdo entre a
delecdo genética do LDLr, a hipercolesterolemia com a ansiedade e o comportamento

social.
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1.6 TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

A ansiedade esta associada ao comportamento prolongado de vigilancia excessiva
que pode ocorrer sem a existéncia de um perigo iminente (MACLEOD; RUTHERFORD,
1992). O medo é desencadeado como reagdo a uma ameaca concreta e especifica, que em
mamiferos tem como resposta comportamental a luta e fuga (GRAY; MCNAUGHTON,
2000). Contudo, os transtornos de ansiedade diferem do medo ou da ansiedade por serem
de grande intensidade e persistirem por periodos prolongados (APA, 2014). Atualmente,
os transtornos de ansiedade sdo classificados clinicamente conforme o Manual de
Diagnostico e Estatistica dos Transtornos Mentais 5 edicdo (DSM-5) da Associacdo
Americana de Psiquiatria, 0s quais compreendem o0s transtornos de ansiedade
generalizada, de ansiedade de separacdo, 0 mutismo seletivo, as fobias especificas, 0s
transtornos de pénico, transtorno de ansiedade social, agorafobia, os transtornos de
ansiedade induzidos por medicamentos ou devido a outra condigdo médica (APA, 2014)!
Anteriormente, no DSM-4 o transtorno obsessivo compulsivo (TOC) e os transtornos de
estresse poOs traumatico (TEPT) estavam agrupados junto aos transtornos de ansiedade
(APA, 2002)?, porém no DSM-5 eles ganham capitulos separados devido as
caracteristicas diagndsticas envolverem diversos outros fatores especificos (APA, 2014).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), estima-se que ha cerca de 57,2
milhdes (21%) de pessoas com algum transtorno mental nas Américas (OMS, 2015). Mais
recentemente, em 2019, a OMS identificou o Brasil como o pais com 0 maior niumero de
pessoas com transtornos de ansiedade do mundo, com cerca de 18,5 milhdes de brasileiros
(9,3% da populacdo do pais). Logo, compreender a etiologia e a fisiopatologia destes
transtornos de ansiedade apresentam grande relevancia médico-social.

A fisiopatologia dos transtornos de ansiedade envolve uma variedade de distdrbios
neuroenddcrinos, de neurotransmissores e neuroanatdmicos. Sabe-se que as regides
corticais frontais e do lobo temporal do encéfalo regulam a tomada de decisGes, emoc¢des
e 0 comportamento, sdo chamadas em conjunto de sistema limbico. O cértex limbico
abrange o cortex insular e o cortex cingulado, integrando 0s componentes cognitivos e

afetivos da dor, processando informacdes sobre o estado interno do corpo (MARTIN et

L APA — American Psychiatric Association. Manual diagndstico e estatistico de transtornos mentais-
DSM. 5 ed. Porto Alegre: Artmed, 2014.

2 APA — American Psychiatric Association. Manual diagnéstico e estatistico de transtornos mentais- DSM.
4 ed. Porto Alegre: Artmed, 2002.
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al., 2009). O hipocampo é outra estrutura do sistema limbico importante para aspectos
cognitivos (WANG et al., 2020), exercendo controle inibitorio sobre o sistema de
resposta ao estresse hipotalamico, participando também no feedback negativo no eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA). A amigdala também faz parte do sistema limbico,
regulando a expressdo do medo e da agressdo e € responsavel pelo comportamento
defensivo, além de ter papel na formacdo e recuperacdo de memdrias emocionais
principalmente relacionadas ao medo (MARTIN et al., 2009).

O sistema de resposta ao estresse envolve respostas adaptativas que sdo mediadas
por cascatas neuroenddcrinas e neuronais, incluindo o sistema nervoso autbnomo (SNA)
e 0 eixo HHA (Figura 3), responsavel pela producdo e liberacéo de glicocorticoides pelo
cortex adrenal em resposta ao estresse. Nos seres humanos, o principal hormdnio
esteroide produzido em resposta ao estresse é o cortisol, correspondente a corticosterona
em roedores (MARTIN et al., 2009).

Figura 3: Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA).

™ /- ESTRESSE

MR ' ‘
. ./~ . Hipocampo |
Pyl GR
) /Q” IG‘R\ Amigdala
Hipotalamo -- W
CRH/AVP ®
GR
Hipodfise 8 M
ACTH | (¥
Glicocorticoides

Cortex (Cortisol)
adrenal K

Legenda: Quando ocorre um estresse agudo, a amigdala sinalizard via projeces neuronais, o ndcleo
paraventricular (PVN) no hipotalamo. O hipotalamo responderé com a liberagéo de horménio liberador de
corticotropina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP) na hip6fise anterior. Isto faz com que a hipofise
anterior libere horménio adrenocorticotrofico - corticotrofina (ACTH). O ACTH vai atuar nas glandulas
suprarenais, provocando a liberacdo de glicocorticoides como o cortisol (humanos) e a corticosterona
(roedores) nessas glandulas. Esses horménios circulam pelo corpo todo e pelo encéfalo, ligando-se a
receptores esteroides intracelulares nucleares e a receptores glicocorticoides (GR) do hipocampo e do
hipotalamo para suprir a atividade do eixo HHA, exercendo um papel de feedback negativo que evita a
ativacdo cronica e prejudicial do eixo HHA. Modificado de Bertoluzzi (2016).

Sabe-se que ativacdo prolongada do eixo HHA causa anormalidades em resposta

ao evento estressante, que pode contribuir para o desenvolvimento dos transtornos de
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humor e ansiedade (FARAVELLI et al., 2012). Em episodios de ansiedade cronica, a
ativacdo do eixo HHA ndo é adaptativa, existindo um prejuizo na conexao entre 0
estressor e a possivel consequéncia comportamental, sendo que o eixo HHA se mantém
ativado e prejudica os mecanismos de enfrentamento, induzindo a baixa tolerancia ao
estresse cronico (BORTOLUZZI, 2016). Pesquisas mostram que no TOC e no transtorno
de panico, hd uma hiperatividade constante do eixo HHA (MARTIN et al., 2009).

Estudos mostram que pacientes que sofrem de transtorno do panico, transtorno de
ansiedade generalizada, TOC e TEPT apresentam niveis mais elevados de colesterol do
que individuos saudaveis (HAYWARD et al., 1989; BAJWA et al., 1992,
KUCZMIERCZYK et al., 1996; AGARGUN et al., 1998, YAMADA et al,
2001; PETER et al., 2002). Observou-se em amostras de pacientes que os altos niveis de
colesterol estdo relacionados com a quantidade de cortisol secretada apds a administragdo
de um antidepressivo, como a trazodona, que atua através da inibi¢do da receptacdo de
serotonina e noradrenalina. Segundo a literatura, 0 meta-clorofenilpiperazina (m-CPP),
um metabolito deste antidepressivo, liga-se as receptores serotoninérgicos, resultando na
estimulacdo do eixo HHA e a consequente secre¢do de cortisol em humanos (KAHN;
WETZLER, 1991; TERAO et al.,, 2000b). Estes resultados indicam que uma
sensibilidade maior dos receptores serotoninérgicos esta relacionada a altos niveis de
colesterol (PAPAKOSTAS et al., 2004). Essa sensibilidade pode estar relacionada ao
excesso de colesterol, o que pode interferir indiretamente na conformacéo e a funcdo de
proteinas e receptores ligados a membrana, reduzindo a fluidez da membrana do
neurodnio, alterando ou interrompendo a funcdo das balsas lipidicas (regides celulares
fundamentais para a ativacdo de cascatas de sinais para a ativacdo de
neurotransmissores) (OHVO-REKIKA et al., 2002).

1.7 COMPORTAMENTO SOCIAL

O comportamento social € um dos comportamentos mais complexos em
mamiferos, sendo que é baseado na capacidade de se comunicar adequadamente com 0s
outros com base na interpretacdo dos sinais sociais e em sua resposta. As areas do cérebro
que interpretam as ac0es sociais e as controlam sdo particularmente o cortex pré-frontal
medial, amigdala, insula anterior, cortex cingulado anterior, giro frontal inferior e o sulco
temporal superior (BARAK E FENG, 2016).
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Existem diversas categorias de comportamento social, que variam de tendéncias
sociais iniciais, como 0 caso da personalidade proativa, a comportamento social
relacionado com reproducédo, como o cuidado parental e unido sexual, mas também existe
0 comportamento social em contextos ndo reprodutivos, como a cooperagao em grupo.
Diferentes comportamentos sociais evocar diferentes circuitos cerebrais, nesse contexto,
a ativacdo do eixo HHA pode diferir dependendo do comportamento social. Por exemplo,
a sociabilidade proativa esta relacionada negativamente com a atividade do eixo HHA, ja
a alta reatividade do eixo HHA esta relacionada com uma personalidade menos social
(RAULO; DANTZER, 2018). Tratando-se de roedores, como camundongos, existem
diversos testes comportamentais que avaliam o nivel de sociabilidade (O’ TUATHEIGH
etal., 2007; DESBONNET etal., 2012; KRISHNAN et al., 2007, BERTON et. al., 2006),
em relagdo principalmente & proatividade. Esse comportamento proativo se relaciona ao
nivel de sociabilidade, em que individuos mais proativos (ousados e exploradores)
tendem a ser mais sociaveis do que os individuos reativos (timidos e medrosos) (RAULO;
DANTZER, 2018).

A sociabilidade é um comportamento bastante afetado em diferentes transtornos,
incluindo um dos transtornos de ansiedade, conhecido como transtorno de ansiedade
social (APA, 2014). A sociabilidade é um comportamento com grande relacdo com o eixo
HHA, assim como alguns transtornos de ansiedade, além disso sabe-se que a
predisposicdo ao comportamento antissocial em humanos esta ligada tanto aos fatores
ambientais (como maus tratos e abuso fisico na infancia) quanto a alteracGes
neurobioldgicas, como a baixa atividade da enzima MAO-A, recorrente a uma resposta
genética (BYRD E MANUCK, 2014; SAMOCHOWIEC et al., 1999). Existem relatos
que individuos do sexo masculino, que carregam o alelo (presente no cromossomo X)
para uma menor atividade da MAO-A (alelo MAOA-uVNTR), apresentam niveis
aumentados de violéncia e comportamento antissocial (NILSSON et al., 2015;
FERGUSSON et al., 2011; FERGUSSON et al., 2012). Em contrapartida, criancas que
sofreram maus tratos, mas que tém um gendtipo que confere niveis altos da expresséo da
MAO-A, apresentam uma menor probabilidade de ter problemas antissociais (CASPI et
al., 2002).

Também ha estudos com primatas evidenciando que a baixa atividade da enzima
MAO-A associada a diferenca de experiéncia social de cuidado no inicio do
desenvolvimento aumenta os niveis de agresséo (NEWMAN et al., 2005). Modelos

animais, utilizando animais nocaute para MAO-A, também evidenciaram que a baixa
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atividade da MAO-A interfere em comportamentos sociais (SCOTT et al., 2008).
Bortolato et al. (2013) demonstraram que uma reducdo no nimero de abordagens sociais
e menor frequéncia de farejamento no teste de interacdo social com contato em animais
nocautes para MAO-A em comparacao a animais controle. O mesmo efeito foi observado
no teste de investigacdo social, quando o animal alvo estava em uma gaiola, 0s
camundongos nocaute para a MAO-A investigaram menos 0 compartimento em que 0s
animais alvos estavam (BORTOLATO et al.,, 2013). Em conjunto, estes resultados
indicam que a auséncia de MAO-A (e consequente aumento de monoaminas) em
camundongos pode influenciar na diminuicdo do comportamento social destes. Como
mencionado anteriormente, Engel et al. (2016) demonstrou que ha um aumento na
atividade da enzima MAO-A nos animais LDLr-/-, 0 que poderia ser um fator relevante
para um aumento do comportamento social nesses animais, porém ainda ndo ha literatura

que relate o comportamento social em modelos animais da HF.

2. JUSTIFICATIVAE HIPOTESE

A hipercolesterolemia é reconhecida como um dos principais fatores de risco para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Mais recentemente, evidéncias clinicas
também sugerem uma relacdo entre a hipercolesterolemia familiar e transtornos
neuroldgicos, como o transtorno de humor e ansiedade (SMITH; BETTERIDGE, 1997;
YAMADA et al., 2001; PETER et al., 2002). No entanto, existem poucos estudos pre-
clinicos explorando esta associagdo, particularmente no que se refere ao comportamento
do tipo-ansioso e comportamento social em modelos animais da HF.

Tendo em vista a relacdo entre 0 aumento dos niveis de colesterol e alteracfes nos
sistemas de neurotransmissd@o de monoaminas em pacientes com HF, torna-se relevante a
investigacdo  pré-clinica do  comportamento  tipo-ansioso em  animais
hipercolesterolémicos, além do envolvimento do eixo HHA neste comportamento, visto
que os glicocorticoides sdo hormoénios importantes na fisiopatologia dos transtornos de
ansiedade (FARAVELLI et al., 2012; MARTIN et al.,, 2009). Adicionalmente,
considerando que humanos com baixos niveis de MAO-A apresentam um comportamento
antissocial relacionado a psicopatologia e a existéncia de evidéncias de que camundongos
LDLr" apresentam altos niveis de MAO-A, torna-se relevante investigar possiveis

alteracdes nos niveis de interacao social nos camundongos LDLr™,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924977X03000993?casa_token=Q-bhcV2szIUAAAAA:35xjgPNlfCiLDoP5o5nfYiZesS3hX0iNn-Yb2JiOw0IhHKGO_x7jKb-I6eV3omwWPuPwjkN4#BIB109
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Considerando o conhecimento existente até o momento, hipotetizamos que a
delecdo genética do LDLr e os altos indices de colesterol estariam relacionados a um
aumento dos comportamentos do tipo-ansioso e social, estando estas alteracdes
associadas a altos niveis da enzima MAO-A e a consequente reducdo dos niveis de
serotonina (e/ou outras monoaminas) em diferentes areas do SNC, assim como o

envolvimento do eixo HHA nesses comportamentos

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar possiveis altera¢cdes no comportamento social e tipo-ansioso em camundongos
machos e fémeas com delecdo genética do LDLr.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a discriminacéo olfatéria dos animais WT e LDLr-/- no teste de discriminagdo
olfatoria;

- Analisar o comportamento tipo ansioso dos animais WT e LDLr-/- no teste de enterrar
esferas, teste do campo aberto e no teste do labirinto em cruz elevado;

- Avaliar o comportamento social dos animais WT e LDLr-/- no teste de trés cameras e
no teste de sociabilidade no campo aberto;

- Quantificar os niveis plasmaticos de colesterol e os niveis de corticosterona em

camundongos WT e LDLr-/-.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos fémeas e machos com idade entre 4-5 meses
(pesando 20-30 g) das linhagens tipo selvagens C57BL6 (WT —do inglés Wild-Type ) e
LDLr" fornecidos pelo biotério do Departamento de Bioquimica da UFSC. Os animais
foram alojados em grupos de 5-8 animais por caixa (42 x 34 x 17 cm) e mantidos em
camaras ventiladas (INSIGHT®) a uma temperatura de 22 + 2 °C, umidade entre 60 —
80% e ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo alimentados com racdo comercial e agua ad
libitum. O desenho experimental consiste em um protocolo comportamental e analises
bioquimicas, para o qual foram utilizados 4 grupos experimentais: 1) WT fémea, 1) WT
macho, I11) LDLr-/- fémea e IV) LDLr-/- macho.

4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O desenho experimental do protocolo comportamental (Figura 4) visou avaliar o
comportamento social e do tipo-ansioso dos camundongos WT machos e fémeas e LDLr-
/- machos e fémeas. Ao final dos testes comportamentais realizou-se a anestesia com
isofluorano pela via inalatoria para a eutanasia e retirada das estruturas encefélicas

hipocampo, cértex pré-frontal e amigdala, além do sangue para analises bioquimicas.

Figura 4: Desenho experimental do protocolo comportamental.

Coleta de sangue e

Discriminag&o Teste das

oo Campo aberto estruturas
olfatéria esferas encefalicas
Labirinto em Sociabilidade no Teste das 3
cruz elevado Campo Aberto camaras

Legenda: llustracéo identificando a sequéncia dos testes comportamentais do protocolo comportamental
que termina com a coleta das estruturas encefalicas. Imagem da autora.
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4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1 Discriminacdo olfatoria

O teste de discriminacdo olfatdria foi usado para avaliar a preferéncia do animal
em ficar no compartimento impregnado com o seu cheiro (compartimento familiar) em
relacdo ao compartimento inodoro (ndo familiar). Este teste foi desenvolvido em nosso
laboratério (PREDIGER et al., 2005; 2010) com a intengdo de avaliar a capacidade de
ratos e camundongos em distinguir odores. A caixa de discriminagéo olfatoria consiste
em dois compartimentos idénticos, separados por uma porta aberta que permite 0 acesso
dos animais para os dois compartimentos (familiar e ndo-familiar). O animal foi colocado
no aparato e foi avaliado durante 5 min, o tempo em cada compartimento, o nimero de
cruzamentos entre os compartimentos, a distancia total percorrida e a distancia em cada
compartimento. Cada animal foi filmado com cameras de video. Antes do inicio do
experimento, os animais foram isolados em duplas ou trios em caixas (42 x 34 x 17 cm)

com serragem durante 72 h para facilitar a identificacdo odorifera da sua maravalha.

Figura 5: Aparato de discriminacéo olfatéria.

Legenda: llustragdo do aparato de discriminagao olfatoria com um lado contendo maravalha limpa e o
outro maravalha familiar do camundongo alvo. llustragdo da autora com a utilizacdo do software

Biorender®.

4.4.2 Labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado € amplamente usado para investigar efeitos
tipo-ansiolitico e tipo-ansiogénico em camundongos (LISTER, 1987). O aparato de
madeira consiste em dois bragos fechados (18 x 6 cm) opostos a dois bragos abertos (18
X 6 cm), elevados 60 cm do chédo. O experimento foi conduzido com baixa luminosidade

(12 lux) e gravados por uma camera de video. Cada camundongo foi colocado no
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quadrante central dos bracos, de frente para o braco fechado e o teste teve duracdo de 5
min. Durante o teste, foram avaliados o tempo de exploracdo nos bracos fechados e
abertos e o tempo no centro, além do nimero de entradas em cada braco. Ao final, foi
calculado o percentual de tempo no brago aberto, sendo: % tempo no braco aberto =
(Tempo brago abertox100)/(Tempo brago aberto+tempo braGo fechado), 0
percentual de entradas no braco aberto também sera calculado: % entradas no brago aberto
= (N° entradas brago aberto+100)/(N° entradas braGo aberto+N° entradas brago
fechado), e 0 nUmero de entradas nos bracos fechados. Um aumento da exploragdo dos
bracos abertos do labirinto em cruz elevado corresponde a um perfil menos ansioso neste

teste.

Figura 6: Aparato do labirinto em cruz elevado.

Legenda: Da esquerda para direita: Vista lateral dos bracos aberto, vista lateral dos bracos fechados, vista

superior do aparato. llustracdo realizada com o uso do software Mind The Graph®.

4.4.3 Campo aberto

O teste do campo aberto consiste em um aparato contendo uma éarea central
aversiva que representa um modelo amplamente utilizado e possibilita a avaliacdo tanto
da atividade locomotora como do comportamento relacionado a ansiedade (PRUT;
BELZUNG, 2003). O aparato constitui-se de uma caixa de acrilico transparente (40 x 40
cm), sem cobertura e com assoalho cinza, dividida por linhas pretas em 12 quadrados (10
x 10 cm). Cada camundongo foi colocado no centro da arena, permitindo sua
movimentacao livremente no aparato durante o periodo de 5 min. Apos o término do teste
de cada animal, a superficie foi limpa com alcool 10%. Com a utilizacdo do software
Anymaze® foram avaliados os seguintes parametros: a distancia total percorrida e o
tempo de permanéncia no centro. Sendo o ultimo indicativo de comportamento
relacionado a ansiedade (MOREIRA, et al., 2014).
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Figura 7: Aparato do campo aberto.

Legenda: llustracdo do campo aberto com a delimitacdo da area central “aversiva”. llustragcdo adaptada de
Biorender®.

4.4.4 Sociabilidade no campo aberto

O comportamento social em laboratério pode ser avaliado medindo o0s
movimentos de camundongos que se movimentam na dire¢do ou longe de um alvo social
desconhecido, no caso, outro camundongo. O teste se deu na arena do campo aberto
(anteriormente mencionado), foi adicionada uma pequena gaiola de malha de arame no
meio de um dos lados. Os movimentos do animal foram gravados com um sistema de
video. O camundongo alvo (entre 4-5 meses, pesando em torno de 20-30g) foi introduzido
na arena em duas sessdes consecutivas de 2,5 min. Durante a primeira sessdo, sem
objetivo social, a pequena gaiola de malha de arame estava vazia. Durante o segundo
momento, um camundongo desconhecido e do mesmo sexo, idade e peso do animal
testado (que foi alojado em condi¢Ges semelhantes) foi colocado na gaiola de malha de
arame. Entre os testes, o camundongo experimental foi removido da arena e colocado em
sua gaiola por um minuto. Os videos foram analisados pelo software Anymaze® para
determinar o tempo gasto na zona de interacdo social (a zona que circunda a pequena
gaiola de malha de arame que contém 7 x 7 cm em torno da gaiola) e as zonas periféricas
mais distantes da gaiola (que contém 7 x 7 cm) (KRISHNAN et al., 2007, BERTON et.
al., 2006).
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Figura 8: Aparato sociabilidade no campo aberto

a v

1 min

Habituacao Teste
2,5 min 2.5 min

Legenda: llustracdo da autora com base em Krishnan et al.(2007); Berton et. al. (2006). Biorender®.

4.4.5 Teste de esconder esferas

O teste de esconder esferas € um método usado para testar farmacos ansioliticos,
sendo que é capaz de avaliar o comportamento de enterrar em resposta a estimulos
ansiogénicos (HART et al., 2016; KEDIA; CHATTARJI, 2014). Este teste também pode
indicar o nivel de ansiedade, visto que os roedores exibem o comportamento de esconder
(enterrar) objetos estranhos, alimentos nocivos ou objetos inanimados, como as esferas
de vidro. Essa acdo deve-se ao medo ou aversao que € medido a cada esfera escondida,
ou seja, quanto maior o nimero de objetos escondidos maior a ansiedade do animal
(BROEKKAMP et al., 1986). O aparato consiste em uma caixa (17,5 x 10 x 5,5 cm)
contendo 5 cm de maravalha distribuidas uniformemente na base do aparato. Vinte esferas
de vidro (1,4 cm de diametro) serdo alocadas enfileiradas com 4 x 5 esferas na superficie
da maravalha. Durante 20 min serd registrada a quantidade de esferas enterradas (até 2/3
de profundidade) nos tempos 5 min, 10 min, 15 min e 20 min de duracdo do teste (COLLA
etal., 2015).

Figura 9: llustracéo do teste de esconder esferas.

Legenda: Caixa de maravalha com as bolinhas de gude usadas. Imagem adaptada de Biorender®.
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4.4.6 Teste das trés camaras

O teste das trés camaras foi também usado para avaliar o comportamento social
dos camundongos em relagdo a outros camundongos (O’TUATHEIGH et al., 2007,
DESBONNET et al., 2012). O experimento foi realizado conforme Silverman et al.
(2010), em uma arena de madeira que consiste em trés camaras (cada uma com 20 x 40
cm), separadas por uma parede de madeira com uma pequena porta aberta (5 x 8 cm). Em
um dos compartimentos ficou um alvo social (outro camundongo desconhecido, de caixa
diferente e do mesmo sexo, idade aproximada e peso do animal testado) em uma pequena
gaiola de malha de arame. Em outro compartimento ficou um estimulo neutro (gaiola de
malha de arame com um lego dentro) e a sala do meio estava vazia. O camundongo teve
um tempo de 5 min para habituacéo ao ambiente (sem nenhum estimulo nas gaiolas), apds
uma hora ele foi observado durante a exploragdo da arena contendo o animal novo e o
lego por 10 min. Foi medido o tempo que o0 animal se manteve em cada cAmara, nimero
de entradas em cada camara e distancia total percorrida. Sendo que é considerado um
comportamento mais social quando o animal em teste passa mais tempo explorando o
local que conttm a gaiola com um animal alvo (O’TUATHEIGH et al., 2007;
DESBONNET et al., 2012).

Figura 10: llustracdo do teste das trés camaras.

0: -0 — B 0

Habituagao Teste
5 min 10 min

Legenda: llustragdo adaptada de Biorender®. Com base em O’Tuatheigh et al. (2007); Desbonnet et al.
(2012).
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4.5 CONTROLE DA INGESTAO DE ALIMENTO E PESO DOS ANIMAIS

Como parametros de controle dos animais utilizados foi registrado o peso e o
consumo alimentar dos animais. O consumo de comida foi registrado durante o periodo
do protocolo comportamental, sendo que a comida foi pesada no dia inicio do protocolo,
no dia 1, e posteriormente no final do protocolo, no dia 7. A quantidade de alimento
consumida por 2 animais por caixa foi calculada subtraindo o sétimo dia do primeiro. O
gréafico esta representado o valor do consumo total por caixa durante 1 semana. O peso

dos animais foi registrado no dia 1 do inicio do protocolo.

4.7 COLETA DE SANGUE E DE ESTRUTURAS ENCEFALICAS

Os animais do protocolos experimental foram anestesiados e apés ser certificada
a anestesia, foram submetidos a decapitacdo rapida. O sangue dos animais foi coletado a
partir da decapitacdo rapida (a partir das 16h da tarde), logo apos a coleta, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos para a separa¢do do soro. As
amostras de soro foram armazenadas a -80°C até a realizagdo dos ensaios. Os encéfalos
foram rapidamente dissecados e as amostras de amigdala, cortex pré-frontal e hipocampo
pesadas e congeladas em nitrogénio liquido e posteriormente armazenadas a -80°C para

a realizacdo de analises bioquimicas futuras.

4.8 EXPERIMENTOS BIOQUIMICOS

4.8.1 Quantificacdo do colesterol sérico
A quantificacdo do colesterol total no soro dos camundongos foi realizada
utilizando reagentes comerciais (Gold Analisa®), seguindo as especificacbes do

fabricante. Os resultados foram expressos em mg/dL.

4.8.2 Quantificacdo dos niveis de corticosterona no sangue
O sangue dos animais foi coletado como descrito na sessdo anterior (4.7) e 0s
niveis de corticosterona foram mensurados a partir do soro sanguineo empregando o

método de ELISA, utilizando kit comercial IBL International®.
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4.9 ANALISES ESTATISTICAS

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software Statistica® 8.0
(StatSoft. Inc., Tulsa, OK, EUA). Os dados brutos foram testados para outliers usando o
teste de Grubbs e verificados quanto a normalidade da distribuicdo (Kolmogorov-
Smirnov). O teste t de Student em relacdo a 50% foi feito para o teste de discriminagédo
olfatoria e o teste t de Student em relagdo a 33% foi feito no teste das 3 camaras para
analisar a % de tempo de permanéncia em cada uma das 3 cAmaras. A analise de variancia
(ANOVA) de duas vias ou de medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Newman-
Keuls, foi aplicada para compara¢@es multiplas nos testes de discriminacgdo olfatoria,
campo aberto, labirinto em cruz elevado, sociabilidade no campo aberto e 3 camaras,
além do consumo de comida e controle de peso e nas analises bioquimicas de dosagem
de colesterol e corticosterona. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar duas
amostrar independentes no teste de enterrar esferas. Os dados sdo sempre representados
como média % erro padrdo da média (EPM). O nivel de significancia considerado para
todos os testes é de p<0,05. Os graficos foram construidos usando o software GraphPad
Prism 7® (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 PROTOCOLO COMPORTAMENTAL

O bloco comportamental apresenta os resultados obtidos a partir dos testes
comportamentais de sociabilidade e comportamento do tipo-ansioso com os animais WT
macho e fémea e LDLr-/- macho e fémea. Todos os experimentos foram realizados nas
dependéncias do Laboratorio Experimental de Doencas Neurodegenerativas (LEXDON)
— CCB, UFSC.

5.1.1 Teste da discriminacao olfatéria

A figura 11 apresenta os resultados referentes ao teste da discriminacao olfatéria.
Foi utilizado o t de Student em relagcdo a 50%, considerando o tempo (%) que 0s animais
permaneceram investigando o ambiente familiar e ndo familiar. Foi observado que os
animais do grupo LDL-/- fémea (t=2,424; p=0,0416) e LDLr-/- macho (t=5,913;
p=0,0004) foram capazes de discriminar o compartimento familiar, visto que exploraram
mais de 50% do tempo. No entanto, as WT fémea (t=1,309; p=0,247) e os WT macho
(t=0,575; p=0,580) nédo foram capazes de discriminar os compartimentos (Figura 11 A).

Foi usado como parametro locomotor o numero de cruzamentos entre 0S
compartimentos (Figura 11 B). A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo
para o fator gendtipo [F(1, 29)=12,869, p=0,00121], sem efeitos significativos para 0s
fatores sexo [F(1, 29)=4,1113, p=0,05188] e para a interacdo dos fatores [F(1,
29)=,05810, p=0,81122]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDL-
/- fémea diferiu dos grupos WT (ambos macho e fémea), demonstrando uma

hiperlocomocao do grupo LDLr-/- fémea em relagdo ao grupo controle.

Figura 11: Resultado do teste de discriminacdo olfatoria.
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Legenda: A) Tempo (%) que 0s animais permaneceram no compartimento familiar. B) Numero de
cruzamentos realizados durante o teste da discriminagdo olfatoria. Os dados representam a média + EPM
(n=6-9). As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se teste t de Student (A) e a ANOVA de duas
vias (A). *p>0,05 quando comparado ao valor tedrico de 50% em A, *p>0,05 em relagdo ao gendtipo em
B.

5.1.2 Teste do labirinto em cruz elevado

Os dados quanto ao comportamento do tipo-ansioso obtidos por meio do teste do
labirinto em cruz elevado estdo representados na Figura 12. Quanto a % de tempo nos
bracos abertos, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o fator
genotipo [F(1, 28)=18,284, p=0,00020] e sexo [F(1, 28)=10,949, p=0,00258], mas sem
efeitos significativos para a interacdo dos fatores [F(1, 28)=2,4052, p=0,13216]. O teste
post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDLr-/- fémea permaneceu mais tempo
nos bracos abertos do que todos os outros grupos (Figura 12 A). Quanto a percentagem
de entradas nos bragos abertos, a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo
para o fator genétipo [F(1, 28)=10,044, p=0,00368] e sexo [ F(1, 28)=12,057, p=0,00169],
mas sem efeitos significativos para a interacdo dos fatores [F(1, 28)=2,3802, p=0,13411].
O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDLr-/- fémea entrou mais nos
bracos abertos do que todos os outros grupos (Figura 12 B). Esses dois resultados se
complementam, indicando um comportamento do tipo-ansioso diminuido das fémeas
LDLr-/-.

O numero de entradas nos bracos fechados de cada grupo esta representado na
Figura 12 C e foi usado como parametro locomotor, onde a ANOVA de duas vias indicou
um efeito significativo para o fator genétipo [F(1, 29)=21,235, p=0,00008], mas sem
efeitos significativos para sexo [F(1, 29)=3,7054, p=0,06410] nem para a interacdo dos
fatores [F(1, 29)=0,27561, p=0,60359]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que
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0 grupo LDLr-/- fémea entrou mais nos bracos fechados do que WT fémea e LDLr-/-
macho entrou mais nos bracos fechados do que o grupo WT (machos e fémeas). O nimero
de entradas totais se deu pela soma das entradas nos bracos fechados com os bracos
abertos e esta representada na Figura 12 D, onde a ANOVA de duas vias indicou um
efeito significativo fator gendtipo [F(1, 29)=75,901, p=0,00000] e interacdo dos fatores
[F(1, 29)=4,9126, p=0,03466], mas sem efeitos significativos para o fator sexo [F(1,
29)=2,1618, p=0,15225]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDL-
/- fémea teve maior locomogdo comparada a todos 0s outros grupos e que 0s animais

LDLr-/- apresentaram maior locomogao do que os animais WT (macho e fémea).

Figura 12: Avaliacdo do comportamento do tipo-ansioso no teste do labirinto em
cruz elevado.
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Legenda: A) % de tempo que 0s animais permaneceram nos bragos abertos do labirinto em cuz elevado
(*p<0,5 em relacédo ao gendtipo e #p<0,5 em relacdo ao sexo - LDLr-/- fémea diferente de todos os outros
grupos). B) % de entradas dos animais nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (*p<0,5 em relagdo
ao gendtipo e #p<0,5 em relagdo ao sexo - LDLr-/- fémea diferente de todos os outros grupos). C) Nimero
de entradas dos animais nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado (*p<0,5 em relagdo ao genétipo
e #p<0,5 em relacdo ao sexo — LDLr-/- macho diferente de WT e LDLr-/- fémea diferente de WT fémea).
D) NUmero totais de entradas nos bragos (abertos e fechados somados) (*p<0,5 em relagdo ao genétipo e
#p<0,5 em relagdo ao sexo - LDLr-/- fémea diferente de todos os outros grupos e LDLr-/- macho diferente
do grupo WT). Os dados representam a média + EPM (n=6-9). As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se a ANOVA de duas vias seguidas do teste post-hoc de Newman Keuls.
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5.1.3 Teste do campo aberto

A Figura 13 mostra os resultados obtidos no teste do campo aberto. A distancia
total percorrida foi utilizada como parametro de locomogédo espontanea, sendo que a
ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o fator gendétipo [F(Z,
29)=17,799, p=0,00022] e sexo [F(1, 29)=5,6356, p=0,02444] sem efeitos significativos
para a interacdo dos fatores [F(1, 29)=1,7608, p=0,19487]. O teste post-hoc de Newman
Keuls indicou que o grupo LDLr-/- fémea percorreu uma distancia maior (em metros) do
que todos os outros grupos (Figura 13 A).

O tempo de permanéncia do centro do aparato foi analisado como parametro para
0 comportamento do tipo-ansioso (Figura 13 B). A ANOVA de duas vias ndo indicou
efeito significativo para o fator genoétipo [F(1, 28)=3,6995, p=0,06465], sexo [F(1,
28)=0,72123, p=0,40294] e nem para a interacdo dos fatores [F(1, 28)=2,2273,
p=0,14678].

Figura 13: Avaliacdo da locomocao e do comportamento do tipo-ansioso no teste
do campo aberto.
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Legenda: A) Distancia total percorrida (m) (*p<0,5 em relagdo ao genétipo e #p<0,5 em relacdo ao sexo —
LDLr-/- fémea diferente de todos 0s outros grupos). B) Tempo (S) que 0s animais permaneceram na regiao
central do aparato. Os dados representam a média £ EPM (n=6-9). As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando-se a ANOVA de duas vias seguidas do teste post-hoc de Newman Keuls.
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5.1.4 Teste da sociabilidade no campo aberto

A sociabilidade dos animais foi inicialmente avaliada por meio da interacdo com
um animal alvo no campo aberto e os resultados estdo apresentados na Figura 14. O tempo
na zona social durante a habituacéo (sem o animal alvo presente) e no teste (com o animal
alvo presente) foi analisado utilizando ANOVA de duas vias com medidas repetidas, a
qual indicou um efeito significativo para o fator genotipo [F(1, 28)=12,319, p=0,00154]
e para o fator repeticdo [F(1, 28)=12,188, p=0,00161], mas nao teve efeito para o fator
sexo [F(1, 28)=0,34424, p=0,56209], interacdo dos fatores [F(1, 28)=0,63563,
p=0,43201], repeticdo com genotipo [F(1, 28)=0,17907, p=0,67540], repeticdo com sexo
[F(1, 28)=0,08719, p=0,76996] e nem repeticdo com interacdo dos fatores [F(1,
28)=0,40428, p=0,53005]. O teste post-hoc de Newman Keuls ndo indicou diferencas
estatisticas significativamente relevantes (Figura 14 A).

Para analisar o tempo permanecido na zona social e nos cantos mais distantes foi
utilizado ANOVA de duas vias com medidas repetidas, a qual indicou um efeito
significativo para o fator repeticdo com interacdo no fator genétipo [F(1, 29)=5,2948,
p=0,02877]. Nao houve efeito significativo para o fator gendtipo [F(1, 29)=0,19060,
p=0,66565] para o fator sexo [F(1, 29)=1,0515, p=0,31365], interacdo dos fatores [F(1,
29)=0,54599, p=0,46590], fator repeticdo [F(1, 29)=3,1787, p=0,08508], repeticdo com
sexo [F(1, 29)=0,01787, p=089457] e nem repeticdo com interacdo dos fatores [F(1,
29)=0,41197, p=0,52601]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou as LDLr-/- fémeas
permaneceram mais tempo na zona social do que o grupo WT ficou no social, as LDLr-
/- fémeas permaneceram menos tempo nas zonas periféricas do que o grupo WT. O teste
também indicou que LDLr-/- macho ficou mais tempo na zona social e menos tempo nas
zonas periféricas do que o grupo WT (Figura 14 B).

A taxa de exploracgéo foi calculada com (Tempo no teste/(tempo no teste + tempo
na habituacéo))*100 e a ANOVA de duas vias ndo mostrou nenhuma diferenca estatistica
para o fator gendtipo [F(1, 28)=0,03033, p=0,86300], sexo [F(1, 28)=0,08585,
p=0,77168] e para a interacao dos fatores [F(1, 28)=0,04406, p=0,83526] (Figura 14 C).

O numero de entradas na zona social durante o teste foi analisado com ANOVA
de duas vias, indicando um efeito significativo para o fator genétipo [F(1, 27)=24,070,
p=0,00004] e sexo [F(1, 27)=4,3121, p=0,04749], mas sem efeitos significativos para a
interacdo dos fatores [F(1, 27)=0,40825, p=0,52824]. O teste post-hoc de Newman Keuls
indicou que as LDLr-/- fémeas cruzaram mais a zona social do que o grupo WT, ja os

LDLr-/- machos cruzaram mais a zona social do que os WT machos (Figura 14 D).
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Analisou-se também a distdncia percorrida em metros como um parametro
locomotor em cada situacdo e a comparacdo da habituacdo com o teste. A distancia total
percorrida durante a habituagdo esta apresentada na Figura 14 E, onde a ANOVA de duas
vias indicou um efeito significativo para o fator genotipo [F(1, 28)=22,772, p=0,00005]
e a interacdo dos fatores [ F(1, 28)=13,135, p=0,00114], mas sem diferenca estatistica
para o fator sexo [F(1, 28)=0,85879, p=0,36200]. O teste post-hoc de Newman Keuls
indicou que o grupo LDLr-/- fémea percorreu uma maior distancia do que todos os outros
grupos e 0os machos LDLr-/- percorreram maior distancia que WT fémea e menor que
LDLr-/- fémea. Na Figura 14 F estd demonstrado a distancia percorrida durante o teste,
onde a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o fator genétipo [F(1,
29)=12,313, p=0,00149], mas sem efeitos significativos para sexo [F(1, 29)=1,7973,
p=0,19045] nem para a interacdo dos fatores [F(1, 29)=,71843, p=0,40360]. O teste post-
hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDLr-/- fémea percorreu maior distancia que
do que o grupo WT. Quanto a comparacdo da distancia percorrida na habituacdo e no
teste (Figura 14 G), a ANOVA de duas vias com medidas repetidas indicou um efeito
significativo para o fator genotipo [F(1, 28)=25,593, p=0,00002], interacdo dos fatores
[F(1, 28)=9,7218, p=0,00419], fator repeticdo [F(1, 28)=9,7218, p=0,00419], repeticdo
com gendtipo [F(1, 28)=8,5168, p=0,00687] e repeticdo com interacdo dos fatores [F(1,
28)=11,015, p=0,00252]. Nao foi observado efeito estatistico para o fator sexo [F(1,
28)=1,2418, p=0,27460] ou para o fator repeticdo com sexo [F(1, 28)=0,13386,
p=0,71721]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDLr-/- fémea
percorreu maior distancia durante a habituacdo do que todos os outros grupos, 0 grupo
LDLr-/- macho percorreu maior distancia durante a habituacdo do que durante o teste,
além de percorrer maior distancia do que o grupo WT macho. O grupo WT macho
percorreu maior distancia na habituacdo do que no teste, além de ter percorrido maior

distancia que o grupo WT fémea no teste e menor que LDLr-/- fémea na habituacao.



Figura 14: Avaliacdo da locomocao e do comportamento social no teste da
sociabilidade no campo aberto.
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Legenda: A) Tempo na zona social durante habituacdo (sem animal alvo) e teste (com animal alvo). B)
Tempo (S) de permanéncia nas zonas distantes e na zona social durante o teste (*p<0,5 em relagdo ao
genotipo e #p<0,5 em relagéo ao sexo — ver texto). C) Taxa de exploragdo na zona social dado por (Tempo
no teste/(tempo no teste + tempo na habitua¢do))*100. D) NUmero de entradas na zona social durante o
teste (*p<0,5 em relagdo ao gendtipo e #p<0,5 em relagdo ao sexo — onde LDLr-/- fémea diferente do
grupo WT e LDLr-/- macho diferente de WT macho). E) Distancia total percorrida durante a habituagéo
(*p<0,5 em relacéo ao gendtipo e #p<0,5 em relagéo ao sexo — LDLr-/- fémea diferente de todos os outros
grupos e LDLr-/- macho diferente das fémeas). F) Distancia total percorrida durante o teste (*p<0,5 em
relacdo ao gendtipo e #p<0,5 em relacdo ao sexo — LDLr-/- fémea diferente do grupo WT). G) Distancia
total percorrida na habituacdo comparado ao teste *p<0,5 em relacdo habituacdo X teste. Os dados
representam a média £ EPM (n=6-9). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se a ANOVA de
duas vias (C, D, E e F) ou ANOVA de duas vias com medidas repetidas (A, B e G) seguidas do teste post-
hoc de Newman Keuls. *p<0,5 em relagdo ao gendtipo e #p<0,5 em relacdo ao sexo.

5.1.5 Teste de esconder esferas

O comportamento estereotipado do tipo-ansioso relacionado foi avaliado por meio
do teste de esconder esferas (Figura 15). O Teste de Kruskal-Wallis revelou que nos
primeiros 5 min o grupo LDLr-/- macho enterrou menos esferas do que o grupo WT [H
(3, N=32) =12,03257 p =0,0073] e nos tempos de 10 min [H (3, N= 32) =22,86350 p
=0,0000], 15 min [H (3, N=32) =23,86475 p =0,00001] e 20 min [H (3, N=32) =21,27523
p =0,0001]. Tanto o grupo LDLr-/- fémea quanto o LDLr-/- macho enterraram menos

esferas do que o grupo WT, indicativo de uma menor resposta de ansiedade.
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Figura 15: Avaliacdo do comportamento do tipo-ansioso no teste de esconder

esferas.
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Legenda: Grafico representando a % de esferas enterras aos 5, 10, 15 e 20min no teste de esconder esferas.
Os dados representam a média + EPM (n=6-9). As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o

teste de Kruskal-Wallis. *p<0,5 em relagdo ao gendtipo e #p<0,5 em relagdo ao sexo.

5.1.6 Teste das trés camaras

O teste das trés camaras foi realizado para avaliar o comportamento social dos
animais, sendo os resultados deste teste apresentados na Figura 16. Foi utilizado o teste t
de Student em relagdo a 33% para analisar a % de tempo que 0s grupos ficaram nos
compartimentos das trés camaras distintas, a do meio vazia, uma contendo a gaiola de
arame contendo um objeto (Lego®) e outra com a gaiola de arame contendo um
camundongo ndo familiar dentro. Todos os grupos permaneceram um tempo inferior na
camara vazia: WT macho (t=6,533; p=0,0002), WT fémea (t=3,185; p=0,0334), LDLr-/-
macho (t=5,416; p=0,0006) e LDLr-/- fémea (t=0,297; p=0,0002). Os grupos WT macho
(t=2,590; p=0,0321) e LDLr-/- macho (t=2,487; p=0,0377) ficaram mais tempo dentro do
compartimento com o estimulo social, enquanto o grupo WT fémea (t=4,365; p=0,0120)
permaneceu mais tempo no compartimento ndo social (Figura 16 A).

Quanto ao nimero de entradas nos diferentes compartimentos, foi realizado o t de
Student que indicou auséncia de diferencas significativas entre os grupos (Figura 16 B).
A distancia total percorrida nos compartimentos durante os 10 min de teste foi utilizada
como parametro locomotor, sendo que a ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo para o fator gendtipo [F(1, 29)=14,910, p=0,00058], mas sem efeitos
significativos para os fatores sexo [F(1, 29)=0,21123, p=0,64924] nem para a interacao
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dos fatores [F(1, 29)=2,9061, p=0,09894]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou
que o grupo LDLr-/- fémea percorreu uma distancia maior do que o grupo WT (Figura
16 C).

Figura 16: Avaliacdo da locomocao e do comportamento social no teste das trés
camaras.
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Legenda: A) Percentagem de tempo que os animais exploraram os compartimentos, analise da % do tempo
em relacdo a 33%. *p>0,05 quando comparado ao valor teérico de 33%. B) Nimero de entradas dos animais
em cada compartimento. C) Distancia (m) total percorrida pelos animais, onde *p<0,5 em relagdo ao
gendtipo e #p<0,5 em relagdo ao sexo — LDLr-/- fémea diferente do grupo WT. Os dados representam a
média + EPM (n=6-9). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se teste t de Student em relacdo
a 33% (A) teste t de Student (B) e a ANOVA de duas vias seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls

(©).

5.1.7 Controle do peso e do consumo alimentar dos animais

Todos os animais foram pesados no inicio do protocolo comportamental para o
controle de peso dos animais (Figura 17 A). A ANOVA de duas vias indicou um efeito
significativo para os fatores genétipo [F(1, 29)=11,087, p=0,00238] e sexo [F(1,
29)=66,691, p=0,00000], mas sem efeitos significativos para a interacdo dos fatores [F(1,
29)=0,14864, p=0,70265]. O teste post-hoc de Newman Keuls indicou que o grupo LDL-
/- macho apresentou menor peso do que os animais WT machos. Além disso, as fémeas
LDLr-/- sdo mais leves do que todos 0s outros grupos.

O controle do consumo de comida durante 7 dias da dupla ou trio de animais de
cada caixa esta representado na Figura 17 B. A ANOVA de duas vias ndo indicou um
efeito significativo para o fator gendtipo [F(1, 11)=,34925, p=0,56648], sexo [F(1,
11)=3,4250, p=0,09123] nem para a interacdo dos fatores [F(1, 11)=0,024109,
p=0,87923]. Estes resultados indicam que os animais de todos 0s grupos tiveram um

consumo de comida semelhante ao longo da bateria de testes comportamentais.

Figura 17: Controle do peso e do consumo alimentar dos animais.
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Legenda: A) Controle de peso dos animais, onde todos os grupos diferem entre si *p<0,5 em relacéo ao
genotipo e #p<0,5 em relagdo ao sexo. B) Controle de comida dos animais. Os dados representam a média
+ EPM (n=3-5). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a ANOVA de duas vias seguidas.

5.2 DOSAGENS BIOQUIMICAS

5.2.1 Niveis séricos de colesterol

Os niveis séricos de colesterol total dos animais foram avaliados ao final da bateria
de testes comportamentais e os resultados estdo apresentados na Figura 18. A ANOVA
de duas vias indicou um efeito significativo para o fator genotipo [F(1, 29)=179,86,
p=0,00000], mas sem efeitos para o fator sexo [F(1, 29)=1,3145, p=0,26096], nem para a
interacdo dos fatores [F(1, 29)=1,9225, p=0,17615]. Conforme esperado, o teste post-hoc
de Newman Keuls indicou que os niveis plasmaticos de colesterol total sdo superiores

nos animais LDLr-/- de ambos os sexos em relacdo aos grupos WT.
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Figura 18: Dosagem dos niveis séricos de colesterol total.
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Legenda: Nivel séricos de colesterol total em mg/dL. Os dados representam a média + EPM (n=6-9). As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a ANOVA de duas vias seguidas do teste post-hoc de
Newman Keuls. *p<0,5 em relagdo ao genétipo.

5.2.2 Niveis séricos de corticosterona

Os niveis sericos de corticosterona dos grupos de LDLr-/- e WT foram mensurados
pelo método de Elisa de interpolacdo na curva de absorbancia e os resultados estao ilustrados
na Figura 19. A ANOVA de duas vias ndo indicou efeito significativo para os fatores gendtipo
[F(1, 25)=0,17668, p=0,67783] e sexo [F(1, 25)=0,00524, p=0,94286], e nem para a interagcao
dos fatores [F(1, 25)=1,0149, p=0,32337].

Figura 19: Niveis séricos de corticosterona.
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Legenda: A) Curva padrdo de corticosterona em ng/mL log B) Niveis de corticosterona em ng/mL. Os
dados representam a média + EPM (n=6-9). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se ANOVA
de duas vias.
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6. DISCUSSAO

A relagdo da auséncia da expressao do receptor de LDL e o consequente aumento do
colesterol com diferencas no comportamento social e ansioso ainda é pouco pesquisada, seja
na clinica ou em modelos pré-clinicos. A literatura demonstra relevantes alteracbes de
neurotransmissao de monoaminas em pacientes com HF (SMITH; BETTERIDGE, 1997),
sabe-se que disfungdes monoaminérgicas sdo vistas em pacientes com transtornos de
ansiedade (FARAVELLI et al.,, 2012; MARTIN et al., 2009). Pesquisas pré-clinicas
demonstram que a dieta hiperlipidica (que eleva os niveis de colesterol) em camundongos
WT induzem o comportamento do tipo-ansioso nos animais (STREKALOVA et al., 2015),
apesar disso, existem poucas pesquisas com animais LDLr-/- que busquem elucidar respostas
ao dismorfismo sexual em relacdo aos comportamentos de emocionalidade nessa linhagem.
Adicionalmente, o comportamento social tem estreita relacdo fisiolégica com as emocGes
vinculadas aos transtornos de ansiedade, considerando também que baixos niveis de MAO-
A estdo associados ao comportamento antissocial (BYRD E MANUCK, 2014; NEWMAN et
al., 2005 SCOTT et al., 2008; APA, 2014), e os animais LDLr-/- apresentarem altos niveis
de MAO-A (ENGEL et al., 2016). Possiveis alteracdes nesse comportamento e sua diferenca
sexual ainda se mantinha inexplorado em camundongos LDLr-/- até 0 momento. Visando
isso, testes envolvendo comportamento social e tipo-ansioso foram realizados a fim de
desvendar essas lacunas cientificas.

O teste de discriminac¢do olfatoria foi empregado no presente estudo para descartar
que os animais dos grupos LDLr-/- ndo estivessem com qualquer déficit olfatdrio. Esse teste
foi anteriormente padronizado em nosso laboratério (PREDIGER et al., 2010;
PREDIGER; BATISTA; TAKAHASHI, 2005) modificado de (SOFFIE; LAMBERTY,
1988). O teste se baseia na ideia de que os camundongos preferem ficar em locais que
estdo impregnados com seu proprio cheiro do que em lugares com cheiros nao familiares
(PREDIGER; BATISTA; TAKAHASHI, 2005). Observamos entdo que os animais LDLr-
/- fémeas e machos foram capazes de discriminar o compartimento familiar, sendo que o
exploraram mais de 50% do tempo, apesar dos animais dos grupos WT fémea e macho nao
terem discriminado o compartimento familiar. Nossos dados diferem de achados clinicos que
demonstraram que pacientes com aumento no colesterol total apresentam uma disfuncao
olfatoria, embora ndo tenham sido detectadas alteracdes nas concentracfes de LDL nesses
pacientes (HUANG et al., 2017). Contudo, quando se trata da HF ndo ha estudos

anteriores que busquem investigar disfuncGes olfatérias em pacientes nem em modelos
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animais. Sendo entdo esse estudo pioneiro em investigar a funcdo olfatéria dos animais
LDLr-/-.

Um dos principais objetivos do presente estudo foi investigar o comportamento
do tipo-ansioso nos animais LDLr-/-, para isso foram utilizados trés testes comportamentais
diferentes. O labirinto em cruz elevado é um teste amplamente utilizado para estudos dos
comportamentos semelhantes & ansiedade em camundongos (LISTER, 1987). E um teste
com uma grande validade preditiva para triagem de drogas ansioliticas, sendo que drogas
ansioliticas aumentam o nimero de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos, enquanto
drogas ansiogénicas diminuem estes parametros (KOMADA; TAKAO; MIYAKAWA,
2008). E considerado que tanto os bragos abertos quanto os fechados evocam o mesmo
estimulo exploratdrio em razdo do fator novidade e levam os roedores a responderem
defensivamente quando expostos a lugares abertos e altos. Entretanto, a esquiva dos
bracos abertos € considerada a inducdo de niveis mais elevados de comportamento do
tipo-ansioso (RODGERS; DALVI, 1997), sendo que esse comportamento aversivo
estaria relacionado ao medo de lugares abertos e elevados (KOMADA; TAKAO;
MIYAKAWA, 2008).

No presente estudo observou-se que as fémeas LDLr-/- apresentaram uma reducao do
comportamento do tipo-ansioso, caracterizado pelo maior tempo e maior nimero de
entradas nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado, quando comparado ao grupo
controle. Este achado corrobora resultados prévios que também demonstraram um
comportamento do tipo-ansioso diminuido nas LDLr-/- fémeas visto pelo maior tempo de
permanéncia nos bracos abertos (SZCZEPANIK, 2015; MACHADO, 2016). Ainda é
escasso 0s trabalhos que tentam elucidar os mecanismos por tras da diminuicdo
comportamento do tipo-ansioso evidenciado nos fémeas LDLr-/- e a diferenca sexual
observada nesse comportamento.

Apesar disso, artigos da literatura demonstram que camundongos machos (JANG
et al., 2019;; JEONG et al., 2019), fémeas (STREKALOVA et al., 2015) e ratos
(ALREFAIE, 2015) tratados com dieta rica em gordura que desenvolverem colesterol alto
tem um comportamento do tipo ansioso exacerbado. O aumento dos niveis de
glicocorticoides, como a corticosterona, em decorréncia do aumento da atividade do eixo
HHA, pode levar a transtornos de ansiedade (MARTIN et al., 2009). Como o colesterol
é precursor de hormdnios esteroides (NELSON; COX, 2014), a elevagdo deste pode ter
relacdo com o aumento da esteroidogénese e 0 aumento da corticosterona levar a

hiperatividade do eixo HHA, o que explicaria no aumento do comportamento do tipo-



52

ansioso em animais expostos a uma dieta rica em gordura. Por outro lado, Machado
(2016) evidenciou que a dieta rica em gordura faz com que as fémeas C57BL/6 tenham
uma diminui¢do do comportamento do tipo-ansioso no teste do labirinto em cruz elevado,
mostrando que ha controversas na literatura. Portanto, ndo se tem certeza de que a
diminuicdo do comportamento do tipo-ansioso nas fémeas LDLr-/- pode estar
diretamente ligada ao aumento do colesterol ou entdo a delecdo do LDLr, ou outras
alteracGes bioguimicas presentes nos animais LDLr-/-. Necessitando-se assim de mais
estudos.

Além disso, devemos levar em conta que a inibicdo comportamental induzida pela
area de risco néo foi suficiente para o0 comportamento exploratorio das fémeas LDLr-/-.
Entretanto, apesar de ter sido observado um aumento do comportamento exploratorio
tanto nas fémeas quanto nos machos LDLr-/-, visto pelo aumento no nimero de entradas
nos bracgos fechados quando comparado ao grupo WT, nédo foi observado diferenca entre
0s grupos de LDLr-/-. Demonstrando aqui que possivelmente a diminuicdo do
comportamento de risco relacionado ao comportamento do tipo-ansioso pode néo ter
relagdo com a hiperlocomocao.

De maneira interessante, fazendo um paralelo com a HF em humanos, um estudo
de meta-analise revelou que 4 estudos clinicos indicaram que pacientes com HF tinham
sintomas ligeiramente mais baixos de ansiedade em relacdo aos controles da populacao
em geral (AKIOYAMEN et al., 2018). Um outro estudo com pacientes homozigéticos
para HF na Turquia revelou que somente 10% tinham risco aumentado de transtorno de
ansiedade, adicionalmente criangas tinham uma propensao ainda menor de desenvolver
esse transtorno, porém para a depressao e o risco nos pacientes analisados foi de 30,4%
(KAYIKCIOGLU et al., 2019). No entanto, alguns estudos clinicos envolvendo a
investigacdo da ansiedade em pacientes com HF demonstram que a ansiedade observada
é na verdade em relacdo ao diagnéstico positivo da doenca e ndo a algum tipo de
transtorno de ansiedade (CIVEIRA et al., 2004; JONGH et al., 2007; MARTEAU et al.,
2004).

Outro teste utilizado para a avaliagdo do comportamento do tipo-ansioso nos
camundongos foi o teste do campo aberto, ele foi desenvolvido por Calvin S. Hall em
1932 e hoje é amplamente utilizado para a avaliacdo de parametros relacionados a
ansiedade e locomocgdo. Como o0s animais sdo colocados em um ambiente novo, isto gera
uma relacéo de conflito para a exploracdo da novidade. Esse conflito pode desencadear o

comportamento tipo-ansioso nos animais a partir de dois fatores: o animal € abruptamente
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separado dos outros animais da sua caixa e a arena é muito grande em relacao a sua caixa,
tornando-se um ambiente agarofébico (PRUT; BELZUNG, 2003). Leva-se em conta
nesse contexto o comportamento de tigmotaxia, que é o comportamento de andar perto
das paredes do aparato usando componentes sensoriais através das vibrissas, 0s roedores
espontaneamente preferem ficar nos cantos do aparatos do que andando no centro do
aparato (PRUT; BELZUNG, 2003; BELOVICOVA et al., 2017). Um aumento do tempo
de exploracdo na area central do aparato € utilizado como um indicativo de reducdo de
respostas de ansiedade no campo aberto (KOPP et al., 1997). Apesar das fémeas do grupo
LDLr-/- apresentarem uma diminui¢do do comportamento do tipo-ansioso no teste do
labirinto em cruz elevado, no campo aberto os grupos LDLr-/- ndo apresentaram
alteracfes nesse comportamento. Esses resultados replicam a literatura que demonstra
que ndo ha diferencas quanto ao tempo no centro do aparato nos grupos de animais LDLr-
/- em comparagéo aos WT (ELDER et al., 2008; LOPES, 2015).

Ao contrario dos nossos achados, que observamos apenas hiperlocomocao nas
fémeas LDLr-/-, em virtude de terem percorrido maior distancia no campo aberto. Elder
et al. (2008) observaram este fendtipo de hiperlocomoc¢do também em camundongos
LDLr-/- machos. Além do campo aberto, as fémeas LDLr-/- apresentam essa
hiperlocomocdo no teste de discriminacao olfatoria e no teste das trés camaras, pela maior
distancia percorrida nos testes quando comparado aos outros grupos. A hiperlocomogéo
também ficou evidente pelo maior nimero de entradas nos bracgos fechados no teste do
labirinto em cruz elevado. Esses achados vao de encontro a resultados prévios do nosso
grupo que foram observadas respostas de hiperlocomocdo em camundongos LDLr-/-
fémeas (SZCZEPANIK, 2015).

No presente estudo, foi utilizado o teste de enterrar esferas para avaliar o
comportamento estereotipado do tipo-ansioso. Esse teste € comumente usado para
triagem de agentes ansioliticos, descrito primeiramente por Broekkamp et al. (1986) os
quais relataram que o uso de bolinhas de gude ndo seriam objetos nocivos para 0s
roedores, mas forneceriam estimulos ndo condicionados eficazes e suficientes para
iniciar o comportamento de enterrar. Porém, foi s6 em 1991 que o teste comegou a ser
usado para a avaliacdo de comportamentos estereotipados (sendo relacionados a
comportamentos compulsivos observados no TOC) (NJUNG’E; HANDLEY, 1991).
Alguns autores dizem que as esferas desencadeiam o comportamento de enterrar inato
dos roedores e que 0s animais nao necessariamente gostam de enterrar as bolinhas de
gude (DIXIT; SAHU; MISHRA, 2020; GYERTYAN, 1995). O TOC em humanos é
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caracterizado por dois componentes: obsessao (pensamentos repetidos relacionados por
exemplo a contaminagéo, assuntos sexuais ou religiosos) e compulsdo (comportamento
repetido de avaliacdo de conflito, como lavar vérias vezes a mdo), as quais s&o
manifestacdes comportamentais quantificiveis, que, portanto, envolve comportamento
compulsivo de acGes repetitivas (HOFFMAN, 2011), acdo essa observada em roedores
quando expostos as bolinhas de gude (DIXIT; SAHU; MISHRA, 2020).

Apesar de dados da literatura demonstrarem que pacientes com TOC apresentam
niveis elevados de colesterol (PETER et al., 2002; PETER; TABRIZIAN; HAND,
2000), estudos clinicos demonstraram que niveis reduzidos de colesterol HDL estariam
relacionados ao aumento e gravidade do transtorno de ansiedade relacionado ao TOC
(DOUGLAS; NASRALLAH, 2019). Como um achado inédito referente a esse
comportamento em modelo pré-clinico da HF, observamos que o resultado
comportamental do teste de enterrar esferas corrobora os resultados observados no teste
do labirinto em cruz elevado, uma vez que as fémeas LDLr-/- enterraram menos esferas
do que o grupo controle nos tempos 10, 15 e 20 min, sendo indicativo de uma reducao
de comportamentos do tipo-ansioso. Outro achado importante é que neste teste os
machos LDLr-/- também apresentaram a diminuicdo do comportamento do tipo-ansioso
em todos os tempos analisados, quando comparado ao grupo WT. Pesquisas anteriores
revelaram que o tratamento com anfetaminas (que aumentam a neurotransmissdo
dopaminérgica e noradrenérgica) reduz o comportamento de camundongos de enterrar
esferas, ao mesmo tempo que aumentam a locomogéo dos animais no teste (BORSINI;
PODHORNA; MARAZZITI, 2002; LI; MORROW; WITKIN, 2006). Este perfil
comportamental é semelhante ao observado para camundongos LDLr-/- fémeas, nos
levando a especulacéo de que estas alteragcdes comportamentais possam ter relagdo com
alteragdes nestes sistemas de neurotransmissdo. Trabalhos futuros sdo necessarios para
investigar esta questao.

No presente estudo foi avaliado com pioneirismo o comportamento social em
camundongos LDLr-/- machos e fémeas. Os dois testes de sociabilidade utilizados neste
trabalhado avaliam a abordagem social sem a interacdo, o animal alvo € apresentado a um
animal ndo familiar, de mesmo sexo e idade aproximada, por meio de barras de arrame,
permitindo assim somente o contato olfativo, visual e auditivo. Nao possibilitando o
contato tatil e evitando interagfes agressivas e sexuais, garantindo ser uma medida de
interesse em se aproximar e permanecer na presenca de outro animal, assegurando um
comportamento social proativo (SILVERMAN et al., 2010).
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Para o teste de sociabilidade no campo aberto, foi utilizado a padronizacéo feita
em 2013 por Caroline Hammels, para esse teste se utiliza o aparato do campo aberto apds
o0 animal ja ter sido submetido em um primeiro momento a ele. Apesar disso, 0S grupos
ainda sdo colocados por 150 segundos em habituagdo com uma gaiola de arame vazia
para, apds um periodo de 1 minuto, serem colocados novamente na arena, agora com um
animal estranho dentro da gaiola por, novamente, 150 segundos (KRISHNAN et al.,
2007, BERTON et. al., 2006). Nossos achados demonstraram um aumento na
sociabilidade dos animais do grupo LDLr-/-, visto que ficaram mais tempo na zona social
do que na zonas periféricas do aparato, além do maior nimero de entradas na zona social
durante o teste. Esses achados parecem ndo ter relacdo com a locomo¢do do machos
LDLr-/-, devido ao fato dos animais desse grupo terem percorrido maior distancia que o
grupo WT na habituacdo, mas no teste ndo foi observado diferencas significativas. Porém,
0 mesmo néo pode ser dito para as fémeas LDLr-/-, pelo fato destas terem percorrido
maior distancia do que todos os outros grupos, tanto na habituacao, quanto no teste.

Outro teste que € bastante utilizado para medir o comportamento social proativo
é o teste das trés camaras, originalmente proposto por Moy et al. (2004). Neste teste
quantificamos a preferéncia do animal por passar o tempo na cdmara com um animal da
mesma espécie, em relacdo a cAmara com um objeto inanimado ou a cadmara vazia
(O’TUATHEIGH et al., 2007; DESBONNET et al., 2012; NADLER et al., 2004).
Observamos que os camundongos machos, tanto LDLr-/- quanto WT, permaneceram
mais tempo na camara com o animal, demonstrando um aumento na sociabilidade em
comparagdo aos outros grupos. Neste teste também foi observado que as fémeas WT
permaneceram mais tempo na camara sem o animal alvo, demonstrando uma menor
sociabilidade proativa. Entretanto, as fémeas LDLr-/- ndo apresentaram diferencas
significativas neste teste, mas houve uma tendéncia a diminuicdo da sociabilidade,
indicado pela maior permanéncia destas na camara sem o animal novo. Quando
analisados conjuntamente, os resultados dos dois testes de sociabilidade demonstraram
um aumento na sociabilidade dos animais LDLr-/-, principalmente nos machos.

Os achados do presente estudo sustentam nossa hip6tese de que os animais LDLr-
/- teriam comportamento social elevado, possivelmente devido ao aumento da atividade
da MAO-A observada nos animais LDLr-/- da mesma col6nia da UFSC no estudo de
Engel et al. (2016). A enzima MAO-A ¢ responsavel pela degradacdo de dopamina,
norepinefrina e serotonina no terminal pré-sindptico nos neurdnios e esta relacionada ao
comportamento social (DEL-BEN, 2005; TOMANINI, 2021). A baixa atividade da
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MAO-A é relatada em casos de comportamento antissocial e violéncia em humanos
(NILSSON et al., 2015; FERGUSSON et al., 2011; FERGUSSON et al., 2012), em
roedores (BORTOLATO etal., 2013; SCOTT et al., 2008) e em macacos, principalmente
quando relacionado ao fator ambiental de cuidado parental (NEWMAN et al., 2005).

Apesar de ndo haver estudos clinicos e pré-clinicos relacionando a HF com
diferencas no comportamento social, Otsuka et al. (2019) demonstraram que
camundongos C57BL/6 machos quando submetidos a uma dieta rica em gordura, que
leva consequentemente ao aumento do metabolismo de colesterol no figado, ndo
apresentam comportamento de evitagdo social. Outros artigos evidenciaram que niveis
mais baixos de colesterol estdo presentes em pacientes humanos violentos e antissociais
(GOLOMB, 1998; HILLBRAND et al., 2000), alem de ter relagdo com o aumento da
violéncia criminal (GOLOMB; STATTIN; MEDNICK, 2000). Destacando que essa
associacao € encontrada principalmente em homens (TOMSON-JOHANSON; HARRO,
2018). Em paralelo a isso, nossos achados mostraram também que os camundongos
LDLr-/- machos teriam um comportamento social mais acentuado do que as fémeas no
teste das trés camaras, podendo ser uma evidéncia de que os machos sdo mais susceptiveis
a variagOes desse comportamento.

Ao final do protocolo comportamental, o sangue dos animais foi coletado para as
andlises bioquimicas para quantificacdo de colesterol total e corticosterona. Como esperado,
observamos que o0s animais LDLr-/- apresentam um aumento de duas vezes nos niveis de
colesterol total comparados a animais WT. Estes achados corroboram resultados prévios da
literatura que demonstram niveis elevados de colesterol nos animais LDLr-/- (MOREIRA,
2013; DE OLIVEIRA, 2011; DE PAULA, 2015; ENGEL, 2016).

Tanto o comportamento social, como os transtornos de ansiedade (e a ansiedade
por si s6) sofrem grande influéncia do eixo HHA, sendo que o aumento da atividade do
eixo libera mais glicocorticoide e causa aumento em respostas relacionadas a ansiedade
(MARTIN et al., 2009) e reducdo em comportamentos sociais (RAULO; DANTZER,
2018). Pensando nesses resultados presentes na literatura, e tendo em vista a diminuicéo
do comportamento do tipo-ansioso e 0 aumento do comportamento social nos animais
LDLr-/-, seria esperado uma diminuicdo dos niveis de glicocorticoides decorrente de uma
possivel baixa atividade do eixo HHA.

Entretanto, o colesterol ¢ a molécula precursora de hormonios esteroides
(incluindo glicocorticoides), como a corticosterona em roedores, e 0 eixo HHA ¢
responsavel pela liberagdo de glicocorticoides. O colesterol é inicialmente convertido em
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pregnenolona, sendo essa etapa regulada pelo horménio ACTH, a pregnenolona vai ser
convertida em progesterona pela enzima 3-p-desidrogenase, a progesterona por sua vez é
convertida desoxicorticosterona pela  21-B-hidroxilase, que € convertida em
corticosterona atraves da 11-B-hidroxilase (NELSON; COX, 2014; RANG; DALE,
2011). Diante da importancia do colesterol para a sintese de horménios glicocorticoides
e que os animais LDLr-/- apresentam um aumento de 2 vezes no colesterol circulante, o
teste de ELISA para medir os niveis de corticosterona nos animais foi realizado. Os
resultados aqui obtidos demonstraram que ndo ha diferencas estatisticas entre 0s niveis
de corticosterona nos grupos de LDLr-/- e WT. Nossos resultados vao em consonancia a
um estudo anterior que indicou que os animais LDLr-/- ndo apresentam producao de
corticosterona alterada, indicando que apesar do receptor de LDL ser responsavel pela
entrega de LDL e consequentemente colesterol a célula, ele ndo desempenha um papel
importante na entrega de colesterol para a esteroidogénese adrenal nesses camundongos.
(KRAEMER et al., 2007).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou uma reducdo nos comportamentos relacionados a
ansiedade em camundongos LDLr-/-, principalmente em fémeas, refutando nossa
hipdtese original de que a hipercolesterolemia observada neste modelo de HF promoveria
respostas ansiogénicas. Além disso, esse foi o primeiro trabalho a abordar o
comportamento olfatério e social dos animais LDLr-/-, sendo que comprovamos nossa
hipdtese de que os animais LDLr-/- teriam comportamento social elevado, sem a presenca
de déficits olfatorios. Estudos adicionais sdo necessarios para esclarecer se estas
alteracdes em respostas de emocionalidade observadas em camundongos LDLr-/- estdo
relacionadas a hipercolesterolemia, a delecdo do LDLr, ou ambos, e quais mecanismos

moleculares estariam envolvidos nestas alteragdes.
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