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1. INTRODUGAO

O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é um dos transtornos psiquiatricos mais
prevalentes no mundo, afetando milhdes de pessoas e representando uma das
principais causas de incapacidade global (World Health Organization, 2023). Sua
etiologia é complexa e multifatorial, envolvendo interagdes entre fatores genéticos,
ambientais e epigenéticos, que modulam a expressao génica e influenciam a
suscetibilidade individual as patologias (Nestler et al., 2016).

Nos ultimos anos, a epigenética tem se destacado como um campo promissor
na investigacdo dos mecanismos moleculares associados ao TDM. Modificagdes
epigenéticas, como a metilagdo do DNA, atuam como reguladores dinadmicos da
atividade génica sem alterar a sequéncia do DNA, permitindo respostas adaptativas
ao ambiente (Sullivan, Neale, & Kendler, 2000). Evidéncias indicam que perfis de
metilacdo podem estar associados tanto a vulnerabilidade quanto a resiliéncia
frente ao estresse crénico, um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento do TDM (Bagot et al., 2014; Pefa et al., 2019).

Modelos animais, como o estresse crénico moderado e imprevisivel (Chronic
Unpredictable Mild Stress — CUMS) em camundongos, tém sido amplamente
utilizados para investigar os mecanismos neurobioldgicos e moleculares do TDM.
Esse modelo mimetiza com alto poder translacional o impacto que o estresse pode
induzir nos individuos, permitindo o estudo das bases epigenéticas de
suscetibilidade ou resiliéncia ao estresse (Willner, 2017; Antoniuk et al., 2019). A
identificacdo de biomarcadores epigenéticos associados a esses fendtipos pode
apresentar potencial inovagao para aprimorarmos 0s conhecimentos sobre
predicao do risco individual aos efeitos deletérios do estresse, e consequentemente
o desenvolvimento do TDM, possibilitando ainda, subsidiar estratégias de
prevencao e tratamento personalizados (Nestler et al., 2016; Kim et al., 2021).

Dessa forma, este estudo tem como principal objetivo investigar o perfil de
metilagdo global do DNA em diferentes estruturas cerebrais de individuos
suscetiveis e resilientes ao estresse.

2. METODOLOGIA
Vinte e sete (27) camundongos machos C57BL/6 de 6 a 8 semanas, oriundos

do biotério central da Universidade Federal de Pelotas foram obtidos para o estudo
(7 controles e 20 intervengao). Apés periodo de adaptagao ao biotério (1 semana),
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os animais foram submetidos ao teste de consumo de sacarose individual. Apds
jejum hidrico e alimentar de 5 horas uma solugao de sacarose 1% foi disponibilizada
e o volume consumido por cada individuo foi mensurado. Cinco semanas apos
treinamento do consumo de sacarose, foi estabelecido a média de consumo de
cada animal (Baseline). Na semana seguinte 20 camundongos foram submetidos
ao protocolo do CUMS (6 semanas) e o consumo de sacarose foi avaliado
semanalmente. Durante todo o periodo o peso dos animais foi aferido. Abaixo, o
delineamento experimental ¢ ilustrado (Figura 1).

ApoOs avaliagdo dos parametros hedénicos dos grupos, os animais foram
eutanasiados com isoflurano puro, estrutura cerebral de cértex pré-frontal e
hipocampo forma obtidos. O DNA foi extraido, realizou-se a conversdo das
Citosinas nao metiladas em Uracila (kit zymo research) e posteriormente o ensaio
de metilacdo global do DNA utilizando a plataforma /llumina Infinium Mouse
Methylation BeadChip foi realizado. Atrav'ss de técnicas de bioinformatica os
padrées de metilagdo comparando os diferentes grupos experimentais (controle X
suscetivel ao CUMS
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 275458 sitios CPGs analisados, uma diferenga estatisticamente significativa
nos niveis de metilacdo do DNA de 387 sitios CpG na regiao cerebral do hipocampo
comparando 0s grupos controles aos suscetiveis ao estresse foram identificadas.
Dentre todos os sitios CpG diferencialmente metilados, 340 (87.85%) estavam
hipometilados no grupo suscetivel ao estresse, enquanto 47 (12,14%) estavam
hipermetilados (Figura A). Em contraste, considerando a comparagéao entre o grupo
controle e o grupo resiliente, também no hipocampo, foram observados uma
diferenga estatisticamente significativa nos niveis de metilagdo do DNA de 71 sitios
CpG. Dentre todos os sitios CpG diferencialmente metilados, 42 (59.16%) estavam
hipometilados no grupo resiliente ao estresse, enquanto 29 (40,84%) estavam
hipermetilados (Figura A). Cinco alteragbes foram comuns a ambos 0s grupos,
destas 2 foram hipometiladas. Ainda no hipocampo, comparando os sitios CPGs
diferentemente metilados do DNA dos grupos Suscetiveis e Resilientes ao
estresse, foram encontrados 113 diferencgas estatisticas, das quais 88 (77.87%)
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foram hipometiladas, enquanto 25 sitios (22.12%) CPGs foram hipermetilados
(Figura A)

Em analises do Cortex pré-frontal uma diferenga estatisticamente significativa nos
niveis de metilagdo do DNA de 93 sitios CpG comparando os grupos controles aos
suscetiveis ao estresse foram identificadas. Dentre todos os sitios CpG
diferencialmente metilados, 53 (56.98%) estavam hipermetilados no grupo
suscetivel ao estresse, enquanto 40 (43,01%) estavam hipometilados (Figura B).
Em contraste, considerando a comparagao entre o grupo controle e o grupo
resiliente, também no cortex pré-frontal, foram observados uma diferencga
estatisticamente significativa nos niveis de metilagdo do DNA de 27 sitios CpG.
Dentre todos os sitios CpG diferencialmente metilados, 14 (51.85%) estavam
hipermetilados no grupo suscetivel ao estresse, enquanto 13 (48,14%) estavam
hipometilados (Figura B). Trinta e duas alteragbes foram comuns a ambos os
grupos, estando hiper ou hipometiladas. Por fim, no cértex Pré-Frontal comparando
os sitios CPGs diferentemente metilados do DNA dos grupos Suscetiveis e
Resilientes ao estresse, foram encontradas 112 diferencas estatisticas, das quais
58 (51.78%) foram hipometiladas, enquanto 54 sitios (48.21%) CPGs foram
hipermetilados (Figura B).

Ziamvs -

Concluséao

Diante do conjunto de dados obtidos, observamos que o estresse crénico modula
de maneira distinta os parametros epigenéticos de metilagdo do DNA, de acordo
com a resposta individual e com a estrutura cerebral analisada. Nossos resultados
indicam que, entre os individuos suscetiveis ao estresse, um numero maior de
genes apresenta alteracbes em seus mecanismos de regulacdo da traducao,
especialmente no hipocampo, em comparacdo aos individuos resilientes e a
estrutura do coértex pré-frontal. Além disso, a maioria das alteragdes identificadas
corresponde a hipometilagdo do DNA, a qual pode resultar na ativacao de vias de
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transcricdo possivelmente implicadas nas respostas fenotipicas observadas nos

animais classificados como suscetiveis ao estresse. Ressaltamos que os
resultados apresentados aqui sdo observagdes iniciais € que ainda serao
ampliadas.
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