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RESUMO

Determinacdo de alteracBes na expressdo génica, fendtipos comportamentais e
padrdes neurobiologicos em ratos adultos com elevada e baixa atividade
exploratéria privados de sono paradoxal na adolescéncia.

O temperamento pode ser considerado como a base do humor, do comportamento e da
personalidade, tem uma base bioldgica forte, manifesta-se cedo no desenvolvimento do
individuo, norteia a formagdo dos habitos sendo relativamente estavel no decorrer do
tempo. Evidéncias sugerem que o temperamento e os tracos de personalidade
predispem aos transtornos de humor. Em funcéo disso, é importante identificar fatores
bioldgicos associados as distintas caracteristicas do temperamento, como diferencgas na
expressdo génica e marcadores neuroquimicos para ajudar a dar mais evidéncias
relacionadas a etiopatogenia de transtornos mentais como depressdo e TAB. Dessa
forma, o presente estudo tem como objetivo determinar alteracdes geno-fenotipicas em
ratos adultos com elevada (HE) e baixa atividade exploratoria (LE) expostos ou nédo a
privacdo de sono paradoxal na adolescéncia. Na avaliagdo das bases neurobioldgicas do
temperamento foram selecionados ratos HE e LE de acordo com o seu perfil
exploratério em um teste campo aberto, dessa forma foi utilizado um modelo de mania
induzido por privacdo do sono de base temperamental. Foram avaliados testes
comportamentais para atividade locomotora e exploratdria, ansiedade, cognicao,
depressdo, investigacdo de expressdo génica dos genes do reldgio, estresse oxidativo e
inflamacdo. Os resultados deste estudo mostraram que as diferencas comportamentais
individuais, aqui chamadas padrdes exploratorios podem ser caracterizadas em ratos.
Fazendo uma translacdo para o ser humano estes padrGes exploratdrios refletem
caracteristicas temperamentais que influenciam uma variedade de comportamentos e
parametros neuroquimicos e genéticos em resposta ao meio ambiente. Dessa forma,
nossos resultados apontam para uma forte interacdo entre padrdes exploratérios em
animais (associados ao temperamento no ser humano) e eventos estressores na
adolescéncia contribuindo para o desenvolvimento de alteragdes comportamentais tipo
depressdo ou mania na idade adulta, mostrando que a sele¢do de animais com base no
seu padrdo exploratério pode ser uma alternativa interessante para a conducdo de

pesquisas com modelos animais com validade translacional em psiquiatria.

Palavras-chave: : Temperamento, Transtorno Afetivo Bipolar, Genes do Reldgio



ABSTRACT

Determination of alterations in gene expression, behavioral phenotypes and
neurobiological patterns in adult rats with high and low exploratory activity
deprived of paradoxical sleep in adolescence

Temperament can be considered the basis of humor, behavior and personality, they have
strong biological basis, early development of the individual. Evidences suggests that
temperament and personality traits predispose to the mood disorders. Because of this, it
iIs important to identify biological factors associated with various temperament
characteristics, such as differences in gene expression and neurochemical markers to
help further evidence related to the etiopathogenesis of mental disorders such as
depression and BD. (HE) and low exploratory activity (LE) exposes or not paradoxical
sleep deprivation in adolescence. In the evaluation of the neurobiological basis of
temperament, HE and LE tests were selected according to their exploratory profile in an
open field test, a model of mania induced by temperamental sleep deprivation was used.
Behavioral tests for locomotor activity and exploratory analysis, anxiety, cognition,
depression, gene expression investigation of the clock genes, oxidative stress and
inflammation were evaluated. The results of this study show that as individual
behavioral factors, the exploratory patterns can be characterized in rats. By doing a
translation for the human being these exploratory patterns reflect temperamental
characteristics that influence a variety of behaviors and neurochemical and genetic
parameters in response to the environment. Thus, our results for a strong interaction
between exploratory patterns in animals and stressful events in adolescence contributing
to the development of behavioral control type depression or mania in adulthood,
showing that a selection of animals based on their exploratory pattern may be an
alternative Interesting for conducting research with models with translational validity in
psychiatry.

Key words: Temperament, Bipolar Affective Disorder, Clock Genes
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1. INTRODUCAO

1.1 Temperamento e Personalidade

Personalidade pode ser descrita como uma organizacao dinamica, que a partir de
um sistema psicobioldgico individual regula a cognicéo, a emocédo, o humor, o controle
dos impulsos e as relacBes sociais, modulando, portanto, a adaptacdo ao ambiente
(CLONINGER, SVRAKIC e PRZYBECK, 1993). A personalidade se caracteriza pela
maneira COMo a pessoa pensa, sente, age, aprende a partir de suas experiéncias, percebe
e se relaciona com 0 seu meio, bem como pensa sobre si, 0 outro € 0 mundo
(CLONINGER, SVRAKIC e SVRAKIC, 1997). E o resultado da percepcéo interna de
si mesmo, do meio ambiente e de suas experiéncias subjetivas (CLONINGER e
SVRAKIC, 1999).

O temperamento, por sua vez, pode ser considerado como a base do humor, do
comportamento e da personalidade, e popularmente se refere ao jeito de ser de cada
individuo (LARA et al., 2006). Esta relacionado a natureza emocional, perceptual e
cognitiva. Tem uma base biologica forte sendo relativamente estavel no decorrer da
vida, mas também sofre influéncias do meio e da cultura (ROTHBART et al., 2000;
ASENDOREF, 2004; ROTH, 2013). Para Cloninger et al. (1993) as dimensGes do
temperamento sdo independentemente hereditarias, manifestam-se cedo no
desenvolvimento do individuo e norteando a formacéo dos habitos e funcdes cognitivas
futuras, pois estdo ligadas as sensacGes e motivacdes basicas e automaticas do
individuo. Evidéncias sugerem que o temperamento e 0s tracos de personalidade
predispdem aos transtornos psiquidtricos (CLONINGER et al., 1993; LARA e
AKISKAL, 2006) em sua grande maioria sendo recorrentes e cronicos (INSEL, 2005).

O termo temperamento refere-se as tendéncias inatas que constituem a
personalidade e pode ser definido como a tendéncia que o individuo tem para
determinados padrdes de reatividade emocional, de expressividade afetiva e niveis de
sensibilidade diante de estimulos (MERIKANGAS et al., 1998), ou, em uma definigédo
mais simples, uma espécie de elemento constitucional e genético, que passa a ser
elaborado para se constituir a personalidade que é aquilo que o sujeito € na realidade
(ALLPORT, 1961).
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Portanto, o conceito de personalidade se refere a interacdo de fatores inatos,
representados pelo temperamento, com fatores ambientais, que, de forma dinamica,
moldam as caracteristicas individuais. Esse padrdo conceitual é similar ao modelo
estresse-diatese, no qual uma predisposicdo genético-biologica (diatese) interage com
eventos de vida (estresse) resultando em determinados comportamentos (MONROE &
SIMONS, 1991).

O conceito de temperamento surgiu ha cerca de 400 anos A.C. com Galeno e
Hipocrates. Os temperamentos foram, entdo, classificados como colérico, melancdlico,
sanguineo e fleumatico, baseando-se nos quatro elementos do filésofo Empédocles:
agua, ar, terra e fogo (STRELAU, 1998; AKISKAL, 2005). No inicio do século XX,
Kraepelin propds os estados fundamentais: depressivo, ciclotimico, irritavel e
hipertimico, que correspondem ao que hoje chamamos de temperamentos afetivos
(KRAEPELIN, 1921). Desde entdo, varias autores como Eysenck (1987), Cloninger
(CLONINGER et al.,1993), Akiskal (AKISKAL et al.,1989) e outros apresentaram
propostas de classificacdo e distingdo dos 12 temperamentos, sendo que na psiquiatria
0s mais estudados sdo o modelo psicobioldégico de Cloninger e o modelo de

temperamentos afetivos de Akiskal.

Além de caracterizar os temperamentos afetivos como tracos de manifestacdes
psicopatoldgicas do humor, Akiskal utilizou principios darwinianos para caracteriza-los
também como componentes essenciais da natureza psicologica humana. Assim, sua
teoria traz, por exemplo, que o tipo hipertimico caracteriza um estilo de vida mais
exuberante, otimismo e confiangca, 0 que em uma perspectiva evolucionéria, favorece a
lideranca, a exploracdo da territorialidade e ao acasalamento. Em contraste, o
temperamento depressivo estaria mais associado com uma hipersensibilidade ao
sofrimento, atributo evolutivo a principio vantajoso para cuidadores de criangas, jovens
e pessoas doentes. O temperamento ansioso estaria associado a uma exagerada
predisposicdo a preocupar-se com a sobrevivéncia do préprio fen6tipo, o que seria 0
paradigma evolutivo da prote¢do do parentesco. Assim, 0s temperamentos depressivo e
ansioso promoveriam comportamentos altruistas, porém estariam mais propensos ao
sofrimento e a preocupagéo exagerada. O ciclotimico humor imprevisivel e instavel, que

muda rapidamente ou de maneira desproporcional aos fatos; fases de grande energia,
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entusiasmo e agilidade que se alternam com outras fases de lentiddo, perda de interesse
e desanimo. (AKISKAL, 1998, 2001; AKISKAL & AKISKAL, 2005).

A principio, Cloninger (1987) esboc¢ou trés dimensdes de personalidade
independentes para identificar padrdes de reacBes a estimulos especificos: busca de
novidade (novelty seeeking), a tendéncia para a excitacdo em resposta a estimulos novos
ou recompensadores; fuga ao dano (harm avoidance), a tendéncia a responder
intensamente aos sinais de estimulos adversos; e a dependéncia de recompensa (Reward
Dependence), a tendéncia a responder intensamente aos sinais de recompensa e manter
um comportamento anteriormente associado com ela. O modelo foi submetido a uma
revisao se destacando uma quarta dimensdo do temperamento: uma das subdimensdes
da Dependéncia de Recompensa, a persisténcia (persistence) (CLONINGER,
SVRAKIC e PRZYBECK, 1993). Estes tragos de personalidade sdo hipoteticamente
relacionados aos sistemas neurotransmissores subjacentes, especialmente o
dopaminérgico e o serotoninérgico. As duas principais dimensfes de carater sdo o
autodirecionamento (self-directedness) e o cooperativismo (cooperativeness), 0s quais
medem tracos de maturidade respectivamente relativos a individualidade do sujeito e a
sua adaptacdo social. Assim, eles sdo negativamente correlacionados com o risco para
desenvolvimento de transtorno de personalidade por um paciente (PELISSOLO E
CORRUBLE, 2002).

A partir do consenso de que o temperamento tem componentes genéticos que
estdo subjacentes as alteracdes neurobioldgicas, é suscitada a ideia de que familiares
poderiam carregar consigo mais caracteristicas em comum de temperamento. Outra
ideia vidvel é a de que determinados polimorfismos genéticos poderiam estar associados
as caracteristicas individuais do temperamento. Tais ideias serdo temas de discussdo no

préximo tdpico dessa introducéo.
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1.2 Bases Neurobioldgicas do temperamento

O temperamento comeca a se formar em vida intrauterina a partir da 72 semana
da gravidez. E a partir do sistema vegetativo, pela base do sistema limbico, e que inclui
o hipotdlamo, a area pré-Optica e a hipofise, a amigdala central, a area septal, a
substancia cinzenta periaquedutal e os nucleos vegetativos do tronco encefalico. Esse
conjunto de estruturas controla comportamentos necessarios a sobrevivéncia de todos 0s
mamiferos, cria e modulam fun¢fes como regulacdo da temperatura corporal, circulagdo
do sangue, respiracdo, digestdo, ciclo sono-vigilia além de regular comportamento
afetivo espontaneo, como agressividade, medo, raiva, comportamento de luta e fuga,
sexualidade e controle alimentar (ROTH, 2013). Aparece na escala filogenética a partir
dos mamiferos inferiores (mais antigos), e é compartilhado geneticamente ou por
mudangas epigenéticas pela influéncia de experiéncias em vida intrauterina. Estas
mudancgas acontecem de maneira inconsciente e determinam o temperamento do
individuo. H4, portanto, pouca ou nenhuma influéncia do aprendizado e da experiéncia
(CLONINGER et al., 1993).

Ja para Roth (2013) o condicionamento emocional também influencia a
constituicdo do temperamento, que é influenciavel pela experiéncia, aprendizado e
fortes emogdes, em forma de eventos traumaticos ou se desenvolve de forma lenta e
constante. (DAVIS, 2006; MAREN, 2008; QUIRK E MUELLER, 2008). A amigdala e
0s seus subndcleos em conjunto com o nucleo accumbens, hipocampo, hip6talamo
ventromedial, periaquedutal cinzenta e um numero de ndcleos de tronco cerebral,
ndcleos taldmicos, insulares, cortex e algumas regides pré-frontais (principalmente
cortex infralimbico) sdo o centro do condicionamento emocional, que acontece de forma
totalmente inconsciente, sobretudo nos primeiros dois anos de vida, porque a memdria
declarativa se desenvolve mais tarde apenas aos trés anos de idade. A amigdala também
é local da percepcao inconsciente de sinais relacionados a uma comunicagao emocional
pelo olhar, mimica, gestos, postura corporal. Portanto, a amigdala e 0s ndcleos basais
participam na interagdo entre experiéncias passadas e novos estimulos relacionados com
novidade, medo, nojo, surpresa, alegria, desprezo, esperanca, decep¢do e curiosidade,

ocorrendo aprendizagem inconsciente de situagdes de perigo.
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A teoria biossocial de personalidade de Cloninger
envolve 4 dimens6es do temperamento independentes: busca por novidade, prevengéo
de danos , recompensa e rependéncia , e persisténcia . (CLONINGER, 1987, HEATH,
1994) Com base em dados neurofarmacoldgicos, neuroanatbmicos e neuroquimicos
essas dimensdes estdo relacionadas com atividade em sistemas de neurotransmissores
monoaminérgicos baseados em estudos com radioligandos que investigaram
neurotransmissdo dopaminérgica e serotoninérgica prée-sinaptica e pos-sinaptica e
estudos de neuroimagem, em particular tomografia por emissdo de positrdes (PET),
contribuiram para este ponto de vista (FARDE, 1997; MORESCO , 2002). No entanto,
personalidade é um fendtipo muito complexo, e pouco se sabe sobre como os fatores
ambientais ou sociais durante o desenvolvimento do cérebro e envelhecimento podem
promover alteracdes regionais na neuroquimica.

Além disso, o sistema monoaminérgico ndo é exclusivo. Por exemplo, no estudo
de Karolin (2009), 7,8 a funcdo da dopamina foi ligada ao desprendimento pessoal
(retirada social), que é considerado o oposto da busca de novidade (Kaasinen, 2001;
Yasuno, 2001), demonstrando que seria simplista atribuir apenas a um

neurotransmissor. -.

Quadro 1 - Sistemas cerebrais que influenciam os padrdes de estimulo e respostas

Principal .
. P Estimulo relevante —
Tracos de personalidade
neu romodulador l‘espOSta Comportamental
Novidade: busca exploratéria
Busca de Novidades
Dopamina
Recompensa potencial: busca
por recompensa
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Alivio da monotonia ou do
castigo: evitacdo ativa; fuga.

Sinais condicionados para
GABA, serotonina (rafe castigo, novidade ou frustragio:

Evitacio de Danos evitagdo passiva, extingdo.

dorsal)

Norepinefrina, serotonina o o
Sinais condicionados para

(rafe  medial) recompensa ou alivio do castigo:

Dependéncia de Recompensa
Glutamato; serotonina (rafe

dorsal). Resisténcia a extingdo

Adaptado de CLONINGER (1987)

A Busca de Novidade verifica-se em escala filogenética a partir dos
invertebrados. Estd relacionada ao sistema de ativacdo comportamental, ao
comportamento exploratdrio diante de novos estimulos, aproximacéao para estimulos de
recompensa, evitacdo ativa de estimulos condicionados de punicdo e habilidade para
esquiva de punicdo ndo condicionada. Pode estar envolvida com comportamentos
impulsivos, rapida perda de controle e dificuldade em tolerar frustragdes. Também estéo
envolvidos comportamentos como exploracdo entusiastica de estimulos novos e pouco
familiares, com potencial para a originalidade, descobertas e recompensas. Projecdes
dopaminérgicas mesolimbicas e mesofrontais teriam um papel crucial para a ativacao de
cada aspecto do comportamento de exploracdo em animais e na ativacdo do
comportamento prazeroso (CLONINGER, 1991)

Muitos estudos associaram a Busca de Novidade com a atividade dopaminérgica
(HANSENNE et al., 2002). O sistema motivacional dopaminérgico influencia as
decisbes se acOes sdo gratificantes, se devem ser repetidas ou evitadas (ROTH e
STUBER, 2014). No estudo de Laere (2009) verificou-se que em seres humanos adultos
normais que tinham maior disponibilidade de receptores canabindides CB1R no cérebro

correlaciona-se inversamente com comportamento de busca de novidade e mais
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especificamente com sua subdimensdo extravagancia, apontando para outros sitemas

envolvidos.

A Evitagdo ao Dano relaciona-se ao sistema de inibicdo comportamental e em
escala filogenética verifica-se este comportamento em todos os animais. Caracteriza-se
pela inibicdo frente a situacdes novas, ao risco de punicdo ou frustracdo (NATRIELLE
FILHO, 2002). A psicobiologia do temperamento de esquiva € complexa. Em estudos
animais, projecOes serotoninérgicas ascendentes do ndcleo dorsal da rafe até a
substancia negra inibem neurdnios dopaminérgicos nigroestriatais e sdo essenciais para
a inibicdo condicionada da atividade apOs sinais de punicdo e frustracdo. Os
benzodiazepinicos desinibem a evitacdo passiva condicionada pela inibicdo
GABAérgica de neurbnios serotoninérgicos originados no nucleo dorsal da rafe. As
células serotoninérgicas anteriores do nucleo dorsal da rafe se misturam com células
dopaminérgicas da area tegmental ventral e ambos 0s grupos inervam as mesmas
estruturas (ganglios da base, nucleo accumbens e amigdala), promovendo influéncias
dopaminérgicas e serotoninérgicas contrarias (opositoras) sobre a modulacdo dos
comportamentos de aproximacdo e aversdo. Sugere-se entdo que a dimensdo Evitagdo
de Danos estaria envolvida em um sistema complexo de neurotransmissores, incluindo a
serotonina, a dopamina, o acido gama amino-butirico (GABA) ou relacionada a
receptores opidides (TUOMINEN, 2014). Estudos com Tomografia por Emissdo de
Pdsitrons (PET) no National Institute of Mental Health (NIMH) com 18F-deoxiglicose
(FDG), realizados em 31 adultos voluntarios (saudaveis) durante a aplicacdo de tarefas
simples, continuas e de performance mostraram que a esquiva estava associada com
aumento da atividade no circuito anterior paralimbico, especificamente na amigdala
direita e insula, no cértex orbitofrontal direito e no cortex préfrontal medial esquerdo.
Este padrdo de ativacdo corresponde bem as projecdes terminais serotoninérgicas da
rafe dorsal. (Nelson et al, 1996)

A Dependéncia de Recompensa esta relacionada ao sistema de manutencdo do
comportamento e a resposta a sinais de recompensa, caracteristico dos mamiferos.
Influencia a resposta de manter comportamentos previamente recompensados ou
associados a gratificacdo ou alivio de puni¢do. Manifesta-se por sentimentalidade,
necessidade de contato social e dependéncia da aprovacéo alheia. Estaria relacionada ao
sistema cerebral de manutencdo de comportamento. (CLONINGER, 1991). As
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projecdes noradrenérgicas, provenientes do locus ceruleus, e serotoninérgicas, da rafe
medial, estdo relacionadas ao condicionamento por recompensa. O locus ceruleus e a
rafe medial estdo no mesmo nivel posterior do tronco cerebral, e ambos os grupos de
células monoaminérgicas inervam estruturas importantes na formacdo de associacdes
pareadas, como o tadlamo, o neocoOrtex e o0 hipocampo. Estudos neuropsicoldgicos
mostram que o lobo temporal anterior decodifica "sinais sociais", como por exemplo
imagens faciais e gestos sociais. Niveis elevados de dependéncia por recompensa estao
associados com um aumento da atividade no talamo, o que é consistente com as
propostas sobre a importancia das projecdes serotoninérgicas para o talamo,
provenientes da rafe medial, na modulacdo da comunica¢do social. Também ha uma
associacdo de hipercortisolemia em pacientes com escores elevados deste traco de
temperamento e melancolia (depressdo), o que ndo se observa em individuos néao

deprimidos desta dimensédo de temperamento (Triandis, Suh, 2002).

Além desses achados a literatura suporta a ideia de que caracteristicas do
temperamento sdo transmitidas nas familias como tracos de personalidade. Por isso, a
semelhanga de temperamento é bem maior em gémeos homozigébticos, que
compartilham 100% dos seus genes, do que em heterozig6ticos, que compartilham em
média 50% de seus genes. Em outras palavras, quanto mais genes sdao compartilhados
pelos individuos, mais similares eles sdo com respeito ao traco ou comportamento que
tem origem genética (STRELAU E ANGLEITNER, 1991).

Em um estudo utilizando-se a versdo reduzida do TEMPS-A (Temperament
Evaluation of the Memphis, Pisa, Paris, and San Diego — Autoquestionnaire) em
pacientes com transtorno afetivo bipolar (TAB) clinicamente recuperados (23),
familiares saudaveis de pacientes bipolares (52) e 102 controles em relacdo as variaveis
do temperamento. Encontraram, por exemplo, que os familiares apresentaram menores
escores para o temperamento ciclotimico que os pacientes, porém indices bem mais
altos que os controles para esse subtipo. Os pacientes e seus familiares apresentaram
escores bem maiores para 0 temperamento ansioso em relacdo aos controles. O
temperamento hipertimico foi mais alto no grupo controle. Assim, propuseram que 0S
familiares exibiram uma instabilidade ciclotimica do humor e uma inclinacdo a
ansiedade nédo observada nos controles (MENDLOWICZ et al. 2005b)
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Outro estudo avaliou o temperamento ciclotimico em 177 voluntarios sem
transtornos de humor, sendo 37 com historia familiar positiva, 40 com um familiar de
primeiro grau com TAB tipo 1, segundo os critérios do DSM-IV e 100 com historia
familiar negativa para esses transtornos. O temperamento ciclotimico foi mais
prevalente no grupo com historia familiar positiva em relagdo ao grupo com historia
familiar negativa, além de significativamente mais altas no grupo com TAB. Dessa
forma, foi proposto que o temperamento ciclotimico pode ser considerado um tipo de
fenotipo ligado ao TAB, dentro do conceito de espectro do humor, servindo como um

elo entre a genética molecular e comportamental (PIERRE CHIARONI et al., 2005).

Esses tracos de personalidade podem ser vistos como marcadores de
vulnerabilidade e trazerem a perspectiva conceitual de serem utilizados para identificar
maior risco de transtorno de humor, bem como, evidencia a associagdo familiar entre as
caracteristicas de temperamento dos pacientes ja acometidos por um transtorno de
humor e seus familiares, ditos saudaveis. Além disso, aspectos genéticos, como 0s
polimorfismos da COMT (Val158Met) e BDNF (Val66Met) podem estar associados ao
temperamento afetivo, bem como, a sua transmissdo familiar de caracteristicas
temperamentais (FERREIRA, 2013).

O polimorfismo Val158Met da COMT esté associado a transtornos psiquiatricos
e tracos de personalidade, sua presenca é um fator predominante que determina uma
maior atividade da COMT no cortex pré-frontal, o que resulta em niveis
significativamente inferiores de dopamina sinaptica, além de um relativo prejuizo
funcional dessa regido cerebral e associagdes com apresentacdes psicopatoldgicas da
Esquizofrenia e do TAB (GOGHARI & SPONHEIM, 2008; CHEN et al. 2004; STEIN
et al., 2005). Evidéncias também sugerem a associacdo entre polimorfismos do BDNF
e 0 TAB (NEVES-PEREIRA et al. 2002; SKLAR et al., 2002; HASHIMOTO et al.,
2004).

Postula-se que uma regulacdo aberrante da plasticidade neuronal mediada por
fatores neurotroficos, como o BDNF, no hipocampo e outras estruturas limbicas, resulta
em alteragdes mal adaptativas e disfuncionais nas redes neurais possivelmente
relacionadas a fisiopatologia dos quadros depressivos e caracteristicas do temperamento
e da personalidade (SCHMIDT and DUMAN, 2007).
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Portanto, para melhor compreensdo das bases biologicas do temperamento,
modelos animais sdo utilizados atualmente, haja vista que sdo ferramentas importantes
para o estudo e compreensdo dos transtornos psiquiatricos, principalmente na busca de

novos e melhores tratamentos.

1.3 Avaliacéo do temperamento em roedores

Existe uma extensa gama de fatores genéticos e neurobiolégicos homoblogos
entre roedores e humanos, responsaveis pela variedade de comportamentos bem
conservados entre as espécies. Além disso, caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas
entre roedores e humanos sdo semelhantes, permitindo uma extrapolacéo cuidadosa das
emoc0des nos animais (LANDGRAF et al. 1999; LANDGRAF et al., 2007).

Baseado nisso, a aplicagdo de procedimentos para analisar o0 comportamento de
ratos e camundongos sdo criticos para traduzir os rapidos avangos na genémica de
mamiferos em avancgos relevantes para o diagndstico e tratamento de doencas
psiquiatricas. Humanos e roedores tém uma origem evolutiva préxima (MURPHY et
al., 2001), o que sugere que o temperamento é uma caracteristica genética estavel que
controla as motivacdes béasicas e automaticas, organizado de modo semelhante em
mamiferos (CLONINGER, 1999).

Alguns estudos se valem da selecdo de populacbes de roedores segundo
caracteristicas comportamentais para avaliar a participacdo de determinados genes. Por
exemplo, Hovatta e colaboradores (2005) verificaram que linhagens de camundongos
que se mostravam mais ou menos ansiosas em testes comportamentais como 0 campo
aberto e a caixa de claro/escuro apresentavam aumento da expressao do gene que
codificam para a enzima glioxilase. Essa enzima foi mais expressa em regides cerebrais
que modulam a ansiedade, correlacionando assim uma caracteristica do temperamento a
uma maior expressdo génica desta enzima especifica. Além disso, a ansiedade foi

revertida apos a delecdo desse gene, confirmando esses achados.

Em uma abordagem complementar, estudos pre-clinicos tém sugerido que a
selecdo baseada no comportamento exploratorio de roedores seria uma ferramenta Util
para 0 estudo das bases bioldgicas do temperamento e da personalidade (Steimer e

Driscoll, 2005). O presssuposto basico dessa estratégia € que o padrdo de
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comportamento exploratorio desses animais resulta da interacédo, sobretudo de tragos de
fuga ao dano (harm avoidance) e de busca de novidade (novelty seeking) (MALLO et
al., 2007).

Kazlauckas et al. (2005) avaliaram caracteristicas comportamentais em
camundongos para selecionar fendtipos distintos com extremos de temperamento. O
teste utilizado foi o teste de campo aberto com objeto central. Os resultados do estudo
mostram que as diferencas individuais em temperamento podem influenciar uma

variedade de comportamentos nos camundongos.

O perfil comportamental de baixa e alta exploracdo pelos camundongos esta
associado ao temperamento depressivo e hipertimico, semelhante aos temperamentos
dos pacientes com depressdo unipolar e TAB, respectivamente, 0 que demonstra a

importancia da utilizacdo de modelos animais nos estudos para transtornos de humor.

Muitos estudos baseiam-se na ideia de que diferencas individuais na resposta
neural e hormonal a uma novidade contribuem para que se observem diferengas quanto
ao comportamento explorador e susceptibilidades a psicopatologias (ZUCKERMAN,
1990). Piazza et al. (1990) classificaram ratos com alta e baixa resposta locomotora.
Animais com alta locomocdo sdo mais susceptiveis as acdes de pscicoestimulantes e
apresentam diferentes perfis de resposta a drogas de abuso. Entretanto, Thiel e
colaboradores (1999) observaram que ratos com alta locomogdo exploravam mais
objetos novos (respondiam mais a novidades), no entanto respondiam de maneira
semelhante aos ratos de baixa atividade exploratéria em relacdo aos psicoestimulantes.
Landgraf e colaboradores (1999) utilizaram o teste de labirinto em cruz elevado para
avaliar a alta e baixa ansiedade. Os pesquisadores observaram que animais com baixa
ansiedade sdo mais ativos, expressam maior agressividade e exploram mais a area

central do campo aberto.

1.4 Relagdo entre temperamentos afetivos e transtornos de humor

Conforme mencionado anteriormente, o conceito de “temperamento afetivo™ foi
criado por Akiskal e colaboradores que trabalharam com a valorizacdo e expansdo das

ferramentas kraepelianas, mantendo o termo “temperamento”, e enfatizando-0 como 0
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componente da reatividade emocional, ou seja, ligado ao humor (AKISKAL &
MALLYA, 1987; AKISKAL, 1992).

Assim, o conceito de temperamento afetivo estd embasado no forte componente
afetivo dos tracos temperamentais, que constituem a personalidade e que perpassam por
caracteristicas pessoais ditas normais até acentuadas manifestacdes psicopatoldgicas nos
transtornos de humor (AKISKAL, 2002).

Considerando as emog¢6es como uma reacdo do individuo aos estimulos internos
ou externos e que envolvem componentes somaticos (reacBes neurais, motoras e
hormonais), pode-se concluir que o humor é o estado basal constituido pelas emoc6es
(estimulos internos e externos) sentidas pelo individuo. Se esse sentimento for para o
polo positivo (agradavel), ocorrera a elevacdo do humor ou hipertimia e, se for para o
polo negativo (desagradavel), a diminuicdo do humor ou hipotimia. Esses estados do
humor podem se manifestar afetivamente como euforia, tristeza, irritabilidade e
ansiedade, a exemplo. Realmente, a base da alteracdo é o humor, sendo o afeto, a
manifestacdo ou reacdo individual que acompanha esse estado de humor ou ideia basal
(FERREIRA, 2013).

Assim, quando ha alteracGes mais importantes e duradouras do humor, é
possivel a formacédo de sindromes psicopatoldgicas. As sindromes do humor variam em
gravidade, gerando mais ou menos repercussdes funcionais ao individuo acometido.
Quando essa repercussdo € algo disfuncional, denomina-se Transtorno de Humor, a
exemplo, do Transtorno Depressivo Maior, do TAB e do Transtorno Distimico
(DALGALARRONDO, 2008; A.P.A., 2000).

Dessa forma o humor esta associado ao temperamento, principalmente ao seu
“componente afetivo”. Uma pessoa que se caracteriza por estar constantemente com o
humor levemente diminuido pode ndo estar com depressdo, mas ter um temperamento
depressivo, ou seja, uma gradagdo mais leve da hipotimia que caracteriza a forma de
agir e de ser dessa pessoa, ja a pessoa com 0 humor aumentado pode ndo esta com
bipolar, mas com hipertimia (FERREIRA, 2013).0 estudo das variaveis do
temperamento e do que pode estar associado a elas, ha genética e no ambiente, possiveis
de serem caracterizadas em um individuo permitem predizer uma possivel

psicopatologia (CASPI et al., 1995). Tais caracteristicas do temperamento precocemente
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presentes sdo as mais adequadas formas de avaliacdo de risco de problemas emocionais
(MERIKANGAS et al., 1998). Essas sdo duas afirmacBes que fazem referéncia a
proposta de associacdo entre o temperamento, componente basico da personalidade, e a

vulnerabilidade aos transtornos do humor.

Historicamente, o temperamento tem sido considerado um fator de
vulnerabilidade ou um marcador comportamental para o TAB (KRAEPELIN, 1976;
ANGST, 2000). Nesse contexto, tem se proposto que tracos especificos do
temperamento podem causar vulnerabilidade a episddios afetivos e, portanto, ter alguma
participacdo causal no desenvolvimento dos transtornos de humor. Tal idéia recebeu o
nome de hipotese da vulnerabilidade (AKISKAL et al., 1983). Por outro lado, 0s
transtornos afetivos por si também podem afetar a personalidade, baseando-se no
raciocinio de que a experiéncia sustentada de um transtorno do humor levaria a
alteracbes na personalidade, de forma semelhante a um efeito cicatriz, o que foi
denominado de hipotese da cicatriz ou da complicacdo (CLARK et al., 1994). O efeito
cicatriz, por sua vez, pode depender de multiplas variaveis, como nimero de episodios,
severidade dos sintomas e resposta ao tratamento (CHRISTENSEN E KESSING,
2006). Alem disso, os transtornos de humor e tracos especificos de personalidade
podem compartilhar uma histéria familiar comum ou predisposi¢cdo genética (BLAIRY
et al., 2000; ROGERS et al., 2004; NERY et al., 2008).

Estudos avaliando a personalidade de pacientes portadores de TAB por meio de
um instrumento denominado: inventario de temperamento e carater (TCI) tém reforcado
0s conceitos anteriores. O TCI é um instrumento clinico bem estabelecido para a
mensuracdo de tracos especificos da personalidade que se baseia no modelo
psicobiolégico proposto por CLONINGER (CLONINGER et al.,1993). Esse modelo
assume que a personalidade deriva da interacdo dindmica de quatro tracos do
temperamento e trés tracos do carater. Os primeiros designados como busca de
novidade, esquiva ao dano, a dependéncia de recompensa e persisténcia (Novelty
Seeking, Harm Avoidance, Reward Dependence e Persistence) representam as respostas
emocionais basicas que sdo manifestadas desde os estagios precoces da vida e se
mantém em toda ela e sdo parcialmente herdaveis. Os segundos designados como
autodirecionamento, cooperativismo e auto-transcendéncia  (self-directedness,

cooperativeness and self-transcendence) representam 0s conceitos sobre si mesmo e
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sobre as relacOes interpessoais, 0s quais sdo regulados pelos processos cognitivos que se
desenvolvem durante a vida (CLONINGER et al., 1994; CLONINGER et al.,2005).

Assim, quando comparados com individuos saudaveis, pacientes com TAB
obtiveram altos escores em busca de novidade (OSHER et al., 1999; EVANS et al.,
2005); esquiva ao dano (OSHER et al., 1996; ENGSTROM et al., 2004a; EVANS et
al., 2005), dependéncia de recompensa (OSHER et al., 1996) e baixos escores de
persisténcia (OSHER et al., 1996; OSHER et al.,, 1999) e autodirecionamento
(ENGSTROM et al., 2004a; EVANS et al., 2005). No TAB, altos escores de fuga ao
dano também foram associados com idade de inicio da doenca mais precoce e menor
tentativas de suicidio (ENGSTROM et al., 2003; ENGSTROM et al., 2004b; NERY et
al., 2008).

Assim, pacientes com TAB também foram comparados com pacientes com
depressdo maior e controles saudaveis (YOUNG et al., 1995). Nesse estudo, 0s
pacientes portadores de TAB apresentaram alta busca de novidade quando comparados
com agueles com depressdo maior, e ambos esses grupos tiveram maior fuga ao dano do
que os controles saudaveis. Isso indica que provavelmente a combinagdo de uma alta
resposta de busca de novidade e alta resposta de fuga ao dano seja caracteristica do
TAB. Interessantemente, individuos com alta busca de novidade sdo descritos como
exploradores, curiosos, extravagantes, entusiasticos e desordenados (CLONINGER et
al., 1994), caracteristicas que lembram aquelas tipicas da mania e que foram descritas
desde Kraepelin em sua concepcdo original do temperamento na psicose maniaco-
depressiva (KRAEPELIN, 1976; NERY et al., 2008).

Também foi constatado que no TAB geralmente ocorrem altos escores de auto-
transcedéncia em comparacdo com individuos saudaveis (EVANS et al., 2005). Esse
traco do carater pode oferecer vantagens adaptativas frente ao sofrimento e sensacdo de
perda (CLONINGER et al., 1994), e, portanto tem sido especulado que altos indices
desse traco em pacientes com TAB representaria um processo adaptativo para lidar com
a sua condicdo (NERY et al., 2008).

Para mais, tendo em vista a associagéo entre altos indices de busca de novidade e
fuga ao dano em pacientes com TAB, sobretudo na fase de mania, e baixos indices de

busca de novidade em pacientes com depressdo unipolar, também se propde que a
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estratégia de selecdo de extremos temperamentais pode ser relevante para melhorar os
modelos animais de TAB e depressao unipolar (KAZLAUCKAS et al., 2005). Nesse
contexto, o perfil de alta atividade exploratoria (alta busca de novidade) é compativel
com o estado hipertimico relacionado ao TAB, assim como o perfil de baixa atividade
exploratéria (baixa busca de novidade e alta fuga ao dano) relembra o temperamento
depressivo, associado a depressdo maior (Hirshfeld-Becker et al., 2003; Maremman et
al.2005).

1.5 Efeito de contingéncias ambientais no cérebro adolescente: evidéncias de
estudos em humanos e animais

A puberdade ¢é o periodo de transicdo entre infancia ndo reprodutiva para fase
adulta e reprodutivamente competente, incluindo o desenvolvimento de caracteristicas
sexuais secundarias, extensivamente categorizados como 0s estagios de Tanner,
perpassando por mudancas fisioldgicas, psicossociais e culturais. J& as caracteristicas
biologicas da adolescéncia sdo mais nebulosas e incluem a neuroplasticidade e
desenvolvimento de areas corticais e limbicas do cérebro. Como tal, puberdade e
adolescéncia também sdo periodos de grande desenvolvimento de plasticidade (DAHL
E GUNNAR, 2009; PATTON E VINER, 2007; MARSHALL E TANNER, 1969, 1970;
TANNER, 1962).

A neuroplasticidade que ocorre na puberdade e adolescéncia também pode
contribuir para a vulnerabilidade de desenvolvimento de doengas mentais
(ANDERSEN, 2003). Um estudo americano avaliou mais de 9000 pessoas
representativas da populacdo dos EUA, indicando que distlrbios afetivos, tais como
ansiedade, TAB e depressdo surgem durante a adolescéncia, com a idade de pico de
inicio para estas doencas, de 14 anos (KESSLER et al., 2005; PAUS et al., 2008).

Os processos puberes sdo dependentes da presenca dos hormonios sexuais
estrogénio e progesterona em meninas, e testosterona em meninos (TANNER, 1962).
Normalmente as meninas comegam o desenvolvimento puberal em torno de 10-11 anos
de idade e tem concluido o processo de 15-16 anos de idade (MARSHALL E
TANNER, 1969; TANNER, 1962), enquanto que 0s meninos comecam a puberdade um
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pouco mais tarde em idades entre 11-12 e terminam antes dos 16-17 (MARSHALL E
TANNER, 1969; TANNER, 1962).

Em roedores do sexo feminino, a primeira fase do desenvolvimento da
puberdade é tipicamente o primeiro sinal externo de atividade do ovério (isto €, abertura
vaginal). O dia da abertura vaginal é no dia 35 (P35) pos-natal em ratas (OJEDA e
URBANSKI, 1994; OJEDA et al., 1976) e P25 em camundongos fémeas C57BL/6. Os
marcadores externos do desenvolvimento puberal em roedores machos séo a separacao
do prepucio do pénis, glande, ou separacao prepucial em média no P42. (KORENBROT
etal., 1977).

Além disso, estudos com roedores normalmente usam a idade cronoldgica, ao
invés de estado pubertario para categorizar os animais, utilizando um sistema de
classificacdo em adolescéncia precoce (P21-P34), média-adolescéncia (P35-46), e
adolescéncia tardia (P47-59) (TIRELLI et al., 2003). Outra convengdo amplamente
utilizada para as classificacfes da literatura define o periodo da adolescéncia de ratos
como P28-42 (LANCA, 2000) (Figura 1).
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Figura 1 - Eventos de desenvolvimento puberal e adolescéncia em roedores e humanos

A Sincronismo e eventos de desenvolvimento puberal e adolescéncia em Humanos
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Tempo de eventos de desenvolvimento puberal e adolescéncia aproximada em seres humanos (A) e ratos (B). (A) A idade média do
desenvolvimento da puberdade para meninas (superior) e meninos (parte inferior) (MARSHALL E TANNER, 1969, 1970;
SIZONENKO, 1989; TANNER, 1962) e (B) sexo feminino (superior) esexo masculino (inferior) (KORENBROT
ET AL., 1977; LOHMILLER E SONYA, 2006; OJEDA E URBANSKI, 1994; OJEDA ET AL., 1976; PARKER E MAHESH, DE
1976; VANDENBERGH, 1967, 1969). Puberdade é definida pelo aparecimento de caracteristicas sexuais secundarias, e 0
densenvolvimento da puberdade é definido pelo aparecimento da competéncia reprodutora, tal como indicado por ciclos menstruais
ovulatérios e maduros, e espermatozoides mdveis. Nos seres humanos, com idades variando de 12 a 18 s&o comumente usados
como a faixa etaria da adolescéncia (LANCA, 2000); Considerando que, em ratos a adolescéncia é dividida em periodo: inicio,
meio e tardia adolescéncia (TIRELLI et al., 2003). Deve notar-se que os tempos indicados para fases particulares sdo bastante
variavel, e pode ser influenciada pelas condi¢fes ambientais e nutri¢ao.

FONTE: ADAPTADO DE HOLDER EBLAUSTEIN, 2014.
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Estudos demonstraram que a exposicdo a experiéncias estressantes de vida na
peripuberdade ou adolescéncia sdo grandes contribuidoras para a vulnerabilidade de um
individuo a doenca mental (GE et al., 2001; GRANT et al, 2003, 2004.; SILVERMAN
et al., 1996; TURNER E LLOYD, 2004). No entanto, pouco se sabe sobre como o
estresse pode perturbar o normal desenvolvimento neural durante o periodo puberal ou

adolescente e produzir um cérebro que é particularmente vulneravel a doencas mentais.

Como mencionado anteriormente, os periodos de puberdade e adolescéncia sdo
periodos de grande neuroplasticidade e desenvolvimento neural em seres humanos e em
espécies roedores. Segue-se na puberdade processos de neurodesenvolvimento pos-natal
que se iniciou no periodo pré-natal: (I) crescimento neuronal (PHOENIX et al, 1959;..
PINOS et al, 2001) ou morte (NUNEZ et al., 2001); (II) crescimento das projecoes
axonais (BENES et al, 2000;. DAHL, 2004; LEWIS et al,. 2004); (111) reformulacdo da
arvore dendritica pela elaboragdo dendritica ou de retracdo (GOLDSTEIN et al, 1990;
MEYER et al, 1978); (IV) formacdo de sinapses (BOURGEOIS et al, 1994,
BOURGEOIS E RAKIC, 1993) ou eliminagdo (ANDERSEN et al, 2002; GEROCS et
al., 1986; HUTTENLOCHER E DABHOLKAR, 1997; MEYER et al, 1978); e (V)
mielinizagdo (BENES et al, 1994;. NUNEZ et al, 2000; WOO et al., 1997).

Os roedores também experimentam no periodo da puberdade desenvolvimento
neural e remodelacdo do cérebro. A remodelacdo cerebral pubere em roedores também
inclui reorganizacdo nos niveis pré e pds-sinapticos (SISK E ZEHR, 2005) e muitos sdo

acionados pelos horménios puberes (ANDERSEN et al.,2002).

Existem multiplos periodos sensiveis para a organizacdo do cérebro e do sistema
nervoso, que ocorrem principalmente durante os periodos de rapidas mudancas de
desenvolvimento (SCOTT et al., 1974). Um dos mais bem caracterizados é o periodo
perinatal em roedores. Durante o periodo perinatal, os horménios esterdides,
testosterona e estradiol, ttm a capacidade de organizar circuitos neurais e alterar
permanentemente o cérebro e comportamentos. Isto €, mesmo uma breve exposicdo a
testosterona ou estradiol pode sexualmente diferenciar o cérebro (LENZ et al, 2012,
MCCARTHY, 2010; PHOENIX et al, 1959; WALLEN, 2005). Ademais, essas ac0es
hormonais permanentes sdo limitadas as janelas criticas ou vulneraveis. Antes e ap0s
essas janelas de plasticidade, hormonios podem ndo afetar o desenvolvimento do

cérebro (PHOENIX et al., 1959). Por isso, que a puberdade agora é entendida como um
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periodo de organizacdo cerebral mediada por horménios esteroides (SISK E ZEHR,
2005).

Nesse contexto, a experiéncia de vida de um individuo durante o
desenvolvimento puberal e na adolescéncia pode ter consequéncias duradouras, que
afetam profundamente a vida adulta. De fato, o estresse durante o desenvolvimento
puberal e/ou juventude tem profundas alteracbes na fisiologia e comportamento,
indicado por (I) aumenta de ansiedade e depressdo (GE et al., 2001; PATTON e
VINER, 2007); (I1) comportamentos de riscos e busca de novidades (ARNETT, 1996;
ROBERTI, 2004; WAGNER, 2001); (I1I) alteragbes na aprendizagem e cognicao (Im-
BOLTER et al, 2013); e (IV) uso de drogas e abuso de alcool e (BEKMAN et al, 2010;.
CRAWFORD et al., 2003; MACPHERSON et al., 2010).

Estresse precoce (incluindo infeccdo, trauma, negligéncia e abuso) é um fator de
risco comum para uma variedade de doencas mentais, mesmo aquelas normalmente
consideradas fortemente hereditarias e influenciadas geneticamente como transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade, TAB e esquizofrenia (CARR et al., 2013;
BRIETZKE et al., 2012). Além disso, diferencas nas circunstancias de vida, género, e
outros estressores ambientais podem em ultima instancia determinar quando uma
desregulacdo temperamental passara a se manifestar como episodio depressivo maior,
TAB, ou simplesmente se manter como um traco de personalidade (MENDLOWICZ et
al., 2005a).

O periodo da puberdade também é importante para a maturacdo do eixo de
resposta ao estresse. Nesse contexto, a exposicdo a estressores durante a puberdade /
adolescéncia altera a reatividade ao estresse, ou seja, aumenta a ansiedade e depressao, e
diminui o desempenho cognitivo na idade adulta, sendo essas mudangas
comportamentais correlacionadas com uma reducao do volume hipocampal e alteracGes
na plasticidade neural. Além disso, experiéncias estressantes durante a puberdade
perturbam respostas comportamentais a hormonas sexuais, tanto no desempenho sexual,
na cognicdo e emotividade. Estas alteracbes comportamentais se correlacionam com
alteracbes na densidade de receptores de estrogénio em algumas areas do ceérebro,
sugerindo uma remodelagdo do cérebro em resposta aos horménios. Uma hipotese
sugerida € que a ativagdo do sistema imune resulta em neuroinflamacédo crbnica que

pode mediar alteragdes comportamentais moduladas por horménios na idade adulta.
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(HOLDER, 2014) . Os glicocorticoides (GCs) séo regulados pelo eixo hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) e desempenham um papel importante na resposta ao estresse.
Em resposta a sinais do sistema limbico, o nucleo paraventricular hipotalamico libera
horménio liberador de corticotropina (CRH), o qual sinaliza para a pituitaria ou hipéfise
anterior para que ela por sua vez libere o horménio adrenocorticotréfico (ACTH). O
ACTH hipofisério estimula a glandula adrenal a sintetizar e liberar para circulagdo
sisttmica GCs, o0s quais alteram a expressdo genética e fisiologia do corpo. Em
individuos saudaveis, o aumento de GC em resposta ao estresse agudo leva ao aumento
da vigilancia, mobilizacao de glicose e acidos graxos e aumenta a formacdo da memoria
(DE KLOET et al., 200; LECOCQ et al., 1964; PECKETT et al., 2011). No entanto, a
elevacdo dos GC ap0s o estresse crénico, em longo prazo, produziré efeitos prejudiciais
com consequéncias imunossupressoras, metabdlicas e neurotoxicas (MANIAM et
al.,2014; SAPOLSKY, 2000; COUTINHO E CHAPMAN, 2011). Por conseguinte,
muitos transtornos neuropsiquiatricos estdo associados a alteracfes no eixo HPA, com
elevacdo crbnica de cortisol e sensibilidade reduzida & GC (CARROLL, 1982),

sugerindo que o estresse pode contribuir para o seu desenvolvimento.

A maturacdo do eixo Hipdfise-Pituitaria-Adrenal (HPA) precede a maturacdo do
eixo Hipofise-Pituitaria-gonodal (HPG). Esta maturacgdo resulta no aumento da secre¢édo
de hormonios pelas glandulas suprarrenais, aumento de cortisol em seres humanos cerca
de 6-8 anos de idade (APTER et al., 1979; WALKERET et al., 200; PARKER, 1991);
e corticosterona em ratos machos e fémeas com pico por volta P45-60 (PIGNATELLI et
al., 2006; SPINEDI et al., 1997).

Além disso, ratos no P28 (pré-puberes) e ratos adultos de ambos 0s géneros
respondem a um estressor agudo (por exemplo, estresse contencdo) com niveis de
ACTH e corticosterona similares. No entanto, ratos machos e fémeas na pré-puberdade
tém uma forma mais prolongada de resposta a corticosterona induzida pelo estresse em

comparagdo com ratos adultos (ROMEO et al., 200443, b)

Em ratos adultos a exposicdo repetitiva a0 mesmo estressor resulta em uma
habituacdo a resposta de corticosterona (GIROTTI et al, 2006;. HARRIS et al., 2004;
HELMREICH et al., 1997; Magarinos e McEwen, 1995; Marti e Armério, 1997), mas
ratos machos que experimentam estresse repetidos no periodo pré-puberal ndo mostram

essa mesma habituacdo de resposta a corticosterona. Na verdade, eles tém picos mais
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elevados de ACTH, corticosterona, progesterona e adrenal, mas um retorno mais rapido
para niveis basais (DOREMUS-FITZWATER et al., 2009;. ROMEO et al., 2006).

Experiéncias em ratos expostos no inicio da vida ao estresse mostram elevagdo
dos niveis GCs quando adultos (ZHANG et al., 2013). ObservacGes semelhantes foram
feitas em humanos que mostram elevacao crénica dos GCs e 0 tempo de resposta ao
estresse alterada depois de evento traumatico (MANIAM et al., 20014). Os efeitos do
estresse podem, portanto, ser persistentes e duradouros mesmo apos a cessacdo do
agente estressor.

O cérebro em desenvolvimento também € susceptivel a interferéncias ambientais
que podem resultar em danos em longo prazo (MEYER et al., 2008). No entanto,
Akiskal aponta que os temperamentos afetivos sdo processos intermediarios entre a
predisposicdo genética e fatores ambientais que afetam o desenvolvimento, ou seja, sao
elementos constitucionais e que podem ou ndo se manifestar nos episédios clinicos dos
transtornos de humor (AKISKAL, 1995).

Portanto, € importante compreender 0s mecanismos neurais de como um
estressor puberal pode produzir um cérebro que é suscetivel a doencas mentais
especificas. Usando modelos animais, pode-se investigar como 0 organismo puberal
responde a um estressor, e como a experiéncia de estresse durante o desenvolvimento da

puberdade altera a fisiologia e 0 comportamento de animais adultos.

N&do restam davidas de que as interagdes entre temperamento, exposi¢cdo
ambiental, variacdo genética e gene-ambiente moldam a doenca mental e os resultados
do tratamento. Dessa forma, o estudo de possiveis diferencas de expressdo génica
associadas a caracterizacdo do temperamento deve ser encorajado. Nesse contexto, este
trabalho dedicou-se ao estudo dos genes do relégio biolégico associados com o ciclo
circadiano e ciclo Sono-Vigilia.

1.6 Ciclo Circadiano e Ciclo Sono-Vigilia

O ciclo dia e noite da terra tem cerca de 24 horas e consiste em uma previsivel
mudanga ambiental, fornecendo uma importante vantagem seletiva para aqueles seres

capazes de antecipar e tirar beneficios dessa variagdo ritmica. Com isso, muitos aspectos
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da fisiologia e do comportamento dos organismos apresentam variagdes ritmicas de 24
horas (JAGANNATH et al., 2013).

Nos mamiferos, o mecanismo responsdvel por esse ritmo é uma alga de
retroalimentacédo transcricional-translacional molecular (ARTT) composta pelos fatores
de transcricdo CLOCK e BMAL1, que acionam a expressdo dos genes clock , Period e
Cryptochrome. As proteinas de tais genes, respectivamente PER e CRY por sua vez, sdo
fosforiladas por varias quinases no citoplasma e retornam para o nucleo, inibindo sua
propria transcricdo. Além disso, essa alca de retroalimentacdo também regula a
expressao de varios outros genes em um padrdo ritmico, resultando na oscilagdo
coordenada de varias funcgdes tecido-especifica (REPPERT e WEAVER, 2002).

Ademais, este mecanismo oscilador molecular é encontrado em praticamente
todas as células do corpo, formando uma rede de elementos sincronizados em
aproximadamente 24 horas e ajustados as demandas ambientais (BALSALOBRE et al.,
2000). Essa sincronizagdo é alcancada via um marcador circadiano principal, que, nos
mamiferos, é localizado no ndcleo supraquiasmatico (NSC) no hipotdlamo ventral. O
relogio do NSC € ainda ajustado pelos estimulos do ciclo claro-escuro ambiental,
detectados pelos fotorreceptores da retina e conduzidos pelo trato retino-hipotaldamico
(FOSTER E HANKINS, 2002). Com isso, sinais neuronais e hormonais permitem a
transmissdo desse ritmo para as demais células do corpo, resultando em uma rede de
sincronizacdo temporal (ALBRECHT, 2012; JAGANNATH et al., 2013).

O ciclo sono/vigilia talvez seja o mais familiar ciclo circadiano, entretanto, em
adicdo ao reldgio circadiano, o sono também € regulado por mecanismos homeostaticos.
Tais mecanismos podem ser verificados, quando na auséncia ou encurtamento do sono,
a propensdo a ele é aumentada, enquanto, no excesso de sono, sua propensao € reduzida.
Entretanto, 0os mecanismos precisos envolvidos nessa regulacdo ainda permanecem
incertos (BORBELY E ACHERMANN, 1999). Embora se saiba que possa sofrer
influéncia de fatores, como niveis de exposicdo a luz, questbes sociais, hormonios do
estresse e melatonina (JAGANNATH et al., 2013).
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Figura 2 - Sistema Circadiano

Citoplasma

O sistema circadiano é controlada por muitos fatores. O Nucleo supraguiasmatico € o relogio mestre no cérebro. E sensivel a luz e
orquestra a temporizagdo dos ritmos em outras regides do cérebro e por todo o corpo. Por sua vez, varios horménios e peptideos
produzidos na periferia podem influenciar ritmos no cérebro. Outras influéncias ambientais, como alimentos e estresse também
impactam nos ritmos no cérebro e corpo. O relégio celular é uma alca de feedback de translagdo de transcrigdo. O dimero
CLOCK/BMAL1 regula a expresséo de genes Per e Cry. As proteinas PER e CRY sdo modificadas por varias quinases incluindo
CK1 e GSK3p, além de retornarem para o nucleo e inibirem sua propria transcricdo por retroalimentagdo negativa. Fungdes de
NPAS2 sdo semelhantes a de CLOCK em certas regides do cérebro. Ja& RevErbo inibe enquanto Rora aumenta a transcri¢do de
Bmall como parte de um circuito secundario.

FONTE: McClung, 2011
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1. Interacdes entre o sistema circadiano e o eixo HPA

Disturbios dos ciclos circadianos e respostas ao estresse alteradas estdo
envolvidos em muitos transtornos psiquiatricos, e € possivel que fatores de risco
genéticos e ambientais de um individuo para uma doenca em particular estejam sujeitos
a modulacdo combinada dos sistemas circadianos e resposta ao estresse. Dessa maneira,
fatores de doencas especificos, por exemplo, predisposicdo Unica para o transtorno de
déficit de atencdo e hiperatividade, esquizofrenia ou transtorno do uso de alcool é
processada por um sistema de respostas generalizadas (duplas acbes dos sistemas
circadianos e resposta ao estresse) para determinar caracteristicas especificas do
fendtipo expresso conforme figura abaixo. (NADER, CHROUSOS, KINO, 2010).
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Figura 3 — Modulacdo do sistema circadiano e o sistema de resposta ao estresse no
fendtipo psiquiatrico

Ciclo
Circadiano

Fendtipo

Psiquiatrico

Os fatores ambientais e genéticos séo modulados simultaneamente por duplas aces do relégio circadiano e do sistema de resposta
ao estresse, que interagem para regular o funcionamento do cérebro. Por outro lado, o fenétipo psiquiatrico tem impactos no relégio
circadiano e a resposta ao estresse.

FONTE: MODIFICADO DE LANDGRAF, 2014.

Em apoio a esta hipotese, o reldgio circadiano e o sistema de resposta ao estresse
estdo intimamente conectados (Fig. 2). Muitos promotores de genes do relégio contém
elementos responsivos a glicocorticoides (GREs), e os glicocorticoides (GCs)
sincronizam osciladores circadianos centrais e periféricos (NADER, CHROUSOS,
KINO, 2010).
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Por exemplo, os GC ativam a transcricdo de genes PER que é importante para
adaptacdo dos ritmos sono / vigilia & mudancas de ambiente como trabalho por turno,
Jet lag ou refeicdes irregulares (Kiessling et al., 2010; Le Minh et al., 2001).Sob
condicdes fisioldgicas, a liberacdo de GC segue um ritmo circadiano, em que 0s niveis
de GC sdo maiores no inicio da fase ativa e menor no inicio da fase inativa. Na
suprarrenal, a disponibilidade dos precursores esteroidais do colesterol, o
armazenamento e a atividade de enzimas esteroidogénicas obedece a ritmos circadianos
(OSTER et al., 2006).

Figura 4 - InteracGes entre o sistema circadiano e o eixo HPA

Noite

Atividade biologica

PERS, CRYs, RORs, REV-ERB~:, CCGs |—

O relégio circadiano e sistema de resposta ao estresse interagem entre si. Durante o dia as proteinas CLOCK e BMAL1L sao
expressas em niveis elevados para ativar a transcricdo de PERs, Crys, RORa, REV-ERBo, e CCGs, bem como para promover a
atividade de GR que, por sua vez, elevar a transcri¢do de genes GC-induzivel, como FKBP5. Uma alca de feedback auxiliar consiste
em RORo, um ativador de expressio BMALL e REV-ERBa, um inibidor de expressdéo BMAL1L. GCs facilitam a expresséo de genes
do relégio GC-responsivos e genes controlados pelo relégio (CCGs) com os elementos promotores GRE. A noite, os niveis de
proteinas PER e CRY sdo elevados e reprime a atividade de CLOCK/BMALL e a atividade de GR. Através da inibicdo por
feedback, FKBP5 suprime a atividade GR. Devido a estreita ligagdo entre o sistema circadiano e o sistema de resposta ao estresse,
manipulacdes de um sistema, naturalmente leva a mudancas no outro.

FONTE: MODIFICADO DE LANDGRAF, 2014.
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O complexo CLOCK /BMALL1 interage com o receptor de glicocorticoide (GR),
modulando a sensibilidade do GR ao ritmo circadiano, por meio da acetilacdo do GR
pelo RELOGIO durante o dia. Por conseguinte, camundongos Bmal1” sofrem de baixos
niveis e sensibilidade reduzida a corticosterona, que &€ uma resposta ao estresse
perturbada (CHARMANDARI, 2011; LELIAVSKI et al., 2014).

2. Influéncia do eixo HPA (glicocorticdides) no sistema circadiano

Muitas funcgdes cerebrais relevantes para doencas psiquiatricas sdo controladas
simultaneamente pelo sistema circadiano e de resposta ao estresse. Por exemplo,
CLOCK/BMALL regula a expresséao de tirosina-hidroxilase (TH), a enzima limitante na
sintese de monoaminas (dopamina, epinefrina e norepinefrina). A expressao TH
também é controlada pelos GRs, e 0 estresse cronico repetido esta associado ao aumento
da expressdo TH. Em outras partes do sistema dopaminérgico, a sensibilidade aos
receptores de dopamina é regulada pelo reldgio circadiano, quando ha aumento do CRF
ou manipulacdes do GR afetam a sensibilidade de vias de recompensa dopamina-
dependente (BOYSON et al., 2014; PARNAUDEAU et al, 2014).

O equilibrio entre sinalizagdo excitatoria (glutamato) e inibitéria (Acido v-
amino-butirico, 0 GABA) também ¢ influenciada simultaneamente pelos sistemas
circadiano e estresse. Ratos Per2Brdm1”" mostram diminuicio dos niveis do
transportador de glutamato (Eaatl), o que leva a niveis extracelulares de glutamato
elevados, enquanto que a pregnenolona, um precursor de GC que é estimulada por
ACTH, atua como um antagonista do receptor de NMDA, e tem atividade
antidepressiva em animais (SPANAGEL et al., 2005).

Os niveis de GABA oscilam em areas cerebrais de regulagdo do humor, como o
nucleus accumbens e também estéo envolvidos na estabilizagdo do ritmo circadiano no
SNC, onde atua como um neurotransmissor inibitorio durante a noite e como um
neurotransmissor excitatorio durante o dia. Além disso, a liberacdo de GABA ¢é
facilitada pela GCs (CASTANEDA et al., 2004; WAGNER et al., 1997; LIU et al.,
2000; Dl et al., 2009).
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Assim, os sistemas relogio circadiano e de resposta ao estresse se sobrepdem
amplamente, e regulam Varios outros sistemas que podem afetar o processamento de
recompensa, locomocgdo, e cognicdo. Estes sistemas sobrepostos podem trabalhar de
forma coordenada para regular os mecanismos cerebrais moleculares que falham na
doenca psiquiatrica (LANDGRAF, MCCARTHY, WELSH, 2014).

3. Interacgoes do Ciclo Circadiano e o sistema dopaminérgico

Os genes "Relogio” sdo uma familia de fatores de transcricdo que podem regular
a expressdo de genes através de sitios de ligacdo especificos chamados "E-box"
localizados em suas regides promotoras (DARLINGTON, 1998). A expressdao dos
genes do reldgio ndo é limitada ao nucleo supraquiasmatico (SCN), onde participam da
alca de feedback molecular para operar o " reldgio circadiano”; eles sdo fortemente
expressos em varias partes do cérebro, incluindo o sistema mesolimbico (SHIEH, 2003;
UZ et al., 2005; MCCLUNG et al., 2005; SHIEH et al., 2005).

A nossa compreensdo sobre como o0s genes do relégio estdo envolvidos no
funcionamento do SNC e patologias em vertebrados mudaram apés a disponibilidade de
camundongos transgénicos deficientes de varios membros da familia do relégio (e.g.
mClock, mPER1, mNPAS2). Tem sido demonstrado que a familia de genes do reldgio é
crucial para o desenvolvimento de respostas comportamentais as drogas de abuso, isto é
por modulacdo dopaminérgica no funcionamento do sistema mesolimbico (ABARCA et
al., 2002;. MCCLUNG at al., 2003, 2005;. PERREAU-LENZ E SPANAGEL, 2008).

Genes do reldgio ndo estdo apenas envolvidos na acdo de drogas de abuso, eles
também sdo influenciados por essas drogas. Drogas psicoestimulantes (cocaina e
anfetaminas) induzem mudancas nos niveis extracelulares de DA, a qual é responsavel
pela estimulacdo de seus receptores, 0s quais através de mecanismos de sinalizacao
intracelular promovem ativacdo de fatores de transcricdo e genes no sistema
mesolimbico (HYMAN E MALENKA, 2001). Na verdade, as alteracfes transcricionais
de expressdo génica do "relégio” no sistema mesolimbico (isto é, o corpo estriado)
foram relatados apds ambos os tratamentos com cocaina e metanfetamina (NIKAIDO et
al., 2001;. IJIMA et al., 2002; YUFEROV et al., 2003; UZ et al., 2005; LYNCH et al.,
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2008). Alem disso, através de estudos com antagonistas desses receptores, tem sido
sugerido que os sistemas de receptores, incluindo os receptores DA (i.e. D1), medeiam
alteracOes na expressao de genes do reldgio induzidas pela metanfetamina nesta regido
do cérebro (NIKAIDO et al., 2001).

Mais recentemente, o aumento da expressdo e fosforilagdo da tirosina
hidroxilase, enzima etapa limitante na sintese de DA, foi reportada na area tegmental
ventral de mutantes de genes CLOCK em resposta aos mecanismos de recompensa
induzidos por cocaina (MCCLUNG et al., 2005).

Vale ressaltar que, quando se considera o potencial da dopamina em afetar o
SNC, é importante considerar também que 0 aumento dos niveis desse neurotransmissor
estd associado ao aumento do estresse oxidativo, isso devido as propriedade redox
inerente a ele (REES et al., 2007). Mecanisticamente, a DA pode ser metabolizada via
monoamina oxidase, resultando na producdo de H,O, e &cido dihidroxifenilacético
(Berman and Hasting, 1999) ou pode sofrer hidroxilagdo ndo enzimética, na presenca do
Fe'? e H,0, culminando com a formagdo de 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
(GRAHAM et al.,1978). Ambas as vias tem potencial para causar dano celular se o
status oxidativo esta desequilibrado. 6-OHDA pode promover a inibicdo do complexo
mitocondrial | e o estresse do reticulo endoplasmatico (BERMAN e HASTINGS, 1999;
REES et al., 2007). Ademais, 6-OHDA pode ser convertida em a p-quinolona a qual,
por sua vez, pode ativar a caspase 8, levando a apoptose (STOKES et al., 1999; BERK
et al; 2011). Nesse contexto, BMAL1 em um complexo com CLOCK ou NPAS2 regula
a homeostase redox cerebral e conecta o comprometimento da funcdo do gene CLOCK
a neurodegeneracdo (MUSIEK et al., 2013).

O desenvolvimento de comportamentos de dependéncia em resposta a
psicoestimulantes administrados sistemicamente é complexo e exige o envolvimento de
varias regides do cérebro, tais como a area tegmental ventral, nacleo accumbens, e
cortex pré-frontal, varios tipos de células, e um numero de sistemas de

neurotransmissores, incluindo dopaminérgicos e sistemas glutamatérgicos.
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4. Disfuncdo do Ciclo Circadiano e do Ciclo Sono-Vigilia nos Transtornos
psiquiatricos

Distarbios nos ritmos circadianos tém sido associados com funcdes cerebrais
interrompidas, e as evidéncias ddo suporte a ideia de que o reldgio circadiano alterado é
vulneravel a uma variedade de doencas mentais, incluindo o transtorno de estresse pos-
traumatico, transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade, TAB, transtorno
depressivo maior, transtorno de abuso de substancias e esquizofrenia (EZ) (WULFF,
2010).

Em observagdes clinicas, muitos pacientes psiquiatricos sofrem alteragdes de
ciclos sono/vigilia e apresentam disturbios de ritmos nas funcdes diarias, como apetite e
cognicdo. Por outro lado, ritmos disfuncionais em individuos saudaveis expostos a
jornadas de trabalho invertidas e jet lag podem levar a deterioracdo da salde mental,
ressaltando as relagdes bidirecionais entre o relégio circadiano e comportamento, humor
e cognicdo (ROSENBERG, DOGHRAMJI, 2011; KATZ et al., 2001).

Em modelos animais, mutacfes dos genes do rel6gio ou manipulag¢ées do ciclo
claro/escuro levam a alteragdes afetivas, fendtipos locomotores e comportamentais,
demonstrando conexdo direta entre genes do reldgio e fungbes cerebrais relevantes para
a doenca psiquiatrica (LANDGRAF, 2014).

Portanto, a disfuncéo circadiana pode afetar profundamente o ciclo de sono, o
que, por sua vez, tem sido associado a uma grande variedade de desordens emocionais,
cognitivas e somaticas. Nesse interim, a disfuncéo do sono e do ciclo circadiano é uma
caracteristica comum dos transtornos neuropsiquiatricos, e essa observacdo ndo é nova.
Desde Kraepelin em 1883, padrdes anormais de sono tém sido associados a prejuizos na
salude mental. Além disso, mais de 80% dos pacientes com depressdo e outras doencas
mentais severas, como esquizofrenia, demonstram alguma anormalidade no sono.
Apesar disso, a etiologia da disfungdo do sono e do ciclo circadiano ainda é pouco
compreendida e seu tratamento, comumente, negligenciado (MANOACH E
STICKGOLD, 2009; JAGANNATH et al., 2013).
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Muitas linhas de evidéncia tém destacado a importancia dos distdrbios do sono
no TAB. Primeiro, a disfuncdo no sono é um dos principais sintomas desse transtorno e
é exibido, embora com variacdes, entre os diferentes estados do humor no TAB.
Durante os episodios de mania, por exemplo, geralmente, h4& uma reducdo da
necessidade de sono, enquanto, nos episddios de depressdo, pode ocorrer tanto insdnia
como hipersénia (HARVEY et al., 2005; GRUBER et al., 2009).

Outro achado importante € que os distlrbios do sono geralmente persistem,
apesar do tratamento, em mais de 70% dos pacientes bipolares em estado de eutimia
(HARVEY et al., 2005). Nesse sentido, comparados com individuos saudaveis, esses
pacientes bipolares eutimicos, geralmente, exibem um padréo anormal de longa duracao
e grande variabilidade do sono (MILLAR et al., 2004).

Nesse contexto, 0 sono € o prédromo mais comum dos episodios de mania e
também ndo raramente antecede nos episddios de depressdo (JACKSON et al., 2003;
GRUBER et al., 2009). Essas alteracdes no padrdo do sono podem precipitar episodios
de humor. Em um estudo de acompanhamento de individuos com TAB recorrentemente
maniacos, observou-se que a reducdo em seu tempo total de sono foi seguida por uma
mudanga no humor no sentido da geracdo ou agravamento da mania/hipomania,
enquanto que o aumento no tempo total de sono foi seguido por uma tendéncia ao
estado de depressdo (BAUER et al., 2006). Além disso, a inducdo experimental de
privacdo do sono tem sido associada com a reducdo de sintomas depressivos e o inicio
da mania ou hipomania (BENEDETTI et al., 2007;COLOMBO et al., 1999;
FELDMAN-NAIM et al., 1997, KASPER AND WEHR, 1992; GRUBER et al., 2009).

Keers et al. reforcam ainda mais a participacdo da disfuncdo do sono e de seus
mecanismos moleculares no desenvolvimento do TAB e a recente proposicdo de
modelos de mania baseados no desenvolvimento de animais mutantes para os genes do
relogio circadiano (KEERS et al., 2012) Por exemplo, camundongos mutantes CLOCK
apresentaram um notavel fenétipo maniaco com hiperatividade, reducdo do sono,
diminuigdo dos comportamentos depressivos e redugédo da ansiedade. Interessantemente
tais parametros comportamentais foram normalizados com o tratamento crdénico com o
litio (ROYBAL et al., 2007; JAGANNATH et al., 2013).Além disso, mutantes

Afterhours, que carregam uma mutacdo no gene FbxI3, um regulador da degradacéo do
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produto CRY, também mostram uma reducdo da ansiedade e dos comportamentos

depressivos, consistentes com o fendtipo maniaco.

1.7 Processos Oxidativos e Neuroinflamatdrios na neurobiologia dos
transtornos de humor

Ha um crescente nimero de evidéncias sugerindo que o estresse oxidativo e 0
metabolismo celular energético associado a processos inflamatorios crénico na periferia
e no cérebro estejam estreitamente ligados a fisiopatologia de diversos transtornos
psiquiatricos (BRIETZKE E KAPCINZINSKI, 2008).

A disfuncdo mitocondrial tem sido apontada como o principal fator da disfuncéo
do metabolismo energético cerebral, e, frequentemente, é associado a delecBes ou
mutacdes no DNA mitocondrial (BERGER et al., 2010; BUDNI et al., 2013). Essas
alteracdes podem levar & mudancas na atividade da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), induzindo o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e o
desbalango entre mecanismos oxidantes e antioxidantes (BUDNI et al., 2013).

Nesse contexto, alguns estudos tém focado a participacdo mais relevante do
complexo mitocondrial 1 da CTE na disfuncdo mitocondrial, sendo, inclusive,
observado uma reducdo na atividade desse complexo no tecido cerebral post-mortem de
pacientes com TAB, mas ndo no de pacientes com esquizofrenia ou depressao maior
(ANDREAZZA, 2009; BERK et al., 2011).

As espécies reativas de oxigénio geradas na CTE sdo detoxificadas pelos
sistemas antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. Entretanto, quando esses
sistemas sdo sobrecarregados pelo excesso de EROS, o dano oxidativo ao DNA, lipidios
e proteinas pode ocorrer (LENAZ et al., 2000).

Nesse sentido, alteracdes nas enzimas antioxidantes foram relatadas no TAB.
Por exemplo, observou-se que a atividade da SOD estava aumentada durante as fases
maniaca e depressiva de pacientes bipolares, mas ndo durante a eutimia (ANDREAZZA
et al., 2007). Em consonancia, a atividade da catalase estava diminuida em pacientes
eutimicos (ANDREAZZA et al., 2007), mas aumentada em pacientes maniacos nédo
medicados (MACHADO-VIERA et al., 2007). Ademais, existem evidéncias adicionais
de que as mudangas nos parametros oxidativos séo estagio-dependentes. A atividade da
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glutationa redutase e da glutationa transferase, por exemplo, é mais acentuada nos
estagios avancados da doenca em comparagdo com pacientes nos estagios iniciais ou
com individuos saudaveis (ANDREAZZA et al., 2009).

Estudo tém mostrado que o TAB é acompanhado pelo aumento moderado dos
niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e TNF-a, € pelo aumento
dos niveis protéicos e de RNAm para IL-1B, NFkB e IL-RA no cortex frontal post-
mortem de pacientes (MAESET et al., 1995; ORTIZ-DOMINGUEZET et al.,2007;
DREXHAGE et al., 2010). Foi verificado também um aumento dos niveis de proteinas
inflamatdrias de fase aguda, como haptoglobina e proteina c reativa (MAES et al., 1997,
DICKERSON et al., 2007) e de fatores do complemento, como C3 e C4, associados
com o TAB (WADEE et al., 2002).

Além disso, o0 aumento dos niveis de citocinas inflamatorias também tem sido
associado a disfuncdo do eixo HPA (hipotadlamo-hipofise-adrenal) envolvido na
fisiopatologia de varias doengas psiquiatricas (CONNOR AND LEONARD, 1998).
Assim, propde-se que tais mediadores promoveriam uma diminuicdo da sensibilidade
aos glicocorticoides e a insulina, bem como contribuiriam para a disfuncdo endotelial
(TSIGOS et al.,2002). Este fato, em longa escala, levaria ao impacto cumulativo na
regulacdo do eixo HPA e, posteriormente, ao aumento do risco de sindrome metabdlica,
doencas cardiovasculares, diabetes, dislipidemia, obesidade e osteoporose
(GOLDSTEIN et al., 2009; RAISON et al.,2006; MALETIC E RAESON, 2014).
Também é importante ressaltar que o aumento de marcadores inflamatdrios na periferia
também tem sido associado com numerosos sintomas de transtornos do humor, como
fadiga, anedonia, dificuldade de concentracdo, diminuicdo da memoria verbal,
ansiedade, irritabilidade, reducdo da interatividade social, disturbios no sono e no
apetite e, por fim, ideacdo suicida (ALESCI et al., 2005; EISENBERG et al., 2010;
FELGER et al., 2012; JANELIDZE et al.,2011).

Entretanto, apesar de reconhecida a associagdo de inflamacdo e doenca
psiquiatrica, pouco se sabe sobre como os mecanismos inflamatorios na etiopatogenia
destes transtornos. Nesse interim, tem sido proposto que a ativagdo inflamatoria,
evidenciada pelo aumento dos niveis de TNF-a, seria capaz de reduzir a expressdo de
receptores muscarinicos M2 cerebrais (FRYER e JACOBY, 1993; HADDAD et al.,
1996). Niveis reduzidos desse receptor ja foram identificados tanto em pacientes com



46

depressdo maior como naqueles com TAB (GIBBONS et al., 2009). Interessantemente,
foi estabelecida uma relacdo entre os receptores M2 e a cognicdo humana (JONES et
al., 2004). Com isso, a capacidade dos processos inflamatérios de reduzir a expresséo
desses receptores no cortex de individuos com desordens de humor, fornece um
interessante mecanismo pelo qual tais alterac6es causariam o deficit cognitivo associado

a essas desordens.

N&o obstante, também € intrigante que a elevagédo de citocinas pré-inflamatérias
no SNC tem sido associada com a supressdo da sintese de fatores neurotréficos e com o

comprometimento da transmissdo monoaminérgica (RAISON et al., 2004).

Citocinas pré-inflamatérias podem ativam a microglia, causando sua
transformacéo fenotipica para um estado ativado. Assim, a micrdglia ativada (fenétipo
M1) amplifica os sinais inflamatorios pela liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e nitrogénio, citocinas e quimiocinas. Esses mediadores também causam
alteracdo na funcdo astrocitaria. Por exemplo, citocinas suprarregulam a enzima
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) glial, resultando na maior producdo de metabdlitos
neurotoxicos da quinurenina e de acido quinolinico (MALETIC e RAISON, 2009;
FELGER e LOTRICH, 2013; MILLER et al., 2009). Ademais, 0s astrdcitos ativados
também diminuem sua producdo de fatores neurotroficos, como BDNF e o fator
neurotofico derivado da glia (GDNF), e aumentam a liberacdo de citocinas inflamatdrias
e glutamato. Assim, hd maior ativacdo dos receptores NMDA, podendo levar a
excitocidade e a inducdo de vias pro-apoptéticas (FELGER e LOTRICH, 2013;
MALETIC E RAISON, 2014). Por outro lado, citocinas pré-inflamatdrias aumentam a
expressao de transportadores de serotonina (5-HT) e de dopamina e podem depletar os
estoques celulares de tetrahidrobiopterina (BH4), uma coenzima chave para a sintese de
monoaminas, 0 que contribuiria para a disfuncdo da sinalizacdo monoaminérgica
(FELGER e MILLER 2012; FELGER e LOTRICH, 2013).

Nos ultimos anos, também tem sido hipotetizado que algumas citocinas
inflamatdrias estejam envolvidas na neuroprogressao do TAB (BRIETZKE E
KAPCINZINSKI, 2008). Isso tem sido baseado em evidéncias que mostram a ativacao
desses mediadores inflamatoérios durante a depressao e, ainda mais proemimentemente,
na mania aguda. Parte dessas mudancgas ndo esta presentes na eutimia e, portanto, tem

sido hipotetizado que sejam relacionadas a ocorréncia de episodios (BERK et al., 2011).
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Ademais, existem evidéncias preliminares de que a ativacao inflamatdria seja
dependente do estagio da doenca (BERK et al., 2007). Nesse sentido, em um estudo de
KAUER- SANT’ANNA et al., (2009), as citocinas pré-inflamatorias TNF-a e IL-6
apresentaram-se elevadas em ambos os estagios precoce e tardio da doenca, entretanto a
citocina anti-inflamatéria 1L-10 mostrou-se elevada apenas nos estagios precoces do
TAB (KAUER- SANT’ANNA et al., 2009), sugerindo uma possivel disfuncdo nos
mecanismos compensatorios, no caso anti-inflamatorios, com a progressdo do
transtorno. Notavelmente, os niveis de TNF-a, que se¢ manteram elevados durante todo o
curso da doenca, mostrou-se mais alto ainda nos estagios tardios dela, sugerindo que o
estado inflamato6rio é mais perturbado com a progressdo do curso da doenca (KAUER-
SANT’ANNA et al., 2009).

1.8 Neurotrofinas

Neurotrofinas, como BDNF, bcl-2 e o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) sdo fundamentais para a sobrevivéncia e proliferacdo neuronal. E bem
reconhecida a associacdo entre alteracdes nos niveis de neurotrofinas e a fisiopatologia
do TAB (KIM et al., 2009), e os atuais farmacos estabilizadores do humor tém efeitos
nos niveis desses mediadores. Por exemplo, o litio induz a expressao de bcl-2 nos
neurdnios (SASSI et al.,2002) como também aumenta expressdo de VEGF pelos
astrécitos (GUO et al., 2009; BERK et al., 2011).

Apesar disso, o papel do BDNF nos transtornos de humor tem recebido mais
atencdo do que os outros membros da familia das neurotrofinas. Tem se proposto que o
BDNF, além de ser fundamental para a sobrevivéncia e proliferacdo neuronal, também
desempenha relevante papel na plasticidade sinaptica e consolidacdo da memoria de
longo prazo (GRANDE et al., 2010). Adicionalmente, evidéncias pré-clinicas sugeriram
que o BDNF tem importancia na regulacdo da liberacdo de 5-HT, glutamato e GABA,
bem como no controle do sono de ondas lentas (FARAGUNA et al., 2008; SHALTIEL
et al.,2007). A expressdo de BDNF ¢, particularmente, alta no hipocampo e cortex
cerebral (GRANDE et al., 2010; MALETIC E RAISON, 2014).

Ademais, existem evidéncias de que 0 estresse e a excessiva e inadequada
sinalizacdo dos glicocorticoides podem interferir com a neurogénese hipocampal pelo
BNDF no contexto do TAB (SCHLOESSER et al., 2009). O hipocampo desempenha
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um relevante papel na regulacdo inibitoria do eixo HPA, de modo que 0s prejuizos a sua
plasticidade pelos eventos descritos podem levar a disfuncéo regulatéria do eixo HPA,
com importantes repercussdes na fisiopatologia do TAB (SCHULE et al., 2006).
Adicionalmente a regulacdo dos processos neuroplasticos, 0 BDNF também atua como
um fator de resiliéncia, contribuindo para a maturacdo e diferenciacdo das células
progenitoras nervosas (DUMAN E MONTEGGIA, 2006), e pode agir como um
modulador das repostas imunes na periferia do corpo (LINKER et al., 2009).

Existem trés diferentes alelos do gene regulador da sintese do BDNF, de acordo
com a presenca de valina ou metionina na posicdo 66 do pré-dominio do gene:
Val66Met, Val66Val e Met66Met. As variantes Met sdo acompanhadas por uma
reducdo da distribuicdo de BDNF nos dendritos e por um prejuizo na sua secrecao,
sendo, portanto, considerados alelos de vulnerabilidade para transtornos de humor
(CHEN et al., 2008). Nesse contexto, estudos genéticos tém implicado esses
polimorfirmos do gene do BDNF com o maior risco para 0 TAB, para o inicio precoce
da doenca, réapida ciclizagdo, suicidabilidade e menor resposta terapéutica (POST, 2007;
SEARS et al., 2013; MALETIC E RAISON, 2014).

No contexto da neuroprogressdo do TAB, a diminuicdo do BDNF tem sido
reportada em episodios agudos de mania e de depressdo, como também essas alteracdes
mostram relacdo com a severidade dos sintomas (MACHADO-VIEIRA et al., 2007b;
FERNANDES et al., 2009). Além disso, um estudo de Tramontina et al. (2009)
demonstrou que pacientes em crises de mania que respondem efetivamente ao
tratamento apresentam um aumento consideravel em seu BDNF sérico ap6s a resolucao
do episédio (TRAMONTINA et al., 2009). Com isso, € possivel suportar a nocao de
que os niveis séricos de BDNF seriam potenciais marcadores da atividade do TAB
(BERK et al., 2011).

Ademais, evidéncias também suportam a idéia de que as alteracGes das
neurotrofinas no TAB sejam estagio-dependentes. Nesse sentido, Kauer-Sant’Anna et
al. (2009) mostraram que os niveis de BDNF parecem ser normais nas fases precoces da
doenca em pacientes assintomaticos e diminuem com a progressdo dela (KAUER-
SANT’ANNA et al., 2009).
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1.9 Modelos Animais com base temperamental e na privagdo do sono

5. Base temperamental

O TAB é particularmente uma doenca desafiadora para o desenvolvimento de
um adequado modelo animal, devido, entre outros aspectos, a intrigante alternancia
entre periodos de mania/hipomania, depressdo, eutimia e estados mistos que o0s
pacientes geralmente apresentam. Com isso, muitos modelos animais tém visado refletir
apenas uma validade de “face” da doenca, ou seja, o comportamento depressivo ou,
principalmente, maniaco e suas principais caracteristicas. Nesse contexto, costuma-se
caracterizar o comportamento depressivo como: anedonia, a perda de motivacéo,
reducdo do apetite, insénia ou hipersbnia e 0 prejuizo cognitivo; e 0 comportamento
maniaco a hiperatividade motora, excesso de energia e motivacdo, agressividade,
supressdo do apetite e insénia (MACHADO-VIEIRA et al., 2004).

Vale ainda ressaltar que a validade de modelos animais para doencas
psiquiatricas, e consequentemente para 0 TAB, depende fundamentalmente de sua
adesdo a trés critérios maiores: validade de face, de construto e preditiva
(ELLENBROEK e COOLS, 1990). A primeira pode ser acessada pela avaliacdo de
quao similar as alteracfes desencadeadas pelo modelo sdo dos sintomas clinicos da
doenca. A validade de construto, por sua vez, € baseada na capacidade do modelo de
reproduzir, consistentemente, os fatores causadores da doenca, em concordancia com a
fundamentacéo teorica ja existente. Portanto, esse critério de validacdo avalia a possivel
correspondéncia entre 0 modelo e as mudangas moleculares envolvidas na etiologia e
fisiopatologia da condicdo em que estdo. E, por fim, a validacdo preditiva baseia-se em
como o modelo responde as mesmas drogas utilizadas em situacfes clinicas. Além
disso, modelos que apresentam validade de construto, geralmente, possuem também
algum grau de validade de face e preditiva (ELLENBROEK e COOLS, 1990;
RUPNIAK E IVERSEN, 1993; MACHADO-VEIRA et al., 2004).

Em estudos anteriores do nosso grupo foi utilizado o Dimesilato de
Lisdexanfetamina (LDX), como um modelo animal de mania, que foi capaz de provocar

alteraces no comportamento (hiperlocomog&o) e nas dosagens neuroquimicas (isto é, o
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desequilibrio oxidativo determinado por decréscimos nos niveis de GSH e incrementos
na peroxidacao lipidica em areas do cérebro relacionadas com a fisiopatologia do TAB).
Alteragdes que se assemelham a comportamentos analogos a mania, ou seja, validade de
face e fisiopatologia, ou seja, a validade de construto em roedores. (MACEDO et al,
2013).

Ainda em estudos prévios do nosso grupo foi utilizado um modelo de mania de
inibicdo aguda do transportador de dopamina (DAT) usando GBR12909 que foi capaz
de causar alteraces comportamentais e neuroquimicas como hiperlocomocao,
diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo e estriado e aumento
de peroxidacdo lipidica no cérebro. No geral esses resultados contribuiram para a
validade de constructo (por determinacdo de desequilibrio oxidativo), bem como
expandir a validade preditiva do modelo induzido por GBR12909 de mania (por
determinacdo dos efeitos preventivos do Litio) (QUEIROZ et al., 2015).

Assim, apesar dos modelos animais atuais do TAB apresentarem ainda muitas
limitacGes, os avancos relacionados ao entendimento dos mecanismos neurobioldgicos,
a etiologia, a genética e as abordagens farmacoldgicas tém permitido gradualmente o
desenvolvimento de modelos mais sofisticados de forma similar a importantes aspectos

da doenca e que atingem cada vez mais 0s critérios necessarios para sua validacao.

No estudo de Piras et al. (2010), a partir da observacdo de animais selecionados
com alto e baixo desempenho na tarefa de evita¢do na esquiva ativa, identificou-se um
padrdo de diferencas de comportamento que servem como modelo animal para analisar
variacdes genéticas que predispdem a ansiedade. Dessa forma, bons modelos animais
nos possibilitam a oportunidade (nica de examinar profundamente 0s mecanismos
neurobioldgicos, genéticos e ambientais que predispdem aos transtornos de humor
(RAY E HANSEN, 2004).

Estudos clinicos apontam uma desregulacdo temperamental em individuos com
risco de transtorno afetivo. Para teve-se o cuidado de realizar uma selecéo prévia dos
animais com alta e baixa atividade exploratdria, correspondendo a um temperamento
impulsivo e curioso, e portanto 0 temperamento seria um importante indicador para

vulnerabilidade de desenvolver episédios manico-depressivos.
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Desta maneira, fica clara a necessidade do desenvolvimento de um novo modelo
animal de mania com uma proposta de aproximacdo clinica do curso natural do
processo satde-doenga em humanos. Para isso propomos um modelo de TAB induzido
por privacdo do sono paradoxal de base temperamental. Esse modelo tenta reproduzir
situacbes capazes de induzir mania dentro da proposta tedrica de neuroprogressdo

durante o curso da doenga.

6. Privacdo do Sono

De fato, disturbios no padrdo de sono é o prédromo mais comum dos episodios
de mania e também ndo raramente antecede os episodios de depressdao (JACKSON et
al., 2003; GRUBER et al., 2009). AlteracGes no padrdo do sono podem precipitar
episodios de humor. Nesse contexto, Bauer et al. (2006), acompanhou individuos com
TAB recorrentemente maniacos, e observou que a reducdo em seu tempo total de sono
foi seguida por uma mudang¢a no humor no sentido da geracdo ou agravamento da
mania/hipomania, enquanto que o aumento no tempo total de sono foi seguido por uma
tendéncia ao estado de depressdo (BAUER et al., 2006). Além disso, a inducédo
experimental de privagdo do sono tem sido associada com a reducdo de sintomas
depressivos e 0 inicio da mania ou hipomania (BENEDETTI et al., 2007;COLOMBO et
al., 1999; FELDMAN-NAIM et al., 1997, KASPER e WEHR, 1992; GRUBER et al.,
2009).

Nesse contexto, reforca ainda mais a participacdo da disfuncdo do sono e de seus
mecanismos moleculares no desenvolvimento do TAB e a recente proposicdo de
modelos de mania baseados no desenvolvimento de animais mutantes para os genes do
relégio circadiano. Por exemplo, camundongos mutantes CLOCK apresentaram um
notdvel fendtipo maniaco com hiperatividade, redugdo do sono, diminuicdo dos
comportamentos depressivos e reducdo da ansiedade. Interessantemente tais parametros
comportamentais foram normalizados com o tratamento cronico com o litio (ROYBAL
et al.,, 2007; JAGANNATH et al., 2013). Além disso, mutantes Afterhours, que
carregam uma mutacdo no gene FbxI3, um regulador da degradacdo do produto CRY,
também mostram uma reducdo da ansiedade e dos comportamentos depressivos,

consistentes com o fenotipo maniaco (KEERS et al., 2012).
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Como mencionado anteriormente, disfuncdo do ritmo circadiano, também tem
sido implicada em transtornos de humor (KRIPKE et al., 1978) e manipulagdes do ciclo
sono-vigilia, incluindo privagdo (PS) do sono total ou parcial ou timing (PS parcial,
avanco de fase), tem efeitos profundos e rapidos sobre o humor em 60% de todos
subgrupos diagnosticos de transtornos afetivos (WIRZ-JUSTICE e VAN DEN
HOOFDAKKER, 1999) .Wehr (1989) propés que muitos fatores psicoldgicos,
ambientais e farmacol6gicos levam a mania e causam PS. Embora 5-25% de pacientes
bipolares apresentam hipomania ou mania apos PS, e esta resposta & principalmente
caracteristica de termocicladores rapidos (COLOMBO et al., 1999). Em individuos que
sdo predispostos a doenca bipolar, periodos de PS muda o sono REM (REMS) e pode
desencadear o aparecimento de mania ou exacerbar os seus sintomas (Wehr de 1989)
por um circulo vicioso de perda de sono e progressiva melhora do humor (BARBINI et
al., 1996). Assim, mania tem sido proposta como capaz de provocar desregulacao do
sono, e a consequente desregulacdo do sono desencadeia mania, que induz um

progressivo agravamento no curso da doenca (WEHR, 1989).

O método das multiplas plataformas com tanque de &gua é uma técnica
originalmente concebido por Jouvet et al. em 1964 para privacdo de sono paradoxal em
animais (JOUVET et al.,1964). Para estudos do sono ainda é amplamente utilizado
porque é eficaz, econdbmica e ndo inclui qualquer manipulacdo invasiva do cérebro
animal. E baseado na manutencio do rato em uma pequena plataforma (cerca de 7 cm
de didametro) rodeada por agua durante um tempo prolongado (geralmente 72 h). Como
mencionado, o método foi originalmente projetado para privar seletivamente o animal
do sono paradoxal (PSP), uma vez que quando acontece relaxamento muscular, uma
caracteristica peculiar do sono paradoxal, o animal cai na agua. Além de sua a¢do sobre
0 sono, 0 método das plataformas provoca estresse pesado no rato, devido eventos
associados como isolamento, imobilizacdo, queda na agua, imersdo, etc. Portanto, este
modelo experimental é uma condicdo estressante cronica, em que a privacdo do sono é
apenas um componente de um generalizado estresse (COLL-ANDREU et al, 1989;. e
KOVALZON TSIBULSKY, 1984).

Para Albert et al., (1970) a presenca de multiplos estressores pode realmente até
mesmo dar ao modelo uma relevéncia etiologica para a condicdo humana. No final do

periodo de privacdo de sono, o rato ndo adormece logo que é devolvido a sua gaiola de
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origem, como poderia ser esperado a partir da privacdo de sono prolongada, mas, sim,
mostra um periodo de vigilia de cerca de 30 min, durante o qual o animal apresenta
sintomas do tipo mania-like (ALBERT et al., 1970). Em particular, durante esta meia
hora ou assim que o animal apresentar insbnia, um elevado grau de hiperatividade,
irritabilidade (definida como agressividade) induzida por estimulacdo, e agressividade
(HICKS et al., 1979), hipersexualidade (MORDEN et al., 1968) (Comportamento de
montagem homossexual) e estereotipia (Elevacéo, sniffing).

A susceptibilidade para desenvolver mania durante a privagdo do sono paradoxal
parece envolver uma sensibilidade diferente a alteracBes neuroquimicas em areas
especificas do cérebro (EBERT et al., 1994; SALOMON et al., 1994)

O cérebro é o principal regulador neuroendocrino, autonémico e imunologico,
juntamente com comportamentos que contribuem para estilos de vida insalubres ou
saudaveis, que, por sua vez, influenciam os processos fisiolégicos de alostase
(MCEWEN, 1998). A capacidade para alcancar a estabilidade através mudancas
adaptativas é chamada alostase (MCEWEN e STELLAR, 1993). Alterac6es na funcgédo
cerebral por estresse crénico pode, portanto, ter efeitos diretos e indiretos sobre a
sobrecarga alostatica cumulativa. Sobrecarga alostatica resultante de estresse crénico
em modelos animais provoca atrofia dos neurénios no hipocampo e no cortex pré-
frontal, regides do cérebro envolvidas na memoria, atencao seletiva, e funcéo executiva,
e provoca a hipertrofia dos neurdnios na amigdala, uma regiao do cérebro envolvida no
medo e ansiedade , bem como a agressao Assim, a capacidade de aprender e lembrar e
tomar decisdes pode ser comprometida pelo estresse cronico e pode ser acompanhada de

aumento dos niveis de ansiedade e agressividade(MCEWEN, 2004).

Embora a privacdo do sono ainda ndo foi estudada em relacdo a todos estes
aspectos, ha cada vez mais evidéncias ndo s6 de comprometimento cognitivo resultante
da restricdo de sono, mas também para niveis alterados de citocinas, marcadores de
estresse oxidativo, os niveis de glicogénio, e as mudancgas estruturais na forma de
dentadas reduzida giro neurogénese(MCEWEN, 2006).

Portanto, o objetivo deste trabalho ndo € sé a caracterizagdo do temperamento

em roedores, mas também investigar as possiveis diferencas de expressdo génica e
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associar com caracteristicas do temperamento. E por fim propor um novo modelo de

bipolar induzido por privagéo do sono paradoxal de base temperamental.

1.10 Justificativa e relevancia

O temperamento é um fator determinante para o desenvolvimento e/ou
manifestacdo dos transtornos psiquiatricos (CLONINGER et al., 1994; LARA et al.,
2006). Além disso, varias evidéncias sugerem que parte do componente bioldgico da
maioria dos transtornos mentais parece estar relacionada aos tragos de temperamento ou
padrdo emocional basico (CLONINGER et al., 1998; MUST et al., 2007, LAUCHT et
al., 2007; BENJAMIN et al., 1996; EBSTEIN et al.,1996; LARA et al, 2012). De fato,
exploracdo e busca de novidade sdo comportamentos adaptativos que estdo
desregulados no TAB e sdo aspectos criticos da doenca. Em funcdo disso, é importante
identificar fatores biologicos associados as distintas caracteristicas do temperamento,
como diferencas na expressao génica e marcadores neuroquimicos para ajudar a dar
mais evidéncias relacionadas a etiopatogenia de transtornos mentais como o TAB,
contribuindo para um melhor diagndstico clinico e acompanhamento de pacientes. Para
tais fins, avaliamos a expressdo génica no hipocampo de ratos com tracos de alta e baixa
atividade exploratéria. Além disso, ha evidéncias de que o ambiente também influencia
0 temperamento, mas poucos estudos enfatizaram o impacto da contingéncia ambiental

privacdo do sono sobre tragos temperamentais.

Assim, o entendimento das bases neurobiolégicas e genéticas do temperamento
com base em modelos animais pode contribuir para o entendimento da fisiopatologia de
varios transtornos psiquiatricos e, consequentemente, para o desenvolvimento ou

aprimoramento de estratégias preventivas, terapéuticas e diagndsticas.

A caracterizagdo do temperamento tem sua importancia apoiada no fato de que
0s modelos atuais de psiquiatria baseiam-se no diagnostico dos transtornos de humor
sem levar em conta a personalidade. Apesar da relevancia conceitual e da necessidade
pratica de se acessar as varidveis do temperamento em populagdes clinicas e ndo
clinicas, as classificagfes oficiais ndo incluem especificacfes para 0s temperamentos
afetivos (até porque o DSM-IV e a CID-10 visam aos estados moérbidos) (FERREIRA,
2013).
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Nesse contexto, o estudo do temperamento afetivo, suas bases genéticas e sua
influéncia na caracterizagdo e no tratamento dos transtornos de humor, torna-se um
instrumento em direcdo a essa proposta de psiquiatria personalizada baseada em

evidéncias.

Portanto, a caracterizacdo do temperamento afetivo pode ser uma ferramenta
clinica datil no contexto das manifestacdes psicopatologicas do humor, por exemplo,
identificando na avaliacdo de um paciente ja acometido por um transtorno clinico ou
psiquidtrico, variaveis que podem implicar na evolugdo e tratamento. Em um quadro
depressivo, a exemplo, muita énfase é dada a escolha do antidepressivo, suas
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas, obviamente importantes, porém
faz-se necessario atentar para caracteristicas particulares da constituicdo da

personalidade de quem recebe o medicamento.

Vale destacar que transtornos mentais como o TAB tém prevaléncia estimada
em cerca de 1% da populacdo mundial, entretanto estudos, como o de Akiskal et al.
(2000) tém mostrado taxas tdo altas como 5% dessa populacdo. Tal incremento tem sido
atribuido ndo ao aumento do diagndstico de casos classicos e facilmente reconhecidos
de TAB, mas sim de vérias outras condi¢des, tidas como suaves ou menos severas, que,
atualmente, sdo incluidas no espectro da bipolaridade (AKISKAL et al., 2000). Neste
contexto pesquisas ajudando a elucidar a etiopatogenia deste transtorno, bem como que
possam contribuir para a psiquiatria personalizada sdo de grande valia, 0 que se

pretende com a realizacao do presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar alteracBes geno-fenotipicas em ratos adultos com elevada e baixa

atividade exploratoria expostos ou nédo a privacao de sono paradoxal na adolescéncia.

2.2 Objetivos especificos

o Selecionar os animais em alto (HE) e baixo exploratérios (LE);

o Determinar alteracdes relacionadas a comportamento exploratério, depressivo,
de risco, anedonia e cognicdo em animais HE e LE expostos ou ndo a privacdo do

sono paradoxal;

o Verificar a expressdo de genes do relogio bioldégico CLOCK, Bmall, PER1,
PER2, CRY1, CRY2 atraves da técnica de qPCR no hipocampo de animais HE e LE

expostos ou ndo a privacao do sono paradoxal;

o Avaliar a expressao génica e proteica de DRD2 (por imunoblotting) e expresséo
génica da triptofano hidroxilase 2 (Tph2) no hipocampo de animais HE e LE expostos

ou ndo a privacao do sono paradoxal;

o Determinar alteracfes no estresse oxidativo (mensurando os niveis de GSH e de
MDA), inflamatdrias (IL-1B, de IL-6 e IL-4 e de nitrito e expressdo génica de iNOS)

em animais HE e LE expostos ou ndo a privacdo do sono paradoxal;

o Verificar alteracfes nos niveis da neurotrofina BDNF em animais HE e LE

expostos ou ndo a privacao do sono paradoxal.

o Verificar alteragdes nos niveis de corticosterona (estresse) em animais HE e LE

expostos ou ndo a privacao do sono paradoxal.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos 35-37 dias ap6s o nascimento (PN) ou
periadolescentes de acordo com Frantz et al. (2007), provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara (UFC), mantidos a um ciclo claro/escuro inverso de 12 h

e ambientados em grupos de 6 animais com livre acesso a comida e agua.

O periodo peripuberal do animal, ou seja, 30 a 40 dias de vida correspondem
aproximadamente a idade de 8 a 14 anos nos seres humanos. Este periodo de
desenvolvimento no rato foi selecionado porque ele é conhecido por ser altamente
sensivel a mudancas na reatividade ao estresse e sensibilidade a estimulos emocionais
durante a transicdo do meio da infancia para a adolescéncia, precipitando o
aparecimento de psicopatologia entre os individuos vulneraveis, contribuindo assim
para 0 aumento de distdrbios psicoldgicos afetivos e outros vistos entre a infancia e a
adolescéncia (SPEAR, 2000, 2009).

O projeto foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa animal (CEPA) da UFC
sob numero 125/14 e os experimentos foram conduzidos de acordo com o Guia de
Cuidados e Usos de Animais de Laboratério do Departamento de Salde e Servicos
Humanos dos Estados Unidos da América.

7. Separacdo comportamental em ratos alto exploratério (HE) e baixo
exploratério (LE)

A selecdo dos animais com base no comportamento exploratorio € uma
ferramenta Util para estudar as bases bioldgicas do temperamento e personalidade . O
pressuposto  basico é que o padrdo de comportamento  exploratério
resulta de uma combinagéo de evitagéo de dano (medo)
e de busca de novidade (curiosidade). Com base nessas diferengas de comportamento
inter-individuais, uma selecdo psicogénica foi empregada para estudar as bases

do temperamento em roedores, divindo-os em extremos de atividade exploratoria
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(STEIMER, DRISCOLL; 2005, MALLO, 2007). Os animais periadolescentes no 30°
dia pds-natal (PN30) foram selecionados de acordo com o desempenho por 10 min no
campo aberto (open fild|), o que possibilitou distinguir dois grupos de ratos, dispostos a
representar extremos de temperamento, ou seja, os ratos HE e LE baseado nos valores
de rearing ou atividade exploratoria vertical (THIEL, 1999) e analisados através do
percentil 25% e 75%.

Nesse contexto, oitenta ratos foram testados e destes foram selecionados a partir
de cada extremo de comportamento exploratorio (os mais e os menos exploradores) 20 e
21 animais para compor os grupos HE e LE, respectivamente. Estes 41 animais foram

testados novamente na fase adulta e permaneceram com o mesmo perfil exploratdrio.

Para tanto foi necesséria uma quantidade prévia maior de animais para triagem
dos ratos com base na sua atividade exploratdria. Ja os animais que ndo atenderam a
esse critério foram devolvidos ao biotério para enquadramento em outros experimentos.
Vale ainda destacar que o teste empregado para triagem dos animais HE e LE se deu a
partir dos valores de levantamentos verticais no campo aberto e analisados através do
percentil, e que além de ser consideravelmente pouco duradouro, apenas dez minutos,
ndo oferece , seja pelo tempo do experimento ou pela sua prépria natureza, grande
potencial estressante aos animais. Ademais, os animais utilizados nesse estudo foram
aqueles com nitido padréo extremista de atividade exploratdria, de modo que a maioria
dos animais devolvidos ao biotério encontrava-se entre os padrdes de normalidade

(medianos) para esse parametro comportamental.

Apos a selecdo temperamental os animais tiveram 10 dias de descanso antes de

atingirem a idade PN40 e foram submetidos a contingéncia ambiental
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3.2 Modelo de privacédo do sono paradoxal

Os animais foram submetidos a privacdo do sono paradoxal usando o método de
Andersen (2004) de plataformas maltiplas modificadas que consiste em colocar quatro
sujeitos experimentais em um tanque cilindrico (48,5 cm x 23 cm) contendo 5 a 6
plataformas altas espacadas (6,0 cm x 6,0 cm), com o nivel da 4&gua 1 cm abaixo da sua
superficie ( Figura 5). Para isso o cilindro é preenchido com 2l litros de &gua
distribuidos homogeneamente. O numero de plataformas maior que o de animais
permite que o animal possa mover-se de uma plataforma para outra. A atonia muscular
presente no sono paradoxal faz com que o animal acorde ao encostar o focinho ou,
ainda, o corpo inteiro na agua. Os animais controles permanecerdo em suas caixas-

moradia no mesmo ambiente onde sera realizada a privacéo de sono.

Ao final da privacdo do sono (duragédo 10 dias), os animais estavam no PN50 ou
na idade de adulto jovem. A partir deste ponto foi realizado um intervalo de 10 dias sem
tratamento, no qual o animal atingiu 0 PN60 que corresponde a sua fase adulta. Assim
foi avaliado o carater temporal das possiveis alteracbes comportamentais e

neurobioldgias causadas pelo estresse da privacdo do sono paradoxal.

Os animais foram submetidos a testes comportamentais para avaliar atividade
locomotora e exploratéria; cognicdo; comportamento de risco e ansiedade e depresséo.
Apos analise dos dados comportamentais, 0s animais que apresentaram alteracfes
comportamentais tiveram seu sangue analisado para avaliacdo dos niveis séricos de
corticosterona (eixo HPA) e interleucinas inflamatoérias. Também foi removida a area
cerebral hipocampo, por ser uma area fortemente associada a transtornos de humor para

as demais andlises descritas adiante.
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Figura 5 - Esquema ilustrativo do método de privacdo do sono paradoxal por multiplas
plataformas modificado.

Fonte: COELHO, 2009

3.3 Desenho Experimental

A etapa inicial envolveu a avaliagdo da influéncia do temperamento: HE e
LE sob exposi¢do ao modelo de privacdo do sono paradoxal. Os ratos  foram
divididos em dois grupos experimentais: i) grupo controle (n=32), ii) ratos privados do

sono paradoxal durante 24 horas (n=32).
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Figura 6 — Diagrama representativo do protocolo de privacao do sono paradoxal

A Intervalo de 10
dias sem
tratamento
PN40 PN50 PN60
2° dia 4° dia 6° dia 8° dia 10°
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v Comportamental e
Bioquimica
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do sono v
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do sono v
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Privacd
odo
4
sono
9° dia
B Privacéo
do sono
1° experimento 20 experimento 39 experimento

A A A
[ Vo N [ )

20° dia 250 dia 20° dia 25° dia 20° dia 25° dia
campo plus maze NOR Ymaze Nado Preferénci
aberto forgado a sacarose

Fonte: Do préprio autor.

A. Representagédo do tempo de exposi¢do ao modelo Privagdo do sono paradoxal (PSP).
B.Testes comportamentais realizados
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3.4 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados entre 10 e 16 horas. Os animais
foram transportados para a sala de comportamento nas suas caixas-moradia e foram
manipulados pela base da cauda em todos os momentos. Eles permaneceram nessa sala
por pelo menos 24 horas antes do inicio dos testes para ambientacdo. Durante os testes
de comportamento, 0 ambiente foi mantido com baixa luminosidade (luz vermelha: 12

lux).

8. Parametros comportamentais testados em animais baixo e alto
exploratorios

9. Campo Aberto

O teste do campo aberto foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos “padrao
exploratério” e “privagdo do sono paradoxal” sobre a atividade locomotora e exploratoria
dos animais, bem como identificar comportamentos like ansiedade ou depressdo. (PRUT;
BELZUNG, 2003). O teste foi realizado em uma arena (50 X 50 cm) cercada por paredes de
acrilico, com o chdo na cor preto dividido em 5 quadrantes (Figura 7), A atividade
exploratoria do animal foi registrada durante 10 minutos e foi obtido o mapa da trajetoria
percorrida por cada animal na arena. Com o apoio do software foram avaliados
automaticamente 0s seguintes pardmetros: Tempo gasto em segundos (s) no quadrante
central; A relacdo entre a atividade locomotora no quadrante central e nos quadrantes da
periferia da arena (Relagdo C/P); O tempo de imobilidade em segundos (s) e 0 nimero de
transicBes entre os quadrantes da arena. Além disso, 0 nimero de levantamentos verticais
ou rearings (nimero de vezes que o animal ergueu-se nas patas traseiras ou atividade
locomotora vertical) foram contados por meio da observacdo comportamental,
independentemente de ter ou ndo ocorrido apoio do animal nas paredes. O teste foi
realizado em uma sala com som atenuado, na condi¢cdo de baixa intensidade de luz
vermelha, gravado e analisado utilizando o software SMART video tracking versao 3.0.03

da Panlab Harvard Apparatus®.

Os roedores, espontaneamente, preferem a periferia do aparato a atividade
exploratoria na regido central da arena e esse comportamento é denominado tigmotaxia

(CAMPOS et al., 2013). Dessa forma, sdo resultados indicativos de atividade ansiolitica: o
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aumento da permanéncia do animal na regido central do aparato e a elevagéo da razdo entre
o tempo gasto em atividade no centro e o tempo em atividade total (PRUT; BELZUNG,
2003).

Apds o teste, os animais foram devolvidos as suas caixas-moradia e foi

realizada a assepsia do campo aberto com alcool etilico a 15% entre um animal e outro.

Figura 7 — Foto do aparato para realizacdo do teste do campo aberto
(@3 Player [AN1 E 2.AVT] 32 |

@ U @ <P Arenal v &

Centro —E&

Arena 2 C_ SN g

Periferia

Fonte: Do proprio autor.

Foto da tela de captura do software mostrando as arenas utilizadas para o teste. Pode-se
observar que a arena a esquerda encontra-se dividida em 5 quadrantes com regides

central e periférica identificadas.
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10. Labirinto em cruz elevado (Plus Maze)

O labirinto em cruz elevado originalmente descrito por Pellow (1985) foi
realizado com o objetivo avaliar os efeitos “padrao exploratorio” e “privagdo do sono
paradoxal” sobre o comportamento de risco e ansiedade dos animais. Apés 24 horas dos
testes no campo aberto, os animais foram testados no plus-maze. O aparelho foi construido
em acrilico e coberto por férmica preta, e consiste em dois bracos abertos opostos (50x10
cm), e dois bracos opostos fechados (50x10 cm). Os quatro bracos estdo elevados 50 cm
do chdo (Figura 8). O animal é colocado no centro do labirinto com a cabeca voltada
para um dos bragos fechados no inicio do experimento. Foi registrado o tempo de
permanéncia do animal em cada braco (TEBA e TEBF) e o niumero de entradas nos
bracos abertos (NEBA) e fechados (NEBF), durante 5 minutos. O experimento foi

realizado numa sala de comportamento isolada de ruidos e com baixa iluminacé&o.

Figura 8 - Desenho representativo do aparato para o teste plus maze

5 minutos
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11. Testes para avaliacdo do fenétipo depressivo

12. Teste do nado forcado

O Nado forcado foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da “privagdo
do sono paradoxal” e “padrdo exploratorio” sobre comportamentos analogos a
depressdo. O teste do nado forcado, descrito primeiramente por Porsolt, (PORSOLT;
BERTIN; JALFRE, 1978) é um dos testes mais utilizados na investigacdo de novas
drogas antidepressivas. Os animais foram adaptados 24 horas antes da fase de teste. Na
fase de teste, os animais foram inseridos individualmente em cilindros de acrilico (60
cm de altura; 22,5 cm de didmetro), contendo agua da altura de 35 cm do solo do
aparato (Figura 9), por um periodo de 10 minutos no qual foi cronometrado o tempo
total de imobilidade para cada animal. Considerou-se como imobilidade quando o
animal fez apenas movimentos minimos necessarios para se manter acima do nivel da
agua. O teste avaliou o comportamento do animal frente a uma situagdo inescapavel,
atuando como modelo preditivo de depressdo. E espera-se que o animal com fendtipo

depressivo apresente tempo de imobilidade superior ao animal saudavel.

Figura 9 - Desenho representativo do aparato para o teste do nado forgado

Fonte: QUEVEDO et al., 2013.
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13. Teste da preferéncia pela sacarose

O teste de preferéncia pela sacarose foi realizado com o objetivo avaliar os
efeitos da “priva¢do do sono paradoxal” e “padrao exploratorio” sobre as medidas de
anedonia nos animais com comportamentos depressao-simile (MAO et al., 2009). Os
animais passaram por uma etapa de adaptacdo com a solucdo de sacarose 1% da
seguinte forma: 72 horas antes do teste, foram colocadas, em cada gaiola, duas garrafas
com solucdo de sacarose 1% p/v e 24 horas depois, uma das garrafas de sacarose 1% foi
trocada por uma garrafa contendo agua. Depois da adaptacdo, os animais foram
privados de agua e comida por 24 horas. O teste foi realizado apds 24 horas de jejum,
com os animais alocados em gaiolas separadamente e tendo livre acesso a duas garrafas
contendo 100 ml de solucdo de sacarose 1% e 100 ml de agua cada uma. Apos 1 hora,
os volumes de solucdo de sacarose 1% e de agua foram medidos e a preferéncia pela
sacarose foi calculada em valores percentuais, através da razdo entre o volume
consumido de sacarose 1% e o volume consumido total somando-se os volumes de
sacarose 1% e agua e multiplicando e resultado dessa razdo por 100, como mostra a

equacéo a seguir:

Preferéncia pela Sacarose(%)

Consumo de Sacarose (ml) Sl
"~ Consumo de Sacarose (ml) + Consumo de Agua(ml)

14. Testes para Avaliacédo da Cognicéo

Os testes foram realizados 24 horas ap6s analise dos parametros
comportamentais relacionados ao fenotipo maniaco dos animais, e seguiram também
com um intervalo de 24 horas entre cada um deles. Vale ainda destacar que esse periodo
de tempo se refere exclusivamente ao intervalo entre os testes, ndo dizendo respeito ao
tempo total que possa vir a ser utilizado na efetuacdo do protocolo completo de cada
procedimento, incluindo, por exemplo, os tempos de habituagdo e treinamento que

pOSsam Ser Necessarios.
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15. Teste labirinto em Y (Y-maze)

O labirinto em Y foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos “padrio
exploratério” e “privacdo do sono paradoxal” sobre memdria de trabalho (working
memory) e aprendizado, sendo conduzido conforme descrito previamente (YAMADA
et al., 1996). O labirinto em Y € constituido de trés bracos idénticos (75,5 cm de
comprimento, 34,5 cm de altura e 11,7 cm de largura), dispostos a 120° um do outro,
formando um triangulo central (Figura 10). Os animais foram colocados em um dos
bracos e a sequéncia das entradas nos bragos foi registrada durante oito minutos. A
alternancia foi definida como a entrada nos trés bracos, em qualquer ordem, sem que
houvesse repeticdo dos bracos (por exemplo, 123, 321, 231). O sucesso do teste é
indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando que os animais
podem se lembrarem em qual braco eles entraram por dltimo (STONE et al., 1991).
Apos o teste, os animais foram devolvidos as suas caixas-moradia e realizado a assepsia

do labirinto em Y com alcool etilico a 15% entre um animal e outro.

Assim, a percentagem das alternacfes foi calculada como a razdo entre as
alternacbes corretas (n) e o ndmero de visitas realizadas durante o periodo de

observacao (n-2), multiplicado por 100.

% Alternacdes espontaneas = n/ n-2 x 100

Figura 10 - Desenho representativo do aparato para o teste Labirinto em Y

Start

Sequéncia de entrada nos bracos

(STONE et /., 1991)
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16. Teste de exploracéo do objeto novo (NOR)

O NOR foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos “padrao exploratério”
e “privagdo do sono paradoxal” sobre capacidade de memorizar e reconhecer objetos,
novos, e ja conhecidos. O reconhecimento do objeto novo é baseado na avaliacdo das
diferencas de tempo de exploragéo de objetos novos e familiares. Embora parametros
como atencdo e ansiedade também possam ser avaliados por esse teste (GOULART et
al., 2010; SILVERS et al., 2007) , ele tem sido amplamente utilizado para investigacédo
de alteracbes na memoria, sobretudo no que diz respeito a memdria de reconhecimento,
e para esse fim serd utilizado nesse estudo. Além disso, nos deteremos na avaliacdo da

memoria de reconhecimento de curta duracéo.

O teste consiste em trés etapas: habituacdo, familiarizagdo e fase teste
executadas de acordo com Ennaceur e Delacour et al.(1988) e adaptadas por

Taglialatela et al. (2009), que serdo discriminadas a seguir.

Cada animal foi, primeiramente, habituado em uma arena de campo aberto vazia
de dimensdes 300 x 300 mm, com paredes 150 mm de altura e feita material acrilico
transparente. Essa etapa consistiu de duas sessdes de 10 minutos de duracdo, separadas
entre si por um intervalo de 24 horas. Apds 24 horas da ultima sessao de habituacédo, o0s
animais foram submetidos a fase de familiarizacdo, na qual foram expostos exatamente
no meio da caixa, paralelos, e a 10 cm das paredes laterais a dois objetos iguais Al e A2 de
brinquedo de Lego duplo (Figura 11), denominados de objetos familiares, por 20
segundos de exploracdo desses objetos, apds o qual essa fase encerra. Nesse contexto,
Ennanceur e Delacour (1988) definiram como exploragédo o direcionamento do focinho
para 0 objeto a uma distancia de 2 cm ou menos dele, como também toca-lo com o
focinho ou cheira-lo. Depois disso, 0s animais retornaram para suas caixas moradia e,
apos um periodo de 2 minutos, eles retornaram para a arena, na qual dois objetos, um
idéntico ao familiar (mas ndo previamente usado) e outro novo. Assim, foi permitido
aos animais explorarem o ambiente por 10 minutos, durante o qual a quantidade de
tempo explorando cada objeto foi registrada. Os objetos familiar e novo foram
alternados de posigéo para cada animal testado, e os objetos e a arena foi limpa com

alcool 70-75% entre 0s ensaios.
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Para a analise dos resultados foi utilizado o indice de reconhecimento que é
calculado pela formula TB1 — TAL1 / TE onde TB1 é o tempo gasto pelo animal para
explorar 0 objeto novo. TA1 é o tempo gasto para explorar um objeto familiar, que ja é
conhecido do animal, e TE é o tempo de exploracdo total somatoria do tempo de

exploracdo do animal no objeto novo e antigo.

(Tempo explorando o objeto especifico/ tempo total usado na fase teste)

Figura 11 - Desenho representativo do aparato para teste NOR

Al A3

Fonte: IZQUIERDO, 2006
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3.5. Investigacdo dos endofendtipos genéticosExpressdo Génica por gPCR.

18. Preparacao das amostras

Os fragmentos de hipocampo dos animais foram retirados e macerados em
nitrogénio liquido. Posteriormente, os fragmentos macerados foram adicionados em
microtubo com 300uL. de RNA later (Sigma, EUA). Em seguida, foram armazenados

no freezer a -80°C até sua utilizacdo para extracao do RNA.

19. Extracdo do RNA

O RNA total de cada amostra foi isolado usando kit de extracdo de RNA
(Promega). Resumidamente, as amostras com 100 pL tampao de lise foram misturadas
cinco vezes por inversdo. Adicionou-se as amostras 350 ulL. de tampao de dilui¢ao do
RNA, sendo homogeneizadas quatro vezes por inversdo. Em seguida, as amostras foram
aquecidas por trés minutos a 70°C, com o objetivo de romper as ligacGes dos acidos
nucléicos, e centrifugadas por 10 min. O sobrenadante foi transferido para um
microtubo. Adicionou-se 200 pL de etanol a 95%. Na fase seguinte, a mistura foi
transferida para spin basket acoplado a um microtubo coletor de 2 mL e centrifugado a
11200 RPM por um minuto. Adicionou-se 600 uL de solugdo de lavagem e em seguida
os tubos foram centrifugados por 11200 RPM por um minuto. Na etapa seguinte, as
amostras foram tratadas com DNase para reduzir a contaminacdo com o DNA, sendo
incubadas em temperatura ambiente por 15 min. Decorrido este tempo, 200 pL de
DNase stop solution foram adicionados e as amostras foram centrifugadas por 1 min a
11200 RPM. Logo em seguida, inseriu-se tampéao de lavagem e as amostras foram
centrifugadas, conforme relatado anteriormente. Adicionou-se 250 puL de tampao de
lavagem seguida de centrifugacdo por 2 min em 11200 RPM. Na etapa seguinte, 0 spin
foi inserido em novo microtubo de 1,5 mL, 40 uL de H,O livre de nuclease foram
adicionados e os microtubos foram centrifugados por 1 minuto. Por fim, o spin basket

foi descartado e 0 RNA extraido foi armazenado no freezer -70°C.

Apos a extracdo do RNA de cada amostra, efetuou-se a sua quantificacéo,

com lpuL de RNA de cada amostra, utilizando Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
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EUA). Concomitante a dosagem em ng/ul, realizou-se a avaliacdo da qualidade do
RNA extraido, a qual foi obtida por meio da relagdo 260/280, fornecida pelo programa
relacionado ao aparelho. A avaliacdo da quantidade de RNA presente em cada amostra é
de extrema importancia para a obtencdo da quantidade de amostra adequada para
realizacdo da proxima etapa, a saber: sintese do é&cido desoxirribonucléico

complementar (CDNA).

20. Sintese do cDNA

O cDNA foi sintetizado de acordo com o High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied biosystems, USA). O volume final de cada amostra foi de
20uL: 2 pL do reagente 10x tampao da enzima; 0,8 pL de oligonucleotideos; 2 puL de
primer; 1 uL da enzima transcriptase reversa; 1ng de RNA, onde o volume utilizado em
uL foi dependente da concentracdo inicial extraida; H,O de nucleases para completar 20
pL. O protocolo da reagéo foi realizado & 25° C por 10 min, 37° C por 120 min, 85° C
por 5 min. O cDNA foi armazenado em freezer a -20° C até a sua utilizacdo no qPCR.

21. PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A expressdo génica foi avaliada por meio do sistema de PCR em tempo real
(Light cycler 96, Roche), utilizando kit de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Life
Technologies). O gene de referéncia utilizado foi o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Todos os primers utilizados e as condi¢cGes do qPCR estdo

apresentadas no quadro 1.

Os valores de Threshold cycle (Cq ou Ct), obtidos pelo software do
equipamento, dos genes avaliados foram exportados para o Office Excel Microsoft
2010, no qual os niveis relativos de RNAm foram calculados de acordo com a

metodologia descrita por Livak e Schmittgen (2001).



Quadro 2 - Primers utilizados forward e reverse para anélise de g-PCR.
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Gene Forward primer Reverse primer

CLOCK | ATGGGAATCCTTCGACACAG GACCTTGGAAGGGTCAGTCA
Bmall CCACAGCACAGGCTACTTGA GCTGTGGAACCATGTGTGAG
PER 1 GCTGCTCCTACCAGCAAATC AGGAGGCACATTTACGCTTG
PER 2 TTGTGCCTCCCGATGATGAA AGTGGGCAGCCTTTCGATTA
Cry1 GATTGACGCCATCATGACAC CATCCCTTCTTCCCAACTGA
Cry 2 GGGACTACATCCGGCGATAC ACTTAGCGGCCTTCTGAACC
Drd2 | CAGTGTTAGCTTGGCTCGATGCC TCCCTGCTTTCCTATGTGGTTCCT
Tph2 TGCTCAAGTTTCAGACCACCA CCACGGCACATCCTCTAGTT
INOS AGGCCACCTCGGATATCTCT TGGGTCCTCTGGTCAAACTC

Fonte: Elaborado pela autora
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3.6 Expresséo protéica do receptor DRD2

Para avaliar a expressdo protéica de DRD2 hipocampal realizou-se Western
Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracdo de proteinas,

dosagem de proteinas e Western Blotting.

22. Extracao de proteinas.

O hipocampo foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em nitrogénio
liquido. O produto desse processo foi inserido em microtubo contendo 100 pl de tampéo
RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 1% NP-40; 1% triton-X-
100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease (SigmaAldrich, EUA,
luL de inibidor de protease: 100uL de RIPA). Em seguida, as amostras foram
vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e centrifugadas (17 min, 4°C,
13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante (porcdo que contém as proteinas)

foi transferido para um novo microtubo.

23. Método Bradford para dosagem de proteina.

A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego de
reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate - BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando absor¢édo
méaxima da solucdo acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para 595 nm.
Foram pipetados 160 uL de amostra e 40 pL de solucdo de Bradford nas placas e a
leitura foi feita por espectrofotometro (595 nm), utilizando-se uma curva de calibracao

de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL.
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24. Western Blotting.

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra,
adicionando tampédo da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3%
glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e f-mecaptoetanol (BioRad, EUA),
vortexando por 10 s, aguecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000
rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 V nos primeiros 15 min para deposi¢do das
amostras no fundo do poco e 120 V para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a
10% e tampdo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Apos a corrida,
efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para a membrana de
PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 V por duas horas em tampao de
transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). ApoOs esta etapa, as
membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante, para reduzir as
ligacGes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampéo salina
Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl;
0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo
trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas,
overnight a 4°C sob agitacdo constante, com os anticorpos rat anti- Dopamine DRD2
IgG primary antibody (1:1000; Abcam, USA) e rat anti-a- tubulin IgG primary antibody
(1:4000; Sigma, USA) diluidos em 1% de BSA em TBS-T. Ap0s esta etapa, realizaram-
se trés lavagens de 10 min cada com TBS-T. As membranas foram incubadas com os
anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit IgG (1:1000; Invitrogen, USA) ou HRP-
goat anti-mouse IgG (1:1000; Sigma, USA) por duas horas em temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duragdo de 10 min cada,
com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad, EUA,
Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5 min. As

imagens das bandas foram capturadas por um sistema de ImageQuant 300 Imager (GE
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Healthcare, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software Image J
(NIH, Bethesda, MD, EUA).

3.7 Determinacao de parametros de estresse oxidativo

25. Preparacéo de tecido

As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas (10 vezes (w/v) arrefecidas
com gelo, com 0,1 M de tampédo fosfato de sédio (pH 7,4). Os homogenatos foram
centrifugados a 10.000 rpm durante 15 minutos, e aliquotas dos sobrenadantes foram

separados e usados para a determinacdo dos parametros de estresse oxidativo.

26. Determinacéo de Glutationa Reduzida (GSH)

Os niveis de GSH foram quantificados com o objetivo de avaliar os efeitos
“padrdo exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal” sobre o sistema antioxidante e
para estimar defesas endégenas contra o estresse oxidativo. O método é baseado na
reacdo de reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. As areas do cérebro
foram diluidas em tampédo de 0,02 M de EDTA (10% w / v) e adicionadas a uma
solucdo de acido tricloroacético a 50%. Apos centrifugacdo (3000 rpm/15 min), o
sobrenadante do homogeneizado sera recolhido e os niveis de GSH determinados
(SEDLAK et al., 1968 ). Resumidamente, as amostras foram misturadas com 0,4 M de
tampado tris-HCI, pH 8,9 e 0,01 M de DTNB. Niveis de GSH foram determinados por
espectrofotometria a 412 nm, calculada com base numa curva padrdo de glutationa e

expressos como ng de GSH/g de tecido Umido.

27. Niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARYS)

A mensuracdo de substancias tiobarbitaricas &cido-reativas (TBARS) nos
homogenatos foi quantificada com o objetivo de avaliar os efeitos da interagdo entre

“padrao exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal” sobre a peroxidacgdo lipidica. As
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amostras foram homogenizadas com tampao fosfato de potassio monobéasico 50 mM pH
7,4, 63uL. do homogenato foi misturado a 100 pL de acido perclérico 35%, sendo estas
centrifugadas (7000 rpm/15 min), no qual 150 puL do sobrenadante foram recuperados e
misturados com 50 pL de &cido tiobarbitirico 1,2%, e em seguida, estas amostras foram
aquecidas em um banho de agua fervente por 30 min. Apds o resfriamento, a
peroxidacdo lipidica sera determinada por absorbéancia a 535 nm e expressa como mmol
tecido malonaldeido (MDA) / mg de proteina (OHKAWA et al., 1979).

28. Determinacdo dos niveis de Nitrito

Para avaliar os efeitos do “padrdo exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal”
na neuroinflamac&o foram determinados niveis de nitrito em homogenatos dos cérebros
dos camundongos imediatamente apds a decapitacdo em todos os grupos. Apds
centrifugacdo (800 x g/10 min), o sobrenadante do homogeneizado foi coletado e a
producdo determinada com base na reacdo de Griess (GREEN et al., 1981,
RADENOVIC et al., 2005). Para esse experimento 100 pL do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1% / cloridrato de N-(1-naftil)- etilenediamina 0.1% / acido fosférico a
5% / 4gua destilada, na propor¢éo de 1:1:1:1) foi adicionado a 100 pL do sobrenadante
do homogenato tecidual e incubado a temperatura ambiente por 10 min. A curva padréo
foi elaborada com vérias concentragdes de NaNO2 (variando de 0,75 a 100 mM) sob as
mesmas condi¢des. Os brancos foram preparados pela adi¢ao de 100 pL do reativo de
Griess a 100 pL do tampao usado para o homogenato e a absorbancia foi medida em

leitor de microplacas em 560 nm, expressa em nM de nitrito/g de tecido Umido.

3.8 Dosagem de BDNF hipocampal e de citocinas (IL1p, IL-4, IL-6) no
hipocampo e plasma

29. Preparo das amostras para a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Para as analises plasmaticas antes e apds o tratamento foram realizadas coletas
de sangue por rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro para
determinacéo das analises plasmaticas (corticosterona e interleucinas). Com o objetivo

de eliminar os efeitos do estresse sobre as dosagens e promover conforto ao animal, os
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ratos estavam sob efeito da anestesia local da lidocaina (50 mg/g) e sob cuidados de
assepsia . A coleta se deu 10 min apo6s a inducdo da anestesia local e obedeceu a

horarios fixos pela manha.

Para garantir a sobrevivéncia dos animais, a amostra ndo excedeu 10% do
volume total de sangue, que corresponde a 6% de seu peso (em torno de 2 ml). Para
isso, apenas 800 pL de amostra de sangue foi coletada pela via retroorbital. O sangue
foi colocado em tubos de ensaio contendo heparina. O plasma foi separado por
centrifugacdo a 3500 rpm durante 15 minutos , coletados o0 sobrenadante, e

subsequentemente, armazenadas a -70C.

Para as analises das amostras teciduais foram homogeneizadas a 8 e 20 volumes

de tampdo PBS pH 7,4 para citocinas e BDNF, respectivamente.

30. Técnica de ELISA

Os niveis de BDNF (neuroplasticidade) e de citocinas pro-inflamatérias e
antiinflamatérias IL1p, IL-4, IL-6 foram quantificados no hipocampo e plasma por
ELISA para avaliar os efeitos do “padrido exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal”
na neuroinflamacdo. A deteccdo das citocinas foi realizada por meio de ensaio
imunoenzimatico (Kit DuoSet (R&D Systems, EUA). Resumidamente, as placas para
ELISA de 96 pocos foram incubadas com o anticorpo de captura para IL1B ou IL-6 ou
IL-4 ou BDNF por 18h em temperatura ambiente com 100uL de anticorpo para cada
poco. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampédo de
lavagem (R&D Systems, EUA) e blogueadas com 200uL de BSA 1% (R&D Systems,
EUA) por 1 h. Apdés o bloqueio, 100uL das amostras ou da curva padrdo foram
adicionadas em cada pogo e incubadas por 2 h em temperatura ambiente. As placas
foram entdo lavadas trés vezes com 200ul de tampéo de lavagem e depois incubadas
com anticorpo de deteccdo para IL-6 ou TNF-o em temperatura ambiente por 2 horas.
Na etapa seguinte, as placas foram lavadas novamente por trés vezes com 200uL de
tampao de lavagem e incubadas com 100 pL de estreptavidina em temperatura ambiente
por 20 minutos. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com 200uL de tampé&o
de lavagem. Na etapa seguinte, 100 pL da solucdo substrato para revelacdo (R&D
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Systems, EUA) foram adicionadas em cada poco e incubadas por 20 min a temperatura
ambiente protegidos da luz. A reagdo enzimética foi cessada, adicionando 50 pL
solucéo de parada (H2SO,4). Enfim, a absorbancia foi medida a 450nm. O resultado foi

expresso em pg/mL.

31. Determinacdo dos niveis de corticosterona plasmaticos

Os niveis de corticosterona foram quantificados com o objetivo de avaliar os
efeitos “padrdo exploratério” e “privagao do sono paradoxal” sobre alteracbes no eixo
Hipdtalamo-Hopofise-Adrenal (HPA). Os niveis plasmaticos de corticosterona foram
determinados utilizando um kit comercial de ELISA (R&D Systems®, EUA).
Resumidamente, placas para ELISA de 96 pocos foram incubadas por 1h a temperatura
ambiente sobre um agitador de microplacas com 50 pL por pogo de anticorpo de
captura para corticosterona. Posteriormente, as placas foram lavadas quatro vezes com
400uL de tampéo de lavagem e adicionado 100 pL do pré-tratamento F a cada pogo, em
seguida 50 pL do padrdo ou amostra nos pogos apropriados, 50 puL do diluente
calibrador aos pocos zero e curva padrédo foram adicionadas em duplicata a cada poco
em varias diluicdes. Seguiu-se a incubacdo com 50 pL de corticosterona conjugada em
temperatura ambiente no agitador por 2 horas. Apds o periodo de incubacdo, as placas
foram lavadas novamente por quatro vezes com 400 pL de tampdo de lavagem e
incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos com 200 pL de solucgéo substrato para
revelacdo. A reacdo enzimatica foi parada com a solucdo de parada (H2SO4) e a

absorbancia medida a 450 nm. O resultado foi expresso em pg/mL.

3.9 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism versao 6.0
para Windows, GraphPad Software Inc., San Diego Califérnia EUA Copyright © 1992
— 2012. Para a selecdo temperamental, 0os valores foram expressos como média + SD,
teste-t de student e sob a forma de mediana e escala percentilar para selecdo dos
extremos de temperamento, sendo que os animais foram classificados em LE de acordo

com o rearing com pontuagdo < ao percentil 25% e os animais HE aqueles com pontuagéo
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de comportamento > percentil 75%. Os outros resultados foram analisados por ANOVA
de duas vias seguido do teste de Tukey como teste post hoc para comparagGes multiplas
e expressas como média £+ EPM. Para a analise estatistica dos fatores “padrdo
exploratério” e “privacdo do sono paradoxal” foram considerados o nivel critico para

rejeicdo da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05).

4. RESULTADOS

Ap0s triagem dos ratos no campo aberto (N = 80) foram selecionados 20 animais
alto exploratérios (HE) e 21 animais baixo exploratorios (LE) correspondendo,
portanto, aos extremos de temperamento. O animal acima do percentil 75% foi
classificado em HE por possuir maior porcentagem de levantamentos verticais em
comparacdo aos animais abaixo do percentil 25%, ou seja, LE. [(HE 80,60 £ 9,992,
N=20); (LE 21,90 + 7,549, N 21) médias + SD; t = 21,29, df=39, P <0,0001, N 41].

A distribuicdo dos valores do ponto de corte superior e inferior foram HE >
67,25% e para o grupo LE <32% correspondendo, respectivamente, ao percentil 75% e
25%.

Os 39 animais restantes com percentual de rearings entre 32% e 67,25% no
campo aberto foram considerados medianos e ndo entraram no estudo. A fim de
confirmar que esses tracos comportamentais seriam estaveis ao longo do tempo, a
mesma tarefa foi realizada um més depois, com os animais ja adultos PN60. Com efeito,
no PN60 os animais selecionados para 0s grupos HE e LE permaneceram com a mesma
distribuicdo em um segundo ensaio [(HE 23,00 £ 5,635, N=9), (LE 5,750 £ 1,832 N=8)
Média + SD; t = 8.254, df=15, P < 0.0001, N 17; ( HE PSP 85,75 + 9,823, N=8), (LE
PSP 26,20 + 4,658, N=8) Média + SD, t=12,55, df=11, P < 0,0001, N 16)

Tabela 1- Valores minimo, maximo, mediana, média, desvio padrdo, percentil 25 e
75% da divisao temperamental dos animais.
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Minimo Percentil Mediana Percentil Méaximo Média Desvio
25% 75% padréo
3,000 32,00 46,00 67,25 101,0 48,59 22,91

4.1 Testes Comportamentais

4.1.1. Alteracdes comportamentais em ratos HE e LE submetidos ao
modelo de privacdodo sono paradoxal

A avaliacdo da interagéo entre os fatores “padrao exploratorio” e “privacdo do
sono paradoxal” por ANOVA duas vias revelou efeitos significativos sobre o crossing
[F (1, 18) = 26,46, P < 0.0001] e rearing [F (1, 26) = 79,74, P < 0.0001].

Na figura 13 o teste post hoc revelou diferencas significativas no campo aberto
entre ratos HE quando comparados com ratos LE (p< 0.001). Ja os animais HE privados
de sono paradoxal apresentaram hiperlocomogédo quando comparados aos HE né&o
privados (p< 0.001). Em contraste com estas medidas, os ratos LE expostos a privacao
do sono paradoxal ndo alteraram sua locomocdo. Houve diferencas significativas entre

ratos HE e LE submetidos a privagdo do sono paradoxal (p< 0.0001).

Na avaliacdo dos levantamentos verticais houve diferencas entre ratos HE vs. LE
(p < 0.0001). Neste caso os ratos HE exibiram significativamente maior frequéncia de
levantamentos verticais. Os animais HE privados de sono apresentaram aumento
significativo da frequéncia de rearings quando comparados aos HE nédo privados (p <
0.001). Da mesma forma que ratos LE privados de sono aumentaram de forma
significativa os levantamentos verticais quando comparados aos nao privados (p <
0.001). Apds a exposicao a pivacdo de sono os ratos HE apresentaram um aumento
estatisticamente significativo no numero de rearings quando comparados aos LE

submetidos a privacao de sono (p < 0.0001) Figura 14.

O tempo de imobilidade no teste de campo aberto é importante para analisar 0s

sinais iniciais de comportamentos de depressdo (sickness behaviour). Como mostrado
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na figura 15, os dois extremos de padrdo exploratorio expostos ou ndo a privacao

intermitente do sono paradoxal ndo alteraram o tempo de imobilidade no campo aberto.

O ANOVA de duas vias apresentou interacdo significativa entre padrédo
exploratorio e privacdo do sono paradoxal sobre os pardmetros tempo de permanéncia
no quadrante central [F (1, 18) = 5,019, P = 0,0379] e razdo do tempo centro/periferia [F
(1, 18) = 5,661, P = 0,0286], que sdo utilizados para avaliar atividade ansiolitica no teste

do campo aberto como pode ser visto nas figuras 16 e 17.

Os animais HE privados do sono paradoxal apresentaram elevacéo significativa
no tempo de permanéncia no quadrante central da arena (p < 0,05), e aumento na razao
centro/periferia (p < 0,05), quando comparados com os ratos HE néo privados. Figs 16 e
17.
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Figura 12 — Atividade locomotora no campo aberto em ratos alto exploratérios (HE) e

baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O ndmero de cruzamentos foi registrado por 10 min no campo aberto. O
teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a média da frequéncia
de cruzamentos + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de ANOVA duas vias seguida pelo
teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ®p<0.001 (vs. HE ndo privado); b p<0,0001 (vs. HE
privado). HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratorio.
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Figura 13 — Atividade exploratéria no campo aberto em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. A frequéncia de rearings (n) foi avaliada no teste de campo aberto por 10
min. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a média da
frequéncia de rearings + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de ANOVA de duas vias
seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE; ®p<0.0001(vs. LE n&o privado); °p<0, 0001
(vs. LE privado do sono)]. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratorio.
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Figura 14 — Tempo gasto de imobilidade no campo aberto em ratos alto exploratorios
(HE) e baixo exploratérios (LE) submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O tempo de imobilidade (s) foi avaliado por 10 min no campo aberto. O
teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a média do tempo de
imobilidade + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Tukey. HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratério.
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Figura 15 — Tempo gasto no centro do campo aberto em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O tempo de permanéncia no quadrante central (s) foi registrado por 10
min no campo aberto. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras
representam a média do tempo de permanéncia no centro + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [*p<0.05 vs. Controle HE; %p<0,05 vs. HE
privado de sono]. HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratério.
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Figura 16 — Raz&o do tempo de locomocdo central/periferia no campo aberto em ratos

alto exploratorios (HE) e baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo
sono paradoxal.

T B CONTROLE
0.4 3 PRIVAGAQ SONO

Razao locomocao central/total

LE

Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. A razdo do tempo locomog&o centra/periferia foi avaliada por 10 min no
campo aberto. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a
média da razdo + E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através de ANOVA duas vias seguida pelo
teste de Tukey. *p<0.05 vs. Controle HE. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratério.
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Figura 17 — Mapa do trajeto percorrido pelos animais no teste do campo aberto

LE CONTROLE LEPSP

Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). A presenca
e o deslocamento do animal foram detectados pelo software a partir do seu centro de massa. O trajeto
percorrido pelo animal na arena esta representado pela linha preta. PSP = privacdo do sono; HE = alto
exploratorio; LE= baixo exploratdrio.
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2. Comportamento de risco no labirinto em cruz elevado em ratos alto
exploratorios (HE) e baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de
privacadodo sono paradoxal.

No labirinto em cruz elevado, o fator a ANOVA de duas vias revelou interacéo
significativa entre os fatores “padrdo exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal” nos
parametros frequéncia de entrada nos bragos abertos [F (1, 30) = 8,252, P = 0,0074] e
tempo de permanéncia nos bragos abertos [F (1, 30) = 10,47, p < P =0,0030].

Os ratos HE apresentaram naturalmente um comportamento de risco aumentado,
demonstrado pelo aumento significativo na porcentagem de entradas nos bragos abertos
(p<0,001) e tempo de entradas nos bracos abertos (p<0,05) do que os ratos LE. Figs 19
e 20.

Em alinhamento com esses dados foi verificado que ratos HE privados de sono
paradoxal quando comparados aos HE ndo privados exibiram um aumento significativo
na porcentagem de entradas nos bragos abertos (p<0,0001) e tempo de entradas nos
bragos abertos (p<0,0001) Figs 19 e 20.

Outro achado interessante foi a manutengdo de diferencas significativas no
comportamento de risco entre os grupos HE privado de sono paradoxal em compara¢édo
com os animais LE privados de sono, haja vista que os animais HE privados de sono
paradoxal demonstraram maior porcentagem de entradas nos bracos abertos (p<0,0001)
e tempo de entradas nos bragos abertos (p<0,0001) Figs 19 e 20.
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Figura 18 — Percentagem de entrada nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado

em ratos alto exploratérios (HE) e baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de
privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O nimero de entradas nos bragos abertos (n) foi avaliado por 5 min no
labirinto em cruz elevado. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras
representam a média da percentagem de entradas nos bracos abertos (NEBA) + E.P.M. A andlise dos
resultados foi feita através de ANOVA duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs.
Controle HE; ®p<0,001 vs. HE ndo privado; °p<0,0001 vs. HE privado de sono. HE = alto exploratério;
LE= baixo exploratério.
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Figura 19 — Tempo de permanéncia nos bragos abertos no labirinto em cruz elevado em
ratos alto exploratérios (HE) e baixo exploratérios (LE) submetidos ao modelo de
privagdodo sono paradoxal.

a I
100- - b
_-|-_| | ] CONTRQLE
80 0 PRIVACAO SONO
2 604
q
11} —
& 40
20+
0 |
LE

Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O tempo de permanéncia nos bracos fechados (s) foi avaliado por 5 min
no labirinto em cruz elevado. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras
representam a média do tempo de permanéncia nos bragos abertos + E.P.M. A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE;
p<0.05 vs. HE ndo privado; °p<0,0001 vs. HE privado de sono paradoxal. HE = alto exploratério; LE=
baixo exploratério.
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4.3 Testes cognitivos

3. Desempenho de animais HE e LE privados e ndo privados de sono nos testes
de reconhecimento do objeto novo (NOR) e labirinto em Y (Ymaze)

Na avaliagdo cognitiva, ANOVA de duas vias revelou interacdo significativa
entre os fatores “padrdo exploratorio” e “privagdo do sono paradoxal” nas medidas de
indice de reconhecimento do objeto [F (1, 19) = 4,190, P = 0,0548] e percentagem de
alternacOes espontaneas corretas [F (1, 24) = 6,263, P = 0,0195].

Os animais HE privados de sono paradoxal apresentaram uma diminui¢cdo no
indice de reconhecimento do objeto novo quando comparados aos HE ndo privados
(p<0,0001). Da mesma forma os animais LE privados de sono paradoxal apresentaram
uma diminuicdo no indice de reconhecimento do objeto novo quando comparados aos
LE ndo privados (p<0,0001). Além disso, os resultados demonstram diferencas
significativas na resposta a privacdo do sono entre os extremos de padrdo exploratério,
sendo que os ratos LE privados de sono paradoxal foram mais vulneraveis, com
acentuada diminuicdo no indice de reconhecimento do objeto novo quando comparados

aos HE privados de sono paradoxal (p<0,0001) Fig 21.

Ocorreu uma diminuicdo da percentagem de alternacfes espontaneas corretas no
Labirinto em Y em ratos HE privados de sono quando comparados aos HE néo privados
(p<0.0001). O mesmo ocorreu com 0s animais LE (p<0.0001). Apesar do déficit de
memoria no labirinto ter sido demonstrado em ratos HE e LE privados de sono, ele foi
significativamente maior no grupo LE privado de sono em comparacdo com o HE

privado do sono (p<0.001). Fig 22.
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Figura 20 — indice de discriminac&o do objeto novo em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O indice de discriminagdo do objeto novo foi registrado por 10 min no
campo aberto. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a
média do indice de discriminacdo do objeto + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.
Controle LE; ®p<0, 0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)]. HE = alto exploratério; LE= baixo
exploratdrio.
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Figura 21 — Percentagem de alternagdes corretas em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. A percentagem de alternages esponténeas corretas (%) foi registrada
por 8 min no labirinto em Y. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras
representam a média da frequéncia de alternacOes espdntaneas + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE;
[****p<0.0001 vs. Controle LE; *p<0,001 (vs. LE privado do sono paradoxal)]. HE = alto exploratorio;
LE= baixo exploratério.
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4.4 Testes Depressao

4. Avaliagdo de comportamentos tipo-depressdo através dos testes de
imobilidade (Nado forgado) e anedonia (preferéncia por sacarose) em ratos
alto exploratorios (HE) e baixo exploratorios (LE) privados ou ndo de sono
paradoxal.

Os animais LE privados de sono quando submetidos ao teste de natacdo forcada
apresentaram aumento significativo do tempo de imobilidade quando comparados aos
LE néo privados (p<0.05) Fig 23.

De acordo com ANOVA de duas vias, ocorreu uma interacao significativa entre
“padrdo exploratério” e “privacdo do sono paradoxal” no teste de preferéncia por
sacarose [F (1, 18) = 37,32; P < 0,0001]. O teste de Tukey mostrou reducéo significativa
na porcentagem de preferéncia por sacarose nos animais LE quandos comparados ao HE
(p<0.0001), apontando maior vulnerabilidade do LE para comportamento de anedonia.
Da mesma forma, os animais LE privados de sono reduziram significativamente a
preferéncia por sacarose tanto em relacdo ao LE ndo privado (p<0.0001) quanto em
relacdo ao HE privado de sono (p<0,0001) Fig 24.
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Figura 22 — Tempo de imobilidade em ratos alto exploratérios (HE) e baixo
exploratérios (LE) submetidos ao modelo de privacaodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. O tempo de imobilidade (s) foi avaliado por 10 min no nado for¢ado. O
teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a média do tempo de
imobilidade £ E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através ANOVA de duas vias seguida pelo teste
de Tukey. (*p<0.05 vs. Controle LE). HE = alto exploratorio; LE= baixo exploratério.
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Figura 23 — Percentagem de preferéncia por sacarose em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. A preferéncia por sacarose (%) foi medida ap0s 1 hora de fase de
teste. O teste comportamental foi realizado na idade adulta (PN60). As barras representam a média da
percentagem de preferéncia por sacarose + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através de ANOVA
de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle LE; p<0.0001 (vs. LE Controle);
®p<0, 0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)]. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratdrio.
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4.5 Efeitos de genofendtipos em ratos alto exploratorios (HE) e baixo
exploratérios (LE) submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal.

Na avaliacdo da expressdo génica de CLOCK, Bmall, Per 1, Per 2, Per 3 e Cryl
houve aumento igualmente significativo dos niveis basais de RNAm em ratos HE néo
privados do sono quando comparados aos LE ndo privados, respectivamente (p <
0.0001).

Os animais HE privados de sono paradoxal apresentaram aumento
significativamente igual da expressédo génica de CLOCK, Bmall, Per 1, Per 2, Per 3 e
Cryl quando comparados aos HE n&o privados, respectivamente (p < 0.001). Por outro
lado, ratos LE privados de sono diminuiram de forma significativa a expressao dos

mesmos genes quando comparados aos LE ndo privados, respectivamente (p < 0.0001).

Houve uma diminuicao significativa da expressdo de RNAm de Cry 2 no grupo
HE privado do sono paradoxal quando comparado ao HE ndo privado (p < 0.0001). Da
mesma forma que no grupo LE privado do sono paradoxal quando comparado ao LE
n&o privado (p < 0.0001).
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Figura 24 — Expressao génica de Clock por gPCR em ratos alto exploratdrios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso

durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Clock hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média = E.P.M. A analise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.
Controle LE; ?p<0.0001 (vs. LE ndo privado do sono); ® p<0.0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)].
HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratério.
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Figura 25 — Expressdo génica de Bmal por gPCR em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Bmal 1 hipocampais foram mensurados por qPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.
Controle LE; ®p<0.0001 (vs. LE néo privado do sono); °p<0.0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)].
HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratorio.
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Figura 26 — Expressdo génica de PER1 por gPCR em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Per 1 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60)As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita atraves
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.

Controle LE; p<0.0001 (vs. LE néo privado do sono); °p<0. 0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)].
HE = alto exploratério; LE= baixo exploratério.
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Figura 27 — Expressdo génica de PER2 por qPCR em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Per 2 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE;
**x%1n<0.0001 vs. Controle LE; ®p<0.0001 (vs. LE ndo privado do sono); ® p<0.0001 (vs. LE privado do
sono)]. HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratério.
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Figura 28 — Expressdo génica de PER3 por gPCR em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Per 3 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.
Controle LE; p<0.0001 (vs. LE néo privado do sono); °p<0,0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)].
HE = alto exploratério; LE= baixo exploratério.
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Figura 29 — Expresséo génica de CRY1 por gPCR em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Cry 1 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [**p<0.001 vs. Controle HE; ***p<0.0001 vs.
Controle LE; ®p<0.0001 (vs. LE nao privado do sono); °p<0,0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)].
HE = alto exploratdrio; LE= baixo exploratério.
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Figura 30 — Expressdo génica de CRY?2 por gPCR em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de Cry 2 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE; ****p<0.0001 vs.
Controle LE. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratorio.
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Figura 31 — Expressdo génica de TPH2 por qPCR em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Niveis de RNAm de TPH2 hipocampais foram mensurados por JPCR
na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [*p<0.001 vs. Controle HE; *p<0.001 vs. Controle

LE; %p<0.0001 (vs. LE ndo privado do sono); "p<0,0001 (vs. LE privado do sono)]. HE = alto
exploratério; LE= baixo exploratdrio.
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4.6 Avaliacdo do receptor de dopamina D2 em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacao do sono
paradoxal.

De acordo com a analise estatistica ANOVA de duas vias, foi encontrada
interacdo entre “padrdo exploratorio” e “privacdo do sono” quanto a expressdo génica
de DRD2 [F (1, 9) = 68,88; P <0,0001] e expressdo proteica de DRD2 [F (1, 14) =
45,06, P < 0,0001], sendo que o pods-teste de comparagdes multiplas revelou diferencas
basais nos niveis de expressao génica entre 0s grupos com um aumento significativo no
grupo LE quando comparado ao grupo HE (P<0.001). Apesar do grupo LE privado de
sono paradoxal partir de um ponto de expressdo génica basal aumentada, quando
exposto ao estresse de privacdo do sono paradoxal ele responde diminuindo de forma
significativa a expressdo génica do receptor DRD2 (LE privado de sono vs. LE,
p<0.0001). Em lado oposto, o grupo HE privado do sono paradoxal que parte de niveis
basais de expressdo génica reduzida, quando expostos a privacdo do sono aumentam
consideravelmente os niveis de RNAm do receptor DRD2 (HE PSP vs. HE, p<0.001).
Fig 33.
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Figura 32 — Expressdo génica por gPCR e protéica por imunoblotting hipocampal do
receptor DRD2 em ratos alto exploratorios (HE) e baixo exploratérios (LE) submetidos

ao modelo de privagdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Expressdo génica e proteica do receptor de D2 por qPCR e por

imunoblotting na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A andlise dos
resultados foi feita através de ANOVA duas vias seguida pelo teste de Tukey. DRD2 RNA m:
[**p<0.001 vs. Controle HE; ***p<0.0001 vs. Controle LE; ?p<0.001 (vs. LE ndo privado); °p<0,0001
(vs. LE privado do sono paradoxal); DRD2 proteina: ****p<0.0001 vs. Controle HE; ®p<0.05 (vs. LE ndo
privado); °p<0,0001 (vs. LE privado do sono paradoxal)]. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratério.
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4.7 Determinacdo do estresse oxidativo

5. Niveis de GSH e MDA em ratos alto exploratérios (HE) e baixo
exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.

De acordo com a ANOVA de duas vias foi detectada interacdo significativa
entre “padrao exploratério” e “privacdo do sono paradoxal” sobre os niveis de GSH [F
(1, 19) = 130,4, P < 0,0001].

Em relacdo aos niveis de GSH, houve diferencas significativas nos niveis basais
desse antioxidante fisiologico entre os grupos HE e LE (p<0.0001) sugerindo que 0s
animais LE tém niveis basais de GSH inferiores ao grupo HE. Por outro lado, embora o
grupo HE tenha niveis basais maiores de GSH, o grupo HE PSP quando foi exposto a
privacdo demonstrou maior vulnerabilidade por reducao significativa nos niveis de GSH
(p<0.0001 vs. HE) e aumento nos niveis de MDA, como citado anteriormente. Em
posicdo oposta os niveis fisioldgicos de antioxidantes em animais LE apresentaram-se
reduzidos sem nenhuma exposicao a contigéncia ambientail, entretanto quando exposto
0 grupo LE PSP vs. LE aumentou de forma significativa os niveis de GSH (p<0.0001),

sugerindo um mecanismo de homeostase de combate a peroxidagao lipidica. Fig 34.

O pobs-teste de comparacdes multiplas revelou ndo existir diferencas estatisticas
nos niveis basais de MDA entre os grupos HE e LE. Por outro lado, foram encontradas
diferencas entre os grupos HE e LE quando expostos a privacao do sono paradoxal. O
grupo HE privado do sono paradoxal aumentou os niveis de MDA de forma
significativa (p<0.0001 vs. HE). Ja o grupo LE privado do sono elevou de forma
estatisticamente significante os niveis desse marcador de peroxidagao lipidica (p<0.001
vs. LE). Fig 35
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Figura 33 — Niveis de GSH em ratos alto exploratdrios (HE) e baixo exploratorios (LE)

submetidos ao modelo de privagdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de GSH hipocampais foram mensurados por ELISA na idade
adulta (PN60). As barras representam a média dos niveis de GSH + E.P.M. A analise dos resultados foi
feita através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE;
[****p<0.0001 vs. Controle LE; p<0.0001 (vs. LE Controle); p<0.0001 (vs. LE privado do sono
paradoxal)].HE = alto exploratério; LE= baixo exploratorio.



110

Figura 34 — Niveis de MDA em ratos alto exploratérios (HE) e baixo exploratdrios
(LE) submetidos ao modelo de privagcdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias 10 dias na adolescéncia. Os niveis de MDA hipocampais foram mensurados por ELISA
na idade adulta (PN60). As barras representam a média dos niveis de MDA + E.P.M. A anélise dos
resultados foi feita através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [***p<0.0001 vs.
Controle HE; **p<0.001 vs. Controle LE]. CONTROLE = Salina; PSP = privacdo do sono; HE = alto
exploratério; LE= baixo exploratdrio.
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4.8 Avaliacdo da resposta inflamatdria

No presente estudo a analise de dados por ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos da associacdo entre “padrao exploratorio” ¢ “privagdo do sono paradoxal”
sobre a expressdo génica de iINOS no hipocampo [F (1, 10) = 7,394 ] e niveis de nitrito
no hipocampo [F (1, 22) = 4,733, P = 0,0406 ].

Os dados post hoc apontam conforme apresentado na figura 41 que ndo hé
diferencas estatisticas na expressao génica de INOS e niveis de nitrito entre os grupos HE e
LE, sugerindo um ponto de partida similar na sintese destes marcadores inflamatorios. Por
outro lado, quando os diferentes temperamentos sao expostos a privacao do sono paradoxal
ha o aumento significativo da expressao génica de iINOS no grupo HE PSP vs. HE
(p<0.001) e da mesma forma o aumento dos niveis de nitrito tanto no HE PSP vs. HE
(p<0.0001) quanto no LE PSP vs. LE (p<0.001) . Esses dados demonstram que a
privacdo do sono paradoxal elevou a expressdo génica de iNOS, e sugerimos, apesar de
ndo termos quantificado a proteina, que provavelmente também houve aumento da
expressao protéica da iINOS e que foi acompanhada por aumento dos niveis de NO,
evidenciados indiretamente por elevada concentragdo de nitrito tanto em animais HE PSP
quanto LE PSP expostos a privacdo do sono paradoxal. Ainda sobre o aumento dos niveis
do metabolito do NO em ambos o0s temperamentos submetidos a privacdo do sono
evidenciamos sobre esse aumento que ele foi significativamente maior no grupo HE PSP vs.
LE PSP (p<0.001), reforcando as diferengas de respostas inflamatérias entre ratos HE e LE

privados do sono paradoxal. Fig 36.
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Figura 35 — Efeitos na expressdo génica de iNOS por gPCR e niveis de nitrito por
ELISA em ratos alto exploratorios (HE) e baixo exploratorios (LE) submetidos ao
modelo de privacdo do sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. A expressdo génica hipocampal de INOS por qPCR e niveis de
nitrito por ELISA na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A analise dos
resultados foi feita através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [INOS RNAm
**p<0.001 vs. Controle HE; Nitrito ****p<0.0001 vs. Controle HE; ***p<0.0001 vs. Controle LE;
#p<0,001(vs. LE privado do sono paradoxal)]. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratério.
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4.9 Efeitos em ratos alto exploratérios (HE) e baixo exploratérios (LE)
submetidos ao modelo de privacaodo sono paradoxal nos niveis de
interleucinas cerebrais.

As citocinas pro-inflamatorias IL-1p e IL-6 podem ser secretadas por muitos
tipos de celulas como macrofagos e mondcitos e tem importante funcdo na patogénese

das dos distarbios psiquiatricos.

N&o houve diferengas significativas nos niveis fisiologicos das interleucinas pro-
inflamatorias entre ratos HE e LE. Entretanto, uma vez que os distintos “padrdes
exploratérios” foram expostos a privacao do sono houve um aumento similar de IL-1P
em ratos HE privados do sono comparados aos ratos HE ndo privados do sono
(p<0,0001) e da mesma forma entre ratos LE privados do sono comparados aos LE nao
privados do sono (p<0,0001). J& a interleucina IL-1p plasméatica aumentou
significativamente no grupo HE privado do sono comparado ao HE ndo privado
(p<0,001) correlacionando-se com o também aumento dos niveis da interleucina

tecidual neste mesmo grupo. Fig 37.

Os niveis de IL-6 tecidual e plasmatica em animais HE ndo privados e HE
privados do sono n&o foram alterados. Por outro lado a IL-6 tecidual aumentou em ratos
LE privados do sono em comparagdo com LE ndo privados (p<0.05), mas este aumento

ndo se correlacionou com os niveis plasmaticos Fig.38.

A citocina imunomoduladora IL-4 tecidual aumentou de forma significativa em
animais HE privados do sono comparados aos HE nédo privados (p<0.001) e da mesma
forma houve aumento no grupo LE privados do sono comparados aos LE nao privados
(p<0.001). Ainda houve correlacdo significativa no aumento da IL-4 plasmética no

grupo HE privado do sono em comparacao ao grupo HE ndo privado (p<0.0001) Fig. 39

A avaliacdo das citocinas plasmaticas produziu resultados interessantes em
relacdo ao fendtipo HE. Uma vez que 0s niveis plasmaticos das interleucinas pro-

inflamatdrias foram similares aos niveis teciduais.
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Figura 36 — Niveis teciduais e plasmaticos de IL-1B em ratos alto exploratorios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de IL-1P hipocampais e plasmaticos foram mensurados por
ELISA na idade adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A analise dos resultados foi feita
através de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [SNC ****p<0.0001 vs. Controle HE;
****n<0.0001 vs. Controle LE; Plasma **p<0.001 vs. Controle HE]. HE = alto exploratério; LE= baixo

exploratorio.
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Figura 37 — Niveis teciduais e plasmaticos de IL-6 em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de IL-6 hipocampais foram mensurados por ELISA na idade
adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. SNC (*p<0.05 vs. Controle LE). HE = alto

exploratorio; LE= baixo exploratdrio.
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Figura 38 — Niveis teciduais e plasmaticos de IL-4 em ratos alto exploratérios (HE) e
baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.

20000+ = =
-+ - @8 CONTROLE
PRIVACAO SONO
E 150004
g2
< @ 10000
2
5000+
0 T
HE LE
a
50" *k%kk
@B CONTROLE
40- 1 PRIVAGAO SONO
ET 30
25
1€ » -
10+ i
0' T T
HE LE

Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de IL-4 hipocampais foram mensurados por ELISA na idade
adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [Hipocampo**p<0.001 vs. Controle HE; **p<0.001
vs. Controle LE; Plasmatico: ****p<0.0001 vs. Controle HE; ®p<0,0001 (vs. LE privado do sono

paradoxal)]. HE = alto exploratorio; LE= baixo exploratério.
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4.10 Efeitos no eixo HPA em ratos alto exploratérios (HE) e baixo
exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.

Os resultados deste experimento mostraram que 0s animais com extremos de
padrdes exploratorios expostos a contingéncia ambiental privacdo do sono paradoxal na
fase de puberdade ndo apresentaram alteragcdes nos niveis séricos de corticosterona na
idade adulta, uma vez que os niveis do horménio ndo diferiram entre si. Entretanto, uma
limitacdo desta dosagem foi que os animais ndo foram expostos a um agente estressor

que ativasse o0 eixo HPA antes da coleta de sangue. Fig 40.
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Figura 39 — Niveis plasmaticos de corticosterona em ratos alto exploratérios (HE) e

baixo exploratorios (LE) submetidos ao modelo de privacdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de corticosterona hipocampais foram mensurados por ELISA
na idade adulta (PN60). As barras representam a média = E.P.M. A anélise dos resultados foi feita através
de ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratdrio.
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411 Niveis de neurotrofina hipocampais em ratos alto exploratérios (HE)
e baixo exploratérios (LE) submetidos ao modelo de priva¢dodo sono
paradoxal.

Os niveis basais do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) foram similares
nos grupos HE e LE, entretanto apos a privacao do sono paradoxal os niveis da neurotrofina
aumentaram significativamente nos grupos HE privados do sono comparados ao HE néo
privados (p<0,0001). Da mesma forma houve aumento significativo no grupo LE privado

do sono comparado LE ndo privado (p<0,001). Fig 41.
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Figura 40 — Niveis de BDNF em ratos alto exploratdrios (HE) e baixo exploratorios
(LE) submetidos ao modelo de privagcdodo sono paradoxal.
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Ratos HE e LE foram selecionados e privados do sono paradoxal por 24 h intermitentes com repouso
durante 10 dias na adolescéncia. Os niveis de BDNF hipocampais foram mensurados por ELISA na idade
adulta (PN60). As barras representam a média + E.P.M. A analise dos resultados foi feita através de
ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Tukey. [****p<0.0001 vs. Controle HE; **p<0.001 vs.
Controle LE]. HE = alto exploratério; LE= baixo exploratorio.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que as diferencas comportamentais
individuais, aqui chamadas padrbes exploratorios podem ser caracterizadas em ratos.
Fazendo uma translacdo para o ser humano estes padrdes exploratérios refletem
caracteristicas temperamentais que influenciam uma variedade de comportamentos e
parametros neuroquimicos e genéticos em resposta ao meio ambiente. Vale destacar que
0 método usado para separar 0s extremos de padrdo exploratério e, portanto,
temperamento foi relativamente estavel ao longo do tempo, tal como esperado para

caracteristicas de tracos de temperamento em humanos.

Nossos dados sugerem diferencas entre ratos HE e LE em comportamentos
como atividade locomotora e na busca de novidades e que estdo de acordo com a
literatura que mostra que os ratos HE apresentam hiperatividade motora e aumento do
comportamento de rearing em relacdo aos LE. Vérios estudos como Steimer e Driscoll
(2005) avaliando bases temperamentais em roedores caracterizaram dois extremos de
comportamento em ratos, para eles chamados high avoidance (RHA) e low avoidance
(RLA), ou seja, com alta e baixa fuga ao dano. Para Cloninger e Svrakic (1993) evitar
danos (Harm avoidance) e busca de novidades (novelty seeking) sdo dimensdes
independentes do temperamento que podem ser expressos em varios graus. Evitar danos
estd associado com medo, baixo consumo de energia, pessimismo e timidez, ao passo
que a busca por novidades é expressa como curiosidade, impulsividade, esquiva ativa de
sinais condicionados de punicdo e abordagem apetitiva em resposta a novidade e
recompensa, estando relacionado com raiva. Neste contexto, a selecdo de animais com
base no comportamento exploratorio € uma ferramenta Util para estudar as bases
biolégicas do temperamento ou personalidade, uma vez que este € um traco

comportamental basico.

Desta forma foi visto que os roedores que expressam elevada atividade
exploratéria tém tendéncia para o consumo de drogas de abuso, tais como nicotina
(REDOLAT et al. 2009), cocaina (BELIN et al. 2011) e morfina (PELLOUX et al.,
2006). Estes resultados evidenciam alta busca de sensagdes e busca de novidade em
adictos (BLANCHARD et al. 2009).
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A literatura e os dados mostrados no presente trabalho sugerem que ratos com
fendtipo excitatério (alto explorador), podendo receber diferentes nomes na literatura
(e.g. RHA, agressivos e HE) demostram temperamentos 'desinibidos’, enquanto aqueles
caracterizados por fenotipos depressivos (e.g. RLA, LE e ndo agressivos) mostram
temperamento "inibido". Essas linhas reforcaram a ideia de que a variacdo natural de
extremos de padrdo exploratorio tém distintos perfis comportamentais, farmacoldgicos,
fisiologicos e neuroendocrinoldgicos. No caso do presente trabalho resolvemos

denominar os animais de HE e LE.

Os dados obtidos no presente trabalho fornecem substanciais evidéncias que
existem grandes diferencas emocionais entre ratos HE e LE. Em primeiro lugar, a
exposicao forcada a um novo ambiente pode ser considerada aversiva, ansiogénica e/ou
estressante (WELKER, 1959; HENNESSY et al, 1979; BARDO et al, 1996). Portanto,
as diferencas entre ratos HE e LE no campo aberto podem refletir também diferencas na
ansiedade/emocionalidade. Nossos resultados apontam significativa hiperatividade
motora e aumento de rearings em ratos HE, mas, ndo, em ratos LE e essa diferenca
comportamental se manteve mesmo nos grupos HE e LE privados de sono paradoxal.
Nessa pespectiva, ao contrario da locomogdo, a resposta comportamental de rearing é
considerada ndo s6 como parametro de atividade exploratoria, mas também
emocionalidade (SADILE, 1996; GIRONI CARNEVALE, VITULLO e SADILE,
1990). Em segundo lugar, os parametros avaliados no campo aberto: tempo de
permanéncia no quadrante central e razdo locomocéo central/periferia, 0os quais também
sdo usados como indice de emocionalidade ndo diferiram entre os dois grupos HE e LE
ndo expostos ao estresse, entretanto quando os extremos exploratérios foram expostos
ao estresse da privacdo do sono paradoxal o grupo HE privado de sono apresentou
maior tempo e razdo gasto no centro do campo aberto, corroborando com os dados
obtidos por Courvoisier et al (1996) que mostraram em seu estudo que ratos
naturalmente estressados (WKHA) exibiam comportamento ansiolitico e hiperatividade
motora em resposta a um ambiente novo como o campo aberto. Dessa forma podemos
sugerir que a privacdo do sono paradoxal potencializou aspectos do fenotipo no grupo
HE privado de sono paradoxal relacionada a emocionalidade. Em terceiro lugar, 0s
grupos HE e HE privado de sono caracterizaram-se pelo aumento do comportamento de
risco no labirinto em cruz elevado. A privacdo do sono parece ter o efeito de

potencializar o fendtipo alto explorador, uma vez que quando expostos a privacéo,
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houve aumento do numero e tempo de entradas nos bracos abertos. Em contrapartida os
ratos LE respondem de forma aversiva e ansiogénica ao ambiente estressor. Desta forma
podemos sugerir que a privacdo do sono paradoxal parece aumentar a atividade
locomotora no grupo LE privado de sono, mas ndo tem efeito ansiolitico, portanto ele
aumenta o nimero de entrada nos bracos abertos, mas ndo o tempo de permanéncia

nestes bracos.

Em nossos resultados os ratos HE exibiram um comportamento ansiolitico no
labirinto de cruz elevado, o que pode parecer contra-intuitivo, mas é coerente com a
proposta por Cloninger et al (1993). Em contraste, ratos LE exibem mais ansiedade.
Esses dados estdo em alinhamento com o estudo de Kazlauckas et al onde camundongos
HE mostram menos ansiedade, comportamento mais agressivo contra intrusos, maior
prevencdo a punicdo condicionada (choque elétrico na pata) e melhor desempenho em
um labirinto com refor¢co positivo (alimentos), quando comparado com 0S Seus
homologos LE. (KAZLAUCKAS et al. 2011). No estudo de Kazlauckas et al. 2011 o
grupo HE obteve niveis significativamente mais baixos de congelamento apds 24 h do
procedimento de choque inicial no teste de medo condicionado. Estes resultados
sugerem que os animais HE sdo menos propensos a desenvolver ansiedade em resposta
a estressores condicionados (MALLO, 2006).

Nesta mesma linha Escorihuela e colaboradores, (1999) selecionaram de acordo
com o desempenho na esquiva ativa ratos RHA que sdo equivalentes aos alto
exploratorios (HE) caracterizados no presente estudo, e que mostraram, menor
reatividade emocional e medo condicionado, maior comportamento de procura por
novidade, aumento da ingestdo de alcool e de aclcar e niveis mais elevados de

exploracdo do labirinto elevado do que os RLA.

No presente trabalho, os grupos HE e LE privados de sono paradoxal
demonstraram perda cognitiva na fase adulta (P60) através da avaliacdo da memdria de
reconhecimento de objetos e de trabalho avaliadas, respectivamente, nos testes de NOR
e Ymaze. No que diz respeito a memoria e ao desempenho cognitivo, existem
numerosos relatos de deficiéncias nestas fungdes apos a privagdo do sono. A exemplo, a
privacdo do sono pelo método das multiplas plataformas resultou em retengdo de
memoria diminuida no teste de esquiva passiva, uma tarefa dependente do contexto da
memoria medo (SILVA, ABILIO, TAKATSU,2004) bem como diminuicdo do
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desempenho de memoria espacial no labirinto aquatico de Morris (YOUNGBLOOD,
ZHOU 1997) e uma reducdo na potenciacdo a longo prazo na regido CALl do
hipocampo (KIM, MAHMOUD, GROVER, 2005).

O hipocampo é uma é&rea cerebral envolvida na cognigdo, aprendizagem e
memoria e continua o seu desenvolvimentoo ao longo da puberdade e adolescéncia
(ANDERSEN e TEICHER, 2004; YILDIRIM et al., 2008). Portanto, as variac0es
naturais de desempenho em tarefas cognitivas devido a idade ou estado de
desenvolvimento (ALTEMUS e ALMLI, 1997; ESMORIS-ARRANZ et al., 2008;
SCHENK, 1985), em resposta a estressores vivenciados durante a puberdade também
contribuem para as interrupcdes e prejuizos no desempenho cognitivo (AVITAL e
RICHTER-LEVIN, 2005; ISGOR et al., 2004; TSOORY et al., 2007; TSOORY E
RICHTER-LEVIN, 2006).

Corroborando com o presente trabalho, o estudo de Isgor et al., (2004) no qual
ratos machos foram submetidos a um estressor fisico desde antes do inicio da puberdade
até o final deste (P28-P56) e que resultou na idade adulta (P77) em desempenho
deficiente no labirinto aquéatico de Morris (um teste que envolve aprendizagem espacial
dependente do hipocampo) (ISGOR et al., 2004).

Desta forma, a exposicdo a estressores fisicos na puberdade contribuem para a
ocorréncia de déficits na cognicdo na idade adulta (HOLDER, 2014). O desempenho
prejudicado no labirinto aquatico de Morris em animais expostos a estresse fisico
variavel durante o desenvolvimento puberal, estd correlacionada com uma inibicdo de
crescimento das camadas células piramidais CA1 e na camada de células granulares do
giro dentado do hipocampo. Além disso, 0 estresse pré-pUbere também impede a
continuacdo do crescimento da camada de células piramidais de CA3, diminui o volume
de CALl e CA3 do hipocampo e também estdo associados com a regulacdo negativa da
expressdo GR do hipocampo (ISGOR et al., 2004).

Na avaliacdo de comportamento tipo-depressivo nos testes do nado forgado e
preferéncia por sacarose mostrou que os animais LE privados de sono apresentaram
comportamentos de imobilidade e anedonia em resposta ao estresse. Estes resultados
estdo de acordo com estudos prévios com animais selecionados em alto e baixo

agressivos pelo teste da natagdo forcada, em que os ratos baixo agressivos mostraram
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maior tempo de imobilidade neste teste (VEENEMA et al, 2003). Portanto, o nado
forcado tem a finalidade de refletir niveis de impoténcia, mas também persisténcia,
percepcdo cognitiva de uma inescapdvel situacdo e adogdo de estratégias de
conservacdo de energia (WEST, 1990). Isto sugere, portanto, que os animais LE

privados de sono sdo mais propensos a depressao.

Sluyter et al, (1999) também selecionou ratos baseados no perfil de
agressividade e encontrou que o animais agressivos adotam uma postura defensiva e
maior nimero de rearing (exploracao vertical), em contraste com uma estratégia passiva

de congelamento e alta imobilidade em ratos ndo agressivos.

Uma correlagdo negativa significativa, embora ndo tdo forte (R=-0,61) foi
observada entre comportamentos relacionados com busca de novidade em relacdo ao
tempo de imobilidade no teste de natacdo forcada, sendo que animais alto
respondedores (HR) quando expostos a ambientes novos apresentam comportamento de
menor imobilidade e mais natacdo. Além disso, nessa experiéncia ratos HR também

mergulharam mais no teste de natacdo forcada (TAGHZOUTI et al. 1999).

O teste de preferéncia por sacarose foi usado para a confirmacgédo de um fendétipo
tipo-depressivo, visto que anedonia (a incapacidade de sentir prazer) € uma importante
caracteristica da depressdao. No presente estudo apenas os ratos LE privados de sono
apresentaram uma reducdo na preferéncia por sacarose. Este achado esta em consenso
com a literatura, uma vez que, em um estudo de exposi¢cdo ao estresse cronico,
demonstrou-se que o0s ratos baixo exploradores consomem solucBes doces em
quantidades reduzidas, e que este efeito ndo esteve presente quando os ratos receberam
imipramina (KATZ, 1982). Isso refor¢a a predisposi¢do que o padrdo exploratério LE
apresenta para transtornos depressivos, quando submetido a situagdes de estresse. No
estudo de Malo (2007) tanto ratos Sprague-Dawley quanto Wistar LE apresentaram
comportamento de menor consumo de solucdo de sacarose. Animais baixos
consumidores de sacarose sdo também menos ativos e mais ansiosos no teste do
labirinto em cruz elevado (DE SOUSA et al, 1998).

Neste contexto, varias investigacbes em humanos mostram que temperamentos
subjacentes podem predispor e diferenciar transtornos de humor como unipolar ou

bipolar. Estudos com o modelo das quatro dimensdes de Cloninger et al.(1993)
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mostram que pacientes com TAB tém alta expressao de caracteristicas de “busca de
novidade” (relacionadas a raiva), enquanto “ evitar danos” (relacionados ao medo) ¢é
um recurso temperamental mais evidente em pacientes com depressdo unipolar
(YOUNG et al, 1995; JANOWSKY, 1999; RICHTER, 2000). Em um estudo clinico
demonstrou-se também que os temperamentos ciclotimico e hipertimico estdo
relacionados com a susceptibilidade ao TAB e que temperamento ansioso é mais
comum nos pacientes com transtorno depressivo maior e seus familiares (FERREIRA,
20013).

De maneira geral nossos resultados comportamentais com animais HE e LE
mostraram que fomos capazes de reproduzir o fen6tipo comportamental destes animais,
ja estudado na literatura. Este diferente fendtipo pode estar relacionado aos grandes
erros estatisticos observados nas avaliagbes comportamentais em linhagens
heterogénicas, como Wistar. Mostramos também que os ratos com padrdes
exploratérios extremos apresentam diferentes respostas ao estresse por privacdo de
sono. Em conjunto os dados demonstram que a selecdo de animais em HE e LE pode ser
de grande valia para o desenvolvimento de modelos animais de depressdo ou TAB
estando mais condizente com a realidade da espécie humana, que também exibe
comportamentos individuais distintos quando exposta ao estresse, dependendo do seu
temperamento. Portanto, neste estudo sugerimos a associa¢do do modelo de privacdo do
sono paradoxal com o padrdo exploratério (base temperamental), haja vista que o
temperamento pode modificar a vulnerabilidade de cada pessoa para o desenvolvimento
do transtorno de humor. Desde que os temperamentos carregam uma possivel influéncia
genética (CLONINGER, SVRAKIC, PRZYBECK, 1993; SMOLLERE e FINN, 2003;
AKISKAL, 2005) a selecdo de animais baseada no seu padrdo exploratério pode
favorecer a modelagem de substratos neurobiol6gicos naturais e provaveis,
representando diferencas de temperamento e, carregando possivelmente a predisposicao

genética para diferentes transtornos de humor.

Vale destacar que o animal HE submetido & privacdo do sono paradoxal, j& é
um modelo validado para mania, por apresentar potencializacdo de comportamentos
como hiperatividade, alta atividade exploratoria, comportamento de risco e déficit
cognitivo compativel com fendtipo TAB. A respeito disso, o perfil de ratos alto

exploratorios (alta busca por novidade/baixa evitacdo de dano) é compativel com o
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temperamento hipertimico de Akiskal (MAREMMANI et al., 2005) ou o fenotipo
desinibido que predispée ao TAB (HIRSHFELD-BECKER et al, 2003). Alta
exploragdo é também uma caracteristica observada em individuos com TAB e tem sido

utilizado para modelar este transtorno em animais (HENRY et al. 2010).

Ao contrario dos HE, nos nossos dados, os ratos LE privados do sono paradoxal
apresentaram comportamentos como hipoatividade motora, ansiedade, depressdo e
anedonia. Essas caracteristicas comportamentais estdo em consenso com perfil de ratos
baixo exploratdrios (baixa busca por novidade / alta evitagdo de dano) e se assemelham
ao temperamento depressivo de Akiskal (MAREMMANI et al., 2005), que esta
relacionada com pacientes com depressao unipolar ou fenétipo inibido que predispde
depressao unipolar (HIRSHFELD-BECKER et al., 2003).

A perturbacdo do sono é o prédromo comum de ambos 0s episddios maniacos e
depressivos (JACKSON et al., 2003). Induzida experimentalmente a privacdo do sono
tem sido associada ao agravamento de ambos 0s sintomas depressivos e maniacos em
pacientes com TAB (por exemplo, COLOMBO et al, 1999;. e KASPER WEHR, 1992;
WU E BUNNEY, 1990). Nossos dados apontaram que os fen6tipos comportamentais de
ratos HE e LE foram potencializados quando expostos a privacdo do sono paradoxal.
Estes resultados s&o amplamente consistentes com a constatacdo de que as perturbacdes
nos ritmos sociais, incluindo o sono, estdo associadas com maior sintomatologia
depressiva em adolescentes (GOLDSTEIN et al., 2008). Além disso, ritmos sociais
perturbados tém sido associados com o aumento risco para gravidade dos sintomas
maniacos e depressivos(FRANK et al., 2005). A depressdo, por sua vez, pode ser
precipitada quando ritmos circadianos séo perturbados por condi¢cdes ambientais como
no trabalho em turnos (shift-work), jet lag e privacdo de sono. Desregulacdo na
atividade do ciclo € uma importante causa de recidivas de humor no TAB
(ROSENBERG et al., 2011).

Partindo das evidéncias que mostram a base genética do temperamento e tendo
em vista a importancia da privacdo de sono para o desenvolvimentos de padrdes
comportamentais alterados, nesse estudo foi investigada a expressdo hipocampal de sete
genes do ritmo circadiano (genes CLOCK principais) por meio dos niveis de RNA

mensageiro em subgrupos HE e LE. Além disso, foi investigado o efeito da privagéo do
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sono paradoxal, que € um modelo bem estabelecido de desregulacdo do ciclo circadiano,
nos niveis de expressdo desses genes nos subgrupos selecionados. O hipocampo foi

selecionado por ser uma area importante na regulacdo das emocoes.

Nos ultimos anos, um crescente escopo de evidéncia tem destacado a
participacdo de perturbagdes nos ritmo circadiano na fisiopatologia dos transtornos de
humor, em especial depressdao maior, transtorno bipolar e transtorno afetivo sazonal.
Nesse sentido, desde sua publicacdo em 1994, o DSM IV tem inserido sintomas
relacionados a desrregulacéo do ciclo circadiano em seus critérios diagnosticos, e cada
vez mais terapias baseadas em seus efeitos sobre a duracdo e regularidade do ciclo
circadiano tem emergido. De fato, disturbios do ciclo sono/vigilia sdo caracteristicos no
TAB. Independentemente da fase do humor, esses pacientes apresentam maior laténcia
para inicio do sono e despertares frequentes em comparacdo com controles saudaveis
(SELEEM et al., 2014). Em uma compilacdo de estudos sobre as altera¢des do sono em
diferentes estagios do TAB, foi identificado que durante os episddios de mania, 69-99%
0s pacientes apresentam diminuicdo da necessidade de sono (como caracteristica chave
do quadro), e nos episddios de depressdo, 23-78% dos doentes apresentaram episodios
de hipersonia e mais de 50% dos pacientes de ins6nia (SELEEM et al., 2015) . Quanto a
depressao unipolar, sdo frequentes os sintomas de aumento da laténcia para adormecer,
despertares precoces, reducdo da eficiéncia do sono e do tempo total de sono, e
densidade mais elevada de sono REM (ROBILLARD et al., 2013) . Anormalidades do
sono sdo semelhantes na depressao bipolar e unipolar, no entanto, neste ultimo caso,
parece haver uma frequéncia aumentada de despertares precoces e uma densidade mais
elevada de sono REM em estudos polisonograficos (ROBILLARD et al., 2013;
ROBILLARD; NAISMITH; HICKIE, 2013).

Além desses sistemas de retroalimentacdo direta, alcas auxiliares exercem
influéncia sobre a expresséo dos genes circadianos e sao denominados, em conjunto, de
genes controladores do CLOCK, ‘‘clock-controlled genes’ (CCGS) e parecem
contribuir para a transmissao dos sinais circadianos exdgenos para a maquinaria nuclear
do relogio (REPPERT e WEAVER, 2002).

Nesse contexto, nossos resultados demonstraram que basalmente os animais
selecionados pela atividade exploratoria apresentaram diferencas significativas na

expressdo dos genes principais do ciclo circadiano. Foi possivel identificar que os
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animais LE apresentaram niveis significativamente mais elevados de expressao dos
genes CLOCK, BMALL, PER1, PER2, PER3 e CRY1 nas amostras de hipocampo em
relacdo aos animais com fenotipo HE. Excepcionalmente, o gene CRY?2 ndo apresentou
diferencas consideraveis nos niveis de expressdo hipocampal basal nos grupos

selecionados.

Consideraveis evidéncias tém apontado para o fato de que polimorfismos nos
principais genes do ciclo circadiano estédo consistentemente associados com transtornos
de humor, em especial TAB. Vérios estudos tem investigado a presenca de
polimorfismos de unico nucleotideo (SNP) no gene CLOCK em pacientes com TAB.
Esses estudos revelaram que pacientes portadores de uma substituicdo de timina (T) por
citosina (C) na posicdo 3111 deste gene (SNP T3111C) (perfil heterozigoto),
apresentam em relacdo aos individuos sem esse SNP um cronotipo noturno, com um
inicio relativamente tardio do sono e um tempo total inferior de sono (BENEDETTI et
al., 2003, 2004) Além disso, a homozigose para esse alelo T3111C em relacdo a
heterozigose foi associada a um aumento de cerca de duas vezes na taxa de recorréncia
de crises afetivas, maior severidade dos sintomas de humor e insénia (SERRETTI et al.
, 2003 e SERRETTI et al., 2005). Interessantemente, este polimorfismo néo confere
maior susceptibilidade para transtorno depressivo maior (DESAN et al. 2000). Em
estudos em animais, ratos com mutagdes neste gene demonstraram um comportamento
semelhante & mania, com hiperatividade, diminuicdo da duracdo de sono e cronotipo
noturno, reducdo de ansiedade/aumento de comportamento exploratério e alteracGes do
filtro sensério-motor (ROYBAI et al., 2007 e VAN ENKHUIZEN et al., 2013).

Em 2006, um estudo conduzido por Mansour e col., analisou 46 SNPs em 8 dos
genes do relégio (BMALL, CLOCK, PER 1, 2, 3 CRY 1,2, TIMELESS) em uma
amostra de pacientes com TAB tipo 1, esquizofrenia, e transtorno esquizoafetivo.
Também foram analisadas amostras de parentes desses pacientes ndo doentes, e de
individuos saudaveis sem historia familiar desses transtornos. Esses pesquisadores
identificaram uma alta frequéncia de transmissdo de hapl6tipos codificando 5 SNPs
(rs1982350, rs2896635,rs2278749, rs969486 and rs2290035) do gene BMALL na
amostra de pacientes com TAB. Quando analisada a distribuicdo desses SNPs, quatro
SNPs (rs2896635, rs2278749, rs969486 and rs2290035) mantiveram uma alta

distribuicdo na populacdo com TAB tipo 1 em relagdo a populagéo controle. Esse estudo
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também revelou uma alta frequéncia de transmissdo e distribuicdo de SNPs (rs2279665,
rs774026, rs2291738 e rs2291739) do gene TIMELESS na populagdo com TAB.
Associacdes com os genes BMAL e TIMELESS também foram identificadas na
populacdo parental dos pacientes com TAB, entretanto para diferentes SNPs
(MANSOUR et al., 2006a). Adicionalmente, o gene BMAL tem sido frequentemente
correlacionado com distarbios do sono, como atenuagdo do ciclo sono/vigilia,
fragmentacgéo, cronotipo noturno e aumento total da duracdo de sono em pacientes
saudaveis e com transtornos de humor (LE-NICULESCU et al., 2008a; NIEVERGELT
et al., 2006).

Em relacdo aos genes Per, algumas evidéncias sugerem que o gene Per3 seria 0
mais relacionado com 0 TAB (MANSOUR et al., 2006b; NIEVERGELT et al., 2006)
MutacBes neste gene foram relacionados com a idade de inicio precoce da doenca,
resposta ao tratamento e flutuagOes circadianos de humor (ARTIOLI et al., 2007 e
RYBAKOWSKI et al., 2014). Mais recentemente, 0 gene Per2 também tem sido
relacionado com o efeito terapéutico de litio (MCCARTHY et al., 2016). Os genes Per
também apresentam uma forte relagdo com o ciclo sono/vigilia. Polimorfismos no gene
Perl apresentam associagdo com um cronotipo diurno enquanto polimorfismos no gene
Per3 estdo principalmente associados com cronotipo noturno (ARCHER et al., 2003).
Ademais, um avanco de fase de sono foi encontrada em pacientes com polimorfismos
do gene Perl (CARPEN et al., 2006), mutacdo deletéria no Per2 (TOH et al., 2001) e
com polimorfismo de alelo longo (6-8 repeti¢des de nucleotideos) no gene Per3. Em
contraste, os pacientes com o alelo curto (2-5 repeticbes) do mesmo polimorfismo
apresentam  fase do sono  atrasada (ARCHER et al, 2003).

Sobre genes criptocromos, cry2 tem sido o mais relacionado ao TAB
(MANSOUR et al., 2009), especialmente com pacientes cicladores rapidos (SJOHOLM
et al., 2010). Mais recentemente, uma variante em Cry1 (rs8192440) foi, nominalmente,
associada a uma boa resposta ao tratamento com litio (MCCARTHY et al., 2011).
Ambos estdo envolvidos na regulagdo homeostatica do sono, cryl esta associado com a

fase do sono avancada e com cry2 fase do sono atrasada (OKAMURA et al., 1999).

Em relacdo ao espectro da personalidade, alguns estudos tem investigado a
associacao entre os ritmos circadianos e tragos especificos da personalidade. Nesse

contexto, Caci et al. (2004), utilizando o Inventario de Temperamento e Carater de
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Cloninger (TCI) constatou que o cronotipo diurno foi negativamente correlacionado
com o trago de Busca de Novidade, e positivamente relacionado com o traco de
Persisténcia. Ottoni et al. (2012) mostraram uma associacdo de temperamento
ciclotimico e eufdricos (mais frequentes nos periodos de mania), avaliados pela Escala
Afetiva e Emocional Composta (Affective and Emocional Composite Scale) (OTTONI;
ANTONIOLLI; LARA, 2012). Jankowski (2013), por sua vez, identificou a associacéo
entre cronotipo noturno e maior reatividade emocional e menor persisténcia (Jankowski
,2013)

Em relacdo aos genes do ciclo circadiano, pesquisadores japoneses
(TSUCHIMINE et al., 2013) encontraram uma associacdo entre o polimorfismo
C3111T do gene CLOCK, o qual consistemente tem sido associado ao aumento da
susceptibilidade e severidade do TAB, e o trago do temperamento de dependéncia de
recompensa em individuos saudaveis. Artioli et al. (2007), por sua vez, observaram uma
associacdo entre polimorfismo do gene PER3 e o traco de busca de novidade. Mais
recentemente, a associacdo entre os genes do ciclo circadiano e as dimensdes do
temperamento em pacientes com TAB foi descrita. Rybakowski et al.,, 2014.
evidenciaram uma forte associagéo entre o gene BMALL ( SNPs rs4146388, rs7107287)
e temperamentos hipertimicos (altos escores de busca por novidade) e ansiosos (altos
escores de ED). Também foi reportada uma forte associacdo entre o temperamento
depressivo e SNPs (rs228727) do gene Per3 (RYBAKOWSKI et al., 2014).
Interessantemente, como comentado anteriormente, estudos prévios identificaram uma
alta transmissdo e distribuicdo do SNP rs7107287 BMALL em amostras de pacientes
com TAB tipo 1 (MANSOUR et al., 2006).

Em relacdo aos estudos pré-clinicos, tem sido demonstrado que a expressao
alterada do genes do ciclo circadiano podem contribuir para as diferencas entre os
componentes da emocionalidade entre individuos. Nesse sentido, Roybal et al., 2007
demonstraram que ratos portadores de dele¢do genética do gene CLOCK exibem um
conjunto de alteragfes comportamentais muito semelhantes as identificadas no espectro
maniaco do TAB, incluindo hiperatividade, menor necessidade de sono, menos
ansiedade, menos comportamento tipo-depressivo, e aumento da comportamento de
busca por recompensa. Além disso, esses animais apresentaram um aumento da

atividade dopaminérgica na &rea tegmentar ventral, e atenuacdo do comportamento tipo-
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maniaco apds a administracdo de drogas estabilizadoras do humor, como litio, ou apds a
restituicdo da expressdo génica do CLOCK (ROYBAL et al., 2007). Outro trabalho
interessante conduzido por Le-Niculescu et al., 2008, evidenciou que ratos knock out
para 0 gene controlador do ciclo circadiano (CGS) proteina ligadora D-box (Dbp)
apresentam vulnerabilidade aumentada a eventos precipitantes de crises de humor, de
nota, quando submetidos a eventos estressores cronicos (3 semanas) apresentam
exarcebacdo do comportamento tipo-depressivo, e quando submetidos a privacao
paradoxal do sono, exacerbacdo de comportamentos tipo-maniacos (LE-NICULESCU
et al., 2008).

No campo do temperamento, importante contribuicdo foi recentemente dada por
Kerman et al., 2012. Esses pesquisadores demonstraram que ratos selecionados em alto
reativos (HR) e baixo reativos (LR) de acordo com o padrdo de atividade locomotora
induzida pela novidade apresentaram padrdes divergentes de ritmo diurno/noturno de
atividade e expressdo dos genes do reldgio circadiano. Especificamente, foi evidenciado
que os animais HR apresentaram maior padrdo de atividade noturna, compativel com
um cronotipo noturno, comparado aos animais LR, que apresentaram um padrdo de
atividade predominantemente diurno. Em relagdo a expressdo dos genes do ciclo
circadiano, os animais HE apresentaram niveis reduzidos de expressdo do gene CLOCK
no nucleo supraquidsmatico do hipotalamo, e niveis reduzidos de expressdo do gene
Per2 na area tegmentar ventral quando comparados aos animais LE (KERMAN et al.,
2012). Portanto, em conjunto, é possivel concluir que 0s nossos achados de expressao
basalmente reduzida dos genes do ciclo circadiano (CLOCK, BMALL, Perl,Per2, Per3
e Cryl) nos animais selecionados no polo HE em relacdo ao animais LE sdo
consistentes com os dados prévios da literatura que demonstram padrdo de expressdo
similar em animais selecionados pela resposta a novidade (KERMAN et al., 2012), bem
como dialogam com os dados de modelos de delecdo genética dos genes CLOCK e
moléculas relacionadas que resultam em um fendtipo comportamental de
hiperreatividade e hiperlocomoc¢do (LE-NICULESCU et al., 2008; ROYBAL et al.,
2007). Vale destacar que a avaliacdo destes genes em animais HE e LE ainda é

incipiente na literatura.

A fim de investigar os efeitos da privagdo paradoxal do sono REM sobre a

maquinaria de expressao dos genes do ciclo circadiano e a possivel influéncia do
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temperamento frente a esse evento, ndés conduzimos uma avaliacdo da expressdo dos
genes principais do ciclo circadiano (CLOCK, BMAL1, Perl,Per2, Per3 e Cryl) nos
animais selecionados em HE e LE de acordo com o padrdo de atividade exploratoria

frente a novidade.

Na sociedade contemporanea, a privacdo crénica do sono esta se tornando
incrivelmente comum. Ha um grande montante de evidéncias que a privacdo do sono
em seres humanos aumentam a susceptibilidade a diversas doengas, infecciosas e
crénicas, como diabetes, cancer e transtornos mentais (LAMONT et al., 2007; YANG et
al., 2008). Em relacéo a esse ultimo grupo de doengas, estudos apontam que a reducgéo
ou privacdo do sono pode desencadear em em individuos susceptiveis episddios agudos
de mania ou hipomania. Usualmente, alteracGes importantes do sono precedem relapsos
ou recorréncias de episédios de mania e depressdo. Além disso, marcantes alteracdes
neurocognitivas, como déficit de atencdo, capacidade executiva, aprendizagem e
compromentimento em varios dominios da memoria, especialmente declarativa, tem
sido associadas a privacdo ou disturbios de sono (FERNANDES-SANTOS et al., 2012;
KREUTZMANN et al., 2015; YANG et al., 2008)

Em roedores, os efeitos comportamentais da privacdo do sono tem sido
estudados comumente pelo método de privacdo pela plataforma submersa, 0 modelo
utilizado no presente estudo. Nesse estudo, foi demonstrado que a PSP foi capaz de
alterar drasticamente os niveis hipocampais de expressdo dos genes do ciclo circadiano
(CLOCK, BMALL, Perl, Per2, Per3 e Cryl) com padréo diferencial de acordo com o
grupo de animais selecionado por suas caracteristicas temperamentais. Merece destaque
o fato de que o grupo HE apresentou um aumento da expressdo dos genes citados apos a
privacdo paradoxal do sono, enquanto os animais LE exibiram uma reducdo da
expressdo desses genes. Excepcionalemente, em relacdo a expressao do gene Cry2, nos
observamos um padrdo semelhente de reducgéo dos niveis hipocampais de RNAmM desse

gene em ambos 0s grupos selecionados HE e LE.

Os achados na literatura acerca dos efeitos da privacdo de sono paradoxal sobre
a expressdo dos genes do ciclo circadiano sdo conflitantes. Algumas evidéncias
demonstram uma reducdo da transcrigdo desse genes apos a privacéo do sono paradoxal,
enquanto outras evidenciam o aumento de seus niveis de expressdo. Estudos mais

recentes, porém tem apontado que os genes do ciclo circadiano parecem ter uma
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resposta tempo-diferencial a privacdo do sono, por exemplo, 0s niveis de expressdo dos
genes Per 1 e Per2 usualmente aumentam de forma mais precoce, apos cerca de duas
horas de privacdo de sono, enquanto os niveis dos genes BMAL1 e NPAS2 aumentam
geralmente com tempo mais prolongados, apos cerca de seis horas (WISOR et al., 2002,
2008). Além disso, foi demonstrado que a privacdo de sono pode comprometer
significativamente, por meio de mecanismos epigenéticos, a ligacdo de alguns fatores de
transcricdo as regides promotoras de genes reguladores do ciclo circadiano. Esse é o
caso da ligacdo dos fatores de transcricio BMAL/CLOCK as regibes promotoras dos
genes Perl e DBP, a qual é comprometida apds 6 horas de PSP, o que resulta na
reducdo da expressdo desses genes (BUNNEY; BUNNEY, 2013; MONGRAIN et al.,
2011). Vale destacar que, até onde nds sabemos, este é o primeiro trabalho a avaliar a
expressao destes genes do reldgio bioldgico em animais HE e LE submetidos a privagédo

do sono paradoxal.

E importante mencionar que a privacdo de sono é capaz de induzir importantes
alteracdes nos sistemas de neurotransmissdo monoaminérgica, especialmente no sistema
dopaminérgico. Classicamente, 0 sistema dopaminérgico estda implicado na
fisiopatologia no TAB, e estados hiperdopaminérgicos usualmente cursam com
alteracdes mania-simile (FREY et al., 2006; YOUNG et al., 2010). Nesse sentido, foi
demonstrado, por meio de estudos de microdialise, que a privacdo do sono paradoxal
por 6 horas promove um considerdvel aumento dos niveis extracelulares dos
metabdlitos da serotonina e dopamina, respectivamente 5-HIAA, e DOPAC e HVA nos
nacleos da base (ZANT et al., 2011) Além disso, ratos privados do sono apresentaram
um aumento da densidade dos receptores dopaminérgicos, em especial, D1R e D3R em
amostras de corpo estriado, bem como aumento da atividade da adenilato ciclase
estimulada pela dopamina (DEMONTIS et al., 1990; LIM et al., 2011). Corroborando
com esses dados no presente trabalho houve o aumento dos receptores D2 apds a
privacdo do sono paradoxal em ratos HE. Portanto, tais dados fornecem evidéncias de
que a privacdo do sono esta associada a uma remodelacdo dos circuitos cerebrais
dopaminérgicos, em especial uma ativacdo desse sistema de neurotransmissdo, 0 que
pode esta potencialmente vinculado as alteracbes comportamentais e neurobioldgicas

envolvidas nesse modelo.
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Nesse estudo, a explicacdo para o padrdo de expressdao geral dos genes
circadianos ap0s a privagdo do sono paradoxal nos grupos selecionados de acordo com a
atividade exploratdria frente a novidade permanece intrinsecamente elusiva, entretanto
nos hipotetizamos que as caracteristicas temperamentais fornecam um substrato
diferencial de vulnerabilidade para os efeitos neurobioldgicos da privacdo do sono
paradoxal. Em especial, nds sugerimos a participacdo do sistema de neurotransmissao
dopaminérgico nos efeitos observados na expressdo dos genes circadianos apés a PSP.
Como comentado anteriormente, a PSP cursa em animais saudaveis com um aumento
da densidade e da ativacdo de alguns subtipos de receptores de dopamina.
Recentemente, foi demonstrado que o aumento da sinalizacdo dopaminérgica prolonga a
duracdo do ritmo circadiano e causa um fendtipo comportamental mania-simile em
animais knock-out para o transportador de dopamina (DAT). (Landgraf et al., 2016).
Além disso, a ativacdo dopaminérgica promoveu no ndcleo supraquidsmatico e em
culturas de células hipocampais um aumento da expressdo circadiana dos genes relégio,
em especial do gene Per2 (LANDGRAF et al., 2016). O estudo conduzido por Hood et
al., (2010) corroboram esses achados ao demonstrar que a ativacdo dos receptores D2R
controla o pico de transcricdo diaria do gene Per2 e que o bloqueio desses receptores ou
a deplecdo dopaminérgica pela 6-OH-dopamina no nucleo estriado inibe a expressao
circadiana desse gene (HOOD et al., 2010).

Além disso, h& evidéncias de que a dopamina modula o comportamento
buscador de novidade em animais. Nesse sentido, foi demonstrado que estimulos novos
excitam neurdnios dopaminérgicos e ativam areas cerebrais que recebem aferéncias
dopaminérgicas. Animais submetidos ao bloqueio farmacologico ou genético da
recaptacdo de dopamina exibem um aumento do comportamento de busca por novidade
(COSTA et al., 2014; YOUNG,; KOOISTRA; GEYER, 2011).
N&o apenas isso, animais que apresentam alta reatividade a novidade apresentam um
aumento da densidade de receptores D2/D3R no ndcleo accumbens e corpo estriado
dorsal (JUPP et al., 2016), evidenciado neste trabalho aumento de receptor D2 no
hipocampo de ratos HE expostos a privacdo do sono paradoxal. Portanto, nesse estudo,
hipotetizamos que os animais selecionados pelo traco de exploracdo frente a novidade
em HE e LE apresentam um substrato basal diferencial de ativacdo dopaminérgica que
contribuiria para os efeitos observados da privacdo do sono paradoxal na expressao dos

genes do ciclo circadiano. A redugdo basal dos niveis de D2R em animais HE néo
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privado do sono pode refletir uma infraregulacdo destes receptores com o intuito de
reduzir a ativacio excessiva dos mesmos. E importante notar que esta infraregulacéo foi

vista na expressdo do gene e na proteina.

Na verdade, as alteragdes transcricionais de expressdo génica do "relégio” no
sistema mesolimbico (isto é, o corpo estriado) foram relatados ap6s ambos 0s
tratamentos com cocaina e metanfetamina (NIKAIDO et al, 2001;. IIJIMA et al, 2002;..
YUFEROQV et al, 2003; UZ et al., 2005; LYNCH et al., 2008). Além disso, através de
estudos com antagonistas desses receptores, tem sido sugerido que os sistemas de
receptores, incluindo os receptores DA (i.e. D1), medeiam alteracdes na expressao de
genes do relogio induzidas pela metanfetamina nesta regido do cérebro (NIKAIDO et
al.,, 2001). Culturas de neurdnios striatais tratadas com agonistas do receptor de
dopamina D2 / D3 quinpirole demonstrou um efeito inibitorio na expressdo génica para
mClock e mPerl. Em contraste, o tratamento com um agonista D1 chamado SKF 38393
produziu um efeito estimulador generalizado sobre os mesmos genes. (IMBESI, 2009).

Vale salientar que estes estudos ainda ndo foram conduzidos no hipocampo.

Mais recentemente, o aumento da expressdo e fosforilacdo da tirosina
hidroxilase, enzima etapa limitante na sintese de DA, foi reportada na area tegmental
ventral de mutantes de genes CLOCK em resposta aos mecanismos de recompensa
induzidos por cocaina (MCCLUNG et al., 2005).

Outros estudos tém investigado os substratos neurobiolégicos dos perfis
comportamentais de HE e LE. Ratos HE tém altos niveis basais e estimulados de
dopamina extracelular no estriado, mas ndo no nucleo accumbens (MALLO et al.,
2007), e uma proporgdo mais elevada de receptores de dopamina-D2 no estado de alta
afinidade funcional (ALTTOA et al. 2009). Para isso sugerimos que os animais HE
apresentariam um perfil comportamental e genético fortemente modulado pela interacdo
dos genes do relégio bioldgico e sistema dopaminérgico. Além disso, susceptibilidade

para transtornos de humor, tais como o TAB.

Por outro lado, animais LE tém niveis significativamente mais elevados de
transportadores de 5-HT no cértex frontal e um maior aumento nos niveis extracelulares
de 5-HT depois da administracdo do inibidor da recaptagdo de serotonina como 0
citalopram (MALLO et al. 2008). Em paralelo com os dados de MALLO nossos
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achados apontam niveis basais aumentados da expressdo génica da enzima de sintese da
serotonina (TPH2) em animais LE comparados ao HE, entretanto quando esse padréo
exploratorio é submetido a um agente estressor como a privacdo do sono hd uma
reducdo brusca na expressdo génica da TPH2 sugerindo para uma possivel reducdo da
sintese de serotonina. Como discutido anteriormente o fenétipo LE tem vulnerabilidade
maior para estados depressivos, e uma vez que a serotonina € um neurotransmissor de
importante envolvimento na depresséo, poderia ser um dos mecanismos envolvidos
nesta vulnerabilidade.

Usando a andlise de microarray nos nucleos da rafe, hipocampo e cortex frontal,
Alttoa et al. (2010) encontraram genes de serotonina, GABA e glutamato
diferencialmente expressos em ratos LE e HE e superexpresséo de genes envolvidos no
desenvolvimento da morfogénese e diferenciacdo. As vias de enriquecimento
envolvidas com sinalizacdo MAPK, potenciacdo de longa duracéo, e as vias depressdo
em longo prazo. Em outro estudo com perfil de expresséo génica, Clinton et al. (2009)
encontraram diferencas robustas entre ratos HE e LE durante o desenvolvimento
particularmente no hipocampo, e especialmente sobre a funcdo manutencdo,

desenvolvimento e sinalizacdo intracelular.(CLINTON et al., 2011)

Portanto, a depressdo pode ser uma consequéncia de uma resposta adaptativa
alterada ao estresse, e 0s modelos animais com exposi¢do a diferentes paradigmas de
estresse durante a vida, podem perturbar a homeostase normal, levando a alteragdes
patoldgicas (LOGAN, 2015) incluindo alteragdes de ritmos biol6gicos que podem
manifestar-se, por exemplo, com alteracdes do ciclo sono-vigilia (TUREK, 2007). Nas
bases destas modificacdes pode haver uma disfuncdo do reldgio circadiano
correlacionando-se a intensidade dos principais sintomas depressivos em humanos com

0 desalinhamento dos ritmos circadianos (EMENS et al, 2009).

No presente trabalho os animais LE apresentaram um perfil comportamental
com sinais de depressao e anedonia e reducdo da expressao génica Clock, BMAL, Per1,
Per2, Per3, cryl e cry2 apés a exposicdo ao estresse da privacdo do sono,
assemelhando-se ao perfil genético de ratos expostos ao estresse moderado
imprevisivel. Para Calabrese et al., (2015) o seu estudo fornece evidéncias de que 0s
animais expostos ao estresse moderado imprevisivel (CMS) mostram alteragdes

crbnicas da maquina de genes do relégio, que é essencial para manter os ritmos
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circadianos. As alteracdes produzidas pelo CMS produziu um fenétipo do tipo
depressivo com sugestivas alteracfes na transcricdo e traducdo dos genes de reldgio
principalmente no cortex pré-frontal. Mesmo que, sendo um ciclo dificil de estabelecer
uma consecucao temporal das alteragdes observadas, no cortex pré-frontal, a reducéo
dos niveis de expressao génica e protéica de BMALL e Clock no compartimento nuclear
apos a exposicdo CMS foi responsével pela reducdo da expressdo de Rev-Erb, cry2,
Perl e Per2. Uma vez que em condicGes fisiologicas, o heterodimero Clock/BMAL1
controla a expressdo nuclear de genes controlados pelo relégio (CCG) e genes
interligados com alca de feedback do ciclo. Portanto, ele conclui que a diminuicdo do
Clock/BMALL1 reduziu a expressdo génica de cry2, Perl e Per2. (Calabrese et al., 2015).
Uz e colegas mostraram que o tratamento de fluoxetina cronica produziu um aumento
significativo na expressdo de genes clock, Bmall, Per2, cry2 no hipocampo de ratos
normais (UZ et al., 2005) .

Essas alteracdes génicas podem estar relacionadas a uma possivel ligacdo entre
a exposicdo ao estresse e a disfuncdo dos genes do reldgio que é representada por
alteracdes da funcdo no eixo HPA. Em primeiro lugar, a concentracdo de corticosterona
plasmética desempenha uma variagdo dependente do tempo em animais noturnos e
diurnos e (BUIS, KALSBEEK , 2001), é um fenbmeno que é controlado tanto pelo
relogio principal no SCN como por reldgios periféricos dentro da glandula suprarrenal
(NADER, 2010; SO, 2009). A atividade dos hormdnios glicocorticoides mediada por
receptores de glicocorticoides (GRS) que, ap6s a ligacdo ao seu ligando enddgeno,
entram no nucleo, e interagem com elementos de resposta aos glicorticéides (GRE) nos

promotores dos genes, levando a regulacdo da transcricao de diferentes genes.

Em seu estudo Calabrese (20015) mostrou que os niveis de proteina de GRS
foram significativamente reduzidos na fracdo nuclear do cortex pré-frontal de ratos
CMS, um efeito que foi normalizado por tratamento com antioxidante. Além disso, 0s
efeitos observados nos niveis da proteina GR podem ter contribuido para a redugédo
encontrada nos niveis de RNAm dos genes PER e reducdo dos niveis de proteina Cryl
combinados com insuficiéncia GR encontrados no nosso modelo de estresse, 0 que pode
ter afetado a expressdo de uma vasta variedade de genes, estendendo-se 0s mecanismos

potencialmente afetados no estresse crénico moderado.
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Considerando que GC regulam a expressdo de Perl através do elemento de
resposta a GC (GRE) na sua regido promotora, 0os mecanismos moleculares da
expressao Per2 mediada por GC néo foram claramente elucidados (BUIJS,KALSBEEK,
2001) mas ele é responsivo aos glicorticéides (SO, 2009). Por conseguinte, demonstrou-
se recentemente que a expressao de Per2 também € mediada por BMAL1-dependente da
ligacdo de GR em GRE presente na sua regido promotora (CHEON, 2003). Além disso,
a interacdo de cryl/2 com receptor de glicocorticoides (GR) pode alterar sua resposta

transcricional mediada por glucocorticoides (LAMIA et al., 2011).

Recentemente o efeito da exposicdo prolongada ao estresse sobre a expressao
dos genes de relogio foi analisada em regides do cérebro tais como hipocampo,
amigdala e o nucleo accumbens. Com efeito, tem sido demonstrado que os niveis de
proteina foram moduladas pelo relégio no hipocampo, mas ndo no SCN, dos ratos
estressados (JIANG et al., 2013).

Em estudo recente, post mortem em humanos mostrou que em individuos
saudaveis do grupo controle apesentam genes BMALL (ARNTL1), PER1-3, Decl / 2,
REVERBa, e PAD ritmicamente expressos em regides do cérebro envolvidas na
regulacdo do humor, mas estes ritmos sdo atenuados em individuos com disturbio
depressivo maior. Embora esses dados ndo discriminem entre ritmos de genes do
relégio reduzidos nos individuos com transtorno depressivo maior eles apontam para
uma maior variabilidade no avanco de fase de sono nestes pacientes, eles estabelecem
que a maquinaria molecular do reldgios circadianos no cérebro é afetado no transtorno

depressivo maior.

Entende-se que niveis reduzidos de enzimas antioxidantes, superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GSH-Px), bem como da capacidade
antioxidante total tem sido documentada nos pacientes com depressdo e TAB quando
comparado a controles saudaveis (FREY et al., 2006; HALLIWELL, 2006;
ANDREAZZA et al., 2009; BERK et al., 2011; JORNADA et al., 2011).

Foi previamente demonstrado que a privagdo de sono aumenta 0 estresse
oxidativo no cerebro (VOLLERT et al 2011.; ALZOUBI et al., 2012) e causa redugéo
das defesas antioxidantes enddgenas, como o0s niveis de glutationa reduzida
(KHADRAWY et al., 2011),0 mesmo € sugerido por D'Almeida et al. ,(1998) em seu
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estudo que demonstrou que 96 h de privacdo de sono diminuiu os niveis de
antioxidantes no hipotalamo, (D'ALMEIDA et al. 1998), esses dados sdo consistentes
com a diminuicdo da atividade da SOD e GPx ap06s 21 dias de privagdo intermitente do
sono REM (recuperacdo com 6 h de sono por dia) no hipocampo de ratos (SUER et al.
2011). E Silva et al. (2004) confirma em seu estudo um papel importante do
hipocampo no estresse oxidativo em déficits de memoria ap6s a privacdo do sono
(SILVA et al., 2004), sugerindo um atraso na recupera¢do do dano oxidativo induzido
por estresse apds longos periodos de privacdo do sono(D'’ALMEIDA et al. 1998).

Mas, existem controvérsias sobre os efeitos da privacdo de sono sobre os
produtos do estresse oxidativo e antioxidantes. Por exemplo, um estudo anterior
demonstrou que longos periodos de privacdo do sono reduz a atividade da SOD no
hipocampo e tronco cerebral, enquanto o neocortex ndo mostrou alteragdes em
associacdo com curto ou longo prazo de privacao de sono (MENEZES et al., 2014). Por
outro lado Ramanathan et al. (2010) demonstrou em seu estudo que 6 h privagdo sono
aumentou antioxidantes no hipocampo, cerebelo, e neocortex (Ramanathan et al. 2010) .

Os achados deste trabalho em relacdo aos niveis de GSH, um antioxidante
fisiol6gico, demonstraram um perfil diferencial de animais HE e LE ap0s a privacao do
sono. Uma vez que animais HE mostraram maior vulnerabilidade com reducdo dos
niveis de GSH, por outro lado os animais LE aumentaram a protecdo por esse

antioxidante.

Menezes et al, (2013) mostraram no seu estudo que ratos privados de sono 24 h
exibiram hiperlocomogdo em comparagdo com ratos ndo privados de sono, sendo
encontrada uma correlacdo positiva no presente estudo entre aumento da atividade
locomotora apds o estresse da privacdo do sono paradoxal e peroxidagdo lipidica no
hipocampo tanto em ratos HE quanto LE. Nossos dados também corroboram com
estudos que mostraram que 48h e 72 h de privacdo de sono REM aumenta a
peroxidacdo lipidica em &reas como estriado, hipocampo, e no cortex pré-frontal
(KHADRAWY et al. ,2011; MENEZES et al, 2013) da mesma forma que 21 dias de
privagdo intermitente do sono REM (SUER et al. 2011).

Para Ghosh et al,.(1976) “a privagao do sono provoca um aumento acentuado na
atividade dopaminérgica e concomitante aumento na atividade locomotora”. Do mesmo

modo estudos do nosso grupo mostraram um aumento no estresse oxidativo em ratos
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que exibiram hiperlocomocdo em modelos de mania induzida por LDX.( MACEDO et al.
(2013) O mesmo também foi visto em um estudo recente de pesquisa do grupo quando
do desenvolvimento de um modelo animal de mania por inibi¢cdo do transportador de
dopamina pelo GBR12909(QUEIROZ et al., 2015). Portanto, 0 aumento nos niveis de
dopamina que é causada pela privacdo do sono é uma fonte de estresse oxidativo no
cérebro, o que pode estar relacionado com o estabelecimento de sintomas maniacos
(BERK et al., 2007; REES et al., 2007).

Conforme previamente mencionado, disturbios do sono sdo experiéncias comuns
em pacientes maniacos (STRECK et al., 2015), e o modelo de privacdo de sono
paradoxal (PSP) é considerado um modelo animal ndo farmacol6gico da mania que
induz comportamento mania-like (ou seja, hiperlocomogdo)( ABRIAL et al., 2015;
STRECK et al., 2015; GESSA et al., 1995; GHOSH et al.,1976). Neste contexto, o
excesso de dopamina liberada aumenta o estresse oxidativo (Streck et al., 2015 ; SILVA
et al., 2004; Macédo et al. 2013; QUEIROZ et al., 2015).

O estresse oxidativo associado ao desequilibrio de neurotransmissores esta
envolvido na fisiopatologia do TAB. A producdo dopaminérgica excessiva aumenta o
estresse oxidativo devido a producdo de espécies reativas de oxigénio no metabolismo
de dopamina (MIYAZAKI & ASANUMA, 2008). Além disso, 0 mecanismo oposto
acontece quando o aumento de estresse oxidativo impede a recaptacdo de dopamina,
aumentando, portanto a atividade dopaminérgica (KIM e ANDREAZZA,2012).

Em primeiro lugar, a dopamina (DA) é metabolizada através da monoamina
oxidase (MAQO) para produzir peroxido de hidrogénio (H.0,) e é&cido
dihidroxifenilacético (MAKEr et al., 1981; BERMAN E HASTINGS, 1999). A H,0,,
se ndo for reduzida por mecanismos antioxidantes celulares, tais como GSH e GSH
peroxidase, pode reagir com metais de transi¢do tais como o ferro para formar radicais
hidroxila (HALLIWELL E GUTTERIDGE,1999). Estas moléculas podem reagir
imediatamente com lipidos, DNA e aminoacidos sensiveis, com isso causando danos
celulares (HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999). Em segundo lugar, a dopamina
(DA) podem sofrer hidroxilagdo ndo enzimatica na presenca de Fe2 + e H,0, e formar
6-hidroxidopamina (6-OHDA), uma quinona altamente reativa. Esta quinona é toxica

para o sistema nervoso central, e 0s mecanismos envolvidos nesta toxicidade incluem:
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estresse no reticulo endoplasmatico, ativacdo da GSK-3p ¢ fosforilagdo da tirosina 216,
e a inibicdo de Akt (fosforilacdo Serina 473) (CHEN et al., 2004).

Também h& evidéncias que associam 0 estresse oxidativo a hiperativacdo do
sistema glutamatérgico (BERK et al., 2011), bem como uma diminuicao da transmisséo
gabaérgica (BRAMBILLA et al., 2003) no TAB. A hiperatividade glutamatérgica leva a
um influxo de calcio aumentado (PLEIN e BERK, 2001), que aumenta 0 estresse
oxidativo (SHAO et al., 2005). Por outro lado, 0 aumento do estresse oxidativo também
se associou a producao aumentada de glutamato (VOLTERRA et al., 1994; LOVELL et
al., 2000). A peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica, induzida quando ocorre
aumento de estresse oxidativo, se associou a uma diminuicdo de liberacdo de acido
gamma-aminobutirico (GABA) em sinaptossomos (PALMEIRA et al., 1993).

Em resumo o estresse oxidativo foi definido como uma perturbacéo do equilibrio
de pré-oxidantes e antioxidantes, sendo que primeiros tem efeitos potencialmente
deletérios para os lipidos, proteinas, DNA e RNA. Estas reacdes podem incluir a
peroxidacdo de &cidos graxos das membranas celulares, a oxidacdo de grupos sulfidrila,
e inativagédo de enzimas (BROWN e NAIDO, 2010).

Streck et al. (2015), demonstraram que privacdo de sono paradoxal (por 72h) é
capaz de alterar a maquinaria energética cerebral, comprometendo a funcdo da cadeia
respiratoria mitocondrial, em diversas areas, como hipocampo, cortex pré-frontal e
cerebelo (STRECK et al., 2015), corroborando dados clinicos de disfuncdo mitocondrial
em pacientes com TAB (KONRADI et al., 2004; YOSHIMI et al., 2016). Por fim,
estudos também tem reportado que privacdo do sono paradoxal é capaz de alterar a
excitabilidade das membranas bioldgicas e promover apoptose em neurénios
hipocampais, além de retracdo de seus processos sinapticos. (GUZMAN-MARIN et al.,
2006; YANG et al., 2008).

Além das EROs, existem também as espécies reativas de nitrogénio (ERN), que
tem como principais representantes o 6xido nitrico (NO¢) e o peroxinitrito (ONOO-)
(SAKAR e BHADURI, 2001; BOWLER e CRAPO, 2002).A enzima Oxido nitrico
sintase induzida (iNOS) catalisa a reacdo entre L-arginina e oxigénio molecular que resulta
na sintese de oxido nitrico. Os niveis de éxido nitrico no SNC geralmente sdo mensurados

indiretamente pela dosagem do seu metabdlito nitrito. Em condi¢des fisioldgicas, a
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expressdo génica e consequentemente a proteina de INOS € pouco expressa no SNC,
resultando em menores niveis de 6xido nitrico e seu metabolito nitrito induzidos pela
iINOS.

O NO é uma molécula com potencial oxidativo , que reage com o O* formando
peroxinitrito (ONOO-), espécie muito citotoxica (PACHER et al., 2007). Observou-se
aumento de dano oxidativo induzido pelo ONOO-, medido pelos niveis de 3-
nitrotirosina em 13 cérebros post-mortem de pacientes com TAB (ANDREAZZA et al.,
2010). Também se encontrou aumento nos niveis de NO em soro e plasma de pacientes
com TAB (SAVAS et al., 2002; YANIK et al., 2004; SAVAS et al.,, 2006;
GERGERLIOGLU et al., 2007; SELEK et al., 2008), 0 que € coincidente com o achado

em cérebros post-mortem.

Khadrawy et al. (2011) demonstraram aumento da producdo de NO no
hipocampo de roedores apds 72 horas de privacdo do sono REM. Nos dados do presente
trabalho foi verificado que animais HE e LE privados do sono elevaram a expressdo
génica, e sugerimos apesar de ndo termos quantificado a proteina, 0 aumento da expressao
protéica da enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) acompanhada por aumento dos
niveis de o6xido nitrico (NO), evidenciado indiretamente por elevacdo da concentracdo de
nitrito hipocampal tanto em animais HE quanto LE, demonstrando um possivel
envolvimento do Oxido nitrico com a neuroinflamagdo estabelecida nos subgrupos

experimentais.

O sono, o sistema circadiano, e o sistema imunolédgico sdo temporalmente
integrados para antecipar mudancas ambientais e otimizar adaptacdes. Durante 0 sono
noturno, hormoénios e citocinas pro-inflamatérios sdo sincronizados para facilitar a
iniciacdo de respostas imunitarias adaptativas nos ganglios linfaticos, enquanto durante
a atividade diurna, sinais anti-inflamatdrios, hormonios e citocinas aparecem para apoiar
funcOes efetoras inatas. Essas adaptacfes obedecem ao ritmo 24 h de sono-vigilia
intrinseco, entretanto, quando esse ciclo é experimentalmente interrompido, a exemplo,
do trabalho por turnos, o desempenho mental, o bem-estar e salde estdo
comprometidos. (HASTINGS, 2008)

O sistema imunoldgico e os centros do cérebro de regulacdo do ritmo circadiano
e do sono séo bidirecionais e ativamente conectados (BRYANT, 2004; COOGAN,
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2008; IMERI, 2009). Alteracdes imunes induzidas por processos infecciosos podem
induzir o sono de ondas lentas, um mecanismo que, como outro aspecto do
comportamento da doenga pode ajudar a combater patégenos (TOTH, 1995;
POLLMACHER, 2000). Citocinas pré-inflamatorias(perfil Thl) como o TNF-a, IL-2,
IFN-y induzem sono de ondas lentas, enquanto citocinas anti-inflamatorias (perfil Th2)
como a IL-10, IL-4, IL-13, e fator de transformagdo de crescimento beta suprimem o
sono de sono de ondas lentas. (BRYANT, 2004; MAJDE, 2005, KAPSIMALIS, 2005).

Citocinas sdo moléculas do sistema imunologico que sdo secretadas em resposta
a um estimulo inflamatério (DANTZER et al., 2011). Essas moléculas podem ser
produzidas perifericamente e podem penetrar no sistema nervoso central (SNC) pela
barreira hematoencefalica ou por transportadores especificos, ou podem ser diretamente
produzidas no SNC por neurénios e por células da glia (CATENA-DELL'OSSO et al.).

Nos ultimos 20 anos uma série de trabalhos tém relatado uma associacdo entre a
ativacdo do sistema imunoldgico e os sintomas psiquiatricos (MIKOVA et al 2001;
TUGLU et al., 2003; DOWLATI et al., 2010). Observou-se que a terapia com citocinas
pré-inflamatorias, utilizada no tratamento de certos tipos de cancer, hepatite e de
algumas infeccdes virais € capaz de produzir sintomas semelhantes aos sintomas
depressivos (PAPANICOLAQU et al., 1998; SCHIEPERS et al., 2005). Essas citocinas
sdo capazes de induzir comportamentos que tem muitas caracteristicas que se
sobrepdem com depressdo, incluindo anedonia, anorexia, sono prejudicado e reducdo da
atividade locomotora (DANTZER, 2004). Também foi verificado que no soro de
pacientes com depressdo grave ha aumento das concentracBes plasmaticas de
interleucina IL-6 (SLUZEWSKA, 1995; LANQUILLON, 2000; BRIETZKE, 2009),
que é aparente através do ciclo circadiano (ALESCI, 2005), do mesmo modo também
tem sido descritos elevacBes nos niveis de IL-1B e TNF na circulagdo sanguinea
periférica e no sistema nervoso central (SNC), em particular, no fluido cerebrospinal.
(KAHL, 2005; SCHLATTER, 2004; LANQUILLON, 2000). A inducdo de NF-kb no
cérebro apds exposicédo periférica a IL-1 tem sido demonstrado que medeiam muitos dos
efeitos comportamentais da IL-1, incluindo isolamento social e diminuigédo da ingestéo
de alimentos (NADJAR,2005).

Além disso, alteracbes nos niveis de citocinas pro-inflamatérias foram
encontrados no plasma de pacientes com TAB (FROMMBERGER et al., 1997,



145

KAESTNER et al., 2005; PACE et al., 2006; MAES et al., 1995; O’BRIEN et al.,
2006; HUNG et al., 2007; ORTIZ-DOMINGUEZ et al., 2007). Também foi vista
elevacdo substancial da IL1-B no liquido céfalo-raquidiano de pacientes com TAB,
especialmente se eles tivessem tido episddio recente de mania quando comparado a
voluntarios saudaveis (Soderlund et al., 2011). A concentracdo aumentada de IL-1pB no
LCR estad em excelente concordancia com um estudo que mostra niveis aumentados de
RNAmM de IL-1p nos cérebros pos-morte de pacientes com transtorno bipolar(RAO e
RAPOPORT, 2010). Em alinhamento com esses dados Papiol e Gutierrez sugerem em
seu estudo um polimorfismo na regido promotora do gene da IL1-B que confere uma
suscetibilidade genética compartilhada para transtorno bipolar e esquizofrenia (PAPIOL
E GUTIERREZ, 2004). Assim, a IL-1p tem sido atribuida a um papel fundamental no
comportamento do TAB (DANTZER et al., 2008)., sendo que a acdo da IL-1B nos
circuitos neuronais parece complexa e diversa, incluindo os efeitos diretos e indiretos
sobre a neurotransmissao excitatéria e inibitéria(PICKERING E O’CONNOR , 2007
VIVIANI,2007).

Além disso os niveis de RNAmM da IL-1B no cérebro sdo aumentados apds a
privacdo de sono, e esse aumento é mais elevado durante o dia (durante o periodo de
sono normal em roedores) do que a noite (durante o tempo de atividade normal para
roedores ) (TAISHI , 1998).

Em funcdo destes achados, diversas teorias tém implicado os transtornos de
humor como doengas de cunho inflamatdrio. Essas teorias baseiam-se na idéia de que as
citocinas pré-inflamatérias atuariam mediando alguns dos aspectos neuroguimicos,

neuroendocrinos e comportamentais desses transtornos (DANTZER, 2009).

Os achados acima referenciados reforcam os resultados obtidos no presente
estudo, em que animais LE com um maior risco de depressdo, apresentaram niveis
aumentados de citocinas hipocampais pro-inflamatorias IL-1B e IL-6 e a citocina
imunomoduladora IL-4 apos a privagdo do sono paradoxal. Da mesma forma os dados
de animais HE que sdo sugeridos para ter um risco maior de TAB apresentaram niveis

elevados de IL-1B e de IL-4 hipocampais e plasmaticos ap0s a privagao do sono.

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a influéncia das citocinas

pré-inflamatorias na etiologia dos transtornos de humor. As citocinas podem afetar o
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metabolismo dos sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e dopaminérgico (DUNN et
al., 2005, DANTZER et al., 2011) em regides essenciais do cérebro para a regulacdo da
emocdo, incluindo o sistema limbico (amigdala, hipocampo e nicleo accumbens), bem
como a regulacdo da fungdo psicomotora e recompensa, incluindo os ganglios basais
(GAO, 2002; DUNN, 1999), podem regular o crescimento e a proliferacdo das células
gliais, modular a atividade dos peptideos opidides enddgenos e ativar 0 eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (SILVERMAN et al., 2005). Especificamente,
existe uma forte relacdo entre a IL-1p e o eixo HPA, tanto no SNC quanto na periferia.
A IL-1B ¢ uma das principais moléculas capazes de ativar o eixo HPA e estimular a
secrecdo de CRH pelos neurdnios hipotalamicos ao ativar vias de transducdo de sinal,
incluindo proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPKS) e fator nuclear kB (NF-
kB), que contribuem para a disfuncdo da sinalizacdo do receptor de glicocorticoide
Além disso, na periferia 0 CRH também €é capaz de modular a liberacdo de IL-1p,
contribuindo para a resposta inflamatéria. Foi demonstrado em culturas de mondcitos
humanos, a administracdo de CRH é capaz de inibir a sintese de IL-1p quando as
células estdo ativadas mas estimula sua producdo e liberacdo em mondcitos em estado
ndo ativado, sugerindo que os niveis de toxicidade sistémica podem influenciar na
comunicacdo em a resposta ao estresse e a inflamacdo (VAUGHAN et al., 1995;
JONES E CHALLIS, 1989; SILVERMAN, 2005, WANG, 2004).

A privacdo total de sono aguda e desregulacdo circadiana cronica tém efeitos
opostos sobre os niveis de cortisol. Especificamente, uma noite de privacdo de sono
total aumentou os niveis de cortisol, especialmente no inicio da noite e primeiras horas
da manhd e aumentaram o0s niveis plasmaticos da citocina anti-inflamatoria IL-10 e
citocinas pro-inflamatérias TNF-a e proteina C reativa, especialmente durante o estado
de vigilia programada, j& a disfuncéo circadiana cronica causa diminuicdo dos niveis de
cortisol nas 24 h e pouca ou nenhuma mudanca no equilibrio da razdo TNF- a / IL-10
durante a disfuncdo circadiana. Tomados em conjunto, estes resultados sugeriram que
privacdo do sono aguda e disfungdo circadiana associada representam um desafio
fisioldgico diferente dos dois eventos separados. A privacdo de sono aguda parece estar
associada com um estresse fisiologico/resposta metabdlica de niveis maiores de cortisol,
especialmente a noite, enquanto a disfungdo circadiana cronica parece resultar em uma

adaptacéo fisioldgica que reduz os niveis de cortisol em 24 h.
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No presente trabalho os niveis de corticosterona em ratos HE e LE expostos a
privacdo do sono paradoxal na adolescéncia no PN 40 ndo foram alterados na fase
adulta correspondendo ao PN 60. Uma limitagédo da pesquisa pode ser o fato de néo ter
sido aplicado estresse agudo, para que fosse evidenciada variacbes na resposta ao

estresse destes animais.

Exames dos efeitos duradouros de estressores no periodo da puberdade sobre a
fungéo do eixo HPA e reatividade ao estresse na vida adulta tiveram resultados um tanto
contraditorios. Tem sido geralmente relatado que estressores experimentados na
puberdade e adolescéncia causam hiperatividade do eixo HPA basal (BAZAK et al.,
2009; JACOBSON-PICK e RICHTER-LEVIN, 2010; POHL et al., 2007; SCHMIDT et
ai, 2007, 2010.; STERLEMANN et al., 2008; UYS et al., 2006.

E possivel interaces com ritmos circadianos, haja vista que alguns trabalhos
indicam que os niveis corticosterona basal sdo aumentados de manha (Schmidt et al.,
2007, 2010b; Sterlemann et al., 2008; Uys et al., 2006b) e diminuem na parte da tarde
(Sterlemann et ai, 2008;.. Toth et ai, 2008). Estressores puberes aumentam a
corticosterona basal e diminuem a expressdo hipocampal de receptor de glicocorticoide
(GR) e de mineralocorticoide (MR) na idade adulta (ISGOR et al, 2004;. SCHMIDT et
al, 2007;. STERLEMANN et al., 2008; UYS et al.,, 2006), sugerindo duradouras

alteracdes no feedback negativo do eixo HPA.

Em contraste, varios estudos relatam que ndo ha duradouros efeitos de um
estressor durante a puberdade em ratos machos ou fémeas nos niveis basais de
corticosterona (WATT et al, 2009;. WEATHINGTON et al, 2012.) ou que o0 estresse
ndo induz alteragbes plasméticas nos niveis de ACTH ou de corticosterona apds
exposicdo a um uma segundo estressor na vida adulta (BOURKE e NEIGH, 2011;.
MASLOVA et al, 2002; MATHEWS et al., 2008; MCCORMICK et al, 2005, 2008.;
TOLEDO-RODRIGUEZ e SANDI, 2007; WILKIN et al, 2012.; WRIGHT et al., 2008).
Os estressores utilizados nestes estudos em ratos adolescentes incluiram meios fisicos
(por exemplo, estresse de restricdo, choque nas patas, privacdo do sono), ou sociais (por
exemplo, instabilidade ou isolamento social), ou odor do predador; e na idade adulta
alguns foram expostos ao segundo estressor comumente utilizado (por exemplo, estresse
de contencdo, choque nas patas, plataforma elevada e natacdo forcada). No entanto, as

diferencas de procedimentos podem explicar as aparentes discrepancias. Em varios
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estudos em que nenhum efeito do estressor pubere sobre a reatividade ao estresse no
adulto foi relatado, os animais foram experimentalmente estressados no PN30
(MCCORMICK et al., 2005, 2008) ou PN 40 dias de idade (WRIGHT et al., 2008),
enguanto que os animais demonstrando alteracdes na resposta ao estresse na vida adulta
experimentaram estressores a partir da pré-puberdade (antes ou no P28) (ILIN E
RICHTER-LEVIN, 2009; ISGOR et al., 2004; JACOBSON-PICK e RICHTER-
LEVIN, 2010; POHL et al., 2007; SCHMIDT et al., 2007; STERLEMANN et al.,
2008; WEATHINGTON et al., 2012).

Em paralelo com a capacidade de estressores ativarem cronicamente a microglia
na idade adulta, o que conduz ao aumento dos niveis de citocinas (BILBO e
SCHWARZ, 2009), fatores de estresse experimentado na infancia ou adolescéncia
induzir alteracdes de curto e longo prazo na funcéo do sistema imune (DANESE et al,
2007, 2009;. LEMIEUX et al., 2008) e niveis mais elevados de biomarcadores
inflamatérios como proteina C reativa (PCR), na idade adulta (DINAMARQUES et al.,
2007).

Para tanto Holder (2014) especula que a vulnerabilidade da puberdade e/ou
adolescéncia de ratos e seres humanos pode ser devido, em parte, o desenvolvimento
dos sistemas imunes neurais e inducdo de neuroinflamacdo. Evidéncias até agora
sugerem a possibilidade de neuroinflamacdo como uma via comum pela qual estressor
puberal podem alterar o cérebro e comportamento do adulto, especialmente no que se
refere a doengas mentais, tais como ansiedade e depressdo, assim como aprendizagem,
memdria e cogni¢do (BILBO et al, 2011;. CRIBBS et al, 2012.; MILLER et al., 2009;
SALIM et al., 2012).

Interacdes semelhantes entre o sistema de reldgio e o eixo HPA também sdo
observados na regulacdo da funcdo imunitaria. Nos seres humanos e roedores, o sistema
circadiano produz a flutuacéo circadiana de diversas citocinas, incluindo IFN-y, IL-1,
IL-6, TNF-0, assim como linfocitos T e B e células natural killer. (LIU, 2006;
ARJONA,SARKAR, 2008) ativacdo do eixo HPA e posterior liberagdo de
glicocorticéides, por sua vez influenciam fortemente atividade imune e resposta
inflamatdria (Chrousos, 2009; KINO, CHROUSOS, 2005; CHROUSOS, 2001)
Concentracg0es fisioldgicas dos glicocorticoides sdo cruciais para 0 bom funcionamento

do sistema imune, enquanto doses farmacologicas e/ou em altas concentragdes
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observadas sob estresse suprime fortemente a sua atividade do sistema imune,
principalmente por reprimir a atividade de fatores de transcri¢do/outras moléculas
cruciais para a regulacdo da funcdo imune /inflamacdo, tais como ativador de proteina
(AP-1), NF-kB e STATS5, através da interacdo proteina-proteina com o GR
(CHROUSQS, 2009; KINO, CHROUSQOS, 2005; RHEN, 2005) .Como muitas células
imunes estdo na circulagdo com niveis diminuidos no SNC, o sistema de reldgio
periférico regula, principalmente, através de fatores humorais, incluindo
glicocorticéides, que estdo sob o controle do reldgio central (ARJONA, SARKAR,
2008). O sistema de reldgio pode também regular a funcdo imunitaria e conduzir ao
desenvolvimento de defeitos imunoldgicos, em parte por modulagdo das acbes de
glicocorticéides enddgenos sobre numerosos componentes do sistema imunolégico
através de uma interacdo entre a transcricdo de fatores Clock/Bmall e GR (NADER,
CHROUSOS, KINO).

Shi et al. (2011) indicou que periodos mais curtos de privacdo de sono estdo
associados com rompimento da consolidacdo da memoria (SHI et al. 2011). No estudo
de Kazlauckas et al. 2011 em que ratos HE e LE foram expostos ao estresse moderado
cronico foi demonstrado reducéo da exploracdo do objeto central em ambos os grupos e
que somente no grupo LE houve aumento nos niveis de cortisol e reducdo nos niveis de
BDNF hipocampal .Em contraste, 0os animais quando expostos ao enriquecimento
ambiental aumentaram a exploracdo do objeto central e os niveis de BDNF em ambos
o0s grupos, com melhora da meméria particularmente em ratos LE (KAZLAUCKAS et
al. 2011).

No entanto ha contradi¢cdes quanto aos efeitos do estresse peri-plbere sobre 0s
niveis de BDNF hipocampal, uma vez que na literatura foram relatados aumento ou
nenhum efeito nos niveis de BDNF (TOTH et al, 2008; UYS et al, 2006). De forma
intrigante, no trabalho por Toth et al. (2008), o aumento de BDNF foi correlacionado
com o0 aumento da neurogénese, 0 que pode representar uma tentativa de recuperar 0s
efeitos duradouros do estresse sobre o hipocampo do adolescente. Trés dias de estresse
(natagdo forcada, plataforma elevada, e choque na pata) durante o periodo pré-pubere
(P26-29) ou periodo de puberdade precoce (P33-35) de ratos machos sdo suficientes
para induzir o mau desempenho na tarefa de esquiva passiva na idade adulta (AVITAL
et al, 2006;. AVITAL e RICHTER-LEVIN, 2005). Os dados acima referenciados
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reforcam os resultados obtidos no presente estudo, em que animais HE e LE
apresentaram niveis de BDNF aumentados apds o estresse da privacdo do sono
paradoxal, sugerindo um efeito homeostatico.



Figura 41 — llustragéo resumo
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Figura 42 — Esquema da regulacéo da expressdo de dos genes reldgio estimulados pela

dopamina
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir que os animais HE apresentaram hiperatividade motora,
aumento da atividade exploratéria e comportamento de risco acompanhado de maior
nivel de peroxidacdo lipidica e reducdo dos genes relacionados ao reldgio bioldgico
quando comparado aos animais LE que por sua vez apresentaram hipoatividade motora.
Desta forma, animais HE e LE mostram vulnerabilidade genética distinta.

Quando submetidos ao estresse por privacdo de sono paradoxal na adolescéncia
os animais HE apresentaram aumento da atividade locomotora com comportamento
ansiolitico/de risco, comprometimento da memdria de trabalho acompanhado de
aumento da expresséo de genes relacionados ao controle do ciclo sono-vigilia e aumento
de citocinas pro-inflamatérias no hipocampo quando comparados aos animais LE, que
por sua vez quando expostos ao estresse desenvolveram comportamentos relacionados a
depressao.

Dessa forma, nossos resultados apontam para uma forte interacdo entre padrfes
exploratorios em animais (associados ao temperamento no ser humano) e eventos
estressores na adolescéncia contribuindo para o desenvolvimento de alteracdes
comportamentais tipo depressdo ou mania na idade adulta, mostrando que a selecédo de
animais com base no seu padrao exploratorio pode ser uma alternativa interessante para
a conducdo de pesquisas com modelos animais com validade translacional em

psiquiatria.
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Quadro 3 - Resumo esquematico dos resultados obtidos na presente pesquisa
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