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RESUMO

A depressdo esta associada com alteragdes dos ritmos circadianos e condicbes de
iluminacéo constante promovem expressao de comportamento depressivo em roedores.
Ratos mantidos em escuro constante expressam o periodo circadiano enddgeno
enquanto que a maior parte dos animais sob luz constante perde o ritmo circadiano da
atividade locomotora. Exposicdo ao claro constante durante a lactagdo previne esta
perda da ritimicidade no adulto. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar se a
exposicao a luz constante durante a lactacdo poderia previnir a anedonia induzida por
luz constante no adulto. Em um primeiro experimento, a anedonia induzida pelo claro
constante foi replicada em ratos adultos machos e verificamos que o tratamento com
imipramina na agua de beber reverte esta condicdo. Em um segundo experimento,
ratos durante a lactacdo foram mantidos em escuro constante (neonatal-EE), claro
constante (neonatal-CC) ou em ciclo claro/escuro habitual (neonatal-CE). Apds a
exposicdo ao claro constante na vida adulta, o grupo neonatal-CC ndo reduziu a
preferéncia por sacarose e apresentou maior atividade locomotora que o0s outros
grupos. O grupo neonatal-EE reduziu a preferéncia por sacarose antes que 0 grupo
controle e apresentou aumento da corticosterona plasmética. Prevencdo da perda da
ritmicidade circadiana pode ter protegido os animais do grupo neonatal-CC da anedonia
induzida pelo claro constante no adulto, enquanto que o grupo neonatal-EE foi mais
suscetivel a apresentar comportamento depressivo. Estes resultados sugerem que
alteracdes dos ritmos circadianos podem ser um dos fatores predisponentes da
depresséo e que o estresse neonatal pode modular a responsividade ao estrese na vida

adulta.

Palavras-chave: comportamento depressivo, teste de preferéncia por sacarose, ritmos

circadianos, luz constante, estresse neonatal, corticosterona.



ABSTRACT

Depressive episodes are associated with disturbances in circadian rhythm, and constant
illumination has been reported to induce depressive-like behavior in rodents. Rats kept
in constant darkness express the endogenous circadian rhythm, and most animals
under constant light conditions lose circadian locomotor rhythmicity. Exposure to
constant light in rats during lactation was reported to prevent this loss of circadian
rhythm in adulthood. Thus, the aim of the present study was to verify whether exposure
to constant light during lactation prevents anhedonia-like behavior induced by constant
light in adult rats. In the first experiment, we replicated the anhedonia-like effects of
constant light in adult male rats. We showed that this effect is reversed by imipramine
treatment in the drinking water. In the second experiment, we subjected rats to constant
darkness (neonatal-DD) or constant light (neonatal-LL) during the neonatal phase and
evaluated them after constant light exposure in adulthood. The neonatal-LL group did
not reduce their sucrose preference and exhibited greater locomotor activity than the
other groups. The neonatal-DD group exhibited decreased sucrose preference earlier
than controls and had higher serum corticosterone concentrations. Prevention of
arrithymicity might protect neonatal-LL rats from anhedonia-like behavior induced by
constant light, whereas constant darkness during the neonatal phase rendered the
neonatal-DD group more susceptible to depressive-like behavior. These results suggest
that circadian disruption may be one of the causal factors in mood disorders and that

early life stress can influence stress responsivity in adulthood.

Keywords: depressive behavior, anhedonia, sucrose preference test, circadian rhythm,

constant light, neonatal stress
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1. INTRODUCAO

1.1 Depressao Maior
Os transtornos de humor envolvem a depressdo maior, 0 transtorno bipolar, a

distimia e a ciclotimia. A depressao maior € caracterizada pelo humor deprimido e pela
anedonia, a perda da capacidade de sentir prazer. Um destes dois sintomas devem
estar presentes para se fazer o diagnostico clinico segundo o DSM-IV (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders) (APA, 2000). A depressédo bipolar é
caracterizada por quadros depressivos que se alternam com episédios de mania ou
hipomania, cuja caracteristica principal € o humor euférico. Na distimia e na ciclotimia
os critérios diagnosticos para depressdo maior e depressao bipolar, respectivamente,
ndo sao atingidos. O paciente distimico apresenta humor deprimido enquanto que o
ciclotimico apresenta humor deprimido com numerosos episodios de sintomas
hipomaniacos.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS ou WHO, na sigla em inglés), a
depressédo € um significativo problema de saulde publica. Estima-se que a depressao
custe mais de US$ 43 bihdes anualmente com tratamento e perda da produtividade.
Dados da OMS apontam que o risco de se apresentar um episodio de depresséo
durante o periodo de um ano € maior para as mulheres, cerca de 9,5%, enquanto que
para homens o risco € de 5,8%, diferentemente da depressao bipolar, em que o risco
em homens e mulheres é aproximadamente igual (WHO, 2001). Pacientes deprimidos
apresentam comprometimento em varios aspectos de suas vidas, como o cuidado
pessoal, responsabilidades familiares, trabalho e interagéo social. Pode-se comparar a
gravidade da invalidez demonstrada por pacientes com diagnostico de depressdo com
aqueles portadores de outras doencas cronicas, como hipertensao, diabetes e artrite.
Pacientes deprimidos perdem mais dias de trabalho, ficam doentes mais facilmente e
tendem a morrer mais jovens quando comparados com a populagdo em geral. A OMS
também estima que a depressdo seja a maior causa de invalidez sem morte na

sociedade, contribuindo com 11,9% dos casos (WHO, 2005). A estimativa para 2020 &



gue a depressao esteja atras apenas da isquemia cardiaca para a conta da invalidez e
morte provocada por patologias.

Apesar do elevado custo social da depressao, o investimento em saude mental
ainda é baixo, principalmente em paises com baixa e média renda (Chisholm et al.,
2007). Além do pouco investimento, a desinformacdo sobre o tratamento da depresséo
também € um problema. Recentemente, pesquisadores constataram, através de
guestionarios aplicados a uma amostra representativa da populacao da Finlandia, que
as pessoas ainda consideram que depresséo depende apenas da for¢ca de vontade do
individuo e que os antidepressivos podem levar a dependéncia (Aromaa et al., 2010). A
mesma idéia sobre os antidepressivos ja havia sido reportada em 1991, durante a
campanha britanica de combate a depressdo. Cerca de 78% dos participantes
relataram acreditar que os antidepressivos induzem dependéncia e, apés cinco anos de
campanha, a mudanca foi pequena (Paykel et al., 1998).

O tratamento farmacologico para depressdo usualmente envolve o aumento da
transmissdo monoaminérgica no sistema nervoso central (SNC). Desde a descoberta
gue os farmacos que aumentam a transmissdo monoaminérgica melhoram o humor,
ocorreu um grande investimento para a sintese de novas drogas com mecanismo
similar. O inibidor da monoamino oxidase (IMAO) iproniazida se mostrou eficaz em
melhorar o humor dos pacientes, apesar de estar sendo testada para o tratamento da
tuberculose (Zeller e Barsky, 1952). A imipramina também foi descoberta por acaso.
Este antidepressivo triciclico (ADT) estava em testes devido a possivel propriedade
sedativa por se tratar de um derivado iminodibenzilico. Entretanto, Kuhn (1958)
observou que a imipramina ndo apresentava propriedades sedativas, mas melhorava o
humor de pacientes deprimidos. Importante ressaltar que embora o acaso faca parte da
descoberta da acdo antidepressiva dos IMAOs e dos ADTs, segundo Louis Pasteur, “o
acaso so6 favorece a mente preparada” (Knisely, 2008).

Os ADTs, cujo mecanismo de acgdo € inibir a recaptacdo de serotonina e/ou
noradrenalina na fenda sinaptica, apresentam uma ampla gama de reacdes adversas,
tais como constipacdo, sedacdo, ganho de peso e boca seca. Estas reacdes sdo em
parte atribuidas a agdo n&o-especifica dos ADTs em outros sistemas de

neurotransmissdo, como 0S receptores histaminérgicos, a-1 adrenérgicos e



muscarinicos, além de bloquearem canais de sodio. Este ultimo efeito pode levar a
depresséao cardiaca, apresentando grave risco em pacientes com insuficiéncia cardiaca
(Glassman et al., 1993).

A baixa tolerabilidade aos ADTs estimulou o desenvolvimento de farmacos mais
seletivos apenas para a recaptacdo das monoaminas. Os inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS) incluem a fluoxetina, o citalopram, a paroxetina e a
sertralina, enquanto que a reboxetina inibe seletivamente a recaptacdo de
noradrenalina. A venlafaxina € um farmaco que inibe tanto a recaptacdo de serotonina
como de noradrenalina. Embora os ISRS apresentem menos reacdes adversas que 0S
ADTs, um estudo de meta-analise mostra que os grupos placebo nos estudos com
ADTs relatam mais reacdes adversas que 0s grupos placebo em estudos com ISRS,
evidenciando uma tendenciosidade a superestimar os efeitos colaterais dos ADTs nos
estudos (Rief et al., 2009).

Além destes farmacos, também existem os chamados antidepressivos atipicos,
0s quais incluem a mirtazapina (antagonista alfa-2) e a trazodona (antagonista 5-HT>).
Apesar do mecanismo de acdo dos inibidores da recaptacdo de monoaminas, a
tianeptina apresenta acdo antidepressiva, ainda que seu efeito seja diminuir a
neurotrasmissdo monoaminérgica (Lucki e O’Leary, 2004).

O mecanismo de acdo dos antidepressivos classicos (i.e., aumento da
neurotransmissao monoaminérgica) levou a hipétese monoaminérgica da depressao.
De acordo com esta hipdtese, a diminuicdo dos niveis de monoaminas no sistema
nervoso central levaria ao quadro depressivo. Além disso, a reserpina, um antigo
antihipertensivo que depleta as reservas de monoaminas, produz sintomas depressivos
em alguns pacientes. No entanto, embora a deplecdo experimental de monoaminas
possa piorar 0 humor de pacientes deprimidos ndo medicados, 0 mesmo ndo ocorre
com pacientes controles saudaveis (Ruhé et al., 2007).

IMAOs, ADTs e ISRS podem produzir aumentos imediatos na neurotransmissao
monoamineérgica, entretanto o efeito na melhora do humor requer semanas de
tratamento (Berton e Nestler, 2006). Sabe-se hoje que o0 aumento agudo de

monoaminas nas fendas sinapticas produzido pelos antidepressivos leva



secundariamente a processos de neuroplasticidade que podem ser responsaveis pelo
efeito antidepressivo (Nestler et al., 2002; Pittenger e Duman, 2008).

Antidepressivos administrados cronicamente em animais alteram a expressao do
fator de transcricdo CREB (proteina que se liga a regido CRE do DNA, ou elemento de
resposta ao AMPc). A expressdo de CREB esté diferentemente afetada nos pacientes
deprimidos de acordo com a regiao cerebral. Por exemplo, no hipocampo encontra-se
diminuida enquanto que no ndcleo accumbens encontra-se aumentada (Nestler e
Carlezon, 2006). O tratamento com antidepressivos em modelo animais de depressao
restaura a expressdo deste fator de transcricdo para os niveis basais. (Carlezon et al.,
2005). A expressdo de CREB também é aumentada no nucleo accumbens em
situacdes de consumo de drogas de abuso e de estresse (Pittenger e Duman, 2008).

Durante situacbes de estresse ocorre ativagcdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) e consequente aumento dos niveis de cortisol. Visto que eventos
estressantes como perda de emprego e morte de ente querido sado fatores relacionados
com o quadro depressivo (McEwen, 2000), associa-se o0 aumento da liberacdo de
glicocorticoides como um dos fatores desencadeantes da depressdo. O tratamento
agudo com dexametasona, agonista de receptores glicocorticoides, induz quadro de
anedonia em roedores, verificada através da diminui¢do da preferéncia por solucao de
sacarose em relacdo a agua, sendo revertido pelo tratamento repetido com paroxetina
(Casarotto e Andreatini, 2007). Outra forma de induzir anedonia para se estudar a
depressdo em modelos animais é através do protocolo de estresse brando, imprevisivel
e crbnico, conhecido pela sigla em inglés CMS (chronic mild stress) (Willner et al.,
1987). Animais submetidos ao CMS apresentam aumento da corticosterona plasmatica,
maior ansiedade no teste do labirinto em cruz elevado e diminuicdo da preferéncia por
solucdo de sacarose, sendo estes parametros revertidos por administracdo cronica de
antidepressivos (Willner et al., 1987). O CMS apresenta validade de face, preditiva e de
constructo, visto que simula situacdes de estresse antes do desenvolvimento do quadro
depressivo, é sensivel ao tratamento com antidepressivos e promove alteracdes
neurobiolégicas semelhantes as que ocorrem com pacientes deprimidos, como, por

exemplo, a reducao das células granulares do hipocampo (Jayatissa et al., 2008).



Foi verificado através de neuroimagem que pacientes diagnosticados com
depressdo apresentam reducdo do volume do hipocampo e, além disso, o volume
retorna ao tamanho considerado normal ap0s o tratamento com antidepressivo e
remissdo do quadro (Sheline, 2003). A diminui¢do do volume hipocampal também esta
associada a reducdo da neurogénese, que ocorre no hipocampo e no bulbo olfatério
durante a vida adulta. Embora o papel da neurogénese no adulto ainda ndo esteja
completamente esclarecido, sabe-se que o tratamento com antidepressivo em modelos
animais a restaura (Sahay e Hen, 2007).

Um dos fatores de crescimento relacionados com a neurogénese e demais
processos de neuroplasticidade é o BDNF (fator de crescimento derivado do cérebro)
(Lee et al., 2002). Os niveis de BDNF encontram-se diminuidos no hipocampo, tanto em
vitimas de suicidio (Karege et al., 2005), quanto em animais submetidos ao CMS (Smith
et al., 1995). O BDNF atua em receptor ligado a tirosina quinase, o Trk, e raros sao 0s
agonistas para este receptor (Massa et al., 2010). O tratamento de animais com BDNF
mostrou efeito antidepressivo em alguns estudos (Siuciak et al., 1997; Shirayama et al.,
2002; Schmidt e Duman, 2010). Juntando-se ao fato que o aumento de BDNF so ocorre
depois de prolongado tratamento com antidepressivos (Chen et al., 2001), a hipotese
neurotrofica da depressdo ganha mais embasamento. Esta hipdtese propde que a
depressdo estaria associada a diminuicdo da neurogénese hipocampal e que 0s
tratamentos antidepressivos atuariam pelo restabelecimento da neurogénese através
de um aumento do BNDF (Malberg et al., 2000).

Entretanto, apesar da compreensdo de alguns mecanismos associados a agao
dos antidepressivos e da introducdo de novos medicamentos, duas limitagOes
permanecem na clinica: o retardo na acdo antidepressiva (2 a 4 semanas) e baixa
eficacia do tratamento na pratica clinica: 47% de taxa de resposta e aproximadamente
30% de remissdo completa do quadro depressivo (Trivedi et al., 2006). Portanto, deve-
se procurar novas estratégias no desenvolvimento de novos farmacos antidepressivos.
Dentre estas estratégias, encontram-se as manipulagbes dos ritmos circadianos e o
entendimento da relacdo entre transtornos de humor e alteragcbes dos ritmos

circadianos (analisada no tépico 1.3).



1.2 Ritmos Circadianos

Os ritmos circadianos, ritmos fisioldgicos com duracdo aproximada de 24h, sdo
encontrados em praticamente todos 0s seres vivos, incluindo bactérias, plantas e
animais. A principal caracteristica dos ritmos circadianos € o seu carater endégeno. Os
ritmos circadianos sdo gerados endogenamente e sincronizados as 24h do dia da Terra
principalmente pelo ciclo claro/escuro. Mesmo em condigdes ambientais constantes,
COmo 0 escuro constante para roedores noturnos e o claro constante para humanos, os
ritmos ainda séo expressos com um periodo préximo do ciclo da Terra, o que evidencia
seu carater endégeno. Os organismos que estdo expressando a ritmicidade nestas
condi¢Bes constantes sdo ditos em livre-curso, referenciando-se a auséncia de pistas
temporais do ambiente (Golombeck e Rosenstein, 2010).

Visto que existe a geracdo de um ritmo enddgeno e que este é sincronizado pelo
ciclo claro/escuro, pode-se supor que exista uma estrutura que integre estas
informacdes para entdo ajustar os ritmos de todo o organismo. Nos mamiferos, esta
estrutura se localiza nos nucleos supraquiasmaticos (NSQs) do hipotalamo. Os NSQs
sdo compostos por cerca de 10.000 neurdnios cada, esquerdo e direito, e recebem
fibras glutamatérgicas da retina através do trato retinohipotalamico. A informacéo
luminosa que se dirige ao hipotdlamo é recebida pelo pigmento melanopsina localizado
nas células ganglionares da retina. Entretanto, recentemente foi observado que os
bastonetes também podem fornecer esta informacédo (Altimus et al., 2010 e Li et al.,
2010). Alem de fibras aferentes da retina, os NSQs também recebem aferéncias
serotonérgicas dos nucleos da rafe, expressando receptores 5-HT;4 € 5-HT-7 (Pickard e
Rea, 1997).

Os neurdnios dos NSQs sao principalmente GABAérgicos e um conjunto de
ritmos ultradianos, ritmos com periodo menor que 24h, gera um padréo circadiano nas
eferéncias destes nucleos. As eferéncias dos NSQs sao diversas, como, por exemplo,
para os nudcleos paraventricular e arqueado, participando entdo da modulacdo da
hipéfise (Panga e Hogenesch, 2004). Uma das projecdes do nucleo paraventricular € o
ganglio simpatico da raiz cervical da medula, que por sua vez, envia fibras para a

pineal, controlando a secrecdo de melatonina, cuja secre¢ao € inibida pela luz.



E possivel fazer uma distingdo anatdmica dos NSQs e de acordo com o0s
neurotransmissores expressos (Antle e Silver, 2005). A porcdo dorsomedial € pouco
inervada pela retina, sendo entdo o componente essencial para a geracdo do ritmo
endogeno. A porcao ventrolateral recebe fibras da retina através do trato retino-
hipotalamico, levando ao sistema de temporizacdo as informagdes sobre o ambiente. O
desacoplamento entre as por¢cdes dorsomedial e ventrolateral pode ser induzido por
meio do protocolo de dessincronizacao forcada. Em ratos, um ciclo claro-escuro de 22 h
€ imposto ao animal, de forma que ele passe a exibir dois ritmos locomotores, um
sincronizado ao ciclo claro-escuro imposto e outro obedecendo ao periodo circadiano
endogeno (de la Iglesia et al., 2004).

Esta dissociagdo entre as porcdes dorsomedial e ventrolateral dos NSQs
também pode ser observada em roedores quando o horério de apagar ou acender das
luzes do biotério é adiantado em trés horas (Nagano et al., 2003). Portanto, € provavel
gue mudancas bruscas de horérios possam levar a esta dessincronizagdo em humanos
também, mais notavelmente em trabalhores em turno e pessoas que atravessam fusos
horarios em voos, sofrendo o chamado jet lag.

Tanto o jet lag quanto o trabalho em turno podem trazer problemas para a saude.
Por exemplo, o trabalho em turno é associado a diversas patologias, como aumento da
incidéncia de cancer, dispepsias gastricas, hipertensao e infarto do miocardio (Foster e
Wulff, 2005). Dentre elas ainda se enquadram questdes de salde mental, envolvendo

depresséao e ansiedade, tépico discutido a seguir.

1.3 Ritmos Circadianos e Transtornos de Humor

Episédios depressivos tém sido associados a altera¢cdes do ritmo circadiano.
Varia¢cdes no humor ao longo do dia sdo comuns em pacientes deprimidos (Gordijin et
al., 1994) e, além disso, um padrdo pior de humor pela manha foi incorporado aos
critérios do DSM-IV para o diagnostico do subtipo melancélico da depressdo maior.
Alteracdes nos ritmos circadianos, incluindo o ciclo vigilia/sono, sdo heterogéneas na
depressdo maior, mas em geral incluem alta temperatura corporal durante a noite,

secrecao de cortisol com avango de fase, além de reducdo no sono de ondas lentas,



adiantamento de fase do sono REM, bem como o aumento da duracéo total do sono
REM (revisado em Monteleone et al., 2008; Monteleone et al., 2010). A temperatura
corporal pode até mesmo deixar de apresentar a ritmicidade de 24h em alguns
pacientes deprimidos (van Londen et al., 2001). Um esquema representando possiveis
alteracOes dos ritmos circadianos é mostrado na figura 1. De forma geral, pode-se dizer
gue o0s pacientes apresentam uma dessincronizagcao interna e/ou encontram-se em
livre-curso (Ehlers et al., 1988; Stetler et al., 2004). Uma das formas de se conceber
esta dessincronizagdo interna € a relacdo de fase entre o ciclo vigilia/sono com a
secrecao de melatonina. Muitos pacientes deprimidos apresentam a secrecao de
melatonina muito adiantada em relagdo ao horario de dormir, sendo inclusive
importante para as abordagens terapéuticas envolvendo luz intensa (Wehr et al.,
1979), a ser discutido adiante. Além disso, ratos submetidos ao CMS apresentam uma
alterac&o dos ritmos circadianos, como, por exemplo, diminuicdo da amplitude do ritmo
da atividade motora (Gorka et al., 1996), reforcando a hipotese da associacdo entre

alterac&o de ritmos biologicos e depressao.

Ritmo Normal Fase avangada

Amplitude
reduzida

Figura 1 - Esquema representando um ritmo hipotético de uma varidvel com oscilagdo circadiana (como a
temperatura, cortisol ou melatonina). Em individuos deprimidos, a ritmicidade pode se encontrar com a fase
adiantada e/ou com a amplitude reduzida (trago pontilhados) em rela¢do ao esperado da populagdo (trago inteiro).

Disturbios nas propriedades de sincronizacdo do sistema de temporizagado
circadiano também séo observados em mutacdes de genes reldgio. Além de seu papel
potencial na preferéncia por horarios de sono e na sindrome da fase atrasada de sono

(Archer et al., 2003; Pereira et al., 2005), o gene reldgio PER3 também foi associado a



caracteristicas dos transtornos de humor, como a responsividade ao tratamento com
antidepressivo e a idade do aparecimento do transtorno (Artioli et al., 2007).

Diferencas individuais nas preferéncias por horarios de sono também s&o
relacionadas com depressdo. Existe uma associagcdo entre a vespertinidade,
preferéncia por horarios de dormir e acordar mais tardios, com a depressao maior (Kim
et al., 2010). Apesar de ndo ser um dado surpreendente, visto que os individuos
vespertinos estao frequentemente privados de sono e também apresentam maior
prevaléncia para outros transtornos, como esquizofrenia, depresséo bipolar (Wood et
al., 2009) e déficit de atencao (Caci et al., 2009), a associagcdo entre vespertinidade e
depresséo € curiosa devido a maior parte dos individuos deprimidos apresentarem a
ritmicidade mais adiantada, e ndo mais atrasada. Por outro lado, estes dados reforcam
a hipotese da dessincronizacdo temporal interna, visto que os horarios de sono estdo
com menor acoplamento com o ritmo da temperatura, melatonina e cortisol. Além disso,
a exposicdo a luz intensa pela manhd, conhecida por adiantar os ritmos, também
apresenta efeito antidepressivo (Golden et al., 2005).

Diversos estudos apontam a eficacia do tratamento com luz intensa para a
depressdo. Existem no mercado os mais variados produtos para produzir esta luz
intensa, passando de despertadores até bonés com lampadas, embora ainda nao todos
sejam devidamente padronizados quanto a intensidade e tempo recomendado de
exposi¢cdo. Imagina-se que ao adiantar o relégio biolégico do paciente, elimina-se a
dessincronizacdo interna, fazendo com que ocorra uma alocacao do ciclo vigilia/sono
com menor relagédo de fase entre os ritmos da temperatura e da melatonina (Wehr et al.,
1979; Wirz-Justice, 2003).

A privacdo de uma noite de sono, assim como a privagdo da ultima metade da
noite de sono, também promove efeito antidepressivo em pacientes deprimidos. Assim
como pacientes bipolares diagnosticados com depressdo maior que iniciam o
tratamento com ISRS podem apresentar um episédio de mania, pacientes bipolares
também podem entrar em quadro de mania quando sao privados de sono (Riemann et
al., 2002). A privacdo de uma noite de sono em roedores, assim como o tratamento com
antidepressivos, aumenta a neurogénese no hipocampo (Grassi Zucconi et al., 2006).

Entretanto, a privacdo de 72h de sono promove o efeito oposto: ocorre diminuicdo da
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neurogénese (Mirescu et al., 2006). Caso seja imposta uma restricdo crénica de sono,
roedores passam a apresentar comportamento depressivo (Novati et al., 2008).

Tanto manipulacfes dos ritmos bioldgicos podem levar a efeitos antidepressivos,
como o tratamento com farmacos antidepressivos pode alterar os ritmos circadianos.
Um dos efeitos do tratamento com inibidores da recaptacdo de monoaminas € o
adiantamento dos ritmos (Cuesta et al., 2008). Os neurdnios dos NSQs apresentam
receptores para a serotonina, podendo entdo ser diretamente sensiveis ao aumento de
serotonina na fenda sinptica. Outro farmaco que afeta os ritmos circadianos é a
agomelatina. A agomelatina € um agonista dos receptores de melatonina e antagonista
5-HT,c (de Bodinat et al., 2010). Alem disso, ha evidéncias apontando para maior
eficacia da agomelatina em relacéo a sertralina (Kasper et al., 2010).

Em humanos, a depressédo também é associada com a reducdo do fotoperiodo
gue ocorre durante o inverno. A depressdo sazonal ocorre mais frequentemente em
paises localizados em altas latitudes, ou seja, em areas do mundo onde ha pouca luz
solar por extensos periodos de tempo (Booker et al., 1991; Mersch et al.,, 1999). A
maioria dos pacientes apresenta atraso nos seus ritmos. Entretanto, um pequeno
subgrupo apresenta avancos de fase durante a depressdo de inverno (Lewy et al.,
2006). Em concordancia, ratos diurnos mantidos em fotoperiodos curtos ou que
receberam administragbes de melatonina durante a fase clara do ciclo apresentaram
comportamento depressivo nos testes de preferéncia por sacarose e natacdo forcada
(Einat et al., 2005; Ashkenazy et al., 2009a). Além disso, exposi¢cao por uma hora de luz
intensa foi suficiente para reverter o comportamento depressivo no teste da natagéo
forcada (Ashkenazy et al., 2009b). A completa privacdo de luz, ou seja, 0 escuro
constante, ap0s seis semanas também promoveu a indugdo de comportamento
depressivo em ratos, além de acarretar danos em neurdnios monoaminérgicos,
principalmente noradrenérgicos, sendo ambos os efeitos remediados por tratamento
com desipramina, um ADT noradrenérgico (Gonzalez e Aston-Jones, 2008). Os autores
observaram aumento no tempo de imobilidade e diminuicAo no comportamento de
escalada no teste da natacédo forcada. A diminuicdo do comportamento de escalada e o
maior dano dos neurdnios noradrenérgicos reforcam a distingdo do comportamento de

escalada e natacdo como relacionados predominantemente com um componente
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noradrenérgico e serotonérgico, respectivamente (Detke et al., 1995). Este € um dado
de grande importancia tanto para o estudo dos transtornos de humor como para a
cronobiologia em geral, visto que exposi¢cdo ao escuro constante é rotina comum para
se avaliar o periodo enddégeno dos roedores. Estudos futuros devem levar em conta os
efeitos deletérios de tal manipulacgéao.

No outro extremo, camundongos expostos por trés semanas a luz constante
apresentaram comportamento depressivo, mensurado pelos testes da natacao forcada
e da preferéncia por sacarose, que é parcialmente prevenido pelo enriquecimento do
ambiente com um tubo opaco, permitido aos animais escaparem da luz (Fonken et al.,
2009). Exposicao prolongada a iluminagdo constante também promove arritmicidade
nos neurbnios dos NSQs (Ohta et al., 2005) e na atividade locomotora (Honma e
Hiroshige, 1978; Eastman et al., 1983). Entretanto, exposicdo neonatal ao claro
constante previne a perda da ritmicidade do ritmo da atividade locomotora (Cambras et
al., 1998; Canal-Corretger et al., 2001). Assim, neste trabalho foi estudada a relacédo
entre exposicdo a diferentes padrdes de iluminagdo neonatal com a resposta a

exposisao ao claro constante no animal adulto.



12

2. OBJETIVOS

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi replicar a inducdo da anedonia
induzida pelo claro constante e verificar se o tratamento com imipramina reverte esta
anedonia. Além disso, foi investigada a hipétese de que a exposi¢cdo neonatal ao claro
constante poderia previnir a anedonia induzida pela iluminacdo constante no adulto e
previnir aumento na secrecdo de corticosterona, visto que esta manipulacdo neonatal
previne a arritmicidade locomotora em ratos adultos induzidos pela exposi¢cdo ao claro
constante. A confirmacdo desta hipOtese reforca a associacdo entre perda da

ritmicidade e o desenvolvimento de quadros de depressao maior.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e Desenho experimental do estudo
Ratos Wistar machos adultos foram obtidos do biotério da Universidade Federal

do Parand e mantidos sob temperatura controlada (22+3 °C), ciclo claro/escuro de
12:12 (luzes acesas as 7h e apagadas as 19h) e agua e racdo ad libitum. Todos os
procedimentos realizados tiveram aprovacéo prévia pelo Comité de Etica em Pesquisa
e Experimentacdo Animal (CEEA, protocolo # 389).

No primeiro experimento, ratos machos de 11 semanas foram mantidos em
aclimatacao por duas semanas antes do inicio dos experimentos. Apds o0s testes basais
de preferéncia por sacarose (descritos no item 3.1), os animais foram pareados de
acordo com a preferéncia por sacarose e entdo randomizados em dois grupos: luz
constante (CC, ~ 150 lux) e controles (CE) (n=18/grupo), em salas separadas. No final
da terceira semana, os ratos foram testados no campo aberto. No final da quarta
semana, com o0 grupo CC ainda mantido em luz constante, o tratamento com

imipramina ou agua foi iniciado, conforme esquematizado na figura 1.

Basal
Claro Constante

CPS AL
- ™

//\ * * * "

1% sem. I 28 sem. 32 sem. |49 sem. I 3 semanas

Campo aberto Q ~ —~

Tratamento Imipramina

\_ —

Figura 2 — Desenho experimental do primeiro experimento. CPS (Curva de preferéncia por sacarose),
Basal (teste de preferéncia por sacarose 0,5% tomado como referéncia para comparacdes posteriores), *
(teste de preferéncia por sacarose 0,5%, realizados no final da segunda e terceira semana de claro
constante e apés o tratamento com imipramina).
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No segundo experimento (figura 2), foi realizado o cruzamento entre ratos
machos e fémeas, sempre mantidos em ciclo claro/escuro 12:12. Dez dias ap0s o
nascimento dos filhotes, os animais foram designados para 3 grupos distintos: neonatal-
CE (controle, claro/escuro 12:12), neonatal-EE (escuro constante, <0,5 lux) e neonatal-
CC (claro constante, ~ 100 lux). Todos os animais foram mantidos na mesma sala e ao
mesmo tempo. Os ratos dos grupos neonatal-CC e neonatal-EE foram mantidos em um
container de ciclo circadiano (Insight, Riberirdo Preto, SP, Brazil), enquanto os animais
do grupo neonatal-CE foram mantidos fora do container, de uma forma que todos os
animais permaneceram sob mesma temperatura e barulho ambiente.

Os animais permaneceram nestas condicdes até o 22° dia de idade, quando
foram desmamados e machos e fémeas foram separados em caixas distintas. Aos 90
dias, os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o
primeiro experimento, com a excec¢ao que neste experimento todos os animais foram
colocados em claro constante ap0s os testes basais de preferéncia por sacarose e
apenas metade dos animais foi submetida ao teste do campo aberto, sendo que a outra
metade foi sacrificada apds 3 dias por decaptacdo (entre 14h e 17h) para coleta de

sangue (descrito no item 2.5).

Basal
Neonatal-CE

Neonatal-EE Claro Constante
Neonatal-CC

A ces |

//\ * *
v +
| | | | | |

| |

I Ilﬁsem. I 28 sem. |3§sem. I
102 dia 212 dia 9092 dia

Campo aberto

Figura 3 — Desenho experimental do segundo experimento. Neonatal-CE (ciclo claro/escuro 12:12),
neonatal-EE (escuro constante do 10° ao 22° dia de idade), neonatal-CC (claro constante do 10° ao 22°
dia de idade). CPS (Curva de preferéncia por sacarose), Basal (teste de preferéncia por sacarose 0,5%
tomado como referéncia para comparacdes posteriores), * (teste de preferéncia por sacarose 0,5%
realizados no final da segunda e terceira semana de claro constante e apdés o tratamento com
imipramina), t (sacrificio dos ratos).
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3.2. Teste de preferéncia por sacarose
Para avaliar o comportamento de anedonia, foi utilizado o teste de preferéncia

por sacarose (Willner et al.,, 1987). O teste consistiu de uma versdo modificada do
procedimento de escolha por duas garrafas (Bolafios et al., 2003). Ap0s habituagéo
inicial a duas garrafas de agua por 3 dias, foram oferecidas aos ratos a escolha entre
uma garrafa com agua ou uma garrafa com concentracdes crescentes de sacarose (0O,
0,25, 0,5, 1, 2%) por 24h cada concentracdo. As garrafas foram pesadas antes do teste
e 24h depois. ApoOs o estabelecimento da curva de preferéncia, um segundo teste com
a concentracdo de sacarose de 0,5% foi realizada e chamada de basal. A concentracao
de 0,5% foi escolhida por ser a menor concentracdo de sacarose que 0S ratos
denotaram preferéncia. O teste de preferéncia por sacarose foi realizado no final da
segunda e da terceira semana em claro constante para ambos os experimentos e
também no final da quarta semana e apd0s o tratamento com imipramina no primeiro

experimento.

3.3. Tratamento com imipramina
No primeiro experimento, ratos dos grupos CE e CC, separadamente, foram

pareados de acordo com a preferéncia de sacarose no final da quarta semana de
experimento em claro constante e randomizados nos grupos tratatos com imipramina e
controles (n=9/grupo). Para evitar que os animais utilizassem o tratamento diario como
temporizador, a imipramina foi dada via agua de beber. Os ratos foram pesados, e o
consumo de agua para cada rato foi calculado. As solugdes de imipramina foram
trocadas 3 vezes por semana, e as concentracoes de imipramina foram ajustadas de
acordo com o consumo de liquido dos animais (variando entre 55-110 mg
imipramina/L). Os ratos consumiram entre 10-15 mg imipramina/dia/kg. Nao foram
observadas mudancas no consumo de liquido. Apds 3 semanas de tratamento, 0s ratos
foram testados novamente para a preferéncia de sacarose. As garrafas foram

oferecidas as 9h e, para prevenir sintomas de abstinéncia, uma administracdo
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intraperitonial de imipramina (10 mg/kg) foi realizada as 14h. Para tanto, as garrafas

foram retiradas durante a administracéo, sendo recolocadas logo em seguida.

3.4 Teste do campo aberto
Os ratos foram testados no campo aberto para avaliacdo da atividade

locomotora. O campo aberto consiste em uma arena redonda (97 cm de diametro, 32,5
cm de altura) dividida em 3 circulos que s&o entdo subdivididos em 19 regifes
aproximadamente iguais. Foram quantificados a ambulagcédo (central e periférica) e o
comportamento de levantar. A ambulacao era registrada quando o animal cruzava com
as quatro patas de uma regido para a outra. A area central foi definina como a regido
compreendendo os dois circulos mais internos. Os animais eram colocados no circulo
central e a atividade era registrada por 5 minutos. O aparato era entdo lavado com

etanol a 5% para remover possiveis odores e residuos do animal testado anteriormente.

3.5. Quantificacéo da corticosterona do soro
O sangue foi coletado por decaptacéo e centrifugado a 1500 x g por 15 minutos.

O soro foi congelado a -80°C até a analise. A corticosterona do soro foi quantificada
utilizando um kit commercial para radioimunoensaio para ratos e camundongos (MP

Biomedicals, Orangeburg, NY, USA). A sensitividade do teste foi de 0,25 ng/ml.

3.6. Andlise estatistica
Os dados foram analisados por estatistica paramétrica e ndo-paramétrica de

acordo a distribuicho normal dos dados e homoscedasticidade das variancias.
Comparacdes da preferéncia por sacarose com o0 basal foram realizadas pelo teste
pareado de Wilcoxon no primeiro experimento, enquanto que no segundo experimento
o teste de Wilcoxon foi precedido da ANOVA de Friedman. A preferéncia de sacarose e
0 consumo total de liquido entre grupos e a ambulacdo central no campo aberto foram
analisados pelo teste U de Mann-Whitney no primeiro experimento e por ANOVA de
Kruskal-Wallis seguida do teste de comparacdes multiplas no segundo experimento. A

ambulacdo total e periférica e comportamento de levantar no campo aberto foram
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analisados por ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls no
segundo experimento e pelo teste t de Student no primeiro experimento. Os dados da
corticosterona  foram  transformados em logaritmo para obtencdo de
homoscedasticidade das variancias no teste de Levene e entdo foram analisados por
ANOVA de uma via seguida do teste post hoc de Newman-Keuls. A correlacéo entre
preferéncia por sacarose e a ambulagdo no campo aberto foi realizada pela correlagéo

de Spearman.
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4. RESULTADOS

4.1. CC no adulto induz anedonia
A curva de preferéncia por sacarose do primeiro experimento é mostrada na

figura 3A. N&o houve nenhuma diferenca na preferéncia por sacarose antes da
randomizagdo dos grupos. No primeiro experimento, apdés 3 semanas de iluminagdo
constante, o grupo CC exibiu reducéo da preferéncia de sacarose em relagdo ao basal
e apresentou menor preferéncia que o grupo CE (T=29, p<0,05; U=79, p<0,05, figura
3B). A diferenca do grupo CC em relacdo ao basal e ao grupo CE foi mantida na quarta
semana em luz constante (T=4, p<0,05; U=96,0, p<0,05). O consumo total de liquido foi
diferente entre os grupos, tanto na terceira semana, como na quarta, sendo maior no
grupo CE em relacdo ao grupo CC (U=45, p<0,05, U=26, p<0,05, respectivamente). O
tratamento com imipramina reverteu a anedonia induzida pelo claro constante (figura 4).
No grupo CC, os animais tratados com imipramina apresentaram maior preferéncia por
sacarose quando comparados com os controles também do grupo CC (U=9, p<0,05),
embora ndo tenha sido verificada diferenca estatisticamente significativa na
comparacao entre os grupos CC e CE que receberam apenas agua.

A curva de preferéncia por sacarose do segundo experimento € mostrada na
figura 5A. No segundo experimento, tanto na segunda como na terceira semana, houve
diferenca dos grupos em relacdo ao basal (ANOVA de Friedman, x?=11,27, p<0,05 e
x°=19,27, p<0,05, respectivamente). Os animais neonatal-EE exibiram significante
reducdo da preferéncia por sacarose na segunda semana de claro constante no adulto
(T=26, p<0,05), enquanto que os animais do grupo neonatal-CE apresentaram reducgao
da preferéncia por sacarose apenas na terceira semana (T=21, p<0,05, figura 5B). Os
animais do grupo neonatal-CC nao exibiram alteracdes da preferéncia por sacarose em
comparacado com o basal, além disso, a preferéncia por sacarose na terceira semana foi
significativamente maior em comparacdo com ambos 0s grupos neonatal-CE e
neonatal-EE (H=19,03, p<0,05). Ao final da terceira semana em claro constante, o

consumo total de liquido foi significativamente menor nos animais do grupo neonatal-EE
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em relacdo aos animais dos grupos neonatal-CE e neonatal-CC (H=16,31, p<0,05 e

H=15,57, p<0,05, respectivamente).

4.2. CC no adulto reduz a atividade locomotora
No primeiro experimento, 0os animais do grupo CC exibiram reduzida atividade

locomotora total (t=-4,66, p<0,05), tanto na periferia (U=46, p<0,05) como na regido
central (U=77, p<0,05) do campo aberto. Estes animais também apresentaram reduzido
comportamento de levantar em relacdo aos animais do grupo CE (t=-8,61, p<0,05,
tabela 1).

No segundo experimento, apds 3 semanas em luz constante, os animais do
grupo neonatal-CC exibiram maior locomoc¢éo total (F[16,68], p<0,05) e periférica
(F[18,61], p<0,05), comparados aos animais neonatal-CE e neonatal-EE (tabela 1). A
analise estatistica também detectou uma tendéncia para menor locomocao total nos
animais do grupo neonatal-EE em relagdo aos animais do grupo neonatal-CE (F[16,68],
p=0,055). A frequéncia de comportamento de levantar foi maior no grupo neonatal-CC
em relacdo ao grupo neonatal-CE (F[4,09], p<0,05), mas ndo em relacdo ao grupo
neonatal-EE.

A preferéncia por sacarose se correlacionou positivamente e de forma
significativa (p<0,05) com a atividade total no campo aberto, tanto no primeiro
experimento (r=0,51 na terceira semana e r=0,45 na quarta semana em claro

constante), como no segundo (r=0,51 na terceira semana em claro constante).

4.3. CC na vida adulta aumenta os niveis de cortico  sterona no grupo neonatal-EE
Os niveis de corticosterona foram significativamente maiores no grupo neonatal-

EE comparados com os grupos neonatal-CE e neonatal-CC (F[5,077], p<0,05, figura 6).
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Figura 4 — Teste de preferéncia por sacarose no primeiro experimento (n=18 animais/grupo). (A) Teste de
preferéncia por sacarose antes da randomizag¢ao dos grupo e exposi¢ao ao claro constante no adulto. (B)
Efeito da luz constante no adulto sob a preferéncia por sacarose. CE (ciclo claro/escuro 12:12), CC (claro
constante). Dados expressos por mediana + intervalo interquartil (1Q). #p < 0,05, diferenga significativa
entre o basal comparando-se com 0 mesmo grupo; *p < 0,05, diferenca significativa entre grupos.
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Figura 5 — Efeito do tratamento com imipramina (10-15 mg/kg/dia por 3 semanas) sob a anedonia induzia
por claro constante (n= 9 animais/grupo). CE (ciclo claro/escuro 12:12), CC (claro constante). Dados
expressos por mediana + intervalo interquartil (1Q). *p < 0.05, comparado com 0s animais controles do
grupo CC.
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Figura 6 — Teste de preferéncia por sacarose no segundo experimento (n=20 animais/grupo). (A) Teste
de preferéncia por sacarose antes da exposi¢cdo ao claro constante no adulto. (B) Efeito da luz constante
no adulto sob a preferéncia por sacarose. Neonatal-CE (ciclo claro/escuro normal), neonatal-EE (escuro
constante do 10° ao 21° dia de idade), neonatal-CC (claro constante do 10° ao 21° dia de idade). Dados
expressos por mediana * intervalo interquartil (IQ). #p < 0,05, diferenca significativa entre o basal
comparando-se com 0 mesmo grupo; *p < 0,05, diferenca significativa entre grupos.
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Tabela 1 — Atividade locomotora no campo aberto em ambos os experimentos

apos 3 semanas de claro constante no adulto

Primeiro Experimento Segundo Experimen to
Neonatal CE CE CE EE CC
Adulto CE CcC CcC CC CcC
Total 11514156 81,4+45*  113,0+10,1 925#6.0° 150,7 +4,7"
Periférico 99,8 +£4,9 72,9 £4.4* 99,5+7,6 82,3+4,7% 134,3 + 5,BJr£
Central 15 (9-21) 9 (8-10)* 14,5 (4-21) 7 (5-15) 19 (9-23)
Levantar 21,2+1,0 9,4 +£0,89* 78+13 10,1 £1,1 13,9 +2,0"

Dados representados por média + erro padrdo da média, com exce¢do da ambulacdo central, que é
espressa por mediana = intervalo interquartil. CE (ciclo claro/escuro 12:12), EE (escuro constante), CC
(claro constante). *p < 0,05, comparado com 0 grupo controle no primeiro experimento; 1Lp < 0,05,
comparado com grupo neonatal-CE group; £p < 0,05, comparado com o grupo neonatal-EE; :
0,05<p<0,06, comparado com o grupo neonatal-CE.
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Figura 7 — Quantificagdo da corticosterona no soro apés 3 semanas em claro constante (n = 9-10/grupo).
Neonatal-CE (ciclo claro/escuro normal), neonatal-EE (escuro constante do 10° ao 21° dia de idade),
neonatal-CC (claro constante do 10° ao 21° dia de idade). Dados expressos média + erro padrao da
média *p < 0.05, comparado com os grupos neonatal-CE e neonatal-CC.



24

5. DISCUSSAO

Corroborando a hipotese do trabalho, os animais expostos ao claro constante na
fase neonatal ndo apresentaram reducdo na preferéncia por solucao de sacarose apds
a exposicao ao claro constante na vida adulta, sugerindo a importancia da manutencao
da ritmicidade circadiana para a regulagdo do humor. Assim como descrito em
camundongos por Fonken et al. (2009), foi observado que a exposicao a luz constante
por 3 semanas reduz a preferéncia por solucdo de sacarose em ratos controles,
sugerindo que 0s animais passaram expressar um comportamento depressivo. Além
disso, até o momento, este € o primeiro relato da reversdo da anedonia induzida por
este modelo através do tratamento com imipramina, o que também corrobora a indugao
de um comportamento depressivo. A reducdo na preferéncia por sacarose observada
na terceira semana se manteve também na quarta semana de exposi¢cdo ao claro
constante. Entretanto, ap0s mais 3 semanas (fase de tratamento com imipramina), a
diferenca entre o grupo controle e claro constante, ambos néo tratados com imipramina,
deixou de ser significafiva. Uma possivel explicagdo é o efeito da reducdo do nimero
de animais por grupo junto com a maior variabilidade do grupo controle.

Também foi observado que animais mantidos em escuro constante durante a
amamentacdo sdo mais suscetiveis a apresentar comportamento depressivo neste
modelo, sugerido pela reducdo antecipada da preferéncia por sacarose, aumento da
corticosterona plasmética e atividade locomotora reduzida no campo aberto apés
exposicao ao claro constante durante a vida adulta. Em contraste, os ratos expostos a
iluminacdo constante até o desmame aparentemente foram protegidos da anedonia
induzida pelo claro constante no adulto. Entretanto, ndo se pode excluir a possibilidade
de que estes animais apresentariam maior tendéncia ao comportamento maniaco, visto
gue, por exemplo, alta preferéncia por sacarose ja foi proposta como um modelo
relacionado a mania na linhagem Black-Swiss de camundongs e que esta elevada
preferéncia é diminuida com o tratamento com estabilizadores de humor (Flaisher-
Grinberg et al., 2009). Além disso, o CMS, um modelo em que se espera a inducdo do
comportamento depressivo também acarreta em resultados “andmalos” em algumas

vezes, como diminuicdo da imobilidade no teste da natacdo forcada e aumento da
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preferéncia por sacarose (Willner, 2005; Schweizer et al., 2009). Esta possibilidade
pode ser levada para o presente trabalho, visto que os animais do grupo neonatal-CC
apresentaram elevada atividade locomotora apos trés semanas em claro constante
guando comparados aos controles do primeiro experimento (animais sempre mantidos
em ciclo claro/escuro 12:12). Embora este dado favore¢a a hipétese da mania, a
comparacdo entre os diferentes experimentos ndo € permitida, visto que a atividade
locomotora nos grupos com exposicao ao ciclo claro/escuro 12:12 neonatal e expostos
ao claro constante na vida adulta séo diferentes. Também a atividade locomotora dos
animais neonatal-CE ap6s o claro foi muito similar ao controle do primeiro experimento.
N&o se excluindo a possibilidade de algum fator externo ter ocasionado a reducéo da
atividade locomotora no primeiro experimento, os dados do campo aberto podem estar
enviesados, visto que ndo foi acessada a fase circadiana em que 0s animais se
encontravam durante o teste. Considerando que os animais do grupo neonatal-CC
tendem a manter a ritmicidade em claro constante, estes animais poderiam estar
expressando a fase ativa do ciclo circadiano, assim como 0s animais dessincronizados
poderiam estar em um surto de atividade de um ritmo ultradiano (Honma e Hiroshige,
1978). Em contraste, o teste de preferéncia por sacarose, da maneira como foi utilizado,
ao abranger um ciclo completo, fornece resultados mais adequados. Apesar do
consumo total de liquido ter diferido entre os grupos, a andlise através da preferéncia
por sacarose ao invés do consumo total € menos sensivel a alteracdes de peso,
atividade locomotora e consumo absoluto nos animais (Matthews et al., 1995).

A coleta de sangue para a corticosterona também apresenta 0 mesmo Viés
temporal que o campo aberto, visto que apenas um ponto foi coletado, apds o sacrificio.
Embora os animais neonatal-CE tenham diminuido a preferéncia por sacarose, seus
niveis de corticosterona ndo aumentaram como no grupo neonatal-EE. Tanto aumento
(Vitale et al., 2009) como néo alteracdo (Salomons et al., 2010) dos niveis plasmaticos
da corticosterona ja foram relatados apés o protocolo de CMS. Além disso, como ja
mencionado anteriormente, o tratamento agudo com dexametasona (Casarotto e
Andreatini, 2007) ou cronico com corticosterona (Gourley et al.,, 2008) induz
comportamento depressivo em modelos animais, o que reforca o papel dos

glicocorticoides na etiologia da depressdo. Em constraste, Fonken et al. (2009)
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observaram niveis plasmaticos de corticosterona diminuidos em camundongos apos
duas semanas em claro constante comparado com os controles, embora aumento da
corticosterona tenha sido relatado apdés uma semana de iluminacdo constante (Van der
Meer et al., 2004). Neste experimento, os grupos neonatal-CE e neonatal-CC podem ter
reduzido a ativagdo do eixo HPA ao estresse durante a exposicdo ao claro constante,
enguanto o grupo neonatal-EE n&o foi capaz. Coletas de sangue ou fezes em diferentes
pontos ao longo das 3 semanas de claro constante poderiam elucidar esta questéo,
podendo ser observado um aumento inicial da corticosterona seguido de reducéo, ou
entao ndo ser observado este aumento.

O aumento da corticosterona e a maior predisposicdo ao comportamento
depressivo podem estar relacionados aos conhecidos efeitos do estresse neonatal,
como por exemplo, a separacdo materna, embora a manipulacdo neonatal resulte
aparentemente em um sistema HPA irresponsivo ao estresse de imobilizacdo (Liu et al.,
2000). Entretanto, a ocorréncia de alteracbfes nos ritmos circadianos nos animais
neonatal-EE ndo estd descartada, visto que o0 escuro constante durante a lactacéo
reduz o numero de neurénios e células da glia nos nucleos supraquiasmaticos,
engquanto que a luz constante ndo provoca tal alteracdo em ratos machos (Cambras et
al., 2005). Mais provavelmente, entretanto, ambos os fatores podem estar
interconectados e fazer parte do mesmo processo.

Além disso, no presente trabalho, a exposicdo neonatal a luz constante preveniu
a anedonia induzida por claro constante no adulto. Consideranto que este protocolo
visa a prevenir a arritmicidade em condi¢cfes de iluminagdo constante, especula-se que
0s animais neonatal-CC, devido a um sistema de temporizagao circadiano mais robusto,
foram protegidos da anedonia induzida pelo claro constante, confirmando a hipotese do
trabalho. Embora a ritmicidade circadiana da atividade locomotora ndo tenha sido
mensurada, a linhagem de ratos (Wistar) utilizada foi a mesma utilizada por Cambras et
al. (1998) e Canal-Corretger et al. (2001) nos estudos que observaram a manutencao
da ritmicidade locomotora durante a exposi¢cao ao claro constante em animais expostos
ao claro constante durante a lactacdo. Adicionalmente, a manipulacdo neonatal foi
realizada dentro da janela mais critica de sensibilidade a luz (Canal-Corretger, et al.

2001), reforcando que os animais neonatal-CC deste trabalho mantiveram a ritmicidade
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circadiana da atividade locomotora quando expostos a iluminacdo constante. Em
concluséo, os dados do presente estudo reforcam as evidéncias e teorias sobre o papel
causal tanto do comprometimento dos ritmos circadianos, como do estresse neonatal,
no desenvolvimento de transtornos de humor. Adicionalmente as terapias
cronobioldgicas existentes para a depressdo, como a privacao de uma noite de sono e
a luz intensa pela manha (Wirz-Justice, 2009), acrescenta-se que a prevencao de
distarbios dos ritmos circadianos pode reduzir o risco de desenvolvimento de um quadro

de depressao maior.
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ANEXO 1

Valores numéricos da preferéncia por sacarose no pr
experimento

imeiro e no segundo

Grupo Preferéncia por Intervalo
Sacarose (%) Interquartil
Basal CE 85,1 71-92
CcC 83,3 62-89
Neonatal-CE 85,6 76-94
Neonatal-DD 86,3 78-90
Neonatal-CC 92,5 85-95
Segunda Semana CE 89,3 74-95
CcC 83,3 58-93
Neonatal-CE 90,5 82-95
Neonatal-DD 87,9 76-93
Neonatal-CC 92,4 88-95
Terceira Semana CE 92,1 78-94
CcC 72,0 65-85
Neonatal-CE 84,3 68-91
Neonatal-DD 78,8 64-84
Neonatal-CC 97,0 90-98
Quarta Semana CE 86,2 73-94
CcC 79,1 46-82
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