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RESUMO

O sono parece apresentar uma relacao bi-direcional com os transtornos depressivos,
onde a ocorréncia de disturbios do sono bem como de depressdo parecem agravar-
se e retroalimentar-se mutuamente, onde pessoas com risco para a depressao
podem apresentar reducdes de laténcia para o sono REM e densidade mais elevada
dos movimentos oculares. Portanto a privacdo de sono REM parece ter um papel
relevante para a melhora dos sintomas depressivos. O estudo atual teve como
objetivo investigar os possiveis efeitos antidepressivos promovidos pela privacdo de
sono paradoxal (PSP), em animais submetidos a bulbectomia olfatéria (OBX),
através de andlises comportamentais, moleculares e neuroquimicas. Realizamos
cirurgias extereotaxicas para retirada dos bulbos olfatérios em ratos Wistar machos,
0S quais ap0s o periodo de recuperacao realizaram os teste comportamentais do
campo aberto (CA) e natacdo forcada (NF) e foram submetidos a PSP por 72 h,
repetindo os testes comportamentais apos este periodo. Um grupo de animais foi
decapitado e outro passou por um periodo de sono rebote (REB) de 24 h os quais
realizaram novamente os testes comportamentais e posteriormente decaptados. Os
animais bulbectomizados (OBX) demonstraram comportamentos tipo-depressivos no
teste do campo aberto, os quais foram revertidos apds a PSP e perpetuando-se
apos o REB. Os niveis hipocampais de serotonina (5-HT) aumentaram
significativamente no grupo OBX apdés a PSP e apés o REB, assim como um
aumento também significatvo do BDNF nigral ap6s a PSP, mantendo-se elevado
também durante o REB. Entretanto, esses efeitos antidepressivos parecem ocorrer
apenas mediante a presenca de um insulto gerador de alteracdes (moleculares e
comportamentais) que mimetizem a depressédo, como a bulbectomia olfatéria.

Palavras-chaves- Privacao de sono, depressao, BDNF, bulbectomia olfatoria.



ABSTRACT

Sleep seem provide a bi-directional relation with depressive disorders, where the
occurrence of sleep disorders as well as depression seem worse and feedback for
each other, where people at risk for depression may show reductions in sleep latency
REM and higher density of eye movements. Therefore REM sleep deprivation seems
to have a major role for the improvement of depressive symptoms. The present study
aimed to investigate the possible antidepressant effects promoted by paradoxical
sleep deprivation (PSD) in animals subjected to olfactory bulbectomy (OBX) through
behavioral, molecular and neurochemical assays. stereotactic surgery are performed
to remove the olfactory bulbs in male Wistar rats, which after the recovery time
realized the behavioral test open field (OF) and modified forced swim test (MFST)
and underwent PSD for 72 h, after repeating the behavioral tests this period. One
group of animals were decapitated and another went through a period of sleep
recovery (REB) for 24 h which again made behavioral tests and later decapitated.The
animals bulbectomized (OBX) showed depressive-like behaviors in the open field
test, which were reversed after PSD and perpetuating itself after the REB. The levels
of serotonin (5-HT) in the hippocampus, increased significantly in group OBX after
the PSD and after the REB, and also significantly increased BDNF nigral after the
PSD also remained elevated throughout the REB. However, these antidepressant
effects appear to occur only under the presence of an insult generator alterations
(molecular and behavioral) that mimetize the depression as olfactory bulbectomy.

Keywords — Sleep deprivation, depression, BDNF, olfactory bulbectomy.
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1. INTRODUCAO

1.1. IMPORTANCIA GERAL DO SONO

O sono ndo é um estado homogéneo, mas sim um complexo fenémeno
biolégico. Ele inclui numerosos processos fisiolégicos que estdo envolvidos na
transicdo da vigilia para o sono e do sono para o despertar, sendo entendido como
um estado de inconsciéncia reversivel, caracterizado por uma diminuicdo da
atividade e do estado de alerta (WICHNIAK A. et al, 2012). Enquanto existem
controvérsias sobre o papel do sono como fenébmeno bioldgico, ndo ha davida que o
sono, bem como a auséncia dele, produz um grande impacto tanto nos aspectos
fisiolégicos gerais quanto nos diferentes tipos de comportamentos (GUPTA;
GUPTA, 2013).

Temporalmente, o sono ocupa um ter¢o da duracéo da vida humana (PENG;
CHANG,2013), sendo que os efeitos deletérios dos disturbios do sono tem sido
amplamente associados com risco aumentado para hipertensdo, diabetes,
obesidade, distirbios neurocomportamentais, distarbios do humor, doencas
cardiacas e acidentes vascular cerebral (COLTON; ALTEVOGT, 2006). Tais
distirbios comprometem ndo sé a qualidade de vida dos seres humanos como
também a seguranca publica, a sonoléncia tem sido uma das principais causas de
acidentes nas estradas que levam a traumas graves, como lesdo corporal, morte e
perdas econbmicas (SAHAYADHAS;SUNDARAJ; MURUGAPPAN, 2013).
Alteracdes do estado vigilia-sono também podem levar a erros no desempenho do
trabalho profissional é a diminuicdo do nivel critico de vigilia do trabalhador
(DEMENTIENKO; DOROKHOQV, 2013).

A ocorréncia de disturbios do sono é também um critério para o diagnostico
de transtornos de ansiedade e mudancas de humor (FAIRHOLME et al, 2013). A
reducdo da laténcia para o sono dos movimentos oculares rapidos (REM) parece ter
grande influéncia no desenvolvimento da depressao maior, porém ainda ndo se sabe
se a alteracdo na laténcia do sono REM € um indicativo para depresséo corrente ou
passada (LUCCHESI et al, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sahayadhas%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23719977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sundaraj%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23719977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murugappan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23719977
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dementienko%20VV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23697220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dorokhov%20VB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23697220
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1.2. NEUROFISIOLOGIA DO SONO E SUA ARQUITETURA

O sono é um estado fisiolégico ciclico caracterizado no ser humano por cinco
estagios fundamentais que se diferenciam de acordo com o padrdao do
eletroencefalograma (EEG) e a presenca ou auséncia de movimentos oculares
rapidos, aléem de mudancas em diversas outras variaveis fisiolégicas, como o ténus
muscular e o padrédo cardiorrespiratorio (FERNANDES et al., 2006).

Durante o sono, ao contrario do que ja foi preconizado em muitas teorias que
propunham uma reducdo da ativacdo neuronal, inUmeras regides encefélicas
encontram-se mobilizadas, sendo suas atividades claramente detectadas a partir de
estudos eletrofisioldogicos ou de neuroimagens (LOEW; SPIEGEL, 1976; VEIN;
LEVIN, 1991). Alternando-se ritmicamente com o estado de vigiia, o sono se
desenrola em diversas fases consecutivas que se repetem ciclicamente. Ou seja, um
ciclo completo de sono, dentro de um contexto de arquitetura normal € de cerca de
90 minutos em seres humanos e de 15 minutos em ratos (ABBOTT, 2005).

A alternAncia do ciclo sono-vigilia é tipicamente avaliada, estagiada e
quantificada, em seres humanos, por vez da polissonografia, que envolve a
gravacdo simultinea de varios parametros fisioldgicos, obtidos pela
eletroencefalografia, eletrooculografia e a eletromiografia submetoniana ao dormir
(RECHTSCHAFFEN; KALES 1968). Através desses parametros sdo detectados dois
padrdes fundamentais de sono: sono ndo REM também conhecido como sono de
ondas lentas e sono com ocorréncia de movimentos oculares rapidos (REM)!. Nos
seres humanos adultos o sono inicia com o sono de ondas lentas que esta
associado com um ritmo sincronizado no EEG onde é dividido em fases (PENG;
CHANG, 2013; COLTON; ALTEVOGT, 2006; WICHNIAK A. et al, 2012). A fase 1
refere-se a transicdo do EEG de ondas alfa com uma frequéncia de 8-13 Hz
(prevalente na vigilia) para ondas teta com uma frequéncia de 4-7 Hz. Esta etapa €,
por vezes, referida como sonoléncia ou sono leve. Movimentos oculares lentos estao
presentes no eletrooculograma (EOG) durante este estagio. A fase 1 deve ocupar

menos do que 5% do tempo total de sono do adulto. No estagio 2 o EEG é

10 termo sono REM deriva do termo inglés rapid eye movement sleep que consagradamente ¢ utilizado na
literatura para designar essa fase do sono, sera igualmente utilizado ao longo desse trabalho. Salientamos que o
sono REM também pode ser chamado de sono paradoxal, devido a similaridade de seu padrdo eletrofisiologico
com a vigilia. Portanto, padroniza-se a nomenclatura sono REM para indicar essa fase do sono em seres
humanos e sono paradoxal para animais.
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caracterizado por fusos variando de 11 a 16 Hz (mais comumente 12-14 Hz) e a
consciéncia do ambiente externo desaparece. Esta fase ocupa 45-55% do sono total
adultos. Fase 3 (sono profundo) é caracterizada pela presenca de no minimo 20%
de ondas delta variando 0,5-2 Hz. A porcentagem de ocorréncia da fase 3 é
fortemente dependente da idade ndo deve exceder 10% do tempo total de sono em
adultos e 5% em idosos com mais de 65 anos (WICHNIAK etal, 2012).

O intervalo de tempo entre o inicio do sono de ondas lentas, fase 1, e o
primeiro evento de sono REM é chamado de laténcia para o sono REM. Observa-se
gue essa laténcia varia de 60 a 110 min, e em seguida ele ocorre normalmente em
intervalos de 90 minutos sendo dominante no ultimo terco da noite (GUPTA,;
GUPTA, 2013). No EEG o sono REM consiste em ondas teta de baixa frequéncia (5-
8 Hz) que também estdo presentes durante a vigilia (DUSAN-PEYRETHON et al.,
1967; DZIRASA et al., 2006; BROWN et al, 2012), com associacao a flutuacées na
atividade autondmica (manifestado por mudancas no ritmo cardiaco, respiracao,
condutancia da pele, etc), com rajadas de movimentos oculares rapidos, atonia
muscular, sendo também a fase do sono associada aos sonhos, resultando em 20 a
25% do total de sono em adultos (RECHTSCHAFFEN; KALES, 1968, GUPTA;
GUPTA, 2013; WICHNIAK et al, 2012) (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica de um hipnograma das fases do sono de

ondas lentas e REM durante uma noite de sono. (Retirado de: Palma B. D., 2007).

1.3. NEUROTRANSMISSAO DO CICLO VIGILIA-SONO

Durante a I Guerra Mundial, o mundo foi varrido por uma pandemia de

encefalite letargica, uma infeccado encefalica viral que causou um estado de sono
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profundo e prolongado na maioria dos individuos (SAPER; SCAMMELL, 2001). As
vitimas poderiam ser despertadas brevemente quando estimuladas, mas tendiam a
dormir a maior parte do tempo. Um neurologista vienense, Baron Constantin von
Economo, informou que este estado de sonoléncia prolongada ocorreu devido a uma
lesdo no hipotalamo posterior e mesencéfalo rostral (SAPER; SCAMMELL, 2001).
Com base nessa descoberta e em outras que descreveram 0s ciclos de sono
(DAVIS et al. 1937) despertou-se consideravel interesse pelos mecanismos neurais
envolvidos na geracao e manutencdo desses eventos.

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, como a andlise de expresséo
génica e animais transgénicos, grandes progressos foram conquistados no
entendimento das vias neurais responsaveis pela vigilia, sono de ondas lentas e
sono paradoxal (LIMA et al., 2008). Varios neurotransmissores como a noradrenalina
(NA), acetilcolina (ACh), serotonina (5-HT), dopamina (DA) e neuropeptideos como a
orexina/hipocretina foram devidamente alocados dentro da circuitaria de regulacao
do sono (LIMA et al., 2007a; LIMA et al., 2008b; LIMA et al., 2008a; LIMA et al.,
2009).

Além disso, constata-se que os eventos de sincronizacdo e dessincronizagcao
das ondas do EEG ocorrem em consequéncia da atividade neuronal nos circuitos
talamo-corticais (nucleos reticulares do talamo e cortex cerebral, decorrente da
interacdo entre os nucleos monoaminérgicos e colinérgicos do tronco encefalico
(PACE-SCHOTT; HOBSON, 2002; SAPER; SCAMMELL, 2001). Nesse contexto, 0
sistema ativador reticular ascendente tem papel de destaque nas alteracbes de
sincronizacao cortical, sendo constituido pelos neurdnios serotoninérgicos do nucleo
dorsal da rafe, pelo l6cus ceruleus (LC) noradrenérgicos do tronco cerebral e pelo
nacleo tuberomamilar (TMN) histaminérgico do hipotdlamo posterior os quais se
projetam difusamente para o talamo e cortex cerebral. (COCK; ARNULF, 2008)
(Figura 2)
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Figura 2: Componentes chave do sistema ativador reticular ascendentes.
Abreviaturas: noradrenalina (NE); serotonina (5HT); histamina (His); acetilcolina
(ACh); acido gama-amino-butirico (GABA); dopamina DA; orexina (ORX); locus
coeruleus (LC); nucleo tubero-mamilar (TMN); prosencéfalo basal (BF); hipotalamo
lateral (LH); substancia cinzenta periaquedutal ventral (VPAG). (Retirado de: De
Cock and Arnulf, 2008).

Os sistemas subcorticais e seus neurotransmissores citados acima sao
essenciais para geracao do ciclo vigilia-sono e para regulagdo da transicdo entre 0s
estagios de sono (ESPANA; SCAMMELL, 2011). O Prosencéfalo basal (BF) no
tronco cerebral contém grandes grupos de neuronios colinérgicos que sao ativados
durante a vigilia e o sono REM (BROWN et al, 2012; DATTA; MACLEAN, 2007). Um
segundo grupo importante de neurbnios colinergicos € encontrado na ponte no
ndcleo pedunculopontino e dorsolateral. Como a maioria dos neurénios do BF os
neurbnios colinérgicos das regioes pontinas citadas acima estdo principalmente
ativos durante a vigilia e o sono REM promovendo a ativacao cortical, liberando Ach
no Talamo (BROWN etal, 2012; DATTA; MACLEAN, 2007)
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Outro neurotransmissor presente no ciclo vigilia sono € a NA. A principal fonte
deste neurtransmissor para o prosencéfalo é o locus coeruleus, onde a atividade de
seus neurbnios estd mais acentuada durante a vigilia, sendo muito menos ativos
durante o sono de movimentos ndo rapidos dos olhos (NREM), e quase silenciosa
durante o sono REM. Ainda em relacdo ao estado de vigilia o neurotransmissor His
desempenha um papel crucial. Semelhante ao padrédo observado no LC e outros
ndcleos monoaminérgicos, taxas de disparo no TMN e liberacdo de His sdo mais
elevadas durante o estado de vigilia, menor durante o0 sono NREM e mais baixa
durante 0 sono REM (ESPANA; SCAMMELL, 2011; DATTA; MACLEAN, 2007)

A 5-HT também envolvida no cliclo vigilia-sono é produzida pelo ndcleo dorsal
da rafe e outros nucleos da rafe espalhados ao longo da linha média do tronco
cerebral e juntos estes podem influenciar a area pré-optica, prosencéfalo basal no
hipotalamo e talamo. Existem varias fontes de 5-HT e pelo menos 15 receptores
diferentes para ela, com efeitos variados, incluindo o humor, aspectos do
comportamento, ansiedade e agressividade (BROWN et al, 2012). Portas et al,
(1998) evidencaram a 5-HT em maior quantidade a nivel extracelular no nucleo da
rafedurante a vigilia.

Dentro desta circuitaria neuronal e seus neurotransmissores envolvidos na
regulacdo do ciclo sono-vigilia, a atividade dos neurbnios dopaminérgicos vem
sendo a mais controversa em relacdo a seu papel neurofisiologico, haja vista que
classicamente ela € associada quase que exclusivamente com a regulagéo da vigilia
(Monti 1982; Monti and Monti 2007). Entretanto, uma série de trabalhos clinicos e
em modelos animais tem apresentado a dopamina (DA) como sendo um
neurotransmissor de carater dual, portanto, estando relacionado também com a
regulagéo dos processos de sono, em particular do sono REM (Lima et al. 2008a,;
Lima et al. 2007a; Lima et al. 2007b; Lima et al. 2009b; Lima et al. 2008b; Santos et
al. 2008)

1.4. INFLUENCIA DO SONO NA REGULAGCAO DO HUMOR E NA DEPRESSAO

Distlrbios do sono sdo um dos sintomas de depressdo e estd entre os

critétios de diagnostico de um episédio depressivo. Dependendo da gravidade da
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depressao, os disturbios do sono sao relatados por 60 a 90% dos pacientes com
transtorno depressivo maior (PENG; CHANG, 2013). A depressdo maior é
atualmente o quinto maior problema de saude publica do mundo, estando entre as
doencas mais incapacitantes, sendo estimado que em 2020 ela seja a segunda
doenca mais comum de acordo com organizacdo mundial de saude (OMS)
(COLTON; ALTEVOGT, 2006; WICHNIAK A. et al, 2012) .

O sono parece apresentar uma relacdo bi-direcional com os transtornos
depressivos, onde a ocorréncia de distarbios do sono bem como de depressao
parecem agravar-se e retroalimentar-se mutuamente. A insdnia crénica € um fator de
risco para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, incluindo depresséo, bem
como € um fator preditivo para episodios de depressdo maior (ANDERSON,;
BEADLEY,2013). Além disso, o sono € fisiologicamente anormal em pessoas com
risco para a depressdo, as quais podem apresentar reducdes de laténcia para o
sono REM, densidade mais elevada dos movimentos oculares, inserindo a hipotese
postulada por McCerley, (1982) de que os sistemas de 5-HT e NA reprimem tanto o
sono REM quanto os fendmenos depressivose e a ACh promove o sono REM e
depressédo (LUSTBERG; REYNOLDS, 2000; ABAD; GUILLEMINAULT, 2005).

Para o diagnostico de transtorno depressivo maior, de acordo com Statistics
Manual of Mental Disorders DMS-IV, basta que um individuo apresente humor
deprimido ou perda do interesse ou prazer, durante um periodo de duas semanas e
mais quatro sintomas de uma lista de nove, sendo estes: humor deprimido, interesse
ou prazer diminuidos, significativo ganho ou perda de peso, insbnia ou hipersonia,
agitacdo ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia, sentimentos de
inutilidade ou culpa excessiva, diminuicdo da capacidade de concentracdo e
pensamentos recorrentes sobre morte ou ideacéo suicida para ter o diagnostico de
transtorno depressivo maior. (COOPER; ROBERT, 1981).

Como parte de um estudo realizado pela National Institute of Mental Health
Epidemiologic Catchment Area onde 7.954 voluntarios de uma comunidade foram
questionados sobre alteracbes no sono e sintomas psiquiatricos, utilizando o
Diagnostic Interview Schedule, revelou que desta amostra 10,2% queixaram-se de
insonia e 3,2% de hipersonia. (FORD; KAMEROW, 1989). Ainda nesse estudo, do
total dos wvoluntarios com queixas de insdnia e hipersonia 40% e 46%,

respectivamente, apresentaram algum transtorno psiquiatrico quando comparados
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com 16% do total de pessoas que nao apresentavam queixas de alteracdo de sono
(FORD; KAMEROW, 1989).

Portanto, sugere-se que exista uma estreita relacéo entre a regulacdo do humor
e a regulacdo do sono, do ponto de vista neurobiolégico. A importancia desta
relacdo é ainda mais enfatizada por estudos recentes de neuroimagens e terapia de
privacdo de sono em pacientes com depressao maior (HARVEY et al, 2012; VOLK et
al, 1997; CLARK et al, 2005). Por exemplo, a terapia de privacdo de sono pode
senvir tanto como um catalisador de atividade antidepressiva ou agir como um
coadjuvante para resisténcia ao tratamento (WICKNIAK et al, 2012);

A avaliacéo dos padrfes de sono em individuos deprimidos esta ajudando a
responder muitas perguntas. Desde a década de 1960 pesquisas utilizando a
polissonografia demonstram que perturbacbes do sono, como a fragmentagcdo do
sono bem como alteracbes de sua arquitetura estdo presentes em individuos
depressivos (PALAGINI et al, 2012; DEW, REYNOLD; BUYSE, 1996).

Portanto, existem correntes que apoiam o envolvimento da neurotransmissao
colinérgica central na regulagdo do humor, no sono REM e na fisiopatologia dos
distarbios afetivos, as alteracBes de sono na depresséo parecem ser um mecanismo
compensatorio fisiologico na tentativa de aumentar os niveis de NA e 5-HT
(PALAGINI, 2012; GOTTESMANN; GOTTESMANN, 2007).

1.4.1 PAPEIS DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO ENCEFALO (BDNF) NA
DEPRESSAO E NO SONO

As neurotrofinas sdo uma importante classe de moléculas de sinalizacdo no
encéfalo responsaveis crescimento e maturagdo dos neurdnios, regulacdo da
neurotransmissao e plasticidade sinaptica, (LEVINE et al, 1998; AZUA ET AL, 2013).
Dentre um grande numero de fatores neurotroficos, tais como fator de crescimento
nervoso, fator neurotréfico derivado da glia e fator de crescimento fibroblastico,
destaca-se o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) que parece possuir um
papel relevante nos disturbios de humor e disfuncdo cognitiva associada
(SCHNEIDER et al, 2011; TECHE, 2013). O BDNF parece estar expresso em niveis

mais elevados durante curtos periodos de privacdo de sono (CIRELLI, 2013).
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Paralelamente, niveis reduzidos de BDNF foram encontrados no soro e no
hipocampo de individuos deprimidos (KAPCZINSKI et al, 2008; GORGULU;
CALIYURT, 2009).

O BDNF também mostra uma relacdo com a doencga de Parkinson, pois seus
niveis reduzidos podem contribuir para o aparecimento da doenca uma vez que a
sobrevivencia dos neurbnios dopaminérgicos na substancia negra parece estar
relacionada aos niveis de BDNF (APPEL, 1981; HOWELLS et al 2000). Estudos
mostram a relacdo entre o comportamento depressivo em modelos animais da
doenca de Parkinson podendo este estar relacionado a acentuada deterioracdo dos
sistemas de neurotransmissdo dopaminérgica e serotoninérgica (SANTIAGO et al,
2010; HOWELLS et al 2000).

Sen et al, (2008) realizou uma meta-andlise de 11 estudos que examinaram as
diferencas no conteddo de BDNF sérico entre individuos deprimidos e nao
deprimidos que revelou fortes indicios de que os niveis de BDNF foram menores em
individuos deprimidos do que individuos saudaveis. Gorgulu and Caliyurt, (2009)
compararam um grupo de 22 individuos com depressdo tratados apenas com
sertralina e outro grupo contendo 19 individuos tratados com sertralina associada a
um protocolo de privagéo total de sono. Os resultados mostraram uma melhora dos
sintomas depressivos, através da escala de Hamilton, que foi associada a um
aumento do BDNF sérico dos individuos tratados com sertralina juntamente com a
privacdo de sono total, quando comparado ao grupo tratado apenas com sertralina
(Figura 3).
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Figura 3: Efeitos anti-depressivos sinérgicos promovidos pela sertralina e privacao

de sono total em pacientes depressivos. (A) relacdo entre niveis séricos de BDNF
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apoés tratamento com sertralina e apds tratamento com sertralina e privacdo de sono

total. (B) pontuacdo dos sintomas depressivos segundo a escala de Hamilton.

(Retirado de Gorgulu and Caliyurt, 2009).

Assim, sugere-se que o0 BDNF esteja intimamente associado com a regulacéo
do sono, bem como no desenvolvimento da depressédo (DUMAN et al.,
1997; DUMAN et al., 2000)

1.4.2 BULBECTOMIA COMO MODELO ANIMAL DE DEPRESSAO

A bulbectomia olfatéria vem sendo amplamente utilizada como modelo
experimental para depressao, onde a destruicao bilateral dos bulbos olfatérios causa
alteracdes complexas em diferentes varidveis comportamentais, bioquimicas e
celulares, muitas das quais sdo compativeis com aquelas encontradas em individuos
deprimidos (RINWA et al ,2013, HENDRIKSEN et al, 2012; DEUSSING, 2006).
Como o bulbo olfatério possui extensas conexdes eferentes com regides
mesocorticais e subcorticais, € previsivel que a bulbectomia olfatéria gere um grande
impacto sobre as projecfes para o coértex, hipocampo, amigdala, locus coeruleus e
0s nucleos da rafe, promovendo prejuizos sobre as funcdes reguladas por essas
estruturas (SONG; LEONARD, 2005). Como consequéncia dessa remocao,
observam-se majoritariamente  disfuncbes nos sistemas noradrenergicos,
dopaminérgico e serotoninérgicas ocasionando mudangas comportamentais,
identificadas tipicamente duas semanas apos a realizacdo do procedimento, como
hiperatividade, déficit no aprendizado, funcdo cognitiva e hiper-responsividade ao
estresse (SATO et al, 2010; HARKIN; KELLY; LEONARD, 2003; MUCIGNAT-
CARETTA; BUNDI; CARETTA, 2006; BREUER et al, 2007).

Os fatores neurotroficos como BDNF tem recibido muita atengdo em modelos
de depressdo por serem considerados mediadores antidepressivos, (FRANCESCO
et al, 2000) porém ainda existem controversas em relacdo aos seus hiveis apos a
cirurgia de bulbectomia olfatéria como os estudos de Hendriksen et al, (2012) e Luo
et al, (2010) que evidenciou niveis reduzidos de BDNF no hipocampo e cortex pré

frontal dos ratos apos a bulbectomia olfatéria. Em contraste, Hellweg (2007)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278584607000954#bib8
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evidenciou um aumento dos niveis de BDNF no hipocampo e cortex de ratos
bulbectomizados.

Com base nas informacfes sobre mudancgas estruturais, neurotransmissores,
mudancas comportamentais que ocorrem apos a bulbectomia olfatoria, é evidente
gque existe uma sobreposicdo entre as anormalidades funcionais que acontecem no
rato bulbectomizado e as mudancas que tém sido relatados em paciente com
depressdo (SONG; LEONARD, 2005; SATO et al, 2010; KELLY; WRYNN;
LEONARD, 1997). Portanto, a literatura aponta de maneira consistente que a
bulbectomia olfatéria bilateral é considerada um modelo animal de depresséo
(SONG; LEONARD, 2005; KELLY; WRYNN; LEONARD, 1997).

1.5. PRIVACAO DE SONO COMO UMA TERAPIA ANTI-DEPRESSIVA

Além do tratamento farmacolégico classico e do tratamento
eletroconvulsivante a privacdo de sono total pode promove uma melhora dos
sintomas depressivos em 40-60% dos tratamentos, onde os efeitos antidepressivos

atingem seu apice no periodo da tarde apés uma noite de privacdo de sono total

(GIEDK; SCHWAERZLER, 2002; GORGULU; CALIYURT, 2009). Embora o
mecanismo por tras desse efeito antidepressivo promovido pela privacdo de sono
ndo seja compreendido, estudos evidenciam que existe um aumento do turnover de
5-HT no cortex frontal, hipocampo e tronco encefalico assim como aumento dos
niveis de BDNF ap0s a privacdo de sono em animais e em seres humanos
(GORGULU;CALIYURT, 2009; KATAI et al, 2013; ZANTA et al, 2011).

A privacdo de sono REM promove a melhora do estado de humor observada
na depressdo sugerindo um envolvimento das monoaminas associadas a essa fase
do sono (SALOMON et al, 1994). Vogel, (1980) mostrou que individuos depressivos
sem uso de medicamentos apresentavam uma laténcia menor para o sono REM e
um aumento na frequéncia do mesmo quando comparados com individuos
saudaveis, porém apds a privacdo do sono REM estes individuos apresentavem
uma melhrora dos sintomas depressivos e da distribuicdo temporal do sono REM.

Os disturbios de sono pertencem aos sintomas centrais da depresséo, tais

como aumento da quantidade de sono REM e uma diminui¢do na laténcia para o
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sono REM (GIEDKE; SCHWARZLER, 2002). Vogel (1975) demonstrou que a
privacdo do sono REM, em individuos deprimidos hospitalizados, foi mais eficaz em
gerar um efeito antidepressivo do que a privacdo do sono de ondas lentas. Por outro
lado, inibidores seletivos da recaptacdo de 5-HT s&o comumentes utilizados como
antidepressivos eficazes com forte efeito de inibicio de sono REM, bem como
aumento da laténcia para o REM, supostamente pelo aumento da concentracdo
sinaptica de 5-HT atravéz da inibicdo de sua recaptacdo (GIEDKE; SCHWARZLER,
2002; ZANT et al, 2011).

Portanto, € possivel levantar a hipétese de que o efeito antidepressivo das
drogas inibidoras seletivas da recaptacdo de serotonina seja em decorréncia, pelo
menos em parte, da inibicdo do sono REM. De maneira complementar, a privacéo
de sono REM, bem como suas consequéncias neuroquimicas em estruturas como o
estriado e o hipocampo, parece estar associada com mecanismos neurofisiolégicos
supostamente antidepressivos, tanto no que tange 0S neurotransmissores

envolvidos, quanto os fatores neurotréficos, em particular o BDNF.
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2. JUSTIFICATIVA

A privagdo de sono promove um efeito benéfico quando utilizada como
terapéutica para individuos depressivos melhorando o estado de humor
agudamente. Em modelos animais de depressao, realizados através de bulbectomia
olfatéria, efeitos antidepressivos também foram encontrados, com alteragdo nos
niveis de 5-HT e fatores associados a plasticidade neuronal como o BDNF.
Somando-se as informacdes contidas na literatura e os estudos ja realizados em
nosso laboratdrio sugere-se que a privacdo de sono paradoxal esteja intimamente
envolvida com o sistema serotoninérgico e dopaminérgico e, portanto, promovendo
um impacto direto sobre os parametros associados a depressao.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os possiveis efeitos antidepressivos promovidos pela privacdo de
sono paradoxal, em animais submetidos a bulbectomia olfatéria, através de analises

comportamentais, moleculares e neuroquimicas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos comportamentais promovidos pela bulbectomia olfatéria nos

testes da natacao forcada modificada e do campo aberto

e Analisar os possiveis efeitos antidepressivos promovidos pela privacdo de

sono paradoxal e apds o periodo de sono rebote

e Determinar as possiveis variacbes neuroquimicas de neurotransmissores
(DA, 5-HT e NA) e de seus metabdlitos no estriado, hipocampo e SNpc

mediante bulbectomia olfatéria e privacdo de sono paradoxal.

¢ Quantificar os niveis de BDNF na SNpc de animais submetidos a bulbectomia

olfatoria apos a privacdo de sono paradoxal e sono rebote
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4, MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos de nossa colonia de reproducéo
pesando 280-320 gramas no inicio das experiéncias. Os animais foram alojados
aleatoriamente em grupos de cinco em caixas de polipropileno com aparas de
madeira como cama e mantidos numa sala com temperatura controlada (22 + 2° C)
com um ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 07:00) . Os animais tiveram
livre acesso a agua e comida durante todo o experimento. Todos 0S experimentos
foram aprovados pela CEUA-BIO-UFPR, protocolo No. 607.

4.2. DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em caixas de polipropileno em
grupos de 5 animais por caixa. Para a realizacdo dos experimentos os animais foram
randomicamente distriuidos em 6 grupos sendos estes: sham controle (n=10); OBX
controle (n=10); sham PSP (n=10); OBX PSP (n=10), sham REB (n=10); OBX REB
(n=10).

. . Teste Teste Teste
Cirurgia treino  CA CA CA
estereotaxica NF NE NE NE

<
“
<

l Ll

20dia 21dia 72h PSP 24h REB

v v

Decaptagao Decaptagao

Figura 4: Desenho experimental: no 1° dia os animais realizaram a cirurgia

estereotaxica, passaram por um periodo de recuperacdo e no 20° dia realizaram o
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treino para o teste de natagcéo forcada (NF). NO 21° dia realizaram os teste do campo
aberto (CA) e NF. Foram privados de sono paradoxal (PSP) por 72horas, e repetiram
os testes de CA e NF no 24° dia de experimento. Um grupo de animais foi
sacrificado e outro passou pelo sono rebore (REB) de 24horas os quais realizaram
novamente os testes de CA e NF no 25° dia de experimento e posteriormente

decaptados.

4.3. BULBECTOMIA OLFATORIA

Os animais foram submetidos a bulbectomia olfatoria através de cirurgia
estereotaxica onde os animais foram previamente anestesiados com xilazina (0,5

mL, im; Syntec do Brasil Ltda) e quetamina (0,5 mL, im; Syntec do Brasil Ltda).

3,0pm
>
o o,
3.5mm

e o ~ Jr o

Lambda

20mm 2,0mm

Bregma

Figura 5: A cirurgia foi realizada através de incisdo mediana de 2 cm na orientagédo
rostro-caudal, sendo que na sequéncia foram perfurados dois orificios a 8 mm na
orientacdo cranio-rostral a partir do bregma e 2 mm lateral da linha média.
Posteriormente a sutura sagital fez-se outro orificio a 3,5 mm a partir do bregma e 2
milimetros lateral da linha média, com o objetivo de abrir uma janela no cranio dos
ratos para acessar os bulbos olfatérios (CAIRNCROSS;COX et al, 1978, PAXINOS
G.,WATSON C.,1972)

O bulbo olfatério foi removido bilateralmente por meio de aspiragao,

utilizando-se para isso uma bomba a vacuo conectada a canula ligada a uma
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ponteira plastica. Apds esse procedimento os animais tiveram a pele do cranio
suturada. Os animais dos grupos sham passaram pela mesma rotina cirlrgica, a
excecao da aspiracdo do bulbo olfatério. Todos os animais foram colocados sob
uma lampada de calor até a recuperag¢do, mantidos isolados por 2 dias, e depois
voltaram para suas gaiolas moradia. O critério de exclusdo dos animais que
passaram por esse procedimento cirargico foi quando observou-se qualquer tipo de

dano morfolégico ao cortex frontal.

4.4. TESTE DE NATACAO FORCADA MODIFICADA

Apos 20 dias da cirurgia estereotaxia os ratos foram colocados num cilindro
de plastico opaco (20 cm de diametro, altura de 50 cm) contendo 4gua até 30 cm
(24 £ 1 ° C), onde permaneceram durante 15 min (treino) e 24 horas mais tarde, eles
foram testados durante 5 min (sessdo de teste). A sessdo de teste foi gravada
através de uma camara posicionada por cima do cilindro para a andlise
subsequente. Os comportamentos registrados durante a sessdo de teste foram:
imobilidade (quando o rato parou todos os comportamentos ativos e manteve-se
flutuando na agua com movimentos minimos, com a cabeca acima da agua),
natacdo (movimentos de natagdo por todo o cilindro, incluindo a passagem para
outro quadrante) e escalada (movimentos para cima com patas dianteiras
direcionadas ao longo das paredes do cilindro). O tempo em cada parametro foi
marcado ao londo dos 300 segundos de filmagem para cada animal. A agua foi
mudada e o cilindro lavado com &gua limpa depois de cada rato. Apos as sessbes
de teste, os animais foram secos e colocados nas suas gaiolas moradia. (PORSOLT:
LE PICHON; JALFRE, 1977; DETKE: RICKELS: LUCKI, 1995).

4.5. TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste é realizado em uma arena circular de 1 metro de diametro, limitada
por uma parede de 40 cm de altura sendo iluminado por quatro lampadas de 60 W

situados a 48 cm acima do chao da arena, fornecendo a iluminagéo de cerca de 300
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lux (BROADHURST, 1960). Os animais foram colocados delicadamente no centro da
arena e ficaram livres para explorar livremente a arena durante 5 minutos. Durante
0S experimentos o campo aberto foi gravado por video e as medidas de distancia
total percorrida e de velocidade foram calculadas por um sistema de analise de

imagens (Smart Junior, Panlab Harvard Apparatus, Espanha).

4.6. PRIVACAO DE SONO PARADOXAL

Esse método foi realizado por meio da plataforma Unica em que cada um dos
animais a serem privados de sono foi colocado sobre uma platafrma cilindrica com
6,5 cm de diametro rodeada por agua cerca de 1 cm abaixo da superficie da
plataforma (LIMA et al, 2008b). No inicio de cada episddio de sono paradoxal o
animal sofre perda de tonus muscular e cai na agua sendo assim despertado. Com
este método o sono paradoxal é completamente inibido (Machado et al, 2004). Ao
longo do estudo o local do experimento foi mantido em condi¢cdes controladas de
temperatura (22 + 2° C), ciclo claro/escuro de 12 h onde as luzes foram acessas as
07:00am . Os grupos controle foram mantidos nas mesmas condi¢des, porém em
vez de 4gua, as gaiolas de privagdo continham cepilho. Tanto o grupo experimental
guanto no grupo controle foram privados do sono paradoxal por 72h. Comida e agua

foram fornecidas sem restricbes durante todo o experimento.

4.7. QUANTIFICACAO DOS NEUROTRANSMISSORES E DE SEUS METABOLITOS NO

ESTRIADO E HIPOCAMPO

O corpo estriado, hipcampo e substancia negra dos ratos foram rapidamente
dissecados e armazenados a -80 °© C até as quantificagbes neuroquimicas. As
concentracbes enddgenas de DA, acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovanilico (HVA), a serotonina (5-HT), &cido 5-hidroxiindolacético (5 HIAA),
noradrenalina (NA) e dihydroxyphenylglycol (DHPG) foram ensaiados por
cromatografia de fase reversa de elevado desempenho liquida (HPLC) com

deteccao electroquimica. Resumidamente, o sistema consiste numa coluna de fase
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inversa Synergi Fusion-RP C-18 (150 x 4,6 mm ID, 4 un m de tamanho de particula),
equipado com um 4 x 3,0 milimetros pré-coluna (agente de seguranca cartuchos
Fusion-RP); um detector eletroquimico (ESA Coulochem III Electrochemical
Detector), equipado com uma célula de guarda (ESA 5020) com o eletrodo fixado
em 350 mV e um eletrodo de célula analitica dupla (ESA 5011A); uma bomba LC-
20AT (Shimadzu), equipado com um Manual Rheodyne 7725 equipado com injector
20 pL. A coluna foi mantida no interior de um forno com temperatura controlada (25°
C). A célula continha duas camaras em série: cada camara, incluindo um eletrodo de
grafite poroso coulométrico, um contra-eletrodo de casal e um eletrodo de dupla
referéncia. Potenciais oxidantes foram fixados em 100 mV para o primeiro eletrodo e
em 450 mV para o segundo eletrodo. As amostras de tecido foram homogeneizadas
com um disruptor de célula ultra-sénico (Sonics) em 0,1 M de acido perclorico,
contendo metabissulfito de sédio 0,02% e um padrao interno. Apos a centrifugacao a
10.000 xg durante 30 min a 4 °© C, 20 uL do sobrenadante foram injectados no
cromatdgrafo. A fase movel, usada a uma taxa de fluxo de 1 mL / min, tinha a
seguinte composicao: 20 g de acido citrico mono-hidratado (Merck), 200 mg de sal
de sb6dio do acido octano-1-sulfonico (Merck), 40 mg de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (Sigma), 900 mL de agua de grau HPLC. O pH da
solucdo tampao de corrida foi ajustado para 4,0, em seguida, filtrada através de um
filtro de 0,45 m p. Metanol (Merck) foi adicionado para dar uma composicao final de
10% de metanol (v / v). Os neurotransmissores e as concentragfes de metabdlitos
foram calculados utilizando-se curvas padrdo que foram gerados por meio da
determinacdo em triplicado as razbes entre trés diferentes quantidades conhecidas
de padréo interno. as concentracdes foram expressas como ng/g de peso umido de

tecido.

4.8. ANALISE DOS NiVEIS NIGRAIS DE BDNF

Os animais dos grupos experimentais foram decapitados e a substancia negra
foi rapidamente dissecada, colocada em gelo seco e armazenadas a -80° C. Antes

das andlises, a homogeneizacdo do tecido inicial (1:10 w/v) com tampao de lise
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contendo Tris 100 mM-HCI (pH 7,2), 400 mM de NaCl, 4 mM de &cido
etilenodiaminotetracético, azida de sodio a 0,05%, 0,5% de gelatina, 0,2% de Triton
X-100, 2% de BSA, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo, 1 mM de N-etil-maleimida
e 2,5 mM de fenantrolina foi realizada por impulsos de sonicacao curta durante 15 s.
Apos 40 min em gelo, os homogenatos foram centrifugados (11.000 xg, 20 min, 4 °
C) e o sobrenadante foi recolhido. Diferentes diluicbes (1:12) dos os extractos da
substacia negra foram utilizados para a analise da concentracdo de BDNF
(ELFVING; PLOUGMANN; WEGENER, 2010), que foi mensurado usatilizando o
Sistema de Imunoensaio Promega Emax (Promega Co., Madison, WY, EUA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, placas de poliestileno com
96 pocos foram revestidas com anticorpo monoclonal anti-BDNF (Acm) em tampao
de carbonato de pH 9,2 durante a noite a 4 ° C. MAbs ndo adsorvido foram lavadas
com fosfato salino tampéo contendo 0,05% de Tween 20 (PBST) e as placas foram
blogueadas com Promega Block e tampdo de amostra durante 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, 100 ul de cada amostra foram adicionados em triplicado e as
placas foram incubadas durante 2h & temperatura ambiente. ApoOs lavagem
extensiva com PBST, o anticorpo policlonal de BDNF anti-humano (PABs) foi
incubado durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, PABs nado ligados
foram removidos por lavagem com o conjugado de peroxidase de rabano PBST e
anti-lgY foi adicionado durante 1 hora a temperatura ambiente. A reaccdo foi
desenvolvida utilizando uma solugcdo TMB e parou com 1 M de HCI. A absorvancia

foi medida a 450 nm.

5. ANALISE ESTATISTICA

Diferencas entre os grupos foram analisadas através do teste de analise de
variancias (ANOVA) de duas vias, utilizando os fatores privacdo de sono paradoxal
(PSP) e bulbectomia (OBX), seguido de post hoc de Bonferroni. Correlacdes de
Pearson foram realizadas entre os diferentes parametros comportamentais, obtidos
no teste da natacao forcada, e parametros neuroquimicos como 0s niveis estriatais e

hipocampais de 5-HT, DA e NA, assim como com as concentragdes nigrais de
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BDNF. Os valores obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média

(S.E.M), sendo que o nivel de significancia foi estabelecido como P < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. AVALIACAO DOS PARAME TROS MOTORES - TESTE DO CAMPO ABERTO

Como pode ser visto na Fig. 6A o grupo OBX controle demonstrou um
aumento significativo da distancia percorrida em comparacdo ao grupo sham
controle (P <0,01), OBX PSD (P <0,01) e OBX REB (P <0,01). ANOVA de duas vias
indicou efeitos significativos para o fator PSP [F (2,42) = 4,62, P = 0,015] e
interacéo [F (2,42) = 3,73, P =0,032] , mas ndo para o fator OBX [F (1,42) = 3,07; P
= 0,087] . Analogamente, efeitos significativos foram encontradas para o parametro
de velocidade média (Fig. 6B) em relacdo ao grupo OBX controle quando
comparado com os grupos sham controle (P <0,01), OBX PSP (P <0,01) e OBX REB
(P <0,01), como indicado pelo fatores PSP [F (2,42) = 4,54, P = 0,016], OBX [F
(1,42) = 3,48, P = 0,07] bem como pela interacdo de ambos [F (2,42) = 4,11, p =
0,02]
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Figura 6: Avaliacdo dos parametros motores pelo teste do campo aberto. (A)

distancia percorrida; (B) velocidade média. Os valores foram expressos como media
+ S.E.M. *P<0,01. ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni.
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6.2. DETERMINAGAO DOS COMPORTAMENTOS TIPO DEPRESSIVOS — TESTE DA
NATAGCAO FORCADA MODIFICADA

Em relacdo ao parametro de natacdo (Fig. 7A), o grupo OBX controle
demonstrou uma reducédo significativa deste tempo em relacdo aos grupos sham
controle (P <0,05), sham PSP (P <0,05), OBX PSP (P <0,001) e OBX REB (P
<0,001), como revelado pelos fatores PSP [F (2,36) = 12,22, P = 0,0002], OBX [F
(1,36) = 0,15, P = 0,7] e pela interacdo destes [F (2,36) = 10,73, P = 0,0005]. Além
disso, a andlise do parametro escalada (Fig. 7B) mostrou que este comportamento
esta aumentado no grupo OBX controle em comparagdo com 0s grupos sham PSP
(P <0,01) e OBX PSP (P <0,01) . Ainda, o grupo OBX REB também apresentou um
aumento no tempo de escalada em comparacdo com o grupo OBX PSP (P <0,01),
como demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) = 11,74, P = 0,0002], OBX [F (1,36)
=5,08; P = 0,031] e pela interacao destes [F (2,36) =1,37, P =0,27].

Complementarmente, a analise do parametro de imobilidade (Fig. 7C),
revelou que o grupo OBX controle apresentou um aumento significativo deste tempo
em comparacdo com o grupo sham controle (P <0,05). No entanto, o grupo OBX
PSP exibiu uma diminuicdo no tempo de imobilidade, em comparagcdo com os
grupos sham PSP (P <0,05) e OBX controle (P <0,05) como indicado pelos
fatores PSP [F (2,36) = 0,13, P = 0,87], OBX [F (1,36) = 0,92, P = 0,34] e pela
interacdo destes [F (2,36) = 13,13, P = 0,0001].
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Figura 7: Avaliacdo dos parametros do teste da natacdo forcada modificada (A)
natacao; (B) escalada e (C) imobilidade. Os valores foram expressos como media *

S.E.M. *P<0,05 e *P<0,01. ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni.
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6.3. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS NIGRAIS DE BDNF

A andlise dos niveis de BDNF na SNpc (Fig. 8) mostraram que o grupo OBX
controle apresentou uma diminuicdo da expressdo deste fator neurotrofico em
comparagao com o grupo sham controle (P <0,05). No entanto, os grupos OBX PSP
(P <0,01) e REB OBX (P <0.05), revelaram aumentos significativos nos seus
respectivos contetdos de BDNF em comparagcdo com o grupo OBX controle, como
demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) = 5,8, p = 0,007], OBX [F (1,36) = 22,05, P
<0,0001] e pela interacéo destes [F (2,36) = 0,39, P = 0,68].
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Figura 8: Avaliacdo dos niveis nigrais de BDNF. Os valores foram expressos como

media + S.E.M. *P<0,05 e **P<0,01. ANOVA de duas vias seguido de post hoc de

Bonferroni.
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6.4. QUANTIFICAGCAO DOS NIVEIS ESTRIATAIS DE NEUROTRANSMISSORES,
METABOLITOS E DE SEUS TURNOVERS

A Fig. 9 ilustra as alteracbes neuroquimicas identificadas no estriado
Observou-se que os niveis de DA (Fig. 9A) foram intensamente aumentados no
grupo sham REB em comparacdo com os grupos sham controle (P <0,001), sham
PSP (P <0,01) e OBX REB (P <0,01), como demonstrado pelos fatores PSP [F
(2,36) =10,6, P =0,003], OBX [F (1,36) = 6,9, P =0,013] e pela interacdo destes [F
(2,36) = 4,02, P =0,03] . Além disso, considerando os niveis de DOPAC (Fig. 9B), o
grupo sham PSP mostrou um incremento deste metabdlito em relacdo ao grupo
sham controle (P <0,001), OBX PSD (P <0,001) e sham REB (P <0,001). como
demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) = 6,03 P =0,006; ], OBX [F (1,36) = 1,16, P
= 0,29] e interacdo [F (2,36) = 15,23, P <0,0001] . Em paralelo, os niveis de HVA
(dados ndo mostrados) foram intensamente aumentados no grupo sham PSP em
comparacdao ao grupo sham controle (P <0,01) e sham REB (P <0,01), como
demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) = 12,32 , P = 0,0001], OBX [F (1,36) =
0,04, P = 0,84] e sua interacdo [F (2,36) = 3,36, P = 0,04] . Por consequéncia, o
calculo do turnover estriatal de DA (Fig. 9C), revelou que o grupo sham PSP
mostrou um aumento significativo desse parametro em comparacdo com 0 grupo
sham REB (P <0,01). Além disso, o grupo OBX REB também apresentou um
aumento no turnover de DA, em comparacdo com o grupo sham REB (P <0,05),
como demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) = 5,06, P = 0,01], OBX [F (1,36 ) =
0,51, P =0,5] einteracao [F (2,36) = 4,7, P =0,017]..
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Figura 9: Quantificacdo dos niveis estriatais de neurotransmissores, metabdlitos e
de seus turnovers. (A) niveis de dopamine (DA); (B) niveis do metabotito (DOPAC) e
(C) Turnover (DOPAC e HVA/DA) . Os valores foram expressos como media *

S.E.M. *P<0,05 e **P<0,01. ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni.
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No que diz respeito aos niveis de 5-HT detectados no estriado (Fig. 10D), o
grupo sham REB apresentou incrementos deste neurotransmissor, quando
comparado com os grupos sham controle (P <0,001), sham PSP (P <0,001) e OBX
REB (P < 0,001), conforme indicado pelos fatores PSP [F (2,36) = 16,43, P <0,0001],
OBX [F (1,36) = 24,9, P <0,0001] e interacdo destes [F (2,36) = 3,86, P = 0,04] .
Além disso, o metabolito 5-HIAA (Fig. 10E) apresentou um aumento significativo no
grupo de sham PSP em comparacédo com os grupos sham controle (P <0,001), OBX
PSP (P <0,05) e sham REB (P <0,05) como demonstrado pelos fatores PSP [F
(2,36) = 9,64, P = 0,0008], OBX [F (1,36) = 4,34, P = 0,05] e interacao [F (2,36) =
1,76, P = 0,19] . Como resultado, o turnover estrital de 5-HT (Fig. 10F) mostrou um
aumento significativo no grupo no sham PSP comparado ao grupo sham controle (P
<0,05). Além disso, o grupo OBX PSP também apresentou um aumento no turnover
de 5-HT estriatal em comparacdo com o grupo OBX REB (P <0,01), como
representado pelos fatores PSP [F (2,36) = 20,38, P <0,0001], OBX [F (1,36) = 7,13;
P =0,013] e sua interacao [F (2,36) = 0,57, P =0,57].



45

D
40009 dokok ,
,—*i*—ﬂ_*'*'*_l
30001
o
=
= 2000- o
= I
T m——
o
1000
O L] L] L] T
Sham OBX Sham OBX Sham OBX
Control PSP REB
E
15001
*
— ] *%k% . * .
(=] .
< 1000 T
£
_—
<=E I ——
T 5004
Ko}
C L] L] L] T
Sham OBX Sham OBX Sham OBX
Control PSP REB
F
0.81
I—tbl
. 0.6
- —x T
oL =
> 0
2 X 0.4- T
5T ==
T
0.2
0.0

Shélm OIIBX Shlam dBX Sham OBX

Control PSP REB
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(F) Turnover (5-HIIA e 5HT). Os valores foram expressos como media + S.E.M.
*P<0,05 e **P<0,01. ANOVA de duas vias seguido de post hoc de Bonferroni.

Em relacdo as variagBes nos niveis estriatais de NA, a Fig. 11G indica que o
grupo sham PSP manifestou aumento nesse parametro em compara¢cdo com 0S
grupos sham controle (P <0,01) e OBX PSP (P <0,01). De forma semelhante, o
grupo sham REB apresentou um aumento significativo quando comparado com o
grupo sham controle (P <0,01), bem como o grupo OBX REB também apresentou
um aumento na concentracdo de NA quando comparado aos grupos OBX PSP (P
<0,001) e OBX controle ( P <0,001), conforme demonstrado pelos farores PSP [F
(2,36) = 20,33, P <0,0001], OBX [F (1,36) = 0,76, P = 0,4] e sua interagéo [F (2,36) =
6,6, P = 0,005 ] . No entanto, a Fig. 11H mostra a auséncia de diferencas estatisticas
entre 0s grupos, considerando-se os niveis de DHPG, como revelado pelos farores
PSP [F (2,36) = 0,47, P = 0,63], OBX [F (1,36) = 0,36, P = 0,55] e interacao [F (2,36)
= 0,17, P = 0,84] . Em relacdo ao turnover estrital de NA (Fig. 111), o grupo sham
PSP apresentou um aumento significativo comparado aos grupos sham controle (P
<0,05) e OBX PSP (P <0,05). De fato, o grupo sham REB manifestou uma redugéo
deste parametro em relacdo ao sham controle (P <0,05). Além disso, o grupo OBX
REB exibiu uma diminuicdo quando comparado com os grupos OBX controle (P
<0,05) e OBX PSP (P <0,05), como indicado pelos fatores PSP [F (2,36) = 11,48, P
=0,0003], OBX [ F (1,36) = 2,48, P = 0,13] e interagdo [F (2,36) = 3,34, P = 0,05].
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DHPGI/NA) e (1) Turnover (5-HIIA e 5HT). Os valores foram expressos como media +
S.E.M. *P<0,05, *P<0,01 e *** P<0,001. ANOVA de duas vias seguido de post hoc

de Bonferroni.

6.5. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS HIPOCAMPAIS DE NEUROTRANSMISSORES,
METABOLITOS E DE SEUS TURNOVERS

A Fig. 12 mostra as altera¢Bes neuroquimicas identificadas no hipocampo. Os
niveis de DA (Fig. 12A) mostraram-se reduzidos no grupo de sham PSP em
comparagao com os grupos sham controle (P <0,05) e OBX PSD (P <0,05), como
indicado pelos farores PSP [F (2,36) = 4,43; P = 0,02], OBX [F (1,36) = 10,86, P =
0,003] e sua interacdo [F (2,36) = 2,58, p = 0,09] .Ja , o conteudo de DOPAC
hipocampal (fFig. 12B) apresentou-se aumentando para o grupo sham PSP em
relacdo aos grupos OBX PSP (P <0,05) e sham REB (P <0,001). Entretanto, o
grupo sham REB apresentou um decréscimo nos niveis de DOPAC quando
comparado ao grupo sham PSP (P <0,001), conforme indicado pelos farores PSP [F
(2,36) = 14,26, P <0,0001], OBX [F (1,36) = 4.7, P = 0,04] e interacdo destes [F
(2,36) =1,57, p =0,23] . Em adicao, a quantificacdo do metabdlito HVA (dados néo
mostrados) indicou a auséncia de diferencas significativas entre os grupos, tal como
evidenciado pelos farores PSP [F (2,36) = 0,34, P =0,72], OBX [F (1,36) = 0,22, P =
0,65] e interacéo [F (2,36) = 0,93, P = 0,41]. De maneira complementar, o calculo do
turnover hipocampal de DA (Fig. 12C) indicou um aumento desse parametro no
grupo sham PSP quando comparado com o grupo OBX PSP (P <0,05), de acordo
com os farores PSP [F (2,36) = 2,35, P = 0,12], OBX [F (1,36) = 5,08, P =0,033] e
sua interagao [F (2,36) =0,72,P =0,5] .
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expressos como media + S.E.M. *P<0,05 e *** P<0,001. ANOVA de duas vias

seguido de post hoc de Bonferroni.

Considerando os niveis hipocampais de 5-HT (Fig. 13D), o grupo controle
OBX revelou uma diminuicdo significativa neste neurotransmissor em comparacao
com os grupos sham controle (P <0,05), sham PSP (P <0,05), OBX PSP (P <0,05),
sham REB (P <0,01) e OBX REB (P <0,001). Além disso, o grupo REB OBX
demonstrou um aumento significativo de 5-HT quando comparado com o grupo OBX
PSP (P <0,05), como indicado pelos fatores PSP [F (2,36) = 12,43, P = 0,0002], OBX
[F (1,36) =2,55; P =0,12] e interacéo destes [F (2,36) = 4,37, P =0,02] . No que diz
respeito ao metabolito 5-HIAA (Fig. 13E), verificou-se estar aumentado este
parametro no sham PSP em comparagdao com os grupos sham controle (P <0,05) e
sham REB (P <0,05), de acordo com os fatores PSP [F (2,36) = 8,86, P = 0,001],
OBX [F (1,36) =2.87,P =0,1] e interacao [F (2,36) =2,1, P =0,14] .

Além disso, a analise do turnover hipocampal de 5-HT indica que o grupo
OBX controle manifestou um aumento neste parametro em relacdo aos grupos sham
controle (P <0,001) e OBX REB (P <0,001). Do mesmo modo, o grupo sham PSP
também apresentou um aumento no turnover da 5-HT hipocampal em comparacéo
com o0s grupos sham controle (P <0,05) e o sham REB (P <0,05). Além disso, o
grupo PSP OBX demonstrou um aumento neste parametro, quando comparado com
0 grupo OBX REB (P <0,05), como indicado pelos fatores PSP [F (2,36) = 12,1, P =
0,0002], OBX [F (1,36) = 8,7; P = 0,007] e interag¢éo [F (2,36) = 5,98, P = 0,008]
(Fig. 13F).
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metabdtito (5-HIIA) e (F) Turnover (5-HIIA/5HT). Os valores foram expressos como
media + S.E.M. *P<0,05, *P<0,01 e *** P<0,001. ANOVA de duas vias seguido de

post hoc de Bonferroni.

A andlise dos niveis de NA (Fig. 14G), indicou que o grupo OBX REB
apresentou um aumento significativo em comparagédo com o grupo OBX controle (P
<0,01) e OBX PSP (P <0,01), como demonstrado pelos fatores PSP [F (2,36) =
11,21; P = 0,0004], OBX [F (1,36) = 0,59, P = 0,45] e sua interacao [F (2,36) = 1,01,
P =0,38] . Além disso, o metabolito DHPG (Fig. 14H), demonstrou estar aumentado
no grupo sham PSP em comparacdo com os grupos sham controle (P <0,05) e sham
REB (P <0,01).J4 o grupo OBX PSP apresentou um aumento significativo desse
metabdlito quando comparado com os grupos controle OBX (P <0,01) e OBX REB
(P <0,05), como revelado pelos fatores PSP [F (2,36) = 15,7, P <0,0001], OBX [F
(1,36) =0,02, P =0,89] e interacéao [F (2,36) =0,21, P =0,81] .

Finalmente, em relacdo ao turnover de NA hipocampal (Fig. 141), o grupo
sham PSP apresentou um aumento significativo neste parametro, em comparacao
com os grupos sham controle (P <0,01) e sham REB (P <0,001). Além disso, o OBX
PSP exibiu um aumento neste parametro em relacdo ao controle OBX (P <0,001) e
OBX REB (P <0,001), tal como revelado pelos fatores PSP [F (2,36) = 30,5, P
<0,0001], OBX [F (1,36) =0,02, P =0,87] e interacao [F (2,36) =0,19, P =0,8].
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media + S.E.M. *P<0,05, *P<0,01 e *** P<0,001. ANOVA de duas vias seguido de

post hoc de Bonferroni.

6.6. CORRELACOES ESTATISTICAS ENTRE OS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS E

NEUROQUIMICOS.

A Figura 15 apresenta os coeficientes de correlacdo de Pearson entre 0s
procedimentos sham e OBX para varios parametros comportamentais e
neuroguimicos quantificados imediatamente apds a PSP e o periodo REB. Essa
analise mostrou haver uma correlagdo moderada (r = -0,45; P = 0,05) entre os niveis
nigrais de BDNF e o parametro de natacdo no grupo sham apdés os periodos de PSP
e REB (Fig. 15A). Entretanto, detectou-se uma correlagéo significativa muito mais
intensa (r = 0,83; P < 0,0001) desses mesmos parametros para o grupo OBX (Fig.
15B). Outros dois parametros que foram correlacionados e que apresentaram um
padrdo bastante semelhante ao observado anteriormente foram as concentracdes
nigrais de BDNF e os niveis de 5-HT no hipocampo dos animais. Nesse sentido
observou-se que o ocorreu uma correlagédo fraca (r = -0,40; P = 0,07) entre as
concentracfes nigrais de BDNF e o0s niveis hipocampais de 5-HT no grupo sham
(Fig. 15C). Por outro lado, no grupo OBX demonstrou-se haver uma forte e
significativa correlacdo (r = 0,67; P = 0,004) entre esses parametros, considerando
os periodos de PSP e REB (Fig. 15D).

Devido a ocorréncia de correlacdes fortes entre os niveis nigrais de BDNF e o
parametro de natacdo, bem como entre esse fator neurotréfico e o0s niveis
hipocampais de 5-HT, realizamos o mesmo tipo de andlise estatistica para os
parametros natacdo e concentracdo hipocampal de 5-HT, para os dois grupos
testados. Essa andlise indicou ocorrer uma correlacdo fraca e ndo significativa entre
tais parametros observados no grupo sham, considerando os periodos de PSP e
REB. Entrentanto, detectamos haver uma correlagcéo forte e significativa (r = 0,70; P
=0,003) desses parametros para o grupo OBX (Fig. 15F).

Outros parametros também foram correlacionados de forma a tentar
estabelecer novas relacdes entre os fatores analisados (Tabela 1). Observamos

haver uma moderada, porém significativa, correlagdo entre BDNF e escalada (r =
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0.43; P = 0.05) no grupo sham que, entretanto, ndo foi mantida no grupo OBX (r =
0.29; P = 0.15) (Tabela 1). Por outro lado, verificou-se que 0s niveis estriatais de NA
correlacionaram de forma moderada, porém significativa com os niveis nigrais de
BDNF, tanto no grupo sham (r = 0.55; P = 0.02) quanto no grupo OBX (r = 0.57; P =
0.01) (Tabela 1). Por fim, detectou-se uma forte correlacdo negativa (r = -0.40; P =
0.07) entre os niveis hipocampais de 5-HT e a concentragdo nigral de BDNF, que se
manteve, porém de forma invertida, ou seja, agora correlacionando-se positivamente
(r=0.66; P =0.004) no grupo OBX (Tabela 1).
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Tabela 1. Correlacdes de Person entre diferentes parametros comportamentais e
neuroguimicos
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Grupos
Correlacdes Sham OBX
BDNF vs Natagéo r=-0.45; P =0.05* r=0.83; P < 0.001*
BDNF vs Escalada r=0.43;P=0.05* r=0.29; P =0.15
BDNF vs Imobilidade  r=0.43; P =0.06 r=0.30; P =0.15
Estriado
5-HT vs BDNF r=-0.05; P = 0.42 r=0.20; P =0.23
DA vs BDNF r=0.12; P = 0.33 r=0.15; P = 0.30
NA vs BDNF r=0.55; P = 0.02* r=0.57; P = 0.01*
Hipocampo
5-HT vs BDNF r=-0.40; P = 0.07 r=0.66; P = 0.004*
DA vs BDNF r=-0.21; P =0.22 r=-0.16; P = 0.29
NA vs BDNF r=-0.05; P = 0.43 r=0.29; P=0.14

*Correlacdes significativas
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7. DiscussAo

A depressdo € um transtorno mental caracterizado por baixa auto-estima e
pela perda de interesse ou prazer em atividades normalmente prazerosas (WANG et
al, 2013). Podemos estabelecer, através da bulbectomia olfatéria (RINWA et al,
2013), um modelo animal de depressdo o0 qual desencadeia respostas
comportamentais e neuroquimicas similares as encontradas em seres humanos,
sendo que através desse modelo é possivel analizar a magnitude do efeito de
manipulagdes antidepressivas, como € o caso da PSP. Dentro desse contexto, a
privacdo de sono € descrita como sendo capaz de gerar significativas alteracdes do
humor como desmostrado por Gorgulu e Caliyurt (2009) onde individuos depressivos
que foram submetidos a privacdo de sono apresentaram melhora clinica detectada
pela Escala de Avaliacdo da Depressdo de Hamilton (HAM-D).

Os efeitos antidepressivos de uma noite de privagdo de sono total tem sido
documetados na literatura como sendo capazes de promover a melhora do humor
de forma aguda e transitoria, sendo que o animo retorna a sua linha de base em
geral 24 horas ap0s a privacédo de sono total (WU; BUNNEY, 1990). O mecanismo
fisiolégico por tras do efeito antidepressivo provocado pela privagdo de sono parece
ser complexo e ainda pouco compreendido. Sabe-se que a neurogénese no
hipocampo adulto pode estar reduzida na depressdo, sendo, portanto, um
importante aspecto fisiopatolégico dessa condicdo (IBRAHIN et al, 2011). Observa-
se que uma variedade de tratamentos antidepressivos reverte essa condicao,
levando ao aumento da neurogénese, essa pode ser também uma hipétese aplicada
ao efeito da privacdo de sono e mudanca do comportamento em modelos de
depresséo (ZUCONI, et al, 2006).

A bulbectomia olfatéria bilateral provoca diversas mudancas de
comportamento em ratos, dentre elas aumento do comportamento exploratério,
alteracdo do comportamento sensorial, alteracoes cognitivas e de aprendizagem,
bem como prejuizo nos parametros associados ao humor (MUCIGNAT-CARETTA et
al, 2006; ASWAR et al, 2012). Nesse sentido, os resultados aqui apresentados para
o teste do campo aberto sugerem que a hiperatividade encontrada apos a

bulbectomia olfatéria pode ser considerada um comportamento relacionado a
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tensdo, sendo o resultado de uma hiperatividade “inata”, combinada com a
incapacidade de resposta de adequacédo a uma situacédo estressate (HENDRIKSEN
etal, 2012; PRIMEAUX; HOLMES,1999).

Além disso, essa resposta de hiperatividade pode ser relacionada a um
comportamento tipo depressivo, uma vez que demonstrou-se que essa
hiperatividade foi normalizada apds a administracdo crbnica de antidepressivos
Imipramina e Escitalopram (BREUER et al, 2007). Como modelo animal de
depressao, a bulbectomia olfatéria gera seus efeitos ndo somente pela anosmia e
sim por extensas lesbes retrogradas em todas as areas com as quais os bulbos
olfatérios tém ligacdo como, cortex, amigdala e hipocampo acarretando
degeneracdo neuronal, interrupcdes sinapticas, e destruicbes destas redes
neuronais, onde o animal perde a capacidade de adapcdo a um novo ambiente ou
estresse e avaliacdo de risco (WHEELER et al, 1995; KELLY et al, 1997,
JESBERGE; RICHARDSON, 1988; GRECKSCH et al, 1997; WATANABE et al,
2003; RINWA etal, 2013).

Além das alteracbes motoras, déficits de memoéria também tém sido
documentados em animais bulbectomizados sendo estes dificilmente revertidos haja
vista o0 envolvimento do hipocampo, estrutura esta considerada, entre outras,
responsavel pelo aprendizado e meméria (LEHAMANN, 2007; JAAKO-
MOVITS;ZHARKOVSKY, 2005). Essa situacdo € evidenciada em diversos estudos
como no realizado por Yamamoto (1994) que identificou prejuizos na memdéria de
trabalho em animais OBX que tendiam a aumentar durante o tempo, sugerindo que
a bulbectomia olfatdria compromote o aprendizado e a memdria, sendo esse efeito
relacionado com a funcao colinérgica (YAMAMOTO et al, 1997; YAMAMOTO et al,
1994; HENDRIKSEN et al, 2012; BORRE et al, 2012; MUCIGNAT-CARETTA et al,
2006).

Araki (1980) demonstrou eletrofisiologicamente a ocorréncia de uma redugao
significativa da porcentagem de sono paradoxal, durante a fase claro, em um
intervalo de 24h com um aumento significativo da atividade locomotora de animais
bulbectomizados 3 e 7 dias apds o procedimento cirdrgico, sugerindo, portanto, que
a reducao da manifestacdo do sono paradoxal pode desempenhar algum papel na
inducdo da hiperatividade motora, sugerindo uma relacdo estreita entre essa fase do

sono e a depresséo (AKARI et al, 1980).
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Ainda é interessante salientar que o efeito de hiperatividade motora ndo foi
observado nos grupos sham submetidos a PSP, indicando que esse periodo de
privacdo de sono (72 h) ndo foi capaz de promover uma modificacdo da resposta
motora, de forma isolada, porém impediu a ocorréncia da resposta de hiperatividade
motora, caracteristicamente detectada no grupo OBX controle. A PSP tipicamente
promove modulacdes no sistema dopaminérgico nigroestriatal no sentido de gerar
reducdes na expressao da enzima tirosina hidroxilase (TH) (LIMA et al. 2012; LIMA
et al. 2008a) com consequentes repercussdes (como p.e. aumento de turnover)
sobre os niveis de DA estriatal (Dos Santos et al. 2013). Esses fendmenos foram
descritos, do ponto de vista comportamental, originalmente por Tufik e
colaboradores que observaram haver um aumento das respostas motoras e de
agressividade de animais privados de sono paradoxal por um periodo de 96 h
(TUFIK et al. 1978). Além disso, constatou-se posteriormente a ocorréncia de um
aumento da capacidade de ligacdo a DA, por parte dos receptores dopaminérgicos
estriatais (particularmente D2) (Nunes et al. 1994), mediante a PSP, fato este que
coletivamente as alteragbes motoras advindas da PSP foi chamado de
supersensibilidade dopaminérgica (LIMA ET AL. 2009a; TUFIK 198la; TUFIK
1981b).

Diante disso, o protocolo adotado de 72 h de PSP n&o foi capaz de promover
uma alteracdo na resposta motora compativel com o fendbmeno da
supersensibilidade dopaminérgica, de maneira tipica, ou seja, com aumento da
resposta locomotora. Esse resultado foi ao encontro dos dados neuroquimicos que
indicaram haver um aumento dos niveis de DA estriatal no grupo sham REB, o que
pode ser um indicio de um efeito compensatorio associado ao mecanismo bioldégico
da supersensibilidade dopaminérgica. Além disso, observou-se um aumento na
degradacédo de DA estriatal no grupo sham PSP, porém ndo observada no grupo
OBX PSP. Entretanto, verificou-se uma auséncia de alteragcbes na taxa de
renovacao de DA estriatal entre os grupos sham PSP e OBX PSP, sugerindo que a
restauragdo da resposta de hiperatividade motora tenha sido compensada
plasticamente por esses neurdnios nigroestriatais. Além disso, estudos reportam que
a administracdo de drogas como a imipramina e 0 escitalopram € capaz de
normalizar a resposta de hiperatividade motora induzida pela bulbectomia olfatéria
(Breuer et al. 2007), sugerindo uma possivel participacdo da NA e 5-HT mediando

esse efeito.
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Da mesma forma o comportamento depressivo dos animais bulbectomizados
também foi observado no teste da natacdo forcada, onde foi evidenciada uma
diminuic&o significativa do parametro de natacdo para o grupo OBX controle quando
comparado ao sham controle, assim como dos niveis hipocampais de 5-HT. Por
outro lado, a PSP gerou um efeito antidepressivo ao aumentar o tempo de natacao,
bem como a concentragdo hipocampal de 5-HT, tanto no grupo sham PSP, quanto
no grupo OBX PSP, comparados ao grupo OBX controle. Esse efeito antidepressivo
induzido pela PSP parece ter repercutido até o periodo REB, haja vista 0 aumento
do tempo de natacédo do grupo OBX REB, comparado ao OBX controle, bem como o
aumento da concentracdo de 5-HT hipocampal observada no grupo OBX REB,
comparado ao grupo OBX PSP. Em relacdo ao parametro escalada observamos
uma diminuicdo significativa entre o grupo OBX controle quando comparado aos
grupos sham PSP e OBX PSP, sem alteracfes significativas do neurotransmissor
NA, porém com aumento significativo de seu metabdlito entre o grupo sham controle
e sham PSP e o grupo OBX controle e OBX PSP, da mesma nameira em que
também evidenciamos um aumento significativo na taxa de renovagdo da NA,
hipocampal, entre os mesmos grupos, a tal ponto que apés o periodo rebote
encontramos um aumento significativo de NA entre o grupo OBX rebote quando
comparado ao OBX controle e OBX PSP, e aumento significativo do parametro
escalada entre o grupo OBX REB em relacdo ao grupo OBX PSP, mostrando mais
uma vez que o efeito antidepressivo da PSP repercutiu apés o periodo REB.

Ainda em relacdo ao teste da natacdo forcada, quanto ao parametro
imobilidade, observamos um aumento do tempo de imobilidade apds a cirurgia de
bulbectomia como descrito por outros autores, porém, apds a PSP encontramos
uma reducao significativa da imobilidade no grupo OBX PSP, associados a niveis de
degradacéo, e turnover, de DA hipocampal também significaticamente aumentados
para o grupo sham PSP quando comparado ao grupo OBX PSP. (KINWA;
KUMAR;GARG, 2013; SONG;LEONARD,2005)

O bulbo olfatério constitui uma parte importante do sistema limbico em ratos,
sendo que lesdes ou mesmo a resseccdo do mesmo provoca degradacdo neuronal
e remodelacdo de cadeias neronais para outras areas encefalicas com cértex,
hipocampo, amigdala, locus coeruleos e nucleo dorsal da rafe (HARKIN; KELY
LEONARD, 2003). Dentre essas estruturas o hipocampo sofre grande atrofia

dentritica apdés a bulbectomia olfatéria, modificando sua atividade neuronal levando
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a uma maior vulnerabilidade de seus neurbnios, produzindo o0s prejuizos
comportamentais encontrados nesse modelo de depressado sugerindo uma forte
correlacdo entre os comportamentos tipo-depressivos encontrada e o hipocampo
(JAAKO-MOVITIS et al, 2006).

O efeito antidepressivo promovido pela PSP foi descrito inicialmente por
Vogel (1975) em que evidenciou uma melhora nos parametros de humor de
voluntarios sendo comparaveis aos efeitos produzidos por antidepressivos com uma
magnitude semelhante. Em geral, a melhora clinica pode ser detectada pelos sinais
e sintomas de depressdo através de testes subjetivos (GIEDKE; SCHWARZLER
2002), incluindo um rapido aumento nos niveis de BDNF circulante. Esse fator
neurotrofico esta diretamente relacionado as alteracbes na plasticidade neuronal,
sendo que ele tem sido implicado tanto na etiologia depressdo quanto nos
mecanismos de acdo de drogas antidepressivas (NIBUYA et al, 1999; CASTREN;
RANTAMAKI, 2009). Nesse sentido, Gorgulu e Caliyurt submeteram 22 voluntarios
deprimidos a 48 horas de privacdo de sono total e compararam os efeitos deste
protocolo a um outro grupo de 19 voluntarios também deprimidor tratados
exclusivamente com sertralina. Eles identificaram um aumento sinérgico do BDNF
sérico dos individuos tratados com sertralina mais privacdo de sono total, quando
comparado ao grupo tratado apenas com sertralina (GORGULU;CALIYURT, 2009).

A guantidade e o tempo de sono rebote parecem ser fatores que influenciam
a resposta a privagdo de sono (GIEDKE et al, 1992), fato este também evidenciado
em nosso estudo em que os niveis de BDNF na SNpc foram significativamente
aumentados no grupo OBX PSP comparado ao grupo OBX controle, efeito este que
perdurou até o periodo de sono rebote. Em concordancia com esse resultado,
descreve-se na literatura que a PSP pode aumentar os niveis de fatores
neurotroficos no encéfalo, mais especificamente do BDNF, onde este apresenta uma
estreita ligacdo com a 5-HT (MARTINOWICH ; LU , 2008). BDNF e 5-HT sao
moléculas distintas, mas que desempenham papéis reguladores em muitas funcdes
neuronais, incluindo a sobrevivéncia, a neurogénese e a plasticidade sinaptica,
sendo uma caracteristica comum a capacidade de regular o desenvolvimento e a
plasticidade de circuitos neurais envolvidos em distarbios de humor tais como a
depressdo (MARTINOWICH ; LU , 2008). O BDNF promove a sobrevivéncia e
diferenciacdo de neurbnios serotoninérgicos, com alteracdes especfficas do sono

onde apesar de queixarem-se de sonoléncia, os pacientes deprimidos apresentam
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uma melhora significativa de humor depois de uma noite de privacdo de sono
(ADRIEN, 2002).

A melhora do humor deprimido promovida pela PSP parece ser de mesma
magnitude que aquela gerada por drogas antidepressivas, sendo que a eficacia
dessas drogas parece estar positivamente relacionada com a capacidade delas em
gerar redugcbes de sono paradoxal (Vogel 1983). Além disso, observou-se que
administracdes agudas de fluoxetina em ratos foram capazes de gerar um efeito
muito similar sobre o0 sono que outros antidepressivos, ou seja, supressdo do sono
paradoxal (Wang et al. 2012).

Para confirmar a relacédo entre o0 comportamento tipo-depressivo, a expressao
de BDNF nigral e os niveis de 5-HT no hipocampo, foi utilizado o teste de correlacao
de Pearson que demonstrou haver, para o grupo sham uma fraca correlacdo
negativa entre os niveis de BDNF nigral e o comportamento de natacdo ao longo
dos diferentes periodos analisados (PSP e REB). Entretanto, a mesma analise
revelou haver uma inversao desse padrao, ou seja, sugerindo que a bulbectomia
olfatoria foi capaz de promover um aumento dos niveis de BDNF na SNpc que foram
responsaveis pelo aumento no tempo de natacdo desses animais. Além disso, esse
efeito antidepressivo atribuido a PSP foi detectado maximamente no periodo REB,
indicando uma modulagéo prolongada desse efeito antidepressivo. Esse resultado €
confirmado por outros dados que apontam que pacientes deprimidos apresentam
melhora de humor apenas apos o periodo de REB (Giedke et al. 1992). A correlacdo
entre os niveis nigrais de BDNF e a concentracdo de 5-HT hipocampal apontam que
0 mesmo tipo de efeito foi detectado, ou seja, a ocorréncia de uma correlacao
positiva e mais forte (e estatisticamente significativa) mediante a ocorréncia da
bulbectomia olfatéria. Sugerindo, portanto, que quanto maiores a expressao de
BDNF na SNpc maiores devem ser as concentracdes hipocampais de 5-HT, sendo
este efeito ser produto da PSP e REB no grupo OBX.

Por fim, a correlacdo estabelecida entre o parametro da natacdo e os niveis
hipocampais de 5-HT indicam haver uma forte correlagdo positiva entre tais
parametros, mediante a PSP e o periodo REB para o grupo OBX. Nesse sentido,
dados da literatura apontam que a PSP por 24 h (realizada através do método do
disco) promoveu um aumento da 5-HT hipocampal apés o periodo de privacdo e de
rebote (LOPEZ-RODRIGUES et al, 2003). Outro trabalho demonstrou que a

privacdo de sono total por 12 h, pelo método do gentle handling, promoveu um
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aumento na proliferacdo neuronal no giro denteado observado 15 e 30 dias apds o
periodo de privacdo de sono, sugerindo um efeito dessa manipulagdo sobre a
maturacéo de neurénios, bem como neurogénese hipocampal (ZUCCONI, 2006).
Tomados em conjuto, esses resultados sugerem que a PSP parece ser capaz
de promover um efeito antidepressivo associado ao aumento da expressao nigral de
BDNF, bem como gerando aumento nas concentragdes hipocampais de 5-HT,
ambos promovendo um impacto comportamental de aumento do parametro natacao.
Entretanto, esse efeito antidepressivo parece ocorrer apenas mediante a presenca
de um insulto gerador de alteracbes (moleculares e comportamentais) que
mimetizem a depressdo, como a bulbectomia olfatria. Do contrario, a PSP parece
ndo promover alteracdes benéficas nesses parametros, fato este demonstrado pelas
correlacbes negativas evidenciadas nos grupos sham. O mecanismo neurobiolégico
comum resultante do tratamento farmacolégico com antidepressivos mediante PSP
sugere, portanto, que a reducdo do sono (particularmente do sono paradoxal), ou
mesmo a insbnia manifestada clinicamente em grande parcela de pacientes
deprimidos, possa ser um mecanismo compensatério endégeno que teria mais um

papel terapéutico do que meramente patolégico (ADRIEN, 2002).
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8. CONCLUSOES

Os achados obtidos a partir do modelo de depressdo induzido por
bulbectomia olfatéria confirmam os efeitos antidepressivos promovidos pela PSP, os
quais estdo correlacionados com aumentos na transmissdo serotoninérgica
hipocampal, bem como a elevacédo da expresséo nigral do BDNF como sumarizados

a sequir:

A bulbectomia olfatéria foi capaz de promover alteracdes tipo-depressivas,

caracterizando-se como um modelo animal de depresséao

e A PSP, de acordo com o protocolo utilizado, foi capaz de gerar efeitos
antidepressivos no teste da natacdo forcada modificada que foram detectados

inclusive ap0s o periodo REB

e Os resultados sugerem que todas as monoaminas avaliadas sofreram alguma
modulacdo mediante os periodos de PSP e REB testados, em decorréncia da
bulbectomia olfatoria, sendo a 5-HT o neurotransmissor mais relacionado com

o efeito antidepressivo observado

e O BDNF apresentou uma reducdo de sua expressdo na SNpc frente a
bulbectomia olfatéria que foi revertida pela PSP, sendo que esse efeito se
manteve apos o periodo REB

Entretanto, esses mecanismos associados ao efeito antidepressivo da PSP
parecem ocorrer apenas mediante a presenca de um insulto que mimetize a
depressao, como a bulbectomia olfatéria. Esses resultados vdo ao encontro a outros
estudos que comprovam que a PSP ser utilizada como uma estratégia terapéutica
para a depressdo. Mas principalmente, o presente trabalho sugere, por meio de
fortes evidéncias, um mecanismo desencadeado pela PSP que pode explicar, pelo

menos em parte, a relacdo neurobiologica entre a depresséo e o sono paradoxal.
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