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RESUMO

O papel fisiolégico das hipocretinas no ciclo sono-vigilia e principalmente
na manutencado da vigilia € bem estabelecido, assim como o seu envolvimento na
fisiopatologia da narcolepsia. Pacientes narcolépticos com baixos niveis de
hipocretina exibem depressdo clinica e os pacientes com depressdo maior
apresentam diversas alteracdes na arquitetura do sono. Devido a essas
evidéncias clinicas e ao possivel efeito antidepressivo desses neuropeptideos em
ratos privados de sono REM, o objetivo desse estudo foi observar se ha
alteracdes nos niveis de hipocretina-1 no estado depressivo induzido num modelo
animal e ap6s o tratamento com drogas antidepressivas. Foram usados ratos da
linhagem Wistar com 3 meses de idade e realizados dois experimentos: no
primeiro, os animais foram tratados durante 21 dias com drogas antidepressivas
(fluoxetina e imipramina) e no segundo os animais foram submetidos a um
protocolo de estresse brando cronico utilizado como modelo animal de depresséo
e tratados com o antidepressivo triciclico imipramina. No primeiro experimento
observamos que somente 0s animais tratados com imipramina tiveram os niveis
de hipocretina-1 aumentados. No segundo experimento, 0os animais submetidos
ao modelo animal de depressao apresentaram niveis mais baixos de hipocretina,
0S quais aumentaram apoés tratamento com imipramina. Esses resultados
sugerem que o sistema hipocretinérgico pode ser um dos fatores envolvidos na
fisiopatologia da depressédo e que drogas agonistas de hipocretina podem ter

efeito antidepressivo.

Apoio financeiro: AFIP; FAPESP.
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1. INTRODUCAO

1.1. Depressao

Os transtornos do humor sdo as mais prevalentes formas de disturbios
psiquiatricos. As formas mais severas de depressdo afetam de 2 a 5% da
populacdo americana e mais de 20% apresenta a forma mais branda (Blazer,
2000 apud Nestler et al., 2002).

Desde a década de 60, a depressdo tem sido diagnosticada baseada nos
critérios diagndsticos do Diagnostic and Statistical Manual IV (DSM-1V). Os casos
mais brandos sé&o classificados como distimia, embora ndo exista uma distingdo
clara entre as duas. Diferente da maioria das patologias, o diagndstico da

depressao é baseado em sintomas (Quadro 1) e ndo em exames diagnosticos.

Quadro 1: Critérios diagnosticos para depressao maior.
Hurmor deprimido

Irritabilidade

Baixa auto-estima

sentimentos de desesperanca, desvalorizagio e culpa
Diminuigéa ou aumento do apetite

FPerda ou ganho de peso

Insdnia ou hipersaonia

Fouca energia, fadiga ou agitagao

Diminuigdo da interesse par estimulos prazerosaos (anedaonia)

Fensamentos recorrentes de more e suicidio

Fonte: DSM-IV (2000).
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Introducéao

A depressédo nao deve ser vista como uma doenca simples, mas como um
transtorno do humor de causa multifatorial e fisiopatologia complexa. Devido a
essa complexidade, surgiram diversas teorias e hipdteses que tentavam explicar
como se estabelecia a depressdo. Por isso, a pesquisa da depressao teve, no
decorrer das décadas, diversos focos:

* As monoaminas;
* O hipocampo;
» Os fatores neurotroficos;

» O sistema de recompensa do cérebro.

Baseado nisso se propunha uma teoria, que posteriormente recebia criticas
e as pesquisas tomavam um rumo diferente, encontrava-se um novo foco, uma
nova hipétese e mais criticas. Entretanto, todas as hipéteses e teorias ndo sao
idéias completamente desconexas, elas se completam. Porém, sdo necessarias
ainda muitas décadas de pesquisa para um melhor entendimento dos circuitos
neurais que controlam o humor em condicdes normais e como ocorrem as

alteracOes observadas na depressao e em outros transtornos do humor.
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Introducéao

1.1.1. As monoaminas

A historia do tratamento da depressdo comecou na década de 50, durante
a qual foi desenvolvido um farmaco para o tratamento da tuberculose. O
tratamento com esse farmaco melhorava os sintomas de humor em pacientes
com tuberculose e depressdo. Um ano depois, descobriu-se que este
medicamento era capaz de inibir a enzima de degradagédo das monoaminas - a
monoaminoxidase (MAO) (Delay et al., 1952 apud Nestler et al., 2002).

Poucos anos depois, o antidepressivo imipramina, um composto triciclico
com estrutura semelhante ao antipsicotico clorpromazina foi descoberto
acidentalmente. Estes agentes farmacoldgicos possuem a capacidade de inibir a
recaptacdo de noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) pelo neurbnio pré-
singptico. Alguns antidepressivos triciclicos bloqueiam a recaptacdo de
noradrenalina e serotonina (imipramina e amitriptilina), outros s&o mais seletivos
no bloqueio da recaptacdo de 5-HT (clormipramina) ou NA (desipramina) (Tabela

1) (Millan et al., 2000).
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Introducéao

Tabela 1: Influéncia dos antidepressivos triciclicos e inibidores da recaptacdo de
serotonina nos niveis de serotonina e noradrenalina.

Dose
Classe  Principio ativo (mg/kg) 5-HT NA
SSRI Fluoxetina 10,0 " 1
SSRI Citalopram 2,5 " 0
SSRI Paroxetina 10,0 " 0
SSRI Sertralina 10,0 " 1
SSRI Duloxetina 5,0 1 "
SSRI Venlafaxina 10,0 " "
Triciclico Clormipramina 10,0 ™" ™1
Triciclico Imipramina 10,0 1 "

Legenda: 1 aumento de 150 a 250% comparado as niveis basais (definido como 100%), 11
aumento de 250 a 400% e 111 aumento superior a 400%. Fonte: Adaptado de Millan et al., 2000.

Depois dessas descobertas, surgiram diversos antidepressivos (Quadro 2),
incluindo os inibidores seletivos da recaptacéo de serotonina (Serotonin-selective
reuptake inhibitors - SSRIs) (paroxetina e fluoxetina) que foram introduzidos na
década de 90 (Fuller, 1995).

Embora essas classes de farmacos sejam de estruturas quimicas
diferentes e atuem em lugares diferentes nos neurénios monoaminérgicos, todos
eles possuem uma propriedade em comum, aumentar os niveis das monoaminas
na sinapse de maneira aguda. Alguns antidepressivos (triciclicos, SSRIs e
inibidores da recaptacao da NA) bloqueiam a recaptacéo de certas monoaminas,
aumentando sua disponibilidade na sinapse. Outros, como os inibidores da MAO
(IMAOSs) inibem o metabolismo intraneuronal das monoaminas pela inibicdo da
MAO, aumentando a quantidade de monoaminas estocadas nas vesiculas e

liberadas por exocitose na fenda sinaptica (Fig. 1) (Svensson, 2000).
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Introducéao

Quadro 2: Mecanismos de ac¢do dos antidepressivos.

Tipo de Tratamento Mecanismo de Agao
Medicameantose
Triciclicos Inihigdo da recaptagdo de serotonina e naradrenalina

Inibidores seletivos da recaptagdo Inibigdo seletiva da recaptagdo de serotonina
de serotoning (15RSs)

Inibidares da recaptagio de Inihigdo seletiva da recaptagfo de noradrenalina

noradrenaling (IRMS)

Inibidores da recaptagio de Inibig&o da recaptagio de serotonina e noradrenaling

serotonina e noradrenalina (IRSME)

Inibidores da MAD Inibigao da MAO.. Inibigdo da MAOE ndo possui efeito
antidepressivo.

Litio Foszsui muitas agdes moleculares (inibigio da fosfatidil

inosital fosfatase, adenil ciclases, quinase glicogénia sin-
tase 3fi e proteinas 5). Porem, como essas agdes sao
respansaveis pelos efeitos antidepressivos permanece
desconhecido.

Antidepressivos atipicos Desconhecido. Embora essas drogas tenham mecanis-
mas monoaminérgicos (por exempla, buprapiana inibe a
recaptagio de dopamina, mirtazapina é antagonista de
oz, & tianeptina @ um ativador de recaptagao monoami-
nergica), estas agdes ndo estao envolvidas no efeito anti-

depressivo.
MEo medicamentoso
Terapia eletrocorvulsiva Estimulagdo cerebral generalizada
Estimulagan eletromagnética Indugdn de correntes elétricas e despolarizagdo neuranal
Estimulagao vagal Desconhecido
Psicoterapias hMecanismo exato ainda desconhecido. Envolve aprendiza-

gem de nowvas maneiras de coma lidar cam os problemas

Fonte: Adaptado de Berton & Nestler, 2006.

Por outro lado, farmacos que causam deplecdo monoaminérgica (por
exemplo, o anti-hipertensivo reserpina) podem induzir depressao (Goodwin &

Bunney, 1971).
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Figura 1: Esquema representando um neurdnio monoaminérgico e os 3 principais alvos
do mecanismo de acao dos antidepressivos (Modificado de Elhwuegi, 2004).

Por meio da observacdo que a depressdo pode ser tratada com estes
medicamentos, pode-se suspeitar da fisiopatologia da depressdo baseada no
mecanismo de acdo desses farmacos. A teoria monoaminérgica propunha que a
depresséao ocorria devido a uma deficiéncia na atividade monoaminérgica cerebral
e que poderia ser tratada com drogas que aumentassem essa atividade

(Schildkraut, 1965).
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Porém, essa teoria sofreu diversas criticas, pois ndo explicava varios fatos
(Baldessarini, 1989):

» Drogas como cocaina e anfetamina aumentam a atividade
monoaminérgica, mas ndo sao clinicamente efetivas como
antidepressivos;

* Nem todos os pacientes com depressado respondem a todos os
antidepressivos;

* As mudancas nos niveis de monoaminas na sinapse ocorrem em
algumas horas depois da administracdo do antidepressivo, mas a

resposta terapéutica requer a administragdo continua por semanas.
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1.1.2. O Hipocampo

Um mecanismo pelo qual o cérebro reage ao estresse agudo ou crbénico é
a ativacao do eixo hipotalamo — pituitaria (hipofise) — adrenal (HPA). Os neurdnios
do nucleo paraventricular (paraventricular nucleus - PVN) do hipotdlamo secretam
o fator liberador das corticotrofinas (corticotropin-releasing factor - CRF), o qual
estimula a sintese e liberagdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(adrenocorticotropin hormone — ACTH) pela pituitaria anterior (adenohipoéfise). O
ACTH por sua vez, estimula a sintese e a liberacdo de glicocorticéides (cortisol,
nos humanos; corticosterona, nos roedores) pela camada cortical da glandula
adrenal. Os glicocorticéides exercem efeitos no metabolismo e também afetam o
comportamento, pois atuam em diversas regides cerebrais (Nemeroff, 1996;
Pariante & Miller, 2001).

A atividade do eixo HPA é controlada por varias vias cerebrais, incluindo o
hipocampo (o qual exerce uma influéncia inibitéria nos neurénios do PVN que
secretam o CRF) e a amigdala (que exerce uma influéncia excitatéria direta) (Fig.

2) (Sapolsky, 2000).
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Os glicocorticéides, por regularem os neurdnios hipocampais e do PVN,
exercem um poderoso feedback no eixo HPA. Niveis de glicocorticéides um
pouco acima do normal podem aumentar a inibicdo hipocampal e da atividade do
eixo HPA. Isso pode também aumentar a funcédo hipocampal e promover certas
habilidades cognitivas. Porém, um aumento sustentado de glicocorticoides,
observado em situacdes de estresse severo e/ou prolongado pode danificar os
neurénios hipocampais, principalmente os neurdnios piramidais da regidao 3 do
corno de Amon (CA3) (Bremner et al., 2000). A natureza precisa do dano ainda
permanece desconhecida, mas pode envolver uma reducdo na arborizacao
dendritica e uma perda de espinhas dendriticas altamente especializadas onde
estes neurbnios recebem sinapses glutamatérgicas (McEwen, 2000; Sapolsky,
2000).

O estresse e a hipercortisolemia resultante também reduz a formacao de
novos neurdnios da camada granular no giro denteado do hipocampo (Fuchs &

Gould, 2000).
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Figura 2: Esquema representativo da regulacdo do eixo HPA. Os neur6nios do nucleo
paraventricular (PVN) recebem aferéncias excitatérias da amigdala e inibitérias do
hipocampo. O fator liberador das corticotrofinas (CRF) € liberado por estes neurdnios,
gue estimula a adenohipdfise a liberar o horménio adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH
por sua vez, estimula a adrenal a liberar os glicocorticoides que inibem a sintese e
liberacdo do CRF e do ACTH (Modificado de Nestler et al., 2002).
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Independente da natureza do dano, o estresse parece reduzir 0 controle
inibitério que o hipocampo exerce sobre o eixo HPA, o qual pode aumentar os
niveis de glicocorticoides circulantes e consequentemente danificar o hipocampo.
Tal feedback positivo com consequiéncias patolégicas tem sido associado a
fisiopatologia da depressdo. Uma ativacdo anormal do eixo HPA é observada em
aproximadamente metade dos individuos com depressdo e esta alteracdo €
revertida com o tratamento antidepressivo (Arborelius et al., 1999; Holsboer,
2001).

Em modelos animais, varias classes de antidepressivos revertem os efeitos
de diminuicdo de arborizacdo dendritica e de neurdnios piramidais do hipocampo
induzidos pelo estresse (Fig. 3) (Kuroda & McEwen, 1998; Norrholm & Ouimet,

2001; Dranovsky & Hen, 2006).
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Figura 3: Efeitos do estresse e do tratamento antidepressivo no giro denteado e CA3 de
ratos. O esquema mostra um corte coronal do cérebro. Os quadrados na parte superior
mostram o giro denteado do hipocampo com novos neurdnios resultantes do tratamento
antidepressivo ap0s a reducao neuronal devido ao estresse. Os quadros da parte inferior
da figura mostram um neurdnio piramidal do CA3 com proje¢8es apicais (vermelho) e
basais (cinza). O estresse reduz a arborizagdo dos dendritos apicais e esse efeito é

revertido pelo tratamento antidepressivo com tianeptina (Modificado de Dranovsky & Hen,
2006).

Baseado na funcdo exercida pelo hipocampo em condi¢cbes normais, um
dano nessa regido pode contribuir com algumas anormalidades cognitivas
observadas na depresséao. O tratamento antidepressivo pode atuar na reversao
dessas alteracOes através de mecanismos celulares e moleculares induzidos pelo

aumento da neurotransmissdo monoaminérgica.
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1.1.3. Os fatores neurotroficos

Os efeitos patologicos do estresse no hipocampo tém contribuido para uma
hipétese recente, que propbe um papel para os fatores neurotréficos na

fisiopatologia da depressao e no seu tratamento (Duman et al., 1997; Altar, 1999).

Os fatores neurotroéficos foram inicialmente caracterizados por regularem o
crescimento neural e a diferenciagdo durante o desenvolvimento, porém,
atualmente sabe-se que eles também sdo importantes reguladores de
plasticidade de neurdnios e células da glia. A hipotese neurotrofica da depresséo
propbée que uma deficiéncia no suporte neurotréfico pode contribuir com a
alteracdo hipocampal durante o desenvolvimento da depressdo. Esta hipdtese
esta focada no brain-derived neurotrophic factor (BDNF), um dos fatores
neurotréficos mais abundantes no cérebro adulto. Estresse agudo ou crénico
diminui os niveis de BDNF no giro denteado e na camada piramidal do
hipocampo. Essa reducdo parece ser mediada parcialmente via glicocorticoides
induzidos pelo estresse e parcialmente por outros mecanismos ainda

desconhecidos (Smith et al., 1995).
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A administracdo crbnica de todas as classes de antidepressivos aumenta a
expressdo de BDNF em regifes hipocampais e pode prevenir a diminuicdo de
BDNF induzida pelo estresse (Nibuya et al.,, 1995). Segundo Shirayama et al.
(2002) a administracdo de BDNF no giro denteado e no CA3 produz efeitos
antidepressivos em ratos submetidos ao teste de nado forcado.

O aumento de BDNF pelo tratamento antidepressivo €, em parte, mediado
pelo fator de transcricdo cCAMP response element binding protein (CREB) (Fig. 4)
(Nair & Vaidya, 2006).

Juntos, esses achados confirmam a possibilidade de que o aumento dos
niveis de BDNF induzido pelo tratamento antidepressivo pode ajudar no reparo
dos danos a neurdnios hipocampais induzidos pelo estresse e protegem estes de
futuros danos. Esse fato pode explicar porque a resposta terapéutica aos
antidepressivos é crbnica, pois seria necessario um tempo para que 0s niveis de

BDNF gradualmente aumentassem e exercessem seu efeito neurotroéfico (Fig. 5).
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Figura 4: Mecanismos neurotréficos na depressdo. A figura a esquerda mostra um
neurdnio piramidal, suas aferéncias monoaminérgicas, glutamatérgicas e de outros
neurdnios e sua regulacéo pelo BDNF. A figura central mostra que a depressdo causa
mudancas nesse neurbnio incluindo uma reducdo na arborizacdo dendritica e na
expressao de BDNF (que pode ser um dos fatores responsaveis pelos efeitos causados
nos dendritos). A reducéo de BDNF é mediada parcialmente pelo aumento excessivo dos
glicocorticdides, o qual pode interferir com 0s mecanismos transcricionais (como o CREB)
gue controlam a expressdo de BDNF. Como mostrado na figura a direita os
antidepressivos possuem um efeito oposto: aumentam a arborizacdo dendritica e a
expressao de BDNF nos neurénios hipocampais (Modificado de Nestler et al., 2002).
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Figura 5: Cascata intracelular induzida pelo tratamento antidepressivo com consequente
producdo de BDNF. A maioria dos antidepressivos aumenta 0s niveis sinapticos de
monoaminas como a noradrenalina e a serotonina pelo bloqueio da degradacdo
enzimatica pela MAO ou pelo bloqueio da recaptacdo do neurotransmissor através do
transportador (SERT). Isso leva a ativagcdo da proteina Gs, producdo de AMPc e
ativacdo da proteina quinase A (PKA) a qual resulta na expressdo de BDNF através do
CREB (Modificado de Alt et al., 2006).
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Porém, alguns estudos mostram resultados que contestam essa teoria:

Kuroda & McEwen (1998) relataram que a habilidade dos
antidepressivos em reverter as alteracdes dendriticas em CA3
causadas pelo estresse ndao € mediada pelo BDNF.

Camundongos knockout para CREB que n&o apresentam inducao
de BDNF no hipocampo, quando submetidos ao teste de nado
forcado e tratados apresentam respostas antidepressivas normais

(Conti et al., 2002).
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1.1.4. O sistema de recompensa do cérebro

Recentemente, tém aumentado o reconhecimento da importancia do papel
exercido por algumas estruturas subcorticais na regulacdo da motivagdo, sono,
apetite, balanco energético, ritmos circadianos e respostas aos estimulos
prazerosos e aversivos. Alteracbes desses processos fisiologicos e
comportamentais sdo frequentemente observadas na depressdo, segundo 0s
critérios diagndsticos mostrados pelo DSM-IV (2000). Estruturas como o nucleo
accumbens (NAc), o hipotalamo e a amigdala sdo importantes no controle do

humor, o que sugere uma participacéo na fisiopatologia da depresséo.
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Nucleo accumbens

O nucleo accumbens é o alvo do sistema dopaminérgico mesolimbico. Este
ndcleo recebe projecbes axonais que se originam na area tegmental ventral
(ventral tegmental area — VTA) que também se projetam para outras estruturas
limbicas, incluindo a amigdala e regides limbicas do neocortex. Este nucleo e
seus inputs dopaminérgicos exercem um papel importante no mecanismo de
recompensa. Todas as drogas de abuso aumentam a transmissao dopaminérgica
no NAc, o qual participa dos efeitos de prazer e recompensa causados pelas
drogas (Koob et al., 1998; Wise, 1998).

As drogas de abuso ativam o CREB no NAc, esse aumento da atividade do
CREB nesta regiao diminui a responsividade a outros estimulos, enquanto que a
diminuicdo de CREB possui um efeito oposto (Carlezon et al., 1998; Berke &
Hyman, 2000; Nestler, 2001).

Segundo Pliakas et al. (2001) o aumento de CREB no NAc também ocorre
na resposta ao estresse agudo e crbnico. Juntos, esses achados sugerem que o
CREB no NAc controla a responsividade comportamental a estimulos emocionais
em geral, pois 0 aumento de CREB observado apds o estresse ou a exposicao a
uma droga pode contribuir em sintomas como a anedonia, observada na
depressao, no estresse pos-traumatico ou em crises de abstinéncia a drogas de
abuso. O gene que codifica o peptideo opidide dinorfina pode ser um alvo no qual
o CREB produz esse fenotipo comportamental (Carlezon et al., 1998; Pliakas et

al., 2001).
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E importante notar que a acio do CREB no NAc é diferente de sua ac¢&o no
hipocampo. Neste ultimo, o CREB induz um aumento de BDNF que exerce seu
efeito neurotrofico e conseqientemente um efeito antidepressivo. Enquanto que
no NAc, o CREB produz efeitos como recompensa as drogas de abuso e a
anedonia, efeitos estes potencializados pelo BDNF. Isso pode explicar porque
camundongos knockout para CREB apresentam respostas antidepressivas
normais em alguns testes comportamentais (Conti et al.; 2002).

Dessa forma, uma molécula pode exercer diferentes papéis em regides
cerebrais distintas, baseados nos diferentes neurdnios e em quais circuitos

neurais eles estao inseridos.
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Amigdala

Os sintomas de ansiedade, medo e respostas anormais a estimulos
prazerosos sdo comuns em muitos individuos com depresséao (DSM-1V).

A amigdala é uma estrutura amplamente conhecida por sua atuacdo na
respostas de medo condicionado. A informacédo relacionada ao medo chega a
amigdala através dos nucleos basal e lateral, esses nucleos projetam para o
nacleo central que projeta fibras (glutamatérgicas ou contendo CRF) para varias
regides cerebrais produzindo os diversos efeitos fisiolégicos e comportamentais
caracteristicos das respostas de medo. Essas projecdes incluem: substancia
cinzenta periaquedutal, hipotalamo lateral, PVN e varios nucleos
monoaminérgicos. Outras regides cerebrais como o nucleo septal e a stria
terminalis, que sdo anatémica e funcionalmente relacionadas a amigdala, também
sao importantes para as respostas de medo e ansiedade (LeDoux, 2000).

O estresse diminui a expressdo de BDNF na amigdala, assim como ocorre
no hipocampo, porém o mecanismo envolvido e suas consequéncias funcionais

permanecem desconhecidos (Smith et al., 1995).
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Hipotalamo

O hipotadlamo € uma estrutura diencefalica altamente complexa que possui
muitas funcdes neuroenddcrinas e neurovegetativas. Apesar de ser estudado na
depressdo em virtude do eixo HPA, diversas regides hipotalamicas que liberam
outros neuropeptideos (que participam do controle do apetite, sono, ritmos
circadianos) permanecem pouco exploradas.

Diversos neuropeptideos relacionados a alimentacdo podem estar
envolvidos na fisiopatologia da depressao.

* O CREF, fator importante na resposta no eixo HPA, é também um
potente anorexigeno (Arborelius et al., 1999; Holsboer, 2001).

* O hormoénio concentrador de melanina (melanin concentrating
hormone — MCH), expresso no hipotalamo lateral é um potente
orexigeno, aumenta o comportamento sexual e reduz a ansiedade.
Seu receptor € abundante no NAc (Ahima & Osei, 2001; Monzon et
al., 2001; Saito et al., 2001).

* A melanocortina (expressa no hipotalamo medial) € um peptideo
anorexigeno e também aumenta o comportamento de ansiedade. O
NAC e o estriado dorsal possuem muitos receptores para

melanocortina (Hsu et al., 2005)

41



Introducéao

* As hipocretinas (também chamadas de orexinas) expressas no
hipotalamo lateral regulam o ciclo sono-vigilia, a alimentacdo, ativam
0s neurdnios dopaminérgicos da VTA, além de outros nucleos

monoaminérgicos (Willie et al., 2001).
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1.2. As Hipocretinas

As hipocretinas séo peptideos neurotransmissores importantes na
regulacdo do ciclo sono-vigilia encontrados em neurdnios localizados no
hipotalamo lateral e que possuem efeitos neuroexcitatorios (De Lecea et al.,
1998).

Estes neurotransmissores foram descobertos no hipotalamo de ratos por
meio da identificacdo de um RNAmM expresso exclusivamente no hipotalamo
lateral, posterior e perifornical. Este RNAmM codificava um prepro-peptideo que
acabava originando estes peptideos neurotransmissores. Baseados na origem
hipotalamica dos neurotransmissores e na sua similaridade ao horménio
secretina, De Lecea et al. (1998) denominaram estes peptideos como
hipocretinas 1 e 2.

Neste mesmo ano, Sakurai et al. (1998) identificaram em seus estudos o0s
mesmos peptideos e receptores através da pesquisa de ligantes enddgenos para
receptores Orfadaos ligados a proteina G. Quando administrados via
intracerebroventricular em ratos, estes peptideos induziam o aumento da ingestao
de alimentos, sendo por esse motivo tais peptideos denominados, pelo grupo de
Sakurai de orexinas A e B (do grego orexis = apetite) e seus receptores OX1R e
OX2R. Estes receptores foram bioquimicamente caracterizados e sua localizacao

mapeada.
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As hipocretinas 1 e 2 sdo derivadas da clivagem de um peptideo precursor,
a prepro-hipocretina. A hipocretina-1 (hcrt-1) nos mamiferos € um peptideo de 33
aminoacidos, enquanto a hipocretina-2 (hcrt-2) possui 28 aminoacidos (Fig. 6) e

ambos peptideos possuem uma amidacao no C-terminal (Sakurai et al., 1998).

Hipocretina-1 Hipocreting-2

Figura 6: Esquema que mostra a seqliéncia de aminoacidos das hipocretinas 1 e 2.
(Spinazzi et al., 2005).
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Estudos anatémicos revelaram que embora os neurénios hipocretinérgicos
estejam localizados numa area restrita do hipotalamo, seus axoénios se difundem
atraves de projecdes densas para diversas areas do cérebro, para outras regides
do hipotalamo, amigdala, sistema limbico, talamo, nucleos subtalamicos,
substancia cinzenta, centros monoaminérgicos como o locus coeruleus (LC),
nacleo tuberomamilar (tuberomammillary nucleus - TMN), VTA, nlcleos da rafe e
outras regides cerebrais (Fig. 7) (Siegel, 1999; Mignot, 2001; Taheri et al. 2002;
Burdakov, 2004).

As hipocretinas possuem efeitos excitatérios e estes efeitos tém sido
relatados no LC, nucleo da rafe, VTA, substantia nigra € TMN (Hungs & Mignot,

2001; Mignot, 2001).
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Figura 7: Esquema que representa o corte sagital de um cértex de rato mostrando a
localizacdo dos neurdnios hipocretinérgicos e suas projecdes (Sakurai, 2005).
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Existem dois receptores das hipocretinas, o Hcrtr-1 e o Hcrtr-2, o primeiro é
seletivo para hcrt-1, enquanto o Hcrtr-2 € nao seletivo para hcrt-1 e hcrt-2
(Sakurai et al., 1998).

O Hcrtr-1 € um receptor do tipo metabotropico, ligado exclusivamente a
proteina Gq atuando na cascata de producdo de inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG) a partir da fosfolipase C. O Hcrtr-2 também trata-se de um
receptor metabotrépico, porém pode estar ligado a uma proteina Gi/o que diminui
a producdo de AMPc ou a uma proteina Gq (Zhu et al., 2003).

Os receptores hipocretinérgicos estdo distribuidos por todas as regides
inervadas, porém a distribuicdo dos receptores é diferente nas varias estruturas
cerebrais: o LC que libera NA possui Hcrtr-1, mas ndo tem Hcrtr-2; ja o TMN que
libera histamina possui Hcrtr-2, porém nao contém Hcrtr-1. Os nucleos da rafe
que libera 5-HT e a VTA que libera dopamina (DA) possuem ambos receptores

(Fig. 8) (Siegel, 1999; Taheri et al., 2002).
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Figura 8. Esquema representativo da prepré-hipocretina, seus peptideos derivados,
receptores e locais de maior expressao dos mesmos (Modificado de Sakurai, 2005).

A combinacdo da descoberta das hipocretinas e da identificagdo de
mutacbes no receptor de hipocretina como causa da narcolepsia canina
mostraram a importancia desse sistema e aceleraram a pesquisa sobre estes

peptideos.
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1.2.1. Fungdes das hipocretinas

Homeostase energética

Estudos fisiolégicos mostram que o0s neurdnios hipocretinérgicos tém
conexdes reciprocas com 0s neurdnios hipotalamicos que contém neuropeptideo
Y, o qual estimula o apetite, sugerindo que as hipocretinas tenham funcdo na
alimentacdo e no controle do metabolismo. A regido hipotalamica, na qual os
neurdnios hipocretinérgicos localizam-se € como um centro de controle do apetite.
A hipoglicemia induzida pela insulina aumenta os niveis do precursor das
hipocretinas (Siegel, 1999; Kilduff & Peyron, 2000; Mignot, 2001).

Devido a essa agao na ingestdo de alimentos, a hcrt-1 foi mensurada em
ratos submetidos a privacdo de alimento por 24 horas. Os niveis de hcrt-1 foram
altos durante a noite, quando esses animais estdo mais ativos; ja durante o dia
houve uma diminuicdo de 40%. Depois de 72 horas sem alimento, nesta mesma
fase, os niveis de hcrt-1 aumentaram a concentragdes similares aquelas vistas
durante a fase na qual os ratos estdo mais ativos, indicando uma importante
ligacdo entre os controles do sono e energético via sistema hipocretina (Fujiki et

al., 2001).
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Promocao da vigilia

O sono possui uma fisiologia complexa, pois varios neurotransmissores e
estruturas cerebrais participam de sua regulacao. Diferentes classes moleculares
(tais como as monoaminas, a acetilcolina, os aminoacidos e os neuropeptideos)
atuam como neurotransmissores, neuromoduladores ou neuro-horménios que
regulam a promoc¢ao e a manutencao da vigilia e certos disturbios do sono.

Uma disfuncdo no sistema hipocretina (deficiéncia do sistema hipocretina
ou mutacdo dos receptores de hipocretinas), leva a uma diminuicdo da atividade
monoaminérgica causando em animais € humanos a sonoléncia diurna excessiva
e a cataplexia (perda abrupta do tbnus muscular tipica do sono REM — rapid eye
movements — durante a vigilia), ambos sintomas da narcolepsia (Lin et al., 1999).
Além disso, os farmacos utilizados para o tratamento deste distirbio aumentam o

tdbnus monoaminérgico (Sakurai, 2002).
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Enquanto o papel das hipocretinas na narcolepsia € bem estabelecido,
muitos dados tém sugerido o envolvimento desses neuropeptideos no sono
normal e na sua regulacéo circadiana (Hungs & Mignot, 2001).

Os neurdnios hipocretinérgicos estdo localizados no hipotalamo lateral e
perifornical, porém estes se projetam para regides importantes no controle do
ciclo sono-vigilia, tais como o LC, VTA, nucleos da rafe, TMN e 0s nucleos
colinérgicos tegmental laterodorsal (laterodorsal tegmental nucleus - LDT) e
nacleo tegmental pedinculo-pontino (pedunculopontine tegmental nucleus - PPT)
(Peyron et al., 1998; Nambu et al., 1999).

Essas projecOes fazem com que a alta quantidade de hipocretinas durante
a vigilia despolarize os centros monoaminérgicos - nucleos da formacao reticular
e TMN, o que leva a alta atividade cerebral pela ativacdo do coértex cerebral (Fig.
9) (Bayer et al., 2001). No sono ndo-REM (NREM), a diminuigdo da atividade da
hipocretina reduz o tbnus monoaminérgico (Fig. 10). No sono REM, esse tbnus
alcanca niveis tdo baixos que ocorre a desinibicdo dos sistemas colinérgicos (Fig.

11) (Hungs & Mignot, 2001; Taheri et al., 2002).
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Figura 9: Vigilia. Os neur6nios hipocretinérgicos no hipotalamo posterolateral (PHL)
estimulam varios sistemas de neurotransmissdo: neurfnios serotoninérgicos na rafe
(DR), noradrenérgicos no locus coeruleus (LC), colinérgicos no prosencéfalo basal (BF) e
LDT/PPT, histaminérgicos no nudcleo tuberomamilar (TMN) e dopaminérgicos nha
substantia nigra e area tegmental ventral (VT). Esses sistemas de neurotransmissao
enviam sinais excitatorios via prosencéfalo e tdlamo para o cortex e inibem os neurdnios
que promovem 0 sono na area pré-optica (VLPO). Neurbdnios glutamatérgicos locais
(LGN) no hipotalamo estimulam os neurdnios hipocretinérgicos através de um feedback
positivo. Os neurbnios hipocretinérgicos também inervam o0s neurbnios motores
(Modificado de Baumann & Bassetti, 2005).
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Figura 10: Sono NREM. Durante o sono NREM, a area pré-optica (VLPO) manda sinais
inibitorios GABAérgicos para: rafe (DR), locus coeruleus (LC), nucleos tegmental
laterodorsal e peddnculo-pontino (LDT/PPT), nucleo tuberomamilar (TMN) e éarea
tegmental ventral (VT). A inibicdo desses sistemas leva a uma desinibicdo reciproca da
VLPO. Os neurdnios hipocretinérgicos, do TMN, da DR e do LC ndo estédo
completamente inativos durante o sono NREM, porém ainda had uma inibicdo dos
neurénios colinérgicos LDT/PPT (que sdo ativos durante o REM) e uma menor
estimulacdo dos neurdnios motores. As linhas pontilhadas significam diminuicdo da
atividade (Modificado de Baumann & Bassetti, 2005).
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Figura 11: Sono REM. Esta fase do sono é controlada por uma interacdo dos neurdnios
colinérgicos dos nucleos tegmental laterodorsal e pedunculo-pontino (LDT/PPT) e os
neurbnios monoaminérgicos. Uma populacao distinta de neurdnios colinérgicos do LDT e
PPT ativam estruturas talamicas (produzindo dessincronizag@o cortical) e neur6nios
medulares (produzindo atonia). Os nucleos monoaminérgicos: rafe (DR), locus coeruleus
(LC), nucleo tuberomamilar (TMN) ficam quase completamente inativos durante o sono
REM. Isso resulta na desinibicdo dos nudcleos colinérgicos LDT e PPT (Modificado de
Baumann & Bassetti, 2005).
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Baseado no fato que as hipocretinas regulam varios sistemas de
neurotransmissao relevantes para o controle da vigilia, estudos concluiram que o
noradrenérgico LC é o principal responsavel pelo efeito promotor da vigilia das
hipocretinas (Hagan et al., 1999; Bourgin et al., 2000).

As aferéncias para o sistema hipocretinérgico também foram estudadas e
segundo Yoshida et al. (2001) os neurénios hipocretinérgicos recebem projecées
vindas do alocortex, claustrum, septo lateral, stria terminalis, substancia cinzenta
periaguedutal, nacleo dorsal da rafe e de muitas regides hipotalamicas tais como
0 nucleo pré-éptico ventrolateral (ventrolateral preoptic nucleus - VLPO), nucleo
dorsomedial, hipotalamo lateral e posterior. Foram observadas também, projecdes
vindas da amigdala, de neurbnios colinérgicos do prosencéfalo basal (LDT e
PPT).

Os nucleos colinérgicos LDT e PPT e os neurdnios hipocretinérgicos
possuem projecdes reciprocas. Entretanto, o LC, o TMN e a VTA que recebem
projecbes hipocretinérgicas, nao enviam projecbfes para esses neurdnios
(Sakurai, 2005).

Projecbes vindas do nucleo supraquiasmatico para estes neurdnios
também sugerem que a atividade hipocretinérgica pode ser modulada pelo
sistema de temporizacao circadiano. Estas projecdes podem fornecer uma pista
ambiental do ciclo claro-escuro para os neurbnios hipocretinérgicos (Yoshida et

al., 2001).
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Portanto, as hipocretinas tém grande efeito sobre a formacao reticular e
consequentemente sobre o tdbnus monoaminérgico e colinérgico durante o ciclo
sono-vigilia, com maxima atividade durante a vigilia e minima durante o sono

NREM (Hungs & Mignot, 2001, Taheri et al., 2002).
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Estabilidade da vigilia

Os neurdnios do LC, dos nucleos da rafe e do TMN possuem padrdes de
disparo dependente do estado comportamental (vigilia/sono). Esses nucleos
apresentam uma alta taxa de disparo durante a vigilia, que diminui durante a fase
NREM do sono e praticamente cessa durante a fase REM (Aston-Jones et al.,
1991; McGinty & Harper, 1976; Steininger et al., 1999).

Esses nudcleos recebem projecbes dos neurdnios hipocretinérgicos e da
area pré-optica ventrolateral (ventrolateral preoptic - VLPO) que também projeta
para os nucleos colinérgicos do prosencéfalo basal. Os neurénios da VLPO fazem
sinapses do tipo simétrica e liberam &acido gama-aminobutirico (GABA), que
hiperpolarizam os neurbnios desses nucleos (Sherin et al., 1998; Steininger et al.,
2001).

Estudos eletrofisiologicos tém identificado que os neurdnios da area pré-
Optica possuem o dobro da taxa de disparo durante o sono, quando comparado a
vigilia (Szymusiak & McGinty, 1989; Szymusiak et al., 1998).

A relacdo entre a area pré-optica e 0s nucleos monoaminérgicos parece
ser reciproca. A area pré-optica é inervada pelos neurdnios histaminérgicos do
TMN, terminais noradrenérgicos do locus coeruleus e serotoninérgicos dos
nucleos da rafe (Chou et al., 2002). Gallopin et al. (2000) registrando neurdnios da
area pre-optica em cortes hipotalamicos mostraram que estes sao inibidos pela
NA e pela 5-HT. Entretanto, ndo foi observada resposta desses neurbnios a
histamina, porém o TMN também possui neurdnios que contém GABA e galanina,

0s quais podem inibir a area pré-optica (Airaksinen et al., 1992).
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Devido a estas evidéncias, Saper et al. (2001) desenvolveram uma
hipétese baseada na mdutua inibicdo entre a area pré-optica e os sistemas de
ativacdo. Quando os neurbnios da area pré-optica disparam rapidamente durante
0 sono, eles inibem os ndcleos monoaminérgicos, desinibindo seu proprio disparo.
Similarmente, quando os neurdnios monoaminérgicos atingem uma alta taxa de
disparo durante a vigilia, eles podem inibir a area pré-optica e consequentemente
desinibir seu proprio disparo. Saper et al. (2001) nomearam este circuito de “flip-
flop”, no qual sdo possiveis apenas dois estados (sono e vigilia).

Individuos com narcolepsia apresentam frequentes transicdes de sono
durante a vigilia e sono fragmentado. Depois da descoberta das hipocretinas e de
suas projecoes, ficou claro que esses neurbnios, assim como a area pré-optica,

inervam varios nucleos monoaminérgicos (Hagan et al., 1999; Brown et al., 2001).
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Recentemente, estudos tém mostrado que os neurbnios hipocretinérgicos
podem influenciar ambos os lados do circuito “flip-flop”: projecdes para os nucleos
monoaminérgicos (aumentando a taxa de disparo desses nucleos) e para a area
pré-optica. Embora, os neurbnios da area pré-optica ndo apresentem receptores
hipocretinérgicos (Chemelli et al.,, 1999), Methippara et al. (2000) injetando
hipocretinas na area pré-optica de ratos observaram que ha um aumento da
vigilia e uma diminuicdo de NREM e REM, sugerindo um mecanismo de acao pre-

sinaptico (assim como ocorre nos neurbnios monoaminérgicos) (Fig. 12).
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Figura 12: Circuito “flip-flop”. Durante a vigilia (a) os neurénios hipocretinérgicos (HCRT)
estimulam os nucleos monoaminérgicos (vermelho) que inibem a area pré-éptica (VLPO)
diminuindo a inibicdo dos neurbnios monoaminérgicos. Como a VLPO nao possui
receptores hipocretinérgicos, os neurénios contendo hipocretinas atuam primariamente
reforcando o tbnus monoaminérgico ao invés de atuar diretamente inibindo a VLPO.
Durante o sono (b), o disparo da VLPO inibe os grupos monoaminérgicos diminuindo sua
prépria inibicdo. Ela também inibe os neurbnios hipocretinérgicos, impedindo a ativacao
monoaminérgica que pode interromper 0 sono. A inibicdo direta matua entre VLPO e os
nucleos monoaminérgicos formam o circuito “flip-flop” que produz transicbes entre os
estados de vigilia e sono. Porém, esse € um circuito instavel. A adicdo dos neurdnios
hipocretinérgicos estabiliza esse circuito. LC, locus coeruleus; TMN, ndcleo
tuberomamilar (Modificado de Saper et al., 2005).
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Este modelo “flip-flop” desenvolvido por Saper et al. (2001) pode explicar
as rapidas intrusbes de REM (durante a vigilia) observadas nos pacientes
narcolépticos. O TMN, o0s nucleos da rafe e o LC contém receptores
hipocretinérgicos, esses nucleos inibem o sono REM. Na auséncia do input
excitatério das hipocretinas, essa influéncia excitatoria fica mais fraca e aumenta

a atividade da area pré-optica que promove mais transicées para o REM.
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1.3. Hipocretinas e Depressao

As hipocretinas tém sido relatadas como tendo efeitos excitatorios em
muitas &reas cerebrais relacionadas ao controle da regulacédo do sono incluindo o
locus coeruleus e os nucleos da rafe. Estes dois nucleos (amplamente inervados
por fibras hipocretinérgicas) ndo sdo apenas ligados ao sono, mas também sdo
areas ligadas a depressao maior (Bourgin et al., 2000; Liu et al., 2002).

Allard et al. em 2004, mostraram que ratos da linhagem Wistar-Kyoto
(WKY) (usado como modelo animal de depressdo por possuir padroes
comportamentais e de sono semelhante aos dos pacientes com depressao),
possuem 18% a menos neurbnios hipocretinérgicos os quais sdao 15% menores
do que os neurdnios observados nos ratos da linhagem Wistar. Em vista desses
resultados Allard et al. (2007) testaram a hipétese que a privacdo de sono poderia
resultar em aumento no numero e tamanho desses neurénios no WKY quando
comparados aos ratos da linhagem Wistar. De acordo com os resultados prévios
0 numero de neurdnios hipocretinérgicos era maior nos ratos Wistar. A privacao
de sono REM produziu um aumento de 20% no nuamero de neurbnios
hipocretinérgicos nos WKY quando comparados aos WKY que ndo foram

privados de sono.
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A reducdo dos niveis de hipocretina é observada na narcolepsia, um
distarbio do sono freqientemente associado com a depressao, pois a cataplexia
(sintoma patognomonico da narcolepsia) e a depressdo sdo tratadas com
farmacos que aumentam a atividade monoaminérgica e afetam a fisiologia do
sono (Salomon et al., 2003).

Padrbes alterados de sono, como alteracbes na continuidade e na
arquitetura do sono sdo frequientemente caracterizadas por uma curta laténcia
para o primeiro episédio de sono REM durante a primeira parte da noite e por um
aumento na fragmentacdo do sono, sdo associados com transtornos do humor,
especialmente com a depressdo. Além disso, a maioria dos pacientes
narcolépticos, cujos niveis de hipocretina estdo diminuidos exibe depressao
clinica. De fato, muitos medicamentos antidepressivos, de diferentes categorias,
exibem uma importante supressao do sono REM (Allard et al., 2004; Cheeta et

al., 1997; Willner, 1984).
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Sabe-se que a privacdo de sono REM tem um efeito antidepressivo tanto
em humanos como em modelos animais de depresséao (Vogel et al., 1980). Dados
recentes constataram que o0s niveis de hipocretina-1 aumentavam em ratos
privados de sono REM pela ativacdo do sistema hipocretina. Apds essa privacao,
quando os animais podiam dormir a vontade e entravam em sono REM, num
processo chamado rebote de sono, ocorria a diminuigdo dos niveis de hipocretina-
1, o que indica a inibicAo do sistema hipocretina; mostrando, assim, sua
importancia na regulacdo do sono. Esse aumento nos niveis de hipocretina-1 no
liquido cefalorraquidiano de ratos com privacdo de sono REM sugere que as
hipocretinas podem estar associadas ao efeito antidepressivo da privacdo de
sono (Pedrazzoli et al., 2004).

Sabendo que a privacdo de sono REM possui feito antidepressivo em
humanos deprimidos (Vogel et al., 1980), que grande parte dos tratamentos com
drogas antidepressivas inibem o sono REM (Vogel et al., 1990) e que 0s niveis de
hipocretina-1 aumentam com a privacdo, este efeito antidepressivo da privacao
poderia estar associado as hipocretinas, desta forma no presente estudo
pretendemos estudar o efeito de tratamentos antidepressivos e de um modelo

animal de depressao nos niveis de hipocretina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Verificar se o sistema hipocretinérgico estd envolvido no tratamento

antidepressivo e em um modelo animal de depressao.

2.2. Objetivos especificos

- Verificar se a administracdo de drogas antidepressivas teria algum
efeito nos niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano de
ratos;

- Observar se ha alteracdo nos niveis desse peptideo no liquido
cefalorraquidiano de ratos submetidos a um protocolo de estresse
brando crénico - modelo animal de depresséo.

- Comparar os niveis de hipocretina-1 dos ratos submetidos ao
estresse brando crénico apds tratamento com antidepressivo com

0S ratos nao tratados.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados no presente trabalho 112 ratos machos da linhagem
Wistar com 90 dias de idade, provenientes do biotério do Departamento de
Psicobiologia da Universidade Federal de S&o Paulo. O estudo foi conduzido
(exceto nos animais submetidos ao protocolo de estresse brando crénico) em um
ciclo claro-escuro de 12:12 (claro das 7 as 19 horas) e temperatura (22 + 2C)
controlados automaticamente. Racdo e &gua foram mantidos a vontade nas
gaiolas padréo de polipropileno. Todos os procedimentos experimentais foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Sao Paulo (Processo CEP n° 0513/06 — Anexo 1).

3.2. Protocolo de Estresse Brando Cronico (EBC)

O regime de EBC causa um sintoma conhecido como anedonia (uma
diminuicdo da responsividade a estimulos prazerosos) que é o principal sintoma
da depressao maior (D’Aquila et al., 1997).

Neste protocolo, os animais sdo submetidos a diversos fatores de estresse
como no procedimento descrito por Willner et al. (1987). Porém, alguns fatores
foram acrescentados do experimento de Moreau et al. (1992) como o pareamento

do bebedouro de sacarose com o bebedouro de 4gua e restricdo de racéo.
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Na primeira semana, 0s ratos foram treinados a consumir uma solucao
palatavel de sacarose e depois submetidos a uma variedade de fatores
estressores brandos. A anedonia foi observada pela redu¢cdo no consumo da
solucéo de sacarose.

Os animais do grupo estresse foram submetidos ao protocolo de EBC
durante 2 semanas. Este protocolo consiste em periodos de privacdo total de
agua, privacao total de comida, gaiola umida, gaiola inclinada entre 45 a 60° dois
ratos por gaiola, som continuo de 85 dB, flanela de gato, luz continua, luz off,
alimento reduzido, garrafa vazia e luz piscante. Os fatores séo alternados durante

a semana conforme o protocolo esquematizado no quadro 3.

Quadro 3: Protocolo de estresse brando crbnico.

DIADA | PRIVACAD | PRIVACAO | GAIOLA| TNCLINAGAO [ DOIS | SOM FLANELA | [UZ TUZ [ALUMENTO | GARRAFA [LUZ
SEMANA |TOTALDE |TOTALDE |UMIDA |DA GAIOLA |RATOS | CONTINUO | DE GATO | CONTINUA | OFF [REDUZIDO |VAZIA | PISCANTE
AGUA | COMIDA 450500 POR |DE8AB
GAIOLA
TEGUNDA- 500 | T Rl
FEIRA l l 15:00
| | 500 10:00
1900 15:00
TERGE- 1 I
FEIRA  [1400 1400 1500 |, [17:00 l 2000 l
, 2300
QUARTA- 1L ERL l PRl
FEIRA  [17:00 17.00 1400, |00:00
| l 1 1000
500 1900 |
QUNTA- (900 |gun RLIR] T EL AL LRI
FEIRA 1400 17.00 ! )
300 2300
1800 l 19.00
TEXTA: | 1| T30 Al T
FEIRA  [1400 1500 1400 1 l
2330 10400 17.00
70 l l
SABADD v l BRI 0 [910
1200 12.00
DOMINGO
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3.3. Coleta do liquido cefalorraquidiano
Os animais foram anestesiados com halotano. O liquido cefalorraquidiano
coletado dos animais através de uma seringa de 1ml foi colocado imediatamente

em gelo seco e depois estocado a -80TC antes de ser analisado.

Fig. 13: Coleta do liquido cefalorraquidiano.
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3.4. Dosagem de Hipocretina-1

A dosagem de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano dos animais foi
feita em duplicata com de kits de radioimunoensaio disponiveis comercialmente

(Phoenix Pharmaceutical, Mountain View, CA, USA).

68



Materiais e Métodos

3.5. Procedimentos Experimentais

3.5.1. Experimento 1

Niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidian o de ratos tratados com
antidepressivos.
Foram utilizados 28 animais divididos em trés grupos denominados grupo

controle (n=6), grupo imipramina (n=9) e grupo fluoxetina (n=13) (Fig. 14).

Drogas antidepressivas: Neste experimento os animais foram tratados com os

antidepressivos imipramina (10 mg/kg/dia) e fluoxetina (10mg/kg/dia)
intraperitonialmente (i.p.) durante 21 dias. Os animais do grupo controle

receberam solucao salina (0,9%) via intraperitonial também durante 21 dias.

Ratos WWistar

<N

CONTROLE (T) FLUDKETIMNA (W11 RAM A,

Figura 14: Desenho experimental (experimento 1).
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3.5.2. Experimento 2

Niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidian o de ratos submetidos a
um protocolo de estresse brando cronico tratados co m antidepressivo
triciclico e nao tratados.

Foram utilizados 84 ratos Wistar machos que foram treinados a consumir
uma solucéo palatavel de sacarose (1%). O consumo de sacarose foi mensurado,
em intervalos semanais durante o experimento. Neste experimento, 0s animais

foram colocados em gaiolas individuais (Fig. 15).

Grupo _controle: este grupo foi submetido a um ciclo claro-escuro de 12:12 e

recebeu comida e agua a vontade, e nao teve nenhum contato com o grupo que
foi submetido ao protocolo de estresse. Esse grupo foi subdividido em dois
grupos: um que recebeu tratamento com o antidepressivo triciclico imipramina

(n=22) e outro que nao foi tratado (n=20).

Grupo _depresséo: foi submetido a um protocolo de EBC e que também foi

subdividido em dois grupos, um deles foi tratado com imipramina (n=22) e o outro

nao recebeu nenhum tipo de tratamento (n=20).
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Figura 15: Desenho experimental (experimento 2).
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Teste de consumo da solucdo de sacarose: 0S animais tiveram 0 consumo
mensurado todas as tercas-feiras as 14hs. Os dois bebedouros (um com agua e
outro com a solucéo de sacarose) eram colocados ao mesmo tempo nas gaiolas
para que os animais ndo fossem induzidos a consumir o conteado do primeiro

bebedouro inserido na gaiola.
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3.6. Andlise estatistica

Os valores de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano foram
comparados entre os grupos usando o teste ANOVA de uma via. Quando
necessario foi usado o teste post-hoc de Duncan. Foi usado o nivel de
significancia p<0,05 para todos os experimentos. Os calculos foram realizados

usando o programa StatSoft®.
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4. RESULTADOS

4.1. Experimento 1

Niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidian o de ratos tratados com

antidepressivos.

As hipocretinas tém uma variagdo diaria, apresentando niveis baixos
durante o dia e atingindo niveis mais altos a noite. Nesse experimento o liquido
cefalorraquidiano foi coletado as 15hs, 8 horas depois das luzes do biotério terem

sido acesas, Zeitgeber 8 (ZT 8).

4.1.1. Niveis de Hipocretina-1

Nesse experimento foi observado que os niveis de hipocretina (pg/ml)
aumentam quando 0s animais sao tratados com imipramina (878,61+57,5)
guando comparado aos animais do grupo controle (741,94+91,1; p=0,003).
Enquanto no grupo tratado com fluoxetina ndo houve alteracdo estatisticamente
significante (719,05£97,6) em comparacdo com o grupo controle (p=0,58) (Fig.

17).
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Figura 16: Niveis de hipocretina-1 (pg/ml) em animais controles (tarde): n=6 e tratados
com imipramina (n=9) e fluoxetina (n=13). * difere do grupo controle (p<0,005). Valores
expressos em média + EP.
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4.2. Experimento 2

Niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidian o de ratos submetidos a
um protocolo de estresse brando cronico tratados co m antidepressivo

triciclico e nao tratados.

4.2.1. Consumo de solucéo de sacarose 1%

Na primeira semana do experimento 0s animais receberam a solucéo de
sacarose 1% para reduzir a neofobia. Ao final da primeira semana, foi feito o
primeiro teste de consumo e a partir da segunda semana o teste de consumo foi
feito semanalmente.

No teste de consumo, os bebedouros com agua e sacarose 1% foram
pesados antes e depois do teste. Com isso, obteve-se a quantidade ingerida de
cada bebedouro (dgua e sacarose 1%) e o indice de consumo de sacarose de

cada rato através da formula:

Consumalesacarose

indice= -
Consumalesacaroser Consumaleagua
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Quando o indice foi igual a zero ndo houve consumo da solucdo de
sacarose e quando foiigual & 1,0 sé houve o consumo da solucéo de sacarose.

Para evitar que o grupo que fosse submetido ao protocolo de EBC e o
grupo controle consumissem diferentes quantidades da solucédo doce, os animais
foram divididos em dois grupos baseado no consumo da solucdo de sacarose a
fim de obter dois grupos com média de consumo semelhante: grupo controle e
grupo depresséao (grupo que posteriormente foi submetido ao EBC).

Nos dois grupos a média de consumo de sacarose foi semelhante (15,04
no grupo controle e 15,06 no grupo depresséo; p=0,98) (Tabela 2).

O indice de consumo de sacarose foi de 0,70 nos dois grupos. Portanto, o
grupo controle e o grupo que seria submetido ao protocolo de EBC iniciaram o
experimento com o0 mesmo indice de consumo.

ApoOs o balanceamento dos grupos, o grupo controle foi para uma sala
onde receberia racdo e 4gua ad libitum, ciclo claro-escuro 12:12, temperatura

controlada de 22 +2 ° C e néo teria contato com o grupo depressao.
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Tabela 2 — Consumo da solucdo de sacarose (ml) do inicio do experimento até a
segunda semana. Na primeira e segunda semanas o0 grupo Depressdo ja estava
submetido ao protocolo de EBC.

Inicio do
Grupos 12, Semana 22 Semana
Experimento

Controle
15,04+0,9 14,27+0,85 16,51+0,87
(n=42)

Depresséao (EBC)
15,06+0,9 11,44+0,89 9,04+0,74
(n=42)

Valores expressos em média + EP.

A partir da terceira semana, o grupo controle foi subdividido em 2 grupos:
controle salina (CS) e controle imipramina (Cl). O grupo depressao também foi
subdividido em depresséao salina (DS) e depresséao imipramina (D).

Para que nao houvesse diferenca no consumo de sacarose nos grupos
CS, e CI houve uma nova distribuicdo para que 0s grupos nao apresentassem

diferencas no consumo da solugéo. O mesmo foi feito com os grupos DS e DI.
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ApoOs o balanceamento do grupo controle, se observou no grupo CS uma

Conforme mostra a tabela 3.

meédia de consumo de sacarose de 16,38ml e no grupo Cl uma média de 16,09ml.
No grupo depressdo salina (DS) observou-se uma meédia de consumo de

sacarose de 10,08ml, enquanto que o grupo DI apresentou uma média de 9,41ml.

O consumo de sacarose de todos os grupos a partir da primeira semana a

durante o tratamento.

ultima semana do experimento esta ilustrada na figura 18.

Tabela 3 - Consumo da solucéo de sacarose (ml) dos grupos controle, controle +
imipramina, controle + fluoxetina, estresse, estresse + imipramina e estresse + fluoxetina

Grupos 12 Semana 22 Semana 38 Semana
tratamento tratamento tratamento
Controle
(Salina) 16,38+1,51 16,85+1,32 17,95+1,26
(n=20)
Controle
+ Imipramina 16,09+1,21 15,540,9 16,27+0,9
(n=22)
Depresséao
(Salina) 10,08+1,38 6,75+1,11 6,60+0,86
(n=20)
Depresséao
+ Imipramina 9,41+1,2 10,41+1,1 13,14+0,74
(n=22)

Valores expressos em média + EP.
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Figura 17: Grafico da média do consumo da solucdo de sacarose 1% (ml) nos grupos
controle (n=42) e depressao (n=42), que posteriormente foram subdivididos em controle
salina (CS): n=20, controle imipramina (Cl): n=22, depressdo salina (DS): n=20 e
depressao imipramina (DI): n=22; durante todo o experimento. *p<0.05 comparado ao
grupo C na terceira semana. #p<0.05 comparado ao grupo DS na sexta semana.
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4.2.2. Niveis de Hipocretina-1

Como neste experimento, o esperado é que os niveis de hipocretina
diminuam com a depressdo e depois aumentem com o0 tratamento com
imipramina, o liquido cefalorraquidiano foi coletado pela manha (7h, Zeitgeber 0),
guando os niveis de hipocretina ainda estéo baixos.

Os resultados obtidos mostram que os niveis de hipocretina diminuem no
modelo animal de depressao (604,4 pg/ml) quando comparados ao controle
(821,8 pg/ml; p=0,007) e que esses niveis aumentam e alcancam o0s niveis
normais no grupo submetido ao EBC que foi tratado com imipramina (773,0 pg/ml)
(p=0,03).

Os niveis de hipocretina dos animais do grupo que nao foi submetido ao
EBC, mas recebeu o tratamento antidepressivo (753,5 pg/ml) ndo foram
diferentes dos niveis de hipocretina do grupo controle CS (p=0,3), o que foi

observado também no experimento 1. Conforme ilustra a figura 19.

81



Resultados

8500 =
800,04
520.0 -

g00.0 -

7200 -

FO0.0 -
B30.0 -

Hipocretina-1 {pg/ml)

BO0.0 -
250.0 -

200.0 T T T .
5 Bl Ol l

Figura. 18: Niveis de hipocretina-1 (pg/ml) nos grupos controle salina (CS): n=18,
depresséao salina (DS): n=18, depressao imipramina (DI): n=15 e controle imipramina (CI):
n=16. * difere do grupo CS (p<0,05) e ** difere do grupo DS (p<0,05). Valores expressos
em média + EP.
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5. DISCUSSAQO

5.1. Modelo animal de depressao

A maior dificuldade na pesquisa da depressao é obter um modelo animal
de depressao fiel a complexidade da patologia humana. Pois muitos dos sintomas
da depressdo (humor deprimido, sentimentos de culpa, suicidio) ndo podem ser
reproduzidos ou mensurados nos animais de laboratério (Nestler et al., 2002;
Anisman & Matheson, 2005).

Porém, o protocolo de Estresse Brando Croénico utilizado no presente
estudo foi o suficiente para produzir anedonia (mensurada pela reducéo no
consumo de uma solucdo palatavel de sacarose) e alteracbes nos niveis de
hipocretina no liquido cefalorraquidiano de ratos.

A relevancia deste modelo de depressao é suportada pela evidéncia que a
diminuicdo na sensibilidade a recompensa é revertida pelo tratamento crénico
com todas as principais classes de drogas antidepressivas e pelo choque
eletroconvulsivo, mas nao por uma variedade de drogas nao-antidepressivas.
Além disso, o efeito dos antidepressivos no modelo € semelhante na clinica em
um importante aspecto: nas duas situacbes, 0 tratamento requer uma
administracao crbnica da droga antidepressiva (2 a 5 semanas) (D’Aquila et al.,

1994).
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O EBC também causa uma variedade de alteragbes no sono
caracteristicas da depresséo, incluindo diminuicdo da laténcia do sono REM,
aumento no numero de episddios de REM, fragmentacédo do sono e diminui¢cao do
sono de ondas lentas (Cheeta et al., 1997; Gronli et al.; 2004).

No presente estudo, 0s animais que ndo foram submetidos ao protocolo de
EBC e néo receberam nenhum tipo de tratamento, aumentaram a meédia de
consumo de sacarose gradativamente até a ultima semana do experimento.
Enquanto que os animais do grupo depressao que passaram pelo protocolo de
EBC e néo receberam nenhum tipo de tratamento tiveram o consumo diminuindo
até a ultima semana do experimento. Essa diminuicdo no consumo de sacarose
pelo EBC foi descrita por Willner et al. em 1987 e reproduzida por diversos
pesquisadores (Gronli et al., 2005; Forbes et al.,, 1996; Mathews et al., 1995;
Gronli et al., 2004).

Quando tratados com o antidepressivo triciclico imipramina, os animais do
grupo depressdao aumentaram 0 consumo de sacarose e atingiram média
semelhante ao do grupo controle nas primeiras semanas de experimento.
Mostrando que este antidepressivo reverte o quadro de anedonia deste modelo
animal de depressao como também observado por Willner et al. (1987) e Papp et
al. (1996). Entretanto, a imipramina ndo produziu nenhum efeito nos animais
controles, uma vez que a média de consumo foi igual ao do grupo controle que

nao recebeu nenhum tratamento.
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5.2. Variacdo dos niveis hipocretina-1

Os niveis de hipocretina-1 variam circadianamente, nos ratos esse
neuropeptideo atinge niveis mais altos durante (ZT 0) a noite e mais baixos
durante o dia (ZT 8) (Hungs & Mignot, 2001, Taheri et al., 2002, Pedrazzoli et al.,
2004). Como no experimento 1, a nossa hipotese era que os niveis de hipocretina
aumentassem com o tratamento antidepressivo, o liquido cefalorraquidiano dos
ratos foi coletado a tarde 15hs, (ZT 8) quando os niveis de hipocretina estdo mais
baixos, evitando o possivel efeito teto, ja descrito anteriormente (Pedrazzoli et al.,
2004).

Neste experimento, observou-se que apenas 0 antidepressivo imipramina,
que possui uma maior influéncia sobre o sistema noradrenérgico quando
comparado ao serotoninérgico, produziu alteracées nos niveis de hipocretina-1,
enquanto que o antidepressivo que possui uma maior influéncia sobre o sistema
serotoninérgico fluoxetina ndo produziu nenhum efeito significativo nos niveis
deste neuropeptideo. Sugerindo que o efeito antidepressivo da imipramina pode
ser mediado pelas hipocretinas, uma vez que a mais densa projecao dos
neurbnios hipocretinérgicos dirige-se para o0 locus coeruleus, um importante
ndcleo noradrenérgico que participa da regulacdo de aspectos emocionais tais

como a depressao (Aston-Jones et al., 1996; Murai & Akaike, 2005).
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O aumento da acdo sinaptica da noradrenalina pelos antidepressivos
triciclicos confirma a hipotese monoaminérgica de que a fisiopatologia da
depressdo maior € caracterizada, em parte, pela deficiéncia de noradrenalina.
Uma alteracdo da bioquimica noradrenérgica tem sido observada em ratos que
foram submetidos ao modelo de depresséao, a qual pode ser normalizada com a
administracdo de antidepressivos triciclicos. Esta classe de antidepressivos
aumenta a transmissdo noradrenérgica pela ligacdo ao transportador de
noradrenalina, uma proteina de membrana plasmatica responsavel pela
recaptacdo da noradrenalina na fenda sinptica (Papp et al., 1994).

Em vista desse resultado, no segundo experimento observamos que ratos
submetidos a um modelo animal de depresséo tém seus niveis de hipocretina-1
reduzidos. Como nesse experimento o esperado era que 0s niveis diminuissem, o
liquido cefalorraquidiano foi coletado de manha (7h, ZT 0), quando estes niveis
ainda estéo altos.

Nos animais que foram submetidos ao protocolo de EBC, os niveis de
hipocretina-1 diminuiram. Os animais que passaram pelo EBC e depois foram
tratados com o antidepressivo triciclico imipramina atingiram niveis semelhantes
aos dos controles nas primeiras semanas do experimento. Ja 0s controles que
receberam imipramina ndo apresentaram alteracfes nos niveis de hipocretina-1,
provavelmente devido ao efeito teto, diferente do experimento 1 onde o liquido

cefalorraquidiano foi coletado a tarde.

86



Discussao

Interessantemente, a reducdo no consumo da solucdo de sacarose e 0S
baixos niveis de hipocretina sdo concomitantes, assim como o aumento dos
niveis de hipocretina-1 coincidem com o aumento do consumo de sacarose e
consequentemente com a reversao do quadro de anedonia provocado pelo
modelo animal de depresséo.

Ratos da linhagem Wistar-Kyoto sdo considerados um modelo genético de
depressao que apresentam padrdes alterados de sono e comportamento similares
aos observados no pacientes humanos, incluindo aumento no tempo de sono
REM total, curta laténcia de REM e aumento da fragmentacdo do sono (Dugovic
et al., 2000). Allard et al. (2004) comparando ratos dessa linhagem com ratos
Wistar relataram que os animais considerados modelo genético de depressao
possuem 18% a menos neurdnios hipocretinérgicos os quais sao 15% menores
do que os neurdnios observados nos ratos da linhagem Wistar. Taheri et al. em
2001 encontraram uma diminuicdo de 22% no RNAm de prepré-hipocretina em
ratos Wistar-Kyoto. Assim, um reduzido nimero de RNAm da prepro-hipocretina
nestes ratos pode refletir na redugdo no numero dos neurdnios hipocretinérgicos.
Juntos, estes achados sustentam que o padrao alterado de sono dos ratos Wistar-
Kyoto pode ser causado, em parte, pela reducdo dos neurdnios hipocretinérgicos.
Porém, Salomon et al. (2003), analisando os niveis de hipocretina-1 no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com diversos tipos de transtornos de humor
(pacientes com transtorno bipolar do tipo I, bipolar do tipo Il e outros com
transtorno unipolar) observaram que os niveis ndo diminuem significativamente

nestes pacientes.
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O tratamento cronico com antidepressivos causa uma diminuicdo de
receptores beta-adrenérgicos, um efeito também observado na privacdo de sono
REM. Essa diminui¢do (down-regulation) € sugerida pelo aumento da liberacao de
noradrenalina no cérebro durante a privacdo de sono REM (Pedrazzoli &
Benedito, 2004).

A similaridade entre os efeitos do tratamento crénico com antidepressivos e
a privagcao de sono REM em relacdo ao down-regulation de receptores beta-
adrenérgicos sugere um envolvimento da neurotransmissdo noradrenérgica
cerebral no efeito antidepressivo destes dois tipos de tratamento. Os resultados
do presente estudo suportam a idéia de que a hipocretina pode estar envolvida
neste mecanismo.

Embora a depressao tenha sido freqiientemente associada com alteracbes
de diversas classes de neurotransmissores e hormonios, a relacdo da depresséao
com os padrdes alterados de sono, ainda ndo esta bem elucidada, o que contribui
para a hipotese de que as hipocretinas possuem um possivel envolvimento na
fisiopatologia deste disturbio, uma vez que estas atuam na regulacao do sono. Os

nossos dados até o momento confirmam esta hipotese.
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6. CONCLUSOES

6.1. A administracdo cronica (21 dias) de imipramina (antidepressivo triciclico)
aumenta os niveis de hipocretina-1 no liquido cefalorraquidiano de ratos, mas esse
efeito ndo é observado com a administracdo de fluoxetina (inibidor seletivo da
recaptacao de serotonina).

6.2. O modelo de Estresse Brando Cronico adaptado de Willner et al. (1987)
utilizado neste estudo produziu anedonia nos ratos, mensurada pela reducdo no
consumo de sacarose.

6.3. Os animais submetidos a este modelo animal de depressédo apresentaram
niveis de hipocretina-1 significativamente mais baixos quando comparados aos
niveis de hipocretina-1 dos animais controles.

6.4. O tratamento com o antidepressivo triciclico imipramina reverteu o quadro
anedobnico e os niveis de hipocretina-1 quando comparado aos animais nao
tratados. 6.5. Em vista dos resultados obtidos neste presente estudo, o sistema
hipocretinérgico pode estar associado, junto com outros sistemas de
neurotransmissao, a fisiopatologia da depressao e ao tratamento com algumas

classes de antidepressivos.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo 1
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