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RESUMO

Os ritmos biolégicos estdo associados com mudangas do meio exdgeno relacionado ao
ambiente e as caracteristicas fisioloégicas enddgenas. Existe uma associacdo entre a
desregulacéo dos ritmos biol6gicos com a fisiopatologia do transtorno depressivo maior
(TDM) que é a mais prevalente forma de doenca mental, acometendo cerca de 300 milhdes
de pessoas de todas as idades no mundo. Os mecanismos exatos pelos quais disturbios
do sono ou alteragéo nos ritmos biolégicos e 0 TDM estéo conectados ainda nao séo claros.
Tratamentos que visem a melhora das alteracdes nos ritmos biol6gicos podem ser
promissores para a melhora do TDM e suas comorbidades. O objetivo desse estudo foi
avaliar os efeitos do tratamento com mirtazapina (um antidepressivo) e ramelteona (um
modulador do sono) em parametros comportamentais de ratos submetidos a alteracdes
dos ritmos biolégicos. Foram utilizados 120 ratos Wistar machos (60) e fémeas (60), os
guais a partir do 21° dia de vida foram divididos em dois grupos: (1) submetidos ao
protocolo de alterac6es nos padrdes de ritmos biolégicos (RBA) e (2) controles. O grupo
controle foi mantido em condi¢cbes padrdes com comida e agua disponiveis ad libitum e
mantido em ciclo claro-escuro de 12 horas até o dia 62° dias p6s-natal (DPN). O grupo RBA
foi submetido a alteracdes dos ritmos bioldgicos por 40 dias e apds o protocolo 0os animais
foram subdivididos em cinco grupos: 1) controle+salina (n=12 machos e 12 fémeas); 2)
RBA+salina (n=12 machos e 12 fémeas); 3) RBA+mirtazapina (n=12 machos e 12 fémeas);
4) RBA+ramelteona (n=12 machos e 12 fémeas); e 5) RBA+mirtazapina+ramelteona (n=12
machos e 12 fémeas). O tratamento ocorreu por 15 dias (63° ao 78° DPN). O tratamento
com salina foi realizado intraperitoneal (i.p.) uma vez ao dia/15 dias. A mirtazapina foi
administrada na dose de 40 mg/kg i.p. uma vez ao dia/15 dias. A ramelteona a uma
concentragédo de 200 mg/mL, foi administrada uma vez ao dia/15 dias. Entre os dias 79° a
82° DPN foram realizados os testes comportamentais: a anedonia por meio do splash teste,
o comportamento do tipo ansioso por meio do labirinto em cruz elevado e a memoaria de
habituacdo através do teste do campo aberto. O estudo demonstrou que a alteracdo dos
ritmos biol6gicos, compromete o comportamento de roedores, afetando memaria, anedonia
e ansiedade, com diferencas entre sexos. Machos apresentaram maior ansiedade,
parcialmente revertida pelo tratamento com mirtazapina, enquanto fémeas mostraram
melhor resposta antidepressiva a esse farmaco. A ramelteona restaurou a memdéria apenas
em fémeas. Os achados deste estudo reforcam a importancia dos ritmos biol6gicos na
modulacdo do comportamento emocional e cognitivo, evidenciando efeitos sexuais
especificos na resposta a farmacos como mirtazapina e ramelteona. A abordagem
integrada por meio de diferentes testes comportamentais confirmou o potencial
translacional dos modelos utilizados e destacou a preservacao dos ritmos circadianos como
um alvo terapéutico promissor para o tratamento e a prevenc¢ao de transtornos mentais.

Palavras-chaves: Ramelteona; mirtazapina; genes reldgio; ritmos bioldgicos; transtorno
depressivo maior.



ABSTRACT

Biological rhythms are associated with changes in the exogenous environment and
endogenous physiological characteristics. There is a link between the dysregulation of
biological rhythms and the pathophysiology of major depressive disorder (MDD), which is
the most prevalent form of mental iliness, affecting around 300 million people of all ages
worldwide. The exact mechanisms by which sleep disturbances or disruptions in biological
rhythms are connected to MDD remain unclear. Treatments aimed at improving biological
rhythm disturbances may hold promise for the treatment of MDD and its comorbidities. The
objective of this study is to evaluate the effects of treatment with mirtazapine (an
antidepressant) and ramelteon (a sleep modulator) on behavioral parameters in rats
subjected to altered biological rhythms. A total of 120 Wistar rats (60 males and 60 females)
will be used. Starting on postnatal day 21 (PND 21), they will be divided into two groups: (1)
subjected to a protocol of altered biological rhythm patterns (BRD), and (2) controls. The
control group will be maintained under standard conditions, with food and water available
ad libitum, and kept on a 12-hour light-dark cycle until postnatal day 62 (PND 62). The BRD
group will be exposed to altered biological rhythms for 40 days. After the protocol, the
animals will be subdivided into five groups: 1) control + saline (n=12 males and 12 females);
2) BRD + saline (n=12 males and 12 females); 3) BRD + mirtazapine (n=12 males and 12
females); 4) BRD + ramelteon (n=12 males and 12 females); and 5) BRD + mirtazapine +
ramelteon (n=12 males and 12 females). Treatment will occur over 15 days (PND 63 to 78).
Saline will be administered intraperitoneally (i.p.) once daily for 15 days. Mirtazapine will be
administered at a dose of 40 mg/kg i.p. once daily for 15 days. Ramelteon, at a
concentration of 200 mg/mL, will be administered once daily for 15 days. From PND 79 to
82, behavioral tests will be conducted: depressive-like behavior will be assessed using the
forced swim test; spontaneous motor activity via the open field test; anhedonia through the
splash test; anxiety-like behavior using the elevated plus maze; and habituation memory
through the open field test. The study demonstrated that disrupting biological rhythms
impairs rodent behavior by affecting memory, anhedonia, and anxiety, with sex-related
differences. Males exhibited increased anxiety, which was partially reversed by mirtazapine,
while females showed a better antidepressant response to this drug. Ramelteon restored
memory only in females. The findings of this study reinforce the importance of biological
rhythms in the modulation of emotional and cognitive behavior, highlighting sex-specific
effects in the response to drugs such as mirtazapine and ramelteon. The integrated
approach, utilizing various behavioral tests, confirmed the translational potential of the
employed models and highlighted the preservation of circadian rhythms as a promising
therapeutic target for treating and preventing mental disorders.

Keywords: Ramelteon; mirtazapine; clock genes; biological rhythms; major depressive
disorder.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estudo Histérico do Sono

O sono, manifestacao biolégica vivida por todos os animais vertebrados, tem chamado
atencao de todos os povos do mundo desde a antiguidade. A imobilidade e, a aparente,
inexisténcia de contato consciente com o mundo externo, geraram incontaveis mitos sobre
a origem e significado do sono humano (Tufik, 2008). O sono esté ligado funcionalmente a
vigilia, com o qual constitui o ciclo sono/vigilia (CSV) (Horne & Ostemberg, 1976; Tufik,
2008;). A irregularidade desse ciclo (Wittmann, Merrow & Roenneberg, 2009; National
Sleep Fundacion, 2019;), a qualidade (Araujo et al., 2013) e a duracao do sono (Carvalho
et al., 2013) e a sonoléncia diurna (Lopes, Meier & Rodrigues, 2018) interferem de maneira
significativa na saude e qualidade de vida dos individuos.

O ciclo vigilia-sono é um ritmo biolégico que segue um padréo circadiano de 24 horas,
sincronizado com fatores ambientais, como o ciclo claro-escuro. O conceito de “Reldgio
Bioldgico” foi introduzido pelo cientista alem&o Gustav Kramer, no final dos anos 1940, em
estudos sobre a migracao de aves. Kramer (1952) sugeriu que essas aves necessitavam
de um mecanismo interno preciso para migrar com base na posi¢ao do sol, levando a ideia
de um reldgio bioldgico. Ja naquela época, observou-se que diversos estimulos externos,
como luz, temperatura e alimentacéo, podiam influenciar os ritmos internos de mamiferos.
Esses estimulos foram descritos por diferentes termos, como "zeitgebers" (doadoras de
tempo) e "sincronizadores"”, por Halberg (1960).

Richter, na década de 1960, reforcou a ideia de que os reldgios biologicos funcionam
independentemente de pistas externas. Ele notou que pacientes apresentavam ritmos
fisioloégicos variados, mesmo sem estimulos ambientais, sugerindo a existéncia de
multiplos reldgios internos, localizados em diferentes 6rgaos, que poderiam ser centrais ou
periféricos. Richter também foi pioneiro ao propor uma estrutura anatdbmica especifica para
o reldgio bioldgico, que ele acreditava estar no sistema nervoso central (SNC). (Martins et
al., 2018).

Posteriormente, experimentos de Richter identificaram o hipotdlamo como a regido
central do controle de ritmos circadianos, com base na importancia do ciclo claro-escuro.
Na década de 1970, Robert Moore e sua equipe descreveram a via retino-hipotalamica,
conectando os olhos aos nucleos supraquiasmaticos (NSQs), localizados na base do
cérebro. Estudos mostraram que os NSQs séo cruciais para o relégio biolégico central,

embora outras regifes do corpo também contribuam para a ritmicidade circadiana. Assim,



existe uma hierarquia entre o relogio central, influenciado pela luz, e os periféricos, que
podem responder a estimulos como alimentacéo (Martins et al., 2018).

Outros estudos relacionados a fisiologia do reldgio bioldgico, conforme destacado por
Kramer, incluem os de Curt P. Richter na década de 1960. Richter definiu os reldgios
biolégicos como "instrumentos do corpo para manter a contagem do tempo,
independentemente das pistas ambientais externas”. Essa ideia foi baseada em
observagbes de pacientes hospitalizados, cujos ritmos fisiolégicos associados a
enfermidades apresentavam ciclos diferentes de 24 horas. Isso sugere que 0 organismo
possui a capacidade de contar o tempo em diferentes escalas. Richter propds que o0s
diversos reldgios internos poderiam estar associados a um ou mais 6rgaos, localizados
tanto de forma periférica quanto central no corpo. Com essa visao, ele foi pioneiro ao propor
uma identidade anatbmica para o relogio biolégico em mamiferos, ampliando suas
investigacbes no campo nos anos subsequentes (Martins et al., 2018).

Os experimentos iniciais de Richter identificaram estruturas centrais no sistema de
temporizagdo em mamiferos que foram conduzidos posteriormente, entre 1965 e 1967.
Esses estudos incluiam a realizagcéo de lesdes progressivas no SNC, seguidas pela analise
da continuidade dos ritmos biolégicos. Nesses estudos ficou claro que existiam lesGes
progressivas encontradas no SNC e a observacao de sua permanéncia poderiam ocasionar
em um disturbio definitivo nos ritmos diarios de ratos, e foi a partir desses experimentos
gue se observou e se concluiu que o centro responsavel pela ritmicidade estava localizado
na regido encefélica do hipotalamo, e com isso o surgimento do principio de que a
sincronicidade ambiental mais relevante era o ciclo claro/escuro (Araugjo et al., 2020).

Apés alguns anos, a equipe de Robert Moore iniciou sua busca pelos olhos e foi entéo,
gue pela primeira vez, foi descrita a via retino-hipotalamica (Moore & Eichler, 1972)
demonstrando que ela terminava em dois pequenos nucleos na base do cérebro: os NSQs
gue passaram a ser conhecidos como o reldgio biolégico central. Apds essa descoberta
varios outros estudos surgiram a fim de testar a permanéncia de ritmos bioldgicos em
animais lesionando os NSQs e com esses estudos pode-se observar que lesbes nessas
regides ndo eram capazes de modificar o ritmo de temperatura de ratos (Krieger et al.,
1977) e ainda que ao restringir a disponibilidade de alimentos eram capazes de sincronizar
diversos ritmos circadianos dos ratos lesionados (Kreiger, 1974; Kreiger et al., 1977). Estas
observacdes indicaram que, além dos NSQs, outras regides estariam, também, envolvidas
na expressao da ritmicidade endégena e que, portanto, deveria haver uma hierarquia no

sistema de temporizacdo circadiana de mamiferos.



Sabe-se que o principal sincronizador dos NSQs é a informacédo do claro-escuro,
enquanto os reldgios periféricos podem ter seus ritmos envolvidos pelo estimulo alimentar,
por exemplo, sem que o periodo do reldgio central seja alterado (Damiola et al., 2000;
Stokkan et al., 2001). O sistema circadiano quando em seu funcionamento 6timo resulta da
integracao das informacdes de diferentes aspectos pelos diferentes osciladores do sistema.

Segundo Monteiro et al. (2020) foi observado que existem genes reldgios que séo
herdados e que se localizam nos organismos vivos, podendo ser alterados de acordo com
os ciclos ambientais. Os genes reldgios interagem com diversos fatores ambientais que
regulam o comportamento e a fisiologia dos organismos vivos (De Coursey & Krulas, 1998).
Esses genes estdo envolvidos na regulacédo do ciclo circadiano de acordo com o periodo
do dia, utilizando mecanismos que geram um ritmo sazonal, ajustando-se as mudancas no
fotoperiodo (Coomans, Ramkisoensing & Meijer, 2015). Baseado nesses estudos foi
observado que esses genes reldégio exercem uma influéncia direta no “relégio biolégico”,
onde esse termo se refere ao conjunto de mecanismos intrinsecos do organismo que
conferem ritmicidade aos processos fisioldgicos. Assim, mediante a essas conclusdes
obtidas, ficou determinado que os ritmos biologicos sejam chamados de ritmos circadianos
e gue podem ser eventos importantes para a sobrevivéncia dos seres vivos (Pedrazzoli,
2009). Diante do citado acima, as analises utilizando fenétipos intermediarios hereditarios
sdo estratégias promissoras para identificar associacfes genéticas reais (Monteiro et al.,
2020). Pode-se citar alguns genes que estdo sendo estudados por Varios grupos e que
possuem relacao direta com o ritmo biolégico, incluindo o gene PER3, membro da familia
dos genes relégio de humanos, sendo responsaveis por codificar componentes dos ritmos
circadianos, de atividade locomotora, metabolismo e comportamento; o gene SIRT1
descrito como uma molécula importante nos mecanismos dos ritmos circadianos, por
formar um complexo com BMAL1 que desempenha um papel fundamental no mecanismo
de feedback para a manutencéo do ciclo circadiano (Asher et al., 2008; Wijnen, 2009); os
genes PROKR2 e CLOCK indicam uma relagéo dos ritmos circadianos com transtornos
psiquiatricos (Asher et al., 2008; Wijnen, 2009). Kishi et al. (2010) observaram ainda que a
regido SIRT1 desempenha um papel importante no ciclo circadiano, possuindo ainda uma
relacdo com o metabolismo dopaminérgico.

Além dos genes, tem sido estudado por varios pesquisadores, a influéncia da
melatonina (MEL) (Neto & Castro, 2008). A MEL ou N-acetil-5-metoxitriptamina, é o
principal horménio sintetizado pela glandula pineal dos vertebrados (Axelrod, 1974). Entre
as vérias acbes da MEL ja comprovadas, se destacam: imunomodulatéria (exercem papel

sobre os linfacitos, citocinas, entre outros), antiinflamatoéria (inibindo prostaglandinas e



regulando a COX-2), antitumoral (inibindo mitoses e suprimindo a recaptacédo do acido
linoléico, regulando assim receptores de estrogénio), antioxidante (regulando pré-oxidantes
envolvidos na sintese do Oxido nitrico e lipoxigenases), e cronobiolégica (regulando os
ritmos biolégicos) (Neto & Castro, 2008). Dessas fungfes, a mais bem demonstrada até os
dias atuais € a acdo cronobioldgica (Zhdanova, 2005) e sabe-se hoje que a MEL é o
“tradutor neuroendécrino” do ciclo claro-escuro. Os ritmos circadianos e as alteracdes
sazonais dos mamiferos sédo controlados pela MEL, sob o comando do sistema nervoso.
Em condi¢cdes normais, a producéo e secrecdo de MEL sdo maiores no inverno (noites
longas) do que no verdo (noites curtas) e essa alternancia no periodo de duracdo da
secrecdo serve como sinal temporal para a organizacdo de funcbes dependentes da
duracéo do dia (reproducao, comportamento e crescimento de pelagem em alguns animais)
(Arendt & Skene, 2005). Assim, a MEL € a mais importante substancia sincronizadora
enddgena, controlando padrbes secretorios de diversas substancias sendo fundamental na

atuacao do ritmo biolégico nos seres vivos (Rogers, Kennaway & Dawson, 2003).

1.2 O sono

Pode-se conceituar o0 SOno como um processo ativo, o qual ocorre em uma sequéncia
de diferentes fases, que se caracteriza por padrbes cardiorrespiratérios e neurofisiolégicos.
Sendo assim, um complexo conjunto de processos fisiolégicos e comportamentais (ller et
al., 2014).

A existéncia de um sono de boa qualidade favorecerd o bom humor, assim como
desenvolverad um papel importante na promoc¢ao do crescimento, maturagao e estado geral
dos individuos, além de contribuir para as fun¢gBes cognitivas, emocionais e ainda no
desempenho escolar (Abreu et al., 2015).

O ciclo sono-vigilia € um ritmo circadiano que oscila ao longo de um periodo de 24
horas. Esse ciclo é regulado pelo ambiente por meio da alternancia do periodo claro e
escuro, horéario escolar, horario de trabalhar, lazer e atividades familiares. Além disso, o
ciclo sono-vigilia também pode ser regulado pelos estimulos internos, por meio do NSQ,
considerado o reldgio biolégico circadiano do ser humano. Assim, 0 sono caracteriza-se
como um processo vital, relacionado com diversos sistemas hormonais e cerebrais, tendo

uma fungdo necessaria para a sobrevivéncia vital (Ciampo, 2012).



1.2.1 Fases do sono

O sono normal compreende dois estados: NREM (non-rapid eye movement) e REM
(rapid eye movement) que se alternam, ciclicamente, durante um episédio de sono e
possuem caracteristicas bem definidas. O sono NREM é dividido em estagios N1, N2 e N3,
sendo possivel ser observados no eletroencefalograma (EEG) com sincronia variavel,
fusos de sono, complexos K e ondas lentas, associados a baixo tbnus muscular e minima
atividade psicologica; o sono REM, caracteriza-se por movimentos rapidos dos olhos, EEG
dessincronizado, atonia muscular e ocorréncia de sonhos (Carskadon & Dement, 2005;
Reiméao et al., 2010).

A arquitetura do sono normal é dividida da seguinte forma: a fase N1 ocupa entre 2 e
5% do tempo total do sono; a fase N2, entre 45 e 50%; a fase N3, entre 15 e 25% do tempo
total do sono. Portanto, as fases N1, N2 e N3, também, denominadas sono NREM, ocupam
entre 62 e 80% do tempo total do sono. O sono REM ocorre em aproximadamente 20 a
25% do tempo total do sono. O sono REM e NREM constituem os ciclos de sono, que tém
uma duracéo total de 90-100 minutos cada, com repeticbes de quatro a cinco vezes por
noite (Silber et al., 2007).

1.3 Depressao

O termo depresséao, na linguagem corrente, tem sido empregado para designar tanto
um estado afetivo normal (a tristeza), quanto um sintoma, uma sindrome e uma (ou varias)
doenca(s). A depressdo tem sido classificada na literatura atual como: transtorno
depressivo maior (TDM), melancolia, distimia, depressao integrante do transtorno bipolar
tipos | e Il e depressé@o como parte da ciclotimia (Andrade et al., 2021).

Embora véarios estudos na literatura sejam realizados, a etiologia relacionada a
depressdo permanece indeterminada, mas muitos sado os fatores associados a esses
guadros. Dentre estes, destaca-se a falta de prazer em realizar atividades rotineiras,
letargia, apatia, baixa autoestima e a ansiedade. Porém, alguns outros sintomas, muitas
vezes ndo observados podem também estar presentes e influenciar o quadro depressivo
(disfungdes enddcrinas, metabdlicas e inflamatorias) (Paz, 2021).

Em relacdo aos mecanismos fisiolégicos envolvidos, a diminuicdo dos niveis de
monoaminas, como 0S neurotransmissores serotonina, dopamina e noradrenalina esta
relacionada as altera¢cdes de humor em individuos depressivos, no entanto, em pessoas

saudaveis a reducéo destas nao ocorre (Souza, 2015).



A teoria monoaminérgica, apesar de suas lacunas existentes, foi por muitos anos, a
base para o tratamento com antidepressivos, que atuam com a finalidade de elevar os
niveis de transmissdo das monoaminas nas fendas sinapticas. Também, o papel da
serotonina, estabelece forte relagdo com as reacdes quimicas que ocorrem no SNC
(Carneiro, 2017).

O tratamento mais comum do TDM ¢é o uso de antidepressivos, no entanto, uma parcela
da populacao que se submete ao tratamento pode ndo se adaptar ou utiliza-los de maneira
inadequada podendo ocasionar o agravamento do transtorno (Andrade et al., 2022).
Quando o tratamento ocorre de maneira correta e a remissao persiste, os quadros de
recorréncia se tornam menores a medida que o tempo decorre, garantindo uma fase
estavel (American Psychiatric Association DSM-5, 2014).

O estudo detalhado desse transtorno € de extrema importancia. Diversos mecanismos
celulares e moleculares estdo envolvidos nesse processo, incluindo uma resposta
exacerbada ao estresse, elevados niveis de neuroinflamacéo, desequilibrios na sinalizacédo
dos neurotransmissores, especialmente da serotonina, além de alteracdes na neurogénese
e na plasticidade sinaptica, com grande influéncia do fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF) (Andrade et al., 2022). Ja h4 muitos anos que se associa 0 estresse com a
depressao. Inumeros estudos publicados relatam esta associacéo, referindo alids que o
estresse representa um fator de risco para desenvolver depressao futura (Yan et al., 2022;
Andrade et al., 2022).

Diversos estudos confirmaram a associacdo entre inflamacéo crbnica e transtornos
psiquiatricos, como depressdo e ansiedade, especialmente aqueles resistentes aos
medicamentos convencionais (Haroon et al., 2018). Pacientes com depresséo apresentam
niveis elevados de biomarcadores inflamatérios periféricos, e o grau de inflamacédo
correlaciona-se com a gravidade de sintomas especificos (Kofod et al., 2022). Pesquisas
gue utilizam tomografia por emisséo de positrons (PET) com a proteina translocadora de
18 kDa (TSPO) como biomarcador da microglia demonstraram a presenca de
neuroinflamacéo em varias regides cerebrais de individuos com depressao (Attwells et al.,
2020). Em modelos animais também foi observado a liberag&o de fatores pro-inflamatoérios
e a ativacao de microglia em cérebros de animais que apresentam comportamentos do tipo
ansiosos e depressivos (Munshi et al., 2020). Por outro lado, intervenc¢des utilizando
terapias medicamentosas e neuromodulagéo para transtornos psiquiatricos mostraram ser
eficazes na reducao da inflamacgao, aliviando simultaneamente os sintomas (Wang et al.,
2018; Yan et al., 2022).
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Vérios trabalhos tém demonstrado como hipdtese que as alteracbes nos indices
inflamatorios podem servir como indicadores eficazes para terapias de neuromodulacéo
(Wang et al., 2018; Belge et al., 2020; Yan et al., 2022).

Diversos estudos evidenciaram niveis elevados de marcadores inflamatérios em casos
de depressao e ansiedade. Foi demonstrado que fatores inflamatoérios, como IL-1(3, IL-6,
TNF-a e PCR, estdo aumentados, enquanto fatores anti-inflamatérios, como IL-4, IL-8 e IL-
10, estdo reduzidos tanto no fluido periférico quanto no liquido cefalorraquidiano,
correlacionando-se com os sintomas e a duracdo da doenc¢a em individuos com depresséo
e ansiedade (Guo et al., 2023). A remisséo dos sintomas depressivos frequentemente é
acompanhada por uma diminuicdo desses fatores inflamatérios (Kenis et al., 2002).

Dados disponiveis indicam que diferentes tipos de antidepressivos reduzem
significativamente uma ampla gama de biomarcadores periféricos, como IL-1B, IL-2, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-10, PCR e IFN-y, além de inibir a inflamacgao no cérebro (Mosiotek et al., 2021).
Sobre a questao de se as citocinas periféricas refletem as condi¢cdes inflamatorias no SNC,
existem canais pelos quais os fatores inflamatdrios periféricos podem interagir com a
inflamacao central: (1) atravessam a barreira hematoencefalica por zonas de vazamento;
(2) transporte ativo por moléculas transportadoras supersaturadas; (3) ativacdo de células
endoteliais cerebrovasculares e outros tipos celulares (incluindo macréfagos
perivasculares, que produzem citocinas e outros mediadores inflamatérios no cérebro); (4)
ligacdo a receptores de citocinas em fibras nervosas aferentes periféricas, como o nervo
vago (Miller et al., 2009); e (5) ativacdo de vesiculas inflamatorias e transporte de células
imunes (Slavich & Irwin, 2014).

Estudos também identificaram uma relacdo positiva entre fatores inflamatérios
periféricos e inflamacéo central na depresséo. Por exemplo, em uma amostra que analisou
trés coortes (sendo duas compostas por individuos com TDM), fatores inflamatdrios
periféricos, como prostaglandina E2/CRP e TNFa/CRP, mostraram correlagao consistente
com o sinal de TSPO no cérebro, apresentando valor preditivo positivo suficiente para
serem considerados em ensaios clinicos (Attwells et al., 2020). Embora nem todos 0s
individuos com transtornos de humor apresentem niveis elevados de inflamacdo, em
individuos com alto indice inflamatdrio, os fatores pré-inflamatérios sdo indicativos da
condicdo e podem ser Uteis para orientar futuros estudos que explorem opcdes de
tratamento anti-inflamatério para a depressdo. O estresse oxidativo, resultante do
desequilibrio entre a producéo de radicais livres e a capacidade antioxidante do organismo,
também contribui para danos neuronais e disfun¢des sinpticas (Black et al., 2015).
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Como descrito, o sono e o humor sédo processos fisioloégicos intrinsecamente
interligados, influenciando-se mutuamente em uma relacdo bidirecional complexa.
Disturbios do sono, como insbnia, hipersonia e alteragcfes no ritmo circadiano, sao
frequentemente observados em individuos com depressao. Por outro lado, a privacao de
sono pode precipitar ou exacerbar sintomas depressivos (Riemann et al., 2010). Essa
interacdo ndo é meramente associativa; evidéncias crescentes sugerem mecanismos
fisiopatologicos compartilhados entre a regulagdo do sono e a modulagdo do humor.
Neurotransmissores como serotonina, noradrenalina e dopamina, cruciais para a
estabilidade do humor, também desempenham papéis fundamentais na arquitetura do sono
(Monti & Jantos, 2008). Ademais, a desregulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HHA), um sistema central de resposta ao estresse, esta implicada tanto na depressao
guanto nos distarbios do sono (Tsigos et al., 2016).

A relevancia clinica dessa interacdo € inegavel. Pacientes deprimidos com disturbios
do sono apresentam pior resposta ao tratamento antidepressivo, maior risco de recaidas e
comprometimento significativo da qualidade de vida (Nutt et al., 2008). Assim, estratégias
terapéuticas que abordem simultaneamente a melhora do sono e do humor podem otimizar
0s resultados no tratamento da depressao.

Diante disso, torna-se relevante investigar substancias com potencial para modular
tanto o sono quanto o humor, como a mirtazapina e a ramelteona. A mirtazapina, um
antidepressivo tetraciclico, € um antagonista dos receptores a2-adrenérgicos e dos
receptores 5-HT2 e b5-HT3, aumentando a neurotransmissao noradrenérgica e
serotoninérgica (Stahl, 2009). Suas propriedades antihistaminicas também contribuem
para a melhora do sono. A ramelteona, por sua vez, é um agonista seletivo dos receptores
de melatonina MT1 e MT2, regulando diretamente o ciclo sono-vigilia (Roth et al., 2005).
Investigar os efeitos dessas substancias em modelos animais que simulam alteragfes dos
ritmos bioldgicos e depressao pode fornecer insights valiosos sobre seus mecanismos de
acao e potencial terapéutico combinado.

Os ritmos biologicos, particularmente o ritmo circadiano, desempenham papel crucial
na regulacdo de processos fisiolégicos, como o ciclo sono-vigilia, secre¢cdo hormonal,
temperatura corporal e humor. A sincronizagdo desses ritmos com o ambiente externo,
especialmente o ciclo claro-escuro, € essencial para a saude fisica e mental. A disrupcao
desses ritmos, causada por fatores externos (como trabalho em turnos e jet lag) ou internos
(como mutagdes genéticas), tem sido associada a um maior risco de transtornos de humor,

incluindo depresséo (McClung, 2013).
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A MEL, hormoénio produzido pela glandula pineal durante a noite, exerce papel
fundamental na regulacéo do ritmo circadiano, sinalizando a escuriddo para o organismo e
promovendo o sono (Reiter et al., 2014). Genes “relégio”, como Per, Cry, Clock e Bmal1,
também sdo essenciais para a geracdo e manutencao dos ritmos circadianos, influenciando
a expressao de outros genes e processos fisiologicos (Hastings et al., 2003). Alteracdes na
expressdo ou funcdo desses genes estdo implicadas na fisiopatologia da depresséo
(Hastings et al., 2003).

Historicamente, o estudo dos ritmos biolégicos e sua relacdo com transtornos de humor
tem se consolidado como uma area de pesquisa interdisciplinar. Os avancos tecnologicos,
como a utilizacdo de modelos experimentais em animais e analises genéticas, permitiram
identificar mecanismos moleculares especificos que conectam os ritmos circadianos a
regulacdo do humor. Além disso, a descoberta de relégios bioldégicos em nivel celular
revelou a influéncia global desses sistemas sobre processos fisioldgicos, abrindo caminho
para terapias direcionadas (Dijk & Archer, 2009).

A depressdo é um transtorno mental complexo e multifatorial, caracterizado por humor
persistentemente deprimido, perda de interesse ou prazer em atividades, alteracdes no
apetite e no sono, fadiga, sentimentos de culpa ou inutilidade, dificuldade de concentracéo
e, em casos graves, ideacédo suicida (APA, 2013). Seu diagnostico € clinico, baseado na
avaliacdo de sintomas e nos critérios diagnosticos estabelecidos no DSM-5.

Modelos animais desempenham um papel essencial na investigacéo das alteracdes de
ritmos biolégicos e sua relacdo com a depressdo. Métodos experimentais incluem a
inducao de desregulacao circadiana por meio de alteracdes no ciclo claro-escuro, estresse
cronico e manipulacdo genética. Esses modelos permitem avaliar alteracdes
comportamentais, como padrdes de atividade, consumo alimentar e interagéo social, bem
como parametros neuroquimicos relevantes para a depressao (Willner, 1997). Tais
abordagens sao fundamentais para elucidar os mecanismos pelos quais a disrupgéo dos
ritmos circadianos contribui para a fisiopatologia da depressao e para testar intervencoes
terapéuticas inovadoras.

A relevancia do presente estudo também se fundamenta na lacuna de conhecimento
sobre a integragdo entre mecanismos circadianos e 0 comportamento e em como a
mirtazapina e a ramelteona podem modular esses processos. Estudos prévios ja
demonstraram a eficacia dessas substéncias isoladamente em transtornos do humor e do

sSono, mas sua interagao ainda nao foi amplamente explorada (Miller & Guimaraes 2017).
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Este estudo buscou investigar os efeitos da mirtazapina e da ramelteona em
parametros comportamentais relevantes para a depresséao, utilizando um modelo animal

de alteracdes dos ritmos biolégicos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos do tratamento com o antidepressivo mirtazapina e do modulador
do sono ramelteona em parametros comportamentais de ratos submetidos a alteracdes

dos ritmos biol6gicos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do tratamento com mirtazapina e ramelteona sob o comportamento
anedonico no splash teste em ratos machos e fémeas submetidos a alteragbes dos
ritmos biolégicos;

e Auvaliar os efeitos do tratamento com mirtazapina e ramelteona sob a memoéria de
habituacdo no teste do campo aberto em ratos machos e fémeas submetidos a

alteracdes dos ritmos bioldgicos;

e Avaliar os efeitos do tratamento com mirtazapina e ramelteona sob o comportamento
do tipo ansioso no teste do labirinto em cruz elevado em ratos machos e fémeas

submetidos a alteracdes dos ritmos biolégicos;
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3 MATERIAIS E METODOS

Para avaliar a existéncia de associacdo bidirecional entre a alteracdo nos ritmos
biologicos e TDM, foram utilizados 120 ratos Wistar machos (60) e fémeas (60), os quais
com 21° dias de vida e oriundos do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC) pesando entre 45 a 300 gramas. Para determinacdo do nimero de animais para
0s experimentos, foi levado em consideracéo a utilizacdo de um namero minimo possivel
de animais, a eficiéncia do modelo experimental e a estatistica adequada para este tipo de
avaliacdo. O presente trabalho foi submetido ao comité de ética no uso de animais (CEUA)
da Unesc possuindo o seguinte numero de protocolo e aprovacao (05/2024).

Os animais foram colocados em caixas com até quatro animais, onde foram divididos
aleatoriamente em dois grupos experimentais: (1) submetidos ao protocolo de alteracées
nos padrdes de ritmos biol6gicos (RBA) e (2) controles. Os animais do grupo controle foram
mantidos em condi¢des padrbées com comida e agua ad libitum, mantidos em temperatura
ambiente de 23°C+/-1 °C e umidade relativa ente 55 e 65%, num ciclo claro-escuro de
12horas (7h as 19h) até 83° dias pos-natal (DPN). Os grupos RBA foram submetidos a
condicdes de alteracbes dos ritmos bioldgicos seguindo uma metodologia adaptada de Bilu
et al. (2019), onde durante 40 dias (22° ao 62° DPN) foram alojados em uma sala
climatizada e mantidos com alteracdes no ciclo claro-escuro e na alimentacéo, a fim de
mimetizar situacdes da clinica em que o individuo ndo segue padrdes dos ritmos bioldgicos,

por exemplo, um dia dorme tarde, outro cedo, outro almoga outro ndo, conforme Quadro 1.

Quadro 1. Alteracdes nas condi¢cOes padrdoes dos animais

Dias Ciclo clarolescuro Alimentacao

1 Ciclo claro/escuro de 12 h Restricdo (8:00 as 10:00h)
2 Ciclo claro 10 h /escuro 14h Restrigdo (7:00 as 10:00h)
3 Ciclo claro 14 h /escuro 10h Restrigao (9:00 as 12:00h)
4 Ciclo claro 08 h /escuro 16h Restricao (12:00 as 16:00h)
5 Ciclo claro 20 h /escuro 04h Restricdo (13:00 as 15:00h)
6 Ciclo claro 15 h fescuro 09h Restrigao (16:00 as 20:00h)
7 Ciclo claro 09 h /escuro 15h Restrigdo (19:00 as 22:00h)
8 Ciclo claro 16 h /escuro 08h Restrigdo (19:00 as 7:00h)
9 Ciclo claro 20 h /escuro 04h Restricao (15:00 as 18:00h)
10 Ciclo claro 18 h /escuro 06h Restricdo (10:00 as 12:00h)
11 Ciclo claro 10 h /fescuro 14h Restrigao (6:00 as 10:00h)
12 Ciclo claro 08 h /escuro 16h Restrigdo (13:00 as 17:00h)




13 Ciclo claro/escuro de 12 h Restricdo (8:00 as 10:00h)
14 Ciclo claro 10 h /escuro 14h Restricéao (14:00 as 18:00h)
15 Ciclo claro 14 h /escuro 10h Restricdo (9:00 as 13:00h)
16 Ciclo claro 08 h /escuro 16h Restrigdo (20:00 as 6:00h)
17 Ciclo claro 20 h /escuro 04h Restricdo (13:00 as 21:00h)
18 Ciclo claro 15 h /escuro 09h Restricdo (7:00 as 11:00h)
19 Ciclo claro 15 h /escuro 09h Restricdo (14:00 as 19:00h)
20 Ciclo claro 09 h /escuro 15h Restricdo (10:00 as 14:00h)
21 Ciclo claro 16 h /escuro 08h Restricdo (8:00 as 10:00h)
22 Ciclo claro 20 h /escuro 04h Restricdo (7:00 as 10:00h)
23 Ciclo claro 18 h /escuro 06h Restricdo (9:00 as 12:00h)
24 Ciclo claro 10 h /escuro 14h Restricédo (12:00 as 16:00h)
25 Ciclo claro 08 h fescuro 16h Restricdo (13:00 as 15:00h)
26 Ciclo claro/escuro de 12 h Restrigdo (16:00 as 20:00h)
27 Ciclo claro 10 h fescuro 14h Restricdo (19:00 as 22:00h)
28 Ciclo claro 14 h fescuro 10h Restricao (19:00 as 7:00h)
29 Ciclo claro 08 h /fescuro 16h Restricdo (15:00 as 18:00h)
30 Ciclo claro 20 h fescuro 04h Restricdo (10:00 as 12:00h)
31 Ciclo claro 15 h fescuro 09h Restricao (6:00 as 10:00h)
32 Ciclo claro 09 h /fescuro 15h Restricdo (13:00 as 17:00h)
33 Ciclo claro 16 h /escuro 08h Restrigao (8:00 as 10:00h)
34 Ciclo claro 20 h fescuro 04h Restrigao (14:00 as 18:00h)
35 Ciclo claro 18 h /fescuro 06h Restricdo (9:00 as 13:00h)
36 Ciclo claro 10 h /escuro 14h Restrigao (20:00 as 6:00h)
37 Ciclo claro 08 h fescuro 16h Restrigao (13:00 as 21:00h)
38 Ciclo claro/escuro de 12 h Restricdo (7:00 as 11:00h)
39 Ciclo claro 10 h fescuro 14h Restricdo (14:00 as 19:00h)
40 Ciclo claro 14 h fescuro 10h Restrigao (10:00 as 14:00h)
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Apods o protocolo de RBA, os dois grupos, controles e RBA, foram subdivididos em
cinco grupos experimentares para realizacdo do tratamento com os medicamentos.
Grupos: 1) controle + salina (n=12 machos e 12 fémeas); 2) RBA + salina (n=12 machos e
12 fémeas); 3) RBA + mirtazapina (n=12 machos e 12 fémeas); 4) RBA + ramelteona (n=12
machos e 12 fémeas); e 5) RBA + mirtazapina + ramelteona (n=12 machos e 12 fémeas).
O tratamento ocorreu por 15 dias (63° ao 78° DPN). O tratamento com salina (NaCl 0,09%)
foi realizado intraperitoneal (i.p.) uma vez ao dia por 15 dias. A mirtazapina foi dissolvida
em uma solugéo de NaCl com &cido aceético a 0,5% e administrada na dose de 40 mg/kg
i.p. uma vez ao dia por 15 dias (Silva & Fernandez-Guasti, 2019). A ramelteona foi
dissolvida em DMSO a uma concentracdo de 200 mg/mL. Esta solucdo foi diluida 100
vezes com solucao salina até uma concentracao final de 2 mg/mL imediatamente antes da
utilizagéo, sendo que foi administrado um volume de 5 mL/kg para cada rato uma vez ao
dia por 15 dias (Yoshimoto et al., 2021).

Entre os 79° a 82° DPN foram realizados os testes comportamentais com todos 0s

animais de todos os grupos (n=12 por grupo, sendo 12 machos e 12 fémeas por grupo):
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No 79° DPN foi realizada o treino da memaria de habituac&o. No 80° DPN foi realizado o

teste de habituacdo e o splash teste.

Dividido em:
RBA: n= 96 (48M 48F)
C

“ontrole: n= 24 (12M 12F)

1° ao 21° 63° ao 78° 79° a 82°
Permanecem 22° ag 62° Testes
comportamentais
bloterlo J/

Tratamento

Subdividos em:

RBA + Salina: n= 24 (12M 12F)

RBA + Mirtazapina: n= 24 (12M 12F)

RBA + Ramelteona: n= 24 (12M 12F)

RBA + Mirtazapina + Ramelteona: n= 24 (12M 12F)

Figura 1: Representacéo da linha do tempo do experimento. Figura elaborada pelo autor.

3.1 Testes comportamentais

3.1.1 Teste de campo aberto (memoria de habituacéo)

A memoria de habituacao foi medida usando a tarefa de habituacdo ao campo aberto,
realizada em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm de altura feitas de
madeira compensada, com uma parede de vidro frontal e assoalho dividido em nove
retdngulos iguais por linhas pretas. Os animais foram colocados delicadamente no
guadrante posterior esquerdo, para que explorem a arena por 5 minutos, onde foram
contados os cruzamentos entre as linhas pretas (crossings) e a quantidade de vezes em
gue o animal ficou apoiado nas patas traseiras a fim de explorar o ambiente (rearings),
nessa sessdo foram observados os dados do treino (primeira exposicdo do animal ao
aparato). Vinte e quatro horas apos os animais foram expostos novamente ao aparelho
durante cinco minutos e contados 0s mesmos parametros (sessao de teste) (Vianna et al.,
2000).

3.1.2 Splash teste (anedonia)

Este teste tem o objetivo de avaliar o comportamento anedodnico. O splash teste &
utilizado para avaliar o comportamento de autolimpeza (grooming) dos animais, apos a

borrifacgdo nos mesmos com solucdo de sacarose (10%). A laténcia para o inicio do
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comportamento de autolimpeza e o tempo em que o animal permanece neste
comportamento foi cronometrado durante cinco minutos. O splash teste € um marcador
comportamental valido para modelos de indugdo ao estresse, uma vez que 0S animais
submetidos a estes modelos apresentam um menor tempo de autolimpeza quando
comparados aos animais controle. Os antidepressivos diminuem a laténcia para o inicio do
comportamento de autolimpeza e ou aumentam o tempo dispendido neste comportamento
(Isingrini et al., 2010). O splash teste foi realizado 10 minutos apés a sessao de teste do

campo aberto no 80° DPN.

3.1.3 Labirinto e cruz elevado (comportamento ansioso)

Para avaliagdo do comportamento ansioso foi utilizado o labirinto em cruz elevado,
gue é um aparelho que consiste em dois bracos abertos (50 x 10 cm) e dois bracos
fechados (50 x 10 x 40 cm) dispostos de forma perpendicular formando uma plataforma
central (5 x 5 cm). Os experimentos foram conduzidos em sala escura com luz vermelha
posicionada a 50 cm de altura da plataforma central. Os animais foram colocados na
plataforma central e tiveram cinco minutos para explorar o aparelho. Os parametros
avaliados foram: niamero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos e
fechados e numero total de entradas em ambos (Pellow et al., 1985). Em teoria 0s animais
com comportamento ansioso apresentam uma nitida preferéncia pelos bracos fechados. O
mecanismo subjacente seria um conflito entre comportamentos inatos com a tendéncia a
exploracdo de ambientes novos, que seria um estimulo a exploracdo dos bracos abertos,
de um lado e a aversdo aos espacos abertos e a novidade do aparelho do outro, que
consistiria em um estimulo a reducao da exploracdo dos bracos abertos (Pellow et al.,
1985). Esse teste foi realizado no 81° DPN.

3.2 Analises Estatisticas

As andlises estatisticas foram avaliadas utilizando SPSS Statistics 21.0 Software. Foi
realizado teste t-Student para amostras dependentes para os dados da habituacdo ao
campo aberto. A ANOVA de uma via foi realizada para os dados do splash teste e labirinto
em cruz elevado. A significancia estatistica foi considerada para valores de p menores que
0,05.
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4 RESULTADOS

A Figura 2 mostra os efeitos do protocolo de RBA e do tratamento com mirtazapina
e ramelteona na memoéria de habituacdo. Em fémeas do grupo controle, houve reducdo no
namero de crossings (p < 0,05), mas ndo do numero de rearings (p < 0,05) a partir da
sesséao de treino (Fig. 2A), demonstrando uma aquisigéo parcial de aprendizagem proposta
pelo teste de reconhecimento do ambiente. FEmeas submetidas a alteragdes nos ritmos
biolégicos néo tiveram diferencas no numero de crossings e rearings (p > 0,05),
comparando as sessoes de treino e de teste, indicando prejuizo na aquisicdo da memoaria
de habituagdo. Em fémeas submetidas a RBA e tratadas com ramelteona foi observado
uma reducdo do numero de crossings e rearings comparando a diferenca de treino e de
teste (p < 0,05). Em fémeas submetidas a RBA e tratadas com mirtazapina ou tratamento
combinado de mirtazapina e ramelteona ndo houve diferenca entre as sessdes de treino e
teste (p > 0,05), indicando prejuizo na aquisicdo da memadria de habituacéo (Fig. 2A).

Em machos do grupo controle, houve redu¢do no numero de crossings (p < 0,05),
mas ndo do numero de rearings (p < 0,05) a partir da sessédo de treino (Fig. 2B),
demonstrando uma aquisicdo parcial de aprendizagem proposta pelo teste de
reconhecimento do ambiente. Machos submetidos a alteragdes nos ritmos biol4gicos,
tratados com ramelteona ou o tratamento combinado de mirtazapina e ramelteona nao
tiveram diferencas no numero de crossings e rearings (p > 0,05), comparando as sessdes
de treino e de teste, indicando prejuizo na aquisicdo da memoria de habituacdo. J& em
machos submetidos a alteracfes dos ritmos biologicos e tratados com mirtazapina houve
diferenca entre as sessdes de treino e teste (p < 0,05), indicando uma aquisicdo de

aprendizagem proposta pelo teste de reconhecimento do ambiente (Fig. 2B).
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Figura 2 A: Memoaria de habituagcao no teste do campo aberto de fémeas
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em fémeas submetidas a alteracdes
dos ritmos bioldgicos (RBA) no teste de habituacdo em campo aberto. O nimero de crossings e rearings foi
registrado nas sessoes de treino e teste. Os valores séo expressos como média * erro padrdo do erro
padrdo. *p < 0,05 em comparacdo com a sessao de treino. Fonte: Do autor, 2025.
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Figura 2 B: Memoria de habituacao no teste do campo aberto de machos
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em machos submetidos a alteracdes
dos ritmos bioldgicos (RBA) no teste de habituacdo em campo aberto. O nimero de crossings e rearings foi
registrado nas sessdes de treino e teste. Os valores séo expressos como média + erro padréo do erro padrao.
*p < 0,05 em comparagdo com a sessao de treino. Fonte: Do autor, 2025.
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A Figura 3 ilustra o tempo de grooming em ratos fémeas e machos submetidos ao
protocolo de RBA e ao tratamento com mirtazapina e ramelteona. Os resultados mostraram
gue as fémeas submetidas ao protocolo de RBA e tratadas com mirtazapina ou o
tratamento combinado de mirtazapina e ramelteona tiveram um aumento no tempo de
grooming (p < 0,05; Fig. 3A), comparado ao grupo controle, indicando uma diminuicao de
comportamento aneddnico nesses grupos. Nos ratos machos, ndo houve diferenca entre

0s grupos no tempo de grooming (p > 0,05; Fig. 3B).

Figura 3 A: Tempo de grooming no Splash teste de fémeas
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em fémeas submetidas a
alteracdes dos ritmos bioldgicos (RBA) no Splash teste. O tempo de grooming foi avaliado. Os valores
sdo expressos como média + erro padrdo do erro padrdo. *p < 0,05 em comparagdo com grupo

controle. Fonte: Do autor, 2025.
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Figura 3 B: Tempo de grooming no Splash teste de machos
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em machos submetidos a alteracdes
dos ritmos biolégicos (RBA) no Splash teste. O tempo de grooming foi avaliado. Os valores sdo expressos
como média + erro padrao do erro padrdo. Fonte: Do autor, 2025.

A Figura 4 mostra os efeitos do protocolo de RBA e ao tratamento com mirtazapina
e ramelteona sobre o comportamento ansioso no teste do labirinto em cruz elevado. Em
fémeas, nenhuma diferenca foi relatada no nimero de entradas ou o tempo gasto nos
bracos abertos ou fechados entre os grupos (p > 0,05; Fig. 4A e 4C).

Nos machos houve uma diminuigcdo no nimero de entradas e no tempo gasto nos
bracos abertos do grupo RBA e RBA tratados com ramelteona ou o tratamento combinado
de ramelteona com mirtazapina, comparado ao grupo controle. Ja o grupo tratado com
mirtazapina teve maior nimero de entradas nos bracos abertos, comparado ao grupo RBA
(p < 0,05; Fig. 4B e 4D), indicando um efeito ansiolitico da mirtazapina. Com relagdo ao
namero de entradas e tempo gasto nos bracos fechados de machos néo houve diferenca

entre os grupos (p > 0,05; Fig. 4B e 4D).
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Figura 4 A: Numero de entradas no teste do labirinto em cruz elevado de fémeas
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em fémeas submetidas a alteracdes
dos ritmos bioldgicos (RBA) no teste do labirinto em cruz elevado. O nimero de entradas nos bragos abertos
e fechados foi avaliado. Os valores sdo expressos como média * erro padrao do erro padrédo. Fonte: Do autor,
2025.

Figura 4 B: Numero de entradas no teste do labirinto em cruz elevado de machos
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em machos submetidos a alteragfes
dos ritmos biolégicos (RBA) no teste do labirinto em cruz elevado. O numero de entradas nos bragos abertos
e fechados foi avaliado. Os valores sdo expressos como média + erro padrao do erro padrédo. *p < 0,05 em
comparacao com grupo controle; #p < 0,05 em comparacdo com grupo RBA. Fonte: Do autor, 2025.
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Figura 4 C: Tempo gasto no teste do labirinto em cruz elevado de fémeas
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em fémeas submetidas a alteracdes
dos ritmos bioldgicos (RBA) no teste do labirinto em cruz elevado. O tempo gasto nos bragos abertos e

fechados foi avaliado. Os valores sdo expressos como média + erro padrédo do erro padrdo. Fonte: Do autor,
2025.

Figura 4 D: Tempo gasto no teste do labirinto em cruz elevado de machos
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Legenda: Tratamento com mirtazapina (MIRTA) e ramelteona (RAME) em machos submetidos a alteracdes
dos ritmos biologicos (RBA) no teste do labirinto em cruz elevado. O tempo gasto nos bragos abertos e
fechados foi avaliado. Os valores sdo expressos como média + erro padrao do erro padrdo. *p < 0,05 em
comparacao com grupo controle; #p < 0,05 em comparagao com grupo RBA. Fonte: Do autor, 2025.
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5 DISCUSSAO

Nos mamiferos, o principal sincronizador do sistema circadiano é a luz do ambiente.
Contudo, evidéncias indicam que estimulos nédo relacionados a luz, como as interacdes
sociais, também exercem influéncia significativa na manutencao da sincronia de fase entre
os diversos ritmos circadianos presentes no organismo (Golombeck; Rosenstein, 2010;
Oster et al., 2017; ). O alojamento individual de roedores é considerado um fator estressor
capaz de provocar modificacdes nos sistemas comportamental, enddcrino e imunolégico
(Greco et al., 1992; Gavrilovic; Spasojevic; Dronjak, 2010;).

O sistema de monitoramento da atividade em campo aberto avalia de forma abrangente
0s niveis de atividade locomotora e comportamental de camundongos. O teste €&
amplamente utilizado para avaliar comportamentos semelhantes a ansiedade e de
exploracédo (Belzung & Griebel, 2001). Em particular, o campo aberto € uma ferramenta util
para avaliar déficits locomotores em modelos animais de doencas neuromusculares
(Raben et al., 2000; Nagaraju et al., 2000) e a eficacia de farmacos terapéuticos que podem
melhorar a locomocéao e/ou a fungédo motora (Erb et al., 2009; Malerba et al., 2011; Sali et
al., 2012; Yu et al., 2013;). A avaliacdo da atividade em campo aberto oferece uma medida
diferente da forca muscular, que € comumente avaliada pelo teste de forca de preensao, e
demonstra como os medicamentos podem afetar outros sistemas corporais (por exemplo,
o0 SNC) (Nagaraju, Carlson & De Luca, 2010).

Entre as alteracdes comportamentais observadas, destacam-se aquelas associadas ao
estado emocional, como comportamentos semelhantes a depressdo, a ansiedade e o
aumento da agressividade (Greco et al., 1989; Grippo et al., 2014; leraci; Mallei; Popoli,
2016). Com base nessas evidéncias, os achados desta pesquisa evidenciam que a
alteracdo dos ritmos bioldgicos (RBA) impactam de forma marcante o comportamento dos
ratos, afetando especialmente a memoéria de habituacéo, sinais de anedonia e ansiedade,
com respostas que variam conforme o sexo dos animais e 0s tratamentos utilizados com
mirtazapina ou ramelteona.

A anedonia refere-se a reducdo ou auséncia de interesse em atividades que
normalmente proporcionam prazer, sendo um dos sintomas mais comuns em pessoas com
depressao. Esse comportamento esta associado a disfun¢gdes no sistema de recompensa
cerebral (Pollak, Rey, Monje, 2010; Minami et al., 2017). Estudos indicam que o estresse
social pode levar & diminui¢éo da sensibilidade & recompensa em roedores, manifestando-

se como um comportamento anedénico, evidenciado pela perda da resposta antecipatdria
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a recompensas como a sacarose. Essa condicdo pode ser revertida tanto pelo uso de
antidepressivos quanto pelo enriguecimento ambiental (Kamal et al., 2009).

Outras observagdes tém sido verificadas em vertebrados, a respeito do comportamento
de limpeza (grooming), descrito como uma expressao mutua de aceitacdo social e um
indicativo das relacfes familiares, assim como de dominancia, entre os diferentes membros
de um grupo. Contudo, o grooming nem sempre esta associado a consequéncias sociais,
como evidenciado pelo fato de que a maioria das espécies animais estudadas dedicam
uma parte do tempo as atividades de grooming (Mooring, Blumstein & Stoner, 2004).

Com o intuito de criar métodos para investigar memaria e aprendizado, pesquisadores
da psicologia experimental desenvolveram diversos testes voltados a avaliacdo de
diferentes tipos de memdria (Vincent, 1915). Grande parte dos procedimentos utilizados
para analisar a memoria espacial envolve o uso de labirintos, nos quais o animal precisa
aprender um comportamento especifico baseado em informacdes espaciais (Tolman,
1948; Barnes, 1979; Morris, 1981; Deacon & Rawlins, 2002; Carvalho et al., 2006; Oliveira-
Silva et al., 2007; Vigil et al., 2010; Deacon, 2013; Liguz-Lecznar et al., 2015). Em patrticular,
para a memoria espacial de referéncia, o animal deve identificar e recordar a localiza¢éo
de um ponto especifico que Ihe proporcione uma recompensa.

De acordo com Karkhanis et al. (2015), a ativacdo da via glutamatérgica entre a
amigdala basolateral e o nucleo accumbens intensifica o comportamento de busca por
recompensa, sendo que o isolamento social parece potencializar essa sinalizacdo. Além
disso, a reducéo dos niveis de serotonina e o aumento do seu turnover no cortex pré-frontal
e no hipocampo, tém sido associados ao aumento da procura por estimulos
recompensadores como sacarose e etanol, sugerindo que essas alteragdes estejam
relacionadas ao comportamento anedodnico (Brenes & Fornaguera, 2009).

A Figura 3 na andlise do comportamento aneddnico no Splash teste mostrou que
fémeas tratadas com mirtazapina, isoladamente ou combinada a ramelteona,
apresentaram aumento no tempo de grooming, indicativo de reversdao de um
comportamento compativel com anedonia. Esse efeito ndo foi observado em machos, o
gue mais uma vez aponta para respostas sexuais divergentes ao tratamento
antidepressivo. No teste de habituagdo em campo aberto (Figura 2), tanto fémeas quanto
machos do grupo controle apresentaram reducao significativa no numero de crossings, sem
alterac6es no numero de rearings, sugerindo aquisi¢cdo parcial da memoria de habituacéo.
Esse achado esta de acordo com estudos prévios que demonstram que a familiarizacéo
com o ambiente reduz a atividade locomotora, reflexo de um processo de aprendizado e

reconhecimento espacial (Tatem et al., 2014; Silva et al., 2024).
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A relacado entre depresséo e sono é particularmente relevante, uma vez que alteracdes
na qualidade, duracéo e estrutura do sono sao frequentemente observadas em pacientes
com transtornos de humor (Santiago, 2020). Estudos clinicos e epidemioldgicos indicam
que entre 50% e 90% dos individuos diagnosticados com depressdo relatam queixas
relacionadas ao sono (Kwan apud Zhang, 2022), sugerindo uma estreita ligacéo biologica
entre ambos os fendbmenos (Rethorst, 2015).

O sono é um estado comportamental complexo, caracterizado por postura relaxada,
reducdo ou auséncia de atividade motora e elevado limiar para resposta a estimulos
externos. Ele é fundamental para a manutencdo da saude fisica e mental (Neves et al.,
2013). Além de atuar como restaurador do organismo, 0 sono contribui para a conservagao
de energia, protecdo do corpo e funcionamento cognitivo, sendo essencial para a
consolidacdo da memoria de longo prazo e da plasticidade sinaptica (Neves et al., 2013;
Schmitt, 2016).

Durante o sono normal, o corpo alterna entre dois estagios principais: REM (Rapid Eye
Movement) e NREM (Non-Rapid Eye Movement). O sono REM é marcado por eventos
fasicos (como movimentos rapidos dos olhos, abalos musculares e erecdo peniana) e
eventos ténicos (como dessincronizacdo elétrica cortical, atonia muscular e ritmo teta
hipocampal). JA 0 sono NREM ¢é dividido em trés fases: NREM 1 (sonoléncia), NREM 2
(sono leve intermediério) e NREM 3 (sono profundo) (Neves et al., 2013).

Perturbacdes ou privacbes do sono podem interferir nessa alternancia natural,
resultando em prejuizos significativos tanto em curto quanto em longo prazo, afetando
negativamente o desempenho diario e as dimensdes psicolégica, cognitiva, social e
somatica do individuo (Neves et al., 2013). Diversos fatores podem contribuir para essas
alterac@es, incluindo predisposi¢cdes genéticas, condicbes bioldgicas, estilo de vida,
ambiente, estresse, ansiedade, consumo de substancias estimulantes e doencgas crénicas,
como a prépria depresséao (National Institutes of Health, 2005).

As alteracdes no sono podem se manifestar de diferentes formas, como: dificuldade
para iniciar o sono, dificuldade para manté-lo, despertar precoce com incapacidade de
voltar a dormir ou auséncia de sono reparador (National Institutes of Health, 2005). Esses
sintomas sao comuns na depressao maior e estao associados a um curso mais prolongado
da doenca, pior resposta ao tratamento e maior risco de recaidas e recorréncia (Santiago,
2020).

Devido a sua alta prevaléncia e relevancia clinica, os disturbios do sono nédo apenas
integram os critérios diagnosticos da depressdo, como também tém sido considerados

potenciais biomarcadores desse transtorno. Além disso, a perturbacéo do sono tem sido
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reconhecida como um fator de risco importante para o desenvolvimento da depressao
(Wang, 2021).

Apesar da alta prevaléncia e gravidade dos transtornos depressivos e ansiosos, bem
como dos avangos na busca por tratamentos mais eficazes, a farmacoterapia atualmente
disponivel ainda apresenta diversas limitacbes (Casareli et al., 2021). Nesse contexto,
torna-se essencial a investigacdo de novos agentes terapéuticos. No presente estudo
foram investigadas as fungdes da mirtarzapina e a ramelteona em ratos Wistar submetidos
a alteracdes do ritmo biolégico. No teste do labirinto em cruz elevado (Figura 4), fémeas
nao apresentaram altera¢cdo nos comportamentos ansiosos entre 0s grupos, sugerindo que
o protocolo de RBA e os tratamentos aplicados ndo foram suficientes para induzir ou
modular estados ansiosos nesses animais. Em contraste, os machos submetidos a RBA
demonstraram reduc&o significativa no nimero de entradas e no tempo nos bragos abertos,
refletindo aumento do comportamento ansioso. Este efeito foi parcialmente revertido pela
mirtazapina, que aumentou as entradas nos bragos abertos, indicando efeito ansiolitico em
machos, consistente com suas propriedades farmacolégicas de antagonismo nos
receptores 5-HT2 e a2-adrenérgicos (Fernandes, 2017).

Esses dados sdo consistentes com evidéncias de que fémeas possuem maior
responsividade a tratamentos serotoninérgicos, como a mirtazapina, o que pode ser
influenciado por fatores hormonais (Ferenczi et al., 2016). Entretanto, a exposicdo a RBA
comprometeu essa habilidade, uma vez que o0os animais ndo apresentaram reducao
significativa nas medidas comportamentais entre as sessdes de treino e teste, o que indica
prejuizo cognitivo na aquisicdo da memoria de habituacdo. Essa observacao reforca a
hipotese de que disturbios do ciclo sono-vigilia afetam negativamente a neuroplasticidade
e a consolidacdo da memdria, conforme sugerido por modelos anteriores de disturbios
circadianos (Bassuk, Glass & Berkman, 1999; Ferenczi et al., 2016).

O tratamento com ramelteona, um agonista de receptores melatoninérgicos, restaurou
a memoria de habituacdo em fémeas, mas ndo em machos, sugerindo dimorfismo sexual
na resposta ao tratamento. Por outro lado, o tratamento com mirtazapina foi eficaz apenas
em machos, restaurando a aquisicéo da habituacao. O efeito diferenciado da mirtazapina
pode estar relacionado as variagbes na expressado de receptores serotoninérgicos e
noradrenérgicos entre 0s sexos, como ja descrito na literatura (Haber & Knutson, 2010).
Os achados de dimorfismo sexual na resposta a mirtazapina e a ramelteona podem ser
explicados por diferencas na sinaliza¢do dos sistemas monoaminérgico e melatoninérgico
entre machos e fémeas. Estudos apontam que a expressdo de receptores 5-HT, e

a,-adrenérgicos € modulada por esteroides sexuais, o que afetaria diretamente a eficacia
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da mirtazapina no comportamento anedénico feminino e no ansiolitico masculino (Ferenczi
et al., 2016). Além disso, a ramelteona, agonista dos receptores MT/MT,, pode interagir
de modo distinto com o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal em fémeas, favorecendo a
consolidacdo da memoéria de habituacdo via regulacéo de corticosterona e de BDNF no
hipocampo (Arendt & Skene, 2005; Asher et al., 2008). Esses mecanismos sugerem que
os efeitos sexuais especificos observados ndo sdo apenas fenotipicos, mas decorrentes
de trajetérias moleculares divergentes nos circuitos de recompensa e memorizacédo. O
estriado, por receber entradas dopaminérgicas do mesencéfalo e sinais glutamatérgicos do
cortex (Ikemoto, 2007; Haber & Knutson, 2010) ocupa uma posi¢ao central na motivacao e
regulacdo de comportamentos relacionados a recompensa (Albrecht & Eichele, 2003,
Grippo et al., 2007).

Estudos anteriores utilizaram técnicas como voltametria ciclica de varredura rapida
(FSCV) e registros eletrofisioldgicos para avaliar, em tempo real, a dindmica da liberacao
de dopamina e sua acdo sobre neurdnios poés-sinapticos em regides relacionadas ao
comportamento emocional e motivacional, como o nucleo accumbens e o estriado. Os
resultados desses estudos demonstraram que a dopamina atua como um sinal fasico de
recompensa, estando envolvida ndo apenas na recepcao de estimulos prazerosos, mas
também na antecipacéo e expectativa de recompensa (Phillips et al., 2003; Robinson et al.,
2004;). Além disso, a liberacédo de dopamina pode ser modulada por estimulos emocionais
e sociais, indicando que seu papel vai além da motivagao classica, sendo fundamental na
regulacao de estados afetivos e comportamentos relacionados a ansiedade e a interacao
social (Tye et al., 2013; Gunaydin et al., 2014). Esses achados reforcam que alteracfes na
liberacdo ou na sinalizagcdo dopaminérgica, como as causadas por disrupcdes nos ritmos
biolégicos, podem comprometer a neuroplasticidade e o0s circuitos de recompensa,
contribuindo para sintomas como anedonia, prejuizos cognitivos e altera¢cdes de humor.

Modelos animais foram utilizados por Gibson et al. (2010) para fins experimentais,
investigando prejuizos cognitivos e de aprendizagem apds repetidas alteracdes do “etlag”
em camundongos, 0s quais persistiram mesmo apos a cessagado do estimulo, sugerindo
gue alteracdes prolongadas nos ritmos biologicos podem levar a déficits cognitivos e de
aprendizagem, além de problemas relacionados a saude mental.

Diversas pesquisas tém buscado avaliar tratamentos cronobioldgicos que auxiliem na
regulacdo dos ritmos biologicos em individuos com depressédo. Entre as véarias opgdes
terapéuticas, o antidepressivo melatoninérgico agomelatina tem se destacado como um
potencial sincronizador dos ritmos circadianos (; Morley-Fletcher et al., 2011; Koresh et al.,

2012; Mairesse et al., 2013). Modelos animais foram utilizados por Gibson et al. (2010)
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para fins experimentais, investigando prejuizos cognitivos e de aprendizagem apos
repetidas alteracbées do “jetlag” em camundongos, os quais persistiram mesmo apos a
cessacdo do estimulo. Esse estudo sugere que alteracdes prolongadas nos ritmos
biolégicos podem levar a déficits cognitivos e de aprendizagem, além de problemas
relacionados a saude mental. Ressalta-se, portanto, a importancia da regulacéo dos ritmos
biologicos tanto para a prevencéo de recaidas quanto para a minimizacao de possiveis
comprometimentos cognitivos ao longo da vida em pacientes em remissao de transtornos
mentais diagnosticados.

Segundo Blood & Zatorre (2001) a intensidade dos calafrios aumenta as mudancas no
fluxo sanguineo em diversas regides cerebrais, com registros de aumentos e diminuicdes,
associadas a fungbes como recompensa, motivacdo, emogao e excitacdo. Entre essas
areas, destacam-se o estriado ventral, o mesencéfalo, a amigdala, o cortex orbitofrontal e
0 cortex pré-frontal ventromedial. Essas mesmas regifes costumam ser ativadas em
resposta a estimulos que provocam euforia, como a alimentacdo, o comportamento sexual
e 0 uso de substancias psicoativas.

Os dados do presente estudo reforcam que a alteracdo dos ritmos bioldgicos,
especialmente em condi¢cdes de isolamento social, compromete significativamente
aspectos comportamentais em roedores, incluindo prejuizos em memdaria de habituacao,
aumento de comportamentos anedonicos e ansiosos, com variagdes conforme o sexo dos
animais e os farmacos utilizados.

Embora os testes comportamentais fornecam evidéncias claras, a auséncia de analises
biomoleculares (por exemplo, dos niveis de citocinas inflamatérias como IL-1p ou de
proteinas como BDNF) impede correlacdes diretas entre comportamento e sinalizacao
neuronal (Haroon et al., 2018; Mosiotek et al., 2021). Além disso, o uso de apenas uma
dose de ramelteona e de mirtazapina, sem curva dose-resposta, limita a generalizac&o
sobre a faixa terapéutica ideal. A coadministracdo simultdnea, sem escalonamento
temporal, também pode ter mascarado efeitos sinérgicos temporais. Por fim, o estudo néo
controlou possiveis influéncias ambientais, como a composi¢cdo da microbiota intestinal,
recentemente associada a modulacéo do eixo HHA e ao comportamento ansioso (Bailey &
Coe, 2018).

Para avancar, € crucial implementar investigacbes que combinem comportamento e
bioguimica: acrescentar analises de expresséo génica de clock genes (Per3, Bmall) e
marcadores de plasticidade sinaptica em hipocampo e cértex pré-frontal apds tratamentos
farmacoldgicos (Asher et al., 2008; Monteiro et al., 2020). Pesquisas subsequentes devem

explorar regimes de administracdo escalonada, por exemplo, ramelteona a noite e



32

mirtazapina pela manha, para identificar janelas terapéuticas ideais. Ademais, a inclusao
de modelos transgénicos de reldgio bioldgico permitira elucidar a contribuicdo especifica
de genes circadianos na eficacia dos farmacos. Esses desdobramentos fortalecerdo o
potencial translacional e ajudaréo na personalizagao de terapias para transtornos do humor

associados a disfuncdes do ciclo sono-vigilia.
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6 CONCLUSAO

Os dados do presente estudo demonstram que a alteracdo dos ritmos biolégicos (RBA)
compromete de forma significativa o comportamento de roedores, resultando em déficits
na memoria de habituacéo, além do aumento de comportamentos aneddnicos e ansiosos.
Esses efeitos variam de acordo com o sexo dos animais e com os farmacos administrados.

As fémeas quando submetidas ao teste de labirinto em cruz elevado e os machos
submetidos ao mesmo protocolo mostraram aumento no comportamento ansioso, revertido
parcialmente pela mirtazapina.

A mirtazapina demonstrou efeito antidepressivo mais evidente em fémeas no splash
teste (com aumento de grooming), enquanto sua a¢ao ansiolitica foi mais pronunciada em
machos no labirinto em cruz elevado. Ja a ramelteona restaurou a memoria de habituacéo
em fémeas, mas nao teve efeito similar em machos — revelando um claro dimorfismo
sexual na resposta aos tratamentos.

O uso de diferentes paradigmas comportamentais (campo aberto, splash test e labirinto
em cruz elevado) permitiu uma avaliacdo abrangente de dominios como memodria,
anedonia e ansiedade, oferecendo uma viséo integrada dos impactos neurobiol6gicos da
RBA.

A preservacao dos ritmos circadianos se apresenta como alvo terapéutico promissor
nao apenas para o tratamento, mas também para a prevencao de recaidas em transtornos
mentais, além de minimizar déficits cognitivos cumulativos ao longo da vida.

Estudos futuros sao sugeridos para investigar os impactos neurobilégicos e em circuitos

cerebrais da RBA e do tratamento com mirtazapina e ramelteona.
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