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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) é uma condicdo vitalicia caracterizada pela presenca de episodios
maniacos / hipomaniacos, depressivos e de humor misto. O litio (Li) é o Unico medicamento
classificado como estabilizador do humor e o padréo-ouro para a terapia do TB. A etiologia do
TB tem sido associada a uma diminuicéo da atividade da Na*K*ATPase, 0 que é corroborado
por estudos com animais e pacientes com TB. Além disso, sdo observadas altera¢cdes nos niveis
de citocinas em modelos animais e em pacientes bipolares. A ouabaina (OUA) é um inibidor
da Na*K*ATPase, e sua administracdo intracerebroventricular (ICV) em ratos é considerada
um modelo animal TB induzindo comportamentos maniacos e depressivos no mesmo animal.
Portanto, o presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos do Li sobre comportamentos
maniacos e depressivos e parametros inflamatorios em ratos submetidos ao modelo de TB
induzido por OUA. Ratos machos adultos receberam uma Unica injecdo ICV de OUA ou liquido
cefalorraquidiano artificial (LCRa). No quarto dia ap0s a injecdo do ICV, os ratos receberam
injecdo intraperitoneal de solucédo salina (NaCl 0,9%) ou Li (47,5 mg / kg), duas vezes ao dia,
durante 14 dias. No sétimo dia apds a injecdo de OUA, foi avaliada a atividade locomotora
(teste de campo aberto) e, no décimo quarto dia, a locomocdo foi avaliada novamente, seguida
do teste de nado forcado para avaliacdo do comportamento depressivo. Apos a eutanasia, niveis
de interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-10, fator de necrose tumoral (TNF)-a e Neutréfilo
quimioatraente induzido por citocina (CINC)-1 foram avaliados no cortex frontal e hipocampo.
Apbs sete dias da administracdo de OUA, os animais apresentaram um comportamento
hiperativo que foi revertido pelo tratamento com Li. Ap6s 14 dias da injecdo ICV, os ratos
exibiram um comportamento depressivo. Em relacdo aos parametros inflamatérios, medidos
apos 14 dias do ICV, a OUA induziu aumento nos niveis de interleucina IL-1f, IL-6, IL-10,
TNF-a e CINC-1. Em contraste, o tratamento com Li diminuiu esses pardmetros. O modelo
animal de TB induzido por OUA é capaz de induzir neuroinflamagdo, o que sustenta sua
validade de construto para a pesquisa de TB. Portanto, o presente estudo se torna uma boa
ferramenta para compreender melhor as alteragdes neuroinflamatorias presentes durante as
alterac6es de humor, observadas nos diferentes episddios do TB. Entretanto, mais estudos s&o

necessarios para melhor compreender esses mecanismos.

Palavras-chave: modelo animal de mania; transtorno bipolar; inflamac&o; ouabaina.



ABSTRACT

Bipolar disorder is a chronic and recurrent mood disorder, characterized by episodes of mania,
depression, and mixed episodes. Lithium (Li) is the only drug considered mood stabilizer by
FDA, being the gold standard for treatment of BD. The etiology of BD has been associated with
a decrease in the Na"K*ATPase activity, corroborated by studies with animal models and BD
patients. Furthermore, it is described alterations in cytokine levels in animal models and BD
patients. Ouabain (OUA) is an inhibitor of Na*K*ATPase, and your intracerebroventricular
(ICV) administration in rats is considered a good choice for studies of BD, inducing manic- and
depressive-like behavior in the same animal. Therefore, the present study aimed investigate the
effects of Li on the behavioral changes and inflammatory parameters in rats submitted to animal
model of BD induced by OUA. Male Wistar rats received only ICV injection of OUA or
artificial cerebral spinal fluid (aCSF). After four days of ICV, the animals received
intraperitoneal injection of saline solution (NaCl 0,9%) or Li (47,5 mg / kg), twice a day, for
14 days. Seven days after ICV, was evaluated the locomotor activity (open-field test), and, in
the fourteenth day after ICV, were evaluated the locomotor activity (open-field test) followed
by forced-swimming test to evaluate the depressive-like behavior. Animals were killed by
decapitation, and the brain was dissected in frontal cortex and hippocampus to evaluation of
IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-a and CINC-1. The animals showed manic-like behavior seven days
after ICV, which was reversed by treatment with Li. After fourteen days of ICV, the rats showed
depressive-like behavior. About inflammatory parameters, OUA induced increases in 1L-1p,
IL-6, IL-10, TNF-a and CINC-1 levels, which were reversed by treatment of Li. Therefore, the
animal model of BD induced by OUA can be a good choice for study of neuroinflammation,
what sustains the construct validity of BD research.

Keywords: animal model of mania; bipolar disorder; inflammation; ouabain.
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1 INTRODUCAO

Segundo a quinta edi¢do do Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM-5) (2013), “um transtorno mental é uma sindrome caracterizada por perturbagao
clinicamente significativa na cognicgéo, na regulacdo emocional ou no comportamento de um
individuo que reflete uma disfungdo nos processos psicoldgicos, bioldgicos ou de
desenvolvimento subjacentes ao funcionamento mental”. Os transtornos mentais (TM) resultam
em sofrimento ou incapacidade significativos que afetam atividades sociais, profissionais
ou outras atividades importantes (American Psychiatric Association, 2013). Além disso, 0s TM
geram alto custo social e econdmico, levando a incapacitagdo grave e definitiva, e elevam a
demanda nos servicos de saude (Jin e McCrone, 2015).

O relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizacdo Pan-
Americana de Saude (OPAS), publicado em 2001, assinalou que os TM correspondem a 12%
da carga mundial de doencas e a 1% da mortalidade. O Transtorno Bipolar (TB) € considerado
o terceiro TM com maior impacto na vida do paciente (Subramaniam et al., 2013). A
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) estima que o TB foi a 46% maior causa de incapacidade
e mortalidade no mundo entre 291 doencas e causas de danos, no qual colocou o TB a frente
do céncer de mama bem como da Doenga de Alzheimer e outras deméncias (Merikangas et al.,
2011).

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O TB é uma das formas mais prevalentes de doenca mental, compreendendo
diferentes mudancas de humor que podem variar entre episddios de mania ou hipomania,
depressao, eutimia e estados mistos (Figura 1) (Grande et al., 2016; Resende et al., 2020). O
diagndstico é realizado através da avaliacdo pela anamnese do paciente e relatos dos familiares
desses, e € investigado a presenca de critérios segundo o DSM-5. No episédio de mania, o
individuo precisa apresentar pelo menos cinco dos seguintes critérios (incluindo
obrigatoriamente humor persistentemente elevado, expansivo ou irritavel e aumento do nivel
de energia): aumento da autoestima, reducdo da necessidade de sono, presséo por fala, aumento
do fluxo ou velocidade de pensamentos, distratibilidade, aumento da atividade dirigida a
objetos e envolvimento em atividades com potencial para consequéncias dolorosas. Ja para
diagnosticar o episodio depressivo, deve-se apresentar pelo menos 5 dos seguintes sintomas:

humor melancolico e/ou perda de interesse ou prazer, diminuicéo de energia, alteracdo de sono,
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mudanga de apetite, alteracdo psicomotora, fadiga, sentimentos de inutilidade e culpa,
pensamentos recorrentes de morte. No episodio classificado “com caracteristicas mistas”, ha a
ocorréncia concomitante de sintomas de mania e depressdo (American Psychiatric Association,
2013). A diferenciacdo entre mania e hipomania se da pela gravidade e tempo de sintomas: a
primeira € mais grave, com duracdo minima de 4 dias, e 0 quadro é suficientemente grave para
necessitar internacdo integral ou pela presenga de sintomas psicéticos, enquanto a segunda tem
duracdo minima de 7 dias e € menos grave, mas ainda incapacitante (American Psychiatric
Association, 2013; Beyer, 2017).

Episoddio
Maniaco
Episddio
Hipomaniaco

Episddio
com
Caracte
risticas
Mistas

Episddio
Depressivo

Figura 1: Episddios de humor no Transtorno Bipolar. O curso da doenca de um paciente pode ser registrado em
grafico de humor. Desse modo, um exemplo de como o humor pode variar é da hipomania para mania no topo da
figura, para a eutimia (ou humor normal) no meio, e para a depressdo na extremidade inferior da figura (Adaptado
de Stahl, 2013).

Apesar de todo o impacto que pode ocasionar, fazer o diagnostico de TB é
frequentemente dificil, e o atraso médio entre o inicio dos sintomas e seu estabelecimento varia
entre 5 e 10 anos (Phillips e Kupfer, 2013; Kessing et al., 2017). E importante salientar que o
marco para o diagndstico é a existéncia de pelo menos um episddio maniaco ou hipomaniaco
na historia atual ou prévia, porém, mais da metade dos pacientes iniciam o transtorno com o
episédio depressivo, sendo o estado mais frequente ao longo da vida do paciente bipolar
(Hirschfeld, 2014). Nao ha exames complementares especificos, e a hipotese de TB deve ser
levantada em qualquer individuo com sintomas de alteragbes de humor. E indispenséavel a
realizacdo de uma profunda histéria médica geral e psiquiatrica, detalhado exame do estado
geral e fisico e testes laboratoriais para avaliar possiveis diagnésticos diferenciais, como outras

condic@es clinicas e/ou uso de sustancias simulando o transtorno (Freudenreich et al., 2011).
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Além dessas avaliagdes, a entrevista com familiares é bastante Gtil para sua identificacéo
(Goodwin e Jamison, 2007). Além da avaliacdo criteriosa do episodio atual, é importante
verificar o numero, a frequéncia, a intensidade e a duracéo dos episodios anteriores, pois 0 TB
tem sido conceituado como um transtorno progressivo, com risco crescente de recorréncia para
cada novo episddio afetivo e com deficiéncias cognitivas e neurobioldgicas progressivas (Post
etal., 2012).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO TB

O TB é uma condi¢cdo comum e incapacitante associada ao aumento da mortalidade
em comparacdo com a populacdo em geral, cuja taxa de prevaléncia mundial é de 1-2,5%
(Merikangas et al., 2011; Hayes et al., 2017). Os portadores do transtorno apresentam
comprometimento substancial, permanecendo sintoméaticos com sintomas sindrémicos ou
subsindromicos por aproximadamente metade de suas vidas (Judd et al., 2002; Judd et al., 2003)
e ndo conseguem manter suas capacidades laborais por aproximadamente 30% do tempo (Judd
et al., 2008). A expectativa de vida é reduzida nesses pacientes, tanto por maior comorbidade
com doencas clinicas - metabolicas, auto-imunes, cardiovasculares (Laursen et al., 2013) -
quanto pelo maior risco de suicidio, que chega a ser 20 vezes maior que a da populagdo geral,
com mortalidade de 13% por essa causa (Schaffer et al., 2015; Jones et al., 2018), e esta entre
as trés principais causas de morte desses pacientes (Ferrari et al., 2014).

O inicio dos sintomas pode acontecer em qualquer idade, e quanto mais precoce,
pior o progndstico (Holtzman et al., 2015). O TB freqlientemente se manifesta no final da
adolescéncia e no inicio da idade adulta, com uma idade média geral de inicio aos 18 anos para
0 TB tipo | e 25 anos para o tipo Il (American Psychiatric Association, 2013). No entanto, 0
TB pediatrico muitas vezes nao é reconhecido, e muitos jovens com o transtorno nao recebem
tratamento; estudos retrospectivos relataram que em até 60% dos adultos com o diagnéstico, o
inicio dos sintomas de humor ocorreu antes dos 20 anos (Post et al., 2008; Birmaher, 2007).

N&o sdo descritas diferengas estatisticas na prevaléncia entre 0s sexos, mas €
descrito que mulheres tém maior suscetibilidade a ciclagens rapidas, episédios mistos e
sintomas depressivos quando comparados aos portadores do sexo masculino (Rowland e
Marwaha, 2018). Nao se observa diferenca significativa na prevaléncia entre as racas (Tsuchiya
et al., 2003). As taxas de TB sdo significativamente maiores entre individuos separados,
divorciados ou vilvos quando comparados aos casados ou nunca casados. A historia de

divorcio, independente do estado civil atual, é frequente. Essa associa¢do possivelmente ocorre


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Laursen+TM&cauthor_id=23826212
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por relagdes causais reciprocas: tanto o episodio afetivo pode ser resultado da separagdo quanto
tensdes impostas pelo TB podem levar ao rompimento (Moreno e Andrade, 2004).

1.3 TRATAMENTO DO TB

Devido a caracteristica potencialmente crénica, recorrente e progressiva do TB, o
tratamento deve ser iniciado de forma mais precoce possivel (Berk et al., 2011). Ha prejuizo
significativo da qualidade de vida, tanto em pacientes sintomaticos quanto em nao sintomaticos,
quando comparados a controles saudaveis (Gutierrez-Rojas et al., 2008; Bonnin et al., 2012).
Além disso, aspectos fisicos, sono, humor, cognicéo, e lazer foram identificados pelos pacientes
como sendo prejudicados (Michalak et al., 2010). Quanto maior 0 numero de episédios e mais
precoce 0 inicio da doenca, maior o impacto, tanto no funcionamento psicossocial quanto na
qualidade de vida (Rosa et al., 2012; Michalak et al., 2013).

A abordagem multidisciplinar de longo prazo é bem indicada para o manejo do TB;
intervencdes especializadas baseadas em abordagem de equipe, combinando farmacoterapia e
psicoeducacdo sdo indicadas (Kessing et al., 2013; Yatham et al., 2018). O tratamento
medicamentoso tem como objetivo a remissdo dos episddios agudos, manutencéo de remisséo
e recuperacao funcional do paciente (Vietna et al., 2011). Entretanto, o tratamento de ambas as
fases do transtorno pode ser complexo. O uso de antidepressivos por exemplo, mesmo na fase
depressiva do transtorno, deve ser evitado pois podem agravar o quadro ou desencadear mania
ou hipomania (Geddes e Miklowitz, 2013). Os medicamentos utilizados como primeira linha
para tratamento do transtorno séo os estabilizadores de humor, que podem ser de varias classes:
anticonvulsivantes [valproato de sodio (VPA), lamotrigina], antipsicoticos atipicos
(aripiprazol, clozapina, olanzapina, quetiapina, risperidona, ziprasidona, asenapina, lurasidona)
e o litio (Li), o qual é o Unico farmaco aprovado especificamente para o tratamento do TB. A
escolha da medicagéo, isolada ou combinada, baseia-se principalmente no perfil do paciente e
nos sintomas do episodio agudo ou manutencao (Yatham et al., 2018).

Embora existam vérias opcdes terapéuticas, muitos pacientes séo refratarios aos
medicamentos propostos ou ndo os toleram (Solomon et al., 2010; Yahtham et al., 2013), e
mesmo naqueles que mantém o tratamento adequado a taxa de recaida € em média 40% em um
ano e cerca de 73% dos casos em cinco anos (Neto e Carvalho, 2016). Para o desenvolvimento
de novos farmacos e assim ampliar o arsenal terapéutico para essa condi¢do, é necessario

avancar na compreensdo da fisiopatologia do TB (Kim et al., 2017).
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1.4 FISIOPATOLOGIA DO TB

Mecanismos patoldgicos precisos do TB nédo sdo totalmente compreendidos, mas
varios sistemas atuam perpetuando a condicdo, envolvendo fatores bioldgicos, psicolégicos e

psicossociais (Muneer, 2016a).

1.4.1 Fatores Psicossociais

Eventos de vida estressantes podem estar associados ao inicio mais precoce e um
pior prognostico da doenca (Spalletta, 2015). As influéncias ambientais podem ser de varios
tipos e, dentre elas, pode ser citado: as infecgdes perinatais e as complicacdes obstétricas (Scott
et al., 2006; Barichello et al., 2016), os traumas durante a infancia, que podem incluir abuso,
violéncia, além de negligéncia fisica e emocional (Agnew Blais ¢ Danese, 2016; Palmier-Claus
et al., 2016), os estresses psicologicos durante a vida adulta (Lex et al., 2017) e abuso de
substancias (Gibbs et al., 2015; Marwaha et al., 2017).

Estudos tém evidenciado a associacdo entre eventos adversos sofridos e maior
gravidade dos sintomas e consequente a uma pior evolugéo do transtorno (Sugaya et al., 2012;
Etain et al., 2013; Gilman et al., 2015).

1.4.2 Neurobiologia

Vérias evidéncias demonstram que hé alteracdes na estrutura e fungdo cerebral no
TB. Entretanto, ainda ndo esta claro se essas observagdes consistem em causas, consequéncias
ou ambos (Adler, 2012). Estudos de imagem evidenciam reducdo de conexdes entre redes que
modulam emocdes, principalmente em redes pré-frontais e sistema limbico (Townsend, 2012).
Além disso, estudos longitudinais de neuroimagem em portadores de TB evidenciam reducéao
no volume total de substancia cinzenta ao longo do tempo, reforcando seu potencial

neurodegenerativo (Gildengers et al., 2014).

1.4.3 Genética

Estudos envolvendo familiares, gémeos e adogdo demonstram que fatores genéticos
estdo envolvidos na patogénese do TB. Em gémeos monozigdticos, o risco de desenvolver TB

ao longo da vida € de 40 a 70%. J& para parentes de primeiro grau de um portador do transtorno,
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a chance de desenvolver o TB é de 5 a 10% (Craddock e Sklar, 2013).
Ha varios estudos tentando identificar o principal gene envolvido na origem do TB,
mas nenhum gene isolado foi identificado. Os achados sugerem que ha a interacdo de diversos

genes com pequenos efeitos (Nurnberger et al., 2014).

1.4.4 Expresséo génica

A avaliacdo e sequenciamento de RNA de tecidos post-mortem e pacientes com TB
e controles saudaveis, indica que a expressdo génica esta alterada no TB. Estudos demonstram
alteracOes na regulacéo de genes que codificam neurotransmissores e receptores de horménios
que sdo alvos de drogas psicotrépicas (Kato, 2015), e de genes envolvidos com
neuroplasticidade (Akula et al., 2014).

1.4.5 Epigenética

A epigenética compreende alteracdes moleculares que modificam a expressao
de proteinas sem alterar a sequéncia do DNA propriamente dito. Por serem moduladas
pelas alteracbes do meio, a epigenética € denomina a “ponte” entre gene e ambiente
(Klengel e Binder, 2015). Por esse motivo, essas alteragdes tém sido amplamente estudadas
nos transtornos psiquiatricos. Dentre as principais alteracdes epigenéticas pode-se citar as
metilacdo do DNA, micro-RNAs e alteracGes na conformidade das histonas.

Em uma revisdo de literatura Peedicayil (2014) compilou alguns estudos
demonstrando que alteracbes na conformacdo das histonas parecem estar ligadas ao TB.
Um estudo post-mortem em cérebro de pacientes bipolares, demonstrou uma maior
acetilacdo de histonas nas regiGes promotoras de genes relacionados com a esquizofrenia
(TANG et al, 2011). Do mesmo modo, outro estudo mostrou uma desregulagdo na
expressdo do gene GABRB2, subunidade B2 do receptor de 4cido gama-aminobutirico
(GABA) (ZHAO et al., 2012).

1.4.6 Neuroinflamacéo

A inflamacdo ¢ um processo reativo de defesa do organismo frente a uma agressao,

podendo ser desencadeada por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos (Doty et al., 2015). As



21

fungdes principais da inflamacao contra hospedeiro s3o a defesa e o reparo (Rang et al., 2012),
as quais agem de forma aguda e cronica e sdo mediadas pelo sistema imunolégico.

As respostas inflamatorias agudas sdo transitérias, podendo durar horas ou dias. As
respostas iniciais de lesdes celulares e teciduais que terdo como desfecho a resolugdo, ou
cicatrizagdo da area afetada, ou ainda a cronicidade. Na inflamagéo cronica, o0 processo de
defesa se mantém ativo por semanas, meses ou anos na tentativa de reparacdo do tecido
lesionado. Essa cascata mantida a longo prazo podera destruir além do agente causador da
inflamacéo, parte dos tecidos afetados. Assim, 0 processo inflamatorio prolongado ou
desregulado levara a danos diversos ao organismo (Kumar et al., 2013). Essas cascatas podem
acontecer de forma sistémica ou localizada em qualquer tecido, como no sistema nervoso
central (SNC).

Existe uma interacdo altamente organizada e bidirecional entre 0 SNC e o sistema
imunolégico e que preserva a homeostase na salde e na doencga (Veiga-Fernandes e Artis,
2018). O SNC se comunica com o sistema imunoldgico por meio de vias hormonais e neurais
(simpatica, parassimpatica e entérica). O sistema imunologico influencia o SNC por meio de
citocinas de células imunologicas ativadas na periferia e microglia e astrécitos ativados na
medula espinhal e no cérebro (Zouikr et al., 2017; Chavan et al., 2017).

Citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares produzidos e liberados
em resposta ao estimulo antigénico, com potencial para interferir no metabolismo de sistemas
de neurotransmissores, atividades neuroenddcrinas e neuronais, na regulacdo do crescimento e
proliferagdo de células gliais (Silverman et al., 2005; Sommer e White, 2010). Podem
influenciar na sintese, liberagdo e recaptacdo de neurotransmissores como serotonina,
norepinefrina, dopamina e glutamato. Influenciam também sobre o eixo hipotalamo-hip6fise-
adrenal (HHA) através do feedback negativo e/ou a perturbag@o na funcdo dos receptores de
glicocorticdides; citocinas podem influenciar na plasticidade neuronal e diminuir a expressao
fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) no hipocampo (Felger et al., 2007; Miller et al.,
2009; Brietzke et al., 2011) e desencadear apoptose em neurénios e células da glia (Kraft et al.,
2009). Séo classificadas como pro- ou anti-inflamatorias, de acordo com as funcbes que
desempenham. As principais citocinas anti-inflamatdrias sdo a interleucina (IL)-10 e fator de
crescimento transformador (TGF)-B, sendo que alguns antagonistas competitivos, como o
antagonista do receptor de IL-1, também sdo considerados anti-inflamatorios. As principais
citocinas pro-inflamatérias sdo IL-1, IL-2, IL-12, IL-18, interferon (IFN)-y e fator de necrose
tumoral (TNF)-a (de Oliveira et al., 2011).
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O SNC pode desencadear um processo inflamatdrio em resposta a patdgenos
exdgenos, a moléculas enddgenas, sob condi¢des de estresse, trauma ou degeneragdo
(Barrientos et al., 2015). Sendo assim, a inflamacao vem ganhando destaque nas pesquisas em
neurologia e psiquiatria, com destaque para o TB.

Um dos primeiros estudos a relacionar altera¢cGes imunoldgicas com o TB trazia a
hipdtese de que as recidivas de episddios de humor seriam impulsionadas pelo sistema imune
assim como em outras doencas inflamatorias como esclerose multipla ou herpes recorrente
(Horrobin e Lieb, 1981). Existem evidéncias de aumento consistente de citocinas pro-
inflamatorias e anti-inflamatdrias em pacientes bipolares (Modabbernia et al., 2013; Munkholm
etal., 2013a; 2013b) e que podem variar de acordo com a fase em que se encontra. Por exemplo,
apesar da proteina C reativa (PCR) estar elevada no TB, independentemente do periodo que o
paciente acometido esteja, sua elevacdo € ainda mais significativa durante episodios de mania
(Anderson e Maes, 2015; Malhi et al., 2018). Citocinas especificas, como a IL-6 e 0 TNF-q,
tém sido identificados em soro de pacientes em episodio depressivo (Jope et al., 2016;
Rosenblat e Mcintyre, 2017). J4 aumento do receptor soluvel da interleucina (sIL) 6 (sIL-6R)
e sIL-2R, niveis elevados da IL-6 e do antagonista do receptor da interleucina 1 (IL-1RA) séo
observados nos episddios de mania (Anderson e Maes, 2015; Rosenblat e Mclintyre, 2016) e,
nos periodos de eutimia, 0 TNF-a € um marcador inflamatério constante (Rosenblat e Mclintyre,
2016). Devido as evidéncias que demonstram altos niveis de marcadores inflamatorios na
periferia e no cérebro de pacientes (Hamdani et al., 2012), alguns autores tém-se referido ao
TB como uma doencga multissistémica (Leboyer et al., 2012; Stertz et al., 2013). Ha um
crescente nimero de estudos mostrando que o TB est4 associado a uma inflamagdo cronica de
baixo grau (Barbosa et al., 2009; Magalhaes et al., 2012) e € um alvo de investigacdo como um

mecanismo implicado na neuroprogressao do TB.
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Figura 2: Hipdtese da alteragdo inflamatoria no TB. Ha elevagéo cronica dos marcadores inflamatorios e podem
aumentar nos episddios depressivo e maniaco (Adaptado de Rosenblat et al., 2016).

E desafiadora e de fundamental importancia a busca pela compreensdo da
fisiopatologia do TB. A descoberta de biomarcadores podera levar ao desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento e auxiliar no diagndstico e avaliagdo do progndstico do
transtorno. Os estudos ainda séo limitados devido a complexidade da neurobiologia das fungdes
cerebrais e as dificuldades éticas e praticas de avaliar o cérebro humano in vivo (Nestler e
Hyman, 2010). Uma das ferramentas que podem auxiliar nessa etapa é através da pesquisa
usando modelos animais de transtornos psiquiatricos, que tém sido relevantes para desvendar a

fisiopatologia dessas condic¢des (Howland et al., 2019).

1.5 MODELOS ANIMAIS DE TB

Pesquisas realizadas com modelos animais de TB ajudaram a descobrir as vias
envolvidas em seu desenvolvimento. Para se validar um modelo animal de transtornos
psiquiatricos, € necessario a presenca de trés critérios: validade de face, validade de construcéo
e validade preditiva (Mack et al., 2019). A validade de face é a habilidade que 0 modelo tem

em mimetizar um sintoma do transtorno; validade de constructo (ou construcao) é a capacidade
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do modelo na producgdo de alguma alteracdo fisiopatoldgica observada no transtorno; validade
preditiva é a capacidade de farmacos cléassicos, usados no tratamento do transtorno, prevenir

e/ou reverter os sintomas induzidos no modelo (Machado-Vieira et al., 2004).

1.5.1 Validade de face

Para se avaliar a validade de face do TB séo utilizados testes comportamentais, que
incluem o teste de natagcdo forgada, teste do consumo de sacarose e teste de campo aberto
(Valvassori et al., 2013). A descrigéo do teste de natagéo for¢ada foi descrito pela primeira vez
por Porsolt e colegas (1977) e ainda hoje ¢ um dos testes comportamentais mais utilizados para
a avalia¢ao dos efeitos antidepressivos de substancias, e para avaliar o comportamento tipo-
depressivo em modelos animais de depressdo. Os roedores, que podem ser ratos ou
camundongos, sdo alocados em um tanque cilindrico, com volume de dgua no qual ndo possam
tocar o fundo do cilindro ou fugir (escape). Apds um tempo 0s animais percebem a
impossibilidade de sair do local e adotam uma postura de imobilidade, sendo entéo avaliado a
juntamente com o tempo de natacdo do animal. A imobilidade no teste de natacdo forgada ¢
interpretada como uma manifestagdo de humor negativo, representando desesperanca no
animal, refletindo a falta de motivacao, que ¢ um dos critérios sintomaticos presente no episddio

depressivo (Figura 3).

Figura 3: Teste de natagdo for¢ada. No primeiro cilindro o roedor ainda no periodo de tentativa de escape. No
segundo cilindro o animal ja no periodo de imobilidade, interpretado como uma manifestacdo de humor negativo
(Adaptado de Kuteeva et al., 2010).

Outro teste bastante utilizado para avaliacdo de sintomas depressivos é através da
avaliagcdo da ingestdo de sacarose. A redug@o no consumo de liquidos ou alimentos palataveis,
em animais experimentais, representa o sintoma de anedonia observado em humanos. Anedonia

¢ a perda do interesse ou prazer em realizar atividades diarias, e € um dos critérios para o



25

diagnéstico do Episodio Depressivo de acordo com o DSM-5 (American Psychiatric
Association, 2013).

Ja para avaliacéo dos episodios de mania em animais, o teste mais utilizado é o teste
de campo aberto. Esse teste foi desenvolvido por Hall e Ballachey em 1932, e avalia a atividade
exploratdria e locomotora em roedores (Hall e Ballachey, 1932). Alteragdes comportamentais
induzidas por psicoestimulantes tém sido amplamente utilizado como um modelo animal de
mania, pois provocam agitacdo psicomotora, que ¢ um dos sintomas presentes durante esses
episodios. A atividade locomotora entdo ¢ facilmente avaliada em ratos e camundongos

utilizando o teste de campo aberto (Figura 4) (Prut e Belzung, 2003).

Figura 4: Teste de campo aberto. A atividade locomotora é contabilizada através do nlimero de cruzamentos das
linhas por cada animal e pela atividade exploratéria - momento em que o roedor se erguia sobre as patas traseiras,
terminando guando uma ou ambas as patas anteriores tocavam o chdo novamente (Adaptado de Rozisky et al.,
2014).

1.5.2 Validade de constructo

Esse critério exige a semelhanga entre a interpretacdo tedrica do modelo e os
conhecimentos sobre a neurobiologia do transtorno. Uma das alteragdes fisiologicas da
depressdo é a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA). Quando submetidos ao
estresse, varios neurotransmissores, incluindo norepinefrina, acetilcolina e GABA, regulam a
secrec¢do do fator de liberacdo da corticotrofina (CRF), o qual ¢ liberado a partir de células do
hipotdlamo. O CRF controla a liberagdo do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), produzido

na hipofise e liberado na corrente sanguinea. O ACTH, por sua vez, age sobre a glandula adrenal
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para aumentar a secrecdo de cortisol e outros glicocorticdides, os quais possuem um papel
fundamental na resisténcia ao estresse. O cortisol também pode agir inibindo a secrecdo do
CREF, resultando em feedback negativo da secregdo do ACTH (Cowen, 2002). Essas alterac6es

podem estar compativeis no episddio depressivo do TB.

ESTRESSE

(\ Hlpocampo

1(
& Pvg |
. _,., G‘R\ Amlgdala )
Hlpotalamo @ -
CRH/AVP
® g
Hipofise ({ D M
ACTH | (¥
Glicocorticéides

Cortex (Cortisol)
adrenal z

Figura 5: Eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal. A exposicdo ao estresse promove a ativacdo do eixo HHA. Situagdes
de estresse fazem com que o hipotalamo libere o horménio liberador de corticotrofina (CRH), o qual estimula a
hip6fise a secretar o hormonio adrenocorticotréfico (ACTH). O ACTH estimula o cortex adrenal a secretar o
cortisol (Adaptado de Raable e Spengler, 2013).

Disfungdes na regulacdo de ions tém sido identificadas em pacientes bipolares.
Adicionalmente, estudos sugerem que mania e depressdo bipolar estdo relacionadas com
aumento intracelular de Na* (Coppen et al., 1966; Shaw, 1966). Juntos, estes estudos sugerem
que a diminui¢cdo do transporte de ions através da membrana pode estar envolvida neste
transtorno. Estudos sugerem que alteragcdes na Na*K*ATPase estdo presentes no TB, como sua
diminuicdo em eritrocitos de pacientes, tanto na fase de mania quando na fase depressiva,
guando comparados com 0s pacientes bipolares que estavam em eutimia (Looney e El-Mallakh,
1997; Roberts, 2010). A concentracdo elevada de sédio no meio intrecelular ocorre devido a
inativacdo da Na*K*ATPase em células derivadas de pacientes bipolares (Li e El-Mallakh,
2004; Roberts, 2010; Banerjee et al., 2012). Sendo assim, essas duas alteracdes fisioldgicas séo

frequentemente replicadas para cumprir a validade de constructo em modelos animais do TB.

1.5.3 Validade preditiva

Baseia-se no isoformismo farmacologico, quando um farmaco ¢ efetivo na clinica

e também no modelo animal (McGonigle, 2014). A avaliagdo desse critério ¢ feita com base
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nos efeitos da administragdo de farmacos usados classicamente na terapéutica. Nesse aspecto,
o0 carbonato de Li tem usado preferencialmente para avaliar a validade preditiva dos modelos
de mania (O’Donnell e Gould, 2007), pois ele € capaz de reduzir sintomas maniacos, bem como
prevenir ciclagens entre mania e depressao (Lyon, 1991; Muller-Oerlinghausen et al., 2002).
O Li é utilizado para o TB desde 1949 (Cade, 1949), e ainda hoje é uma medicacao
de primeira linha para o seu tratamento (Yatham et al., 2018). Seu mecanismo de a¢do ainda é
desconhecido. No entanto, as revisdes sugerem que o efeito geral do Li é a estimulacdo da
neurotransmissao inibitdria e inibicdo da neurotransmissdo excitatoria (Kamali et al., 2017).
Além disso, o Li também parece aumentar a neurogénese e os fatores neuroprotetores e, em
portadores de TB, pode preservar ou aumentar a substancia cinzenta cortical, integridade da
substancia branca e estruturas limbicas, como hipocampo, talamo e amigdala (Hajek et al.,
2012; Lopez-Jaramillo et al., 2017; Powell et al., 2018). Esses efeitos podem ser consequéncia
de seus efeitos anti-inflamatorios, os quais vém sendo estudados desde o inicio da década de
70. A interacdo entre o Li e o sistema imunoldgico ¢ complexa, e em alguns estudos
demonstram que ha supressdo da expressdo da ciclooxigenase-2, inibigdo da produgdo de IL-
1B e TNF-a ¢ aumento de IL-2 e 1L-10 (Nassar e Azab, 2014; Maddu e Raghavendra, 2015).
Considerando todos os aspectos exigidos para a validagcdo de um modelo animal,
observamos a importancia dessa ferramenta para o estudo da fisiopatologia de transtornos
psiquiatricos. A execugdo de um modelo animal de TB é um desafio para a comunidade
cientifica, pois apresenta um curso clinico complexo, com alteragdes de humor recorrentes,
incluindo epis6dios maniacos, depressivos e com caracteristicas mistas (Machado-Vieira et al.,
2004). Recentemente, Valvassori e colaboradores (2019) forneceram todas as validades
necessarias para um modelo animal adequado de TB usando esta mesma plataforma, através da
administracdo intracerebroventricular (ICV) de ouabaina (OUA) uma vez que mimetiza
comportamentos maniacos e depressivos em um mesmo animal, bem como as alteracfes

relativas a fisiopatologia e remisséo dos sintomas por meio da tradicional farmacoterapia

1.6. MODELO ANIMAL DE TB INDUZIDO POR OUABAINA

A OUA é um conhecido glicosideo que inibe a enzima sédio e potéssio de
adenosina trifosfatase (Na*K*ATPase; EC 3.6.3.9) (Yu et al., 2011). De fato, a evidéncia
mostrou uma atividade significativamente prejudicada da Na"K*ATPase em pacientes bipolares
em episodios maniacos e depressivos (Banerjee et al., 2012). O modelo de OUA para o TB

parece ser o unico modelo animal disponivel que demonstra as trés validades para um modelo
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animal adequado das alteragdes longitudinais do TB. Segundo estudo de Valvassori et al. (2019)
foram observados comportamentos do tipo-maniaco 7 dias apos a administragdo de OUA, e
comportamentos do tipo-depressivo 14 dias apos a administragdo desse composto (validade de
face). As alteragdes fisiopatologicas encontradas no modelo cumprem a validade preditiva:
aumento dos niveis de ACTH no sangue e aumento do peso da glandula adrenal, 14 dias apos
a administracdo de OUA, periodo no qual os animais apresentavam comportamento tipo-
depressivo, bem como alteragdes nas vias de BDNF e dano cognitivo. Por fim, confirmando a
validade de constructo, a administragdo de Li e VPA reverteu 0s sintomas do tipo-maniaco.
Além disso, a administragdo de Li, VPA, do antidepressivo imipramina (IMI) ou o tratamento
adjunto desses medicamentos, Li ou VPA com IMI reverteram os comportamentos tipo-
depressivos nos animais bem como houve reversdo dos danos a lipideos induzidos pela OUA
(Valvassori et al., 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracfes neuroinflamatorias induzidas por OUA em cérebros de ratos

submetidos ao modelo animal de TB.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o nimero de cruzamentos e levantamentos dos animais através do teste do campo
aberto 7 e 14 dias ap6s a administragdo ICV de OUA.

- Avaliar o tempo de imobilidade dos animais através do teste de natacdo forcada 14 dias apos
a administrac¢do ICV de OUA.

- Avaliar os niveis de IL-1f no cortex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 ¢ 14 dias apos a
administracdo ICV de OUA.

- Avaliar os niveis de IL-6 no cortex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apos a
administracdo ICV de OUA.

- Avaliar os niveis de IL-10 no cortex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apos a
administracdo ICV de OUA.

- Avaliar os niveis de TNF- a no cértex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apds a
administragdo ICV de OUA.

- Avaliar os niveis de CINC-1 no cortex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apos

a administrac¢do ICV de OUA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram iniciados apd6s a aprovagdo da
Comiss&o de Etica sobre Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC) (protocolo n° 66/2010), de acordo com as diretrizes do National Institutes of Health
(US) “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (2011) além das recomendacdes para

0 uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Trinta e dois ratos Wistar machos adultos (Rattus norvegicus, cepa heterogénica),
com peso corporal de 250-350 g, foram obtidos na colonia de reproducdo da UNESC. Os
animais foram alojados em cinco por gaiola, com comida e agua ad libitum e condicdes

controladas (ciclo claro / escuro de 12 h; luzes acesas as 6:00 da manha; 22 £ 1 ° C).

3.3 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram submetidos a anestesia por injecdo intramuscular de cetamina (80
mg / kg peso corporal) e xilazina (10 mg / kg), e posteriormente acomodados em aparelho
estereotaxico. Em seguida, foi feita a retirada da pele e pelos que recobrem a cabeca. Apds isso,
foi colocada uma cénula-guia [calibre 27 (9 mm)] na superficie do o0sso craniano, de acordo
com as seguintes coordenadas: 0,9 mm posterior ao bregma; 1,5 mm a direita da linha média;
e 1 mm acima do ventriculo cerebral lateral (Paxinos e Watson, 2013). Ap6s a marcacao, foi
feito um orificio de 2 mm no cranio do animal, sendo implantada uma canula ventralmente 2,6
mm na superficie superior do 0sso e fixada com acrilico dentario.

Os animais se recuperaram do procedimento em 72h, tempo em que receberam
cloridrato de tramadol (10 mg / kg de peso corporal) por via subcutanea a cada 12 h para
amenizar a dor pos-operatoria, seguindo as instru¢cbes do fabricante (Unido Quimica

Farmacéutica Nacional SA, S&o Paulo, Brasil).
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3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

No quarto dia ap6s o procedimento cirurgico, uma canula calibre 30 foi colocada
dentro da canula guia e ligada a uma seringa por meio de tubo de polietileno. A ponta da canula
de infusdo estendeu-se 1,0 mm além da canula guia para alcancar o ventriculo cerebral lateral
direito. Cada animal recebeu uma Unica inje¢do ICV de liquido cefalorraquidiano artificial
(LCRa, 5 uL) ou OUA (1073 M) dissolvido em LCRa (5 pL). Cada infusdo durou 30 segundos
para evitar o efluxo de liquido (el-Mallakh e Wyatt, 1995; Riegel et al., 2009). Apoés a injecéo
de LCRa ou OUA, os animais receberam injecdes intraperitoneais de solucédo salina (Sal, 0,9%
1 mL / kg) ou Li (47,5 mg / kg, ImL / kg) duas vezes ao dia, durante 14 dias (Jornada et al.,
2010). Os ratos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos (n = 8 por grupo): 1) LCRa
+ Sal, 2) LCRa + Li, 3) OUA + Sal e 4) OUA + Li (Figura 6).
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Figura 6: Desenho experimental. Cada animal recebeu uma Unica injecdo ICV de liquido cefalorraquidiano
artificial (LCRa, 5 puL) ou OUA (10 M). Apds a injecdo de LCRa ou OUA, os animais receberam injecoes
intraperitoneais de solugdo salina (Sal, 0,9% 1 mL / kg) ou Li (47,5 mg/ kg, ImL / kg) duas vezes ao dia, durante
14 dias (Jornada et al., 2010). Os ratos foram aleatoriamente divididos em quatro grupos (n = 8 por grupo): 1)

LCRa + Sal, 2) LCRa + Li, 3) OUA + Sal e 4) OUA + Li para entdo serem avaliados nos testes comportamentais
e estruturas cerebrais (frontal e hipocampo).

3.4.1 Testes comportamentais

3.4.1.1 Campo aberto

O teste de campo aberto ocorreu em dois periodos: 7 e 14 dias apos as infusdes de
ICV, para fornecer informagdes criteriosas sobre a locomogdo, comportamentos exploratérios,
e também comportamentos de risco e estereotipados dos animais. Resumidamente, o teste foi
executado em um aparato com chéo de 40 x 60 cm, cercado por paredes de compensado marrom
com 50 cm de altura e uma parede frontal de vidro. O ch&o foi dividido em nove retangulos
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iguais por linhas pretas e coberto com uma base de vidro. Cada animal foi gentilmente colocado
no retangulo traseiro esquerdo para explorar a arena por 5 minutos (min). A hiperatividade
indica um comportamento do tipo-maniaco, observada atraves do nimero total de cruzamentos
(atividade locomotora) e levantamentos (atividade exploratdria) durante todo o periodo de teste
(Broadhurst, 1960).

3.4.1.2 Natacdo forcada

O procedimento realizado para investigar a imobilidade do animal (imobilidade
total ou movimentos para manter a cabega fora d'adgua), que é um comportamento do tipo
depressivo. O teste ocorreu em dois dias de procedimentos, onde na sessdo de treino (13 dias
apos o ICV), cada rato foi colocado em um cilindro com agua (23 °C) em quantidade suficiente
para que ndo possa apoiar a ponta da cauda no fundo nem escapar do aparato, para habituarem
com a condicdo de natacdo, durante 15 min. Na sessdo de treino, nenhum parametro foi
avaliado. Vinte e quatro horas apds o treinamento, ocorreu a sessdo de teste na qual foram

avaliados os tempos de natacdo, escalada e imobilidade, por 5 min (Porsolt et al., 1977).
3.5 ANALISES BIOQUIMICAS
3.5.1 Amostras bioldgicas

No 14° dia apds a infusdo de OUA ou LCRa, ap0s 0s testes comportamentais, 0s
ratos foram submetidos a eutandsia através de decapitacdo por guilhotina. O cérebro foi
dissecado em cortex frontal e hipocampo. As amostras foram colocadas em nitrogénio liquido
e posterior armazenamento a —80 ° C para posterior analise bioquimica.
3.5.2 Parametros de neuroinflamacao

3.5.2.1 Quantificagdo de proteina

A proteina total foi medida pelo método de Lowry e colegas de trabalho (1951),

com ligeiras modificacdes (Peterson, 1977). Albumina de soro bovino foi usada como padréo.
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3.5.2.2 Niveis de IL-1p, IL-6, 1L-10, TNF-a e CINC-1

O hipocampo e o cértex frontal foram homogeneizados em uma solucdo extratora
contendo aprotinina (100 mg de tecido por 1 mL). A concentracdo de citocinas / quimiocinas
foi determinada nas estruturas cerebrais usando ensaios ELISA comercialmente disponiveis,
seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante (kits DuoSet, R&D Systems, MN, Estados

Unidos). Os dados foram expressos como pg / 100 mg de tecido.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

A diferenca entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) de
duas vias, utilizando o software Statistica 7®, e para a construcdo dos gréaficos foi utilizado o
programa Graph Prism 5®. Quando o valor de F foi significativo, compara¢fes post hoc foram

feitas pelo teste de Tuket. A significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES COMPORTAMENTAIS

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar a locomog¢do dos ratos. Os
pardmetros avaliados incluiram o nimero de cruzamentos e levantamentos Sete dias ap6s 0s
ratos terem recebido uma unica injecdo ICV de OUA, eles apresentaram um padrdo marcante
de locomocdo em comparacgédo aos animais do grupo LCRa (Figura 6). A administracdo de Li
reverteu 0 aumento no nimero de cruzamentos (6A) e levantamentos (6B) induzidos por OUA.
A ANOVA de duas vias revelou efeitos OUA significativos nos sete dias seguintes apds as
infusdes de ICV [Crossings: F (1,36) = 143,90, p <0,05; Rearings: F (1,36) = 71,61, p <0,05] e
tratamento [Crossings: F (1,36) = 118,35, p <0,05; Criacdo: F (1,36) = 66,54, p <0,05].
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Figura 7: Efeitos da administracdo de Li sobre o nimero de cruzamentos (A) e levantamentos (B) de animais
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA 7 dias apds o ICV (n=10 por grupo). Dados
analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo.

Valores expressos como média =+ erro padrdo. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p <0.05 comparado ao grupo
OUA.

Por outro lado, ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos
nesses parametros nos ratos avaliados 14 dias apds a infusdo de OUA (Figura 7A e 7B)
[Crossings: F (1,36) = 10,02, p = 0,003; Rearings: F (1,36) = 0,243, p = 0,62] e tratamento
[Crossings: F (1,36) = 0,22, p = 0,640; Rearings: F (1,36) = 0,007, p = 0,93]. Assim, a avaliacédo
desse comportamento no 14° apés a injecdo de OUA revelou que os ratos ndo exibiam o

comportamento maniaco observado no 7° dia.
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A proxima etapa das avaliagGes comportamentais foi o teste de nado forcado. Nesse
contexto, foi demonstrado um aumento significativo no tempo de imobilidade (em segundos)
em 14 dias ap6s a administracdo do OUA (Figura 7C e 7D). Além disso, houve uma diminuigéo
significativa no tempo de natacéo (segundos) nos ratos nesse mesmo teste. Em conjunto, esses
resultados demonstram que, ap6s 14 dias da administracdo de OUA, os animais apresentaram
desesperanca, que € um comportamento do tipo depressivo. Por outro lado, a administracao de
Li reverteu o0 aumento da imobilidade induzida por OUA (Figura 6) [Imobilidade: F (1,36) =
301,06, p <0,05; Natacdo: F (1,36) = 301,06, p <0,05] e tratamento [Imobilidade: F (1,36) =
301,06, p <0,05; Natagéo: F (1,36) = 301,06, p <0,05].
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Figura 8: Efeitos da administragdo de Li sobre o nimero de cruzamentos (A) e levantamentos (B), tempo de
imobilidade (C) e de natacdo (D) de animais submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n=10
por grupo). Dados analisados por ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor
significativo. Valores expressos como média + erro padrdo. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05
comparado ao grupo OUA.
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4.2 PARAMETROS DE NEUROINFLAMACAO

No 14° dia apds a injecdo de OUA, foram realizadas as medidas neuroquimicas,
com investigacdo do efeito do tratamento com Li neste cenario experimental. Os dados
representados nas figuras a seguir mostram alteragdes significativas nos niveis de IL-1p (Figura
8), IL-6 (Figura 9), IL-10 (Figura 10), TNF-a (Figura 11) e CINC-1 (Figura 12) em ratos
submetidos ao modelo animal de TB induzido por OUA. Uma Unica administracdo de OUA
desencadeou 0 aumento dos niveis de todos os parametros da inflamacéo, independentemente
da estrutura cerebral, enquanto a administracdo de Li reverteu essa alteragao.

Os dados da ANOVA de duas vias revelaram efeitos significativos da
administracdo de OUA nos niveis de IL-1p no cortex frontal (8A) e hipocampo (8B) dos
animais [cortex frontal: F (1,16) = 30,95, p = 0,002; hipocampo: F (1,16) = 70,55, p <0,05],
bem como tratamento [cOrtex frontal: F (1,16) = 71,96, p <0,05; hipocampo: F (1,16) = 67,94,
p <0,05], e uma administracdo significativa de OUA x interacdo de Li [cortex frontal: F (1,48)
= 45,24, p = 0,15; hipocampo: F (1,47) = 41,63, p <0,05]. O mesmo padrao de alteracdes foi
observado nos niveis de IL-6 em relacdo ao efeito de OUA [cortex frontal: F (1,16) = 38,82, p
=0,002; hipocampo: F (1,16) = 32,12, p <0,05], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 69,34, p
<0,05; hipocampo: F (1,16) = 51,60, p <0,05], bem como uma administracdo OUA significativa
x interacdo Li [cortex frontal: F (1,48) = 49,31, p = 0,15; hipocampo: F (1,47) = 27,11, p <0,05].
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Figura 9: Efeitos da administracdo do Li sobre os niveis de IL-1pB no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por ANOVA
de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos como
média + erro padrdo. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05 comparado ao grupo OUA.
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Figura 10: Efeitos da administracdo do Li sobre os niveis de IL-6 no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por ANOVA
de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos como
média + erro padrao. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05 comparado ao grupo OUA.

Além disso, um conjunto semelhante de alteracdes foi observado nos niveis de IL-
10, no que diz respeito ao efeito da OUA (Figura 10A e 10B) [cértex frontal: F (1,16) = 15,009,
p = 0,001; hipocampo: F (1,16) = 8,71, p = 0,009], tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 1,81,
p = 0,197; hipocampo: F (1,16) = 17,17, p <0,05], bem como uma administracdo OUA x
interacdo Li [cortex frontal: F (1,48) = 9,26, p = 0,007; hipocampo: F (1,47) = 19,38, p <0,05].
O mesmo padrédo pode ser observado nos niveis de TNF-a (11A e 11B) (Figura, em relacéo aos
efeitos de OUA [cértex frontal: F (1,16) = 7,75, p <0,05; hipocampo: F (1,16) = 33,73, p <0,05],
tratamento [cortex frontal: F (1,16) = 1,81, p = 0,197; hipocampo: F (1,16) = 10,61, p <0,05],
bem como a administracdo de OUA x interacdo de Li [cortex frontal: F (1,48) = 19,06, p <0,05;
hipocampo: F (1,47) = 15,83, p <0,05]. Por fim, os niveis de CINC-1 seguiram 0 mesmo padrao
demonstrado acima, considerando os efeitos de OUA (12A e 12B) [cortex frontal: F (1,16) =
22,75, p <0,05; hipocampo: F (1,16) = 7,71, p = 0,013], tratamento [cortex frontal: F (1,16) =
17,02, p <0,05; hipocampo: F (1,16) = 6,95, p = 0,017], e a administragdo OUA X interacdo L.i
[cortex frontal: F (1,48) = 15,73, p = 0,001; hipocampo: F (1,47) = 15,11, p = 0,001].
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Figura 11: Efeitos da administracdo do Li sobre os niveis de 1L-10 no cértex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos
submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por ANOVA
de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos como
média + erro padrao. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05 comparado ao grupo OUA.
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Figura 12: Efeitos da administracdo do Li sobre os niveis de TNF-a no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de
ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos
como média + erro padrao. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05 comparado ao grupo OUA.
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Figura 13: Efeitos da administracdo do Li sobre os niveis de CINC-1 no cortex frontal (A) e hipocampo (B) de
ratos submetidos a um modelo animal de mania induzido por OUA (n = 6 por grupo). Dados analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post-hoc de Tukey quando F apresentou valor significativo. Valores expressos
como média =+ erro padrdo. *p < 0.05 comparado ao grupo LCRa. #p < 0.05 comparado ao grupo OUA.
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5 DISCUSSAO

O TB é uma condicdo médica extremamente complexa, de causas multifatoriais e
com consequéncias catastroficas para seu portador. Mesmo com essa relevancia, persiste como
sendo um dos transtornos com a fisiopatologia menos conhecida até o0 momento. O presente
estudo levou em consideracdo que a investigacao de suas bases bioldgicas é fundamental para
aumento das possibilidades terapéuticas e diagndstico mais precoce e preciso, com o objetivo
de prevencdo de danos subsequentes. Sendo assim, uma das maneiras que se pode investigar
mais sobre o TB é através dos modelos animais. O presente estudo avaliou alguns parametros
semelhantes aqueles observadas nos pacientes com TB, desde alteragdes comportamentais até
alteracdes bioquimicas, a fim de auxiliar em uma melhor compreenséo acerca da fisiopatologia
do transtorno.

Devido a subjetividade dos sintomas — a anamnese ainda € o principal instrumento
para seu diagnostico, e reforcado pelo fato de que até o presente momento ndo ha exames
complementares especificos para sua deteccdo — a construcdo de modelos animais ainda é
extremamente complexa, mas de fundamental importancia. Conforme ja citado anteriormente,
ao se formular um modelo animal de transtornos psiquiatricos, deve-se seguir a validacdo de
trés critérios principais: a validade de face, validade de constructo (ou construcao) e validade
preditiva. A validade de face consiste em apresentar manifestacbes comportamentais
semelhantes as observadas em humanos (Ellenbroek e Cools, 1990). Considerando que as
manifestacdes comportamentais observadas no TB consistem principalmente em episddios de
mania e depressdo (American Psychiatric Association, 2013), um modelo animal adequado para
0 estudo do TB deve mimetizar, em um mesmo animal, alteragbes comportamentais
caracteristicas desses dois episddios. A maioria dos modelos animais existentes focam na
inducdo separadamente de comportamentos que mimetizam a mania, como pela inducéo de
anfetaminas, ou a depressdo, como por privacdo de sono (Valvassori et al., 2013).

No presente estudo foi observado que a OUA induziu um aumento da atividade
locomotora e exploratoria dos animais sete dias apds o ICV, observados através do teste do
campo aberto, demonstrando uma hiperatividade, condizente com uma das alteragOes
observadas em um episodio de mania de um paciente com TB. Além do estudo realizado por
Valvassori et al. (2019a), os resultados do presente estudo sdo semelhantes aos dados fornecidos
por outros artigos, especialmente no contexto de comportamentos maniacos apos sete dias da
injecdo do inibidor Na*K*ATPase (Amodeo et al., 2017; Wang et al., 2018; Dal-Pont et al.,
2019; Lopachev et al., 2019; Zhang et al., 2019; Varela et al., 2020). Além disso, no presente
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estudo foi observado que, 14 dias p6s a administracdo ICV, os animais apresentaram um
aumento no tempo de imobilidade e uma reducdo o tempo de natacdo, observados através do
teste de natacdo forcada, caracterizando alteracBes comportamentais do tipo-depressivas.
Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, nosso grupo de pesquisa (Valvassori
et al., 2019a) também mostrou que apdés 14 de administracdo ICV de OUA, os ratos
apresentaram aumento no tempo de imobilidade e reducdo no tempo de natacdo no teste de
natacdo forcada, demonstrando comportamento do tipo-depressivo. O modelo OUA, que foi
recentemente validado pelo artigo de Valvassori e colaboradores (2019a), € o Unico até o
presente momento que consegue mimetizar ambas as fases do TB em um Unico modelo,
mimetizando de maneira mais completa o ciclo maniaco-depressivo do transtorno tal como
ocorre em humanos. Essa avaliacdo longitudinal podera facilitar o estudo desse transtorno e
aperfeicoar o desenvolvimento e o teste de novas alternativas terapéuticas. De fato, em
pacientes bipolares, os episodios de mania duram pelo menos sete dias, enquanto os sintomas
depressivos estdo presentes dentro de 14 dias nos mesmos individuos (American Psychiatric
Association, 2013). Esse padrao é representado com precisdo no modelo OUA. Portanto, pode-
se dizer que o presente estudo conseguiu contemplar a validade de face do modelo, uma vez
que foi capaz de mimetizar os sintomas das fases de mania e depresséo, as quais caracterizam
o TB.

A validade de constru¢cdo de um modelo animal de transtornos psiquiatricos é
descrita como a capacidade do modelo em mimetizar, uma ou mais alteracdes fisiopatoldgicas,
observadas naquele transtorno (Ellenbroek e Cools, 1990). E descrito na literatura que pacientes
com TB, tanto em episddios de mania quanto episodios de depressao, apresentam alteracdes na
Na*K*ATPase (Banerjee et al., 2012). No presente estudo, foi observado que, apds a
administracdo ICV de OUA, composto inibidor da Na*K*ATPase, 0s animais apresentaram,
apos 7 dias, comportamentos do tipo-maniaco, e ap6s 14 dias, comportamentos do tipo-
depressivo. Uma possivel limitacdo do presente estudo é que a atividade da Na"K*ATPase nao
foi medida para confirmar que os efeitos de OUA estdo relacionados a uma inibicdo dessa
enzima. Ao considerar que a atividade da enzima é fundamental para muitos papéis neuronais,
uma diminuicdo estivel neste parametro pode gerar alteracGes neurologicas (Clausen et al.,
2017; Wagoner e Dill, 2019), de modo que a proteina pode estar em conformidade com a alta
concentracdo de OUA para evitar a interrupcao de suas funcdes. Outra possibilidade € o fato do
efeito do glicosideo na Na*K*ATPase ser independente da atividade de transporte idnico da

proteina; em vez disso, a droga pode ativar um complexo de sinalizagdo compreendendo a
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enzima, o determinante de agrupamento 36 (CD36) e o receptor Toll-like 4, posteriormente
desencadeando a inflamacg&o conduzida por fator nuclear kappa B (NF-xB) (Chen et al., 2017).

A inflamacdo tem sido cada vez mais relatada em pesquisas com foco na
fisiopatologia e terapia do TB, ambos em ensaios clinicos (Chen et al., 2014; Kargar et al.,
2014; Chang et al., 2017; Edberg et al., 2018; Savitz et al., 2018) e estudos em animais (Han et
al., 2018; Abu-Rish et al., 2018; Zhang et al., 2019). Em pacientes bipolares, mediadores
inflamatdrios tém sido implicados no transtorno, potencialmente influenciando a progressao ou
gravidade (Lee et al., 2013; Kemp et al., 2014; Dolsen et al., 2018). Por exemplo, as citocinas
cujos niveis podem estar aumentados em pacientes com TB, em comparacdo com controles
saudaveis, incluem IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a (Modabbernia et al., 2013; Teixeira et al.., 2016).
Além disso, o0 uso de anti-inflamatorios como terapia adjuvante para estabilizadores de humor
no contexto da mania bipolar tem demonstrado resultados promissores (Arabzadeh et al., 2015;
Mousavi et al., 2017; Edberg et al., 2018; Valvassori et al.., 2019b; Zhang et al., 2019). O
presente estudo enfocou a necessidade de modelar a perspectiva pré-inflamatéria do TB. Para
este objetivo, foram avaliados os niveis de mediadores inflamatdrios relevantes (IL-1p, IL-6,
IL-10, TNFa e CINC-1) 14 dias ap0s as infusdes de OUA ICV. Uma possibilidade é que OUA
possa ativar as vias de sinalizagdo neuronal que regem a liberagéo de citocinas, como o NF-kB,
que é ativado pelo glicosideo de acordo com estudos anteriores (de Sa Lima et al., 2013; Chen
et al., 2017). Além disso, a suprarregulacdo de NF-xB foi detectada em pacientes bipolares,
potencialmente contribuindo para o equilibrio pré-inflamatério do transtorno (Amoruso et al.,
2015; Elhaik e Zandi, 2015; Miklowitz et al., 2016; Bioque et al., 2019). Nesse sentido, sera de
grande interesse que um modelo animal de TB, além de mimetizar as alteragdes
comportamentais do transtorno, também recapitule as alteracfes inflamatérias que podem
ocorrer em pacientes bipolares, o que evidencia a necessidade de novas pesquisas nessa area.
Os dados fornecidos pelo estudo mimetizam as alteraces fisiopatologicas inflamatorias
relatadas em pacientes (Kim et al., 2007; Kunz et al., 2011; Uyanik et al., 2015; Miklowitz et
al., 2016), o que reforca a validade de construcdo do modelo para simular os aspectos
fisiopatoldgicos do TB.

A validade preditiva de um modelo animal consiste na capacidade do modelo em
mimetizar o tratamento do transtorno, ou seja, a capacidade de um farmaco classico do
transtorno em reverter os respectivos sintomas (Ellenbroek e Cools, 1990). O presente estudo
demonstrou que o tratamento com Li, padrdo ouro no tratamento d TB, reverteu as alterac6es
comportamentais induzidas pela administracdo de OUA sete dias apds o ICV. Além disso, tais

alteracdes nédo se perpetuam até 14 dias apds as infusdes de ICV, enquanto o teste de natacéo
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forcada apresentou um comportamento do tipo depressivo (“desesperanga”) nos mesmos
animais neste periodo (também evitavel por Li). Portanto, os resultados comportamentais
observados no presente estudo reforcam a consisténcia da administracdo do OUA para modelar
TB, 0 que é uma ferramenta para sua validacdo. A reversao desses padrdes comportamentais
através da administracdo de Li também corrobora para a validade preditiva do transtorno, ja
que Li € um medicamento de primeira linha para o tratamento tanto do episodio depressivo
quanto para o episodio de mania do TB (Lakshmi et al., 2018). A tabela 1 mostra os resultados
gerais das caracteristicas mimetizadas no modelo animal de TB induzido por QUA,

comparando com alteragdes caracteristicas de pacientes com TB.

Modelo animal de TB Alteraces observadas em Alteracdes observadas nos
induzido por OUA pacientes animais
Comportamentos do tipo-
maniaco:  Aumento  no
nimero de cruzamentos e
Episddios de mania: levantamentos no teste do
Hiperatividade, agitacéo. campo aberto, mimetizando
hiperatividade.

Validade de Face L .
Episddios depressivos:

Tristeza, sentimentos de Comportamentos do tipo-
culpa, apatia, desesperanca.  depressivo: Aumento no
tempo de imobilidade no
teste de natacdo forcada,
mimetizando desesperanca.
Inibicdlo da Na'K'ATPase
através da administracdo de
OUA. AlteracBes nos niveis
de citocinas pré- e anti-
inflamatorias.

Reversédo dos sintomas do
tipo-maniaco e depressivos
induzidos pela administragéo
de OUA atraves da

administracao de Li.

Tabela 1: Alteragdes observadas no modelo animal de TB induzido pela administragdo ICV de OUA, comparadas
com as alteragBes caracteristicas nos episodios de mania e depressdo em pacientes com TB. Li = Litio;
Na*K*ATPase = Sédio/potassio de adenosina trifosfatase; OUA = Ouabaina.

Alteracbes na atividade da
Na*K*ATPase. Alteracdes
nos niveis de citocinas pro- e
anti-inflamatorias.

Validade de Construcao

Atenuacdo de  sintomas
através da administracdo de
estabilizadores de humor e
antidepressivos.

Validade Preditiva

No presente estudo, tanto nos testes comportamentais quanto nos niveis de
citocinas, a OUA provocou aumento significativo, enquanto a administracdo de Li reverteu

essas alteracOes. Curiosamente, estudo semelhante realizado por nosso grupo de pesquisa
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medindo as mesmas citocinas ndo encontrou alteragdes nesses parametros, exceto IL-6, cujos
niveis foram diminuidos no estriado de ratos recebendo OUA (Tonin et al., 2014). No entanto,
o trabalho de Tonin investigou o efeito OUA em um contexto agudo, e aqui 0s achados sao
apresentados em uma perspectiva subcronica / crénica, com a incluséo do tratamento Li para
fins de validacdo.

No estudo realizado por Tonin et al. (2014), ndo foram observadas alteracdes nos
niveis de IL-1p, IL-10, TNF-o e CINC-1 no cértex frontal, hipocampo, estriado e amidala, além
do soro e liquido cefalorraquidiano apds a administracdo de OUA. De fato, resultados
relacionados com a produgdo de IL-6 e IL-10 em células mononucleares de pacientes bipolares
sdo conflitantes, uma vez que alguns estudos demonstram diminui¢do na produgdo dessas
citocinas, e outros ndo apresentam alteracdes significativas (Boufidou et al., 2004; Liu et al.,
2004; Knijff et al., 2007). Estudos anteriores demonstraram que a producéo de IL-6 e TNF-a
em células sanguineas de pacientes em um episddio de mania foi significativamente maior
quando comparados com controles saudaveis (Kim et al., 2007). Resultados contraditérios a
respeito dos niveis de IL-1p também aparecem na literatura, uma vez que alguns estudos
demonstram que o0s niveis dessa citocina estdo aumentados, e outros ndo demonstram diferenca
significativa em pacientes com TB (Sdderlund et al., 2011; Mota et al., 2013; Kargar et al.,
2014; Monfrim et al., 2014). Em relacdo a CINC-1, apenas o presente estudo e o de Tonin et
al. (2014) avaliaram seus niveis em modelos animais de TB. No presente estudo foram
observados aumentos nos niveis de CINC-1, enquanto o estudo de Tonin et al. (2014) nédo
demonstrou diferenca significativa. Essa diferenca nos resultados encontrados nos niveis das
citocinas, de forma geral, pode ser explicada, a0 menos em parte, pelo fato de que o presente
estudo avaliou os niveis de IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-a e CINC-1 14 dias ap6s o ICV de OUA,
enguanto o outro estudo avaliou 7 dias ap6s o ICV.

Foi demonstrado em estudos anteriores com modelos animais de mania, 0s quais
sdo utilizados para estudar episodios de mania do TB, que a administracdo de anfetamina induz
aumentos nos niveis de IL-4, IL-6, IL-10 e TNFa, no soro, cortex frontal e estriado dos animais
(Valvassori et al., 2015; 2017). Sugere-se que uma diminuicdo na sintese de dopamina (DA),
ou entdo um aumento nos niveis de DA no citosol, pode levar a aumento ou diminui¢do da
ativacdo da microglia (células de defesa do SNC) no estriado de animais experimentais (La
Voie e Hastings, 1999; Thomas et al., 2008). E descrito que a administracdo ICV de OUA pode
aumentar a liberacdo de DA no cérebro de ratos (Sui et al., 2013). Além disso, um estudo
anterior demonstrou uma reversao dos aumentos de IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-a pelo Li em um

modelo animal de mania dopaminérgico (Valvassori et al., 2015). Portanto, pode ser sugerido
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que as alteragBes nos niveis das citocinas avaliadas no presente estudo, podem estar
relacionadas com altera¢Ges nos niveis de DA, como consequéncia da administracdo de OUA.
Além disso, sugere-se que os efeitos do Li no presente estudo podem também estar relacionados
com modulagdes do sistema dopaminérgico.

Além disso, cabe ressaltar que no estudo de Tonin et al. (2014), houve uma
diminuicdo de IL-6 no estriado sete dias apds a administracdo ICV de OUA, onde 0s animais
apresentaram comportamentos do tipo-maniaco. Em um outro estudo, utilizando ceélulas
mononucleares de sangue periférico de humanos, foi mostrado que a OUA inibiu a producéo
de IL-6 das células (Matsumori et al., 1997). Matsumori et al. (1997) também mostrou que a
OUA reduziu os niveis de IL-6 no sangue de animais experimentais. O presente estudo
encontrou niveis aumentados de IL-6 nos animais que receberam OUA 14 dias apos o ICV,
onde 0s animais apresentaram comportamentos do tipo-depressivo. Juntos, esses dados
reforcam a hipdtese de que essas alteragdes nos niveis dessa citocina podem ocorrer tanto em
episodios de mania quanto episddios de depressdao. A IL-6 é considerada uma citocina
pleiotropica que tem uma importante interacao entre o sistema imune e 0 SNC (Trapero e Cauli,
2014). Além disso, sabe-se que a IL-6 regula muitos processos fisiologicos nas células
cerebrais. Apesar de que niveis aumentados de IL-6 sdo normalmente prejudiciais e estéo
associados a diversos transtornos mentais, existem evidéncias de que niveis basais de IL-6
possuem propriedades anti-inflamatorias e propriedades imunossupressoras, além de ter
capacidade regulatdria sobre sobrevivéncia e funcdo neuronal (Guzman e Hallal-Calleros,
2010). Estudos anteriores demonstraram gue a falta de 1L-6 no hipocampo pode estar associada
com danos de memoria (Baier et al., 2009). Sugere-se, portanto, que uma diminuicéo
significativa da IL-6 pode ser prejudicial ao cérebro. Podemos sugerir que as alteragdes nos
niveis de citocinas em pacientes bipolares podem estar associadas, a0 menos em parte, a
alteracdes na atividade da Na*K*ATPase, uma vez que a OUA alterou os niveis desses
parametros.

A tabela 2 mostra um resumo geral sobre os resultados encontrados no presente
estudo, onde a OUA desencadeou um comportamento semelhante a um episddio de mania sete
dias apos sua administracdo ICV, que foi seguido por alteragdes do tipo depressivo 14 dias
depois. Além disso, esse composto induziu um aumento em todos os mediadores inflamatorios
medidos (IL-1pB, IL-6, IL-10, TNFa e CINC-1) 14 dias ap6s o ICV. A administracdo de Li
diminuiu ou reverteu todas essas alteragdes comportamentais e neuroquimicas, indicando que

a administracdo de OUA é um modelo valido para estudar a neuroinflamacgéo no TB. Uma vez
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que algumas citocinas também estdo significativamente alteradas em pacientes bipolares, esse

modelo experimental pode ser Util para a triagem de novos farmacos para a terapia do TB.

Resultados LCRa LCRatLi | OUA  OUA+Li
Comportamento Cruzamentos - - 1 !
. Campo aberto
7 dias Levantamentos - - 1 !
Cruzamentos - - - -
Campo aberto
Comportamento Levantamentos - - - -
14 dias 5 Imobilidade - ! 1 !
Natacao forgada
Nado - 1 ! 1
Cortex Frontal Hipocampo
LCRa LCRat+Li OUA OUA+Li LCRa LCRat+Li OUA  OUA+LI
[ETI : t ] : : 1 !
IL-6 - - ) ! - - 7 !
Analises S ) ) 1 ! ) ~ 1 l
Bioquimicas
™ - . 1 ! : - 1 !
CINC-1 - - 1 l - - ) !

Tabela 2: Resultados comportamentais e bioquimicos do presente estudo. De modo geral, a OUA induziu
comportamentos do tipo- maniaco e depressivo, além de neuroinflamagdo, os quais foram revertidos pelo
tratamento com Li. Legenda: faumento; |diminuicdo/reversdo; - Sem Alteracdo; LCRa = Liquido
cefalorraquidiano artificial; CINC-1 = Neutréfilo quimioatraente induzido por citocina; IL = Interleucina; Li =
Litio; OUA = Ouabaina; TNF-o = Fator de necrose tumoral a.

Um ponto importante que acaba se tornando uma limitagdo do estudo, é o fato de que
nado foi feita a inclusdo de fémeas no estudo. Sabe-se atualmente que € de extrema importancia a
avaliacdo de ambos 0s sexos nas pesquisas, uma vez que o TB acomete pacientes de ambos 0s
sexos. Além disso, existia 0 argumento onde fémeas sofriam de interferéncias hormonais, o que
poderia afetar o tratamento. Entretanto, um paciente do sexo feminino acometido pelo TB ndo
renunciara ao tratamento por conta dessas alteraces naturais de ciclo menstrual. No entanto, cabe
ressaltar que no inicio do estudo ainda era costume utilizar apenas machos para maior
homogeneidade da amostra. Sendo assim, em estudos futuros serdo feitos os experimentos em
animais de ambos 0s sexos.

No presente estudo ndo foram avaliados os comportamentos do tipo-depressivo ap6s
sete dias, além dos niveis dos mediadores inflamatérios (IL-1p, IL-6, 1L-10, TNFa e CINC-1),
pelo fato de que nosso grupo de pesquisa ja avaliou esses parametros sete dias apds a
administracdo ICV de OUA (Tonin et al., 2014; Valvassori et al., 2015; Valvassori et al.,

2019a). Sendo assim, com a finalidade de reduzir o nimero de animais utilizados nos
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experimentos, optou-se por avaliar os niveis desses mediadores inflamatorios apenas 14 dias
apos o ICV de OUA, os quais ainda ndo haviam sido avaliados. Cabe ressaltar que este foi o
primeiro estudo avaliando os niveis de IL-1pB, IL-6, IL-10, TNFa e CINC-1 em um modelo
animal de TB, induzido por OUA, 14 dias ap06s o0 ICV.

O presente estudo se mostrou relevante para uma melhor compreensdo dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos no TB no que tange aspectos neuroinflamatérios, correlacionados

com comportamentos caracteristicos de ambos 0s episodios do transtorno.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo investigou as alteracdes neuroinflamatorias induzidas por OUA
em cérebros de ratos submetidos ao modelo animal de TB. Foi observado um aumento no
namero de cruzamentos e levantamentos no teste do campo aberto, nos animais que receberam
OUA, sete dias apos o ICV. Além disso, 14 dias apds o ICV, 0s mesmos animais que receberam
OUA, apresentaram aumento no tempo de imobilidade durante o teste de natacdo forcada,
caracterizando um comportamento do tipo-depressivo, contemplando assim, a validade de face
para um modelo de TB.

Em relacdo aos parametros neuroinflamatérios, avaliados através dos niveis de IL-
1B, IL-6, IL-10, TNFa e CINC-1, foram observados aumentos nos niveis desses mediadores
nos animais que receberam OUA, quando comparados ao grupo controle. Sendo assim, o
presente estudo contemplou a validade de construgédo do modelo animal de TB.

Além disso, o Li, medicamento padréo na terapia de TB, foi capaz de mitigar as
alteracdes comportamentais e fisiopatologicas induzidas no modelo (validade preditiva), que é
o critério final para validar a administracdo de OUA como modelo de TB. Portanto, o presente
estudo se torna uma boa ferramenta para compreender melhor as alteragdes neuroinflamatérias
presentes durante as alteracbes de humor, observadas nos diferentes episédios do TB.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor compreender esses mecanismos.
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