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RESUMO

O Transtorno Bipolar (TB) é conhecido por se tratar de um transtorno psiquiatrico grave e
cronico, caracterizado por mudangas de humor, que se alternam entre mania e depressdo. Os
estabilizadores do humor e os antipsicético atipicos sdo eficazes no tratamento ou prevencao
de episddios maniacos e hipomaniacos do TB. Entretanto, a eficicia dessas medicagdes nos
episddios depressivos é limitada. Os antidepressivos sdo, portanto, comumente prescritos para
0 tratamento da depresséo bipolar. A principal preocupagdo com o uso de antidepressivos no
tratamento dessa condicao é o risco de induzir uma mudanca de depressdo para hipomania ou
mania, estado também conhecido como “virada maniaca”. O objetivo do presente estudo foi
avaliar os efeitos de imipramina sobre o comportamento do tipo maniaco e do tipo depressivo
em ratos submetidos a injecdo intracerebroventricular (ICV) de ouabaina (OUA). Para o
presente estudo, foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos. Os animais foram
primeiramente submetidos a uma cirurgia estereotéxica, onde uma céanula foi implantada no
ventriculo lateral. Apds a recuperacao, 0s animais receberam uma Unica inje¢do ICV de OUA
ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). Do 9° ao 14° dia ap06s a inje¢do ICV de OUA os
animais receberam injec@es intraperitoneais diarias de imipramina (IMI - 10mg/kg) ou salina.
Os animais foram submetidos ao teste do campo aberto e do nado forcado 7, 9 e 14 dias ap6s a
administracdo ICV. No final de todas as avaliacbes comportamentais, 0os animais foram
submetidos a eutanésia, o cérebro foi removido e dissecado em cortex frontal e hipocampo. A
partir das estruturas cerebrais dissecadas foi avaliada a atividade da Na*K*ATPase. No teste do
campo aberto, 7 dias ap6s a administracdo de OUA pode-se observar comportamentos do tipo
maniaco nos animais, através do aumento da atividade locomotora e da exploratdria, bem como
comportamentos estereotipicos nos ratos. Além disso, a OUA diminuiu a imobilidade,
aumentou a natacao e a escalada no teste do nado forcado. Nove dias ap6s a administracéo de
OUA, os animais ndo apresentaram comportamento do tipo maniaco e nem alteracdes no teste
do nado forcado. Quatorze dias apds a administracdo de OUA, os ratos ndo apresentavam
comportamentos do tipo maniaco, mas, apresentavam comportamento do tipo depressivo, com
aumento de imobilidade no teste do nado forcado. O tratamento com IMI reverteu o aumento
da imobilidade e a diminuicdo da natacdo e da escalada induzidos pela OUA no teste do nado-
forcado. Entretanto, a IMI induziu comportamento do tipo maniaco nos animais que haviam
sido submetidos a administracdo ICV de OUA. Quatorze dias apos a administracdo de OUA
ndo foi observado alteracdes na atividade da Na*K*ATPase em nenhuma das estruturas
cerebrais avaliadas. Em concluséo, a IMI, apesar de reverter comportamento do tipo depressivo
induzidos por OUA, levou a comportamentos do tipo maniaco nos animais previamente
submetidos a administracdo ICV de OUA. Sugere-se que a administracdo de IMI em ratos
previamente submetidos a OUA é um modelo animal adequado para estudar 0s mecanismos
envolvidos na virada-maniaca. Além disso, 0 modelo animal de TB induzido por OUA pode
ser considerado um modelo relevante para a avaliar possiveis farmacos para o tratamento da
depressédo bipolar.

Palavras-Chave: Transtorno Bipolar; Depressao; Mania; Ouabaina; Na*K*ATPase.



ABSTRACT

Bipolar Disorder (BD) is known to be a severe and chronic psychiatric disorder, characterized
by mood swings alternating between mania and depression. Mood stabilizers and atypical
antipsychotics are effective in treating or preventing manic and hypomanic episodes of TB.
However, the effectiveness of these medications in depressive episodes is limited.
Antidepressants are therefore commonly prescribed for the treatment of bipolar depression. The
primary concern with the use of antidepressants to treat this condition is the risk of inducing a
change from depression to hypomania or mania, a condition also known as a "manic upset."”
The aim of the present study was to evaluate the effects of imipramine on manic and depressive
behavior in rats submitted to intracerebroventricular injection (ICV) of ouabain (OUA). For the
present study, 60 adult male Wistar rats were used. The animals were first submitted to
stereotactic surgery, where a cannula was implanted in the lateral ventricle. After recovery, the
animals received a single ICV injection of OAU or artificial cerebrospinal fluid (ACSF). From
the 9th to the 14th day after ICV OAU injection, the animals received daily intraperitoneal
injections of imipramine (IMI - 10mg / kg) or saline. The animals underwent open field and
forced swimming testing 7, 9 and 14 days after ICV administration. At the end of all behavioral
assessments, the animals were euthanized; the brain was removed and dissected into the frontal
cortex and hippocampus. From the dissected brain structures the activity of Na + K + ATPase
was evaluated. In the open field test, 7 days after OAU administration, manic behaviors can be
observed in animals, through increased locomotor and exploratory activity, as well as
stereotypic behaviors in rats. In addition, the OAU decreased immobility, increased swimming
and forced swim climbing. Nine days after OAU administration, the animals showed no manic-
like behavior and no changes in the forced swimming test. Fourteen days after the
administration of OAU, the rats did not exhibit manic-like behaviors, but rather depressed-like
behavior, with increased immobility in the forced swim test. IMI treatment reversed the increase
in immobility and decreased OAU-induced swimming and climbing in the forced swim test.
However, IMI induced manic behavior in animals that had undergone ICA administration of
OAU. Fourteen days after OAU administration, no changes in Na + K + ATPase activity were
observed in any of the brain structures evaluated. In conclusion, IMI, despite reversing OAU-
induced depressive-type behavior, led to manic-type behavior in animals previously submitted
to OAI ICV administration. It is suggested that the administration of IMI in rats previously
submitted to OAU is an appropriate animal model to study the mechanisms involved in manic
turn. In addition, the animal model of OA-induced TB can be considered a relevant model to
evaluate possible drugs for the treatment of bipolar depression.

Keywords: Bipolar Disorder; Depression; Mania; Ouabain; Na+ K+-ATPase.
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INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS CLINICOS DO TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) é conhecido por se tratar de um transtorno psiquiatrico
grave e cronico. Os pacientes bipolares, geralmente, apresentam déficits cognitivos e funcionais
graves, prejudicando o individuo em aspectos psicoldgicos e sociais. Além disso o TB causa
um impacto negativo grave na qualidade de vida dos pacientes, bem como de seus familiares
(Fernandes et al., 2018).

A epidemiologia demonstra que o TB € um desafio no que tange o seu diagnostico,
0 seu tratamento e a prevencdo da incapacidade, atingindo aproximadamente 2-2,5% da
populacdo (Rowland e Marwaha, 2018). Pesquisas epidemioldgicas de base populacional tém
sido realizadas nas Ultimas décadas, proporcionando informacgdes valiosas sobre frequéncia,
fatores de risco, incapacidade social e utilizacdo de Servigos de Salde, buscando descrever a
fenomenologia do TB (Pereira et al., 2010). As evidéncias epidemioldgicas devem conceder
uma medida de magnitude do transtorno, sua distribuicdo na populacdo bem como os fatores
de risco que as promovem. Os autores mencionam que estudos epidemiolégicos realizados, ndo
observaram diferencas significativas na incidéncia entre os sexos no TB | e Il (Kapczinski e
Quevedo, 2015). O TB trata-se de um transtorno que possui forte heranca genética, sendo mais
prevalente em parentes de primeiro grau (Villa, 2012). Segundo Moreno et al. (2016), a alta
herdabilidade vem sendo demonstrada em estudos recentes, sendo que este transtorno possui
probabilidade 10 vezes maior de ocorrer em parentes de primeiro grau do que na populacéo
geral.

Esse transtorno caracteriza-se por mudancas patoldgicas de humor, seguido de um
determinado periodo de remissao. A seriedade dos episddios varia e pode manifestar-se como
mania, depressdo e/ou episddios mistos (Gigante et al., 2016). O marco clinico no diagnéstico
do TB é a presenca de episddios maniacos ou hipomaniaco. Durante um episddio maniaco o
paciente apresenta o humor elevado, expansivo ou irritavel e, de acordo com os critérios para o
diagndstico, esta alteracdo do humor deve durar pelo menos uma semana - ou menos, caso a
hospitalizacdo seja exigida. O episodio depressivo presente no TB revela ao paciente sintomas
de tristeza, desespero e/ou angustia, anedonia, mudanca de peso, perturbacbes do sono, agitacdo
ou retardo psicomotor, baixa concentracéo e ideacao suicida (American Psychiaty Association,

2013). Do ponto de vista clinico, a depressao afeta a forma de pensar, agir, e ser do individuo,



e deve ser encarada como um problema de saude que afeta ndo sé o cérebro e o estado
psicologico, mas também todo organismo (Pereira et al., 2010).

Conforme critérios citados pelos autores Pereira et al. (2010), o TB faz parte dos
transtornos do Eixo | e é classificado em TB | e TB Il, além do Transtorno Ciclotimico.
Conceituando estes tipos de TB, entende-se que no TB I, ocorre um ou mais episédios maniacos
ou mistos, geralmente, seguidos por episodios depressivos. No TB-II, além de ocorrer episddios
depressivos, estes sdo acompanhados por, no minimo, um episédio hipomaniaco. Ja no
Transtorno Ciclotimico, sdo necessarios, pelo menos, dois anos com numerosos periodos de
sintomas depressivos que ndo preenchem critérios para depressao maior. Além disso, tém-se 0s
episodios mistos, nos quais hé presenca de sintomas de mania, de hipomania e de depresséo,
gue se apresentam simultaneamente.

O TB € considerado um transtorno muito complexo, com acometimento gradual do
cerebro, bem como da satde geral do individuo como num todo (Kapczinski et al., 2017). De
acordo com os estudos prévios, observa-se que, 0 TB comeca durante um periodo denominado
“periodo de risco” e estende-se do primeiro episédio de humor até o estagio final da patologia,
onde os sintomas sdo mais crénicos, difusos e resistentes ao tratamento. Tais sintomas séo
proporcionados por alterages cerebrais relacionadas a a¢do de mediadores neurotdxicos e
reducdo do suporte neurotréfico e neuroprotetor. A gravidade dos sintomas clinicos,
comprometimento cognitivo e deterioracdo funcional, exigem alternativas de tratamento mais
complexas e caras. Nessa perspectiva, a prevencdo da progressao do TB é fundamental para
reduzir o importante impacto econdmico, psicossocial e funcional desse transtorno em

pacientes, familias e sociedade (Brietzke et al., 2016).

1.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DO TRANSTORNO BIPOLAR

O Litio (Li) é o medicamento mais utilizados no tratamento do TB, sendo também
0 mais antigo entre os farmacos de tratamento (Won e Kim, 2017). Entretanto, Miller (2016)
cita que embora o litio tenha bons resultados no TB, os antipsicéticos podem ter inicio de acdo
mais rapida na mania; logo, podem ser mais efetivos inicialmente, como na primeira semana de
tratamento, especialmente em pacientes gravemente doentes, agitados ou com sintomas
psicoticos proeminentes.

Outros medicamentos comumente indicados sdo o &cido valpréico (VPA) e a
carbamazepina, assim como os anticonvulsivantes: a lamotrigina, topiramato, gabapentina,

oxicarbazepina), 0s antipsicéticos atipicos: aripiprazol, clozapina, olanzapina, quetiapina,
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risperidona, ziprazidona, e, 0s antidepressivos: inibidores da monoaminioxidase — IMAO;
triciclicos; inibidores seletivos da recapitacdo da serotonina — ISRS (McCormick et al., 2015).

A farmacoterapia no TB tem papel decisivo e inquestionavel e é realizada, tanto
aguda guanto profilaticamente, principalmente, com estabilizadores do humor. Entretanto, uma
grande quantidade dos pacientes tem recorréncia de episodios do humor durante a vida, mesmo
em uso da medicacdo adequada (Azorin, 2012). Estudos demonstraram que 40% dos pacientes
em tratamento apresentaram recaidas em um ano e 73% apresentaram recaidas em cinco anos.
Sabe-se que as recaidas pioram a evolucdo do transtorno, aumentando a ocorréncia de novos
episodios, diminuindo o intervalo entre estes e piorando o funcionamento psicossocial
(Kapczinski et al., 2008).

1.2.1 Virada Maniaca

Estabilizadores do humor (como Li, VPA e carbamazepina) e antipsicoticos
atipicos sdo eficazes no tratamento ou prevencdo de episédios maniacos e hipomaniacos no TB.
Entretanto, com excecdo da quetiapina, lurasidona e olanzapina, a eficacia dessas medicacbes
nos episodios depressivos € limitada. Os antidepressivos sdo, portanto, comumente prescritos e
constituem 50% de todos 0s medicamentos psicotropicos prescritos para o tratamento do TB
(Baldessarini et al., 2007; Antosik-Wojcinska et al., 2015). E importante salientar que,
diferentemente da depressao unipolar, poucos estudos tém avaliado adequadamente os efeitos
dos antidepressivos na depressao bipolar, sendo que o uso dos antidepressivos no TB permanece
controverso. De fato, nem a Agéncia Europeia de Medicamentos nem a Food and Drug
Administration dos E.U.A. aprovaram qualquer antidepressivo padrdo como monoterapia para
a depressdo bipolar (Mclintyre et al., 2013).

A principal preocupa¢do com o uso de antidepressivos no tratamento da depressao
bipolar é o risco de induzir uma mudanca de depressdo para hipomania ou mania, estado
também conhecido como “virada maniaca” (Allain et al., 2017). Um estudo clinico prévio
demonstrou que a virada maniaca tem sido associada a um pior prognostico em longo prazo
(Maj et al., 2002). Além disso, alguns estudos relataram uma associa¢do entre o tratamento
antidepressivo e 0 aumento da ciclagem de humor em pacientes bipolares (Viktorin et al., 2014;
Gorwood et al., 2016).

A virada maniaca induzida por antidepressivos tém sido discutidas desde que 0s
antidepressivos triciclicos foram introduzidos na década de 1950, sendo que desde o inicio foi

observado que os triciclicos poderiam aumentar o risco de elevagdo anormal do humor (Ball e
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Kiloh, 1959). Desde entdo, varios estudos sobre os efeitos dos antidepressivos em episodios
depressivos do TB foram conduzidos, e alguns encontraram associagdes entre antidepressivos
e virada maniaca ou hipomaniaca (Allen et al., 2017; Villa et al., 2012), enquanto outros ndo
(Angst, 1982; Visser, 2005). Embora dados sejam discutivelmente inconclusivos, as diretrizes
atuais de tratamento da depressao bipolar refletem um consenso relativamente amplo de que o
tratamento antidepressivo pode induzir a mania e desencorajam 0 uso da monoterapia
antidepressiva. Muitas diretrizes recomendam o0 uso de antipsicdticos atipicos ou
estabilizadores de humor como primeira linha de tratamento para episodios depressivos. As
diretrizes diferem em relacdo aos tratamentos de segunda linha (e diferencas regionais também
podem ser observadas) (Nivoli et al., 2011), embora alguns endossem o uso de antidepressivos
em combinagdo com agentes antimaniacos, particularmente se usados por periodos limitados.
Alguns estudos demonstraram se 0 uso concomitante de um estabilizador de humor
durante o tratamento com antidepressivos pode prevenir a virada maniaca. Entretanto, estes
trabalhos sdo influenciados por prescricdo incorreta de farmacos, sendo assim, apresentam
resultados insuficientes e inconsistentes (Boerlin et al., 1998; Bottlender et al., 2001; Young et
al., 2000). Além disso, uma metanalise concluiu que os estabilizadores de humor ndo foram

eficazes na prevencéo da virada maniaca (Tondo et al., 2010).

1.3 ALTERACOES DA BOMBA DE SODIO-POTASSIO (Na+/K+-ATPase)

Disfuncdes na regulacdo de ions tém sido identificadas em pacientes bipolares.
ConcentracOes elevadas de ions de célcio foram encontradas em plaquetas e em linfocitos de
pacientes com mania e depresséo bipolar (Dubovsky et al.,1994). Além disso, tem sido sugerido
que os episddios de humor (mania e depressdo) do TB estdo associados ao aumento intracelular
de Na* (Coppen et al., 1966). Juntos, estes estudos sugerem que a diminuicdo do transporte de
ions através da membrana pode estar envolvida neste transtorno.

A Na'K*-ATPase é uma enzima eletrogénica, transmembrana, ativada por
adenosina trifosfatase (ATP), e tem como func¢do primaria a regulacdo dos niveis de sodio e
potassio intracelulares, a fim de manter o potencial de membrana (Larsen et al., 2016). A
Na*K*-ATPase é formada por subunidades a e B (Geering, 2008), sendo que o Na+ se liga a
subunidade o - a qual tem trés sitios de ligacdo para o Na+ - enquanto uma alteracédo
conformacional da subunidade B gera um sitio de ligagdo ativo para o ATP. Entdo, o ATP ¢
hidrolisado, dando origem ao ADP e a molécula de fosfato restante se liga a subunidade J,

resultando em energia que é usada para bombear Na* para o interior da célula. Apo6s, dois ions
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K™ se ligam a subunidade B € a molécula de fosfato ¢ liberada, que por sua vez se liga ao ADP
que retorna a sua forma de ATP. Assim, a Na*K"-ATPase transporta trés ions de Na* para fora
e dois fons de K* para dentro da célula (Larsen et al., 2016).

Em uma metandlise, Looney e El-Mallakh (1997) demonstraram diminuicdo da
Na*K*-ATPase em eritrocitos de pacientes bipolares, tanto na fase maniaca quando na fase
depressiva, quando comparados com 0s pacientes que estavam em eutimia. Além disso, outro
estudo avaliou varios aspectos de resposta a Na*K*™-ATPase, como transcri¢do, traducéo,
atividade e concentracdo intracelular de ions, em células linfoblastoides de pacientes bipolares
e de controles saudaveis. Neste estudo, 0s pesquisadores observaram que, ao contrério dos
controles, as células derivadas de pacientes bipolares ndo alteram os pardmetros de resposta ao
transporte de Na* e, consequentemente, possuem uma alta concentracdo de Na* no meio
intracelular (Li e EI-Mallakh, 2004). A partir desses estudos, podemos sugerir que alteracdes
na enzima Na*K*-ATPase podem ser uma hipétese atrativa para explicar, pelo menos em parte,

a fisiopatologia do TB.

1.4 MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR OUABAINA

A ouabaina (OUA) é um inibidor da Na*K*-ATPase e quando administrada em
roedores, 0s animais apresentam sintomas do tipo maniaco, incluindo hiperatividade,
comportamento de risco e movimentos estereotipicos (Dal-Pont et al., 2018). Isso porque, a
OUA ao inibir a Na*K*-ATPase, faz com que a célula demore a voltar ao potencial de repouso,
deixando o neurdnio hiper excitado (McCarren and Alger, 1987). Portanto, uma teoria atrativa
para explicar os episodios maniacos do TB seria que essa diminuicdo da atividade da Na*K™-
ATPase, que é observada nos pacientes, possa estar aumentando a hiperexcitacdo neuronal,
levando a presenca dos sintomas dos episddios maniacos. Entretanto, como ja foi descrito
anteriormente, a diminuicdo da Na'K*-ATPase também foi observada durante os episddios
depressivos. Nao existem muitos estudos que explicam mais detalhadamente o papel da inibigé&o
da atividade da Na*K*-ATPase na depressdo bipolar. Entretanto, tem sido sugerido que a
inibicdo duradoura da atividade desta enzima, que aumenta a excitabilidade celular e diminui o
controle da repolarizagdo neuronal, pode diminuir a velocidade de recuperacdo neuronal e,
consequentemente, diminuir também a eficiéncia sinaptica dos neurdnios, levando aos
episddios depressivos do TB (Lichtstein et al., 2018).

E importante destacar que tanto estudos clinicos quanto pré-clinicos tém associado

as alteracOes da Na*/K*-ATPase a outros eventos bioquimicos e moleculares observados no
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TB, como aumento de estresse oxidativo e diminuicéo de fatores neurotroficos (Jornada et al.,
2010; 2011). Isso torna a alteracdo da Na'/K*-ATPase no TB uma hipétese ainda mais
interessante para explicar a etiologia/fisiopatologia do TB.

A administracdo de OUA em ratos, aléem de induzir hiperatividade, parece induzir
também hipoatividade, que pode ser considerado um sintoma do tipo depressivo. Além disso,
um estudo pré-clinico prévio demonstrou que sete dias ap6s a administracdo de OUA, induz
comportamento do tipo maniaco nos roedores, como também, comportamento de risco e
hiperatividade. Entretanto, 14 dias ap6s a administracdo dessa substancia, pode induzir
comportamentos do tipo depressivo, como aumento da imobilidade no teste do nado forgado e
diminuicdo do consumo de alimento doce (Valvassori et al., 2015b). Ambos os sintomas
induzidos pela OUA sdo prevenidos pela administracdo de Li (Jornada et al., 2011; Valvassori
et al., 2015b).

Ellenbroek e Cools (1990) descreveram previamente 0s critérios necessarios para
considerar um modelo animal em transtorno psiquiatrico valido. Entre estes se encontram:
mimetizar os sintomas do determinado transtorno (validade de face); reproduzir alguns aspectos
fisiopatoldgicos do transtorno (validade de construcdo); os farmacos usados no tratamento do
transtorno devem reverter os sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva)
(Razafsha et al., 2013). Portanto, a administracdo de OUA em ratos parece ser um bom modelo
animal de transtorno bipolar, pois mimetiza os dois polos de humor, mimetiza o tratamento
farmacoldgico e alteracdes fisiopatoldgicas, todos observados neste transtorno (Herman et al.,
2007).

1.5 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista a gravidade do TB, pouco que sabe sobre sua fisiopatologia. Devido
a dificuldade no seu tratamento, pois a maioria deles visa tratar apenas 0s sintomas, ha a
necessidade de novos alvos terapéuticos para o TB. Dada a necessidade de tratamentos eficazes
para episédios depressivos no transtorno bipolar, é de grande importancia clinica esclarecer se

0s antidepressivos aumentam o risco de episddios maniacos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da IMI sobre o comportamento do tipo maniaco e do tipo

depressivo em ratos submetidos a injecdo ICV de OUA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da IMI sobre a atividade locomotora e exploratoria,
comportamento de risco e estereotipia, no teste do campo aberto, em ratos submetidos a injecédo
ICV de OUA;

Avaliar os efeitos da IMI sobre a imobilidade, natacdo e escalada, no teste de nado
forcado, em ratos submetidos a injecéo ICV de OUA;

Auvaliar os efeitos da IMI sobre a atividade da Na*K*ATPase, no cortex frontal e

hipocampo de ratos submetidos a injecdo ICV de OUA,;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para o presente estudo, foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos, pesando
entre 250 e 350 g, obtidos na colonia de reproducdo da Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram alojados em cinco por gaiola com comida e agua disponiveis ad
libitum e foram mantidos em um ciclo de 12 horas claro/escuro (luzes acediam as 6:00 da
manh&) a uma temperatura de 22 + 1 °C. Todos os procedimentos experimentais foram
realizados seguindo as Diretrizes do O Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA) e com a aprovacio da Comissdo de Etica para 0 Uso de Animais da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob o protocolo 101/2019-1. Todos os esfor¢cos

foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais utilizados.

3.2 CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os animais foram anestesiados via intramuscular com cetamina (80 mg/kg) e xilazina
(10 mg/kg). Em um aparelho estereotéxico, a pele do cranio do rato foi removida e uma canula
guia de 9 mm de calibre 27 foi colocada a 0,9 mm posterior ao bregma, 1,5 mm a partir da linha
média e 1,0 mm acima do ventriculo lateral do cérebro. Através de um orificio de 2mm feito
no 0sso craniano, foi implantada uma canula de 2,6 mm ventral a superficie superior do cranio
e fixada com cimento acrilico dentéario. Os animais passaram por um periodo de recuperacao

de trés dias apds a cirurgia.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL E TRATAMENTO

Ap6s a recuperacdo, 0Ss animais receberam uma Unica injecdo
intracerebroventricular (ICV) de 5ul de OUA 10-3M dissolvida em liquido cefalorraquidiano
artificial (LCRa) ou 5 pl de LCRa. Uma céanula de calibre 30 foi colocada dentro da canula-
guia e conectada por um tubo de polietileno a uma micro-seringa. A ponta da canula de infusdo
se projetava 1,0 mm através da canula guia, visando o ventriculo lateral direito do cérebro. Do
dia 9 ao 15, apds a administragdo ICV, os animais receberam inje¢des intraperitoneais (i.p.)
diérias de imipramina (IMI - 10 mg/Kg, 1mL/Kg) ou solugdo salina (Sal — 0,09% NaCl -
1mL/Kg).
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Para um melhor entendimento do desenho experimental, segue abaixo a linha do
tempo de todo o experimento (Esquema 1). Os ratos foram submetidos a uma cirurgia
estereotaxica para a implantacdo de uma canula no ventriculo lateral. Os animais se
recuperaram da cirurgia durante trés dias. Ap0s a recuperacdo 0s animais receberam uma Unica
injecdo ICV de OUA ou LCRa. Nos dias 7, 9 e 15, ap6s a injecdo ICV, os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto. Nos dias 6, 7, 9 e 15 ap6s a administracéo ICV, os animais
foram submetidos ao nado-forgado, sendo que no dia 6 os animais foram treinados para este
teste e nos dias 7, 9 e 15 os animais foram testados. No dia 9 os animais foram primeiramente
submetidos aos testes comportamentais e, imediatamente apos, comegaram a receber injecdo
i.p. de IMI ou Sal, as quais foram administradas uma vez por dia e permaneceram até o dia 15.
No dia 15, os animais receberam IMI ou Sal e 1h apds foram submetidos ao teste do campo
aberto e, em seguida, ao teste do nado-forcado. Apos o ultimo teste comportamental os animais
foram submetidos & eutanésia, o cérebro foi removido e dissecado em cortex frontal e

hipocampo para posterior analise da atividade da Na*K*ATPase.

Recuperagao
. 3 dias u \ ‘ \ ||
Dlas‘ -------------- I 1 1
Cirurgia 1 6 7 9 14 15
| | | | | IMI ou sal
OUA TNF CA CA | 1h
ou Treino
LCRa | | CA
TNF TNF P
\ ' ) TNF
IMI l Morte
ou Cortex frontal
Sal Hipocampo Na'K*ATPase

Esquema 1: Desenho experimental e tratamento. OUA = ouabaina. LCRa = liquido cefalorraquidiano artificial.
IMI = imipramina. Sal = salina. TNF = teste do nado forgado. CA = Campo aberto. Fonte: Do autor, 2019.
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3.4 TESTE DO CAMPO ABERTO

Nos dias 7, 9 e 15, ap6s a administracdo ICV de OUA ou LCRa, os animais foram
submetidos ao teste do campo aberto (ver esquema 1). Neste teste, os animais foram colocados
em uma arena de madeira (40x60cm) cercados por paredes de madeira de 50cm de altura, que
continha um vidro frontal. O assoalho da arena era dividido em nove quadrantes iguais com
linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante posterior esquerdo e
depois deixados para explorar a arena livremente durante 5 min. Atividade locomotora e
exploratdria foram avaliadas, através do nimero de cruzamentos e levantamentos dos animais
durante o teste. O comportamento de risco foi avaliado através do tempo que o animal ficou no
guadrante central. O comportamento estereotipico foi avaliado através do tempo de autolimpeza

e do tempo de limpeza das vibrissas.

3.5 TESTE DE NADO FORCADO

O teste de nado forcado foi realizado como descrito por Porsolt et al. (1977). O teste
envolve exposi¢des a um tanque cilindrico cheio de 4gua, no qual os ratos ndo conseguem tocar
no fundo do tanque ou escapar. O tanque é feito de acrilico transparente, com 80 cm de altura,
30 cm de diametro e preenchido com &gua (22 — 26 °C) até uma profundidade de
aproximadamente 40 cm. No dia 6, apds a injecdo de OUA ou de LCRa, os ratos foram
colocados individualmente no cilindro contendo agua por 15 min (sessdo de treino) (ver
esquema 1). Nos dias 7, 9 e 14, imediatamente ap0s o teste de campo aberto, 0s ratos foram
novamente submetidos ao teste de nado forcado, durante 5 minutos (sessoes de teste). O tempo
de imobilidade, de escalada e de nado dos ratos foi registrado em segundos por um observador

especialista (0 pesquisador estara cego para 0s grupos experimentais).

3.6 COLETA DE AMOSTRAS CEREBRAIS

Imediatamente apds o ultimo teste comportamental, os animais foram mortos por
decapitacdo e o cérebro foi removido e dissecado em cortex frontal e hipocampo. As amostras
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para anélise da atividade da
Na*K*ATPase.
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3.7 ANALISE DA ATIVIDADE DA Na'K*ATPase

O reagente utilizado para a avaliacdo da atividade da Na* K* -ATPase continha 5,0
mM de MgCl2, 80,0 mM de NaCl, 20,0 m de MKCI e 40,0 mM de Tris — HCI, pH 7,4, em um
volume final de 200 pL. A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP em uma concentracéo final
de 3,0 mM. Os controles foram realizados sob as mesmas condi¢es com a adi¢do de 1,0 mM
de ouabaina. A atividade da Na* K™ -ATPase foi calculada pela diferenca entre os dois ensaios,
de acordo com o método de Wyse e colaboradores (2000). O fosfato inorganico liberado (Pi)
foi medido pelo método de Chan e colaboradores (1986). A atividade especifica da enzima foi

expressa como nmol de Pi liberado por min por mg de proteina.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Atraveés do teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi verificado que a distribuicéo
dos dados era do tipo normal. Portanto, os dados estdo apresentados no formato de gréficos que
representam a média e desvio padrdo da média. A diferenca entre as médias foi calculada
através do teste T para amostras independentes em todas as analises feitas 7 e 9 dias apos a
administracdo ICV, pois continham apenas dois grupos experimentais. Para 0s experimentos
feitos 15 dias ap6s a administracdo ICV, as diferencas entre as médias foram calculadas através
da anélise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey. Em todas

as comparacdes, a significancia estatistica foi estabelecida em p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Os resultados para o numero de cruzamentos e levantamentos no teste do campo aberto,
sete, nove e quinze dias apds a injecdo ICV de OUA estdo descritos na Figura 1. A
administracdo de OUA aumentou tanto o nimero de cruzamentos quanto o numero de
levantamentos sete dias apds sua injecdo (Figura 1A e 1D). Nenhuma alteracdo foi observada
nesses dois parametros 9 dias apds a administracdo de OUA (Figura 1B e 1E). 15 dias apos a
injecdo ICV, a OUA também ndo causou alteracdo nesses pardmetros, quando comparada ao
grupo controle. Entretanto, quando tratados com IMI, os animais que receberam ICV de OUA
apresentaram um aumento significativo no numero de cruzamentos e levantamentos. Vale
ressaltar que a administracdo da mesma dose de IMI per se ndo induziu nenhuma alteracéo

desses parametros (Figura 1C e 1F).
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Figura 1: Efeitos da administracdo de ouabaina (OUA) per se ou associada ao tratamento com imipramina (IM1)
sobre o nimero de cruzamentos (A, B e C) e levantamentos (D, E e F) no teste de campo aberto 7, 9 e 15 dias ap6s
a administracdo de OUA ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). As barras representam média + erro
padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo controle de acordo com o teste t de student (7 e 9 dias) ou ANOVA de
duas vias seguido pelo post-hoc de Tukey (15 dias). Dados do teste T para 7 dias ap6s a inje¢do ICV de OUA
[cruzamentos: p<0,001; levantamentos: p<0,001]; para 9 dias apés a injecdo ICV [cruzamentos: p=0,371;
levantamentos: p<0,370]. Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de OUA 15 dias [cruzamentos:
F(1,28)=52,280, p<0,001; levantamentos: F(1,28)=53,9090, p<0,001]; para o tratamento com IMI [cruzamentos:
F(1,28)=35,736, p<0,001; levantamentos: F(1,28)=43,2103, p<0,001] e para a interagdo entre OUA e IMI
[cruzamentos: F(1,28)=32,120, p<0,001; levantamentos: F(1,28)=59,7017, p<0,001].
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A figura 2 representa o numero de visitas ao centro do campo aberto sete, nove e 15 dias
apos a injecdo ICV de OUA. A OUA foi capaz de aumentar o nimero de visitas ao centro da
arena sete dias apés a sua injecdo (Figura 2A). Entretanto, um efeito oposto foi observado nove
dias apds a administracdo, onde a OUA diminuiu significativamente o nimero de visitas ao
centro quando comparado ao grupo controle (Figura 2A). Quinze dias apds a injecdo ICV, o
grupo que recebeu apenas ICV de OUA né&o apresentou diferenga, quando comparado ao grupo
controle. Entretanto, os animais que receberam OUA e foram tratados com IMI apresentaram
aumento significativo no nimero de visitas ao centro. E importante ressaltar que a
administragdo de IMI no grupo LCRa ndo causou nenhuma alteracdo nesse parametro
comportamental (Figura 2C).
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Figura 2: Efeitos da administracdo de ouabaina (OUA) per se ou associada ao tratamento com imipramina (IMI)
sobre 0 ndmero de visitas ao centro do campo aberto 7 (A), 9 (B) e 15 (C) dias ap6s a administragdo de OUA ou
liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). As barras representam média * erro padrao; *=p<0,05 comparado com
0 grupo controle de acordo com o teste t de student (7 e 9 dias) ou ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de
Tukey (15 dias). Dados do teste T para 7 dias ap6s a injecdo ICV de OUA: [p<0,001]; para 9 dias apds a injecéo
ICV: [p=0,021]. Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de OUA 15 dias [F(1,28)=75,2889,
p<0,001]; para o tratamento com IMI [F(1,28)=62,2222, p<0,001] e para a interacdo entre OUA e IMI
[F(1,28)=62,222, p<0,001].
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A figura 3 representa o tempo de limpeza das vibrissas e o tempo de auto-limpeza
dos animais durante o teste do campo aberto. Foi possivel observar um aumento significativo
desses dois parametros sete dias apos a injecdo ICV de OUA (Figura 3A e 3D). Entretanto,
nove dias apos a injecdo ICV, ndo houve diferenca no tempo de limpeza entre os grupos OUA
e LCRa (Figura 3B e 3D). 15 dias ap6s a administracdo, o grupo que recebeu ICV de OUA
continuou ndo apresentando diferenca, quando comparado ao grupo controle. Entretanto,
qguando tratados com IMI, os animais que haviam recebido a administracdo de OUA
apresentaram um aumento significativo no tempo de limpeza das vibrissas (Figura 3C) e de
auto-limpeza (Figura 3F) comparados ao grupo controle. Vale ressaltar que a administracdo de

IMI no grupo controle ndo causou nenhuma alteragéo.
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Figura 3: Efeitos da administracdo de ouabaina (OUA) per se ou associada ao tratamento com imipramina (IMI)
sobre o tempo de limpeza das vibrissas (A, B e C) e de auto-limpeza (D, E e F) no teste de campo aberto 7, 9 e 15
dias ap6s a administracdo de OUA ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). As barras representam média +
erro padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo controle de acordo com o teste t de student (7 e 9 dias) ou ANOVA
de duas vias seguido pelo post-hoc de Tukey (15 dias). Dados do teste T para 7 dias ap6s a injecdo ICV de OUA
[vibrissas: p=0,032; auto-limpeza: p<0,001]; para 9 dias ap6s a inje¢do ICV [vibrissas: p=0,912; auto-limpeza:
p<0,981]. Dados do ANOVA de duas vias para a administracdo de OUA 15 dias [vibrissas: F(1,28)=29,9907,
p<0,001; auto-limpeza: F(1,28)=81,0206, p<0,001]; para o tratamento com IMI [vibrissas: F(1,28)=17,6616,
p<0,001; auto-limpeza: F(1,28)=71,6795, p<0,001] e para a interacdo entre OUA e IMI [vibrissas:
F(1,28)=13,0139, p=0,001; auto-limpeza: F(1,28)=89,1210, p<0,001].
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Os resultados do teste de nado forcado estdo representados na figura 4. A
administracdo de OUA foi capaz de induzir uma redugéo do tempo de imobilidade e aumento
do tempo de natacgdo e escalada, quando comparado ao grupo controle sete dias apds a injecédo
ICV (Figura 4A, 4D e 4G respectivamente). Nove dias apds a administracdo de OUA nao foi
possivel observar nenhuma alteracdo nesses trés parametros (Figura 4B, 4E e 4H). 15 dias ap0s
ainjecdo ICV, os animais que receberam OUA apresentaram aumento no tempo de imobilidade
e diminuicdo no tempo de natacdo. O tratamento com IMI foi capaz de reverter essas alteracdes
induzidas pela OUA, além de aumentar o tempo de escalada quando comparado com 0 grupo
controle. A injecdo de IMI per se também causou uma reducdo no tempo de imobilidade e
aumento no tempo de natacdo dos animais (Figura 4C, 4F e 4l).
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Figura 4: Efeitos da administracdo de ouabaina (OUA) per se ou associada ao tratamento com imipramina (IMI)
sobre o tempo de imobilidade (A, B e C) e natacdo (D, E e F) e escalada (G, H e I) no teste de nado forgado 7,9 e
15 dias ap6s a administracdo de OUA ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). As barras representam média
* erro padrdo; *=p<0,05 comparado com o grupo controle de acordo com o teste t de student (7 e 9 dias) ou
ANOVA de duas vias seguido pelo post-hoc de Tukey (15 dias). Dados do teste T para 7 dias ap6s a injecéo ICV
de OUA [imobilidade: p<0,001; natagdo: p<0,001; escalada: p<0,001]; para 9 dias apds a injecdo ICV
[imobilidade: p=0,302; natacdo: p=0,337; escalada: p<0,505]. Dados do ANOVA de duas vias para a
administracdo de OUA 15 dias [imobilidade: F(1,28)=107,187, p<0,001; natacdo: F(1,28)=140,390, p<0,001;
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escalada: F(1,28)=57,474, p<0,001]; para o tratamento com IMI [imobilidade: F(1,28)=835,017, p<0,001; nata¢&o:
F(1,28)=658,667, p<0,001; escalada: F(1,28)=77,637, p<0,001] e para a interacdo entre OUA e IMI [imobilidade:
F(1,28)=361,143, p<0,001; natacdo: F(1,28)=260,587, p<0,001; escalada: F(1,28)=76,927, p<0,001].

A figura 5 representa a atividade da enzima Na*K*ATPase no cortex frontal (Figura 5A)
e hipocampo (Figura 5B) 15 dias apds a administracdo ICV do OUA. Nenhuma alteracéo

significativa foi observada na atividade desta enzima, em ambas as estruturas cerebrais.
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Figura 5: Efeitos da administragdo de ouabaina (OUA) per se ou associada ao tratamento com imipramina (IMI)
sobre a atividade da enzima Na+K+ATPase no cértex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 15 dias ap6s a
administracdo de OUA ou liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa). As barras representam média + erro padréo
de acordo com o teste ANOVA de duas vias. Dados do ANOVA de duas vias para a administragdo de OUA [cOrtex
frontal: F(1,28)=1,6, p=0,217; hipocampo: F(1,28)=1,261, p=0,271;]; para o tratamento com IMI [cortex frontal:
F(1,28)=0,0, p=0,942; hipocampo: F(1,28)=0,936, p=0,342] e para a interacéo entre OUA e IMI [cortex frontal:
F(1,28)=1,1, p=0,305; hipocampo: F(1,28)=0,144, p<0,294].
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, os resultados do teste de campo aberto demonstram que a
injecdo ICV de OUA foi capaz de induzir comportamento do tipo maniaco nos animais, sete
dias apds a sua administracao. O efeito do tipo maniaco da OUA em animais tem sido descrito
h& muito tempo (elMallakh et al., 1995), e o primeiro modelo animal de mania induzido por
OUA contemplando suas trés validades foi primeiramente descrito por EI-Mallakh et al. (1983).
Atualmente esse é um dos modelos farmacoldgicos mais bem estabelecidos para o estudo da
neurobiologia do TB (Logan e McClun, 2016). Diversos estudos também demonstraram
aumento na atividade locomotora, atividade exploratoria, comportamento de risco e
comportamento estereotipico sete dias apds a administracdo de OUA, corroborando 0s
resultados do presente estudo (Dal-Pont et al., 2019; Valvassori et al., 2017a; 2017b; Tonin et
al., 2014).

Ja no teste de nado forcado, os animais apresentaram uma diminui¢do no tempo de
imobilidade e aumento no tempo de natacdo e escalada sete dias ap6s a administracdo de OUA.
O teste de nado forcado foi descrito por Porsolt et al. (1977) como uma ferramenta para
avaliacdo de efeitos antidepressivos de determinadas substancias. Atualmente, o teste também
é utilizado para a avaliacdo de comportamento do tipo depressivo, onde 0 aumento do tempo
de imobilidade é associado com um estado de desesperanca e desmotivagdo, sintomas
observados em pacientes com TB (Yankelevitch-Yahav et al., 2015; Commons et al., 2017).
Entretanto, diversos fatores podem confundir os resultados desse teste, entre eles a
hiperatividade locomotora (Bogdanova et al., 2013). A hiperlocomocao induzida por eventos
estressores ou psicoestimulantes acabam por diminuir o tempo de imobilidade no teste de nado;
entretanto, esses efeitos ndo estdo relacionados com comportamentos do tipo depressivo ou
efeitos antidepressivos, agindo como fatores de confusdo (Strekalova et al., 2005). Uma vez
gue 0s animais apresentam aumento da atividade locomotora sete dias apds a injecdo de OUA,
é esperado que o tempo de imobilidade no teste de nado forcado seja reduzido; entretanto, essa
diminuicdo ndo esta relacionada a um efeito antidepressivo da OUA. Em conjunto com 0s
resultados do teste de campo aberto, e com os demais dados da literatura, é possivel afirmar que
0 comportamento dos animais sete dias ap6s a administracido de OUA pode ser relacionado a um
estado maniaco observado em pacientes bipolares na clinica.

Interessantemente, nove dias apos a injecdo de OUA ndo foi possivel observar
nenhuma alteracéo no teste de nado forcado e apenas uma diminui¢cdo no nimero de visitas ao

centro do campo aberto, quando comparado com o grupo controle. Valvassori et al., (2019)
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também demonstraram que a administracdo de OUA ndo causa alteracdo comportamental no
teste de campo aberto e nado forcado nove dias ap0s a injecdo ICV, sugerindo que esse periodo
de remisséo de alteracbes comportamentais pode estar mimetizando a fase eutimica do TB. De
fato, o conceito clinico de eutimia compreende tanto o periodo onde o paciente apresenta
remissdo total dos sintomas quanto o periodo intra-episédico, no qual o paciente ndo apresenta
sintomas de humor o suficiente para ser classificado em um episodio de humor especifico (Fava
e Bech, 2016). Sendo assim, a auséncia de alteracdo comportamental observada 9 dias apos a
injecdo ICV pode ndo estar relacionada apenas com a atenuacao dos efeitos da OUA, mas sim
a um periodo de transicdo entre o estado do tipo maniaco para tipo depressivo (Valvassori et
al., 2019).

De fato, o presente estudo foi capaz de reproduzir um estudo prévio, que
demonstrou que uma unica administracdo de OUA é capaz de induzir comportamentos do tipo
maniaco 7 dias ap0s a sua administracdo ICV, comportamentos do tipo eutimicos 9 dias apés e
comportamentos do tipo depressivos 14 dias apds a administracdo dessa substancia,
reproduzindo todas as fases do TB em um mesmo animal (Valvassori et al., 2019). Em uma
metanalise, Looney e El-Mallakh (1997) demonstraram diminuicdo da Na+K+-ATPase em
eritrécitos de pacientes bipolares, tanto na fase maniaca quando na fase depressiva, quando
comparados com 0s pacientes que estavam em eutimia. Além disso, outro estudo avaliou varios
aspectos de resposta a Na+K+-ATPase, como transcri¢do, traducdo, atividade e concentracdo
intracelular de ions, em células linfoblastdides de pacientes bipolares e de controles saudaveis.
Neste estudo, os pesquisadores observaram que, ao contrario dos controles, as células derivadas
de pacientes bipolares ndo alteram os pardmetros de resposta ao transporte de Na+t e,
consequentemente, possuem uma alta concentracdo de Na+ no meio intracelular (Li e El-
Mallakh, 2004). A partir desses estudos, podemos sugerir que alteracdes na enzima Na+K+-
ATPase podem ser uma hipdtese atrativa para explicar, pelo menos em parte, a fisiopatologia
do TB.

Mas como pode ser explicado o fato de uma mesma substancia induzir
comportamentos opostos em um mesmo animal? Inicialmente, a administracdo de OUA, ao
inibir a Na+K+-ATPase, faz com que a célula demore a voltar ao potencial de repouso,
deixando o neurdnio hiperexcitado (McCarren e Alger, 1987). Portanto, uma teoria atrativa para
explicar os comportamentos do tipo maniacos induzidos pela OUA seria que essa diminui¢édo
da atividade da Na*K*-ATPase, que também é observada nos pacientes, possa estar aumentando
a hiperexcitacdo neuronal, levando & presenga dos sintomas do tipo maniaco nos animais.

Entretanto, ndo existem muitos estudos que explicam mais detalhadamente o papel da inibicéo
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da atividade da Na*K*-ATPase na depressdo bipolar ou sobre os comportamentos do tipo
depressivos induzidos pela OUA. O que tem sido sugerido € que a inibi¢cdo duradoura da
atividade desta enzima, que aumenta a excitabilidade celular e diminui o controle da
repolarizacdo neuronal, pode diminuir a velocidade de recuperacdo neuronal e,
consequentemente, diminuir também a eficiéncia sinaptica dos neurdnios, levando aos
episodios depressivos do TB (Lichtstein et al., 2018).

Outro ponto importante a ser ressaltado € que um estudo prévio demonstrou que a
administracdo de litio e valproato, farmacos classicos utilizados para o tratamento do TB,
reverteram 0s comportamentos do tipo maniaco e a maioria dos comportamentos do tipo
depressivos induzidos pela OUA (Valvassori et al., 2019). De fato, € bem descrito na literatura
que o litio e o valproato possuem uma boa acdo antimaniaca; entretanto, esses estabilizadores
do humor apresentam uma modesta acdo antidepressiva, o que leva o tratamento desta condicéo
médica a polifarmécia. Entretanto, o0 manejo da depresséo bipolar é extremamente complexo
pelo fato de que a administracdo de antidepressivos pode levar a uma virada maniaca,
agravando o quadro do transtorno (Ghaemi, 2008). Por isso, modelos animais que mimetizem
0 quadro de virada maniaca sao extremamente importantes para que se possa testar substancias
antidepressivas que ndo induzam virada maniaca no TB. No presente estudo pode-se observar
que 14 dias ap6s a administracdo de OUA ndo alterou a atividade locomotora e exploratoria dos
animais; entretanto, a administracdo ICV de ouabaina somada ao tratamento subcrénico com
imipramina induziu o aumento desses parametros comportamentais, mimetizando um quadro
de virada maniaca. E importante ressaltar que a imipramina per se também ndo alterou a
atividade locomotora dos animais e somente quando somada a OUA induziu comportamentos
do tipo-maniacos nos animais.

Na tentativa de tentar explicar o mecanismo de acdo de como a imipramina induziu
comportamentos do tipo virada maniaca nos animais previamente submetidos a administracao
ICV de OUA, foi avaliada a atividade da Na*K*-ATPase 14 dias apés a administracdo ICV de
OUA. A literatura mostra que a imipramina reduz em 10% a atividade dessa enzima em cérebro,
quando avaliado in vitro (Zanatta et al., 2001). Ja que a OUA é um inibidor da Na*K*-ATPase,
a hipotese foi de que a OUA poderia deixar a atividade desta enzima vulneravel e que a
imipramina poderia inibir ainda mais essa enzima em animais submetidos previamente a essa
substancia. Entretanto, o presente estudo mostrou que nem a OUA sozinha, nem associada a
imipramina apresentaram alteragBes na atividade dessa enzima. De fato, um estudo prévio
demonstrou que OUA diminui a atividade da Na*K*™-ATPase e que esse efeito permanece por

7 dias ap0s a administracdo dessa substancia. Entretanto, 9 e 14 dias ap6s a administracdo de
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OUA a atividade da Na"K*-ATPase volta aos niveis basais (Valvassori et al., 2019). Portanto,
0 comportamento do tipo virada maniaca apresentada pelos animais do grupo ouabaina+IMI
nao pode ser explicada por alteracdes da atividade da Na*K*-ATPase.

A imipramina € um antidepressivo do tipo triciclico (Demontis et al., 2017), o qual
ha muito tempo j& se tem descrito como um indutor de virada maniaca (Kuhn, 1958). Os
mecanismos de a¢do conhecidos da imipramina incluem a inibi¢do da recaptacao de serotonina
e de noradrenalina, aumentando a concentracdo desses dois neurotransmissores na fenda
sinaptica. Além disso, esse antidepressivo aumenta a funcdo dopaminérgica, através da
hiposensibilizacdo dos autorreceptores dopaminérgicos, os quais tem a funcéo de aumentar ou
reduzir a quantidade de dopamina liberada para o espago extracelular, dependendo da
quantidade deste neurotransmissor na fenda sinaptica (Serra et al., 1979). E bem descrito na
literatura a relacdo entre sintomas maniacos e a estimulacdo do sistema dopaminérgico. Um
exemplo classico dessa situacdo é que que quando administrada anfetamina (AMPH), uma
substancia agonista do sistema dopaminérgico, sdo desencadeados sintomas maniacos tanto em
pacientes bipolares quanto em voluntarios saudaveis; sendo que as alteracbes comportamentais
nos bipolares foram mais intensas (Anand et al., 2000). De fato, estudos pré-clinicos utilizam
anfetaminas para mimetizar sintomas maniacos em roedores, como hiperatividade,
comportamento de risco, aumento da atividade sexual e diminui¢do do sono (Resende et al.,
2013; Valvassori et al., 2015). Estudos prévios também demonstram que a OUA aumenta a
liberacdo de dopamina no cortex frontal de ratos Sprague-Dawley (Sui et al., 2013). Portanto,
sugere-se que alteracdes no sistema dopaminérgico induzidas tanto pela imipramina quanto pela
ouabaina possa ser uma possivel explicacdo para 0 comportamento do tipo virada maniaca
observado no presente estudo.

E importante destacar que tanto estudos clinicos quanto pré-clinicos tém associado
as alteracBes da Na+K+-ATPase a outros eventos bioquimicos e moleculares observados do
TB, como aumento de estresse oxidativo e diminuicdo de fatores neurotroficos (Jornada et al.,
2010; 2011). A administracdo de OUA em ratos leva a um aumento de dano oxidativo a lipidios,
a proteina e alteracGes nas atividades de enzimas antioxidantes, que sdo duradouras e podem
ser observadas 7, 9 e 14 dias ap6s a administracdo dessa substancia (Valvassori et al., 2019).
Sabe-se que 0 estresse oxidativo pode levar a alteragdes na célula neuronal importantes, como
danos a proteinas e lipideos de membrana, incluindo canais, receptores, autorreceptores, 0s
quais sdo importantes para a sinalizacdo neuronal (Tarafdar e Pula G, 2018).

Um estudo prévio também demonstrou que a administracdo ICV de OUA em ratos

diminui os niveis de fator neurotrofico derivado do encéfalo (sigla do inglés BDNF) e de seu
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receptor, o TrKB, sendo que essa diminui¢do acompanha comportamentos tanto do tipo
maniacos (7 dias apds a administracdo ICV), quanto do tipo depressivos (14 dias apos a
administracdo ICV). Os fatores neurotroficos correspondem a um grupo de proteinas
responsaveis pela regulacdo dos processos de sobrevivéncia, crescimento neuronal, formacéo
sindptica e plasticidade celular do sistema nervoso central e periférico (Gomez-Palacio-
Schjetnan e Escobar, 2013). Diversos estudos indicam que alteracGes em vias de sinalizagdo do
BDNF e o aumento de estresse oxidativo podem ser os fatores chaves ligados a morte celular,
vista no cérebro de pacientes bipolares e, consequentemente, uma possivel explicacdo para a
fisiopatologia do TB (Carter, 2007; Kapczinski et al., 2008). Portanto, o estresse oxidativo e a
diminuicdo de BDNF pode deixar o cérebro vulneravel, danificando estruturas cerebrais
importantes, levando a alteracbes do humor e resposta farmacoldgica inadequada, observadas

tanto no modelo de OUA, quanto em pacientes bipolares.
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6. CONCLUSAO

Em conclusdo, a IMI, apesar de reverter comportamento do tipo depressivo
induzidos por OUA, levou & comportamentos do tipo maniaco nos animais previamente
submetidos a administracdo ICV de OUA. Sugere-se que a administracdo de IMI em ratos
previamente submetidos a OUA é um modelo animal adequado para estudar 0s mecanismos
envolvidos na virada-maniaca. Além disso, 0 modelo animal de TB induzido por OUA pode
ser considerado um modelo relevante para a avaliar possiveis farmacos para o tratamento da

depressao bipolar.
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