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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) é uma condi¢do psiquidtrica complexa,
caracterizada por mudancas recorrentes do humor, incluindo episodios
maniacos, depressivos e mistos. Este complexo curso clinico faz com
que o desenvolvimento de um modelo animal de TB adequado seja um
desafio para os pesquisadores da darea. Dentre outros modelos, a
administragdo intracerebroventricular (i.c.v) de ouabaina, um potente
inibidor da enzima Na+K+ATPase, em ratos tem sido considerado um
bom modelo animal de mania. Entretanto, ainda ndo existem modelos de
experimentacdo que mimetizam sintomas de ambos os polos do humor,
mania e depressao, em um mesmo animal. O objetivo do presente estudo
foi avaliar comportamentos tipo-maniaco e tipo-depressivo e alteraces
cognitivas, neuroquimicas e fisioldgicas apds a administragdo i.c.v de
ouabaina em ratos Wistar. Além disso, avaliar os efeitos dos
estabilizadores do humor, litio (Li) e valproato (VPA) e do
antidepressivo imipramina (IMI) sobre as alteragbes comportamentais,
neuroquimicas e fisioldgicas induzidas pela ouabaina. Nossos resultados
mostraram que, 7 dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina, os
animais apresentaram hiperlocomogéo no teste do campo aberto e que o
tratamento com Li ou VPA reverteu este efeito.Posteriormente, foi
demonstrado que 14 dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina, nédo
houve alteragdo locomotora dos animais no teste do campo aberto,
porém 0s animais apresentaram comportamento tipo-depressivo,
indicado pelo aumento do tempo imobilidade no teste do nado forgado e
diminuicdo do consumo de sacarose no teste de anedonia. O tratamento
com Li, VPA, IMI ou o tratamento combinado IMI com Li ou VPA
reverteram as alteragbes comportamentais tipo-depressivas induzidas
pela ouabaina, exceto o tratamento com Li ou VPA que reverteram
parcialmente o comportamento tipo-aned6nico nos animais. A ouabaina
causou dano cognitivo tanto no teste da esquiva inibitéria quanto no
teste de reconhecimento de objetos, 14 dias apds a administracéo i.c.v de
ouabaina. Além disso, houve um aumento do peso da glandula adrenal,
bem como um aumento dos niveis de hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) no soro destes animais. Li, VPA, IMI ou o tratamento adjunto
de Li ou VPA com IMI reverteram a diminuicdo dos niveis de ACTH
induzida pela ouabaina. Enquanto que somente Li, VPA ou o tratamento
combinado dos estabilizadores do humor, Li ou VPA, com IMI
conseguiram reverter o aumento da glandula adrenal induzida pela
ouabaina. A ouabaina diminuiu os niveis de pr6-BDNF, BDNF, receptor



TrkB e pCREB; entretanto, essas alteracdes variaram de acordo com o
protocolo experimental e com a estrutura cerebral avaliada. A ouabaina,
em ambos os protocolos experimentais, aumentou o dano oxidativo, a
proteinas e a lipideos, e alterou a atividade das enzimas antioxidantes no
cérebro dos animais. O tratamento com Li reverteu todos os danos
oxidativos e as alteragcBes nas enzimas antioxidantes induzidas pela
ouabaina. Juntos os resultados do presente estudo indicam que a
administragdo i.c.v de ouabaina em modelos pré-clinicos pode ser ndo
somente um modelo para episddios tipo-maniacos, mas, também para
episddios tipo-depressivos, j& que a administragdo de ouabaina induz
também o fendtipo tipo-depressivo. Outro ponto importante é que o
modelo proposto no presente estudo também mimetiza alteragdes
neuroquimicas importantes, como o estresse oxidativo e alteracdes na
via de BDNF, ambos vistos em pacientes bipolares.

Palavras-chave: transtorno bipolar; mania; depressdo; ouabaina;
estresse oxidativo; BDNF.






ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) presents a complex alternating clinical course
with recurrent mood switches including manic and depressive episodes
making the development of an adequate animal model challenging.
Ouabain, a potent Na+K+ATPase inhibitor, intracerebroventricular
(i.c.v) administration in preclinical models has been suggested as a
model of mania. However, to date, there are no models that mimic mood
episodes, mania and depression, in the same animal. The aim of our
study was to evaluate manic- and depressive-like behaviors and
cognitive, physiological and neurochemical alterations after a single
ouabain i.c.v administration in Wistar rats. Moreover, evaluate the
effects of the mood stabilizers, lithium (Li) and valproate (VPA), and
the antidepressant imipramine (IMI) on behavioral, physiological and
neurochemical alterations induced by ouabain. Spontaneous locomotor
activity behavior in rats was significantly increased 7 days after ouabain
injection compared to control, while Li and VPA reversed this ouabain-
induced manic-like behavior. Locomotor activity returned to its basal
levels 14 days after ouabain injection. However, 14 days after ouabain
injection, was observed depressive-like behavior in the animals, such as
increase in the immobility time in the forced-swimming test and
decrease in the sucrose consumption. The IMI treatment and the
adjunctive treatment of Li or VPA with IMI reversed the depressive-like
behavior induced by ouabain. However, Li or VPA, per se, partially
reversed these behavioral alterations induced by ouabain. Additionally,
depressive-like animals showed cognitive impairment in the inhibitory
avoidance task and in the object recognition task. The adrenal gland
weight was increased after ouabain administration, which was
accompanied by an ACTH serum level increased in the depressive-like
animals. Li, VPA or the adjunctive treatment of Li or VPA with IMI
were able to reverse the adrenal weigh increased induced by ouabain.
The mood stabilizers and the adjunctive treatment of mood stabilizer, Li
or VPA plus IMI reversed the ACTH levels increased induced by
ouabain. Ouabain decreased the levels of pro-BDNF, BDNF, TrkB and
CREB in the brains of rats after i.c.v administration; however this effect
varies depending of the experimental protocol and the brain region
evaluated. The ouabain administration induced oxidative damage and
antioxidant enzymes alterations in the frontal cortex and hippocampus
of rats, and Li was able to reverse these impairments. We propose that
the ouabain i.c.v administration in preclinical models may be not only a



model for manic episodes but also for depressive ones because our
results strongly support that ouabain administration leads to a
depressive-like phenotype. Another important point is that the proposed
model in this study mimics important neurochemical changes, such as
oxidative stress and BDNF pathway alterations, which are also seen in
bipolar patients.

Keywords: bipolar disorder; mania; depression; ouabain; oxidative
stress; BDNF.
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1 INTRODUCAO
1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O transtorno bipolar (TB) é uma condigdo psiquiatrica complexa,
caracterizada por mudancas recorrentes do humor, incluindo episddios
maniacos, depressivos e mistos (Judd et al., 2003; Kupka et al., 2007). O
Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais, DSM-IV,
distingue pacientes com TB do tipo I, TB do tipo Il e ciclotimia.

A principal caracteristica do TB do tipo | é um curso clinico
marcado pela ocorréncia de um ou mais episddios maniacos ou
episoddios mistos. Comumente, pacientes bipolares do tipo | também
apresentam um ou mais episddios depressivos maiores ao longo da vida.
Por outro lado, o TB do tipo Il é caracterizado pela ocorréncia de um ou
mais episddios depressivos maiores, acompanhados por pelo menos um
episodio hipomaniaco. E finalmente, o transtorno ciclotimico, o qual
envolve multiplos periodos de sintomas hipomaniacos e de sintomas
depressivos. Na ciclotimia os sintomas, tanto os hipomaniacos quanto 0s
depressivos, tém nOmero, gravidade, abrangéncia ou duragdo
insuficientes para a satisfagdo dos critérios para o diagnostico do TB do
tipo 1 ou do tipo 11 (American Psychiatric Association, 2002).

Durante um epis6dio maniaco o paciente apresenta o humor
elevado, expansivo ou irritavel e, de acordo com os critérios para o
diagnostico, esta alteracdo do humor deve durar pelo menos uma
semana - ou menos, caso a hospitalizagdo seja exigida. A fase
depressiva do TB é caracterizada por humor deprimido e ou perda de
prazer pelas atividades (anedonia), os quais devem ser acompanhados
por pelo menos cinco dos seguintes sintomas: insénia ou hipersonia,
significativa perda ou ganho de peso, agitacdo ou retardo psicomotor,
fadiga ou perda de energia, sentimento de inutilidade ou culpa
excessiva, reducdo da capacidade de concentracdo e ideias recorrentes
de morte ou suicidio. E importante salientar que, para cumprir o critério
diagnostico de TB, estes sintomas, tanto os de mania quanto os de
depressdo, devem afetar de uma maneira importante as atividades
sociais e profissionais do individuo (Organizacdo Mundial de Salde,
1994).

O TB esta entre as condi¢des médicas mais incapacitantes e tem
sido visto como um problema de salde publica em todo o mundo
(Hyman et al., 2006). Um importante estudo da Organizagdo Mundial de
Saude sobre o “Impacto Global das Doengas” faz uma previsdo para o
ano de 2020 colocando o TB como a sexta causa médica de
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incapacidade (Lopez e Murray, 1998). O TB é relativamente frequente,
apresentando taxas de prevaléncia ao longo da vida variando entre 1%
(TB do tipo 1) até 5% ou mais quando incluidas todas as categorias de
TB representadas no DSM-IV (TB do tipo Il e ciclotimia) (Kessler et
al., 2005).

E importante ressaltar também o grande sofrimento do paciente e
da familia que acompanha esse transtorno, além da alta taxa de suicidio
trazida pelos pacientes ndo tratados. Dentre os transtornos psiquiatricos,
0 TB est4 associado ao maior risco de mortalidade prematura, como
resultado de complicagfes associadas a co-morbidades clinicas, sendo o
suicidio o maior responsavel por essa condi¢cdo (Goodwin e Jamison,
2003). Estima-se que a incidéncia de suicidio no TB é de 390 casos a
cada 100 mil pacientes por ano, ou seja, 28 vezes maior do que na
populagdo geral. Cerca de 40% dos pacientes vao fazer uma tentativa de
suicidio ao longo da vida e cerca de % irdo morrer por suicidio
(Goodwin e Jamison, 2003).

A farmacoterapia no TB tem papel decisivo e inquestionavel e é
realizada, tanto aguda quanto profilaticamente, principalmente, com
estabilizadores do humor. Entretanto, uma grande quantidade dos
pacientes tem recorréncia de episddios do humor durante a vida, mesmo
em uso da medicagdo adequada. 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., 2008a).

Outro ponto importante que deve ser ressaltado é a significativa
disfuncdo cognitiva que os pacientes com TB apresentam. Estudos tem
demonstrado que esses pacientes possuem tanto disfungfes cognitivas
quanto dificuldades em seu funcionamento psicossocial, ndo somente
durante os episodios do transtorno, mas também durante os estados de
eutimia (Martinez-Aran et al., 2000; Goetz et al., 2007).

1.2 TRANSTORNO BIPOLAR E ALTERAGOES COGNITIVAS

O estudo do funcionamento cognitivo no TB tem despertado
interesse crescente, especialmente, ao longo da Ultima década. Os
pesquisadores tém focado principalmente no rendimento cognitivo
destes pacientes durante os periodos de eutimia. Como descrito
previamente neste trabalho, pacientes com TB apresentam importante
comprometimento cognitivo, até mesmo durante a eutimia, e piora a
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cada episddio de humor (Martinez-Aran et al., 2004 a; b; Robinson e
Ferrier, 2006). Entre os processos cognitivos alterados no TB
encontram-se: fungdo executiva, memoria, atencdo e cognigdo social
(Wheeler et al., 1997; Hoertnagl et al., 2011).

A funcdo executiva tem sido descrita como a mais prejudicada no
TB e estudos recentes tém sugerido que este comprometimento esta
presente até mesmo em estagios iniciais do transtorno (L6pez-Jaramillo
et al., 2010; Torres et al., 2010; Elshahawi et al., 2011; Barbosa et al.,
2012). A funcéo executiva possui extrema importancia nas habilidades
cognitivas envolvidas no planejamento, na iniciacdo, no seguimento e na
coordenagdo do comportamento, sendo que os mddulos corticais
responsaveis por essas funcbes se localizam nos lobos frontais direito e
esquerdo (Wheeler et al., 1997). Contudo, dados provenientes de
pesquisas clinicas, usando métodos de ressonancia magnética e
tomografia por emissdo de pdsitrons, ttm demonstrado diminuicdo de
massa cinzenta e branca em areas do cortex pré-frontal de pacientes
bipolares (Drevets et al., 1997; Bruno et al., 2004; Bruno et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que a capacidade de reconhecer
expressdes faciais emocionais, fundamental para a interagdo social bem
sucedida, esta prejudicada em pacientes com TB - principalmente em
individuos bipolares do tipo | (Derntl et al., 2009; Hoertnagl et al.,
2011). As areas cerebrais ativadas durante o teste de estimulos faciais
sdo aquelas cruciais para o processamento da emocdo, tais como o
cortex pré-frontal e amigdala (Hariri et al., 2002). Vérios estudos tém
demonstrado, a partir de tomografia por ressonancia magnética, que
pacientes bipolares possuem amigdala maior, quando comparada com
voluntarios saudaveis (Altshuler et al., 1998; Strakowski et al., 1999).

Déficits em fungOes relacionadas a meméria declarativa, a qual
esta diretamente ligada ao hipocampo, tém sido consistentemente
relatados no TB e estdo presentes em todos os estados de humor,
inclusive na eutimia (Wolfe et al., 1987; van Gorp et al., 1999; Clark et
al., 2001; Cavanagh et al., 2002; Deckersbach et al., 2004; Martinez-
Aran et al., 2004 a; b; Robinson et al., 2006). Além disso, estudos
postmortem e de neuroimagem demonstraram alteracGes estruturais e
neuroquimicas no hipocampo de pacientes bipolares, incluindo
diminuicdo da densidade celular, alteragbes em marcadores de
funcionamento e de plasticidade neuronal e diminuicdo do volume
hipocampal (Swayze et al., 1992; Noga et al., 2001; Strasser et al., 2005;
Bearden et al., 2008; Chepenik et al., 2009).

Tendo em vista que individuos bipolares possuem danos graves
no desempenho cognitivo, na salde e no bem estar geral e que estes sao
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piorados a cada episddio de humor, a prevencao de episddios futuros e a
manutencdo de episddios agudos sdo os principais objetivos do
tratamento do TB. A prética clinica e diversos estudos apontam que
quanto mais incisivo e precoce o tratamento, maiores as chances de
recuperacao e reducdo de danos cognitivos (Kapczinski et al., 2008a).

1.3 TRATAMENTO FARMACOTERAPICO NO TRANSTORNO
BIPOLAR

O tratamento farmacoldégico do TB estd direcionado
principalmente para a fase aguda do transtorno, no qual o objetivo é
tratar 0 paciente com mania ou depressdo, para a recuperacdo
sintomatica, levando-o ao estado de eutimia. Além disso, o tratamento
de manutencéo ou profilaxia é fundamental no TB para a prevencao de
episddios, de mania e/ou depressdo, e maximizar a recuperacdo
funcional, ou seja, que o paciente continue em remissdo. Entretanto, o
tratamento de ambas as fases do transtorno pode ser complexo, porque
antidepressivos podem causar mania ou hipomania no paciente bipolar e
os tratamentos que agem sobre os episédios maniacos, em alguns casos,
podem levar a depressdo (Geddes e Miklowitz, 2013).

O Unico farmaco aprovado especificamente para o tratamento do
TB é o litio (Li), um estabilizador do humor. Porém outros farmacos
podem ser utilizados para o tratamento deste transtorno. Entre esses
farmacos encontram-se anticonvulsivantes [carbamazepina,
oxcarbazepina, valproato desédio (VPA)], alguns antipsicéticos tipicos
(haloperidol, clorpromazina) e antipsicéticos atipicos (aripiprazol,
clozapina, olanzapina, quetiapina, risperidona, ziprasidona, asenapina).
Estes farmacos juntamente com o Li podem ser combinados para o
tratamento agudo, de continuacdo e manutengdo do TB (Bowden 2009;
Haddad et al., 2009; Tohen e Vieta, 2009).

Os farmacos mais prescritos e estudados no TB sdo o Li e 0 VPA
e, apesar de grande parte dos mecanismos de acdo permanecer
desconhecidos, alguns alvos bioquimicos desses medicamentos foram
descritos (Zarate et al., 2006; Bachmannet al., 2009). E interessante
salientar que, embora Li e VPA tenham estruturas quimicas
extremamente diferentes — Li é um céation monovalente e VPA é um
acido carboxilico — possuem alguns mecanismos em comum. Entre as
propriedades mais bem descritas destes estabilizadores do humor
encontram-se a neuroprotetoras e neurotréfica, as quais melhoram os
prejuizos associados a plasticidade e resiliéncia celular, ambas
prejudicadas na fisiopatologia do TB (Zarate et al., 2006; Bachmann et
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al., 2009; Schloesser et al., 2012).

Além dos farmacos acima citados, utilizados principalmente no
tratamento da fase maniaca, ha de se ressaltar os farmacos utilizados
durante a fase da depressdo bipolar. O tratamento desta fase € um
desafio na pratica clinica, pois, 0 uso de antidepressivos possui um risco
muito grande no desencadeamento do episédio de mania. Os
antidepressivos mais usados para tratar a depressdo em pacientes
bipolares sdo os inibidores da recaptacdo de serotonina e a bupropiona —
um inibidor da recaptacdo de dopamina (Sachs et al., 2000). Embora
estes farmacos tenham mostrado sua eficacia no tratamento da depressédo
unipolar, ndo existem estudos que fornecam suporte para guiar a pratica
clinica sobre o uso de antidepressivos no TB (Ghaemi, et al., 2001;
Sachs et al., 2007). Levando em consideragdo que pacientes bipolares
possuem danos graves que sdo acentuados a cada episédio do humor, a
escolha da farmacoterapia para o tratamento da depressao bipolar nao
depende somente do conhecimento sobre a eficacia do medicamento,
mas também dos riscos associados (Ghaemi, et al., 2001).

Embora tenha sido um grande avanco o tratamento do TB com
Li, anticonvulsivantes, antipsicéticos atipicos e antidepressivos, muitos
pacientes ndo toleram ou respondem adequadamente a esses farmacos
(Keck, 2003). Além disso, hd mais de 50 anos, desde a identificacdo dos
efeitos antimaniacos de Li, ndo foram desenvolvidos outros farmacos
especificos para o tratamento do TB, que tenha uma agdo precisa em
ambos os polos do humor, exigindo novas abordagens terapéuticas.

A dificuldade para o desenvolvimento de novos farmacos para o
TB esta associada a falta de conhecimento sobre a precisa fisiopatologia
desse transtorno.Modelos animais tem sido uma ferramenta importante
para o estudo da neurobiologia do TB e para o teste de novos farmacos.
Entretanto, a complexidade envolvida no desenvolvimento de um
modelo animal adequado para o TB tem sido um importante desafio
para os pesquisadores da area (Manji e Chen, 2002; Einat et al., 2003).

1.4 MODELO ANIMAL DE TRANSTORNO BIPOLAR INDUZIDO
POR OUABAINA

Recentes avancos genéticos, neurobioldgicos e farmacoldgicos
tém contribuido para o desenvolvimento de novos modelos animais, 0s
quais tem sido uma ferramenta importante para o estudo de sistemas
intracelulares que podem estar envolvidos na fisiopatologia dos
transtornos psiquiatricos (Manji e Chen, 2002; Einat et al., 2003).
Entretanto, nenhum modelo animal, at¢ o momento, mimetiza
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totalmente um determinado transtorno psiquiatrico. Principalmente o
TB, que apresenta um curso clinico complexo, com alteragdes de humor
recorrentes, incluindo episoédios maniacos, depressivos e mistos,
tornando o desenvolvimento de um modelo animal adequado um desafio
para a comunidade cientifica (Machado-Vieira et al., 2004).

Ellenbroek e Cools (1990) descreveram previamente 0s critérios
necessarios para considerar um modelo animal em transtorno
psiquidtrico 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 0s sintomas
induzidos no modelo animal (validade preditiva).

Estudos de nosso e outros grupos de pesquisa tém caracterizado
bem o modelo animal de mania induzido pela administracdo
intracerebroventricular (i.c.v) de ouabaina — um potente inibidor da
sodio-potassio de adenosina trifosfatase (Na*K*ATPase) (Li et al., 1997;
Hennion et al., 2002; El-Mallakh et al., 2003; Riegel et al., 2010;
Jornada et al., 2011). Os estudos do nosso laboratério demonstram que a
reproducdo dos sintomas tipo-maniacos - hiperatividade ap6s a injecéo
i.c.v de ouabaina em ratos — permanece por sete dias ap6s uma Unica
administragdo (Riegel et al., 2010; Jornada et al., 2011). Neste contexto,
contemplando a validade preditiva do modelo, diversos estudos tem
mostrado que pacientes bipolares apresentam uma diminuigdo da
atividade da Na'K*ATPase, tanto em episédios maniacos quanto em
episddios depressivos (Coppen et al., 1966; Shaw, 1966; Looney e El-
Mallakh,1997; Li e El-Mallakh, 2004). Além disso, foi encontrado um
aumento de ouabaina enddgena, um horménio produzido pela adrenal e
pelo hipotalamo, no cortex parietal de pacientes bipolares quando
comparado com controles saudaveis (Goldstein et al., 2006).

Os modelos animais de TB, descritos na literatura atualmente,
focam na inducdo de comportamentos que mimetizam individualmente
um episodio agudo de mania ou de depressdo. Esses modelos sdo de
consideravel valor e muitos deles possuem validade preditiva para
identificar farmacos ou compostos com potencial antimaniaco ou
antidepressivo (Duman e Monteggia, 2006; Einat e Manji, 2006). A
administracdo de ouabaina em ratos - além de induzir hiperatividade -
parece induzir também hipoatividade, que pode ser considerado um
sintoma tipo-depressivo. Ambos os sintomas induzidos pela ouabaina
sdo prevenidos pela administracdo de Li (Li et al., 1997; Jornada et al.,
2011). Entretanto, ndo existe nenhum estudo na literatura que demonstre
todos esses aspectos em um Unico modelo, dificultando o
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desenvolvimento de um modelo animal de TB adequado.

Levando em consideracdo todos os estudos citados anteriormente,
a administracdo i.c.v de ouabaina em ratos possui um grande potencial
para ser um modelo animal de transtorno bipolar, pois além de
mimetizar aspectos fisiopatologicos, reproduz também os seus
principais aspectos comportamentais - mania e depressdo - sendo estes,
prevenidos pela administracdo de Li (farmaco cléssico utilizado no
tratamento do TB) (Li et al., 1997; Jornada et al., 2011). Entretanto,
mais testes sdo necessarios para a validacdo da administracdo i.c.v de
ouabaina em ratos como um modelo animal de TB.

1.5 COMO A “MANIA” E A “DEPRESSAO” PODEM SER
ANALISADOS EM ANIMAIS DE LABORATORIO?

H& muito tempo os pesquisadores vem tentando desenvolver
modelos animais que reproduzam o maior nimero possivel de alteragdes
fisioldgicas e comportamentais especificas observadas nos transtornos
de humor. Os testes comportamentais sdo de extrema importancia para
avaliacdo da validade de face de um modelo animal, a qual se refere a
capacidade do modelo em mimetizar os sintomas de um determinado
transtorno psiquiatrico (ver em Valvassori et al., 2013).

Estes testes comportamentais incluem o teste de natagdo forcada,
teste do consumo de sacarose e teste de campo aberto. O teste do nado
forcado foi descrito pela primeira vez por Porsolt e colegas (1977) e esta
entre os testes comportamentais mais utilizados para a avaliagcdo da
atividade antidepressiva de substancias e para avaliar o0 comportamento
tipo-depressivo em modelos animais de depressdo. Os roedores, que
podem ser ratos ou camundongos, S80 expostos a uma situacao aversiva,
nadar em um tanque cilindrico com agua, onde eles ndo podem tocar o
fundo do cilindro ou fugir (escape). Com o tempo 0s animais percebem
que ndo tem como sair do local e desenvolvem uma postura de
imobilidade. Durante o teste é avaliado a imobilidade e a natacdo do
animal. A imobilidade no teste do nado forcado é interpretada como
uma manifestacdo de humor negativo, representando desesperanca no
animal, refletindo a falta de motivacdo, que é um sintoma
frequentemente relatado na depressdo (Figura 1).
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Figura 1. Teste do nado forcado. O teste do nado forgado é usado para avaliar o
comportamento tipo-depressivo em roedores. O ensaio é realizado num cilindro com agua até
um nivel que impossibilite os animais de tocarem no fundo do cilindro. Os animais séo
expostos ao cilindro com agua durante 15 minutos (sessdo de treino) e 24h horas ap6s 0s
animais sdo expostos novamente ao cilindro com agua, durante 5 min, para a sessao de teste.
Dois tipos de atividade comportamental sdo quantificados durante o teste: a natacéo (tentativas
vigorosas para escapar) e a imobilidade (tempo em que o animal fica flutuando na 4gua, sem a
intencdo de escapar). A duracdo da imobilidade define a magnitude do comportamento tipo-
depressivo nos animais e pode ser reduzida pelo uso de farmacos antidepressivos. (Adaptado
de Kuteeva et al., 2010).

Outro pardmetro comportamental que também pode ser
facilmente avaliado em animais experimentais é o comportamento tipo-
anedénico. De acordo com 0 DSM-IV-TR, um dos principais sintomas
de depressao é anedonia, que € a perda de interesse ou prazer em realizar
atividades diarias (American Psychiatric Association, 2002). Em ratos e
camundongos, 0 comportamento tipo-anedénico é comumente avaliado
através da ingestdo de sacarose. Assim, uma reducdo no consumo de
liquidos ou comidas palataveis, em animais experimentais, representa o
sintoma de anedoniaobservado em humanos (Gamaro et al., 2003).

Em modelos experimentais de depressdo, podemos avaliar
também alteragdes fisioldgicas, como por exemplo, alteragBes do eixo
hipotalamo-hip6fise-adrenal (HPA). E bem descrito na literatura que a
exposicao ao estresse leva a ativacdo do eixo HPA em mamiferos. Em
resposta a0 estresse, diversos neurotransmissores, incluindo
norepinefrina, acetilcolina e GABA, regulam a secrecdo do fator de
liberacdo da corticotrofina (CRF), o qual é liberado a partir de células do
hipotdlamo. CRF controla a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH), produzido na pituitaria e liberado na corrente sanguinea. O
ACTH, por sua vez, age sobre a glandula adrenal para aumentar a
secrecdo de cortisol e outros glicocorticoides, os quais possuem um
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papel fundamental na resisténcia ao estresse. O cortisol também pode
agir inibindo a secre¢do do CRF, resultando em feedback negativo da
secre¢do do ACTH (Cowen, 2002) (Figura 2).
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Figura 2. Desenho esquematico do eixo HPA. A figura representa a resposta normal
ao estresse do nosso organismo. Essa resposta inclui a ativagdo do hipotadlamo, o qual inicia a
cascata de eventos pela liberacdo de CRF. CRF age sobre a hipéfise e induz a liberagdo a
liberacdo de ACTH. O ACTH, por sua vez, induz a liberagdo de glicocorticoides, como o
cortisol, aumentando a resisténcia do organismo ao estresse. O cortisol também pode agir
inibindo a secrecdo do CRF, resultando em feedback negativo da secrecdo do ACTH. Fonte:
Do autor.

Pacientes depressivos possuem niveis elevados de cortisol no
sangue em resposta a excessiva liberagdo de ACTH. Tem sido
demonstrado também um aumento tanto da pituitaria quanto da adrenal
de pacientes com depressdo, em fungdo da hipersecrecdo de ACTH e
cortisol (Dinan, 1994). Animais expostos a modelos animais de
depressdo, induzidos pelo estresse cronico variado ou pela separagdo
materna, também apresentam niveis elevados de ACTH e cortisol no
sangue (Suérezet al., 2002; Garcia et al., 2009). Juntos esses estudos



32

sugerem que a ativacdo do eixo HPA é uma alteracdo fisiol6gica
importante, vistas em pacientes com depressdo, podendo também ser
utilizado para a avaliagcdo de pardmetros tipo-depressivos em modelos
animais de depressao.

O teste de campo aberto foi desenvolvido por Hall e Ballachey
em 1932e ainda nos dias atuais € um teste extremamente utilizado para
avaliar a atividade exploratoria e locomotora em roedores (Hall e
Ballachey, 1932). Alteracfes comportamentais induzidas por
psicoestimulantes tém sido amplamente utilizado como um modelo
animal de mania, porque induzem agitacdo psicomotora, que &
frequentemente observada durante episédios de mania, além disso, a
atividade locomotora é facilmente mensurada em ratos e camundongos
utilizando o teste de campo aberto (Davies et al., 1974; Berggren et al.,
1978; Gould et al., 2001).Outros testes comportamentais como a
avaliacdo da atividade sexual e a agressividade, também sdo usados para
avaliar pardmetros comportamentais tipo-maniaco em roedores (Einat,
2006).

E importante mencionar que nenhum modelo animal
desenvolvido, até o presente momento, pode reproduzir totalmente um
determinado transtorno psiquiatrico. No entanto, tradicionais e novos
modelos animais promissores, que mimetizam certos atributos de
depressdo ou mania, estdo bem estabelecidos e vem sendo utilizados
para a melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatolégicos dos
transtornos do humor.

1.6 ALTERACOES DA NA'K'ATPASE NO TRANSTORNO
BIPOLAR

Embora a base neurobiolégica do TB permaneca desconhecida,
disfuncdes na regulacdo de ions tém sido identificadas em pacientes
bipolares. Dubovsky e colegas (1994) demonstraram concentragdes
elevadas de ions de calcio em plaquetas e em linfécitos de pacientes
com mania e depressdo bipolar. Adicionalmente, estudos tém sugerido
que mania e depressdo bipolar estdo relacionadas com aumento
intracelular de Na* (Coppen et al., 1966; Shaw, 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 energia quimica através da adenosina trifosfatase (ATP), e
tem como fungdo primaria a regulacdo dos niveis de sodio e potassio
intracelulares, a fim de manter o potencial de membrana (Jorgensen et
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al., 2003). A Na"K*ATPase ¢ formada por subunidades o e B (Jorgensen
e Andersen, 1988), sendo que o Na* se liga a subunidade o - a qual tem
trés sitios de ligacdo para o Na® - enquanto uma alteragéo
conformacional da subunidade B gera um sitio de ligacdo ativo para o
ATP. Entdo, o ATP é hidrolisado, dando origem ao ADP e a molécula
de fosfato restante se liga a subunidade B, resultando em energia que ¢é
usada para bombear Na* para o interior da célula. Ap6s, dois fons K* se
ligam a subunidade B e a molécula de fosfato ¢ liberada, retornando 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 (Caldwell, 1960)

(Figura 3).
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Figura 3. Desenho esquematico da Na*K*ATPase. A enzima Na*K*ATPase tem como fungio
primaria a regulagio dos niveis de Na* e K" intracelulares, a fim de manter o potencial de
membrana. Isto requer um significativo gasto de energia (ATP) para movimentar os ions contra
o gradiente de concentragdo. Fonte: Do autor.

Em uma metanalise, Looney e El-Mallakh (1997) encontraram
uma diminuicdo da Na'K*ATPase em eritrdcitos de pacientes tanto na
fase maniaca quando na fase depressiva, quando comparados com 0s
pacientes bipolares que estavam em eutimia. Além disso, outro estudo
avaliou vérios aspectos de resposta & Na"K*ATPase, como transcrico,
traducdo, atividade e concentracdo intracelular de ions, em células
linfoblastoides 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 parametros de
resposta ao transporte de sodio e, consequentemente, tém uma alta
concentracdo de s6dio no meio intracelular (Li e EI-Mallakh, 2004). A
partir desses estudos, podemos sugerir que alteracdes na Na'K*ATPase
podem ser uma hipdtese atrativa para explicar, pelo menos em parte, a
fisiopatologia do TB.
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Contudo, diversos pesquisadores da area tem demonstrado que as
bases biologicas do TB parece ser um quadro complexo, envolvendo
também plasticidade neuronal, vias de transcri¢do de sinal, regulacdo da
expressao génica, metabolismo energético celular, estresse oxidativo,
entre outros (Kapczinski et al., 2008a; Steckert et al., 2010; Berk et al.,
2011).

1.7 O ESTRESSE OXIDATIVO NO TRANSTORNO BIPOLAR

Uma grande quantidade de estudos, tanto clinicos quanto pré-
clinicos, tem fortemente sugerido o envolvimento do estresse oxidativo
no TB (Frey et al., 2006a; Halliwell, 2006; Andreazza et al., 2009; Berk
et al., 2011; Jornada et al., 2011). A disfuncdo mitocondrial, com
consequente prejuizo no metabolismo energético celular, tem sido
descrita como principal desencadeador desse sistema (Kato, 2007). Um
estado energético celular anormal pode levar & perda da funcdo e da
plasticidade neuronal e, consequentemente, a alteragdes cognitivas e
comportamentais caracteristicas do TB (Steckert et al., 2010).

As mitocbndrias sdo organelas intracelulares que possuem um
papel fundamental na producdo de adenosina trifosfato (ATP), através
da fosforilagdo oxidativa. Qs neur6nios, assim como os musculos,
apresentam membrana excitavel, a qual permite a entrada de ions do
meio extracelular por uma grande variedade de canais. Assim, 0
neurdnio requer grande quantidade de energia para manter o equilibrio
intracelular de fons contra o gradiente de concentragdo, sendo que 0s
processos via Na'K*ATPase e Ca**ATPase situadas na membrana sio
0s que mais gastam energia em células excitaveis (Nicholls e Budd,
2000).

Embora a fosforilagdo oxidativa seja fundamental para a
formacdo de ATP, um componente vital do metabolismo, produz
também espécies reativas de oxigénio (ERO), especialmente nos
complexos | e 111 (Green et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Desenho esquematico da formacdo de superéxido (O,") durante a fosforilagéo
oxidativa. Além disso, a figura demonstra a acdo das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD) 1, SOD 2, glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT). A SOD 2 age sobre
a molécula de O, na matriz mitocondrial, produzindo peréxido de hidrogénio (H,0,),
enquanto que a GPx age sobre o H,0,,produzindo H,O e O,. A SOD1 age sobre o0 O;”
produzindo H,O, no espaco intermembrana e no citosol. A CAT age sobre o H,O, no citosol,
produzindo H,0 e O,. O O," pode atravessar a membrana externa mitocondrial através de um
canal ionico dependente de voltagem (VADC) e o H,O.tem livre acesso as membranas
mitocondriais, como pode ser observado pelas linhas pontilhadas do desenho. Fonte: Do autor.

Em situacbes em que a producdo de ERO excede a capacidade de
defesa antioxidante, uma condi¢do chamada de estresse oxidativo, torna
as biomoléculas vulneraveis a danos, podendo levar a célula a apoptose
(Cochrane, 1991). Entre as EROs encontram-se: 0 oxigénio singlet
(*O,), o anion superéxido (O,"), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o
radical hidroxila (COH) (Yu, 1994; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Algumas das EROs sdo radicais livres, enquanto outras sdo agentes
oxidantes ndo radicalares, como por exemplo, o H,0,. Dentre as EROs,
00,"e "OH sdo classificados como radicais livres de oxigénio porque
apresentam um elétron desemparelhado em sua estrutura atdmica. Os
radicais livres, por possuirem um ou mais elétrons desemparelhados, sdo
as espécies mais reativas (Halliwell e Gutteridge, 1989). O radical ‘OH é
a ERO mais potente e, consequentemente, é 0 que causa maior dano nos
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sistemas bioldgicos, devido ao seu tempo de vida extremamente curto
(1x107%) e de sua alta reatividade com uma grande variedade de
moléculas orgénicas (Yu, 1994). Além de ser produzido durante a
fosforilagdo oxidativa, o radical "OH pode, ainda, ser formado por duas
diferentes vias alternativas em organismos vivos, pela reacdo de Fenton
e pela reacdo de Haber-Weiss (Haber e Weiss, 1934; Halliwell e
Gutteridge, 1990), como demonstrado na Figura 5:

Reacao de Fenton:

Fe2* + H,0, ——p Fe¥*+OH +OH

Reacao de Haber-Weiss:

O, +H*+H,0, —> 0,+H,0+OH

Figura 5. Reago de Fenton e reacdo de Haber-Weiss. A reagéo de Fenton é o nome dado a
oxidagdo de Fe*" a Fe?* pelo H,0,, uma reacgéo que produz espécies com alto poder oxidante
como o0 OH-. Outra reacdo que gera o radical OH- é a reagdo de Haber-Weiss, que é catalisada
por metais de transi¢do como o Ferro e o Cobre. (Adaptado de Resende et al., 2003).

Para se proteger contra os efeitos deletérios das EROs, a célula
possui uma série de defesas antioxidantes capazes de agir sobre essas
substancias toxicas. Esse sistema de protecdo antioxidante pode ser
enzimatico ou ndo enzimatico, e ambos trabalham em conjunto para
minimizar os efeitos das EROs nos tecidos. O sistema antioxidante
enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase (GR) e a glutationa S-
transferase (GST) (Chance et al., 1979; Yu, 1994). A SOD converte 02"
a H,0,, 0 qual é subsequentemente reduzido a H,O pela CAT. A GPx
também converte H,0,a H,0, oxidando a glutationa reduzida (GSH) ao
seu correspondente dissulfeto (GSSG). A GSH é regenerada pela GSR
por intermédio da oxidacdo de NADPH (Imai e Nakagawa, 2003).

Essas substancias citotdéxicas podem também ser originadas
através de reacdes enzimaticas, de reacdes de auto-oxidacdo ou ainda
pelo grupo heme de algumas proteinas. Cerca de 1-2% do oxigénio
consumido durante a fosforilacdo oxidativa é convertido em O,",
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quando elétrons sdo liberados da cadeia de transporte de elétrons e sdo
acidentalmente transferidos para o oxigénio molecular (Orrenius et al.,
2007). No entanto, sob condi¢cbes metabolicas ou de estresse
especificos, uma quantidade ainda maior de elétrons podem ser
liberados da cadeia respiratoria, aumentando ainda mais a geragdo de
O, mitocondrial. Esta liberagdo acidental de elétrons ocorre nos
complexos 1, 1l ou Ill, embora os complexos | e Il sejam os maiores
sitios de producdo de O, dentro da mitocondria (Orrenius et al., 2007;
Koopman et al., 2010).

O 0O, pode atravessar a membrana mitocondrial externa através
de um canal i6nico dependente de voltagem (VDAC). A molécula de
O, pode também ser convertida a H,O, na matriz mitocondrial pela
SOD2 ou no espago intermembrana pela SOD1 (Han et al., 2003). O
H,O, podem atravessar livremente as membranas mitocondriais ou pode
sofrer a agdo da enzima antioxidante GPx, sendo transformado em H,0O
e O,. No citosol, O,"é também convertido a H,O, pela SOD1, que por
sua vez serd transformado em H,O e O, pela acdo da enzima CAT
(Figura 4).

Além das EROs, existem também as espécies reativas de
nitrogénio (ERN), que tem como principais representantes o 6xido
nitrico (NO") e o peroxinitrito (ONOQ) (Sakar e Bhaduri, 2001; Bowler
e Crapo, 2002). A interacdo do NO' com o O, produz o ONOQ', o qual
¢ capaz de se decompor produzindo potentes oxidantes em pH
fisioldgico. Ao contrario da maioria das EROs e a exemplo do radical
OH’, o NO°, bem como o ONOO, ndo possuem uma enzima
antioxidante especifica, sendo suas concentracdes reguladas pelos niveis
de antioxidantes ndo enzimaticos e, principalmente, pelas concentracdes
de 02 disponiveis (Rao et al., 1992; Kooy et al., 1997).

Marcadores de estresse oxidativo tém sido amplamente utilizados
para o estudo do papel desse sistema nos transtornos psiquiatricos, como
por exemplo: quantificacdo de hidroperéxidos de lipideo (LPH), niveis
de malondialdeido (MDA), de 4-hidroxinonenal (4-HNE), de 8-
Isoprostano (8-1SO), de proteinas carboniladas e de 3-nitrotirosina
(Andreazza et al., 2009; 2013; Gubert et al., 2013). Entre os produtos
finais formados durante o processo de lipoperoxidagdo, destacam-se
gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como o MDAe o 4-HNE. O
dano a proteinas também pode ocorrer pelo ataque direto de ERO a sua
estrutura, ou através de moléculas originadas de processos de oxidacéo,
como por exemplo, o0 MDA e 4-HNE (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Dentre os isoprostanos, 0 8-1SO é um composto do tipo prostaglandina,
da familia F,-isoprostanos, e também é produzido pela peroxidacdo
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lipidica, derivado principalmente a partir da oxidacdo do &cido
araquidénico (Moore e Roberts, 1998).

A formagdo de carbonilas representa um marcador precoce da
oxidagdo de proteinas. Esse processo envolve cétions do ciclo redox
como o ferro e o cobre, 0s quais possuem locais de ligacdo a proteinas,
podendo transformar residuos de aminodcidos em carbonilas na
presenca de H,O, e O,". Os aminoacidos lisina, arginina, prolina e
histidina sdo os mais propensos a gerar carbonilas (Descamps-Latscha e
Witko-Sarsat, 2001; Descamps-Lastscha et al., 2001). Outra forma de
dano oxidativo as proteinas ocorre através da nitracdo da tirosina
induzida por ONOO", formando assim 3-nitrotirosina (Beckman e
Koppenol 1996; Naoi et al., 2005). Os danos induzidos pela nitracdo da
tirosina, embora significativos, sdo menos agressivos quando
comparados com os danos provocados pela carbonilagdo de proteinas
(Irie et al., 2003; Osoata et al., 2009).

Diversos estudos clinicos encontraram niveis elevados de MDA e
de grupamentos carbonila no sangue de pacientes com TB, quando
comparado com controles saudaveis (Andreazza et al., 2009; Kapczinski
et al., 2011; Pedrini et al., 2012). Estudos postmortem tém demonstrado
que no cortex pré-frontal de pacientes bipolares apresentam niveis
elevados de grupamentos carbonila, 3-nitrotirosina, 4-HNE e 8-1SO
(Wang et al., 2009; Andreazza et al., 2010; 2013). Além disso, o sistema
de defesa antioxidante também parece estar alterado no TB, até mesmo
em estagios iniciais do transtorno. Andreazza e colegas (2009)
evidenciaram um aumento de glutationa, tanto de GST quanto de GSR,
no sangue de bipolares em estagios iniciais do transtorno. A enzima
antioxidante SOD também foi encontrada aumentada no sangue de
pacientes bipolares, durante episédios de mania e de depressdo (Kunz et
al., 2008).

Outro ponto a ser ressaltado € o envolvimento dos fatores
neurotréficos com o estresse oxidativo. Estudos tem demonstrado que o
estresse oxidativo pode estar aumentado em situages em que o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) esta diminuido em pacientes
bipolares (Kapczinski et al, 2008a; Kapczinski et al, 2008b), indicando
uma associacao entre 0 BDNF e o estresse oxidativo no TB. Além disso,
estudos pré-clinicos mostraram que os estabilizadores do humor, Li e
VPA, sdo capazes de aumentar os niveis de BDNF e proteger o cérebro
de ratos contra danos oxidativo (Jornada et al, 2010; Jornada et al.,
2011).

Tendo em vista a reducdo da densidade neuronal e glial
observadas no pré-frontal e no hipocampo de pacientes bipolares (Ongur
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et al., 1998; Liu et al., 2007; Vostrikov et al., 2007), podemos sugerir
gue o comprometimento dessas estruturas cerebrais estdo ligados as
alteracBes cognitivas e comportamentais caracteristicas do TB. Um
corpo crescente de dados indicam que alteragfes em vias de sinaliza¢do
do BDNF e 0 aumento de estresse oxidativo podemser os fatores chaves
ligados a morte celular vista no cérebro de pacientes bipolares e,
consequentemente, uma possivel explicacdo para a fisiopatologia doTB
(Carter et al., 2007; Kapczinski et al., 2008a; Kapczinski et al., 2008b;
2011).

1.8 O PAPEL DO BDNF NO TRANSTORNO BIPOLAR

O grande interesse sobre 0 BDNF, e outras neurotrofinas, no TB
inicioua partir da descoberta de que antidepressivos e estabilizadores do
humor poderiam agir sobre essas moléculas, modulando suas vias de
sinalizacdo (Duman e Monteggia, 2006; Banasr e Duman, 2008).
Estudos pré-clinicos, demonstraram que 0 wuso crbnico de
antidepressivos e de estabilizadores do humor, como o Li e 0 VPA, séo
capazes de aumentar os niveis de BDNF no cértex frontal e no
hipocampo de ratos (Frey et al., 2006b; Banasr e Duman, 2008; Jornada
et al., 2010).

As neurotrofinas sdo produzidas como pro-isoformas, as quais
séo clivadas e liberadas na sua forma madura e, uma vez secretadas,
podem se ligar e ativar seus respectivos receptores e, assim, promover a
sobrevivéncia e crescimento neuronal. O BDNF existe nas formas proé-
BDNF e BDNF maduro; entretanto, o papel fisioloégico da prd-isoforma
dessa neurotrofina tem sido controverso (Matsumoto et al., 2008; Yang
et al., 2009). Em um prévio estudo, publicado na Nature Neuroscience,
Matsumoto e colaboradores (2008) tem sugerido que o pr6-BDNF é um
intermediario sintético transitorio que provavelmente ndo é secretado e
que ndo possui um papel fisiolégico como um ligante extracelular. Por
outro lado, outro estudo demonstra que pro-BDNF é secretado e que
possui a capacidade de funcionar como um ligante, regulando, também
nessa conformacéo, a funcdo neuronal (Yang et al., 2009).

As neurotrofinas desempenham um papel importante na
sobrevivéncia neuronal, na plasticidade sinaptica e nas funces
cognitivas. Os membros dessa familia incluem o BDNF, o fator
neurotréfico de crescimento neuronal (NGF), a neurotrofina-3 (NT-3) e
a neurotrofina-4 (NT-4). As neurotrofinas se ligam e ativam uma familia
especifica de receptores de tirosina quinase (TrK), promovendo assim
uma importante modulacao do sistema nervoso central (SNC). Existem
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trés receptores especificos de Trk, o TrkA se liga ao NGF, o TrkB se ao
BDNF e a NT-4 e, finalmente, o TrkC que se liga a NT-3 (Kalb, 2005).
A ligagdo das neurotrofinas ao seu receptor induz a dimerizagdo e
autofosforilacdo de residuos especificos de tirosina quinase no seu
dominio citoplasmatico que, por sua vez, ira ativar uma via de
sinalizagdo intracelular (Kaplan e Miller, 2000).

E bem descrito na literatura que a ligacio de BDNF ao seu
receptor ativa vérias vias de sinalizacdo intracelular, modulando a
morfologia, a sobrevivéncia e a plasticidade neuronal. Entre as vias de
sinalizagdo implicadas nos efeitos neurotréfico de BDNF incluem:
proteina quinase ativada por mitdgeno/proteina quinase regulada por
sinais extracelulares (MAPK/ERK), fosfolipase Cy (PLCy) e
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K).Além disso, pequenas proteinas G
como a Ras e a Rap-1 tem também sido implicadas nos efeitos
desencadeados pelo complexo BDNF/TrkB (Berridge e Irvine, 1989;
Hetmanet al., 1999; Wu e Pardridge, 1999; Schabitz et al., 2000;
Schlessinger, 2000). Estudos tem demonstrado que a ligagdo
BDNF/TrkB previne a morte celular por ativar as vias de sinalizagdo
PI3K e ERK, através da inibi¢cdo da glicogénio sintase kinase-3 (GSK-3)
e, consequentemente, ativacdo da proteina de ligagdo ao AMPc -
elemento de resposta ao monofosfato ciclico de adenosina - (CREB). O
CREB ¢é um importante fator de transcricdo que ativa a expressao de
genes essenciais para a sobrevivéncia e diferenciacdo dos neurdnios
(Hetman et al., 1999; Xia et al., 2010).
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Figura 6. Vias de sinalizagdo ativadas pelo complexo BDNF/TrkB. As vias de
sinalizagdo implicadas nos efeitos neurotréfico de BDNF s&o: proteina quinase
ativada por mitégeno/proteina quinase regulada por sinais extracelulares
(MAPK/ERK), fosfolipase Cy (PLCy) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Além disso,
pequenas proteinas G como a Ras e a Rap-1 tem também sido implicadas nos efeitos
de BDNF/TrkB. A sinalizagdo de todas essas vias ira ativar CREB, o qual € um
importante fator de transcricdo que induz a expressdo de importantes proteinas
neuroprotetoras e com agdes tréficas no neurdnio. Fonte: Do autor.

Tendo em vista que as neurotrofinas sdo essenciais para o
funcionamento e sobrevivéncia neuronal, sup8e-se que a viabilidade das
células nervosas pode ser afetada por uma reducdo persistente dessas
moléculas no SNC (Manji e Chen, 2000). Diversos estudos tem
demonstrado uma diminuicdo dos niveis de BDNF e do seu receptor,
TrkB, tanto no sangue quanto no cérebro de pacientes bipolares (de
Oliveiraet al., 2009; Kapczinski et al., 2009; Soontornniyomkij et al.,
2011; Thompson Ray et al., 2011; Huang et al., 2012). Além disso, um
polimorfismo do gene do BDNF, que substitui uma valina por uma
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metionina no codon 66 (Val66Met) tem sido associado com a
fisiopatologia do TB (Craddock et al., 2005).

1.9 JUSTIFICATIVAS DO TRABALHO

Levando em consideracéo a falta de conhecimento sobre a precisa
fisiopatologia do TB, que consequentemente prejudica o
desenvolvimento de novos farmacos para essa condi¢do, mais estudos
para a investigacdo de novos sistemas intracelulares envolvidos no TB
s80 necessarios. A criagdo de um modelo animal de TB é um desafio,
pois este transtorno apresenta uma complexa evolugdo que altera o curso
clinico, variando entre episodios de mania e depressao. Por isso, se faz
necessario o desenvolvimento de um modelo animal de TB que
mimetize de maneira mais completa o ciclo maniaco-depressivo do
transtorno tal como ocorre em humanos, podendo assim facilitar o
estudo dessa patologia e aperfeicoar o desenvolvimento e o teste de
novos compostos farmacolégicos. Os modelos animais existentes focam
na inducdo de comportamentos que mimetizam a mania ou a depresséo,
separadamente. Nenhum estudo, até 0 momento, descreveu os dois tipos
de comportamento, tipo-maniaco e tipo-depressivo, em um mesmo
animal experimental, dificultando o desenvolvimento de um modelo
animal de TB adequado. Por isso, se fazem necessarios mais testes para
a validacdo do modelo animal de TB induzido por ouabaina. Do mesmo
modo, sdo também necessarias analises bioquimicas nesse modelo a fim
de reproduzir os achados neurobiolégicos ja descritos em outros
modelos, tanto de depressdo quanto de mania, e identificar fendbmenos
ndo detectados nesses modelos, mas presentes nos pacientes com TB.
Tendo em vista que o papel do estresse oxidativo e das alteragdes na via
de sinalizacdo do BDNF tem sido bem descritos no TB, a avaliacdo de
ambos o0s sistemas € de extrema importancia para a consolidacdo de um
modelo animal de TB.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Consolidar um modelo animal de TB induzido pela administracdo
i.cv de ouabaina em ratos Wistar, quanto as validades de face,
constructo e preditiva.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

10.

11.

12.

Awvaliar a atividade locomotora e exploratdria em ratos Wistar, 7
e 14 dias apds a administragdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar comportamentostipo-depressivo, através do teste do
nado forcado e do teste de consumo de sacarose, em ratos
Wistar, 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar pardmetros de alteragdo do eixo HPA, através da
mensuraco dos niveis sanguineos de ACTH e de corticosterona
e do peso da glandula adrenal de ratos Wistar, 14 dias apds a
administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar a cognicéo de ratos Wistar, através do teste da esquiva
inibitoria e do teste de reconhecimento de objetos, 14 dias apds
a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar os niveis de pro-BDNF, de BDNF, de TrkB e de CREB
no cortex frontal e hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apds
a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar os efeitos do Li e do VVPA sobre a atividade locomotora
de ratos Wistar, 7 dias ap6s a administracédo i.c.v de ouabaina.
Avaliar os efeitos do Li, do VPA e da IMI sobre a atividade
locomotora de ratos Wistar, 14 dias apds a administragdo i.c.v
de ouabaina.

Avaliar os efeitos do Li, do VPA e da IMI sobre os testes do
nado forcado e do consumo de sacarose em ratos Wistar, 14
dias ap6s a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar os efeitos do Li, do VPA e da IMI sobre os niveis
sanguineos de ACTH e de corticosterona e o peso da glandula
adrenal de ratos Wistar, 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de
ouabaina.

Awvaliar os efeitos do Li sobre os pardmetros dano oxidativo a
lipideos, niveis de LPH, de MDA, de 4-HNE e de 8-1SO, no
cortex frontal e no hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apds
a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar os efeitos do Li sobre os parametros de dano oxidativo
a proteinas, niveis de grupamentos carbonila e de 3-
nitrotirosina, no cortex frontal e no hipocampo de ratos Wistar,
7 e 14 dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina.

Avaliar os efeitos do Li sobre os niveis de GSH e sobre a
atividade das enzimas antioxidantes, SOD, CAT, GPx, GSR, no
cortex frontal e no hipocampo de ratos Wistar, 7 e 14 dias apds
a administracao i.c.v de ouabaina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos o0s procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as recomendacdes internacionais para o cuidado e o uso de
animais de laboratdrio, além das recomendacdes para o uso de animais
da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC).
Este projeto so foi executado apds aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa para o Uso de Animais (CEUA) da UNESC, protocolo
66/2010.

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, com
aproximadamente 60 dias, pesando entre 250 e 300g, procedentes do
biotério da UNESC. Os animais foram acondicionados em cinco
animais por caixa, com ciclo claro-escuro de 12 horas - das 06h00min as
18h00min claro - e com comida e agua a vontade. O ambiente foi
mantido a temperatura de 23 £ 1°C.

3.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 80
mg/kg e xilasina 10 mg/kg intramuscular. No aparelho estereotaxico, foi
removida a pele na regido craniana do rato. A canula guia - de 1 mm -
foi implantada no ventriculo lateral a partir das seguintes coordenadas:
0,9 mm para tras do bregma, 1,5 mm a direita do bregma e 2,6 mm de
profundidade (Paxinos e Watson, 1986). Em seguida, a fixacdo da
canula guia foi feita com acrilico dental.

3.4 DESENHO EXPERIMENTAL

3.4.1 Administracdo de ouabaina - validacdo de face do modelo
animal de TB

A injecdo i.c.v de ouabaina (10°M em um volume de 5ul) ou
liguido cefalorraquidiano artificial (LCR, em um volume de 5 ul) foram
administrados 72 horas apds a cirurgia (tempo para a recuperacdo
cirlrgica dos animais).

Testes comportamentais realizados a partir deste desenho
experimental:
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1) Foram avaliados comportamentos tipo-maniaco nos animais, através
do teste do campo aberto (descrito a seguir) 7 e 14 dias apds a
administragdo i.c.v de ouabaina ou LCR (Figura 7).

Dias apos a
administragolcy
i dias
reCUpPeragdo [ l
7 1

Clrurgia LCR au Teste do Teste do
ouabalna campo campo

Ley aberto aberto

Figura 7. Esquema mostrando o desenho experimental do teste do campo aberto, 7 e 14 dias
ap6s a administragdo i.c.v de liquido cefalorraquidiano artificial (LCR) ou ouabaina em ratos,
para avaliacdo de comportamento tipo-maniaco em ratos. N = 8 animais por grupo.

2) Foram avaliados comportamentos tipo-depressivo nos animais,
através dos testes do nado forcado (Figura 8A) e do consumo de
sacarose (Figura 8B) (descritos a seguir) 14 dias ap6s a administracdo
i.c.v de ouabaina ou LCR.
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Figura 8. Esquema mostrando o desenho experimental do teste do nado for¢ado (NF) (Painel
A) e teste do consumo de sacarose (Painel B), 14 dias ap6s a administragdo i.c.v de liquido
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cefalorraquidiano artificial (LCR) ou ouabaina em ratos, para avaliagdo de comportamento

tipo-depressivo em ratos. N= 8 animais por grupo.

3) Foram avaliadas altera¢fes cognitivas nos animais, através dos testes
da esquiva inibitéria (Figura 9A) e de reconhecimento de objetos
(Figura 9B) (descritos a seguir) 14 dias ap6s a administragdo i.c.v de

ouabaina ou LCR.
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Figura 9. Esquema mostrando o desenho experimental do teste da esquiva inibitéria (Painel
A) e teste do reconhecimento de objetos (RO) (Painel B), 14 dias ap6s a administragdo i.c.v de
liquido cefalorraquidiano artificial (LCR) ou ouabaina em ratos, para avaliacdo de alteracdes

cognitivas. N= 8 animais por grupo.

Obs: Foram utilizados grupos independentes de animais para cada teste

comportamental.
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3.4.2 Avaliacdo dos efeitos dos estabilizadores do humor, Li e VPA,
e do antidepressivo IMI em animais submetidos a administracao
i.c.v de ouabaina em ratos — valida¢do preditiva do modelo.

As injecdes i.c.v de ouabaina ou LCR foram administradas 72
horas ap0s a cirurgia. Em seguida, os ratos, que receberam ouabaina ou
LCR, foram tratados intraperitonealmente (i.p) com salina (Sal - NaCl
0,9%), Li (47,5 mg/kg; 2 vezes/dia), VPA (200 mg/kg; 2 vezes/dia) IMI
(10 mg/kg), a associagdo de Li+IMI ou VPA+IMI. A administracdo de
Li e VPA comegaram imediatamente apds a inje¢do i.cv e
permaneceram durante 13 dias. No entanto, a administracdo de IMI
ocorreu apenas 23h30min e 1h antes dos testes comportamentais. Segue
abaixo a lista dos grupos experimentais (n=8) para facilitar o
entendimento do leitor:

LCRi.c.v+ Sali.p Ouabainai.c.v + Sal i.p
LCRi.cv+Liip Quabainai.c.v+ Lii.p
LCRi.cv+ VPAIi.p QOuabainai.c.v+ VPAi.p
LCRi.cv+ IMlip QOuabainai.c.v+ IMl i.p
LCRi.cv+Liip+IMli.p QOuabainai.c.v+ Lii.p+ IMli.p
LCRi.cv+ VPAIip+IMlip QOuabainai.c.v+ VPAi.p + IMl i.p

Algumas informagdes pertinentes a respeito dos procedimentos
durante o tratamento farmacol6gico sdo: 1) O intervalo entre a
administracdo dos farmacos foi de aproximadamente 12h. 2) Os ratos
que ndo receberam a associagdo dos farmacos ou nenhum dos
estabilizadores do humor (que sdo administrados 2 vezes ao dia)
receberam uma injecdo de veiculo equivalente (Sal) no lugar, para que
todos os animais fossem submetidos ao mesmo tipo de manipulagéo.

E importante salientar que as doses dos farmacos utilizados nesse
experimento foram baseadas em estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa (Jornada et al., 2010; Abelaira et al.,, 2011). Como a
farmacoterapia usada no tratamento da depressdo bipolar é incerta, o
antidepressivo IMI foi escolhido por ser inibidor da recaptagdo de
serotonina e por ser um bom controle positivo no teste do nado forcado
(Barros e Ferigolo, 1998).



48

Testes comportamentais realizados a partir deste desenho experimental:

1. Foram avaliados os efeitos do Li e do VPA sobre o comportamento
tipo-maniaco induzido por ouabaina nos ratos, através do teste do campo
aberto (descrito a seguir) 7dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina
ou LCR (Figura 10).

2. Foram avaliados os efeitos do Li, do VPA e da IMI sobre a atividade
locomotora dos animais, através do teste do campo aberto (descrito a
seguir) 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de ouabaina ou LCR (Figura
10).
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Figura 10. Esquema mostrando o desenho experimental em que foi avaliado os efeito dos
estabilizadores do humor, Li e VPA, sobre o teste do campo aberto, 7 e 14 dias ap6s a
administracdo i.c.v de liquido cefalorraquidiano artificial (LCR) ou ouabaina em ratos, para
avaliacdo de comportamento tipo-maniaco em ratos. N = 8 animais por grupo.

3. Foram avaliados os efeitos do Li, do VPA e da IMI sobre
comportamento tipo- depressivo induzidos por ouabaina, através dos
testes do nado forgado (Figura 11A) e do consumo de sacarose (Figura
11B) (descritos a seguir) 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de ouabaina
ou LCR.
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Figura 11. Esquema mostrando o desenho experimental em que foi avaliado os efeito dos
estabilizadores do humor, Li e VPA, e do antidepressivo IMI sobre o teste do nado forcado
(Painel A) e o teste do consumo de sacarose (Painel B), 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de
liquido cefalorraquidiano artificial (LCR) ou ouabaina em ratos, para avaliagdo de
comportamentos tipo-depressivo em ratos. N = 8 animais por grupo.

Obs: Foram utilizados grupos independentes de animais para cada teste
comportamental.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.5.1 Teste do campo aberto

A atividade locomotora foi mensurada através do teste de campo
aberto, executado em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de
50 cm de altura feitas de madeira compensada, com uma parede de vidro
frontal e o assoalho com nove retdngulos iguais divididos por linhas
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pretas. Os animais foram colocados delicadamente no quadrante
posterior esquerdo, para que explorassem a arena por 5 minutos.
Durante o teste foram contados os cruzamentos entre as linhas pretas,
crossings, e a quantidade de vezes em que o rato ficou apoiado nas patas
traseiras a fim de explorar o ambiente, rearings.

Obs: O teste foi realizado 7 ou 14 dias apds a administragdo i.c.v de
ouabaina (Figura 7). Os animais dos grupos IMI, Li+IMI ou VPA+IMI
receberam uma dose do antidepressivo 23h30mine 1h antes do teste
comportamental (Figura 10).

3.5.2 Teste do nado forgado

Este teste consiste em dois dias de procedimentos, nos quais cada

rato é colocado em um cilindro com &gua a 23°C, na quantidade
suficiente para que o animal ndo consiga apoiar as patas no fundo. No
primeiro dia, sessdo de treino, os ratos foram for¢ados a nadar por 15
minutos. Na sessdo de teste, 24 horas apds o treino, cada animal foi
novamente forgcado a nadar durante 5 minutos. Durante a sessdo de teste
foi avaliada a imaobilidade dos animais (imobilidade total ou
movimentos para manter a cabega fora da 4gua sem intencdo de escapar)
(Porsoltet al., 1977).
Obs: A sessdo de treino foi realizada 13 dias ap6s e a sessdo de teste 14
dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina nos ratos (Figura 8A). Os
animais que foram submetidos ao tratamento farmacolégico, receberam
suas doses diarias ap6s a sessdo de treino. Os animais dos grupos IMl,
Li+IMI ou VPA+IMI receberam uma dose do antidepressivo 23h30min
e 1h antes do teste comportamental (Figura 11A).

3.5.3 Teste do consumo de sacarose

O teste do consumo de sacarose € comumente usado para medir
comportamento tipo-anedénico em animais experimentais. Este teste foi
executado em uma caixa de 40 x 60 cm, cercada por paredes de 50 cm
de altura feitas de madeira compensada, com uma parede de vidro
frontal e o assoalho com nove retangulos iguais divididos por linhas
pretas. Os animais foram submetidos a cinco sessbes de treino e duas
sessOes de teste, uma sessdo por dia, com duracdo de 3 minutos cada.
Em todas as sessdes foram colocados no centro da caixa dez Froot
Loops® (cereal de trigo, amido de milho e aglcar). Os ratos foram
submetidos ao jejum de 22h durante as se¢des de treino para estimular a
ingestdo do novo alimento. E importante salientar que imediatamente
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apos a Ultima sessao de treino foi disponibilizado comida a vontade aos
animais. As sessOes de treino foram realizadas com o intuito de habituar
0s ratos ao cereal, e durante as duas sessdes de teste foramcontadasa
guantidade de cereais ingeridos pelos animais. Um protocolo foi
estabelecido de modo que quando o animal comia parte do Froot Loops
(por exemplo, 1/3 ou 1/4), esta fracdo foi considerada (Gamaroet al.,
2003).

Obs: As sessdes de treino iniciaram no 8° dia apés a administragdo i.c.v
e a Ultima sessdo de teste foi realizada no 14° diaapds a administragdo
i.cv de ouabaina nos ratos (Figura 8B). Os animais que foram
submetidos ao tratamento farmacoldgico, receberam suas doses diarias
apoés as sessdes de treino. Os animais dos grupos IMI, Li+IMI ou
VPA+IMI receberam uma dose do antidepressivo 23h30mine 1h antes
do teste comportamental (Figura 11B).

3.5.4 Teste da esquiva inibitoria

A tarefa de esquiva inibitoria € um dos testes de memdria mais
utilizados e consiste em inibir a exploracdo do ambiente pela aplicagdo
de choques no animal. O aprendizado consiste em o animal ndo descer
da plataforma. O aparelho é constituido por uma caixa medindo 50 cm
de comprimento, 25 cm de largura e 25 ¢cm de altura. Parte do chéo é
formado por barras paralelas de metal (1 mm de diametro) que se
distanciam umas das outras por um espa¢o de 1 cm entre elas. Na parede
esquerda do aparelho esta inserida uma plataforma de 7 cm de largura e
2,5 cm de comprimento.

Na sessdo de treino, o animal é colocado sobre a plataforma e
mede-se 0 tempo que ele leva para descer com as quatro patas da
plataforma. Esse tempo ¢ denominado “laténcia”. Imediatamente apds o
animal descer da plataforma, recebe um choque de 0,4 mA durante 2
segundos. Na sessdo de teste, o animal é novamente colocado na
plataforma e, entdo, é medido o tempo que ele leva para descer, porém
ndo é administrado chogque. A laténcia € um parametro classico de
formacdo de memdria. No presente estudo foram avaliadas as memorias
de curta e longa duragéo, por isso, 0s animais foram submetidos a duas
secOes de teste. Os intervalos entre o treino e os testes foram de 1h e
30min, para avaliagdo da memoria de curta duracdo, e 24 horas, para
avaliacdo da memoria de longa duracdo (lzquierdo e Medina, 1997)
(Figura 12).
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Obs: O treino e a avaliagdo da memoria de curta duragdo foram
realizados 13 dias ap6s a administracdo de ouabaina ou LCR e a
avaliacdo da memdria de longa duracdo 14 dias apds a administraco
i.c.v de ouabaina ou LCR nos ratos (Figura 9A).
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Figura 12. llustracdo do teste da esquiva inibitdria. Na sessdo de treino, o animal é colocado
sobre a plataforma e mede-se o tempo que ele leva para descer com as quatro patas da
plataforma. Imediatamente apds o animal descer da plataforma, recebe um choque. Na sessdo
de teste, 0 animal é novamente colocado na plataforma e, entdo, é medido o tempo que ele leva
para descer, porém ndo é administrado choque. A memdria de curta duragdo é avaliada
1h30min apdés o treino e a memoéria de longa duragéo é avaliada 24h ap6s o treino. Fonte: Do
autor.

3.5.5 Teste do reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado no campo
aberto (descrito no item 3.3.1). Esse teste é muito usado para avaliar a
capacidade de memorizar e reconhecer objetos, novos, e ja conhecidos.
No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o dia da
habituacdo, cada rato foi colocado individualmente no canto superior
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esquerdo da caixa, e deixado por 5 minutos, sem nenhum objeto na
caixa, para que se habitue ao ambiente.

Apds 24 horas, na sessdo treino, o animal foi recolocado no
campo aberto, com dois objetos exatamente iguais Al e A2 de
brinquedo de Lego duplo, exatamente no meio da caixa, paralelos e
deixados por 5 minutos para que os animais explorem o ambiente
livremente. O tempo de exploracdo de cada objeto foi cronometrado e
posterior analisado através do indice de reconhecimento. No mesmo dia
em 1h e 30min apos a sessdo teste, para a avaliagdo da memoria de curta
duracdo, o animal foi recolocado na caixa com dois objetos (Al e B1)
gue eram semelhantes na cor e tamanho, porém de formas diferentes.
Nessa sessdo, os animais foram deixados durante 5 minutos para
explorar os objetos. Para testar a meméria de longa duragdo o animal foi
recolocado na caixa, 24 horas ap6s a sesséo treino, com dois objetos, um
que ele ja estd familiarizado, o objeto Al, e outro objeto totalmente
distinto, o objeto C1, de todos os outros, de cor, forma e tamanhos
diferentes. Nessa sessdo, 0s animais tiveram também 5 minutos para
explorar o novo objeto (Rossato et al., 2007) (Figura 13).

Para a andlise dos resultados foi usado o indice de

reconhecimento que é calculado pela formula TB1/ (TA1 + T1B) onde
TA é o tempo gasto para explorar um objeto familia, que ja é conhecido
do animal, e TB é o tempo gasto para explorar o novo objeto.
Obs: O treino e a avaliagdo da memoria de curta duragdo foram
realizados 13 dias apds a administracdo de ouabaina ou LCR e a
avaliacdo da meméria de longa duracdo 14 dias apds a administracdo
i.c.v de ouabaina ou LCR nos ratos (Figura 9B).
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Figura 13. llustracdo do teste de reconhecimento de objetos. No primeiro dia o animal é
colocado na caixa em que seré realizado o teste. No segundo dia, a sessdo de treino, é colocado
2 objetos iguais na caixa para que o animal explore durante 5 minutos. Para a avaliagdo da
memoria de curta duragdo, 1h30min apods a sessdo de treino, é colocado na caixa dois objetos
de formatos diferentes, mas, com cores iguais, para que os animais explorem durante 5 min.
Para a avaliacdo da memdria de longa duracdo, 24 h apds a sessdo de treino, é colocado na
caixa dois objetos de formatos diferentes e de cores diferentes e deixado os animais explorar
durante 5 min. Fonte: Do autor.
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3.6ANALISES BIOQUIMICAS
3.6.1 Pungdo cardiaca e extragdo da adrenal

Apds o término dos testes comportamentais, foi administrado nos
animais cloridrato de cetamina 80 mg/kg e xilasina 10 mg/kg
intramuscular para a retirada de sangue por puncgdo cardiaca, através de
seringa heparinizada. A seguir, foi isolado o soro a partir do sangue dos
animais para a avaliagdo dos niveis de ACTH e corticosterona.

Além disso, a glandula adrenal foi extraida e o seu peso foi
mensurado, através de uma balanca de preciséao.

3.6.2 Preparo das amostras cerebrais

Apbés a pungdo cardiaca os ratos foram decapitados em
guilhotina, os cérebros foram removidos e dissecados em cortex frontal
e hipocampo. As amostras foram dissecadas em uma superficie gelada,
posteriormente mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas no
ultra freezer a -70°C para posterior analise bioquimica.

3.6.3 Analise dos niveis de ACTH e corticosterona

Os niveis de ACTH e de corticosterona foram medidos através de
radioimunoensaios utilizando o MP Biomedicals Kit sendo os resultados
expressos em ng/ml. Ambas as analises foram realizadas por um
laboratério comercial (Biolabor - Laboratdrio de Andlises Clinicas,
Sorocaba, SP Brasil), o qual era cego para as condigdes experimentais.

3.6.4 Avaliacdo de pro-BDNF, BDNF e CREB, através de Western
Blot

A partir das estruturas dissecadas, descritas anteriormente, foram
preparados aliquotas contendo 70 ug de proteina, por amostra, as quais
foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de
espessura. A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad
(Mini-Protean), com solugdo tampdo para eletroforese, previamente
diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts, inicialmente, até a
passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento e 120 volts até
o final do gel de resolucdo. Na sequéncia, as proteinas separadas no
SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de nitrocelulose,
utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio
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Rad, e a solucdo tampdo para transferéncia mantido em voltagem
constante de 120 volts por 2 horas, sob refrigeracdo continua por gelo.
As membranas foram lavadas com solucéo basal por 3 sessfes de 10
minutos e incubadas com anticorpos especificos sob agitacdo constante
por uma noite a 4°C; a saber: pr6-BDNF (1:1000), BDNF (1:1000),
TrkB (1:1000), pCREB (ser133) (1:1000), tCREB (1:1000) ¢ B-actina
(1:1000). Entdo, foram lavadas novamente com solugdo basal por 3
sessdes de 10 minutos e incubadas a seguir em solugdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidade, durante 1 hora a temperatura
ambiente. O anticorpo secundario (anti-coelho, anti-camundongo ou
anti-cabra) foi adicionado de acordo com a especifica¢do do anticorpo
primario. O excesso do secundario foi lavado com solugéo basal e entéo,
as membranas foram incubadas por dois minutos em substrato
enzimatico e expostas ao foto revelador da BioRad. A intensidade das
bandas foi determinada através da leitura das imagens detectadas pelo
foto revelador, utilizando o programa Image Lab para a quantificacdo. A
quantificacdo de proteinas foi feita através do método de Lowry
(Peterson, 1977).

3.6.5 Avaliacéo de parédmetros de estresse oxidativo
3.6.5.1 Peroxidacdo lipidica

Foram analisadas quatro medidas distintas de peroxidagdo
lipidica: LPH (Cayman, Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Ml,
EUA, item No. 705003), TBARS (Cayman, item No. 10009055), 4-
HNE (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, EUA; STA-338), e 8-1SO
(Cayman; item No. 516351), seguindo instrug6es do fabricante.

LPH: A LPH foi isolada a partir das amostras de tecido cerebral,
utilizando uma solucdo de metanol com cloroférmio (0 °C, 1500g,
5min). Logo ap6s, as amostras foram incubadas a 21°C com 0,1
unidades de mistura de cromogénio por unidade de extrato de
cloroférmio. As amostras foram aplicadas em placas para a leitura pela
absorbéancia de 500nm. A absorbéancia foi comparada com uma curva
padrdo de hidroperéxido para determinar a quantidade de peroxidacao
lipidica nas amostras. A LPH foi quantificada em nmol.

TBARS: O kit de TBARS da Cayman permite a quantificacdo da
peroxidacdo lipidica, através da ligacdo do TBA ao MDA. O aduto
formado pela ligagdo TBA-MDA em altas temperaturas (90- 100°C) e
em condicOes acidas foi mensurado colorimetricamente a 530-540 nm.
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Foram calculados os valores os valores de MDA para cada amostra a
partir de uma curva padrao.

4-HNE: Adutos proteicos de 4-HNE formados por modificacdes
em lisina, histidina, ou cisteina foram quantificados através de um kit
ELISA sanduiche, utilizando um ensaio imunoenzimatico, de acordo
com Kimura e colegas (2005).

8-1S0: 8-1S0 foi quantificado usando um kit para ELISA do tipo
competitivo. Este teste é baseado na competigdo entre 8-1SO (analito) e
8-1SO-acetilcolinesterase (8-1SO-AChE) conjugado (analito marcado),
por um namero limitado de sitios de unido (antissoro especificopara 8-
ISO). Como o 8-ISO e o 8-I1SO-AChE competem por um nimero
limitado de ligacdo ao antissoro, a intensidade da cor induzida pela
ligacdo do analito marcado é inversamente proporcional a quantidade de
8-1SSO. Por isso, foi realizado um ajuste da curva através de um modelo
logistico de quatro parametros para a determinacéo da concentragdo real
de 8-1S0O. O 8-1SO foi quantificado em pg/ml.

3.6.5.2 Oxidac&o e nitracdo proteica

Carbonilacdo de proteinas: O dano oxidativo a proteinas foi
analisado através da mensuracdo da quantidade de proteina carbonila
presentes na amostra, através de um kit ELISA de imunodeteccao
(OxiSelect™ Protein Carbonyl ELISA Kit - STA-310). A quantidade de
grupamentos carbonila presentes na amostra foi determinada pela
comparacao da absorbancia, a 450 nm, da amostra com a de uma curva
padrao.

Nitracdo de proteinas: A nitracdo de proteinas foi analisada
através de um kit ELISA (OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit, STA-
305, Cell Biolabs, Inc., San Diego, EUA), competitivo, para a
quantificacdo de nitrotirosina. Apds uma breve incubacdo da amostra em
uma placa, um anticorpo anti-nitrotirosina é adicionado, seguido por um
anticorpo secundario conjugado com HRP. A quantidade de nitrotirosina
presente na amostra foi determinada pela comparagdo com uma curva
padrao.

3.6.5.3 Atividade das enzimas antioxidantes
SOD: a atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-

oxidacdo da adrenalina e mensurada espectrofotometricamente,
conforme previamente descrito por Bannister e Calabrese (1987).
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CAT: A atividade da CAT foi determinada, através do
espectrofotdmetro, pela anéliseda taxa de decaimento da absorbancia do
peroxido de hidrogénio em 240 nm (Aebi, 1984).

GPx: A GPx catalisa a reducdo do peréxido de hidrogénio, bem
como de outros lipoperdxidos, utilizando a glutationa reduzida (GSH)
como co-substrato para esta reacdo e produzindo glutationa oxidada
(GSSG). A GSSG é reduzida pela glutationa redutase com o consumo
de NADPH, que pode ser acompanhado espectrofotometricamente em
340 nm (Wendel, 1981).

GSR: A GR catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG)
através da oxidacdo do NADPH. Ao utilizar o substrato GSSG a enzima
leva ao consumo de NADPH, que é acompanhado em 340 nm. A
velocidade de consumo de NADPH, em condi¢cbes de saturacdo,
expressa a atividade enzimatica (Carlberg e Mannervik, 1985).

3.7 Anélises Estatisticas

Todos os gréaficos representam médiatdesvio padrdo da média,
exceto os graficos da laténcia no teste da esquiva inibitoria que estdo
representados como mediana e intervalo interquartil. As diferencas entre
0s grupos experimentais foram determinadas pelo teste T para amostras
independentes ou pela analise de varidncia (ANOVA) deduas vias,
seguida do teste post-hoc de Tukey. Para os dados obtidos a partir da
esquiva inibitdria as diferencas entre os grupos foram comparadas pelo
teste de Mann—Whitney e as diferencas entre treino e teste foram
analisadas pelo teste de Wilcoxon. No teste de reconhecimento de
objetos os dados foram analisados pela ANOVA de medidas repetidas.
Em todas as comparacdes, a significancia estatistica foi de p <0,05.

4 RESULTADOS

Como podemos observar na Figura 14, a administracdo i.c.v de
ouabaina nos ratos aumentou a atividade locomotora, crossings (t =
10,4; df = 14; p < 0,001), e a atividade exploratéria, rearings (t = 7.75;
df = 14; p < 0.001), quando comparados com o grupo controle (Figura
14A), uma indicacdo de comportamento tipo-maniaco. Entretanto, 14
dias apds a administracdo i.c.v de ouabaina nestes animais, ndo houve
alteracdo locomotora e exploratéria nos animais, quando comparados
com o grupo controle (Figura 14B).
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Figura 14. Atividade locomotora (crossings) e exploratéria (rearings), 7 dias (A) e 14 dias (B)
ap6s a administracéo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. As diferencas entre os grupos
experimentais foram determinadas pelo teste T para amostras independentes. *p < 0.05.

A Figura 15 mostra que 14 dias ap6s a administracdo de
ouabaina, os animais apresentaram um aumento no tempo de
imobilidade (t = 11,42; df = 14; p < 0,001) e uma reducédo da natacdo (t
= 7,75; df = 14; p < 0,001) no teste do nado forgado, uma indicacdo de
comportamento tipo-depressivo (Figura 15A). Além disso, a ouabaina
diminuiu o consumo de sacarose (t = 12,18; df = 14; p < 0,001)nos
animais, que foram testados 14 dias apds a administracdo i.c.v dessa
substancia, uma indicacdo de comportamento tipo-anedbnico (Figura
15B).
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Figura 15. Teste do nado forcado(A) e do consumo de sacarose (B) 14 dias ap6s a
administracdo de ouabaina ou LCR nos ratos. As diferengas entre os grupos experimentais
foram determinadas pelo teste T para amostras independentes. *p < 0,05.

Como demonstrado na Figura 16, 14 dias ap6s a administracdo
de ouabaina houve um aumento no peso da glandula adrenal (t = 7,54;
df = 14; p < 0,001) (Figura 16A) e um aumento nos niveis de ACTH (t
= 5.62; df = 14; p < 0,001) (Figura 16B) em amostras de sangue destes
animais, quando comparados com o grupo controle. Entretanto, néo
houve diferenca significativa nos niveis de corticostorona sérica (Figura
16C).
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Figuea 104

Figura 16. Parametros de alteracdo do eixo HPA 14 dias apds a administracdo de LCR ou
ouabaina em ratos. Peso da glandula adrenal (A). Niveis de ACTH (B) e corticosterona no
sangue dos ratos (C). As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas pelo
teste T para amostras independentes. *p < 0,05.

A Figura 17 indica o dano cognitivo induzido pela ouabaina, 14
dias apds a administracdo i.c.v deste composto. No teste da esquiva
inibitoria, a ouabaina induziu diminuicdo do tempo de laténcia para
descer da plataforma, tanto na memoéria de curta duracdo (Mann-
Whitney U: 5,50; p < 0,001) quanto na memoéria de longa duracdo
(Mann-Whitney U: 2,5; p < 0,001), quando comparados ao grupo
controle (Figura 17A), indicando dano na memoria aversiva dos
animais. Do mesmo modo, foi encontrada uma redugdo do indice de
reconhecimento de objetos, tanto na meméria de curta duragdo quanto
na memoria de longa duracdo, 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de
ouabaina nos ratos (Figura 17B), uma indicagéo de prejuizo na memoria
de reconhecimento de objetos dos animais.

A ANOVA para medidas repetidas mostra diferenca significativa
entre os grupos [F(1,28) = 79,66; p < 0,001], para as repeticdes [F(2,28)
= 397,55; p < 0,001] e para a interacdo entre 0s grupos e as repeticdes
[F(2,28) = 61,26; p < 0,001].
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Figura 17. Avaliagdo da memoria aversiva e da memdria de reconhecimento de objetos, 14
dias ap6s a administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina. O painel 17A mostra o tempo de laténcia
que o animal levou para descer da plataforma no teste da esquiva inibitéria. Os dados estdo
representados como mediana e intervalo interquartil. As diferencas entre o treino e os testes
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foram analisadas pelo teste de Wilcoxon, *p < 0,05. As diferencas entre os grupos foram
analisadas pelo teste Whitney, #p < 0,05. O painel 17B mostra o indice de reconhecimento de
objetos. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo. Os mais diferentes
parametros foram verificados através da analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas,
seguido pelo teste de Tukey. *p < 0,05 para comparag6es em um mesmo grupo. #p < 0,05 para
comparagdes entre 0s grupos.

A Figura 18 mostra os resultados dos niveis da proteina pro-
BDNF e BDNF, 7 e 14 dias ap6s a administragdo i.c.v. de ouabaina no
cortex pré-frontal de ratos. O teste T revelou redugdo significativa dos
niveis da proteina pr6-BDNF (t=3,12; df=6; p<0,05) (Figura 18A) e
BDNF (t=3,02; df: 6; p<0,05) (Figura 18C) no cdrtex pré-frontal destes
animais, 7 dias ap6s a administragdo i.c.v. de ouabaina. Porém, 14 dias
apés a administracdo deste composto ndo houve diferenca significativa
nos niveis de pro-BDNF e BDNF nesta mesma estrutura cerebral. O
teste T ndo revelou diferengas significativas nos niveis de pro-BDNF e
BDNF, 7 e 14 dias apds a administracdo de ouabaina, no hipocampo.
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Figura 18. Niveis de pr6-BDNF (A) e de BDNF (B) no cortex frontal e no hipocampo de ratos,
7 e 14 dias apds a administracéo i.c.v de LCR ou ouabaina. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram determinadas pelo teste T para amostras independentes. *p < 0.05.
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Como podemos observar na Figura 19, houve uma diminuicdo
dos niveis de TrkB, tanto no cértex frontalquanto no hipocampo, 7
[cortex frontal: T = 4,98; df=13; p < 0,001; hipocampo: T = 6,44; df =
14; p <0,001] (Figura 19A) e 14 [cortex frontal: T = 4,58; df = 13; p
<0,001; hipocampo: T = 7.41; df = 14; p < 0,001](Figura 19B) dias
apos a administragdo i.c.v de ouabaina nos ratos.
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Figura 19. Niveis de TrkB no cortex frontal e no hipocampo de ratos, 7(A) e 14 (B)dias ap6s a
administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina. As diferencas entre os grupos experimentais foram
determinadas pelo teste T para amostras independentes. *p < 0.05.

A Figura 20 nos mostra os niveis de fosforilagdo de CREB no
sitio serina 133 no cortex frontal e no hipocampo de ratos 7 e 14 dias
apés a administracdo de LCR ou ouabaina. A ouabaina diminuiu a
fosforilagcdo de CREB, 7 [cortex frontal: T = 3,74; df = 14; p = 0,002;
hipocampo: T = 3,67; df = 14; p = 0,002] (Figura 20A) e 14 [cOrtex
frontal: T = 8,66; df = 14; p < 0,001; hipocampo: T = 9,33; df = 14; p
=0,002] (Figura 20B) dias ap6s a sua administracdo, em ambas as
estruturas cerebrais analisadas.
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Figura 20. Niveis de pCREB no cértex frontal e no hipocampo de ratos, 7 (A) e 14 (B) dias
apos a administracéo i.c.v de LCR ou ouabaina. As diferencas entre 0s grupos experimentais
foram determinadas pelo teste T para amostras independentes. *p < 0.05.
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A Figura 21 mostra a avaliagdo dos efeitos dos estabilizadores do
humor, Li e VPA, sobre a hiperatividade induzida por ouabaina, 7 dias
apo6s a sua administracdo. Como podemos observar, ouabaina induziu
hiperatividade (Figura 21A) e aumento da atividade exploratdria
(Figura 21B) dos animais e ambos os estabilizadores do humor
reverteram estes comportamentos tipo-maniaco. Segue os dados da
ANOVA de duas vias para a administragdo de ouabaina [Crossings:
F(1,42) = 52,85, p < 0,05; Rearings: F(1,42) = 21,03, p < 0,001], para os
tratamentos [Crossings: F(2,42) = 59,24, p < 0,001; Rearings: F(2,42) =
31,02, p < 0,001] e para ainteracdo entre a ouabaina e tratamentos
[Crossings: F(2,42) = 58,41, p < 0,001; Rearings: F(2,42) = 25,65, p <
0,001].
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Figura 21. Efeitos dos estabilizadores do humor sobre a atividade locomotora, crossings (A), e
exploratoria, rearings (B), avaliados no teste do campo aberto, 7 dias ap6s a administragéo i.c.v
de ouabaina nos ratos. A diferenca entre os grupos foi avaliada através da ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Tukey. *p < 0,05 quando comparado com o grupo controle
(LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ouabaina+Sal.

A Figura 22 mostra os efeitos dos estabilizadores do humor, Li e
VPA, e do antidepressivo IMI sobre a atividade locomotora (Figura
22A) e exploratéria (Figura 22B) 14 dias apds a administracdo de LCR
ou ouabaina em ratos. Como podemos observar, ndo houve alteragdes
nos padrdes de crossings e rearings entre 0S grupos.

Pygnre T6

s 2200

Figura 22. Efeitos dos estabilizadores do humor, Li e VPA, e do antidepressivo IMI sobre a
atividade locomotora, crossings (A) e exploratoria, rearings (B), 14 dias ap6s a administracdo
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i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Os estabilizadores do humor foram administrados durante
14 dias a partir do dia da administragdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A IMI foi
administrada apenas trés vezes, 24h, 5h e 1h antes do teste do campo aberto. A analise
estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.

A Figura 23 mostra os efeitos dos estabilizadores do humor, Li e
VPA, e do antidepressivo IMI sobre comportamentostipo-depressivos
induzidos pela ouabaina, 14 dias apds a administracdo i.c.v dessa
substancia. Os estabilizadores do humor, Li e VPA, reverteram
parcialmente o tempo de imobilidade, no teste do nado forgado induzida
pela ouabaina, enquanto que a IMI reverteu totalmente. A associagdo do
Li ou VPA combinado com a IMI reverteu completamente a
imobilidade induzida pela ouabaina e, além disso, diminuiu o tempo de
imobilidade em relagdo ao controle (LCR+Sal). A administragdo de Li,
VPA ou IMI diminuiu a imobilidade dos animais no teste do nado
forcado, assim como a associagdo dos estabilizadores do humor, Li ou
VPA, com IMI (Figura 23A). Além disso, os estabilizadores do humor,
a IMI e a associacdo dos estabilizadores do humor, Li ou VPA, com a
IMI reverteram completamente a diminuicdo do consumo de sacarose
induzida pela ouabaina (Figura 23B).

Segue os dados da ANOVA de duas vias para a administragdo de
ouabaina [Imobilidade: F(1,108) = 503,5; p < 0,001; Consumo de
sacarose: F(1,108) = 14,61; p < 0,001], para os tratamentos
[Imobilidade: F(5,108) = 184,31; Consumo de sacarose: F(5,108) =
17,27; p < 0,001], e para a interacdo entre a ouabaina e administracdo
dos tratamentos [Imobilidade: F(5,108) = 75,97; Consumo de sacarose:
F(5,108) = 23,17; p < 0,001].
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Figura 23. Efeitos dos estabilizadores do humor, Li e VPA, e do antidepressivo IMI sobre os
testes do nado forcado (A) e o do consumo de sacarose(B), 14 dias ap6s a administragdo i.c.v
de LCR ou ouabaina nos ratos. Os estabilizadores do humor foram administrados durante 14
dias a partir do dia da administragdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A IMI foi
administrada apenas trés vezes, 24he 1h antes do teste do campo aberto. A analise estatistica
foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando
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comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo
ouabaina+Sal.

A Figura 24 mostra os efeitos dos estabilizadores do humor, Li e
VPA, e do antidepressivo IMI sobre os niveis de ACTH no sangue e
sobre o peso da glandula adrenal, 14 dias ap6s a administragdo de LCR
ou ouabaina. Como podemos observar a administracdo de ouabaina
aumenta os niveis de ACTH no sangue dos animais e o tratamento com
os estabilizadores do humor, com a IMI ou a combinagdo dos
estabilizadores do humor, Li ou VPA, com a IMI reverteram essa
alteracdo hormonal induzida pela ouabaina (Figura 24A). Além disso, o
tratamento com Li ou VPA, mas ndo com a IMI, conseguiu reverter o
aumento do peso da glandula adrenal induzido pela ouabaina (Figura
24B). Segue os dados da ANOVA de duas vias para a administracéo de
ouabaina [ACTH: F(1,108) = 19,87; p < 0,001; Adrenal: F(1,108) =
9,96; p < 0,001], para os tratamentos [ACTH: F(5,108) = 48,34; p <
0,001; Adrenal: F(5,108) = 4,29; p < 0,001], e para a interacdo entre
ouabaina e administragdo dos tratamentos [ACTH: F(5,108) = 31,73; p
< 0,001; Adrenal: F(5,108) = 3,2; p < 0,001].
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Figura 24. Efeitos dos estabilizadores do humor, Li e VPA, e do antidepressivo IMI sobre os
niveis de ACTH (A) e o peso da glandula adrenal (B), 14 dias ap6s a administragdo i.c.v de
LCR ou ouabaina nos ratos. Os estabilizadores do humor foram administrados durante 14 dias
a partir do dia da administragéo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A IMI foi administrada
apenas trés vezes, 24h e 1h antes do teste do campo aberto. A andlise estatistica foi realizada
através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ouabaina+Sal.

A Figura 25 mostra os efeitos do estabilizador do humor, Li,
sobre parametros de dano oxidativo a lipideos, 7 dias apdés a
administracdo i.c.v de ouabaina. Esse composto aumenta os niveis de
LPH (Figura 25A), MDA (Figura 25B), HNE (Figura 25C) e 8-1SO
(Figura 25D) no cértex frontal e no hipocampo de ratos, 7 dias ap6s a
administracdo i.c.v. O tratamento com Li reverteu o dano a lipideos
induzido pela ouabaina, em todos os parametros avaliados.
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ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para LPH
7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex Frontal : F(1,27) = 259,61; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 138,73; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal: F(1,27) =
158,75; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 129,03; p < 0,001] e interacéo
entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex frontal: F(1,27)
=139,71; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 108,70; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para
MDA 7 dias apds a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 35,44; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 26,45; p < 0,001], tratamentos [cortex frontal: F(1,27) =
28,24; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 36,19; p < 0,001], e interacéo
entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cdrtex frontal: F(1,27)
=27,43; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 34,07; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para HNE
7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 33,08; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 57,83; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal: F(1,27) =
15,27; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 39,31; p < 0,001], e interagdo
entre a administragédo de ouabaina e tratamentos [cértex frontal: F(1,27)
=32,79; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 48,82; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para 8-
ISO 7 dias ap6s a administragdo i.c.v. de ouabaina (administragdo de
ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 15,35; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 23,25; p < 0,001], tratamentos [cortex frontal: F(1,27) =
38,41; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 31,96; p < 0,001], e interagéo
entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cértex frontal: F(1,27)
=12,39; p = 0,0015; hipocampo: F(1,27) = 42,92; p < 0,001]).
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Figura 25. Efeitos do estabilizadordo humor, Li, sobre os pardmetros de dano oxidativo a
lipideos, LPH (A), MDA (B), HNE (C) e 8-1SO (D),7 dias apds a administracéo i.c.v de LCR
ou ouabaina nos ratos. Li foi administradodurante 7 dias a partir do dia da administracéo i.c.v
de LCR ou ouabaina nos ratos. A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA de duas
vias, seguida pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o0 grupo controle
(LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ouabaina+Sal.

Na Figura 26 podemos observar os efeitos do estabilizador do
humor, Li, sobre parametros de dano oxidativo a lipideos, 14 dias apds a
administragdo i.c.v de ouabaina. Nesse protocolo experimental, a
ouabaina também aumentou os niveis de LPH (Figura 26A), MDA
(Figura 26B), HNE (Figura 26C) e 8-1SO (Figura 26D) em ambas as
estruturas cerebrais avaliadas, 14 dias apés a administragdo i.c.v. O
tratamento com Li reverteu o dano a lipideos induzido pela ouabaina,
em todos os parametros avaliados.

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para LPH
14 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 20,36; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 69,69; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal: F(1,27) =
35,03; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 98,18; p < 0,001], e interacdo
entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cértex frontal: F(1,27)
= 35,09; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 72,23; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para
MDA 14 dias apds a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 50,61; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 188,48; p < 0,001], tratamentos [coOrtex frontal: F(1,27) =
37,43; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 135,65; p < 0,001], e interacdo
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entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cortex frontal: F(1,27)
= 44,08; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 66,78; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para HNE
14 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina (administracdo de
ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 34,64; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 334,13; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal: F(1,27) =
35,02; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 232,03; p < 0,001], e interagdo
entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cortex . F(1,27) =
22,07; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 222,06; p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para 8-
ISO 14 dias apds a administragdo i.c.v. de ouabaina (administracéo de
ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 10,58; p = 0,003; hipocampo:
F(1,27) = 101,11; p < 0,001], tratamentos [coOrtex frontal: F(1,27) =
17,98; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 54,84; p < 0,001], e interacdo
entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cArtex frontal: F(1,27)
=14,19; p < 0,001; Hipocampo: F(1,27) = 52,73; p < 0,001]).
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Figura 26. Efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre os parametros de dano
oxidativo a lipideos, LPH (A), MDA (B), HNE (C) e 8-ISO (D), 14 dias ap6s a
administracao i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi administrado durante 14 dias
a partir do dia da administracédo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A andlise
estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de
Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05
guando comparado com o grupo ouabaina+Sal.

Na Figura 27 esta representado o efeito do estabilizador do
humor, Li, sobre parametros de dano oxidativo a proteinas, 7 dias apés a
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administragdo i.c.v de LCR ou ouabaina. A administracdo i.c.v de
ouabaina aumenta os niveis de grupamentos carbonila (A) e de 3-
nitrotirosina (B), no cortex frontal e no hipocampo de ratos. O
tratamento subcrénico com Li reverteu o dano aproteinas induzido pela
ouabaina, em todos os parametros bioquimicos avaliados e em todas as
estruturas analisadas.

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para
carbonilacéo de proteinas 7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cdrtex frontal: F(1,27) = 130,72; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 56,22; p < 0,001], tratamentos [cértex frontal:
F(1,27) = 88,77; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 42,66; p < 0,001], e
interacdo entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cortex
frontal: F(1,27) = 119,32; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 28,13; p <
0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para 3-
nitrotirosina 7 dias ap6s a administragdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 273,5; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 90,65; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal:
F(1,27) = 231,86; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 76,04; p < 0,001], e
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 221,45; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 78,77; p <
0,001)).
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Figura 27. Gréficos dos efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre os pardmetros de dano
oxidativo a proteinas, carbonilacdo de proteinas (A) e 3-nitrotirosina (B),7 dias apés a
administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi administrado durante 7 dias a partir
do dia da administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A analise estatistica foi realizada
através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando comparado
com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ouabaina+Sal.
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A Figura 28 mostra os efeitos do Lisobre parametros de dano
oxidativo a proteinas, 14 dias ap6s a administracdo i.c.v de LCR ou
ouabaina. Como podemos observar, houve um aumento nos niveis de
grupamentos carbonila (A) e de 3-nitrotirosina (B), no cortex frontal e
no hipocampo de ratos 14 dias apds a administracdo de ouabaina. O
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tratamento subcrénico com Li reverteu o dano as proteinas induzido pela
ouabaina, em todos os parametros bioquimicos avaliados e em todas as
estruturas cerebrais analisadas.

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para

carbonilagdo de proteinas 14 dias ap6s a administracdo i.c.v. de
ouabaina (administragdo de ouabaina [cdrtex frontal: F(1,27) =
95,13; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 106,07; p < 0,001],
tratamentos [cortex frontal: F(1,27) = 84,07; p < 0,001; hipocampo:
F(1,27) = 132,37; p < 0,001], e interacdo entre a administracdo de
ouabaina e tratamentos [cortex frontal: F(1,27) = 118,73; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 166,04; p < 0,001]).
ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para 3-
nitrotirosina 14 dias apés a administragdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cdrtex frontal: F(1,27) = 138,15; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 166,87; p < 0,001], tratamentos [cértex frontal:
F(1,27) = 119,46; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 132,24; p < 0,001], e
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 135,81; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 153,39; p <
0,001]).

Figura 28. Efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre os pardmetros de dano oxidativo a
proteinas, carbonilagdo de proteinas (A) e 3-nitrotirosina (B),14 dias apds a administragio i.c.v
de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi administrado durante 14 dias a partir do dia da
administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. A andlise estatistica foi realizada através da
ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando comparado com o grupo ouabaina+Sal.

Na Figura 29 estdo representados os efeitos do Li sobre a
atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, 7 dias ap6s a
administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina. Como podemos observar,
houve um aumentoda atividade da SOD, no cortex frontal e no
hipocampo de ratos 14 dias ap6s a administracdo de ouabaina. O
tratamento subcrénico com Li reverteu parcialmente essa alteracdo
enzimatica no cortex frontal e reverteu completamente no hipocampo
(Figura 29A). Entretanto, a ouabaina diminuiu a atividade da CAT em
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ambas as estruturas cerebrais analisadas, enquanto que Li reverteu
completamente essa alteracdo no coértex frontal e parcialmente no
hipocampo (Figura 29B).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da SOD 7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 276,82; p <
0,001; hipocampo: F(1,27) = 2287,54; p < 0,001], tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 75,82; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 207,67; p <
0,001], interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos
[cortex frontal: F(1,27) = 55,63; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 197,6;
p < 0,001]).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da CAT 7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 28,41; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 77,2; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal:
F(1,27) = 14,95; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 19,22; p < 0,001],
interacdo entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 28,02; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 34,86; p <
0,001)).
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Figura 29. Efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre a atividade das enzimas antioxidantes
SOD (A) e CAT (B), 7 dias ap6s a administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi
administrado durante 7 dias a partir do dia da administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos
ratos. A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de
Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando
comparado com o grupo ouabaina+Sal.

A Figura 30 mostra os efeitos do estabilizador do humor, Li,
sobre a atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, 14 dias apés a
administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina. A administracdo i.c.v de
ouabaina nos ratos aumentoua atividade da SOD (Figura 30A) e
diminuiu a atividade da CAT (Figura 30B), em ambas as estruturas
cerebrais analisadas, 14 dias ap6s a administracdo dessa substancia. O
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tratamento subcrénico com Li reverteu completamente todas as
alteracBes enzimaticasinduzidas pela ouabaina.

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da SOD 14 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 147,2; p < 0,001,
hipocampo: F(1,27) = 131,89; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal:
F(1,27) = 182,4; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 130,37; p < 0,001],
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cdrtex
frontal: F(1,27) = 170,43; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 112,65; p <
0,001)).

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para a
atividade da CAT 14 dias apds a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 11,53; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 115,94; p < 0,001], tratamentos [cOrtex frontal:
F(1,27) = 21,66; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 98,03; p < 0,001],
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 37,03; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 30,28; p <
0,001]).
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Figura 30. Efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre a atividade das enzimas antioxidantes
SOD (A) e CAT (B),14 dias ap6s a administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi
administrado durante 14 dias a partir do dia da administragéo i.c.v de LCR ou ouabaina nos
ratos. A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de
Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando
comparado com o grupo ouabaina+Sal.

A Figura 31 mostra os efeitos do Lisobre a atividade das enzimas
antioxidantes, GPx e GR, 7 dias ap6s a administracdo i.c.v do LCR ou
ouabaina. A administracdo i.c.v de ouabaina nos ratos aumentou a
atividade da GPX no cortex frontal e no hipocampo, 7 dias apds a
administracdo dessa substancia. A administracdo subcrénica de Li
reverteu completamente essa alteracdo enzimatica induzida pela
ouabaina, no cortex frontal. No hipocampo, o tratamento com Li
reverteu completamente o aumento da atividade da GPx, induzida pela
ouabaina, e, além disso, diminuiu a atividade dessa enzima em relacédo
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ao controle (LCR+Sal) (Figura 31A). A ouabaina também aumentou a
atividade da GR em ambas as estruturas cerebrais analisadas, e o
tratamento com Li reverteu completamente essa alteracdo (Figura 31B).

ANOVA de duas vias indicou diferengas significativas para a
atividade da GPx 7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal : F(1,27) = 71,54; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 13,22; p = 0,0011], tratamentos [cortex frontal:
F(1,27) = 53,11; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 84,62; p < 0,001],
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
Frontal: F(1,27) = 45,51; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 31,54; p <
0,001)).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da GR 7 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 63,12; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 63,13; p < 0,001], tratamentos [co6rtex frontal:
F(1,27) = 78,47; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 109,41; p < 0,001],
interacdo entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 50,72; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 67,18; p <
0,001)).
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Figura 31. Efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre a atividade das enzimas antioxidantes
GPx (A) e GR (B),7 dias apds a administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos ratos. Li foi
administrado durante 7 dias a partir do dia da administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos
ratos. A andlise estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de
Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05 quando
comparado com o grupo ouabaina+Sal.

A Figura 32 mostra os efeitos do Li sobre a atividade das
enzimas antioxidantes, GPx e GR, 14 dias apds a administracdo i.c.v de
LCR ou ouabaina. Como podemos observar, houve um aumento da
atividade das enzimas GPX (Figura 32A) e GR (Figura 32B) no cortex
frontal e no hipocampo de ratos 14 dias ap6s a administracdo de
ouabaina. O tratamento subcrbnico com Li reverteu todas as alteracdes
enzimaticas induzidas pela ouabaina, em todos o0s parametros
bioquimicos avaliados e em todas as estruturas cerebrais analisadas.
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ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da GPx 14 dias apds a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cOrtex frontal: F(1,27) = 241,23; p < 0,001;
hipocampo: F(1,27) = 28,78 p < 0,001], tratamentos [cortex frontal:
F(1,27) = 239,72; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 22,93; p < 0,001],
interacdo entre a administragdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 262,14; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 37,39; p <
0,001)).

ANOVA de duas vias indicou diferencas significativas para a
atividade da GR 14 dias ap6s a administracdo i.c.v. de ouabaina
(administracdo de ouabaina [cortex frontal: F(1,27) = 45,5; p < 0,001,
hipocampo: F(1,27) = 24,74; p < 0,001], tratamentos [cortex frontal:
F(1,27) = 44,17; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 19,38; p < 0,001],
interacdo entre a administracdo de ouabaina e tratamentos [cOrtex
frontal: F(1,27) = 28,15; p < 0,001; hipocampo: F(1,27) = 37,42; p <
0,001)).
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Figura 32. Graficos dos efeitos do estabilizador do humor, Li, sobre a atividade das enzimas
antioxidantes GPx (A) e GR (B),14 dias ap6s a administracdo i.c.v de LCR ou ouabaina nos
ratos. Li foi administrado durante 14 dias a partir do dia da administragéo i.c.v de LCR ou
ouabaina nos ratos. A analise estatistica foi realizada através da ANOVA de duas vias, seqguida
pelo teste de Tukey.*p < 0,05 quando comparado com o grupo controle (LCR+Sal). #p < 0,05
quando comparado com o grupo ouabafna+Sal.
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5 DISCUSSAO

Transtornos psiquiatricos, de uma forma geral, e em particular o
TB, sdo extremamente complexos de reproduzir em animais, pois a
natureza subjetiva dos sintomas em humanos dificulta a avaliacdo
objetiva das alteragdes comportamentais nos animais. Um modelo
animal de uma determinada condicdo psiquiatrica deve cumprir trés
critérios principais: 1) compartilhar caracteristicas fisiopatologicas da
condicdo humana (validade de constructo); 2) apresentar manifestacdes
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comportamentais semelhantes aos da condicdo humana (validade de
face), 3) as quais devem ser revertidas com farmacos que também séo
eficazescontra sintomas observados em pacientes (validade preditiva)
(Ellenbroek e Cools, 1990).

Diversos laboratérios de pesquisa tem validado o modelo animal
de mania induzido pela ouabaina, uma vez que este compostomimetiza
uma alteragdo fisiopatoldgica observada no TB, ou seja, a redugdo da
atividade da Na"K*ATPase, que contempla a validade de constructo do
modelo (El-Mallakh et al., 2003; Jornada et al., 2010; Riegel et al.,
2010). Além disso, o presente estudo, assim como diversos outros,
mostra que a administracdo de 5uL i.c.v de ouabaina na concentragio de
10°M induz hiperatividade em ratos, a qual é revertida pela
administragdo de estabilizadores do humor, como o Li e 0 VPA. Em um
estudo prévio foi demonstrado que dependendo das condigdes
metodoldgicas, a administracdo i.c.v de ouabaina também pode induzir
hipoatividade em ratos, tal comportamento pode ser considerado tipo-
depressivo (Liet al., 1997). Entretanto, esse comportamento € muito
inespecifico para a depressdo, sendo necessaria uma melhor validacdo
do modelo.

Este estudo demonstrou que 7 dias apés a administracdo de
ouabaina, os ratos apresentaram aumento da locomog¢do, um parametro
de hiperatividade, o qual é considerado um comportamento tipo-
maniaco. Além disso, quando avaliados 14 dias apds a administracéo de
ouabaina, esses mesmos animais apresentaram comportamentos tipo-
depressivo, como aumento da imobilidade no teste do nado forgado e
diminuicdo do consumo de sacarose. A partir desses dados, podemos
sugerir que a administracdo i.c.v de ouabaina em ratos contemplou a
validade de face para um modelo animal de TB adequado, mimetizando,
assim, comportamentos tipo-maniaco e tipo-depressivo em um mesmo
animal.

Os modelos animais existentes focam na inducdo de
comportamentos que mimetizam a mania ou a depressao, separadamente
(Machado-Vieira et al.,, 2004; Valvassori et al., 2013). Entretanto,
nenhum estudo, até o momento, descreveu os dois tipos de
comportamento, do tipo maniaco e do tipo depressivo, em um mesmo
animal experimental, dificultando o desenvolvimento de um modelo
animal de TB adequado (ver em Valvassori et al., 2013). O
desenvolvimento do presente modelo animal de TB que mimetiza de
maneira mais completa o ciclo maniaco-depressivo do transtorno tal
como ocorre em humanos, podera facilitar o estudo dessa patologia e
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aperfeicoar o desenvolvimento e o teste de novas alternativas
terapéuticas.

Ambos o0s episodios de humor, mania e depressdo, estdo
associados com a reducéo da atividade da Na* K*ATPase (Looney e El-
Mallakh, 1997; Li e El-Mallakh, 2004). Além disso, tem sido relatada
uma diminuicdo da expressdo do gene da Na'K'ATPase no cortex
frontal tanto de pacientes com TB quanto de pacientes com depressao
maior (Tochigi et al., 2008). A Na" K*ATPase é uma enzima essencial
para o funcionamento neuronal, mantendo e reestabelecendo, apds cada
despolarizacéo, o gradiente eletroquimico, possibilitando que o neurdnio
retorne ao seu estado de repouso. Portanto, mudangas na atividade da
Na'K*ATPase pode ter importantes consequéncias sobre a funcio
neuronal (EI-Mallakh et al., 2000). Até mesmo uma pequena redugdo na
atividade da Na'K*ATPase pode aumentar a excitabilidade neuronal,
levando o potencial de repouso préximo ao limiar, enquanto que,
simultaneamente, aumenta a duracdo da liberagdo de
neurotransmissores, através da diminuicdo da taxa de depuracdo de
Ca"(Martin et al., 1966; McCarren and Alger, 1987). Contudo, é de se
esperar que 0 aumento da carga positiva intracelular, que acompanha a
inibicdo da atividade Na"K*ATPase, também possa diminuir a liberagio
de neurotransmissores inibitorios dependentes de CI, o que também
dificulta a recuperacdo neuronal apos o potencial de agdo. Juntos esses
estudos sugerem que uma modesta diminuicdo na atividade da
Na'K*ATPase, que leva a hiperexcitagdo neuronal, induzindo a
hiperatividade durante episédios de mania, observados em pacientes
bipolares. E essas alteracdes, fisiopatolégica e comportamental, também
podem ser observadas nos animais que receberam ouabaina, um potente
inibidor da atividade da Na"K*ATPase (El-Mallakh and Wyatt, 1995;
Herman et al., 2007).

N&o existem muitos estudos que explicam mais detalhadamente o
papel da inibicio 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 repolarizacdo neuronal, pode estar diminuindo a velocidade de
recuperacdo neuronal e, consequentemente, diminuindo também a
eficiéncia sinaptica dos neurdnios. Além disso, a diminuicdo da
depuracio de Ca®, induzida pela inibicio da atividade da Na"K*ATPase,
leva a um aumento exacerbado da liberacdo de neurotransmissores,
causando deplecdo dos estoques dessas moléculas no neurdnio. Essas
alteracdes podem produzir prejuizos cognitivos e comportamentais,
observados na depressdo (El-Mallakh e Wyatt, 1995; Herman et al.,
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2007). Estudos prévios mostram que os modelos animais de depressao
estdo associados com a diminuigio da atividade da Na"K*ATPase e que
antidepressivos classicos, que revertem comportamento tipo-depressivo
nesses modelos, sdo capazes de aumentara atividade desta enzima
(Gamaro et al., 2003; de Vasconcelos et al., 2005; Willner, 2005; Crema
et al., 2010; Kirshenbaum et al., 2011).

Adicionalmente foi observado neste estudo que o comportamento
tipo-depressivo induzido pela ouabaina, foi acompanhado pelo aumento
do peso da glandula adrenal e dos niveis de ACTH no sangue dos ratos.
Apesar disso, ndo foi encontrado diferencas em relacdo aos niveis de
corticosterona no sangue destes animais. Essa discrepancia talvez possa
ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato de que o cortisol é o
ultimo hormdnio da via a ser liberado e que, no momento da anélise, os
niveis deste horménio nas amostras ndo foram o suficiente para que
alguma alteracdo pudesse ser detectada. Outra explicacdo pode ser
problemas metodol6gicos que ndo puderam ser detectados ho momento
da avaliagdo. Adicionais estudos precisam ser realizados para elucidar
essas alteracdes fisiologicas induzidas pelo modelo.

E bem descrito na literatura que a exposicdo ao estresse leva a
ativacdo do eixo HPA. Pacientes depressivos possuem niveis elevados
de cortisol no sangue em resposta a excessiva liberagdo de ACTH. Além
disso, esses pacientes apresentam aumento da hip6fise e da glandula
adrenal, em funcéo da hipersecrecdo de ACTH e cortisol (Gold et al.,
1988; de Kloet et al., 2005; Juruena et al., 2013). Do mesmo modo,
animais submetidos aos modelos de depressdo, induzidos por estresse
cronico variado e por separagdo materna, apresentam um aumento da
glandula adrenal e dos niveis de ACTH e de corticosterona no sangue,
mimetizando, assim, alteracdes fisioldgicas caracteristicas da depressao
(Owens e Nemeroffet al., 1993; Oomen et al., 2009). Neste estudo, a
administracdo i.c.v de ouabaina em ratos, além de reproduzir
comportamentos tipo-depressivos, aumentou a ativagdo do eixo HPA,
que é uma alteracdo fisiologica importante, caracteristica da depressao.
Apesar de os niveis de corticosterona ndo terem sido alterados, podemos
considerar hiperativacdo do eixo HPA pelo aumento dos niveis de
ACTH e da hipertrofia da glandula adrenal.

Considerando que pacientes bipolares apresentam alteracfes
cognitivas importantes (Wheeler et al., 1997; Hoertnagl et al., 2011), no
presente estudo foi avaliada a meméria aversiva e a memodria de
reconhecimento de objetos nos animais. Os testes cognitivos foram
aplicados 14 dias apds a administracdo de ouabaina, periodo no qual os
animais apresentavam comportamentos tipo-depressivo. Podemos
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observar que os animais submetidos & administracéo i.c.v de ouabaina
apresentaram déficits cognitivos, tanto na memdria de curta quanto na
memoria de longa duracdo, em ambos os testes - esquiva inibitoria e
reconhecimento de objetos.

De acordo com nossos estudos, Kirshenbaum e colegas (2011),
demonstraram que animais knockout heterozigotos para Na'K*ATPase,
0S quais possuiam uma maior susceptibilidade para comportamentos
tipo-depressivo, também apresentaram deficit cognitivo no teste de
reconhecimento de objetos. Em adi¢do, um estudo prévio demonstrou
gue ratos submetidos ao modelo de depressdo induzido por estresse
cronico variado apresentaram diminuicao da atividade da Na"K*ATPase
no hipocampo, que foi acompanhada por déficit na memdria espacial
dos animais (de Vasconcellos et al., 2005). Existem evidencias de que a
Na'K*ATPase tem um papel fundamental no potencial de longa duragio
e que a inibigdo dessa enzima pode causar depressao sinéptica de longa
duracdo, diminuindo assim a plasticidade sinaptica e,
consequentemente, a memoria (Glushchenko e lzvarina, 1997; Reich et
al., 2004). Entretanto, isso ndo significa que, necessariamente, a
atividade reduzida da Na'K'ATPase, induzida pela ouabaina, seja a
Unica causa da perda de memoria nos ratos observada neste estudo. E
provavel que adicionais mecanismos estejam envolvidos neste efeito,
como por exemplo, a alteracdo de fatores neurotréficos.

Nos transtornos do humor, danos a resiliéncia e a plasticidade
neuronal, com consequente prejuizo cognitivo, parecem estar envolvidos
com alteracBes nas vias de regulagdo e expressdo dos fatores
neurotréficos  (Soeiro-de-Souzaet al., 2012). Neste estudo,
primeiramente foi observado uma diminuicdo dos niveis de pro-BDNF,
7 dias apds a administracéo i.c.v de ouabaina em ratos. O pr6-BDNF é a
isoforma do BDNF imaturo, a qual é clivada e liberada na sua forma
madura, ou seja, na forma de BDNF, promovendo sobrevivéncia e
crescimento neuronal ao ativar seu respectivo receptor TrkB
(Matsumoto et al., 2008).

Posteriormente o presente estudo encontrou niveis diminuidos de
BDNF no cortex frontal dos ratos, 7 dias ap6s a administracdo de
ouabaina, periodo em que o0s animais apresentaram comportamentos
tipo-maniaco. Estes dados corroboram com estudos prévios de nosso
laboratério, em que a ouabaina diminuiu os niveis de BDNF no coértex
frontal e hipocampo de ratos (Jornada et al., 2010). Apesar de ambos 0s
trabalhos possuirem o mesmo desenho experimental, no presente estudo
a ouabaina reduziu os niveis de BDNF somente no cértex frontal dos
animais. Essa diferenca pode ser explicada, pelo menos em parte, pela
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diferenca metodoldgica. O presente estudo analisou os niveis de BDNF
através da técnica de imunoblotting, enquanto que o estudo anterior, de
Jornada e colaboradores (2010), realizou esta analise por ELISA-
sanduiche.

Um estudo clinico demonstrou que os niveis séricos de BDNF
estdo diminuidos durante os episddios maniacos e depressivos, e que 0s
niveis desta neurotrofina foram negativamente correlacionados com a
gravidade dos sintomas nos pacientes (Cunha et al., 2006). Além disso,
estudos postmortem também mostram uma diminuicdo dos niveis de
BDNF e aumento de proteinas pré-apoptdticas no cortex frontal de
pacientes bipolares (Kim et al., 2010). Rybakowski e colegas (2003)
demonstraram uma significativa relagdo entre 0 desempenho em testes
neuropsicoldgicos, envolvendo o cértex frontal de pacientes bipolares, e
o polimorfismo Val66Met no gene de BDNF. Os pacientes com o
gendtipo Val/Val, sem o polimorfismo, obtiveram resultados superiores
nos testes neuropsicolégicos quando comparados com 0s pacientes com
gendtipo Val66Met. Assim como estes, diversos outros grupos de
pesquisa tem sugerido que a via de BDNF possui um papel chave no
TB, principalmente no dano neuronal e no deterioro cognitivo, ambos
vistos nos pacientes acometidos por este transtorno (Craddock et al.,
2005; de Oliveiraet al., 2009; Kapczinskiet al., 2009; Soontornniyomkij
et al., 2011; Thompson Ray et al., 2011; Huang et al., 2012).

O complexo BDNF/TrkB inicia uma cascata de sinaliza¢do
intracelular, aumentando a ativagdo de fatores de transcricdo, como o
CREB, que induz a transcricdo de genes de BDNF e outros genes
importantes para a sobrevivéncia neuronal (Hetman et al., 1999; Xia et
al., 2010). No presente estudo foi demonstrado uma diminuicdo nos
niveis do receptor de TrkB e da fosforilagdo de CREB no cdrtex frontal
e no hipocampo, tanto nos animais que apresentaram comportamentos
tipo-maniaco quanto nos que apresentaram comportamentos tipo-
depressivo. Entretanto, é necessario enfatizar que neste estudo foi
encontrado diminuicdo de BDNF somente no cortex frontal 7 dias apds
a administracdo de ouabaina, ou seja, durante a manifestacdo de
comportamentos tipo-maniaco. Levando em consideracdo o papel da
sinalizacdo do receptor TrkB na plasticidade sinaptica, uma diminuicédo
na expressdo dessa proteina no cortex frontal e hipocampo dos ratos
pode estar relacionado a diminuicdo da fosforilagdo de CREB observada
no presente estudo, independentemente dos niveis de BDNF.

Apbs a sua ativacdo, CREB promove a transcri¢do ao ligar-se a
um determinado sitio na regido promotora de genes alvo, regulando a
expressdo de uma ampla variedade de genes capazes de regular funcdes
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celulares importantes para a sobrevivéncia e plasticidade celular.
Exemplos de alvos moleculares downstream & CREB sdo numerosos,
incluindo o proprio BDNF, a proteinas linfoma de células B2 (Bcl-2) e o
fator de transcri¢do c-fos. Assim, CREB/pCREB pode ser visto como
um ponto de convergéncia de um grande nimero de vias de sinalizacéo
(Blendy, 2006), a maioria das quais estdo envolvidas na fisiopatologia
do TB. Essa proteina tem uma variedade de fungdes importantes no
cérebro, que envolve diferentes sistemas e comportamentos, tais como a
memoria, o aprendizado, ritmos circadianos, ansiedade, regulacdo do
humor, plasticidade neuronal, bem como diferenciagdo e
desenvolvimento neuronal (Lonze eGinty, 2002; Carlezon et al., 2005).

Corroborando com o0s nossos resultados, Thompson Ray e
colegas (2011), em um estudo postmortem, demonstraram uma
diminuicdo da expressdo de BDNF e de TrkB no hipocampo de
individuos com TB. Foi observado também uma diminuicdo de RNAm
de TrkB no cdrtex entorrinal de pacientes bipolares (Paz et al., 2006).
Dowlatshahi e colegas (1999) encontraram niveis diminuidos de CREB
no cérebro de pacientes bipolares que cometeram suicidio e nos
pacientes tratados com anticonvulsivantes. Além disso, em um recente
estudo foram avaliados os niveis de pCREB basais e estimulados com
um ativador forscolina em linfécitos de pacientes bipolares responsivos
a Li e seus parentes. Neste trabalho, os pesquisadores mostraram que 0s
niveis basais de CREB ndo foram alterados pelo tratamento com Li, mas
a estimulacdo, com forskolin, das células sanguineas levou a um
aumento de 24% dos niveis de pCREB nos individuos saudaveis, mas
ndo nos pacientes bipolares e nos seus parentes. Este estudo sugere que
a sinalizacdo anormal de CREB pode ser observada até mesmo em
pacientes tratados e responsivos a Li (Alda et al., 2013). Juntos esses
estudos mostram que a alteracdo da via de sinalizagcdo TrkB/CREB, a
qual esta relacionada aos circuitos de plasticidade sinaptica e neuronal,
pode estar envolvida com a fisiopatologia do TB.

Com o intuito de continuar validando o modelo, foram avaliados
os efeitos dos estabilizadores do humor, Li e VPA, e do antidepressivo
IMI sobre os comportamentos e alteracfes fisiol6gicas induzidas por
ouabaina. Essa fase do trabalho teve como objetivo avaliar a validade
preditiva do modelo.

Estudos pré-clinicos, do nosso e de outros grupos de pesquisa,
mostram que quando a ouabaina é administrada i.c.v em ratos induz
hiperatividade motora (EI-Mallakh e Wyatt, 1995; Decker et al., 2000),
que pode persistir por mais de uma semana apés uma Unica injecdo
(Ruktanonchai et al., 1998; Jornada et al., 2010; Riegel et al., 2010). No
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presente estudo conseguimos reproduzir dados de estudos prévios do
nosso laboratério, em que Li e VPA reverteram comportamento
hiperativo induzido por ouabaina no teste do campo aberto, sugerindo
que este modelo contempla a validade de face e validade preditiva como
um modelo animal de mania (Jornada et al, 2010).

O presente estudo mostrou também que o tratamento com o
antidepressivo IMI ou o tratamento adjunto de Li ou VPA com IMI
reverteram 0 comportamento tipo-depressivo, aumento da imobilidade
no teste do nado forgado e a diminuigdo do consumo de sacarose,
induzidos por ouabaina. O tratamento com Li ou VVPA per se reverteram
parcialmente a imobilidade no teste do nado for¢ado, mas, reverteram
completamente a diminui¢do do consumo de sacarose induzidos por
ouabaina. Além disso, foi demonstrado que o tratamento com Li, VPA e
Li ou VPA combinado com IMI reverteram o aumento dos niveis de
ACTH e do peso da adrenal induzidos por ouabaina. O tratamento com
IMI reverteu somente o aumento de ACTH. A partir desses dados
podemos sugerir que a administracdo de ouabaina i.c.v em ratos é um
bom modelo animal de TB, pois contempla todas as caracteristicas para
um modelo animal de transtorno psiquiatrico: validade de constructo,
validade de face e, finalmente, validade preditiva.

Como descrito anteriormente, os modelos animais de depressédo
estdo associados com a diminuicdo da atividade da Na'K*ATPase,
enquanto o tratamento com antidepressivos previnem e revertem
comportamentos tipo-depressivo e sdo capazes de aumentar a atividade
da Na'K*ATPase (Gamaro et al., 2003; de Vasconcellos et al., 2005;
Willner, 2005; Gamaro et al., 2008; Crema et al., 2010). Ratos expostos
ao estresse cronico variado, além de apresentarem um aumento da
imobilidade no teste do nado forgado, também apresentam uma
diminuicdo da atividade daNa"K*ATPaseno hipocampo e na amigdala.
A administragdo de fluoxetina e Li nesses animais previnem tanto o
aumento da imobilidade no teste do nado for¢ado quanto a diminuicéo
da atividade da Na'K*ATPase (de Vasconcellos et al. 2005; Gamaro et
al. 2003; 2008). Um estudo in vitro demonstrou também que IMI
aumenta a atividade da Na*K*ATPase no hipotalamo e no mesencéfalo
de ratos (Viola et al., 2007). Portanto, podemos sugerir que os efeitos
terapéuticos, tanto dos estabilizadores do humor quanto do
antidepressivo IMI, observados no presente estudo, pode estar associado
a0 aumentando da atividade da Na"K*ATPase, a qual foi inibida pela
ouabaina. Além disso, tanto os estabilizadores do humor quanto os
antidepressivos também sdo conhecidos por sua capacidade de
neuroprotecdo (Huang e Reichardt, 2001), o que pode estar participando
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dos efeitos antimaniacos e antidepressivos desses farmacos,
respectivamente.

Neste estudo foi demonstrado que tanto os comportamentos tipo-
maniacos quanto 0s comportamentos tipo-depressivos foram
acompanhados por um aumento no dano oxidativo a lipidios e a
proteinas no cortex frontal e hipocampo de ratos. Os resultados
mostram um aumento de LPH, MDA, HNE e 8-I1SO no cortex frontal e
no hipocampo dos animais submetidos a administracdo de ouabaina, 7 e
14 dias apdés a administracdo deste composto. Além disso, foi
encontrado um aumento da nitracdo e oxidacdo de proteinas em ambas
as estruturas cerebrais avaliadas apds a administracdo de ouabaina nos
animais. O tratamento com Li reverteu completamente o dano oxidativo
a lipideos e a proteinas induzidos pela ouabaina.

O processo de peroxidagao lipidica € iniciado pela reacdo de um
radical livre com um &cido graxo insaturado, resultando na formagéo de
hidroperdxidos lipidicose aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-
hidroxinonenal e isoprostanos, que podem ser detectados em amostras
bioldgicas e utilizados para avaliar o estresse oxidativo. O MDA é um
dialdeido formado como um produto secundario durante a oxidacdo de
acidos graxos poli-insaturados por cisdo beta dos &cidos graxos
poliinsaturados peroxidados, principalmente o &cido araquidénico. O
HNE, um aldeido insaturado, é o produto quantitativamente mais
importante da degradacao peroxidativa de &cidos graxos omega-6. Além
disso, 0 HNE apresenta alta citotoxidade, principalmente devido a sua
propriedade de formar bases de Schiff pela reagdo com aminoacidos,
sobretudo com os residuos de lisina e histidina, presentes nas proteinas e
de eteno adutos com bases do DNA. A determinacgéo dos isoprostanos é
um dos mais recentes e promissores métodos na mensuragcdo da
lipoperoxidacdo (Lawsonet al., 1999). Os isoprostanos sdo produtos
derivados da oxidacdo de 4&cidos graxos poliinsaturados por via
ndoenzimatica. Os isoprostanos mais comumente determinados sdo da
familia F2-isoprostanos, como o 8-1SO, derivados da oxidacao do acido
araquidénico (Moore, Roberts, 1998).

Prévios estudos de nosso laboratério de pesquisa demonstraram
que a administracdo de ouabaina em ratos aumenta a formacdo de
grupamentos carbonila e de MDA no cértex frontal e hipocampo de
ratos, 7 dias apds a administracdo dessa substancia (Riegel et al., 2010;
Jornada et al., 2011). Jornada e colegas (2011) demonstraram que o
dano oxidativo a proteina e a lipideos induzidos por ouabaina foram
prevenidos e revertidos pelo tratamento com estabilizadores do humor,
Li e VPA. Estudos postmortem tem demonstrado que pacientes
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bipolares apresentam niveis elevados de grupamentos carbonila, 3-
nitrotirosina, HNE e 8-1SO no cdrtex pré-frontal (Wang et al., 2009;
Andreazza et al., 2010; 2013). Além disso, foi demonstrado uma
significativa diminuicdo da atividade da Na+K+ATPase associada a um
aumento da peroxidacdo lipidica no soro de pacientes bipolares. Nesse
mesmo estudo, 0s pesquisadores demonstraram que ao mesmo tempo
em que o0 tratamento com Li aumentou a atividade da Na'K*ATPase,
diminuiu também a peroxidacdo lipidica no soro desses pacientes
(Banerjee et al., 2012). Juntos esses estudos sugerem que a diminuicdo
da Na'K'ATPase pode ser um fator chave para o dano oxidativo
observado no TB e que um dos mecanismos terapéuticos do Li contra o
estresse oxidativo pode estar ligado ao aumento da atividade dessa
enzima. Os resultados demonstrados nesse trabalho mostram que 0s
animais administrados com ouabaina também apresentaram dano
oxidativo indicando mais uma vez que o presente modelo mimetiza
alteracdes fisiopatoldgicas observadas nos pacientes com TB.

No presente estudo foram encontradas alteragfes na atividade das
enzimas antioxidantes, em ambos 0s protocolos experimentais, 7 e 14
dias apds a administracdo de ouabaina. Foi observado um aumento da
atividade da SOD e uma diminui¢do da atividade da CAT no cortex
frontal e hipocampo dos ratos. No cortex frontal, o tratamento com Li
reverteu parcialmente o aumento da SOD induzida por ouabaina e
reverteu completamente a diminuicdo da CAT induzida por ouabaina, 7
dias apds a administracdo i.c.v. Neste mesmo protocolo experimental, o
tratamento com Li reverteu completamente o aumento da SOD induzida
por ouabaina e reverteu parcialmente a diminui¢do da CAT induzida por
este composto, no hipocampo. Nos animais que foram avaliados 14 dias
apés a administracdo i.c.v, Li foi capaz de reverter completamente essas
alteracdes enzimaticas induzidas pela ouabaina. Essas diferencas talvez
possam ser explicadas pelo tratamento mais prolongado com Li nos
animais que foram avaliados 14 dias ap6s a administracao i.c.v.

O presente estudo conseguiu reproduzir dados de estudos prévios,
em que o tratamento com Li foi capaz de reverter comportamento do
tipo maniaco e proteger o cérebro de ratos contra alterac8es na atividade
da SOD e da CAT induzidos por ouabaina (Jornada et al., 2011). A
enzima antioxidante SOD também foi encontrada aumentada no sangue
de pacientes bipolares, durante episddios de mania e de depressao (Kunz
et al., 2008). Adicionalmente, Machado-Vieira e colegas (2007)
demonstraram que os niveis de MDA e a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT estavam aumentadas em pacientes bipolares
ndo medicados durante episddios maniacos, quando comparados com 0s
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controles saudaveis. Nesse mesmo estudo foi demonstrado que o
tratamento agudo com Li reduziu significativamente os niveis de MDA
e da atividade das enzimas antioxidante no sangue dos pacientes
bipolares.

O presente estudo mostrou também que a administracdo de
ouabaina aumentou a atividade das enzimas antioxidantes GPx e GR no
cortex frontal e hipocampo de ratos, nos periodos em que 0s animais
apresentaram comportamento tipo-maniaco e tipo-depressivos. O
tratamento com Li foi capaz de reverter essas alteragfes enzimaticas
induzidas por ouabaina em ambos os protocolos experimentais.

Corroborando com 0 nosso estudo, Andreazza e colegas (2009)
evidenciaram um aumento de GST e de GSR, no sangue de pacientes
bipolares em estagios iniciais do transtorno. Adicionalmente o
tratamento com N-acetil cisteina, um precursor de glutationa, em
pacientes com TB, melhorou os sintomas maniacos e hipomaniacos
desses pacientes (Magalhaes et al., 2013). Além disso, modelos animais,
tanto de mania quanto de depressdo, tem demonstrado niveis alterados
da GPx e da GR no cérebro. Corroborando com 0s nossos resultados,
um recente estudo, usando um modelo animal de depressdo induzido por
estresse de contencdo, encontrou niveis aumentados da atividade das
enzimas GPx e GR no cértex cerebral e hipocampo de roedores (Budni
et al., 2013). Isso indica que modelos animais de depressdo induzem
alteracGes das enzimas antioxidantes como visto no nosso estudo, porem
em um modelo que mimetiza ndo somente sintomas tipo-depressivo,
mas também tipo mania. Igualmente corroborando com os nossos dados
Brocardo e colegas (2010) mostraram alteracbes das enzimas
antioxidantes, GPx e GR, no cortex frontal e hipocampo de ratos logo
apés a administragdo i.c.v de ouabaina, porem esse estudo mostra
diminuicdo da atividade dessas enzimas e nés encontramos aumento da
atividade destas enzimas antioxidantes. Essa discrepancia pode ser
explicada, pelo menos em partes, pelo fato de que os desenhos
experimentais foram diferentes. No estudo prévio, os niveis da GPx e da
GR no cérebro dos animais foram avaliadas logo apds a administracdo
i.c.v de ouabaina em ratos, representando estagios iniciais da mania
bipolar, enquanto que no presente estudo os niveis das enzimas
antioxidantes foram avaliados 7 ou 14 dias ap6s a administracdo de
ouabaina, representando estagios mais tardios do transtorno. Neste
mesmo estudo, de Brocardo e colaboradores (2010), foi demonstrado
que Li foi capaz de prevenir os efeitos deletérios da ouabaina sobre as
atividades das enzimas antioxidantes, tanto no cortex cerebral quanto no
hipocampo dos ratos. Além disso, em um modelo animal de mania
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induzido por anfetamina, o tratamento com Li também foi capaz de
modular as enzimas GPx e GR, protegendo o cérebro de ratos contra o
dano oxidativo a proteinas e lipideos induzidos pela anfetamina
(Macédo et al., 2013). Junto com os nossos resultados, esses estudos
sugerem que alteracOes da atividade da GPx e da GR pode ser um fator
importante envolvido na fisiopatologia dos transtornos de humor e que
um dos efeitos terapéuticos de Li pode ser modular a atividade das
enzimas antioxidantes, protegendo, assim, o cérebro contra danos
oxidativo.

De acordo com os dados apresentados neste trabalho, 0 modelo
de ouabaina para o TB parece se o0 Gnico modelo animal disponivel que
cumpre os trés critérios para um modelo animal adequado do TB. Pois,
resumidamente, no presente estudo foi encontrado: 1) comportamento
tipo-maniaco, 7 dias ap6s a administracdo de ouabaina, e
comportamento tipo-depressivo 14 dias ap6s a administracdo desse
composto; 2) alteragfes fisiologicas caracteristicas da depressdo nos
ratos, como aumento dos niveis de ACTH no sangue e aumento do peso
da glandula adrenal, 14 dias apds a administracdo de ouabaina, periodo
no qual os animais apresentavam comportamento tipo-depressivo; 3)
déficit cognitivo, o qual faz parte da sintomatologia do TB, 14 dias apds
a administracdo de ouabaina; 4) alteracbes na via de BDNF — como
diminuigdo dos niveis de pro-BDNF, de BDNF, de TrkB e de pCREB -
que sdo alteragcBes neuroquimicas caracteristicas do TB; 5) a
administragdo de estabilizadores do humor, Li ou VPA, reverteram 0s
sintomas tipo-maniaco e a administracdo de Li, VPA, do antidepressivo
IMI ou o tratamento adjunto de estabilizadores do humor, Li ou VPA
com IMI reverteram os comportamentos tipo-depressivos nos animais;
6) a administracdo de ouabaina, em ambos 0s protocolos experimentais,
induziu dano oxidativo a lipideos e a proteinas e alterou a atividade das
enzimas antioxidante nos ratos. Enquanto que o tratamento com Li foi
capaz de modular a atividade das enzimas antioxidantes e proteger o
cérebro dos ratos contra o dano oxidativo induzido pela ouabaina.

Portanto, podemos sugerir que o modelo animal de TB proposto
no presente estudo pode ser considerado um bom modelo animal de TB,
pois possui validade de constructo, validade de face e validade preditiva.
Esse modelo pode ser usado para o estudo da neurcbiologia do TB e
para screening de novos farmacos, que sejam eficazes tanto para a
mania quanto para a depressdo bipolar. Além de consolidar o modelo
animal de TB induzido por ouabaina, nossos resultados também
sugerem que a diminuicdo da atividade da Na'K'ATPase, vista em
pacientes bipolares, pode estar diretamente ligada ao aumento de
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glicocorticoides, a diminui¢do da ativacdo da via de sinalizacdo BDNF e
ao dano oxidativo, que levam a atrofia e diminuicio da sobrevivéncia
neuronal e, consequentemente, as alteracfes de humor e prejuizo
cognitivo, caracteristicos desses pacientes. Enquanto que 0s
estabilizadores do humor e antidepressivos agem contra essas alteragdes
deletérias, promovendo crescimento e sobrevivéncia neuronal,
melhorando, assim, os sintomas do transtorno (Figura 33).

EPISODIOS DEPRESSIVOS ESTABILIZADORES DO HUMOR

£ MANIACOS £ ANTIDEPRESSIVOS
- -w
““':r'nc::'," u‘;"’“”‘ MIMENTAM A ATIVIDADE
Yl DA Na'K*-ATPase
w
-w
DIMINUEM A ATIVACAO
DA VIA DE BONF AUMENTAM 05 NIVESS DE BDNF
-w -w
INDUZEM O PROTEGEM CONTRA O
NEURONIO NORMAL ESTRESSE QXIDATIVO ESTRESSE OXIDATIVO
-w -» w

SOBREVIVENCIA ATROFIA E DIMINUICAQ DE AUMENTANDO A SOBREVIVENCIA
CRESOMENTO NORMALS SOBREVIVENCIA NEURONAL E O (RESCIMENTO NEURONAL
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Figura 33. Consequéncias da diminuicdo da atividade da Na*K*ATPase sobre a plasticidade e
crescimento neuronal. A diminuigdo da atividade da Na'K'ATPase, vista em pacientes
bipolares, pode estar diretamente ligada ao aumento de glicocorticoides, a diminuicdo da
ativagdo da via de BDNF e ao dano oxidativo, que levam a atrofia e diminuicdo da
sobrevivéncia neuronal e, consequentemente, as alteragbes de humor e prejuizo cognitivo,
caracteristicos desses pacientes. Enquanto que os estabilizadores do humor e antidepressivos
agem contra essas alteracOes deletérias, promovendo crescimento e sobrevivéncia neuronal,
melhorando, assim, os sintomas do transtorno.
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