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Resumo

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno psiquiatrico grave associado
com comprometimento social e funcional. Alguns estudos sugerem o
envolvimento do estresse oxidativo e de processos inflamatérios na
fisiopatologia do TB. A privagdo do sono paradoxal (PSP) em
camundongos tem sido considerada um bom modelo animal de mania
porque induz comportamentos do tipo maniaco, bem como produz
alteracBes neuroguimicas observadas em pacientes bipolares. O objetivo
do presente estudo foi investigar os efeitos da administracdo de Li sobre
0 comportamento, pardmetros de estresse oxidativo e do eixo
hipotdlamo-hipése-adrenal (HHA) e niveis de citocinas na periferia e
cérebro de camundongos submetidos a um modelo animal de mania
induzida pela PSP. Os resultados mostraram que a PSP induziu
hiperatividade em camundongos, o que € considerado um
comportamento do tipo maniaco. A PSP aumentou a peroxidacéo
lipidica e o dano oxidativo ao DNA, além de causar alteracBes nas
enzimas antioxidantes no coértex frontal, hipocampo e soro dos
camundongos. Além disso, a PSP aumentou 0s niveis das citocinas:
interleucina (IL)-1pB, IL-4, IL-10 e TNF-a no cérebro dos camundongos.
A PSP aumentou, também, os niveis de hormonio adrenocorticotréfico
(ACTH) e de corticosterona no sangue dos animais. O tratamento com
Li preveniu o comportamento maniaco, os danos oxidativos, as
alteracbes nas citocinas e as alteragbes nos niveis de ACTH e
corticosterona induzidas pela PSP. O aprimoramento de nosso
entendimento sobre os danos oxidativos em biomoléculas, mecanismos
antioxidantes e alteragcbes do sistema inflamatério apresentadas nos
modelos animais de mania sdo importantes para ajudar a melhorar nosso
conhecimento sobre a fisiopatologia do TB e sobre os mecanismos de
acao dos estabilizadores do humor.

Palavras chave: Transtorno bipolar; modelo animal de mania; litio;
niveis de citocinas, estresse oxidativo.






Abstract

Bipolar disorder (BD) is a severe psychiatric disorder associated with
social and functional impairment. Some studies have strongly suggested
the involvement of oxidative stress and inflammatory process in the
pathophysiology of BD. Paradoxal sleep deprivation (PSD) in mice has
been considered a good animal model of mania because it induces
similar manic-like behavior, as well as producing the neurochemical
alterations which have been observed in bipolar patients. The goal of the
present study was to investigate the effects of Li administration on
behavior, oxidative stress parameters and cytokines levels in the
periphery and brains of mice subjected to an animal model of mania
induced by PSD. In this context, it was evaluated the parameters of
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. The results showed that
PSD induced hyperactivity in mice, which is considered a manic-like
behavior. PSD increased lipid peroxidation and oxidative damage to
DNA, as well as causing alterations to antioxidant enzymes in the
frontal cortex, hippocampus and serum of mice. In addition, PSD
increased the cytokine levels in brain of mouse and increased the levels
of corticosterone and adrenocorticotropic hormone (ACTH). The Li
treatment prevented the manic-like behavior, oxidative damage,
corticosterone and ACTH increased and cytokine alterations induced by
PSD. Improving our understanding relating to oxidative damage in
biomolecules, antioxidant mechanisms and inflammatory system
alterations presented in the animal models of mania are important in
helping to improve our knowledge concerning the BD pathophysiology
and action mechanisms of mood stabilizers.

Keywords: bipolar disorder; animal model of mania; lithium; cytokine
levels, oxidative stress.
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Abreviaturas

10, - Oxigénio singlete

4-HNE - 4-hidroxinonenal

8-1SO - 8-isoprostano

AChE — Acetilcolinesterase

ACTH - Adrenocorticotropic hormone

ATP — Adenosine triphosphate

Ca?*ATPase — Célcio de adenosina trifosfatase

CAT - Catalase

CEUA — Comisséo de Etica em Pesquisa para 0 Uso de Animais
CLOCK - Circadian Locomoter Output Cycles Kaput
CRF - corticotropin-releasing factor

DNA — Deoxyribonucleic Acid

DSM - Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
ERK- extracellular signal-regulated kinases

ERN - Espécies reativas de nitrogénio

ERO - Espécies reativas de oxigénio

FDA - Food and Drug Administration

GPx - Glutathione peroxidase

GR - Glutathione redutase

GSH - Reduced glutathione

GST - Glutationa S-transferase

H202- Perdxido de hidrogénio

HHA - Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal

IL-1 - Interleucina-1

IL-10 - Interleucina-10






IL-2 - Interleucina-2

IL-4 - Interleucina-4

IL-6 - Interleucina-6

IL-1B - Interleucina-1p

INF-y - Interferon-y

Li — Litio

LPH — lipid hydroperoxides

MDA - Malondialdehyde

NADP* - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

NADPH - Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-Oxidase
Na*K*ATPase - Sédio-potassio de adenosina trifosfatase

0,-™- Anion superdxido

OH-- Radical hidroxila

PSP — Privacéo do Sono Paradoxal

REM — Rapid Eye Movement

SBNeC - Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
SOD - Superdéxido dismutase

TB - Transtorno Bipolar

TNF-a.— Tumor Necrosis Factor -Alpha

VDAC - Voltage-Dependent Anion Channel
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) é um complexo e severo
transtorno de humor com alteragdes progressivas nas fungdes social e
cognitiva (Kendall et al., 2016; Miller, 2016). Apesar de, este transtorno
seja caracterizado por episddios distintos de mania, hipomania e
depressdo, o marco clinico para o0 TB é o episddio maniaco e ou
hipomaniaco. A caracteristica essencial de um episddio maniaco e ou
hipomaniaco é um periodo distinto de humor anormal e
persistentemente elevado, expansivo ou irritdvel onde o individuo se
apresenta com aumento persistente da atividade e energia. Episodios
depressivos sdo caracterizados por humor deprimido, diminui¢do do
interesse ou prazer, sentimento de culpa e inutilidade e pensamentos de
morte (American Psychiatric Association, 2013).

O TB ¢ classificado basicamente em dois tipos, transtorno
bipolar tipo I e tipo I1l. Ambos apresentam oscilacdo de humor, porém ha
diferenca entre os dois tipos. No tipo |, o paciente apresenta,
necessariamente, um episoddio maniaco (Rise et al., 2016). No tipo Il o
paciente deve ter apresentado, pelo menos, um episodio hipomaniaco. O
manual diagnostico e estatisticos de transtornos mentais (DSM) difere
episédios maniacos e hipomaniacos em intensidade, duracdo e
guantidade de sintomas. Sendo assim, um episdédio maniaco deve,
necessariamente, estar presente num periodo superior a sete dias, ou
menos dias, se necessitar de internacdo. Quanto & intensidade dos
sintomas, deve se apresentar moderada a grave e preencher mais
sintomas para os critérios diagnosticos. O episddio hipomaniaco, por sua
vez, deve estar presente em no minimo quatro dias seguidos, com
intensidade leve e preenchendo pelo menos trés dos sintomas para 0s
critérios diagnosticos (Montes et al., 2013; American Psychiatric
Association, 2013).

Deve ser destacado o grande sofrimento tanto do paciente
como também da familia que acompanha esse transtorno, além disso, a
taxa de suicidio apresentada por pacientes ndo tratados € alta, isso faz a
taxa de mortalidade no transtorno ser elevada (Rosenblat et al., 2016).
Dentre os transtornos psiquiatricos, o TB esta associado ao maior risco
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de mortalidade prematura, como resultado de complica¢Ges associadas a
co-morbidades clinicas, sendo o suicidio o maior responsavel por essa
condicdo (Goodwin e Jamison, 2003; Rosenblat et al., 2016). Estima-se
gue 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 populacdo geral.
Cerca de 40% dos pacientes fardo uma tentativa de suicidio ao longo da
vida e cerca de ¥ morrerdo por suicidio (Goodwin e Jamison, 2003).

O TB esta entre as condi¢cdes médicas mais incapacitantes
e tem sido visto como um problema de satde publica em todo o mundo
(HYMAN et al., 2006). Um importante estudo da Organiza¢do Mundial
de Satde sobre o “Impacto Global das Doengas” faz uma previsdo para
0 ano de 2020 colocando o TB como a sexta causa médica de
incapacidade (LOPEZ e MURRAY, 1998). O TB apresenta taxas de
prevaléncia ao longo da vida variando entre 1% (TB do tipo I) 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). O transtorno
bipolar (TB) é um dos mais severos transtornos e que afeta a vida de
milhdes de pessoas em todo o mundo. E o terceiro transtorno
psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida do paciente,
ficando atras da depressdo e transtorno obsessivo compulsivo
(SUBRAMANIAM et al, 2012).

A terapia farmacoldgica é indispensavel no tratamento dos
pacientes com TB, tem funcéo decisiva e inquestionavel sendo realizada
tanto aguda quanto profilaticamente, principalmente, com
estabilizadores do humor. O litio (Li) é o Unico estabilizador do humor
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (Geddes e
Miklowitz, 2013). Estudos prévios tém demostrado que Li é efetivo em
episodios maniacos e reduz significativamente as recaidas de novos
episodios maniacos e depressivos (Geddes et al., 2004; Miller, 2016).
Todavia, muitos pacientes tém recorréncia de episédios do humor
durante a vida, mesmo em uso da medicacdo adequada. Um estudo
monstrou 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, reduzindo o intervalo entre estes e piorando o
funcionamento psicossocial (Kapczinski et al., 2008).

Por fim, outro ponto com grande relevancia é a
significativa disfuncdo do ritmo circadiano que os pacientes com TB
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apresentam (Bellivier et al., 2015). Estudos demonstram que individuos
com TB apresentaram um ritmo anormal do reldgio bioldgico, o que
afeta principalmente a homeostase do sono e ritmos circadianos
(Hirschfeld et al., 2010; Gonzalez, 2014). Ha estudos mostrando um
padrdo diferente do ritmo circadiano em pessoas que desenvolveram o
TB tardiamente, mesmo antes do inicio do transtorno. Em casos de
pacientes ja com TB essas alteracdes do ritmo circadiano sdo observadas
em episddios agudos durante e entre os episddios (Bellivier et al., 2015).
Apesar de sua importancia, pouco se sabe sobre os fundamentos
neurobioldgicos especificos do TB. No entanto, uma quantidade
consideravel de estudos tém relatado o envolvimento de
glicocorticoides, estresse oxidativo e citocinas inflamatérias na
fisiopatologia do TB (Brown et al., 2013; Soeiro-de-Souza et al., 2013;
Kim et al., 2014; Girshkin et al., 2014, Luo et al., 2016, van den Ameele
et al., 2016).

1.2 FARMACOTERAPIA NO TRANSTORNO BIPOLAR

O tratamento farmacoldégico no TB esta direcionado
fundamentalmente a fase em que o paciente esta em franco episddio -
maniaco ou depressivo - para a recuperagao sintomatica para um estado
de eutimia (Miller, 2016). Os tratamentos entre 0s episddios sdo
conhecidos por tratamento de manutencdo ou profilaxia e sdo
fundamentais no TB para a prevencdo de novos episédios, tanto de
mania quanto de depressdo, e ou para manter a continuidade da
remissdo. O tratamento de ambas as fases do TB é complexo, pois
alguns antidepressivos podem desencadear um episddio maniaco ou
hipomaniaco no paciente - fenébmeno conhecido como virada maniaca.
Por sua vez, os tratamentos com antimaniacos, em alguns casos, podem
levar a um quadro depressivo (Geddes e Miklowitz, 2013).

Como ja referido, o Unico farmaco aprovado
especificamente para o tratamento do TB €é o Li, o qual é considerado o
Unico estabilizador do humor. Porém, outros farmacos sdo utilizados
para 0 tratamento deste transtorno. Entre esses estdo 0s
anticonvulsivantes [carbamazepina, oxcarbazepina,valproato de sédio],
alguns antipsicoticos tipicos  (haloperidol, clorpromazina) e
antipsicéticos atipicos (aripiprazol, clozapina, olanzapina, quetiapina,
risperidona,ziprasidona, asenapina). Estes farmacos juntamente com o
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Li podem ser combinados para o tratamento agudo, de continuacdo e
manutencdo do TB (Tohen e Vieta, 2009; Bowden 2009; Haddad et al.,
2009; Miller, 2016).

Ainda que tenha sido de grande valia 0 progresso
alcancado no tratamento do TB com Li, anticonvulsivantes,
antipsicoticos atipicos e antidepressivos, muitos pacientes ndo toleram
ou respondem adequadamente a esses farmacos (Keck, 2003; 2004).
Além disso, hd mais de 60 anos, desde a identificacdo dos efeitos
antimaniacos de Li, ndo foram desenvolvidos outros farmacos
especificos para o tratamento do TB, que tenha uma acdo precisa em
ambos os polos do humor, exigindo novas abordagens terapéuticas
(Malhi et al., 2013; Girardi et al., 2016). Uma das barreiras para o
desenvolvimento de novos farmacos para o TB esta associada a falta de
conhecimento sobre a precisa fisiopatologia desse transtorno. Uma
ferramenta importante para o estudo da neurobiologia do TB e para
testes de novos farmacos sdo os modelos animais de transtornos
psiquiatricos (Valvassori et al., 2013).

Entretanto, a complexidade envolvida no desenvolvimento
de um modelo animal adequado para 0 TB tem sido um importante
desafio para os pesquisadores da area (Manji e Chen, 2002; Einat et al.,
2003). A maioria dos modelos animais envolvem a administracdo de
pscoestimulantes, afim de induzir a hiperatividade e mimetizar o
comportamento do tipo maniaco, uma vez que, a fase maniaca é o marco
clinico do TB (Valvassori et al., 2013). E comum em pacientes, o
desencadear de um episddio maniaco ser em fungéo do uso de drogas ou
farmacos, no entanto ndo é uma regra. Desenvolver um modelo animal,
cujo o indutor seja exclusivamente ambiental € um desafio que deve ser
assumido com afinco, pois esse modelo pode revelar grandes
descobertas acerca desse transtorno.

1.3 O ESTRESSE OXIDATIVO NO TRANSTORNO BIPOLAR

Evidéncias, tanto clinicas quanto pré-clinicas, tém
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; Ozerdem et al., 2016). A disfungdo mitocondrial,
com consequente prejuizo no metabolismo energético celular, tem sido
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descrita como principal desencadeadora desse sistema (Kato, 2007,
2016). Um estado energético celular atipico pode levar a perda da
funcdo e da plasticidade neuronal e, consequentemente, a alteracGes
cognitivas e comportamentais caracteristicas do TB (Steckert et al.,
2010).

As mitocdndrias sdo organelas intracelulares que possuem
uma fundamental funcdo na producdo de adenosina trifosfato (ATP),
através da fosforilagdo oxidativa. Os neurbnios, assim como 0s
musculos, apresentam superficie excitavel, a qual permite a entrada de
fons do meio extracelular por uma grande variedade de canais. O
neurdnio ao requerer grande quantidade de energia para manter o
equilibrio intracelular de ions contra o gradiente de concentra¢do, como
o0s processos via Na*K*-ATPase e Ca**ATPase situadas na membrana.
Os processos envolvendo a Na*K*-ATPase e a Ca?*ATPase sdo0 0s que
gastam mais energia em células excitaveis (Nicholls e Budd, 2000).

Em situacdes em que a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) excede a capacidade de defesa antioxidante, uma
condicdo chamada de estresse oxidativo torna as biomoléculas
vulnerdveis a danos, podendo levar a apoptose (Cochrane, 1991;
Sigitova et al., 2016). Entre as EROs encontram-se: 0 oxigénio singlet
(*O2), o anion superdxido (O~), o peroxido de hidrogénio (H20;) e 0
radical hidroxila (OH?) (Yu, 1994; Halliwell e Gutteridge, 1990;
Sigitova et al., 2016).

Algumas das EROs sdo radicais livres, enquanto outras sao
agentes oxidantes ndo radicalares, como por exemplo o H2O,. Dentre as
EROs, 0 Oy e OH" sdo classificados como radicais livres de oxigénio
porque apresentam um elétron desemparelhado em sua estrutura
atdbmica. Os radicais livres, por possuirem um ou mais elétrons
desemparelhados, sdo as espécies mais reativas (Halliwell e Gutteridge,
1989; McMurray et al., 2016). O radical OH" é a ERO mais potente e,
consequentemente, € 0 que causa maior dano nos sistemas hiologicos,
devido ao seu tempo de vida extremamente curto (1x10-9s) e de sua alta
reatividade com uma grande variedade de moléculas orgénicas (Yu,
1994; McMurray et al., 2016). Além de ser produzido durante a
fosforilacdo oxidativa, o radical OH" pode, ainda, ser formado por duas
diferentes vias alternativas em organismos vivos: pela reagdo de Fenton
e pela reacdo de Haber-Weiss (Haber e Weiss, 1934; Halliwell e
Gutteridge, 1990; Galano et al., 2015).
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Como protecdo contra os efeitos deletérios das EROs, a
célula possui algumas defesas antioxidantes capazes de atuar sobre essas
substancias tdxicas. Este sistema de protecdo antioxidante pode ser
enzimatico ou ndo e ambos trabalham em conjunto para minimizar os
efeitos das EROs nos tecidos. O sistema antioxidante enzimatico inclui a
superdxido 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 Oz a H20, 0 qual é
subsequentemente reduzido a H.O pela CAT. A GPx também converte
H,0, a HO, oxidando a glutationa reduzida (GSH) ao seu
correspondente dissulfeto (GSSG). A GSH € regenerada pela GSR por
intermédio da oxidacdo de NADPH (Imai e Nakagawa, 2003;
McMurray et al., 2016; Sigitova et al., 2016).

As EROs sdo citotoxicas e podem também ser originadas
por meio de reagdes enzimaticas, de rea¢des de auto oxidacao ou, ainda,
pelo grupo heme de algumas proteinas. Cerca de 1-2% do oxigénio
consumido durante a fosforilacdo oxidativa & convertido em O3,
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 condicBes metabolicas ou de estresse
especificos, uma quantidade ainda maior de elétrons podem ser
liberados da cadeia respiratdria, aumentando ainda mais a geracdo de
O, mitocondrial. Esta liberacdo acidental de elétrons ocorre nos
complexos I, 1l ou Ill, embora os complexo | e Il sejam 0s maiores
sitios de producdo de O, dentro da mitocondria (Orrenius et al., 2007;
Koopman et al., 2010).

O Oy” pode atravessar a membrana mitocondrial externa
através de um canal idnico dependente de voltagem (VDAC). A
molécula de O~ pode também ser convertido a H2O, na matriz
mitocondrial pela SOD2 ou no espago intermembrana pela SOD1 (Han
et al., 2003). Os H,O, podem atravessar livremente as membranas
mitocondriais ou pode sofrer a acdo da enzima antioxidante GPx, sendo
transformado em H,O e O,. No citosol, O, é também convertido a
H>0, pela SOD1, que por sua vez sera transformado em H.O e O, pela
acdo da enzima CAT.

Marcadores de estresse oxidativo tém sido amplamente
utilizados para o estudo do papel desse sistema nos transtornos
psiquiatricos, como por exemplo: quantificacdo de hidroperdxidos de
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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 lipoperoxidacao,
destacam-se gases de hidrocarbonetos e os aldeidos, como 0 MDA e o
4-HNE (Halliwell e Gutteridge, 2007). Dentre os isoprostanos, o 8-1SO
€ um composto do tipo prostaglandina, da familia F2-isoprostanos, e
também é produzido pela peroxidacdo lipidica, derivado principalmente
a partir da oxidacéo do acido araquiddnico (Moore e Roberts, 1998).

Diversos estudos clinicos encontraram niveis elevados de
MDA e de grupamentos carbonila no sangue de pacientes com TB,
guando comparado com controles saudaveis (Andreazza et al., 2009;
Kapczinski et al., 2011; Pedrini et al., 2012). Estudos post mortem tem
demonstrado que no cértex 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 episddios de mania e de depressao (Kunz
et al., 2008).

1.4 GLICOCORTICOIDE E EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-
ADRENAL

O eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal (HHA) é o modulador
central dos sistemas de resposta ao estresse neuroendécrino de
mamiferos, e, como tal, tem sido um importante foco de estudo nos
transtornos psiquiatricos (Meewisse et al., 2007; de Quervain, 2008;
Volko et al., 2016; Rubin de Celis et al., 2016). E bem descrito na
literatura que a exposi¢cdo ao estresse leva a ativagdo do eixo HHA em
mamiferos. Em resposta ao estresse, diversos neurotransmissores,
incluindo norepinefrina, acetilcolina e gama-aminobutirico acid
(GABA), regulam a secre¢do do fator de liberacdo da corticotrofina
(CRF), o qual é liberado a partir de células do hipotalamo. CRF controla
a liberacdo do hormbdnio adrenocorticotréfico (ACTH), produzido na
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pituitaria e liberado na corrente sanguinea. O ACTH, por sua vez, age
sobre a glandula adrenal para aumentar a secre¢do de cortisol e outros
glicocorticoides, os quais possuem um papel fundamental na resisténcia
ao estresse. O cortisol também pode agir inibindo a secrecdo do CRF,
resultando em feedback negativo da secrecdo do ACTH (Cowen, 2002;
Rubin de Celis et al., 2016).

Vérias estruturas cerebrais modulam a atividade do eixo
HHA. O hipocampo e o cdrtex pré-frontal inibem, enquanto que a
amigdala estimula a liberagdo de CRF pelo hipotadlamo. Os
glicocorticoides, os quais exercem o controle de feedback negativo do
eixo HHA, regulam o hipocampo e 0s neur6nios hipotalamicos. A
exposicdo excessiva aos glicocorticoides possui efeitos adversos sobre
0s neurbnios do hipocampo, incluindo a reducdo na ramificacdo
dendritica, perda dos espinhos dendriticos e comprometimento da
neurogénese (Brown, 2009; Wang et al., 2011; Rubin de Celis et al.,
2016).

Pacientes com TB possuem niveis elevados de
glicocorticoides no sangue em resposta a excessiva liberacdo de ACTH
(Volko et al., 2016). Dados clinicos considerdveis mostraram que 0s
glicocorticoides sdo um dos poucos agentes capazes de desencadear
episodios depressivos e maniacos em individuos com TB (van Rossum
et al., 2006; van West et al., 2006). Juntos, esses estudos sugerem que a
ativacdo do eixo HHA é uma alteragdo fisioldgica importante, vistas em
pacientes com TB, podendo também ser utilizado para a avaliacdo de
parametros tipo-maniacos em modelos animais de mania.

Outra questdo bastante relevante acerca do envolvimento
do eixo HHA, é a regulacdo que esse eixo faz sobre o sistema imune
(Chen et al., 2016). Com o eixo HHA ativo, o sistema inflamatorio é
suprimido, pois 0 organismo necessita de toda energia focada na acéo de
luta ou fuga (Sapolsky, 2008). Desse modo, se faz importante analisar o
sistema inflamatdrio em estudos de transtornos psiquiatricos.

1.5 TRANSTORNO BIPOLAR E INFLAMAGAO

O sistema inflamatério é parte da resposta imune nao
especifica, que é ativada em resposta a estimulos nocivos, como
patégenos, células danificadas (Ferrero-Miliani et al., 2007). Alguns
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estudos clinicos e pré-clinicos sugerem que os processos inflamatérios
na periferia e no cérebro estdo envolvidos na fisiopatologia do TB (Berk
et al., 2011; Valvassori et al., 2015). Estudos demonstraram que 0sS
niveis séricos das citocinas: interleucina (IL) 4, IL-1pB, IL-10 e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-0) estdo elevados em individuos com TB em
comparagdo com controles saudaveis (Munkholm et al. Al., 2013,
Modabbernia et al., 2013; Barbosa et al., 2014c; Rosenblat et al., 2016).

A inflamacdo como um mecanismo comum as doengas
tem sido considerada uma importante descoberta das Gltimas décadas. A
extensdo deste achado para 0s transtornos neuropsiquiatricos comegou a
ter um grande impacto nos estudos de psiquiatria e da neurologia. Desta
forma, pesquisadores e clinicos estdo comecando a reconhecer a
importancia do sistema imune e inflamatério em transtornos
psiquiatricos, tais como o transtorno de humor, a ansiedade e a
esquizofrenia (Miller et al., 2013).

As citocinas sdo peptideos produzidos e liberados pelas
células imunes com a capacidade de interferir no metabolismo de
sistemas de neurotransmissores, nas atividades neuroenddcrina e
neuronal, na regulacdo do crescimento e na proliferacdo das células da
glia (Barbosa et al., 2009). S&o produzidas por inimeros tipos de células
no sitio da lesdo e por células do sistema imunoldgico através da
ativagdo de proteinas quinases ativadas por mitégenos. Distintos tipos
de células secretam a mesma citocina, sendo que uma Unica citocina
pode agir em diferentes tipos de células, fendbmeno chamado de
pleiotropia. S&0 redundantes em suas prestezas, ou seja, agdes
semelhantes podem ser desencadeadas por diferentes citocinas (Oliveira
et al., 2011). Frequentemente, sdo formadas em cascata, sendo que uma
citocina estimula suas células alvo a produzirem mais citocinas. Essas
substancias se ligam a receptores especificos que irdo ativar
mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica. Dessa
maneira as citocinas influenciam a atividade, a diferenciagcdo, a
proliferacdo e a sobrevida da célula imunolégica. Além disso, as
citocinas regulam a producdo e a atividade de outras citocinas, que
podem aumentar (pré-inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a
resposta inflamatdria (Oliveira et al., 2011; Nassar e Azab, 2014).

As citocinas sdo mediadores indispensaveis para a
conducao da resposta inflamatéria aos locais de infeccéo e lesdo. Porém,
uma exacerbada producdo de citocinas pro-inflamatérias, a partir da
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lesdo, pode manifestar-se sistematicamente com instabilidade
hemodinamica ou distirbios metabdlicos. Diante da impossibilidade de
classificarmos as citocinas quanto a célula de origem ou quanto a sua
funcéo bioldgica, essas foram agrupadas em IL, numeradas na sequencia
de IL-1 a IL-35 (Oliveira et al., 2011; Nassar e Azab, 2014). Algumas
ILs sdo mais estudadas nos transtornos psiquiatricos, como: IL-1, IL-1 B,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, TNF-a e INF-y. Dessas, algumas ILs séo
pré-inflamatorias (IL-1, IL-I B, IL-4, IL-6, TNF-o e INF-y.), enquanto
outras sao anti-inflamatorias (IL-2, IL-10, IL-13) (Nassar e Azab, 2014).

Um estudo mostrou que seis semanas de tratamento com
Li e/ou VPA reduziu significativamente os elevados niveis de IL-6 e de
seu receptor IL-6R, mas ndo de TNF-a, em pacientes com TB (Levine et
al., 1999). Enquanto em outro estudo ndo foram observadas alteracoes
significativas na elevacdo de IL-6 e IL-2 em pacientes durante episddio
maniaco apoOs duas semanas de tratamento com valproato de sodio
(Stlibner et al., 1999; Mc Namara e Lotrich, 2012). De acordo com
Vismari e colaboradores (2008), a ativagdo do sistema de estresse e,
consequentemente, do sistema nervoso simpatico esta ligada a liberacéo
de citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-6. Também, de acordo com 0s
mesmos autores, o0 processo de perda neural encontrado em areas
cerebrais especificas de pacientes deprimidos parece estar relacionado
com alteragcbes nos niveis de citocinas inflamatérias na periferia
(Vismari et al.,, 2008). Ainda que haja evidéncias na literatura
correlacionando o TB a alteragfes imunolégicas, os dados ainda sdo
inconstantes, ressaltando a importancia da pesquisa nesta area (Barbosa
et al., 2009).

1.6 RITMOS BIOLOGICOS E TRANSTORNO BIPOLAR

E bem descrito que a ritmicidade circadiana esta presente
nos padrbes de sono e de alimentacdo, de temperatura corporal, da
atividade das ondas cerebrais, da produgdo hormonal, da regeneracao
celular e de diversas outras atividades bioldgicas (Bellivier et al., 2015).
O termo circadiano vem do latim circa “cerca de” “diem “dia”, entéo,
ritmo circadiano sdo ritmos que ocorrem dentro de um periodo de 24
horas, cerca de um dia. Para um bom funcionamento corporal e psiquico
¢ indispensavel que os padrbes fisiologicos influenciados pelo ritmo
circadiano estejam funcionando adequadamente. Interessantemente, do
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mesmo modo que a desregulacdo do ciclo circadiano altera funcdes
fisiolégicas, o oposto também é verdadeiro, alteragdes de funcles
fisiolégicas sdo capazes desregular o ciclo circadiano (Girshkin et al.,
2014; Bellivier et al., 2015).

Pesquisas tém consistentemente encontrado fatores
genéticos na regulacdo do ritmo circadiano. Além disso, fatores
genéticos parecem também estar envolvidos na regulacdo, na expressao
e no processo de fosforilagdo de determinadas proteinas, de enzimas e
de genes, o que vém levando 0s pesquisadores a sugerir que o ritmo
circadiano é principalmente orquestrado de modo biolégico (Dardente e
Cermakian, 2007; Bellivier et al., 2015). A principal estrutura do
cérebro que controla o ritmo circadiano é o ndcleo supraquiasmatico
(NSQ) localizado no hipotdlamo e glandula pineal (Coyle, 2007). O
NSQ é uma espécie de marca-passo circadiano, que desempenha uma
complexa rede de feedback loops que resultam na expressao ritmica do
relogio bioldgico. Os principais genes desse reldgio sdo: 1) o CLOCK
do inglés (circadian locomotor output cycles kaput) - BMALL; 2)
periodo homologo (PER), 3) CRY, 4) REV-ERBua (ou receptor nuclear
da subfamilia-1, grupo D, membro-1 [receptor nuclear 6rfdo REV-
ERBa] [NR1D1]), 5) homologo a timeless (TIMELESS) e 6) Receptor
orfdo relacionado com retindide A (RORA) (Dardente e Cermakian,
2007).

Considerando que esses genes sdo reguladores do ritmo
circadiano, encontrar alteracbes nesses genes em pacientes com
transtornos psiquiatricos ¢ uma forte evidéncia do envolvimento de
alteracdes circadianas nos transtornos psiquiatricos. Esse envolvimento
tem sido mostrado em estudos avaliando ritmo circadiano no TB
(Benedetti et al., 2008; Le-Niculescu et al., 2009; Severino et al., 2009;
Lee et al., 2010; Bellivier et al., 2015). Alteragdes no sono e nos ritmos
circadianos sdo encontradas em individuos com alto risco de
desenvolvimento de TB e sdo observados em periodos eutimicos,
prodrdmicos e sindrdmicos (Gonzalez, 2014; Bellivier et al., 2015).
Ainda, pacientes com TB, apresentam alteraces do ciclo sono vigilia e
sdo0 mais sensiveis a qualquer mudanca desse ciclo (Ankers e Jones,
2009; Geoffroy et al., 2014).

Em pacientes bipolares eutimicos, mudangas no nivel de
atividade diaria pode indicar o surgimento de episddios depressivos,
hipomaniacos e maniacos até trés anos antes do surgimento do episddio
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efetivamente (Shen et al., 2008). Esses achados sdo consistentes com a
ideia de que individuos com TB sdo mais sensiveis a sinais ambientais
gue podem levar ou contribuir para mudancas de humor. Perturbacfes
no sono e nas atividades diérias sdo os sintomas prodrémicos mais
comuns quando se trata de mudanca de episodios de humor (Malkoff-
Schwartz et al, 1998). Nesse aspecto, é bem descrito na literatura que o
ciclo sono-vigilia tem um importante papel na sadde mental de um
individuo. Pesquisas consistentes tém focado na relevancia desse ciclo
no TB e os resultados mostram que alteragdes do ciclo sono-vigilia
podem desencadear episddios de mania e ou hipomania, como, também,
episodios de mania desregulam esse ciclo (Michelon et al., 2006).

1.7 MODELOS ANIMAIS DE TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS

O principal fator que limita o conhecimento sobre a
fisiopatologia dos transtornos psiquiatricos é a complexa e desafiadora
neurobiologia das fungbes cerebrais e as dificuldades éticas e praticas de
avaliar o cérebro humano vivo (Nestler, 2010). As principais
descobertas em psiquiatria biolégica tém surgido a partir de achados
clinicos acidentais na busca de fazer engenharia reversa. Foi explorando
os efeitos biol6gicos dos triciclicos, antipsicéticos e litio que se elucidou
0 papel das monoaminas na depressdo; o papel da dopamina na
esquizofrenia; e o papel dos sistemas de segundo mensageiro no TB
(Dean, 2013). Dadas as limitagGes das tecnologias ndo invasivas atuais
para estudar o cérebro humano, os modelos animais de transtornos
psiquiatricos sdo uma das ferramentas mais importantes para os estudos
neurobiol6gicos (Nestler, 2010).

Existem trés validades que devem estar presentes para um
modelo animal ser considerado um bom modelo de qualquer doenca,
ndo apenas transtornos mentais. A primeira é denominada validade de
face, que é a habilidade do modelo de mimetizar um ou mais sintomas
presentes na clinica. A validade de constructo € a capacidade do modelo
de reproduzir alteracGes fisiopatoldgicas da doenca, e por ultimo, a
validade preditiva se refere a capacidade do modelo de responder aos
tratamentos cléssicos utilizados na pratica clinica (McGonigle, 2014).

Atualmente, ndo existe um modelo que consiga induzir 0s
dois polos do TB no mesmo animal; sendo assim, modelos animais de
mania tém sido amplamente utilizados para estudar essa condicéo
(Nestler, 2010). Estudos demonstraram que psicoestimulantes, como a
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anfetamina, sdo capazes de produzir sintomas do tipo maniaco em
controles saudaveis assim como induzir episédios maniacos em
pacientes bipolares (Young, 2011). A partir desses resultados comegou-
se a estudar a administracdo de anfetamina como modelo de mania, e
observou-se que animais submetidos a esse protocolo apresentam
hiperatividade locomotora, aumento na liberacdo de dopamina na fenda
sinaptica e essas alteraces sdo revertidas apds o tratamento com Li e
valproato (Frey, 2006a).

Contudo, um modelo animal de mania induzido por
anfetamina, por mais que apresente as validades necessarias para um
modelo animal de transtorno psiquiatrico (McGonigle, 2013), néo
mimetiza os aspectos ambientais relacionados ao surgimento de um
episddio maniaco. Pacientes bipolares podem desenvolver episodios
maniacos sob uso de substancia psicoativa, todavia ndo é regra o
desencadear de um episddio com o uso de sustancia. Testar um modelo
animal de mania que seja totalmente ambiental é importante para a
melhor compreensdo da fisiopatologia do TB. Dessa forma, o modelo
animal de mania induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP) se
mostra um importante modelo ambiental, uma vez que ndo ha
necessidade de injetar nenhuma substancia para a indugdo da
hiperatividade nos animais (Valvassori et al., 2013).

1.7 SONO REM E MODELO ANIMAL DE MANIA INDUZIDO POR
PRIVACAO DO SONO PARADOXAL (PSP)

O cuidado que se deve ter com o tratamento de pacientes
que tém histérico familiar de TB é bem conhecido, pois alguns
medicamentos antidepressivos podem desencadear um epis6dio maniaco
(Saunders e Geddes, et al., 2016). Esse fenémeno é conhecido como
virada maniaca, em que um paciente eutimico entra em um episédio
maniaco por uso de medicamentos ou drogas. Interessantemente, a
privacdo do sono pode ser um elemento causador de um episodio
maniaco (Colombo et al, 1999). As observacdes de casos de privagdo do
sono no inicio dos anos 1970 forneceram a primeira evidéncia de que
esta modalidade de tratamento é uma terapia antidepressiva nao-
farmacoldgica de agéo rapida (Benedetti e Colombo, 2011).

Esse acumulado de achados foi o que permitiu o
desenvolvimento do modelo animal de mania por PSP. O sono REM
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(Rapid Eye Movements) é conhecido como sono paradoxal, uma vez
que é o momento que se estd em sono profundo, porém as ondas
registradas pelo eletroencefalograma sdo mais semelhantes ao momento
em que nos encontramos dispertos. Esse paradoxo confundiu o0s
pesquisadores a mais de 60 anos quando da descoberta do sono REM
(Rasch e Born, 2013; Boyce e Adamantidis, et al., 2017). O sono dos
mamiferos é dividido em quatro fases mais o sono REM. Cada fase, da
primeira a quarta tem grau de profundidade distintas. A primeira fase
tem sono leve e a profundidade vai aumentando até a quarta fase,
guando em seguida se inicia 0 sono REM (Rasch e Born, 2013).

Nédo se sabe totalmente os mecanismos que compde as
complexas fungbes do sono REM no organismo, no metabolismo e na
cognicdo. No entanto, esta claro sua importancia. Estudos de privacdo
do sono REM tém apresentado resultados intrigantes, como: mudanga
de humor, alteracdo na cognicdo e na memoria, alteracbes do
metabolismo energético e de sistemas de neurotransmissores (Rasch e
Born, 2013; Spencer, 2013; Abel et al., 2013; Boyce et al., 2016;
Malvache et al., 2016). Estudos tem cada vez mais utilizado a PSP como
um modelo animal de mania (Szabo et al., 2009; Armani et al., 2012;
Abrial et al., 2014; Bellivier et al., 2015; Streck et al., 2015; Arent et al.,
2015; Nogoceke et al., 2016). Esse modelo contém todas as validades
necessarias para ser considerado um bom modelo animal em psiquiatria
(Valvassori et al., 2013).

Tendo em visto todo o exposto, a PSP se apresenta como
uma excelente oportunidade de avaliar parametros bioquimicos e
comportamentais e ainda testar farmacos e novas drogas para o
tratamento do TB. O presente estudo vem ao encontro dessa ideia, pois
pretende avaliar o efeito do Li sobre animais submetidos a PSP.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo do litio sobre comportamento do tipo maniaco, alteragfes
do eixo hipotalamo hipofise adrenal, parametros de estresse oxidativo e
niveis de citocinas em cérebro e soro de camundongos submetidos a
PSP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a acdo do litio sobre comportamento do tipo maniaco por meio
do teste de campo aberto em camundongos machos ¢57bl/6 submetidos
ao modelo de PSP;

Avaliar a agdo do litio sobre as alteragdes do eixo hipotadlamo hipdfise
adrenal através dos niveis de ACTH e corticosterona no soro de
camundongos machos c57bl/6 submetidos ao modelo de PSP;

Avaliar a acdo do litio sobre as alteracdes nos parametros de estresse
oxidativoa lipidios e ao DNA (4-HNE; 8-1SO, 8-OHdG, GPx e GR ) no
cérebro e soro de camundongos machos ¢57bl/6 submetidos ao modelo
de PSP;

Avaliar a acdo do litio sobre as alteragBes nos niveis de citocinas
(interleucina (IL)-1B, IL-4, IL-10 e TNF-a) em cérebro ¢ soro de
camundongos machos c57bl/6 submetidos ao modelo de PSP.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as recomendacdes internacionais para o cuidado e 0 uso
de animais de laboratorio, além das recomendacBes para 0 uso de
animais da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento
(SBNeC). Este projeto s6 foi executado apds aprovagdo do Comité de
Etica em Pesquisa para o Uso de Animais (CEUA) da UNESC,
protocolo 007/2016-1 (em anexo).

3.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados camundongos machos
c57bl/6, com aproximadamente 60 dias, pesando entre 20 e 30g,
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 TRATAMENTOS

Os camundongos foram tratados diariamente por 7 dias
com Salina [SAL, NaCl 0.09%, 1 ml/kg, injecdo intraperitoneal (i.p)]
ou Li (47.3 mg/kg, 1 ml/kg, i.p). Essas doses foram baseadas em estudos
prévios do mesmo grupo de pesquisa (Valvassori et al., 2015).

3.4 PROTOCOLO DE PRIVAGCAO DO SONO PARADOXAL (PSP)

O protocolo de PSP foi iniciado no quinto dia de
tratamento as 6:00 da tarde (figura 1). Para a administracdo do farmaco
durante o protocolo PSP, os camundongos foram removidos da
plataforma e recolocados imediatamente apds a injecdo. No grupo
privado, os camundongos foram alocados em cinco por caixa (38 x 31 x
17 cm), contendo 12 plataformas com 3,5 cm de didmetro. Nas mesmas
caixas, foi colocado um volume de 4gua de 1 cm de profundidade,
obrigando os animais a permanecerem nas plataformas. O nimero maior
de plataformas do que de animais permitiu que eles pudessem mover-se
livremente de uma plataforma para outra (Tufik et al., 2009; Armani et
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al., 2012). Quando os animais entravam na fase paradoxal do sono,
devido a atonia muscular, foram despertados caindo na agua. A comida
e a agua foram disponibilizadas ad libitum. O presente estudo adotou o
periodo de 36 h de PSP baseado em um estudo prévio, uma vez que este
tempo de privagdo induziu hiperatividade em camundongos, o qual é
considerado um comportamento do tipo maniaco (Armani et al., 2012).
Os camundongos do grupo controle por sua vez, foram expostos ao
mesmo tratamento, no entanto se mantiveram em suas caixas habitagdo
sem agua ou plataformas.

3.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os camundongos foram randomicamente distribuidos em
quatro grupos (n = 10 por grupo) como segue: (1) Controle + SAL; (2)
Controle + Li; (3) PSP + SAL; (4) PSP + Li.

Duasinho saperisnental

Compa aberte (RS,
l o ans

Figura 1. Desenho experimental. No primeiro dia de experimento, se deu inicio
ao tratamento com litio ou solugéo salina. No 5° dia, iniciou o protocolo de PSP
as 6h pm. Apds 36h, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto e,
em seguida, os animais foram mortos, o sangue foi coletado e o cérebro
dissecado em hipocampo e coértex frontal coletado para as avaliagOes
bioguimicas e moleculares.

3.6 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
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parede de vidro frontal e o assoalho com nove retangulos iguais
divididos por linhas 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.

3.7 AMOSTRAS
3.7.1 Soro

Imediatamente apds o teste comportamental, os animais
foram mortos por decapitacdo e o sangue foi coletado em microtubos. O
soro foi obtido por centrifugacdo a 3000 x g durante cinco minutos e
depois mantido congelado a -80 °C até as avaliagbes bioquimicas e
moleculares.

3.7.2 Amostras de cérebro

Apbs a coleta de sangue, o cérebro dos camundongos foi
removido e dissecado em coértex frontal e o hipocampo, rapidamente
congelados e armazenados a -80° C até serem ensaiados. As amostras,
retiradas do cortex frontal e do hipocampo dos camundongos, foram
homogeneizadas em KCI KH2PO4 (KCI 12 mM, KH2PO4 0,038 mM,
pH, = 7,4).

3.8 NIVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA E ACTH

Os niveis de corticosterona foram determinados utilizando
kits de imunoensaio enzimatico. As concentraces séricas de ACTH
foram determinadas utilizando kits de radioimunoensaio comercialmente
disponiveis (por Diagnostic Products Corporation, LA, EUA) para
animais.
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3.9 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
NOS CEREBROS DE CAMUNDONGOS

3.9.1 Medidas de peroxidacao lipidica

Foram analisadas duas medidas de peroxidacdo lipidica:
4-HNE (Cell Biolabs, Inc., San Diego, CA, EUA; STA-338) e 8-1SO
(Cayman, Item N ° 516351) seguindo as instrucdes do fabricante. 4-
HNE: Adutos proteicos de 4-HNE formados por modificagcdes em lisina,
histidina, ou cisteinaforam quantificados através de um kit ELISA
sanduiche, utilizando um ensaio imunoenzimatico, de acordo com
Kimura e colegas (2005). 8-1SO: 8-1SO foi quantificado usando um kit
para ELISA do tipo competitivo. Este teste é baseado na competicdo
entre 8-1SO (analito) e 8-1SO-acetilcolinesterase (8-1SO-AChE)
conjugado (analito marcado), por um namero limitado de sitios de unido
(antissoro especifico para 8-1SO). Como o 8-1SO e o 8-ISO-AChE
competem por um nudmero limitado de ligacdo ao antissoro, a
intensidade da cor induzida pela ligacdo do analito marcado é
inversamente proporcional a quantidade de 8-1SO. Por isso, foi realizado
um ajuste da curva através de um modelo logistico de quatro parametros
para a determinacdo da concentracdo real de 8-1SO. O 8-ISO foi
quantificado em pg/ml.

3.9.2 Extracdo de DNA de cértex frontal e hipocampo

As amostras obtidas foram congeladas instantaneamente e
armazenadas a -80° C até o DNA ser extraido. As amostras de tecido
foram submetidas a um protocolo de extragdo de DNA com um Kit de
Extracdo Nuclear comercial (Chemicon, EUA).

3.9.3 Anédlise de 8-OHdG

8-OHdG é produzida pelo dano oxidativo do DNA por espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio e serve como um marcador estabelecido de
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estresse oxidativo. As amostras de DNA foram avaliadas através de um
kit de ensaio de 8-hidroxi-20-desoxi guanosina adquirido da CELL
BIOLABS, INC (STA-320). E um ensaio competitivo que pode ser
utilizado para a quantifica¢do de 8-OHdG no soro e na extracdo de DNA
do cdrtex frontal e do hipocampo. O kit quantifica o 8-OHdG livre e
incorporado ao DNA.. Este ensaio depende da competicéo entre 8-OHdG
e 8-OHdG-acetylcholinesterase (AChE) conjugado (8-OHdG tracer)
para uma quantidade limitada de 8-OHdG anticorpo monoclonal. Todos
0s procedimentos foram realizados de acordo com as instru¢Ges do
fabricante.

3.10 ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES
3.10.1 Glutationa peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi medida utilizando o kit de ensaio
por Cayman Chemical. A glutationa oxidada é produzida através da
reducdo de peréxido de hidrogénio por GPx e é reciclada para o seu
estado reduzido por GR e nicotinamida adenina dinucleotidica fosfato
(NADP*). A oxidagdo do nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) em NADP* é seguida por uma diminuicdo da absorbancia da
luz a 340 nM. Uma unidade de GPx é definida como a quantidade de
enzima que causara a oxidagao de 1,0 nmol de NADPH a NADP + por
minuto a 25 ° C.

3.10.2 Glutationa redutase (GR)

A atividade de GR foi medida utilizando o kit de ensaio
por Cayman Chemical. Através deste kit, foi possivel medir a taxa de
oxidacdo de NADPH em NADP*, que é seguido por uma diminui¢do na
absorbancia a 340 nM. Uma unidade de GR é determinada pela
quantidade de enzima que causou a oxidacéo de 1,0 nmol de NADPH a
NADP* por minuto a 25° C.
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3.11 AVALIACAO DOS NIVEIS DE IL-1, IL-4, IL-10 E TNF-A

O cortex frontal, hipocampo e foram homogeneizadas em
solucdo de extracdo contendo aprotinina (100 mg de tecido por 1 ml).
As concentracGes de citocinas foram determinadas para o0 soro, cortex
frontal e hipocampo, utilizando o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISAs) comercialmente disponivel, seguindo as instrugdes fornecidas
pelo fabricante (kits DuoSet, R. & D. Systems, Minneapolis, MN,
EUA). Os resultados sdo apresentados em pg/100 mg de tecido para o
hipocampo e cortex frontal. Os resultados sdo apresentados em pg/mL
de amostra para 0 soro.

3.12 DETERMINACAO DE PROTEINAS

Todas as medidas bioguimicas foram normalizadas para o
teor de proteina com albumina bovina como padrdo (Lowry et al.,
1951).

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados sdo apresentados como média £ S.E.M. As
diferencas entre grupos experimentais foram determinadas por ANOVA
de duas vias seguido pelo teste post-hoc de Tukey. P <0,05 foi
considerado estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE COMPORTAMENTAL

A PSP aumentou os cruzamentos (locomogao), enquanto
gue a alteracdo na atividade locomotora foi prevenida com a
administragdo de Li. Li sozinho ndo alterou as medidas
comportamentais, indicando que os efeitos do estabilizador de humor
em ratos submetidos a PSP ndo foram associados com sedagdo (Figura
2). O ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos de PSP
[cruzamentos: F (1,16) = 29,74 p <0,001] e tratamento com Li
[cruzamentos: F (1,16) = 46,05, p <0,001] e uma interacdo significativa
do tratamento com Li x PSP: F (1,16) = 64,56, p <0,001].

Figura 2
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Figura 2. Efeitos da PSP sobre o nimero de cruzamentos nos animais
submetidos a0 modelo animal induzido pela PSP (n = 10 por grupo). Os dados
foram analisados pela andlise de variancia de duas vias seguida pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Os valores foram expressos como média +
DP. * P <0,05 em comparag¢do com o grupo controle. # P <0,05 em comparagdo
com o grupo PSP.
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4.2 NIVEIS CIRCULANTES DE CORTICOSTERONA E ACTH

Na Figura 3A e 3B, fica evidente que os niveis de ACTH
e corticosterona no soro dos camundongos estdo aumentados no grupo
PSP, e o tratamento com Li preveniu estas altera¢cbes do eixo HHA
induzidas por PSP. A ANOVA de duas vias revelou efeitos
significativos da PSP [ACTH: F (1,16) = 38,81, p <0,001;
Corticosterona: F (1,16) = 31,12 p <0,001] e tratamento com Li [ACTH:
F (1,16) = 37,86, p <0,001; Corticosterona: F (1,16) = 33,43, p <0,001]
e uma interacdo significativa do tratamento com Li x PSP [ACTH: F
(1,16) = 80,89, p = 0; Corticosterona: F (1,16) = 33,31, p <0,001].
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Figura 3. Efeitos da administracdo de litio nos niveis de ACTH (A) e
Corticosterona (B) no soro de animais submetidos ao modelo animal induzido
pela PSP (n = 10 por grupo). Os dados foram analisados pela andlise de
variancia de duas vias seguida pelo teste de Tukey quando F foi significativo.
Os valores foram expressos como média + DP. * P <0,05 em comparagéo com 0
grupo controle. # P <0,05 em comparagdo com o grupo PSP.
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4.3 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO NOS CEREBROS
DE CAMUNDONGOS E SORO

Figuras 4A e B mostram os parametros de danos
oxidativos a lipidios através da avaliagdo dos niveis de HNE e 8-1SO
nas amostras de cortex frontal, hipocampo e soro dos camundongos
utilizados no estudo. A PSP induziu um aumento dos niveis de HNE e
8-1SO no cartex frontal, hipocampo e soro dos animais. A administracdo
de Li preveniu o aumento induzido por PSP dos niveis de HNE e 8-1SO
em todas as amostras analisadas. Os dados da ANOVA de duas vias na
tabela 1.
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Figura 4 A e B. Efeitos da administragdo de litio nos niveis de HNE (A), 8-
isoprostano (B) e 8-OHdG (C) no cortex frontal, hipocampo e soro de animais
submetidos ao modelo animal induzido por PSP (n= 8 por grupo). Os dados
foram analisados pela analise de variancia de duas vias seguido pelo teste de
Tukey quando F foi significativo. Os valores foram expressos como média *
DP. * P <0,05 em comparagéo com o grupo controle. # P <0,05 em comparagao
com o grupo PSP.

A figura 4C mostra o dano oxidativo do DNA avaliado através da
quantificacdo dos niveis de 8-OHdG nas amostras de cortex frontal,
hipocampo e soro dos camundongos. A 8-OHdG também foi
significativamente diferente entre 0s grupos, com aumentos
significativos em camundongos submetidos a PSP, em comparacéo aos
controles. A administracdo de Li previu essas alteraces no DNA em
todas as amostras analisadas. Os dados da ANOVA de duas vias podem
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Figura 4 C. Efeitos da administracdo de litio nos niveis de 8-OHdG (C) no
cortex frontal, hipocampo e soro de animais submetidos ao modelo animal
induzido por PSP (n= 8 por grupo). Os dados foram analisados pela analise de
variancia de duas vias seguido pelo teste de Tukey quando F foi significativo.
Os valores foram expressos como média + DP. * P <0,05 em comparagéo com 0
grupo controle. # P <0,05 em comparagdo com o grupo PSP.
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4.4 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NOS
CEREBROS E SORO DE CAMUNDONGOS

As atividades de GPx e GR no hipocampo, cértex frontal e
soro dos animais sdo demonstradas nas Figuras 5A e B,
respectivamente. A PSP aumentou a atividade de GPx no hipocampo e
cortex frontal de camundongos, mas ndo no soro. A administracdo de Li
preveniu essas alteracdes enzimaticas aumento induzidas pela PSP. Os
dados do ANOVA de duas vias sdo apresentados na tabela 1.
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Figura 5. Efeitos da administragdo de litio nos niveis de GPx (A) e GR (B) no
cortex frontal, hipocampo e soro de animais submetidos ao modelo animal
induzido por PSP (n= 8 por grupo). Os dados foram analisados pela analise de
variancia de duas vias seguida pelo teste de Tukey quando F foi significativo.
Os valores foram expressos como média £ DP. * P <0,05 em comparagdo com 0
grupo controle. # P <0,05 em comparagdo com o grupo PSP.

4.5 NIVEIS DE IL-1B, IL-4, IL-10 E TNF-A NOS CEREBROS E
SORO DE CAMUNDONGOS

Figura 6 mostra os niveis de IL-1B (A), IL-4 (B), IL-10
(C) e TNF-a (D) no cortex frontal, hipocampo e soro de camundongos.
A PSP aumentou os niveis de IL-1p no cortex frontal e hipocampo. O
tratamento com Li preveniu a alteracéo da IL-1p no hipocampo. O pré-
tratamento com Li diminuiu significativamente o aumento induzido pela
PSP dos niveis de IL-1B no cortex frontal, embora essa diminui¢do ndo
tenha sido suficiente para atingir os niveis basais (Figura 6A). A PSP
aumentou os niveis de IL-4 no cortex frontal, mas ndo no hipocampo. O
pré-tratamento com Li diminuiu significativamente o aumento de IL-4
induzido pela PSP; contudo, essa diminuicdo ndo foi suficiente para
atingir os niveis do grupo controle (Figura 6B). Além disso, a PSP
aumentou os niveis de IL-10 no cortex frontal e hipocampo (Figura
6C), enquanto que o tratamento com Li impediu parcialmente este
aumento induzido por PSP. A Figura 6D mostra que o PSP aumentou
0s niveis de I1L-10 no cdrtex frontal e hipocampo e o tratamento com Li
foi capaz de prevenir estas alteracGes. Ndo foram observadas alteracGes
significativas nos niveis de citocinas no soro. Os dados da ANOVA de
duas vias sdo apresentados na tabela 1.
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Figura 6 A e B. Efeitos da administracdo de litio nos niveis de IL-1B (A) e IL-4
(B), no cortex frontal, hipocampo e soro de animais submetidos ao modelo
animal induzido por PSP (n= 8 por grupo). Os dados foram analisados pela
analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores foram expressos como média + DP. * P <0,05 em
comparagdo com o grupo controle. # P <0,05 em comparagdo com o grupo PSP.
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Figura 6 C e D. Efeitos da administracdo de litio nos niveis de IL-10 (C) e
TNFo (D) no cértex frontal, hipocampo e soro de animais submetidos ao
modelo animal induzido por PSP (n= 8 por grupo). Os dados foram analisados
pela analise de variancia de duas vias seguida pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores foram expressos como média = DP. * P <0,05 em
comparagdo com o grupo controle. # P <0,05 em comparagdo com o grupo PSP.
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Tabela 1. Dados do ANOVA de duas vias
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Tabela 1. Valores de F e P sobre os efeitos de PSP, Li e Li x PSP
resultantes da analise do ANOVA de duas vias. No cortex frontal,
hipocampo e soro, sobre pardmetros de estresse oxidativo, enzimas
antioxidantes e citocinas.
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5 DISCUSSAO

Modelos animais de transtornos psiquiatricos, como o
Transtorno Depressivo Maior (TDM) e o TB, s8o ferramentas de
extrema importancia para avaliar a neurobiologia e encontrar novos
alvos para o tratamento destes transtornos. Assim, um modelo animal de
transtorno psiquiatrico deve apresentar trés caracteristicas principais: 1)
habilidade do modelo em mimetizar sintomas do determinado transtorno
(validade de face); IlI) habilidade do modelo em mimetizar
caracteristicas fisiopatoldgicas do transtorno (validade de constructo) e
Ill) os sintomas induzidos no modelo devem ser revertidos efou
prevenidos por farmacos classicos, usados na clinica médica para o
tratamento do determinado transtorno (validade preditiva) (Machado-
Vieira et al., 2004). Entdo, além da avaliagdo comportamental, este
estudo avaliou parametros de estresse oxidativo, do eixo HPA e os
niveis de citocinas no modelo animal de mania induzido pela PSP. Além
disso, foi avaliada e a eficacia do tratamento com Li neste contexto.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a PSP
foi capaz de induzir hiperatividade em camundongos, um
comportamento considerado do tipo maniaco e o tratamento com Li
preveniu essa alteragdo comportamental. Da mesma forma, estudos
prévios, utilizando o modelo animal de mania induzido por PSP, ja
demonstraram as propriedades antimaniacas de Li (Armani et al., 2012;
Abrial et al., 2014). Esses resultados sugerem que altera¢des no ritmo
circadiano que levam ao comportamento do tipo maniaco nos animais,
podem explicar parte das alteracfes dos epis6dios maniacos em
pacientes bipolares (Roybal et al., 2007). Os episédios maniacos sdo
caracterizados por uma diminui¢do acentuada na necessidade de sono.
Portanto, pode-se sugerir que a PSP é uma ferramenta importante na
compreensao da fisiopatologia e etiologia do TB (Berns e Nemeroff,
2003).

No presente estudo, o comportamento do tipo maniaco
induzido pela PSP foi acompanhado por aumento nos niveis de
corticosterona e de ACTH, o que indica que este modelo de PSP ativa o
eixo HHA. De acordo com os dados do presente estudo, um estudo
recente demonstrou uma concentracdo sérica elevada de corticosterona
em ratos submetidos a PSP, quando comparado com oS animais
controles (Ashley et al., 2016). Corroborando com o presente estudo,
varios estudos demonstraram que 0s niveis de corticosterona séo
aumentados ap6s a PSP (Suchecki et al., 1998, Dugovic et al., 1999, Na
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et al., 2016, Choi et al., 2016). Suchecki e collegaues (1998) mostraram
gue a PSP aumentou ACTH e corticosterona em diferentes métodos de
PSP. De fato, a insnia esté associada ao aumento da secrecdo de ACTH
e de cortisol e a ativacdo do eixo HHA ou, ainda, a administracdo de
glicocorticoides pode levar a hiperatividade e a insénia (Opp, 1995;
Chrousos et al., 2016).

Tem sido relatado desregulacdo do eixo HHA em
pacientes bipolares (Manji e Lenox, 2000). Um estudo clinico prévio
demonstrou aumento na secrecdo de cortisol em pacientes bipolares,
sugerindo a hiperatividade do eixo HHA neste transtorno (Cervantes et
al., 2001). Kim e colaboradores (2016) encontraram que 0S animais
tratados com ACTH exibiram aumento da atividade locomotora. No
mesmo estudo, Kim e colaboradores (2016) sugeriram que a
administragdo de ACTH em ratos poderia ser um modelo animal de
mania, com validade de face, mimetizando os episédios maniacos do
TB. Portanto, o comportamento tipo maniaco induzido pela PSP no
presente estudo pode ser explicado, pelo menos em parte, pelo aumento
dos niveis de ACTH também induzidos pela PSP.

E importante notar que, no presente estudo, a
administracdo de Li preveniu o aumento de ACTH e dos niveis de
corticosterona no soro de camundongos submetidos a PSP. Na literatura,
os efeitos de Li sobre o eixo HHA sdo controversos. Alguns estudos
demonstraram que a administracdo de Li aumentou os niveis de ACTH e
de corticosterona no plasma de ratos (Hennessy et al., 1976,
Smotherman, 1985, Sugawara et al., 1988, Gilmor et al., 2003, Bschor et
ai. , 2011). Entretanto, Wood e colegas (2004) demonstraram que 36
dias de tratamento com Li néo alteraram significativamente os niveis de
corticosterona. . Esta discrepancia pode ser explicada pelo fato de que as
metodologias e o tempo de tratamento com Li foram diferentes nos
estudos. E importante ressaltar que, no presente estudo, Li per se ndo
alterou os niveis de corticosterona e de ACTH. Nesse estudo, os efeitos
de Li foram sobre as alteracdes no eixo HHA induzidas pela PSP. E bem
descrito na literatura que Li atua sobre mecanismos de ritmos
circadianos (McCarthy et al., 2011, Moreira e Geoffroy, 2016). Um
estudo pré-clinico demonstrou que Li atrasa os ritmos circadianos
bioguimicos em ratos. Neste estudo, os autores mostraram que a
prolactina plasmatica, corticosterona e aldosterona, apresentaram atrasos
nos seus ritmos circadianos nos ratos tratados com Li (McEachron et al.,
1982). Portanto, pode-se sugerir que Li regula indiretamente os niveis
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de corticosterona e de ACTH dos camundongos submetidos a PSP,
atuando sobre mecanismos de ritmos circadianos.

Alguns estudos demonstraram que 0s glicocorticOides
liberados pela glandula adrenal em resposta a ativacdo induzida pelo
estresse do eixo HHA podem induzir estresse oxidativo (Spiers et al.,
2015). Muitas vezes, demonstrou-se que a PSP aumentou o dano
oxidativo aos lipidios (4-HNE e 8-1SO) e ao DNA (8-OHdG) no cértex
frontal, hipocampo e soro dos camundongos. Estudos anteriores
mostraram que a PSP aumentou os parametros de dano oxidativo aos
lipidios, como: hidroperéxido de lipidio, 4-HNE e malondialdeido no
cortex frontal e hipocampo de ratos (Zhang et al., 2013; Arent et al.,
2015). De acordo com o estudo de Vollert et al.,, (2011) também
demonstraram que 0 aumento da corticosterona sérica foi acompanhado
por marcadores de peroxidacdo lipidica (8-1SO e malondialdeido)
aumentados no hipocampo, cortex e amigdala de ratos submetidos ao
PSP. Existem evidéncias que sugerem uma importante ligago entre o
estado redox e o ritmo circadiano (Wang et al., 2012, Fanjul-Moles e
Lépez-Riquelme, 2016). Wang e colaboradores (2012) mostraram
alteragdes de sistemas redox em camundongos mutantes com dele¢éo ou
interrupcdo de genes CLOCK. O ritmo circadiano tem uma oscilagdo
natural no estado redox, em que as enzimas antioxidantes e as EROs sdo
produzidas dependendo da hora do dia, controlada por um reldgio
bioldgico (Wang et al., 2012). Assim, pode-se sugerir que a PSP, que
interrompe a oscilagdo do ritmo circadiano, pode estar desregulando o
estado redox gerando estresse oxidativo.

O dano oxidativo aos lipidos e ao DNA também tem sido
observado em pacientes bipolares ,tanto no cérebro quanto no soro
(Andreazza et al., 2013; Soeiro-de-Souza et al., 2013; Versace et al.,
2014). Os niveis de 8-1SO e de 4-HNE foram encontrados aumentados
no cortex pré-frontal po6s-mortem de pacientes com TB, quando
comparado com controles saudaveis (Andreazza et al., 2013). Além
disso, uma pesquisa clinica também demonstrou elevadas medidas
séricas de peroxidacdo lipidica em pacientes bipolares (Versace et al.,
2014). Curiosamente, Versace e colaboradores (2014) demonstraram
uma relacdo entre o dano da substancia branca e a peroxidacdo lipidica
periférica em pacientes bipolares. Além disso, estudos anteriores
demonstraram que o0s niveis de 8-OHdG foram mais elevados em
pacientes com TB em comparagdo com controles saudaveis (Soeiro-de-
Souza et al., 2013). Juntos, esses estudos sugerem o papel da
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peroxidacéo lipidica e da oxidagdo do DNA no TB. Considerando que a
PSP também induz aumento no marcador de peroxidacdo lipidica e
oxidacdo do DNA; o comportamento tipo maniaco induzido pola PSP
pode ser um modelo animal Util para testar a hipétese do envolvimento
do estresse oxidativo no TB.

Nossos resultados mostraram que o Li foi capaz de
prevenir a peroxidacdo lipidica e a oxidacdo do DNA no cérebro e no
soro dos camundongos submetidos a PSP. Estudos pré-clinicos prévios,
usando outros modelos animais de mania, demonstraram os efeitos
antioxidantes de Li. Valvassori e colegas (2015) descobriram que Li
modula as enzimas antioxidantes, prevenindo o comportamento do tipo
maniaco e 0s danos oxidativos no cérebro dos ratos submetidos a um
modelo de mania induzido pela ouabaina. Li também reverteu o dano
oxidativo no cérebro de ratos submetidos ao modelo animal de mania
induzida por anfetamina (da-Rosa et al., 2011). Além disso, em um
modelo animal de sepse o tratamento com Li nas doses 25 e 50 mg/kg
diminuiu os niveis de 8-1SO (Albayrak et al., 2013). Juntamente com
esses resultados prévios, os presentes dados sugerem que Li tem
propriedades antioxidantes, protegendo o cérebro contra lesdes
oxidativas cerebrais.

No presente estudo as atividades da GPx e da GR foram
aumentadas no cdrtex frontal e hipocampo de camundongos apds a PSP.
O tratamento com L.i, por sua vez, impediu as alteracfes dessas enzimas.
De acordo com nossos dados, estudos anteriores demonstraram que a
PSP induz alteragBes nos niveis de GPx e GR no cerebro de
camundongos (Arent et al.,, 2015). Um estudo avaliou a acdo da
glutationa em diferentes momentos do ciclo circadiano. Observou-se
gue o pico da atividade da glutationa é no inicio da noite, indicando um
estado oxidado de glutationa, enquanto que a atividade da glutationa foi
menor no meio do dia, indicando um estado relativamente reduzido
(Wang et al., 2012). Assim, pode-se sugerir que a PSP, que interrompe a
oscilacdo do ritmo circadiano, pode estar desregulando o ciclo de
glutatiolacdo e, consequentemente, alterando a atividade da glutationa.

Nao foram encontradas, no estudo, alteracdes das enzimas
antioxidantes, GPx e GR no soro dos camundongos submetidos a PSP.
N&o foram encontrados outros artigos na literatura que avaliasse esses
pardmetros no soro de animais submetidos & PSP. Andreazza e colegas
(2009) evidenciaram um aumento de glutationa S transferase e de GR,
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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 0s sintomas maniacos e
hipomaniacos desses pacientes (Magalh3es et al., 2013). E importante
ressaltar que a privacdo do sono aconteceu durante 36h e, talvez, uma
possivel explicacdo para ndo serem observadas essas alteracdes na
periferia é que essas alteracbes podem ter acorrido inicialmente no
sistema nervoso central. Portanto, estudos em animais submetidos a PSP
em varios momentos da vida podem ajudar a elucidar os efeitos da PSP
na periferia.

Li preveniu o aumento da atividade de GPx e da GR
induzidas pela PSP, no cértex frontal e hipocampo de camundongos.
Brocardo e colaboradores (2010) demonstraram que Li modula GPx e
GR, protegendo o cérebro contra o dano oxidativo induzido pela
ouabaina em um modelo animal de mania. Além disso, um estudo
prévio mostrou que Li modula outras enzimas antioxidantes, como a
SOD e CAT, e previne danos oxidativos induzidos pela ouabaina no
cortex frontal e hipocampo de ratos submetidos a esse modelo animal de
mania (Jornada et al. 2011). Em um estudo pré-clinico, utilizando o
modelo animal de mania induzido pelo metilfenidato, demonstrou-se
que os ratos induzidos ao comportamento do tipo maniaco,
apresentaram diminuicdo nos niveis de glutationa reduzida e na
atividade de GPx, e essas alteracGes foram revertidas pelo tratamento
com Li (Arunagiri et al., 2014). Juntos, esses dados sugerem que Li
pode modular enzimas antioxidantes, protegendo o cérebro contra danos
oxidativos.

Sabe-se que 0 estresse oxidativo é um importante fator
etiolégico na patogénese de doengas inflamatérias crdnicas, como a
aterosclerose, disturbios metabolicos e cancer (Chen e Nufiez, 2010). Ha
uma quantidade crescente de dados que mostram que a perda de sono
tem sido associada com alteragdes no eixo HHA, ativacdo de parametros
inflamatdrios e aumento dos parametros de estresse oxidativo em
humanos e em modelos animais (Irwin et al., 1996; Ritter et al., 2013;
Arent et al., 2015; Ashley et al., 2016). De fato, o presente estudo
mostrou que a alteracdo do eixo HHA e o estresse oxidativo foram
acompanhados pelo aumento do nivel de IL-1p, IL-4, IL-10 e TNF-a no
cérebro de camundongos submetidos a PSP. Em acordo com o presente
estudo, Ashley e colaboradores (2016) demonstraram que camundongos
submetidos a PSP exibiram uma expressdo génica proé-inflamatoria
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aumentada de IL-1p e TNF-a no hipotadlamo, hipocampo e cortex
frontal. Num estudo anterior, utilizando o modelo animal de mania
induzido por anfetamina, foi demonstrado que IL-4, IL-6, IL-10 e TNF-
o estavam aumentados no cérebro de ratos com comportamento do tipo
maniaco (Valvassori et al. 2015). Alguns estudos clinicos demonstraram
gue 0s processos neuropatologicos progressivos com o TB estéo ligados
a alteragdes de citocinas inflamatdrias (Kapczinski et al., 2009; Berk et
al., 2011). Um estudo clinico demonstrou que as alteragdes observadas
no sono dos pacientes com TB também estdo relacionadas com a
elevacdo da IL-6 (Ritter et al., 2013). Juntos com os resultados do
presente estudo, esses estudos, citados anteriormente, sugerem que a
privacdo do sono e comportamentos maniacos estdo associados a
alteracdo do sistema inflamatdrio.

Ndo foram encontradas alteracbes no soro dos
camundongos submetidos a PSP. Um estudo prévio deste grupo de
pesquisa mostrou que a administracdo de anfetamina em ratos,
considerado um modelo animal de mania, aumentou os niveis de IL-4,
IL-6, IL-10 e TNF-a no soro desses animais (Valvassori et al., 2015).
Além disso, a maioria dos estudos, avaliando citocinas em pacientes
com TB, avaliam os niveis dessas moléculas no sangue dos pacientes
(Barbosa et al.,2014a; Barbosa et al.,2014b Li aet al., 2014; Bai et al.,
2014; Monfrim et al., 2014; Wieck et al., 2014; Munkholm et al., 2015).
Cabe ser citada aqui a explicacdo dada anteriormente. Os animais do
presente estudo foram submetidos a um tempo curto de PSP, apenas 36h
e, talvez, nesse periodo pode ser observada poucas alteragBes na
periferia. A partir desses resultados, pode ser refor¢ada, novamente, a
necessidade de mais estudos utilizando o modelo de PSP para melhor
elucidar os efeitos da privagdo do sono sobre as alteracfes do sistema
inflamatorio na periferia.

Ainda, Li preveniu as alteragcdes das citocinas induzidas
pela PSP. Um estudo prévio do nosso laboratério de pesquisa
demonstrou que Li reverteu as alteragdes das citocinas no cértex frontal
e estriado de ratos submetidos ao modelo animal de mania induzida por
anfetamina (Valvassori et al., 2015). Curiosamente, Li apresentou
efeitos anti-inflamatérios em um modelo animal de sepse (Albayrak et
al., 2013). E bem descrito na literatura os efeitos anti-inflamatorios de
Li, tais como a supressdo da expressao da ciclooxigenase-2, a inibicao
da producédo de IL-1B ¢ TNF-a e o aumento da sintese de IL-2 e I1L-10
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(Arenaetal., 1997, Nahman et al., 2012, Wang et al., 2013). Um estudo
clinico demonstrou que as concentracdes de citocinas em pacientes em
remissdo tratados com Li ndo foram diferentes de individuos saudaveis,
sugerindo que o tratamento de manutencdo com Li faz com que o status
das citocinas atinja um nivel semelhante ao dos individuos controle
saudaveis (Remlinger-Molenda et al., 2012). Conforme demonstrado
anteriormente, Li previne o dano oxidativo aos lipideos e a0 DNA em
ratos submetidos a PSP. Como a producdo excessiva de ROS induzida
por PSP pode levar a inflamacdo, Li pode modular sistemas antioxidante
e modular indiretamente os niveis de citocinas.

Por fim, os dados do presente estudo demonstraram que a
PSP induz alteragdes do eixo HHA, aumento dos niveis de citocinas e de
parametros de estresse oxidativo. Portanto, pode-se sugerir que as
alteracBes dos ritmos circadianos observadas no TB podem estar
relacionadas a alteracdo do eixo HHA, ativacdo do sistema inflamatério
e estresse oxidativo; todos esses parametros também sdo observados
neste transtorno. Além disso, Li preveniu as alteracdes neurogquimicas
induzidas pelo PSP, sugerindo que este estabilizador de humor pode
atuar sobre mecanismos dos ritmos circadianos, protegendo o sistema
nervoso central e a periferia contra alteragdo do eixo HHA, estresse
oxidativo e aumento dos niveis de citocinas. Contudo, um
direcionamento futuro certo, sera a mensuracdo de parametro cognitivos
e de memoria sobre a PSP, isso por que alteragdes cognitivas, de
memoéria e aprendizado estdo presentes em pacientes com TB. Por tanto,
verificar a presenca de alteracfes nesses parametros tornard esse modelo
mais refinado.
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6 CONCLUSAO

A PSP induz alteracGes do eixo HHA, aumento dos niveis
de citocinas e de pardmetros de estresse oxidativo. Portanto, pode-se
sugerir que as alteracbes dos ritmos circadianos observadas no TB
podem estar relacionadas a alteracdo do eixo HHA, ativacdo do sistema
inflamatorio e estresse oxidativo; todos esses parametros também sdo
observados neste transtorno. Além disso, Li preveniu as alteracdes
neuroquimicas induzidas pelo PSP, sugerindo que este estabilizador de
humor pode atuar sobre mecanismos dos ritmos circadianos, protegendo
0 sistema nervoso central e a periferia contra alteragdo do eixo HHA,
estresse oxidativo e aumento dos niveis de citocinas. Ndo obstante, um
direcionamento futuro certo, sera a mensuracdo de pardmetro cognitivos
e de memoria sobre a PSP, isso por que alteracbes cognitivas, de
memoéria e aprendizado estdo presentes em pacientes com TB.
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