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RESUMO

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno psiquiatrico caracterizado pela ocorréncia
de episodios de mania e de depressdo. Seu tratamento farmacoldgico consiste no uso de
estabilizadores do humor, tais como o litio e o valproato. Além deles, medicamentos
antipsicoticos, a exemplo do aripiprazol, vém sendo utilizado como adjuvantes no tratamento
de episédios de mania. No entanto, ndo ha validacdo de sua eficacia em modelos animais
preditivos para farmacos estabilizadores do humor. A inibicdo do transportador de dopamina
pelo GBR12909 foi proposta como modelo animal de mania, uma vez que mimetiza a
agitacdo psicomotora observada em pacientes durante essa fase do TB. Além disso, diversos
estudos tém corroborado a ideia de que a neurotransmissdo dopaminérgica tem importante
papel na fisiopatologia do TB.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram: (i) validar o efeito da administracdo do
GBR12909 como modelo preditivo para o comportamento animal do tipo-mania; (ii)
quantificar alteracBes em pardmetros neuroinflamatorios em areas cerebrais relacionadas aos
sintomas apresentados por pacientes bipolares e (iii) testar a hipotese de que o Aripiprazol
inibe o efeito comportamental do GBR12909.

A administracdo de 15 mg/Kg de GBR12909 induziu hiperlocomocdo em
camundongos Swiss, nos protocolos sem e com habituacdo, bem como aumento das citocinas
IL-4, 1L-10 e IL-17 no estriado, de IL-6 e IFN-y no estriado e no hipocampo e diminuigdo de
IL-6 no cértex pré-frontal, 24 horas ap6s sua administracdo. Além disso, injecdo aguda de
Carbonato de Litio (12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg), nas doses mais elevadas, inibiu os efeitos do
GBR12909, embora o Valproato de Sédio (75; 150 e 300 mg/Kg) ndo tenha mimetizado este

efeito. J& o Aripiprazol preveniu a hiperlocomog&o nas doses de 0,1; 1 e 10 mg/Kg.



Conclui-se que a administracdo de GBR12909 é um promissor modelo do
comportamento tipo-mania, uma vez que é capaz de mimetizar um dos sintomas observados
em pacientes durante a fase maniaca e causar alteracdes neuroinflamatorias relevantes para a
fisiopatologia da doenca. Além disso, o litio e o aripiprazol inibem o efeito do GBR12909, em

acordo com a sua eficacia nesse transtorno.

Palavras-chave: mania, transtorno bipolar, estabilizadores do humor, aripiprazol, dopamina,

neuroinflamacéo



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a psychiatric disorder featured by the occurrence of mania
and depression episodes. The pharmacological treatment consists in mood stabilizers,
including lithium and valproate. In addition, antipsychotic drugs, such as aripiprazole, have
been used as adjuvant therapies in the treatment of maniac episodes. Aripiprazole efficacy,
however, has not been validated in animal models predictive for mood stabilizers drugs. The
inhibition of dopamine transporter by GBR12909 was recently proposed as an animal model
of mania, since it mimics the psychomotor agitation observed in patients undergoing a BD
associated maniac episode. Moreover, several studies have been supporting the idea that
dopaminergic neurotransmission plays a role in BD pathophysiology.

Therefore, the aims of the current work were: (i) validate the effect of GBR12909 as a
predictive model for mania-like behaviour; (ii) quantify alterations in neuroinflammatory
parameters in brain areas related to symptoms displayed by bipolar patients and (iii) test the
hypothesis that Aripiprazole inhibits the behavioral effects of GBR12909.

GBR12909 administration at 15 mg/kg induces hyperlocomotion in Swiss mice, in the
protocols with and without habituation. GBR12909 also leads to an increase in the cytokine
IL-4, IL-10 and IL-17 levels in striatum, IL-6 and IFN-y in striatum and hippocampus and
decreased IL-6 levels in prefrontal cortex, 24 hours after administration. Acute lithium
carbonate injection (12.5; 25; 50 e 100 mg/kg) inhibited GBR12909 effect at the higher doses,
whereas sodium valproate (75; 150 e 300 mg/kg) failed to mimic this effect. Aripiprazol,
however, prevented this effect at the doses of 0.1; 1 and 10 mg/kg.

In conclusion, GBR12909 administration seems to be a useful model of mania-like
behaviour, since it mimics some changes observed in patients undergoing a mania state and

induces neuroinflammatory alterations potentially associated with BD physiopathology.



Moreover, lithium and the antipsychotic aripiprazol inhibit the effect of GBR12909, in

agreement with its effectiveness in this disorder.

Palavras-chave: mania, bipolar disorder, mood stabilizers, aripiprazole, dopamine,

neuroinflammation
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1. INTRODUCAO

1.1 Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) esta entre os mais debilitantes dos transtornos
psiquiatricos. As classificacdes atuais da 5% edicdo do Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5) estabelecem a diferenciacdo entre o TB tipo | (TB-1) e 0 TB
tipo Il (TB-II), e casos com caracteristicas mistas sdo descritos no indicador “Outro
Transtorno Bipolar e Transtorno Relacionado Especificado” (BRENNER; SHYN, 2014)

(Association, 2014).

O TB-tipo | é caracterizado pela presenca de episddios maniacos, hipomaniacos e/ou
depressivos. Episodios depressivos sdo caracterizados pela presenca de humor triste, vazio ou
irritavel ou pela perda de interesse ou anedonia que perdura por pelo menos duas semanas. E
acompanhado de alteracBes somaticas e cognitivas, e podem diferir na duracdo, momento e
etiologia presumida. Os episddios maniacos, por sua vez, sdo diagnosticados pela presenca de
humor elevado, expansivel ou irritdvel, com duracdo minima de uma semana, associado a trés
ou mais sintomas auxiliares, que podem ser autoestima elevada, reducdo da necessidade de
sono e agitacdo psicomotora, dentre outros. A perturbacéo é suficientemente grave a ponto de
causar prejuizo social e, ou profissional.

O TB-tipo Il é caracterizado pela presenca de episédios hipomaniacos e/ou
depressivos. Os episodios hipomaniacos se diferenciam dos maniacos pela menor gravidade
dos sintomas, que ndo constituem um episoddio maniaco completo. Alteragdes de humor com
duracdo minima de quatro dias consecutivos sdo incluidas nos episédios hipomaniacos

(Association, 2014).
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1.2 Tratamentos disponiveis parao TB

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) incluiu o carbonato de litio, o &cido
valpréico e a carbamazepina na lista de Medicamentos Essenciais para o tratamento do TB
(WHO, 2012). Esses farmacos sd@o chamados de estabilizadores de humor, e sdo empregados
também em casos de mania aguda. Durante décadas, o litio foi o Unico farmaco utilizado no
tratamento do TB e continua sendo o mais prescrito entre os estabilizadores do humor
(THASE; DENKO, 2008), mas devido a baixa responsividade dos pacientes ao tratamento,
novas terapias foram sugeridas.

Cinco antipsicéticos atipicos passaram a ser indicados como alternativa para o
tratamento da mania aguda, sendo eles: risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e
aripiprazol (YATHAM et al., 2013a). Cabe ressaltar que esses farmacos comecaram a ser
utilizados para tratar o TB sem que houvesse a verificacdo prévia em modelos animais da sua
eficacia para esses casos (LACERDA; SOARES; TOHEN, 2002). Por terem sido
desenvolvidos com outras finalidades, apresentam eficécia limitada para o tratamento do TB e
os efeitos adversos podem ser significativos (BRENNER; SHYN, 2014). Farmacos inibidores
seletivos da recaptacdo de serotonina também podem ser indicados para pacientes com quadro
de depressdo bipolar, como adjuvante a outro estabilizador do humor (YATHAM et al.,
2013a).

Considerando-se as limitacdes desses tratamentos, ja que nem todos 0s pacientes
respondem bem ao uso, percebeu-se a necessidade de se identificar novos possiveis alvos

farmacologicos para o tratamento do TB (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011).
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1.3 Dopamina e Mania

Pacientes  bipolares podem apresentar sintomas emocionais, cognitivos,
comportamentais, autonémicos, neuroendocrinos, imunes e disturbios circadianos, indicando
que ndo existe uma regido cerebral especifica afetada, mas que a disfuncdo ocorre em redes
neurais interconectadas (MALETIC; RAISON, 2014). Embora a fisiopatologia do TB ainda
ndo seja bem compreendida, van Enkhuizen e colaboradores, propdem um desbalanco dos
sistemas catecolaminérgico-colinérgico como gatilho para o surgimento dos sintomas. Nessa
abordagem, baseada em estudos de neuroimagem, farmacoldgicos, genéticos e em animais, a
superregulacdo do sistema colinérgico implicaria em sintomas depressivos e 0 aumento da
neurotransmissdao de norepinefrina e de dopamina acarretariam em mania (VAN
ENKHUIZEN et al., 2015).

A participacdo da dopamina na fisiopatologia da mania tem sido investigada,
provavelmente, pelo notavel fato de drogas antipsicéticas serem utilizadas com sucesso para
tratar os sintomas (THASE; DENKO, 2008, YATHAM et al., 2013b). E, embora estudos de
neuroimagem sejam em grande parte inconclusivos, pela dificuldade da realizacdo em
pacientes durante a fase maniaca e de estabelecer como o tratamento pode interferir nos
resultados (MALETIC; RAISON, 2014), eles também reforcam a ideia da participacdo de
vias dopaminérgicas.

A distribuicdo das vias dopaminérgicas no cérebro € mais restrita que a da
norepinefrina, sendo quatro bem descritas. A via tuberoinfundibular estd presente no
hipotdlamo e regula algumas funcdes da hipofise anterior. A via nigroestriatal se origina da
substancia negra pars compacta e termina no estriado dorsal, com um papel bem estabelecido
no sistema motor. As vias mesolimbica e mesocortical surgem na area ventral tegmental do

(ATV), a primeira projeta para o sistema limbico e a segunda para os cortices frontais e
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temporais. Essas vias modulam comportamentos como impulsividade e atencdo, busca por
recompensa, processamento emocional, memoria e funcdes executivas (COUSINS; BUTTS;
YOUNG, 2009). Estudos de neuroimagem mostram aumento dos ventriculos e alteracGes
estruturais e funcionais que levam ao comprometimento de vias envolvidas principalmente no
controle emocional (MALETIC; RAISON, 2014; STRAKOWSKI et al., 2012). Durante a
fase maniaca, especialmente, parece haver uma ativacdo exacerbada da amigdala

(STRAKOWSKI et al., 2012).

1.4 Dopamina e Sistema Imune

A ativacdo do sistema imune pode afetar o funcionamento cerebral e com isso
desencadear alteracdes comportamentais. Essa resposta imune pode ser originada no proprio
cérebro através da ativacdo da micrdglia, tipo celular que possui receptores para diversas
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, ou ter iniciado na periferia e chegado ao
cérebro, por diferentes formas. Pela via humoral as citocinas inflamatdrias acessam o cérebro
através de regides fenestradas da barreira hematoencefélica, como plexo coroide e 6rgaos
circumventriculares, e sdo capazes de ativar células endoteliais que, por sua vez, irdo ativar
segundos mensageiros. J& a via neural consiste na ativacdo de fibras aferentes primarias no
nervo vago, que transmite informacdo para areas cerebrais através da ativacdo do ndcleo do
trato solitario e area postrema. Por fim, na via celular as citocinas inflamatérias sdo capazes
de estimular a micréglia a produzir proteina quimioatrativa de monocitos-1 (MCP-1), que por
sua vez é responsavel pelo recrutamento de mondcitos no cérebro (CAPURON; MILLER,
2011; MILLER et al., 2013). Em algumas condi¢cdes patologicas, como convulsbes por

exemplo, também pode ocorrer entrada de mediadores inflamatorios no cérebro.
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O processo inflamatorio, originado no cérebro ou ndo, pode interferir em diversas
funcbes, como regulacdo da atividade neuroenddcrina, na plasticidade neural e ainda alterar a
circuitaria cerebral. Em relacdo ao sistema dopaminérgico, pode ocorrer alteracdo na sintese,
liberacdo ou recaptacdo de dopamina, ou na neurotrasmissao em areas como cortex cingulado
anterior e nos ndcleos da base (CAPURON; MILLER, 2011; MILLER et al., 2013). Além
disso, a administracdo sistémica em ratos das citocinas pré-inflamatorias IL-1 e 1L-6 é capaz
de aumentar a concentragdo de DOPAC (Acido 3,4-di-hidroxifenilacético), um metabdlito da
dopamina, no cortex pre-frontal, e afetar a relacdo DOPAC:DA, indicando que essas citocinas

aumentam a utilizacdo de dopamina (ZALCMAN et al., 1994).

1.5 Sistema Imuneeo TB

A relacdo entre inflamacéo e salde mental vem sendo investigada nas ultimas décadas.
Especialmente entre os Transtornos do Humor, observou-se que o comportamento depressivo
tem semelhancas com alguns dos sintomas apresentados por pacientes acometidos por
doencas infecciosas ou cancer, tais como fadiga, letargia, perda de peso, anedonia, alteracdes
no sono, aumento da sensibilidade para dor, entre outros (CAPURON; MILLER, 2011;
DANTZER, 2001). Além disso, ja se demonstrou que a inducdo de resposta inflamatéria em
animais pela injecdo de lipopolissacarideo, por exemplo, também gera um comportamento do
tipo-depressivo, que é atenuado pela administracdo de antidepressivos (OHGI et al., 2013).
Esse conjunto de sintomas é conhecido como “comportamento doente” (sickness behavior) e
estd fundamentado na ideia de que esses sintomas estdo relacionados ao aumento dos niveis
circulantes de citocinas pré-inflamatorias (HAROON; RAISON; MILLER, 2012).

Em relacdo ao TB, diversos indicios suportam a ideia de que a disfuncdo imunolégica

exerce papel importante na fisiopatologia da doenca. Embora existam resultados divergentes
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na literatura, Barbosa e colaboradores demonstraram que pacientes com TB apresentam
aumento dos niveis circulantes de interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a), receptor soluvel de TNF-a tipo 1 (sTNFR1), interleucina-4 (IL-4), antagonista do receptor
para interleucina-1 (IL-1ra), e também das quimiocinas CXCL10, CXCL11 durante a fase
maniaca, e de STNFR1 e CXCL10 durante as fases depressiva e eutimia (fase intermediaria
entre mania e depressdo) (BARBOSA et al., 2014). Esses achados indicam que ha um perfil
inflamatdrio permanente em pacientes com TB, que parecem estar exacerbado durante os

episddios de humor, principalmente durante o quadro de mania.

1.6 O uso de modelos animais para o estudo da Mania

O TB ¢é uma doenca psiquiatrica cuja caracteristica mais marcante é a ciclagem dos
estados maniacos, depressivos, e de eutimia, podendo ainda ocorrer o estado com episddios
mistos. Essa particularidade torna ainda mais dificil o desenvolvimento de um modelo animal
que corresponda ao que é observado em humanos. Entretanto, diversos modelos animais para
0 estudo dos comportamentos tipo-mania e tipo-depressivo tém sido propostos, a fim de tentar
melhor compreender a fisiopatologia desse transtorno (MACHADO-VIEIRA; KAPCZINSKI,
SOARES, 2004). E, ainda que exista a distin¢cdo entre modelos para o estudo da mania e da
depressdo isoladamente, cabe ressaltar que nenhum deles ira refletir a diversidade de sintomas
observada durante cada fase.

Um bom modelo animal para estudo de desordens psiquiatricas deve atender, ainda
que parcialmente, trés critérios de validade: de face (ou aparente), de constructo e preditiva. A
validade de face é relativa a semelhanca entre a sintomatologia e 0 comportamento observado
no animal. A validade de constructo reproduz fatores neurobioldgicos desencadeantes do

transtorno, de forma consistente com a fundamentagdo teorica. J4 a validade preditiva diz
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como o modelo responde aos medicamentos utilizados para o tratamento (KATO; KUBOTA,;
KASAHARA, 2007; MACHADO-VIEIRA; KAPCZINSKI; SOARES, 2004). Baseado
nesses aspectos, modelos animais podem ser classificados como farmacologicos (induzidos
pela injecdo de drogas), nutricionais (p. ex. alterando a dieta dos animais), genéticos (p. ex.
animais nocautes) e ambientais (p. ex. privando os animais de sono).

A atividade locomotora € o parametro mais comumente avaliado em modelos animais
tipo-mania porque, além de ser facilmente mensurado em roedores, se assemelha a agitacédo
psicomotora vivenciada pelos pacientes (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Perry e
colaboradores identificaram diferencas na exploracdo do ambiente entre pacientes bipolares e
esquizofrénicos utilizando o teste do “Monitor de Comportamento Padrao” (Behavioral
Pattern Monitor — BPM), que avalia diferentes aspectos da hiperatividade de forma
equivalente em humanos e roedores. Observou-se que pacientes em fase maniaca do TB ou
com esquizofrenia gastam mais tempo caminhando e explorando o novo ambiente que os
individuos sadios. Entretanto, somente os individuos em mania interagiam com os diversos
objetos ali dispostos de forma persistente e simultdnea. Embora ndo seja possivel estabelecer
uma relacdo direta desses parametros com a sintomatologia do TB, eles podem ser relevantes
para distinguir o comportamento tipo-mania de outros transtornos psiquiatricos em animais,
uma vez que a hiperatividade é avaliada em diversos disturbios psiquiatricos (PERRY et al.,
2010; YOUNG et al., 2007).

Pesquisas utilizando moduladores dopaminérgicos como indutores de comportamentos
tipo-mania em animais comecaram a ganhar importancia devido a validade de constructo,
estabelecida pela relacdo da dopamina e mania, e a validade de face, ja que o aumento dos
niveis de dopamina cerebrais leva ao aumento da locomocdo devido a presenca de vias
dopaminérgicas em areas responsaveis pelo comportamento motor. A administracdo de

anfetamina tem sido largamente utilizada como modelo farmacoldgico do comportamento
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tipo-mania. Essas substancias aumentam o0s niveis de dopamina na fenda sinaptica por
impedir a recaptacdo e por inibir a enzima monoamina oxidase (MAQ), que é responsavel
pela degradacdo da dopamina, levando ao aumento da agitacdo psicomotora (VALVASSORI
et al., 2013). A validade preditiva desse modelo ja é bem estabelecida, sendo inclusive
demonstrada em diferentes protocolos experimentais (CECHINEL-RECCO et al., 2012;
FREY et al., 2006; GOULD; KEITH; BHAT, 2001; KALINICHEV; DAWSON, 2011).
Entretanto, apresenta algumas limitagcdes, sendo a principal delas a sua utilizagdo como
modelo de outros transtornos psiquiatricos, incluindo esquizofrenia, abuso de drogas e
discinesia tardia (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011).

InvestigacBes utilizando o teste do BPM mostraram que animais geneticamente
modificados que apresentam apenas 10% dos transportadores de dopamina (DAT KD) e
animais em que foi administrado GBR 12909, um inibidor seletivo do transportador de
dopamina, exibem atividade exploratéria mais semelhante ao observado em pacientes em
mania do que animais que receberam anfetamina (PERRY et al., 2009; YOUNG et al., 2007),
sugerindo que a diminuicdo do funcionamento do transportador de dopamina mimetiza com
mais fidelidade o que é observado em humanos. Ainda nesse sentido, 0 mesmo grupo de
pesquisadores demonstrou que o efeito induzido pelo GBR12909 néo era linhagem-especifico
e se manteve por 3h ap6s a administracdo (YOUNG et al., 2010a). Além disso, o perfil
exploratério dos animais GBR12909 se mantem mesmo quando os animais estdo ambientados
ao BPM, mas, o mesmo perfil de resposta ndo foi observado em DAT KD ambientados,
entretanto, a resposta foi recuperada com uma subdose de GBR12909, ndo efetiva nos
animais tipo selvagem e pela exposi¢édo a novidade (YOUNG et al., 2010b).

Douma e colaboradores mostraram que animais tratados com GBR12909 tém déficits
no teste de inibicdo pré-pulso (PPI), que avalia a resposta de sobressalto a um estimulo

sonoro, que pode estar prejudicado em pacientes TB, reforcando a validade de face do
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modelo, mas ainda sem confirmar sua validade preditiva, uma vez que o pré-tratamento com
valproato ndo atenuou a hiperlocomocéo induzida pelo GBR12909 (DOUMA et al., 2011).
Posteriormente Van Enkhuizen e colaboradores mostraram que o tratamento crénico com
valproato é capaz de atenuar a hiperatividade, mas ndo a exploracdo ao ambiente
(ENKHUIZEN et al., 2012).

Considerando o ainda limitado numero de trabalhos utilizando o GBR12909 como
indutor do comportamento tipo-mania em animais, objetivamos reproduzir em nosso
laboratdrio os resultados que mostram aumento da locomogdo nos animais submetidos a
injecdo desse composto e avaliar se ele € capaz de alterar a concentragdo no SNC de citocinas
pré e anti-inflamatdrias de maneira semelhante ao que é observado em pacientes com TB,
confirmando assim as validades de face e de constructo desse modelo. Além disso,
investigamos a validade preditiva, utilizando trés farmacos indicados para o tratamento da

mania aguda: carbonato de litio, valproato de sddio e aripiprazol.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi testar a hipotese de que os efeitos do GBR12909,

um inibidor seletivo da recaptacdo de dopamina, sejam validos como um modelo animal de

mania associada ao TB, conforme verificado por abordagens comportamentais,

neuroimunologicas e farmacologicas.

2.2. Objetivos especificos

A) Verificar se 0 GBR12909 induz hiperlocomocdo em camundongos Swiss.

B) Verificar se 0 GBR12909 é capaz de alterar a concentracdo de citocinas no SNC

C) Testar a hipdtese de que o pré-tratamento com carbonato de litio, valproato de sédio

ou Aripiprazol, atenuard a hiperatividade induzida por GBR12909 em camundongos

Swiss.

3. METODOS E MATERIAIS

3.1 Materiais

3.1.1 Animais

Com a finalidade de minimizar a interferéncia de fatores hormonais, que poderiam

influenciar os resultados, optou-se por utilizar camundongos machos jovens da linhagem Swiss,
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de 25 a 40 g, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas

(CEBIO). Os animais foram mantidos no biotério especifico do Departamento de

Farmacologia da UFMG, com adequado controle de luz e temperatura, livre acesso a racéo e

agua, e sob ciclo claro-escuro de 12h (luzes acessas as 6h). Todos os procedimentos descritos

a seguir foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA-UFMG, sob o

numero de protocolo 078/2014.

3.1.2 Drogas

Quadro 01: Drogas utilizadas

Droga

GBR 12909
(vanoxerina)

Carbonato de
Litio

Valproato de
sodio

Aripiprazol

Nome quimico

1-(2-[bis(4-

fluorofenil)metoxi]etil)-

Carbonato de litio

2-propilpentanoato

7-[4-4-(2,3-
diclorofenil)-1-

piperazinil]-butoxi]

4-(3-fenilpropil)- de sodio o
) ) -3,4-dihidro-2(1H)-
piperazina o
quinolinona
Si Aldrich® Si Aldrich® Si Aldrich® Bristol-Myers
i igma Aldric igma Aldric igma Aldric
Fabricante 9 9 Y Squibb®
o . . ] Antipsicético,
Inibidor seletivo do ] N Anticonvulsivante, ] .
Féarmaco utilizado ] N agonista parcial de
transportador de rat 0d também utilizado )
ilizacs no tratamento do receptores
Utilizagdo dopamina; induz como estabilizador p o
) 3 TB dopaminérgicos
hiperlocomogéo do humor )
tipo D2
12,5 0,01
75
Dose (s) 5 25 150 0,1
ut(lllza;?(a )(s) 50 - 1
m
gy 100 10
] o _ 4% de Acido
Salina esteril seguida o 5% de Tween 80 e
d L Cloridrico (HCl) e Sall il 95% de sall
iluics e sonicagdo por alina estéri 6 de salina
Diluicgo saop 96% de salina

aproximadamente 1,5h

estéril

estéril

As solucdes foram preparadas imediatamente antes dos experimentos e administradas

via intraperitoneal, num volume de 10 ml/Kg
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3.1.3 Campo Aberto

O campo aberto consiste em uma arena cilindrica de acrilico, medindo 30 cm de
didmetro e 40 cm de altura. Os experimentos foram filmados com auxilio de uma camera de
video (Microsoft®) localizada 2,0 metros acima do campo aberto. Simultaneamente, com
auxilio do software ANY-MAZE (versdo 4.5), a distancia total percorrida pelo animal durante
0 teste foi registrada. No intervalo entre cada animal o campo aberto foi limpo com uma

solugdo de &lcool (70%).

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliagdo Comportamental

A fim de caracterizar a hiperlocomocgéo induzida pelo GBR12909 (15 mg/Kg, i.p),
avaliou-se, no campo aberto, 0 comportamento de camundongos Swiss em dois diferentes
protocolos experimentais. O primeiro consistiu na exposi¢cdo ao campo aberto imediatamente
apos a injecdo do GBR12909, no qual o comportamento foi avaliado durante 30 minutos
ininterruptos. No segundo protocolo, a droga foi administrada ap6s habituacdo dos animais
por 10 min no campo aberto e o comportamento foi avaliado durante os 20 min seguintes a
injecdo do GBR12909. A cada experimento um grupo recebeu salina como controle.

O carbonato de litio e o valproato de sodio tiveram as doses previamente avaliadas
isoladamente (isto é, sem administracdo do GBR12909) no campo aberto durante 30 min, a
fim de verificar se elas interfeririam no comportamento basal dos animais, comparados ao
controle salina. Respeitou-se sempre 0 tempo necessario para acdo de cada uma, ou seja, o

intervalo entre a administracdo e a exposi¢do ao campo aberto, conforme descrigédo a seguir.
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O objetivo dos pré-tratamentos foi avaliar quais drogas e em quais doses seriam
capazes de prevenir os efeitos promovidos pelo GBR12909. O carbonato de litio foi testado
como pré-tratamento nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/Kg administradas 20 min antes da injecao
de GBR12909 ou salina. J& o valproato de sddio e o aripiprazol foram administrados 30 min
antes da injecdo de GBR12909 ou salina, e as doses utilizadas foram 75; 150 e 300 mg/Kg e
0,01; 0,1; 1 e 10 respectivamente. Apds a administracdo de GBR12909 ou salina utilizou-se o
mesmo protocolo para todos 0s grupos, ou seja, 0 comportamento foi avaliado por 30 min
ininterruptos apods a injecdo, sem periodo de habituacdo a arena. Todas as drogas foram

administradas pela via intraperitoneal.

3.2.2 Preparo do homogenato e determinacdo da concentracdo de citocinas cerebrais por

CBA

Vinte e quatro horas apds a injecdo, animais tratados com GBR12909 e controles
foram anestesiados pela via intraperitoneal com xilazina, cetamina e PBS, na proporcao de
1:3:4 mL, respectivamente. Em seguida, foram decapitados e tiveram o cortex pré-frontal,
estriado e hipocampo dissecados e armazenados no freezer a -80°C até o dia do
processamento das amostras. Posteriormente, as amostras foram pesadas (100 mg) e
colocadas em 1,0 mL de solucdo inibidora de proteases para extragdo de citocinas [NaCl 0,4
M; Tween 20 0,05%; Albumina de soro bovino (BSA) 0,5%; Fluoreto de fenilmetilsufonila
(PMSF) 0,1mM; cloreto de benzeténio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina],
preparada a partir de uma solucdo de tampdo fosfato (NaCl 8 g, KCl 0,2 g e
Na2HPO4.12H20 2,899 diluidos em 1 litro). As amostras foram maceradas em um
homogenizador de tecidos (Power Gen 125, Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) a uma

velocidade 6tima e a solucéo resultante foi centrifugada a 10.000 r.p.m, a 4°C, por 10 minutos
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(Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, EUA). O sobrenadante foi recolhido, aliquotado e
estocado a —80°C até a sua utilizacdo para deteccdo da concentracdo das citocinas IL-2, I1L-4,
IL-6, IL-10, IL-17 TNF-a e IFN-y por meio da técnica de CBA (Cytometric Bead Array). Os
Kits de CBA TH1/TH2/TH7 obtidos da BD Biosciences, foram utilizados de acordo com os
procedimentos previamente descritos pelo fabricante e a concentracdo dos mediadores
inflamatdrios foi determinada por leitura no instrumento FACSCanto Il (Becton Dickinson,
San Jose, CA, USA). Os dados obtidos foram convertidos da média de intensidade de
fluorescéncia (MFI) para concentracdo correspondente (CC), e estdo expressos em picograma

por mililitro (pg/mL).

3.2.3 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software Prism5® (GraphPad, La Jolla,
CA, USA) para Windows. Para andlise da normalidade utilizou-se o teste Smirnov-
kolmogorov. Nas analises da distancia total percorrida e das concentracBes de citocinas,
utilizou-se Test T student, para comparar dois grupos, e o teste One Way Anova seguido do
pos-teste de Bonferroni quando mais que dois grupos estavam presentes. Assumiu-se que 0
nivel de significancia seria p menor que 0.05 para todos os casos e o0s resultados estdo
representados como média * erro padrdo da média (E.P.M). Nas analises minuto-a-minuto
utilizou-se Two Away ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni e os dados estdo expressos
como média £ EPM por minuto ou blocos de 5 minutos. Em alguns gréficos de linhas, apenas

a média é apresentada, a fim de possibilitar maior clareza na visualizacéo.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito promovido pela administracdo de 15 mg/Kg de GBR12909

O teste T ndo pareado mostrou que o GBR 12909 aumentou significativamente a
distancia percorrida no campo aberto durante os 30 min do teste [t (21) = 4.092; *** p =
0,0005] (Fig. 1A). A anélise por minuto mostrou que, em relacdo ao grupo controle, os
animais GBR andaram mais, diferenca que € significativa ap6s dez minutos [Efeito da droga:
F (1, 21) = 16,74; *** p = 0,0005. Efeito do tempo: F (29, 21) = 5,491; *** p < 0,0001,;
Interacdo: F (29, 21) = 3,726; *** p < 0,0001] (Fig. 1B). A Figura 1C mostra 0 mesmo
resultado de B, em intervalos de 5 minutos [Efeito da droga: F (1, 21) = 17,57; *** p =
0,0004. Efeito do tempo: F (6, 21) = 12,05; *** p < 0,0001. Interacdo: F (6, 21) = 3,107; ** p
=0,0071].

O aumento da locomocéo também foi observado quando a injecdo de GBR se deu apds
a habituacdo dos animais por 10 min no campo aberto [t (20) = 7.085; *** p < 0,0001] (Fig
2A). No final dos 10 minutos de habituacdo todos o0s animais apresentaram niveis baixos de
locomocdo, perfil que mudou no grupo GBR, apds a injecdo da droga [Efeito da droga: F (1,
20) = 31,90; *** p < 0,0001; Efeito do tempo: F (29, 20) = 27,79; *** p < 0,0001; Interacéo:
F(29, 20) = 8,945; *** p < 0,0001] (Fig 2B). A Figura 2A mostra a distancia total percorrida
apos a administracdo de GBR, ou seja, a soma da distancia percorrida no intervalo entre 11e
30 minutos mostrados na Figura 2B. A Figura 2C mostra a distancia percorrida durante a
habituacdo e ap0s a administragdo de GBR, em intervalos de 5 minutos [Efeito da droga: F (1,
20) =17,61; *** p = 0,0004. Efeito do tempo: F (6, 20) = 42,02; *** p < 0,0001. Interacdo: F

(6, 20) = 10,57; *** p < 0,0001].
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Como a dose testada foi efetiva nos dois testes, utilizou-se a mesma nos experimentos

seguintes, mantendo o protocolo sem habituacao.
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Figura 01. Efeito do GBR12909 no campo aberto. A: Distancia total percorrida em 30 minutos. Os dados
representam a média + EPM dos grupos veiculo (salina) e GBR 15mg/Kg, n = 11 e 12 respectivamente. t (21) =
4,092; *** p = 0,0005. Teste t ndo pareado. B: Distancia percorrida minuto a minuto. Os pontos representam a
média + EPM por minuto dos grupos veiculo e GBR 15mg/Kg, n = 11 e 12, respectivamente. Efeito da droga: F
(1, 21) = 16,74; *** p = 0,0005; Efeito do tempo: F (29,21) = 5,491; *** p < 0,0001; Interagdo: F(29,21) =
3,726; *** p < 0,0001. Two Away ANOVA com pos-teste de Bonferroni. C: Distancia percorrida a cada 5
minutos. Os pontos representam as médias + EPM dos grupos veiculo e GBR 15mg/Kg, n = 11 e 12,
respectivamente. Efeito da droga: F (1, 21) = 17,57; *** p = 0,0004. Efeito do tempo: F (6, 21) = 12,05; *** p <
0,0001. Interacdo: F (6, 21) = 3,107; ** p = 0,0071. Two Away ANOVA com péds-teste de Bonferroni.
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Figura 02: Efeito do GBR12909 apds 10 min de habitua¢do. A: Distancia total percorrida entre 11 e 30
minutos (apds a injecdo de GBR). Os dados representam a média + EPM dos grupos veiculo e GBR 15mg/Kg [t
(20) = 7.085; *** p < 0,0001; Teste t ndo pareado]. B: Distancia percorrida minuto a minuto. Os pontos
representam a média £ EPM por minuto dos grupos veiculo e GBR 15mg/Kg. [Efeito da droga: F (1, 20) =
31,90; *** p < 0,0001 ; Efeito do tempo: F (29, 20) = 27,79; *** p < 0,0001; Interacdo: F(29, 20) = 8,945; *** p
< 0,0001; ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni]. C: Distancia percorrida a cada 5 minutos. Os
pontos representam as médias = EPM dos grupos veiculo e GBR 15mg/Kg [Efeito da droga: F(1, 20) = 17,61;
*** p = 0,0004 ; Efeito do tempo: F (6, 20) = 42,02; *** p < 0,0001; Interacdo: F(6, 20) = 10,57; ***p <
0,0001; ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni]. n = 12 grupo veiculo e n = 10 grupo GBR. As setas

indicam 0 momento em que GBR 15mg/Kg foi administrada (10 min.).
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4.2 Efeito promovido pelo GBR 12909 sobre a concentracéo de citocinas

A dosagem de citocinas realizada com amostras dissecadas 24 horas apds a
administracdo de GBR12909 revelou diminuicéo significativa de IL-6 no cortex pré-frontal [t
(9) =3.768; ** p = 0,0044] (Fig. 3).

Houve aumento significativo dos niveis de IL-4, IL-10 e IL-17 no estriado [t (10) =
3.190; ** p= 0,0097; t (10) =2.665; * p = 0,0237; t (10) = 2.822 *p = 0,0181,
respectivamente] (Fig. 4).

Houve ainda aumento significativo no estriado e hipocampo de IL-6 [estriado: t (10)
=6.248; *** p < 0.0001 e hipocampo t (10) =2.377; * p = 0,0388] e de IFN-y [estriado t (10)

=5.723; *** p = 0,0002 e Hipocampo t(10) =2.300; * p = 0,0442] (Fig. 4 e 5).
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Figura 03: Dosagem de citocinas no Cortex Pré-frontal 24 horas ap6s inducdo de hiperlocomocéo por
GBR12909. Houve diminuicdo dos niveis de IL-6 no cdrtex pré-frontal dos animais que receberam o GBR12909

(n=6) quando comparado com aqueles que receberam o veiculo (n=5). Teste T ndo pareado; ** p = 0,0044.
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Figura 04: Dosagem de citocinas no Estriado 24 horas ap6s inducdo de hiperlocomogéo por GBR12909.
Houve aumento nos niveis de IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e 1L-17 no estriado dos animais que receberam o
GBR12909 (n=6) quando comparado com aqueles que receberam o veiculo (n=6). Teste T ndo pareado; * p <
0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001.
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Figura 05: Dosagem de citocinas no Hipocampo 24 horas ap6s inducéo de hiperlocomog¢édo por GBR12909.

Houve aumento nos niveis de IL-6 e IFN-y no hipocampo dos animais que receberam o GBR12909 (n=6)

quando comparado com aqueles que receberam o veiculo (n=6). Teste T ndo pareado; * p < 0,05.
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4.3 Efeito promovido pelo carbonato de litio no campo aberto

A ANOVA de uma via revelou diferenca na distancia percorrida pelos animais tratados
com as quatro doses testadas de carbonato de litio (12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg) [F (4, 39) =
3,727; * p = 0,0116] (Fig. 6A). Entretanto, o pds-teste de Bonferroni ndo revelou diferenca
nas doses testadas em relacdo ao grupo controle.

A Figura 6B expressa a distancia percorrida em intervalos de 5 minutos. O teste
ANOVA de duas vias mostra que ha diferenca dos grupos em relacdo ao controle durante o

inicio do teste [F (4,39) = 3,825; * p = 0,0102] (Fig. 6B).
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Figura 06: Efeito do carbonato de litio no campo aberto. A: Distancia total percorrida em 30 minutos. Os
dados representam a média = EPM dos grupos veiculo (salina), Litio 12,5 mg/Kg; 25 mg/Kg; 50 mg/Kg e 100
mg/Kg; n = 8-12/grupo. F (4, 39) = 3,727; *p = 0,0116. Anova de uma via e pds-teste de Bonferroni. B:
Distancia percorrida minuto a minuto. Os pontos representam a média por minuto dos mesmos grupos mostrados
em A. Efeito da droga: F (4, 39) = 3,825; * p = 0,0102; Efeito do tempo: F (6, 39) = 90,20; *** p < 0,0001;
Interacdo: F (24, 39) = 2,221; *** p = 0,0013. ANOVA de duas vias com pés-teste de Bonferroni.
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4.4 Efeito do pré-tratamento agudo com carbonato de litio sobre a hiperlocomoc¢éao

induzida por GBR12909

O teste ANOVA de uma via detectou diferenca entre as médias dos grupos controle, GBR
e as doses de carbonato de litio testadas como pré-tratamento [F (5, 73) = 5,006; *** p =
0,0005]. Entretanto, somente os grupos veiculo + GBR, Li 12,5 + GBR e Li 25 + GBR
diferiram do grupo controle (salina + salina). As doses de 50 e 100 mg/Kg atenuaram o efeito
do GBR (Fig. 7A).

A andlise a cada 5 minutos mostra que a distancia percorrida pelos animais pré-tratados
com as doses de 50 e 100 mg/Kg de carbonato de litio permaneceram entre a do grupo
controle e do grupo GBR durante a maior parte do tempo [Efeito da droga: F (5, 73) = 4,740;

*** n =0,0008; Anova de duas vias e pds-teste de Bonferroni] (Fig. 7B).
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Figura 07: Efeito do pré-tratamento agudo com carbonato de litio. A: Distancia total percorrida em 30
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por minuto dos mesmos grupos mostrados em A. Interacdo F (30, 73) = 4,448; *** p < 0.0001; efeito do tempo F
(6, 73) = 11,97; *** p < 0.0001; efeito da droga F (5, 73) = 4,740; *** p = 0,0008. Anova de duas vias e pos-

teste de Bonferroni.
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4.5 Efeito promovido pelo valproato de sédio no campo aberto

As doses testadas de valproato de sédio ndo alteraram a distancia total percorrida em
relacdo ao grupo controle nas doses de 75 e 150 mg/Kg. Entretanto, na dose de 300 mg/Kg o
teste ANOVA detectou aumento da locomocdo dos animais durante os 30 minutos observados
[F (3,28) = 4,929; ** p = 0,0071] (Fig. 8A).

Na figura 8B observa-se que a distancia percorrida pelos animais tratados com a maior
dose de Valproato de sodio é maior durante os primeiros 15 minutos do teste, em relacdo ao

grupo controle [Efeito droga F (3, 28) = 3,549; * p = 0,0270].
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Figura 08: Efeito do valproato de sddio no campo aberto. A: Distancia total percorrida durante 30 minutos.
Os dados representam média + EPM dos grupos veiculo, valproato 75, 150 e 300 mg/Kg; n = 7-9/grupo, F (3,
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1,852; * p = 0,0231, Efeito tempo F (6, 28) = 93,52; *** p < 0.0001, Efeito droga F (3, 28) = 3,549; * p =

0,0270. Anova de duas vias e pos-teste de Bonferroni.
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4.6 Efeito do pré-tratamento agudo com valproato de sédio sobre a hiperlocomoc¢éao

induzida por GBR12909

Pelo teste ANOVA houve diferenca entre as médias da distancia percorrida dos grupos
[F (4, 45) = 7,232; *** p = 0,0001] (Fig. 9A). Entretanto, o p6s-teste de Bonferroni ndo
detectou diferenca entre o grupo pré-tratado com valproato de sddio na dose de 75 mg/Kg +
GBR e o grupo controle.

Na figura 9B observamos que o grupo tratado com valproato de sédio na dose de 300
mg/Kg e GBR percorre distancia maior do que o grupo em que foi administrado somente

GBR [F (4, 45) = 6,476; *** p = 0,0003] (Fig. 9B).
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Figura 09: Efeito do pré-tratamento agudo com valproato de sddio. A: Distancia total percorrida em 30
minutos. Os dados representam a média + EPM dos grupos veiculo, valproato de sédio 75, 150 e 300 mg/Kg
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0,0035, Efeito tempo F (6, 45) = 11,26; *** p < 0.0001, Efeito droga F (4, 45) = 6,476; *** p = 0,0003. Anova

de duas vias e pos-teste de Bonferroni.
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4.7 Efeito do pré-tratamento agudo com aripiprazol sobre a hiperlocomocéo induzida

por GBR12909

O ANOVA de uma via mostra que a injecéo intraperitoneal de aripiprazol nas doses de
10, 1 e 0,01 mg/Kg revertem a hiperlocomocdo induzida por 15 mg/Kg de GBR 12909.
Entretanto, a dose de 0,001 mg/Kg ndo foi capaz de reverter o efeito do GBR [F (5, 42) =
9,066; *** p < 0.0001] (Fig. 10A).

O gréfico que expressa a distancia percorrida a cada 5 minutos mostra que todas as doses
testadas como pré-tratamento permanecem entre o grupo controle e 0 GBR. Somente a menor
dose testada de aripiprazol ndo difere do grupo controle e do grupo em que foi administrado o

GBR12909 [Efeito droga F (5, 42) = 8,499; *** p < 0.0001] (Fig. 10B).
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento agudo com aripiprazol. A: Distancia total percorrida em 30 minutos. Os
dados representam a média + EPM dos grupos veiculo, aripiprazol 0,01; 0,1; 1 e 10 mg/Kg seguidos da injecao
intraperitoneal de GBR 15 mg/Kg; n = 7-10/grupo. F (5, 42) = 9,066; *** p < 0.0001, ANOVA de uma via
seguida de pos-teste de Bonferroni. B: Distancia percorrida minuto a minuto. Os pontos representam a média por
minuto dos mesmos grupos mostrados em A. Interacdo F (30, 42) = 3,780; *** p < 0.0001; Efeito tempo F (6,
42) = 15,19; *** p < 0.0001; Efeito droga F (5, 42) = 8,499; *** p < 0.0001. Anova de duas vias e pds-teste de

Bonferroni.
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5. DISCUSSAO

A inibicdo do transportador de dopamina pela administracdo aguda de GBR12909
promove 0 aumento da locomocao em animais, acompanhado pelo aumento da concentracéo
de citocinas pro-inflamatorias no estriado e hipocampo, e esse comportamento € prevenido
pela administracdo aguda do antipsicético aripiprazol.

A hiperatividade é um dos sintomas observados em pacientes bipolares durante a fase
maniaca (YOUNG et al., 2007) e por isso é utilizado como parametro de avaliacdo em
diversos modelos de TB (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011). Nosso resultado é condizente
com trabalhos anteriores que avaliaram esse comportamento apds a administracdo de
GBR12909 em diferentes linhagens de camundongos (QUEIROZ et al., 2015; VAN
ENKHUIZEN et al., 2015b; YOUNG et al., 2010a). Cabe ressaltar que a dose utilizada aqui
foi baseada em trabalhos publicados antes do inicio dos experimentos (PERRY et al., 2009;
YOUNG et al., 2007, 2010a, 2010b).

A distancia percorrida pelos animais em que o GBR12909 foi administrado é maior,
em relagdo ao grupo controle, durante todo intervalo de tempo observado, ainda que a
diferenca estatistica apareca somente ap6s 0s 10 minutos (Fig. 1B e C). Isso provavelmente
acontece porque, nos primeiros 10 minutos, tanto o grupo controle quanto 0 GBR12909 estéo
se habituando ao novo ambiente e, assim, explorando mais o campo aberto. Para confirmar
essa hipotese, testamos um novo protocolo, em que somente ap6s 10 minutos de habituacao
ao campo aberto os animais recebem injecdo. Observamos que, ao final dos 10 minutos de
habituacdo, ndo ha diferenca entre os grupos na distancia percorrida. Porém, apds a
administracdo do GBR12909, a distancia percorrida pelos animais passa a aumentar
gradativamente, minuto a minuto, tornando-se diferente do perfil apresentado pelo grupo

controle (Fig 1A, B e C). Esse resultado é condizente com o trabalho de Young e
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colaboradores, em que o efeito de GBR12909 foi observado mesmo em animais ja
familiarizados ao BPM (YOUNG et al., 2010b).

Nos ultimos anos tem-se explorado a existéncia de um possivel perfil inflamatério no
TB. Atentos a esse fato, investigamos se a injecdo aguda de GBR12909 seria capaz de induzir
uma resposta inflamatéria nos animais. Escolhemos o coértex pré-frontal, estriado e
hipocampo como estruturas de interesse diante da importancia que possuem para a
sintomatologia do TB. Ainda que ndo tenhamos mensurado a locomocao antes do sacrificio
dos animais 24h depois, Queiroz e colaboradores demonstraram que o efeito do GBR12909
na locomocdo é mantido apds esse periodo, utilizando inclusive uma dose menor, de 10
mg/Kg (QUEIROZ et al., 2015).

Nossos resultados mostraram aumento da concentracao das citocinas inflamatorias, IL-
6, IL-17 e IFN-y e das regulatérias IL-4 e IL-10, especialmente no estriado. Dentre as
citocinas avaliadas, destaca-se I1L-6, que esta alterada nas trés regides avaliadas, sendo que
houve diminuicdo dos niveis no cortex pré-frontal e aumento no estriado e hipocampo. De
maneira interessante, Zalcman e colaboradores ja demonstraram que a administracao de I1L-6
é capaz de aumentar locomocao por si e também a sensibilizacdo a anfetamina (ZALCMAN;
SAVINA; WISE, 1999). Além disso, animais knockout para IL-6 exibem protecdo a
neurotoxidade induzida por metanfetamina (LADENHEIM et al., 2000). Embora néo
tenhamos avaliados outros parametros que permitiriam elucidar os mecanismos dessa
resposta, € possivel que os presentes resultados se expliquem pela existéncia de uma resposta
protetora ao aumento dos niveis de dopamina circulante.

Nossos resultados sdo semelhantes ao observado apds a administracdo cronica de d-
anfetamina em ratos Wistar, que mostrou aumento de IL-4, IL-6 e TNF-a no cortex pré-
frontal e no estriado, resultado que foi revertido pelo tratamento com litio (VALVASSORI et

al., 2015). Entretanto, no modelo de agitacdo psicomotora induzida por ouabaina, inibidora da
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bomba Na'/K*-ATPase, se observou a diminuicdo dos niveis de IL-6 no estriado, 7 dias apds
a administracdo intracerebroventricular da droga (TONIN et al., 2014). Analisados em
conjunto, esses dados parecem indicar que a modulacdo do sistema dopaminérgico fornece
uma resposta inflamatéria mais robusta e semelhante ao observado em pacientes TB. Embora
ja se saiba que mediadores inflamatorios afetam o funcionamento de neurotransmissores
(MILLER et al., 2013), observamos que o0 aumento de dopamina foi também capaz de induzir
alteracdes nos niveis de citocinas cerebrais. A investigacao da relacdo entre os sistemas imune
e neurotransmissor, embora ainda pouco explorada no TB, é sem duvida promissora,
principalmente para a compreensdo do papel da inflamagdo em transtornos psiquiatricos.

A administracdo aguda de carbonato de litio ndo alterou a locomoc¢do basal dos
animais, em relacdo ao grupo controle em nenhuma das doses testadas (Fig. 6A e B). As
mesmas doses foram utilizadas como pré-tratamento na tentativa de prevenir a
hiperlocomocdo induzida por GBR12909, sendo que as doses de 50 e 100 mg/Kg de
carbonato de litio atenuaram a hiperlocomocdo (Fig. 7A e B). Diversos alvos moleculares do
litio ja foram identificados, mas acredita-se que o principal mecanismo responsavel por sua
implicacdo terapéutica seja a inibicdo direta da quinase glicogénio sintase-3 (GSK-3), embora
a atividade da proteina quinase B, também chamada AKkt, pareca ser necessaria para esse
efeito (PAN et al., 2011). Akt € uma quinase serina/treonina que fosforila diversos alvos
intracelulares, incluindo a GSK3 que, por sua vez, esta envolvida em multiplos mecanismos
como desenvolvimento, crescimento e sobrevida celulares (FRAME; COHEN, 2001; JOPE;
JOHNSON, 2004). A transmissdo dopaminérgica é capaz de inativar Akt e ativar GSK3a e B,
via receptor D2, independentemente da ativagédo da via de AMPc e esse efeito é revertido pela
administracdo de litio (BEAULIEU et al., 2004).

Apesar de ndo interferir na locomocao dos animais nas menores doses testadas, a dose

de 300 mg/Kg de valproato de sodio aumentou a locomogéo por si (Fig. 8A e B). Embora
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Gardner & Piper tenham demonstrado que a administracdo oral de valproato de sodio nessa
dose seja capaz de aumentar a locomogdo em camundongos (GARDNER; PIPER, 1982), esse
fato foi inesperado, pois a sedacdo € um dos efeitos colaterais conhecidos de drogas
anticonvulsivantes.

O pré-tratamento com valproato de sodio agudamente também ndo foi eficaz em
prevenir a hiperlocomocdo induzida por GBR12909. Observamos que a dose de 75 mg/Kg
atenuou a resposta, a coadministracdo da dose de 150 mg/Kg+ GBR12909 ndo alterou a
distancia percorrida em relacdo ao grupo controle e a dose de 300 mg/Kg aumentou a
locomocdo em niveis ainda maiores que os apresentados pelos animais em que somente o
GBR12909 foi administrado (Fig. 9A e B). Esses resultados corroboram o trabalho de Van
Enkhuizen e colaboradores que mostrou que o tratamento cronico com valproato ndo reverte o
efeito do GBR12909 (ENKHUIZEN et al., 2012). Acredita-se que os efeitos terapéuticos do
valproato sejam principalmente em funcdo da inibicdo da enzima histona deacetilase, que
favorece a conformagdo inativa da cromatina, e pelo aumento da neurotransmissao
GABAérgica (CHIU et al., 2013). Sabe-se ainda que o valproato é capaz de inibir GSK-3
(ROWE; WIEST; CHUANG, 2007), e esse mecanismo de acdo pode explicar sua eficacia
como estabilizador do humor.

Embora o tratamento agudo com os estabilizadores do humor litio e valproato nao
tenham sido capazes de reverter a hiperlocomogéo induzida pelo GBR12909 neste trabalho,
Queiroz e colaboradores mostraram que o tratamento subcrdnico com litio foi capaz de
reverter o nimero de cruzamentos e rearings no campo aberto, enquanto o valproato reverteu
apenas o numero de rearings (QUEIROZ et al., 2015), confirmando a validade preditiva do
modelo. Cabe ressaltar que no presente estudo tentamos mimetizar um episodio de mania e

por isso optamos pelos pré-tratamentos agudos.
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O antipsicotico aripiprazol tem sido indicado para tratar episodios de mania aguda,
seja como monoterapia ou como adjuvante (YATHAM et al., 2013b) e sua eficacia tem sido
amplamente comprovada (MANNING; MCELROQY, 2009; SUPPES et al., 2008; TSAI et al.,
2011; YATHAM, 2011). A administracdo aguda do aripiprazol foi eficaz em prevenir a
hiperlocomocéo induzida pelo GBR12909 em trés das quatro doses testadas neste trabalho
(Fig 10A e B). Nosso grupo demonstrou em estudos anteriores que essas doses do aripiprazol
por si ndo interferem na locomoc¢éo dos animais (ALMEIDA-SANTOS et al., 2014; VIANA
et al., 2013). O aripiprazol é um agonista parcial de receptores dopaminérgicos do tipo D2 e
serotoninérgicos do tipo 5-HT1A, com atividade antagonista em receptores 5-HT2A
(CITROME, 2015). A capacidade de interferir diretamente no sistema dopaminérgico pode
explicar o sucesso dessa droga em prevenir o efeito agudo do GBR12909, da mesma forma
em que é eficaz em reverter a hiperlocomocdo induzida por anfetamina (LEITE;

GUIMARAES; MOREIRA, 2008; MAVRIKAKI; NOMIKOS; PANAGIS, 2010).

6. CONCLUSAO

Os presentes resultados sugerem que a administracdo aguda do inibidor da recaptacdo de
dopamina, GBR12909, é um promissor modelo de mania. Demonstramos que ele é capaz de
mimetizar a hiperatividade observada em pacientes durante a fase maniaca e causar alteragdes
neuroinflamatdrias relevantes para a fisiopatologia da doenca, corroborando as validades de
face e de constructo. Ainda demonstramos que o litio e o aripiprazol inibem o seu efeito,

confirmando também a validade preditiva do modelo.
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