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RESUMO

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) € uma desordem psiquiatrica que leva a
sérios problemas de saude para o paciente. Ele é caracterizado por oscilacdes ciclicas
de humor manifestada por diversos sintomas (recorréncias de mania, depresséo e
estados mistos), dificultando o desenvolvimento de um modelo animal adequado.
Existem poucos modelos animais para o estudo da mania, sendo a indugdo do
aumento da atividade locomotora pelo uso de substancias estimulantes do sistema
nervoso central (ex. anfetamina (AMP), um dos mais utilizados. Outros modelos ja
descrito na literatura para indugcéo de mania sao através de administragdes sistémicas
de lisdexanfetamina (LDX) e quetamina; inje¢des de ouabaina agudamente via
intracerebroventricular (ICV) e pelo modelo ndo farmacolégico de privagdo de sono,
todos esses modelos induzem hiperatividade que €& revertida por drogas anti-
maniacas. Porém, avaliar somente a atividade locomotora nesses modelos ja descritos
teria suas limitagdes. As vocalizagdes ultrassénicas (USV) sao emitidas por ratos em
situagdes recompensadoras (ex. acasalamento, abuso de drogas), na frequéncia de
50-kHz e também em situagbes aversivas (ex. medo, dor), na frequéncia de 22-kHz.
Foi demonstrado na literatura que animais tratados com AMP, além do aumento da
atividade locomotora, esses animais aumentaram também a emissao de USV de 50
kHz e os tratamentos com litio e tamoxifeno foram capazes de inibir essa vocalizagao.
Sendo assim, nesse trabalho avaliamos as USV em outros modelos animais de mania.
No presente estudo, no modelo de mania induzido por LDX, observamos um aumento
significativo das USV de 50-kHz, que foram revertidas por tratamento com litio. Os
animais tratados com quetamina nao apresentaram aumento significativo nas USV
comparado ao seus controles. Quando o modelo de mania foi induzido por ouabaina
ICV, observamos um estado misto na emisséo das USV. Esses animais apresentaram
um aumentos nas USV de 50-kHz e também na emisséo das USV de 22-kHz. No
modelo de mania induzido por privacdo de sono, os animais privados de sono por 24
horas (P24) quanto por 72 horas apresentaram um aumento na emissao das USV de
50-kHz. Esse aumento das vocalizagdes dos animais P24 foi revertida apds o
tratamento com litio. Os resultados reportados sugerem que as USV podem ser uma
variavel de valor comportamental a ser adicionada em modelos animais de mania em
ratos, refinando e aprofundando esses modelos e aumentando seus valor

translacional.



ABSTRACT

The Bipolar Disease (BD) is a psychiatry disorder that leads to several health
problems and have great impact in the patient's life. The BD is characterized by cyclic
humor oscillations manifested by several symptoms (manic recurrences, depression
and mixed states), making difficult to develop a suitable animal model. There are few
animal models to study mania, and the increase of locomotor activity induction by
stimulants of the central nervous system, like amphetamine (AMP), is one of the most
used. Other mania models already described on literatures are induced by systemic
administration of lisdexamfetamine (LDX) and ketamine; injections of ouabain via
intracerebroventricular (ICV) and the non pharmacological mania model induced by
sleep deprivation, all these models induce hyperactivity and it is reverted by anti-manic
drugs. However, to evaluate only the locomotor activity on these models would have
some limitations. The ultrasonic vocalization (USV) are emitted by rats in rewarded
situation (i.e. mating, drug abuse), on 50-kHz frequency, as well on aversive situation
(i.e fear, pain), on 22-kHz frequency. Have been shown in literature that animals
treated by AMP, besides the hyperactivity, increased the total number of USV of 50-
kHz and treatments by lithium and tamoxifen were able to inhibit the USV. Therefore, in
this work we evaluated the USV in other mania animal models. In the present study, on
LDX induced model we observed a significant increase on 50-kHz USV, where was
reverted by lithium treatment. Animals treated by ketamine did not showed signifcant
increse on the number of USV compared to control group. When induced by ouabain
ICV, we observed a mixed state on USV emission. These animals showed an increase
on 50-kHz USV and also on 22-kHz USV. On mania model induced by sleep
deprivation, the animals deprived for 24 hours (P24) and for 72 hours presented and
increase on 50-kHz USV. The increase of the USV induced by P24 were reverted by
lithium treatment. The results reported suggest that USV can be a valuable behavioral
variable to be added in mania animal models in rats, refining and increasing the

translational value.
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1.INTRODUGAO

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é uma desordem psiquiatrica que
leva a sérios problemas de saude, gerando grande impacto na vida do
paciente, da familia e da sociedade, frequentemente trazendo prejuizos em
varios setores da vida deste individuo. Ele esta entre as 10 condigbes médicas
mais incapacitantes do mundo, afetando de 1-4% da populagdo mundial
(Phillips e Kupfer, 2013; Carvalho et al., 2014) e tem sido associado com o
risco aumentado de morbidade, mortalidade e comorbidade psiquiatrica (Osby
et al., 2001; Baldessarini e Tondo, 2003; Whiteford et al., 2013).

Algumas das comorbidades associadas ao THB s&o: disturbios
alimentares (Shisslak et al., 1991; Mury et al., 1995), ansiedade (Regier et al.,
1998), péanico (Andrews e Slade, 2002), agorafobia (Andrews e Slade, 2002;
Bienvenu et al., 2006), fobia social (Lampe et al., 2003), transtorno de
impulsividade (Merikangas et al., 2007) e abuso de substancias (Cassidy et
al., 2001).

Por ser um disturbio grave e causar danos sociais e emocionais, € de
extrema importéncia criar novos modelos animais para estudar este transtorno
e melhorar a sensibilidade dos testes, para que novas drogas em potencial
sejam testadas para o seu tratamento.

1.1 Transtorno de Humor Bipolar

O THB é grande causador de incapacidade e morbidade, uma intervengao
e prevengao podem ajudar a diminuir essa morbidade, porém tal esforgo requer
identificacdo também de sindromes precursoras para o THB (Miklowitz et al.,
2013). Alto risco familiar (Egeland et al., 2012; Duffy et al., 2014) e estudos
naturalisticos (Fiedorowicz et al., 2011) indicam que sintomas depressivos e de
ansiedade podem ser sindromes precursoras desse transtorno. Existe também
uma relagdo entre o uso de algumas substancias (ex. cannabis) e sintomas
maniacos e hipomaniacos (Henquet et al., 2006).

O THB caracteriza-se por oscilagcbes de humor, podendo estas serem

mais leves (periodos subsindromicos’ e eutimicos?) ou exacerbadas as quais

! Subsindrémico: sintomas que embora presentes, ndo preenchem critérios para o diagnostico de um
episddio depressivo ou maniaco;
2 Eutimicos: humor normal ou humor neutro.
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ocorrem na fase aguda da doenca (Judd et al., 2008). Existe uma alternéncia
entre fase depressiva e fase maniaca nesse transtorno, porém podem ocorrer
também estados subclinicos® e estados mistos*, bem como eutimia (Belmaker,
2004; Lima et al., 2005). Foi constatado que pacientes bipolares passam
aproximadamente dois tercos da vida com humor depressivo e apenas um
terco em humor (hipo)maniaco® ou eutimico, talvez por isso ndo se dé tanta
importancia a fase maniaca da doencga (Colom et al., 2006; Nivoli et al., 2011).
Em relagdo a prevaléncia de género, ndo ha diferenga entre homens e
mulheres (Graae et al.,, 2012); iniciando normalmente apos os 20 anos de
idade, mas podendo ocorrer na adolescéncia ou mais tardiamente (Gitlin et al.,
1995). A estimativa de ocorréncia entre familiares de portadores, comparado a
populagdo geral, apresenta um aumento de 10 a 20%, indicando uma forte
influéncia genética nesta patologia (Merikangas et al., 2002).

De acordo com o Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais
V (DSM-V) o THB pode ser subdivido em: transtorno bipolar do tipo |, onde o
paciente apresenta fase de depressdo, fase de eutimia e fase de mania;
transtorno bipolar do tipo Il, ao invés de fase de mania ocorre uma fase de
hipomania no paciente; ciclotimia, pacientes bipolares que apresentam
sintomas similares a o THB tipo |l com duracdo minima de 2 anos, porém de
ciclagem rapida. Os quadros de mania e hipomania se diferenciam pela
intensidade dos sintomas, sendo a hipomania menos acentuada e que somente
pacientes que apresentam quadro maniaco poderdo apresentar psicose
relacionada a este periodo (Simpson et al., 1993; Belmaker, 2004; Shinozaki e
Potash, 2014). A fase maniaca caracteriza-se pela apresentagao de alguns dos
seguintes sinais e sintomas, por um periodo minimo de uma semana: aumento
da autoestima e pensamentos de grandeza, diminuigdo da necessidade de
sono e aumento da energia, aumento da sexualidade e uma expansividade
social, taquilalia (caracterizada por uma taxa de articulagdo ou velocidade de
fala elevada) e distrabilidade (Akiskal e Benazzi, 2003; Moreno et al., 2005).

Por sua vez, durante a fase depressiva o paciente apresenta alguns dos

seguintes sintomas por um periodo minimo de 2 semanas: humor depressivo

3 Estados subclinicos: acontece sem manifestacdo de sintomas
4 Estados mistos: preenchem critérios para mania e depress&o maior
3> Hipomaniaco: alteragdo de humor semelhante & mania, porém com menor intensidade
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(sensacédo de angustia, tristeza, vazio, desesperanga e desanimo), dificuldades
de concentragcdo e pensamentos de cunho negativo, incapacidade de sentir
alegria ou prazer, reducdo da energia, agitagdo psicomotora ou, ao contrario,
lentificag&o, podendo ocorrer ideagao suicida e/ou sintomas psicéticos, além de
alteracdes de apetite e do sono (Associagdo Psiquiatrica Americana, 2000;
DSM-V, 2013). Entre os episddios maniaco e depressivo, 0 paciente
normalmente apresenta uma fase de eutimia ou seja um estado de equilibrio no
humor. Entretanto, & considerado por alguns autores, que esta fase deveria ser
mais que apenas a auséncia de sintomas, pois nesta fase o paciente deveria
também estar integrado ou reintegrado funcionalmente em suas atividades de
rotina (Joseph, 1999).

1.2 Neurobiologia da Mania

Algumas teorias tem sido propostas em relagcdo a mania. Diversos
estudos clinicos sugerem um papel dopaminérgico na mania. Drogas que
aumentam a transmissdo dopaminérgica (ex. anfetamina (AMP), metilfenidato e
dextroanfetamina) levam a sintomas tipo-maniacos em voluntarios saudaveis
(Huey et al., 1981; Jacobs e Silverstone, 1986). Tradicionalmente esses
psicoestimulantes s&o caracterizados como drogas liberadoras de dopamina
(DA) que a elevam através de trés mecanismos principais. Primeiro, € um
substrato para o transportador de dopamina (DAT) que competitivamente inibe
a recaptacdo da DA; segundo, facilita o movimento de saida de DA das
vesiculas para o citoplasma e terceiro, promove um transporte reverso mediado
por DAT nas fendas sinapticas independentemente da liberagdo vesicular
induzida por potencial de acdo (Fleckenstein et al., 2007). A DA possui um
papel importante na locomog¢ao, sendo que a hiperlocomog¢do, um sintoma
relacionado ao quadro de mania, esta relacionada a maior ativagdo do sistema
dopaminérgico (Di Chiara, 1995; D'aquila et al., 2000). Foi demonstrado que o
aumento da atividade dopaminérgica pelo uso do pramipexole, um agonista de
receptores D2 e D3, influencia no desempenho da tomada de decisdo em
pacientes bipolares eutimicos. Esses pacientes demonstram uma preferéncia
pelo alto risco e por escolhas que resultem em maiores recompensas. (Burdick
et al., 2014). Estudos de caso mostraram que apds ingestdo de grandes

quantidades de cafeina, que também aumenta a transmissdo da dopamina,
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individuos demonstraram comportamento tipo-maniaco (Ogawa e Ueki, 2003;
Krankl e Gitlin, 2015). Estudos de neuroimagem e eletrofisiologia, mostram que
sintomas (hipo)maniacos estdo associados com uma maior ativacdo em
regides cerebrais associadas a recompensa que possuem alta densidade de
receptores dopaminérgicos (Manson et al., 2012). Outra evidéncia é a relagéo
da pouca disponibilidade de DAT no caudado dorsal em pacientes com THB
nao tratados e que isso pode levar a problemas na recaptagdo da DA (Anand
et al., 2011). Estudos também mostram que drogas (ex. antipiscéticos) que
diminuem a ag&o dopaminérgica exercem efeitos anti-maniacos (Cousins et al.,
2009).

O sistema glutamatérgico também tem sido associado a mania. Os
efeitos da DA sao mediados em parte pela sua influencia nos sinais
glutamatérgicos originarios das regides media e ventromedial do cortex pré-
frontal (CPF) (Kable e Glimcher, 2009) e pacientes com THB na fase maniaca
mostraram um aumento nos niveis de glutamato no cérebro em estudos feitos
com ressonancia magnética (Ongdr et al., 2008; Gigante et al., 2012). Estudos
mostram também que existe uma reducdo da expressdo de receptores
glutamatérgicos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) em regides cerebrais tais
como o hipocampo (Mccullumsmith et al., 2007). Agentes que antagonizam o
receptor NMDA, tal como a quetamina e a fenciclidina produzem estado
psicético agudo em individuos saudaveis que se assemelha a alguns sintomas
de THB ou mania (Breier et al., 1997). Um relato de caso descreveu um
episddio tipo-maniaco induzido por administragdo de quetamina em um
paciente com distrofia reflexa do simpatico e depressdo (Ricke et al., 2011) e
mais recentemente foi descrito um possivel caso de indugdo de mania em um
paciente tratado com quetamina para dor pos-operatoria (Nichols et al., 2016).
A quetamina antagoniza os receptores ionotropicos do tipo NMDA de glutamato
no cérebro, induzindo uma liberagdo substancial de glutamato pré-sinaptico,
aumentando assim a taxa de disparo dos neurénios (Moghaddam et al., 1997).
Receptores de glutamato e receptores dopaminérgicos podem interagir e
formar heterocomplexos os quais influenciam a plasticidade sinaptica e
contribuem para a fisiopatologia e para o tratamento do THB (De Bartolomeis et
al., 2014).
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Outros estudos mostram que a inibicdo da bomba de sdédio/potassio
(Na/K) também esta relacionada a fisiopatologia da mania resultando em um
aumento na excitabilidade da membrana e diminuindo a liberacdo de
neurotransmissores (El-Mallakh e Wyatt, 1995). Injecbes de ouabaina, um
inibidor da enzima sodio-potassio adenosina trifosfato (Na,K-ATPase), resultou
no aumento dos niveis de TBARS (do inglés, Thiobarbituric acid reactive
substances, substéncias reativas ao acido tiobarbiturico) e de proteina carbonil
no cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo de ratos, sugerindo o aumento do
estresse oxidativo apds a inibicdo da Na,K-ATPase. Nos ultimos trinta anos tem
sido proposto que alteragdes nesta enzima parecem desempenhar um papel
crucial no THB. Estudos mostraram uma diminuicdo na atividade da Na,K-
ATPase na membrana do eritrocito em pacientes na mania aguda comparada a
individuos bipolares eutimicos (Naylor et al., 1980; Reddy et al., 1992). A
melhora clinica nos pacientes com THB foram significativamente
correlacionadas a melhora da atividade da enzima (Johnston ef al., 1980). Além
disso, a reducdo da atividade da enzima desta bomba e o aumento intracelular
de sddio e calcio nos eritrécitos dos pacientes bipolares também foi reportado
(Looney e El-Mallakh, 1997).

Outra linha de pesquisa se refere a alteragbes nos ritmos circadianos e
sua correlagao com alteragdes de humor. Estudos mostram que disturbios de
sono levariam a precipitacdo de sintomas maniacos nos pacientes bipolares.
Alteragbes no ciclo de sono (ex. insbnia) parecem dar o inicio da virada
maniaca em pacientes que estado na fase depressiva ou em eutimia (Feldman-
Naim et al., 1997; Jackson et al., 2003; Harvey et al., 2008). Ao menos 75%
dos estudos envolvendo pacientes bipolares citaram algum tipo de alteracao de
sono entre os sintomas observados nos pacientes em fase maniaca(Mansell e
Pedley, 2008). Além disso, um estudo mostrou que a privagao de sono por trés
dias consecutivos em pacientes bipolares deprimidos poderia levar ao
desenvolvimento de sintomas de mania em 10% deles (Colombo et al., 1999) e
que terapias com o objetivo de normalizar o ciclo de sono-vigilia parecem
mostrar uma redug&o nesses sintomas (Harvey et al., 2015).

Também tém sido citados o aumento do estresse oxidativo e o aumento
dos niveis e da atividade da proteina quinase C (PKC) na mania (Frey et al.,
2006; Yildiz et al., 2008). A PKC é altamente expressa no sistema nervoso
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central e regula de forma importante a excitabilidade neuronal, a liberagcédo de
neurotransmissores e as alteragdes na expressdo génica de longo prazo e a
plasticidade. A maioria das isoformas da PKC encontradas em diferentes
regides do cérebro, como no hipocampo e CPF estdo envolvidas na regulagéo
do humor (Wetsel et al., 1992; Macdonald et al., 2001; Abrial et al., 2011). O
aumento da sua expressdo em pacientes maniacos estaria relacionada a
hiperatividade motora, comportamento de risco e comportamento heddnico
excessivo (Szabo et al., 2009). Também, a ativagdo da PKC leva a ativagéo
subsequente de sistemas monoaminérgicos, com maior atividade no sistema

dopaminérgico (White e Kalivas, 1998).

1.3 Tratamento Farmacolégico do THB - Episédio Maniaco

O tratamento acontece de acordo com as fases do estado do paciente:
tratamento da mania aguda, tratamento da depressdo aguda ou manutengéo.
Normalmente utiliza-se antidepressivos e um estabilizador de humor (ex. litio)
juntamente com antipsicéticos e sedativos, para contencdo das fases de
depressao e de mania aguda, respectivamente (Gijsman et al., 2004; Moreno et
al., 2005; Connolly e Thase, 2011). Quando o quadro agudo € estabilizado, o
tratamento é mantido apenas com estabilizador de humor (Geddes et al., 2004;
Souza, 2005).

Os principais antipsicéticos utilizados para o tratamento na fase de mania
ou hipomania agudas sao os antipsicéticos atipicos, como por exemplo, a
olanzapina (Moreno et al., 2005; Cipriani et al., 2011). Seu mecanismo de agéo
nao esta totalmente elucidado, mas parece que esses antipsicoticos atipicos
bloqueiam os receptores de 5-hidroxitriptamina 2A (5-HT2A) ao mesmo tempo
que bloqueiam os receptores dopaminérgicos do tipo D2, que de alguma
maneira equilibra a liberagéo serotonina e dopamina (Seeman, 2015).

Os anticonvulsivantes que se mostram eficazes no episédio maniaco séao
o acido valproico (valproato) e a carbamazepina (Cipriani et al., 2011) e alguns
dados preé-clinicos sugerem também um potencial efeito da fenitoina nessa
fase (Tonelli et al., 2013). O mecanismo de acédo do valproato estaria mais
relacionado a inibigdo da PKC. Outros estudos também apontam que este
apresenta atividade sobre o sistema GABAérgico, que consequentemente ira

17



influenciar na balango do sistema monoaminérgico, auxiliando que este volte
ao equilibrio (Maes et al., 1997).

Finalmente, as drogas utilizadas durante todas as fases do THB s&o os
estabilizadores de humor, tendo o litio como o mais amplamente utilizado na
clinica. O mecanismo de acgdo desta droga esta relacionada a alteragbes nas
vias do inositol trifosfato e da adenilato ciclase, pode influenciar no equilibrio da
liberagdo de monoaminas e pode aumentar a concentragao de serotonina livre
e diminuigdo da noradrenalina. O litio também atua como inibidor da PKC, o
que auxilia no tratamento da fase maniaca. Entretanto o litio apresenta como
efeito colateral, apds tratamento prolongado, toxicidade que afeta a tiredide e
rins dos pacientes, além de significante aumento de peso, necessitando ainda
de um constante controle sérico dos seus niveis (Machado-Vieira et al., 2004;
Connolly e Thase, 2011).

1.4 Modelos Animais no Estudo da Mania

Modelos animais de doencas humanas s&o avaliadas por 3 critérios:
validades de face, de constructo e preditiva (Machado-Vieira et al., 2004). A
validade de face representa o quanto o modelo pode mimetizar os sintomas de
determinada desordem humana, enquanto a de constructo refere-se a aspectos
comuns entre o0 mecanismo do modelo e da doenca no humano. Finalmente, a
validade preditiva se refere a eficacia do tratamento de drogas usadas no
tratamento de doencas em humanos para o fendtipo do modelo animal
(Machado-Vieira et al., 2004).

Existem poucos modelos animais para o estudo da mania, sendo a
inducdo do aumento da atividade locomotora pelo uso de substancias
estimulantes do sistema nervoso central, como a AMP e o metilfenidato, um
dos mais utilizados (Machado-Vieira et al., 2004; Einat, 2007). Em roedores,
uma administracdo unica de AMP ou metilfenidato produz aumento da
atividade locomotora e de reforgo comportamental, enquanto doses repetidas
aumentam a resposta comportamental ao longo do tempo. Este fenbmeno é
chamado de sensibilizagdo comportamental e ocorre pela administracao
"crénica" de um psicoestimulante que resulta em uma resposta comportamental
progressivamente maior e mais rapida (Dencker e Husum, 2010). A
estimulacdo por AMP seguida por teste de campo aberto apresenta
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validade de face, mas nao reproduz varias das alteragdes psicopatoldgicas
que ocorrem nha fase maniaca, apenas a hiperatividade dos pacientes
durante o episodio maniaco (Einat et al., 2000; Nestler, 2004). Possui uma boa
validade de constructo, reproduzindo alteragbes como a hiperatividade
dopaminérgica (aumento da liberagdo de DA) presente em pacientes bipolares
na fase maniaca (Butcher et al., 1988; Drevets et al., 2001). Esse modelo
também apresenta validade preditiva, pois estudos clinicos (Van Kammen e
Murphy, 1975; Van Kammen et al., 1985) e pré-clinicos (Frey et al., 2006;
Gould et al., 2007) mostram que o litio é capaz de reverter as alteragbes
comportamentais induzidas por AMP.

Mais recentemente uma pré-droga chamada lisdexanfetamina (LDX)
também demonstrou efeitos psicoestimulantes em roedores. Como uma pré-
droga, requer biotransformagdo para ser convertida na droga ativa,
dextroanfetamina (d-anfetamina). Um estudo mostrou que a administragdo
aguda de LDX aumentou a atividade locomotora e a liberagdo de dopamina em
ratos (Rowley et al., 2012) e apos administracdo de LDX por 14 dias também
foi observado um aumento na atividade locomotora em ratos e esse efeito foi
revertido pelo tratamento com litio (Macedo et al., 2013). A lisdexanfetamina
mostra boa validades de face e preditiva para modelos de mania.

Foi demonstrado em um estudo que a quetamina, um anestésico
dissociativo, que afeta a atividade glutamatérgica via bloqueio do receptor
NMDA induziu hiperlocomo¢do em ratos e esta foi revertida por litio e
valproato. A administragdo de quetamina também parece ser um modelo
animal de mania promissor, apresentando validades de face e preditiva
(Ghedim et al., 2012).

Administragcdo de ouabaina (droga inibidora da bomba Na/K ATPase),
intracerebroventricular (ICV) agudamente, induz a hiperatividade em ratos
(validade de face), seu efeito € bloqueado com tratamento por litio,
carbamazepina e haloperidol (validade preditiva).(El-Mallakh et al., 2003; El-
Mallakh et al., 2006). Em 1998, Rucktannonchai e colaboradores observaram
uma resposta de hiperatividade persistente apdés 9 dias de uma Uunica
administracdo ICV de ouabaina em ratos (Ruktanonchai et al, 1998). Um
modelo animal de mania que mimetize alguns aspectos da doenga, como as

condigbes recorrentes e crbnicas, € uma ferramenta util para investigar o
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mecanismo fisiopatolégico do THB. Sabe-se que a atividade da bomba de
sodio é reduzida em pacientes bipolares maniacos/depressivos (Looney e El-
Mallakh, 1997), portanto o modelo animal de mania induzida por ouabaina
teria potencial validade de constructo.

Por sua vez, o modelo de privacdo de sono paradoxal parece reproduzir
melhor a psicopatologia do episddio maniaco, mimetizando a hiperatividade,
a hipersexualidade e a agressividade dos pacientes maniacos (validade
de face). Além disto, reproduz também varias alteragbes neuroquimicas como
a hiperatividade dopaminérgica e hipoatividade do sistema opidide, como
ocorre em pacientes durante a fase maniaca (validade de constructo). Esse
modelo apresenta também boa validade preditiva, demonstrando uma reducéao
de comportamentos tipo-maniacos apds tratamento farmacolégico (Armani et
al., 2012). Ressalta-se que os bloqueadores dopaminérgicos sdo os agentes de
primeira escolha em o tratamento de mania aguda (Gessa et al., 1995; Yatham
et al., 2002; Yatham et al., 2005). Mais ainda, as alteragdes causadas por
privacdo de sono ndo sao induzidas por drogas, evitando a questdo de
interagao farmacocinética entre o psicoestimulante e a droga teste e a limitagéao
das alteragdes neurobiologicas ficarem restritas ao mecanismo de agdo da
droga psicoestimulante (p.ex. sistema dopaminérgico ou glutamatérgico).
Além disso, estes animais apresentam maior laténcia de sono apds a privagao
de sono, o que é diminuida por algumas drogas com atividade antimaniaca
(como o litio, por exemplo), tornando este teste mais interessante, uma vez
que alteragbes de sono estdo relacionadas com o desenvolvimento de
comportamento maniaco (Gessa ef al., 1995) e a privagdo de sono parece
desencadear episddios maniacos em pacientes com THB (Colombo et al.,
1999). A privacdo de sono paradoxal esta relacionado com varias alteragdes
neuroquimicas, como um "down-regulation" da expressao da enzima tirosina
hidroxilase na substdancia negra pars compacta, diminuicdo da
neurotransmissdo dopaminérgica na substancia negra pars compacta e no
estriado (Lima et al., 2012), aumento da expressdao de receptores D2 no
estriado (Lima et al., 2007), além de uma supersensibilidade nos receptores
dopaminérgicos (Tufik et al., 1978).

Utilizar a atividade como um parametro central em modelos animais para

o estudo da mania tem algumas limitagdes (Harrison-Read, 2009; Young et al.,
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2011). A primeira delas é, como medida geral de comportamento, a atividade
locomotora é usada em varios outros modelos animais de doencgas e testes de
"screening" de drogas, tais como modelos animal de esquizofrenia e
dependéncia de drogas de abuso e na pesquisa de novos anti-psicoticos
(Pereira et al., 2011; Young et al., 2011). A segunda limitagdo seria que o
aumento da atividade locomotora também é observado em um modelo animal
de depressao (bulbectomia olfatoria), mostrando que a hiperatividade ndo esta
exclusivamente relacionada a estados emocionais exacerbados (Gregnli et al.,
2005; Song e Leonard, 2005). Por fim, episodios de mania podem acontecer
sem hiperatividade notavel (Young et al., 2011). Como podemos ver, apesar do
seu bom valor preditivo, a simples avaliagao da locomocgédo pode ser um alvo
inespecifico para o desenvolvimento de novas terapias farmacologicas ou para
o estudo da neurobiologia da mania. Neste caso, € de grande importancia
avaliar um novo parametro nos modelos animais de mania ja existentes na

literatura.

1.5 Vocalizagao Ultrassénica (USV)

Estudos mostram que ratos emitem diferentes tipos de vocalizagbes
ultrassbénicas (USV) em contextos variados, sendo que estas vocalizagdes
podem servir como indices do estado subjetivo do animal e/ou como sinais em
varios tipos de interagdes com outros ratos (Schwarting et al., 2007). USV de
baixa frequéncia, geralmente nomeadas de 22 KHz, sdo expressas geralmente
em situagdes aversivas, incluindo exposigéo ao perigo (Blanchard et al., 1991;
Blanchard et al., 1992), postura social submissa (Thomas et al., 1983),
aprendizado de medo (choque nas patas) (Wohr et al., 2005; Borta et al., 2006;
Schwarting et al., 2007), aprendizado de esquiva ativa (Kaltwasser, 1990),
durante "handling" aversivo e "air-puff" (Knapp e Pohorecky, 1995). Assume-se
que essas chamadas refletem estados negativos relacionados a ansiedade e
depressao, e podem servir como sinais de ameaca e pacificagcdo ou sinais de
perigo para coespecificos (Jelen et al., 2003; Sanchez, 2003; Wohr e
Schwarting, 2010; Schwarting e Wohr, 2012).

USV de alta frequéncia, nomeadas de 50 KHz sdo normalmente emitidas
em situacdes recompensadoras sociais e nao sociais tais como acasalamento,

brincadeiras entre os animais, durante a estimulacdo cerebral e apds
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administragao de cocaina e apomorfina (Burgdorf et al., 2000; Schwarting et al.,
2007; Burgdorf et al., 2008; Williams e Undieh, 2010; Maier et al., 2012).

Foi demonstrado que ratos tratados com AMP apresentam um aumento
do numero de USV de alta frequéncia (50kHz), que pode ser relacionado
com comportamento normal frente a estimulos reforgadores positivos
(Burgdorf et al., 2001; Natusch e Schwarting, 2010; Wohr e Schwarting, 2013).
Com base nisso, Pereira e colaboradores (2014), pela primeira vez tentaram
correlacionar o numero de USV de alta frequéncia e comportamento tipo
maniaco em animais. Este aumento da vocalizacdo poderia ser relacionado
com o aumento do "afeto positivo" e/ou a taquilalia presente nos pacientes na
fase maniaca. Os dados obtidos no estudo demonstraram que o tratamento
com litio (100 mg/kg) e tamoxifeno (1 mg/kg) foram capazes de inibir as
vocalizagcdes de alta frequéncia aumentadas em ratos tratados com AMP
(Pereira et al., 2014).

Portanto, as USV de alta frequéncia parecem ser um bom marcador

comportamental para o estudo da mania.

2. JUSTIFICATIVA
Com base na gravidade e danos sociais e emocionais resultantes do
THB torna-se indispensavel o aprofundamento do estudo dos modelos animais
de mania, bem como um refinamento destes modelos. Sendo assim,
correlacionar a USV com outros modelos animais de mania ja estabelecidos na
literatura traria mais um parametro para avaliagdo do comportamento tipo-

maniaco e de potenciais drogas antimaniacas.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade locomotora, exploratoria
e a vocalizagao ultrassénica em diferentes modelos animais de mania e validar
mais um marcador comportamental nos modelos de mania ja existentes na

literatura.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1) Induzir modelos animais de mania por:
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- Lisdexanfetamina;
- Quetamina racémica/ Quetamina-S;
- Ouabaina;
- Privacao de sono 24 horas e 72 horas;
em ratos Wistar machos para avaliacdo de padrées comportamentais de:
- locomocgao e exploragao no campo aberto;

- vocalizacgao ultrassoénica;

3.2.2) Avaliar a reversdo do comportamento (aumento da
hiperatividade e do aumento da USV) por tratamento com carbonato de litio
nos modelos de mania induzidos por:

- Lisdexanfetamina;

- Privacao de sono (24 horas).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais e Ambientes de Criagao

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 280-300g,
provenientes do biotério do setor de Ciéncias Biologicas da UFPR. Os animais
foram mantidos em caixas plasticas (60 X 25 X 25 cm), 5 animais por caixa,
sob temperatura controlada (22+3 °C), ciclo claro/escuro de 12:12 (luzes
acesas as 7h e apagadas as 19h) e agua e ragao ad libitum. Todos os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal do Parana sob o numero CEUA #854 e este
em conformidade com a Lei Arouca (#11.794/08).

4.2 Cirurgia de Implantacao de Canula

Os animais foram anestesiados com equitesin (45,7 ml agua destilada;
4,25 g hidrato de cloral; 2,13 g de sulfato de magnésio; 11,5 ml de alcool; 0,972
g tiopental e 42,8 ml propilenoglicol), por via intraperitoneal (i.p.). Apdés um
corte médio no escalpo do animal e a perfuragdo do cranio, uma canula de
calibre 30G, medindo 15 mm foi implantada sobre o cranio de acordo com as
seguintes coordenadas: antero-posterior (AP): -0,9 mm do bregma;
mediolateral (ML): + 1,5 mm de da linha média; dorsoventral (DV): - 3,0 mm do
cranio (PAXINOS & WATSON, 2005). A canula foi fixada ao créanio por acrilico
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dissolvido em liquido polimerizavel, formando um “capacete” no cranio do

animal. Os testes comportamentais foram realizados 4 dias apos a cirurgia.

4.3 Drogas
As drogas utilizadas foram:
- Lisdexanfetamina (LDX): (Vevanse, Shire, Brasil) foi diluida em tween 80 e

salina e administrado via intraperitoneal (i.p.) ou subcuténea (s.c.) (Qquando os
animais foram tratados previamente por carbonato de litio por via i.p.) na dose
de 10 mg/kg.

- Quetamina racémica (Quet): (Vetnil, Brasil) dissolvida em salina e foi

administrada por via i.p. na dose de 25 mg/kg.

- Quetamina (Quet-S): (Cristalia, Brasil) dissolvida em salina e foi administrada
por via i.p. na dose de 25 mg/kg.

- Quabaina (OUA): (Sigma Chemical, USA) dissolvida em liquido
cefalorraquidiano artificial (LCR) administrada por via ICV, 5ul de ouabaina a
102 M.

- Carbonato de Litio (Li): (Eurofarma, Brasil) dissolvido em tween 80 e salina,

ajustado o pH para 7,4 e foi administrado por via i.p. nas doses de 25 mg/kg,
50 mg/kg e 100 mg/kg.

4.4 Testes

4.4 1 Atividade Locomotora no Campo Aberto

O teste foi realizado em uma caixa de acrilico (40 x 40 x 40 cm) (Fig. 1a)
em trés dias consecutivos. No primeiro dia os animais foram expostos ao
campo aberto forrado com cepilho por 20 ou 10 minutos (dependendo da
duragcdo da sessao teste) sem administragcdo de nenhuma droga ou qualquer
outra manipulagédo. No segundo dia eles foram expostos ao mesmo ambiente,
pelo mesmo tempo, recebendo, todos, uma inje¢cao de veiculo i.p., s.c. ou ICV,
no tempo determinado de ac&o de cada droga antes do teste (com excegédo do
grupo privagdo de sono que foi colocado nas caixas para privar de sono pelo
tempo determinado). Somente no dia 3 (teste) os animais foram previamente
tratados com as drogas testes (LDX, Quet, Quet-S, OUA) ou veiculo antes do
teste, cada droga com sua particularidade de tempo. A atividade locomotora e

exploratoria foi gravada por uma camera e posteriormente analisada cega e

24



manualmente por um experimentador treinado. Para analise da atividade
locomotora, no video, a caixa foi dividida em 9 quadrantes de = 13,3 cm? e foi
contado o numero de quadrantes cruzados durante todo o experimento. Para o
comportamento exploratério foi avaliado o "rearing”, o numero de vezes que o

animal levantou e ficou apoiado somente nas patas traseiras.

4.4.2 Analise da Vocalizacio Ultrassdnica

Os ratos foram separados em grupos de 5 animais por caixa, eram
levados a um novo ambiente e aclimatados ali durante 4 a 5 dias para
ambientacdo até o inicio de qualquer teste. Posteriormente, os animais
passaram por uma primeira exposicdo ao teste de vocalizagdo (em caixas
semelhante a caixa moradia) para que fosse feita uma randomizagéo
estratificada destes, de acordo com a média de vocalizacdo de cada animal
nesta sessdo. Dentro de um grupo de animais, normalmente existem
aqueles que vocalizam pouco (aproximadamente 20 vocalizagbes por
minuto), os que vocalizam medianamente (aproximadamente 40) e os que
vocalizam muito (em media 70 vocalizagdes por minuto) (Portfors, 2007;
Sadananda et al., 2008; Wohr et al., 2008).

Um microfone apropriado para captura de vocalizagdo ultrasénica, o
UltraSoundGate Condenser Microphone CM16 (Avisoft Bioacoustics, Berlin,
Alemanha) foi colocado a 45 cm do chao da caixa (moradia ou caixa de
acrilico). Este microfone é sensivel a frequéncias entre 15-180 kHz,
sendo que a vocalizagdo do animal foi gravada pelo programa Avisoft
RECORDER (versao 2.95; Avisoft Bioacoustics) (Fig. 1b) e posteriormente
analisada. Na sequéncia, a gravacdo foi transferida para o software Avisoft
SASLab Pro (version 4.34; Avisoft Bioacoustics), que produz um
espectrograma (com frequéncia de 488 Hz e resolugdo de 0,512 ms) a
partir da gravagdo das vocalizagbes emitidas pelo animal, sendo
posteriormente analisado manualmente por um experimentador treinado.
Existem dois subtipos de USV (50-kHz), as do tipo “flat” (Qque sdo normalmente
associadas ao comportamento exploratério do animal) e as do tipo “modulado”
- trill, step-calls e mixed (que estdo mais relacionadas a estimulos apetitivos e
comportamento social dos animais) (Fig. 2a). Por outro lado, situagdes
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aversivas aumentam as vocalizagbes de baixa frequéncia (22-kHz) (Fig. 2b). As

vocalizacoes foram classificadas de acordo com Pereira e colaboradores, 2014.
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Figura 2 - Exemplo de vocalizagdes ultrassonicas (USV). a) USV de alta frequencia (50-kHz) e seus subtipos;
b) USV de baixa frequéncia (22-kHz).
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4.4.3 Privacdo de Sono

Cada animal privado de sono foi colocado em uma plataforma cilindrica
de 6,5 cm de didmetro em uma caixa (23x23x30 cm) cercado por agua a 1 cm
abaixo da plataforma (Lima et al., 2008) por um periodo de 24 horas ou 72
horas (Fig. 3). No inicio de cada episodio de sono REM, o animal sofre de uma
perda do tdbnus muscular e cai na agua, sendo assim despertado. Quando
plataformas deste tamanho sdo utilizadas, o sono REM é completamente
suprimido (Machado et al., 2004). Durante o estudo, a sala experimental foi
mantida a condi¢gdes controladas (22 £ 2 - C, 12 h ciclo claro / escuro, luzes
iniciando as 07:00 a.m.). O grupo controle foi mantido em ambiente diferente
dos ratos privados de sono REM para evitar influéncia das vocalizagbes. Racéo
e agua foram fornecidos ad libitum, colocando pellets de comida e garrafas de
agua em uma grade localizada no topo da caixa.

Figura 3- Caixas de privagado de sono.

4.5 Desenho experimental

4.5.1 Avaliagdo da atividade locomotora, exploratéria e da vocalizagédo
ultrassénica induzida por Lisdexanfetamina e da reversdo do comportamento
por tratamento agudo por Carbonato de Litio.

Os animais foram mantidos no ratario de 4 a 7 dias para ambientacao, e
passaram por uma avaliagdo prévia (screening) da USV para randomizar os
grupos, conforme descrito anteriormente no item 4.4.2. Os animais foram
expostos a caixa de atividade locomotora em trés dias consecutivos (vide
protocolo item 4.4.1), sendo que no ultimo dia foi administrado as drogas
testes. Para o experimento 1, foi administrado LDX ou veiculo 1 hora antes do
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inicio do teste (LDX, n=8; Sal, n=5). Para o experimento 2, foi administrado
carbonato de litio (100 mg/kg) ou salina, 20 minutos antes da lisdexanfetamina
ou salina e 1 hora depois da administracao da lisdexanfetamina ou salina, os
animais foram colocados na caixa teste (Sal+Sal, n=5; Sal+LDX,n=7; Li+SAL,
n=6; Li+LDX, n=7). Nesses experimentos, simultaneamente, foi realizada a
gravacao da vocalizagdo ultrassénica durante 20 minutos, conforme descrito
anteriormente no item 4.4.2. Apenas os dados desse ultimo dia de exposicédo a
caixa foram analisados e computados para a posterior analise estatistica. Apos

o término do experimento os animais foram eutanasiados.

Veiculo ou *Droga, veiculo,
Habituacdo Privacdode controle ou privado
ao CA sono
Habituacgao A [ A

ao ambiente L.
Eutanasia

0 5 6 7 8 9
Screening USV '
Atividade locomotora

e USV

Figura 4: Esquema geral ilustrativo dos protocolos experimentais.

4.5.2 Avaliagdo da atividade locomotora, exploratoria e da vocalizagcao
ultrassénica induzida por Quetamina Racémica e Quetamina-S.

Para o experimento 3, os animais foram mantidos no ratario de 4 a 7
dias para ambientagc&o, e passaram por uma avaliagdo prévia (screening) da
USV para randomizar os grupos, conforme descrito anteriormente no item
4.4.2. Os animais foram expostos a caixa de atividade locomotora em trés dias
consecutivos (vide protocolo item 4.4.1), sendo que no ultimo dia foi
administrado a quetamina racémica, a quetamina-S ou veiculo imediatamente
antes do inicio do teste. Nesse experimento, simultaneamente, foi realizada a
gravagao da vocalizagdo ultrassbnica durante 10 minutos, conforme descrito
anteriormente no item 4.4.2. Apenas os dados desse ultimo dia de exposicédo a
caixa foram analisados e computados para a posterior analise estatistica. Apos
o término do experimento os animais foram eutanasiados (Quet, n=10; Quet-S,
n=7; Sal, n=7).
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4.5.3 Avaliagdo da atividade locomotora, exploratoria e da vocalizagcao
ultrassénica em ratos induzida por privacdo de sono REM por 24 horas, 72
horas e da reversdo do comportamento por tratamento agudo por Carbonato de
Litio.

Os animais foram mantidos no ratario de 4 a 7 dias para ambientacéao, e
passaram por uma avaliagdo prévia (screening) da USV para randomizar os
grupos, conforme descrito anteriormente no item 4.4.2. Para o experimento 4 e
6, os animais foram expostos a caixa da atividade locomotora, no dia seguinte
foram colocados na caixa de privagdo de sono (ou deixados em sua caixa
moradia isolados) por 24 horas (P24, n= 10; Controle, n=9 ) ou 72 horas (P72,
n= 8; Controle, n=8). (vide protocolo item 4.4.3) e imediatamente apos o fim da
privacdo de sono, os animais foram novamente expostos a caixa de atividade
locomotora para realizacdo do teste . Para o experimento 6, todos animais
receberam uma injegdo de salina uma hora antes de serem expostos a caixa
de atividade locomotora. No dia seguinte foram colocados na caixa de privagao
de sono ou deixado em suas gaiolas normais isoladamente por 24 horas (vide
protocolo item 4.4.3). Uma hora antes do término da privacdo de sono (ou
controle), eles foram tratados com carbonato de litio (25 mg/kg, 50 mg/kg ou
100 mg/kg) ou salina e entdo os animais foram novamente expostos a caixa de
atividade locomotora para realizagdo do teste (Controle+Sal, n=5; Controle+Li
100, n=5; Controle+Li 50, n=5; Controle+Li 25, n=5; P24+Sal, n=5; P24+Li 100,
n=5; P24+Li 50, n=5; P24+Li 25, n=5). Nesse experimento, simultaneamente,
foi realizada a gravagdo da vocalizagdo ultrassénica durante 20 minutos,
conforme descrito anteriormente no item 4.4.2. Apenas os dados desse ultimo
dia de exposicdo a caixa foram analisados e computados para posterior analise

estatistica. Apos o término do experimento os animais foram eutanasiados.

4.5.4 Avaliagdo da atividade locomotora, exploratoria e da vocalizagédo
ultrassénica induzida por Ouabaina 10?M.

Para o experimento 7, os animais foram mantidos no ratario de 4 a 7
dias para ambientagcéo, e passaram por uma avaliagado prévia (screening) da
USV para randomizar os grupos, conforme descrito anteriormente no item
4.4.2. Foi realizada a cirurgia de implantacdo de canula e apds 4 dias de
recuperacdo os animais foram expostos a caixa de atividade locomotora por
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trés dias consecutivos (vide protocolo item 4.4.1), sendo que no ultimo dia foi
administrado 5 pl de ouabaina a 102 M ou LCR por via intracerebroventricular
30 segundos antes do inicio do teste. Nesse experimento, simultaneamente, foi
realizada a gravagao da vocalizag&o ultrassénica durante 10 minutos, conforme
descrito anteriormente no item 4.4.2. Apenas os dados desse ultimo dia de
exposicao a caixa foram analisados e computados para a posterior analise
estatistica. Apdés o término do experimento os animais foram eutanasiados
(OUA 102, n=6; LCR, n=6).

4.6 Analise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias com pos-hoc de
Newman-Keuls (Experimentos 2, 3 e 5) e teste t de Student independente
(Experimentos 1, 4, 6 e 7). Diferengcas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0.05. Os dados foram expressos como media * erro
padrao da média (5-10 animais por grupo).

5. RESULTADOS

5.1 Experimento 1: A Lisdexanfetamina aumentou a atividade
locomotora, exploratoria e a vocalizagdo ultrassénica em ratos.

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos (t= -8.85, p< 0.001; Fig. 5a), demonstrando que LDX levou ao
aumento esperado na atividade locomotora (vs. Sal). O grupo LXD também
aumentou o numero de "rearing" comparado ao grupo salina (t= -3.73, p< 0.01;
Fig. 5b). Foi observado também um aumento significativo nas vocalizagbes
ultrassoénicas de alta frequéncia (50 kHz) entre os grupos (t= -4.35, p< 0.001;
Fig. 6a). Os resultados ndo demonstraram diferengas estatisticas na
porcentagem dos diferentes tipos de vocalizacdo [flat (t= 1.66, p= 0.12); mixed
(t=-0.23, p= 0.82); step-calls (t= 0.57, p= 0.061); trill (t= 1.40, p= 0.18), Fig 6b.
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Figura 5 - Efeitos da lisdexanfetamina (10 mg/kg) na atividade locomotora e no comportamento exploratério em
ratos. a) Atividade Locomotora (numero de cruzamentos); b) Atividade exploratéria (nUmero de rearings).
Abreviaturas: Sal - Salina a 0.9%; LDX - lisdexanfetamina. Os dados estdo expressos em média * erro padréo
da média, LDX, n=8; Sal, n=5. *** p<0.001 vs. Sal; **p<0.02.
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Figura 6 - Efeitos da lisdexanfetamina (10 mg/kg) nas vocalizagdes ultrassonicas de 50-kHz em ratos.

a) Numero total de vocalizagbes ultrassénicas de 50 kHz, b) Porcentagem dos tipos de vocalizagbes
ultrassbnicas de 50 kHz. Abreviaturas: Sal - Salina a 0.9%; LDX - lisdexanfetamina; USV - Vocalizagbes
ultrassonicas. Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média, LDX, n=8; Sal, n=5. *** p<0.001
vs. Sal.

5.2 Experimento 2: O carbonato de litio reverteu o aumento da atividade
locomotora, exploratéria e o numero de vocalizagbes ultrassénicas induzidas

por lisdexanfetamina.
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Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos (F3,21=11.40, p< 0.001; Fig. 7a). O teste post-hoc demonstrou
que o tratamento com salina + lisdexanfetamina (Sal+LDX) levou ao aumento
esperado na atividade locomotora (vs. Sal+Sal: p<0.001) e o tratamento com
carbonato de litio (Li 100+LDX) reverteu esse aumento (vs. Sal+LDX: p<0,001).
O grupo Sal+LXD também aumentou o numero de "rearings" (F3,21=15.00, p<
0.001; Fig. 7b) e também houve um aumento significativo nas vocalizagcbes
ultrassénicas de alta frequéncia (50 kHz) entre os grupos (F3,21=10.85,
p<0.001; Fig. 7c). O tratamento com carbonato de litio também foi capaz de foi
capaz de reverter esses aumentos (vs Sal+Sal: p<0.01). Os resultados nao
demonstraram diferencgas estatisticas na porcentagem dos diferentes tipos de
vocalizacao (flat, mixed, step-calls and trill) (p>0.05), Fig 8.
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Figura 7 - Efeitos do tratamento por carbonato de litio (100 mg/kg) no aumento da atividade locomotora,
comportamento exploratério e das vocalizagdes ultrassonicas induzidas por lisdexanfetamina (10 mg/kg) em
ratos. a) Atividade Locomotora (nimero de cruzamentos); b) Atividade exploratéria (nimero de rearings), c)
Numero total de vocalizagdes ultrassonicas de 50 kHz. Abreviaturas: Sal - Salina a 0.9%; LDX -
lisdexanfetamina; Li 100 - Carbonato de litio (100 mg/kg); USV - Vocalizagdes ultrassonicas. Os dados estdo
expressos em média + erro padrdo da média, Sal+Sal, n=5; Sal+LDX,n=7; Li+SAL, n=6; Li+LDX, n=7. ***
p<0.001 Sal-LDX vs. Sal-Sal;*** p<0.001 Sal-LDX vs Li 100-Sal; ##p<0.001 Sal-LDX vs Li 100-LDX.
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Figura 8 - Efeitos do tratamento por carbonato de litio (100 mg/kg) na porcentagem do aumento das
vocalizagdes ultrassdnicas de 50-kHz induzidas por lisdexanfetamina (10 mg/kg) em ratos. Abreviaturas: Sal -
Salina a 0.9%; LDX - lisdexanfetamina; Li 100 - Carbonato de litio (100 mg/kg). Os dados estdo expressos em
média * erro padrdo da média, Sal+Sal, n=5; Sal+LDX,n=7; Li+SAL, n=6; Li+LDX, n=7. *** p<0.001 Sal-LDX vs.
Sal-Sal;*** p<0.001 Sal-LDX vs Li 100-Sal; ##p<0.001 Sal-LDX vs Li 100-LDX.

5.3 Experimento 3: A quetamina racémica e a quetamina-S aumentaram
a atividade locomotora, mas ndo a vocalizagdo ultrassénica em ratos.

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos (F2,21=14.10, p< 0.001; Fig. 9a). O teste post-hoc demonstrou
que tanto a Quet quanto a Quet-S levaram ao aumento esperado na atividade
locomotora (vs. Sal: p<0.001). O grupo Quet-S diminuiu 0 numero de "rearing"
comparado aos grupos Quet e salina (F2,21 = 5.64 , p< 0.01; Fig. 9b), e ndo ha
diferenga no numero de "rearing" entre os grupos Quet e salina (p= 0.28; Fig.
9b). Nao houve diferenca estatistica significativa no numero total de
vocalizagdes ultrassbdnicas de 50 kHz entre os grupos (F2,21=1.14, p=0,33; Fig.

9c).
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Figura 9 - Efeitos da quetamina racémica (25 mg/kg) e da quetamina-S (25 mg/kg) na atividade locomotora, a
0.9%; Quet- quetamina racémica; Quet-S - quetamina-S; USV - Vocalizagdes ultrassonicas. Os dados
exploratéria e nas vocalizagdes ultrassonicas de 50-kHz em ratos. a) Atividade Locomotora (numero de
cruzamentos); b) Atividade exploratéria (niUmero de rearings); ¢) Nimero total de vocalizagdes ultrassonicas de
50 kHz. Abreviaturas: Sal - Salina estdo expressos em média * erro padrdo da média, Quet, n=10; Quet-S, n=7;
Sal, n=7. *** p<0,001 vs. Sal; #p<0,01 vs Quet.

5.4 Experimento 4: A privagdo de sono por 24 horas aumenta a atividade
locomotora, exploratéria e a vocalizagdo ultrassénica em ratos.

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos (t= -2.41, p< 0.05; Fig. 10a), demonstrando que a privagao de
sono por 24 horas levou ao aumento esperado na atividade locomotora (vs.
Controle). O grupo privado de sono também aumentou o numero de "rearings"
comparado ao grupo controle (t= -5.67,p< 0.001; Fig. 10b). Foi observado um
aumento significativo nas vocalizagbes ultrassbénicas de alta frequéncia (50
kHz) entre os grupos (t= -3.03, p< 0,001; Fig. 11a). Os resultados
demonstraram diferengcas estatisticas na porcentagem das vocalizagdes
ultrassoénica do tipo frequéncia modulada [mixed (t= -0.63, p<0.02); step-calls
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(t= -3.27, p<0.01); trill (t= -2.63, p<0.02),], porém n&o houve alteracdo na
porcentagem das vocalizagdes do tipo flat (t= 0.56, p= 0.57), Fig. 11b.
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Figura 10 - Efeitos da privagado de sono por 24 horas na atividade locomotora e exploratéria em ratos.

a) Atividade Locomotora (numero de cruzamentos); b) Atividade exploratéria (numero de rearings). Abreviaturas:
P24- privagao de sono por 24 horas. Os dados estdo expressos em média + erro padrao da meédia, P24, n= 10;
Controle, n=9. * p<0.05 vs. controle.
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Figura 11 - Efeitos da privagdo de sono por 24 horas nas vocalizagdes ultrassénicas em ratos. a) Numero total
de vocalizagdes ultrassonicas de 50 kHz, b) Porcentagem dos tipos de vocalizagdes ultrassénicas de 50 kHz.
Abreviaturas: P24- privagao de sono por 24 horas; USV - vocalizagdes ultrassdnicas. Os dados estdo expressos
em média  erro padrdo da média, P24, n= 10; Controle, n=9. *** p<0.001 vs. controle; $$p<0.02 P24 trill vs
Controle trill; #p<0.01 p24 step-calls vs. Controle step-calls; **p<0.02 P24 mixed vs. Controle mixed.
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5.5 Experimento 5: O tratamento com carbonato de litio reverteu o
aumento da atividade locomotora, exploratoria e da vocalizagdo ultrassénica
em ratos submetidos a privagcdo de sono por 24 horas

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos apos o tratamento com carbonato de litio nas doses de 100
mg/kg, 50 mg/kg e 25 mg/kg (F3,32=8.10, p< 0.001; Fig. 12a). O teste post-hoc
demonstrou que apos o tratamento, todas as doses foram capazes de reverter
o0 aumento da atividade locomotora induzida por privagao de sono por 24 horas
(p<0.001). O tratamento com carbonato de litio nas doses de 100 mg/kg, 50
mg/kg e 25 mg/kg também demonstraram diminuir o aumento no numero de
"rearing" induzido por P24 comparado ao grupo controle (p< 0.001; Fig. 12b).
Em relagdo ao aumento das vocalizagbes ultrassdnicas de alta frequéncia (50
kHz) induzido por P24, somente as doses de 100 mg/kg e 50 mg/kg foram
capazes de reverter esse parametro (F3,32=8.53, p< 0.001; Fig. 12c). A dose
de 25 mg/kg nao foi capaz de reverter esse aumento das USV induzido por P24
vs. Controle-Sal (p<0.05), demonstrando uma emissdo maior de vocalizacdes
ultrassoénicas de 50-kHz que este grupo. Porém, esta dose parece reverter
parcialmente a emissdo dessas vocalizagdes, pois demonstrou reduzir as
vocalizacdes ultrassbnicas de 50-kHz comparado ao animais privados de sono
por 24 horas tratados com salina (P24-Sal vs. P24-Li 25; p<0.02; Fig. 12c). Em
relacdo a emissdo dos diferentes tipos de vocalizagbes ultrassdnicas de 50-
kHz, observamos um aumento significativo nas vocalizagdes do tipo step-call
nos animais privados de sono por 24 horas tratados com salina em
comparagao aos outros grupos, o tratamento por carbonato de litio na dose de
100 mg/kg parece reverter esse aumento da vocalizagao tipo step-call (p<0.05,
Fig. 13).
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Figura 12 - Efeitos do tratamento por carbonato de litio no aumento da atividade locomotora e exploratéria
induzida por privagdo de sono por 24 horas em ratos. a) Atividade Locomotora (niUmero de cruzamentos); b)
Numero de Rearing; c) Numero total de vocalizagdes ultrassonicas de 50 kHz. Abreviaturas: P24- privagdo de
sono por 24 horas; USV - vocalizagdes ultrassonicas Li 100 - Carbonato de litio (100 mg/kg) ; Li 50 - Carbonato
de litio (50 mg/kg) ; Li 25 - Carbonato de litio (25 mg/kg). Os dados estdo expressos em média * erro padrdo da
média, Controle+Sal, n=5; Controle+Li 100, n=5; Controle+Li 50, n=5; Controle+Li 25, n=5; P24+Sal, n=5;
P24+Li 100, n=5; P24+Li 50, n=5; P24+Li 25, n=5. *** p<0.001 P24-Sal vs. todos os grupos; *p<0.05 P24-Li 25
vs. Controle-Sal; #p<0.02 P24-Li 25 vs. todos 0s grupos.
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Figura 13 - Efeitos do tratamento por carbonato de litio (100mg/kg) no aumento dos diferentes tipos de
vocalizagdes ultrassbnicas de 50-kHz induzidas por privagéo de sono por 24 horas em ratos. Abreviaturas: P24-
privagéo de sono por 24 horas; USV - vocalizagdes ultrassénicas; Li 100 - Carbonato de litio (100 mg/kg). Os
dados estdo expressos em média * erro padrdo da média, Controle+Sal, n=5; Controle+Li 100, n=5; P24+Sal,
n=5; P24+Li 100, n=5. *p<0.05 P24-Sal (step-call) vs. todos os grupos (step-call).

5.6 Experimento 6: A privagdo de sono por 72 horas aumenta a
vocalizagéo ultrassénica em ratos.

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupos (t= 7.45, p< 0.001; Fig. 14a), demonstrando que a privagao de
sono por 72 horas (P72) levou ao aumento esperado na atividade locomotora
(vs. Controle: p<0.001). O grupo P72 também aumentou o numero de "rearing"
comparado ao grupo controle (t= 7.04, p< 0.001; Fig. 14b). Foi observado um
aumento significativo nas vocalizagbes ultrassOnicas de alta frequéncia (50
kHz) entre os grupos (t= 4.52, p< 0.001; Fig. 15a). Os resultados demonstraram
diferengas estatisticas na porcentagem apenas das vocalizagdes ultrassonica
do tipo step-calls (t= 3.02, p<0.02), porém ndo houve alteragao na porcentagem
das vocalizagdes dos tipo flat (t= 0.49, p= 0.63), mixed (t= 0.36, p= 0.08) e trill

(t= 1.53, p= 0.14),], Fig. 15b.
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Figura 14 - Efeitos da privagdo de sono por 72 horas na atividade locomotora e exploratdria em ratos.

a) Atividade Locomotora (numero de cruzamentos); b) Atividade exploratdria (numero de rearings). Abreviaturas:
P72- privagao de sono por 72 horas. Os dados estdo expressos em média + erro padrdo da média, P72, n= 8;
Controle, n=8. *** p<0,001 vs. controle.
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Figura 15 - Efeitos da privagdo de sono por 72 horas nas vocalizagdes ultrassénicas em ratos. a) Numero total
de vocalizagdes ultrassdnicas de 50 kHz, b) Porcentagem dos tipos de vocalizagdes ultrassénicas de 50 kHz.
Abreviaturas: P72- privagao de sono por 72 horas; USV - vocalizagdes ultrassénicas. Os dados estdo expressos
em média + erro padrdo da média. *** p<0.001 vs. controle; **p<0.02 P72 step-calls vs. Controle step-calls.
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5.7 Experimento 7: A ouabaina na concentragdo de 102M induz um
quadro misto na atividade locomotora e nas vocalizagbes ultrassénica em
ratos, aumentando as emissées das vocalizagbes do tipo apetitivas (50 kHz)
quando o animal encontra-se em movimento e um aumento nas vocalizacbes
do tipo aversivas (22 kHz) quando o animal encontra-se imovel.

Foi observada diferenga estatistica significativa na atividade locomotora
entre os grupo, o grupo OUA demonstrou um aumento no numero de
cruzamento comparados ao grupo controle (t=-3.61, p< 0.05; Fig. 16a). Porém,
quando a atividade locomotora € avaliada em segundos, observou-se um
comportamento misto no grupo OUA. Este grupo fica a maior parte do tempo
em repouso (imobilidade total, somente movimentos da respiragdo) comparado
ao grupo LCR (t= -35.40, p<0.001, Fig. 16c), consequentemente, locomove-se
menos tempo em segundos que o grupo LCR (t=35.40, p<0.001; Fig. 16¢). O
grupo OUA demonstrou uma diminuicdo no numero de "rearing" comparado ao
grupo LCR (t= 8.01,p< 0.001; Fig. 16b). Também foi observado um aumento
significativo nas vocalizagbes ultrassbnicas de alta frequéncia (50-kHz) (t= -
2.60, p<0.05, Fig. 17a) e nas vocalizagbes ultrassdnicas de alta baixa
frequéncia (22-kHz) (t= -10.92, p< 0.001; Fig. 17a) no grupo OUA (vs. LCR).
Observa-se uma diminuigdo na porcentagem das vocalizagdes ultrassdnica de
alta frequéncia (50-kHz) do tipo flat no grupo OUA (vs. LCR) (t= 10.43,
p<0.001, Fig. 17b). Conforme observamos na figura 17b, existe um aumento
das vocalizagdes ultrassdnica de alta frequéncia (50-kHz) dos tipos step-call (t=
-5.72, p<0.001) e trill (t= -4.01, p<0.001) no grupo OUA (vs. LCR). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos na emissdo das vocalizagdes dos tipos e
mixed (t=-1.0, p=0.34).
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Figura 16 - Efeitos da ouabaina a 102M na atividade locomotora e exploratéria em ratos. a) Atividade
Locomotora (numero de cruzamentos); b) Atividade exploratéria (numero de rearings), ¢) Tempo gasto na
atividade locomotora e imobilidade em segundos. Abreviaturas: OUA- ouabaina a 102M ; LCR- liquido
cefalorraquidiano artificial; USV - vocalizagdes ultrassonicas, Ativ.- tempo de atividade, Imob..- tempo de
imobilidade. Os dados estdo expressos em meédia + erro padrao da média * p<0.05 vs. LCR; ***p<0.001 vs.
LCR.
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b) Porcentagem dos tipos de USV
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Figura 17 - Efeitos da ouabaina a 102M nas vocalizagbes ultrassoénicas em ratos. a) Numero total de
vocalizagdes ultrassonicas de 50 kHz e 22-kHz, b) Porcentagem dos tipos de vocalizagdes ultrassénicas de 50
kHz. Abreviaturas: OUA- ouabaina a 102M ; LCR- liquido cefalorraquidiano artificial; USV - vocalizagdes
ultrassoénicas. Os dados estdo expressos em média + erro padrdao da média * p<0.05 OUA 50-kHz vs. LCR 50-
kHz; ***p<0.001 OUA 22-kHz vs. LCR 22-kHz; ¥*¥p<0.001 OUA flat vs LCR flat; *#p<0.001 OUA trill vs LCR trill;
**p<0.001 OUA step-call vs LCR step-call.

6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as USV em diferentes
modelos animais de mania, desde que Pereira e colaboradores (2014)
demonstraram que drogas com atividade antimaniaca conhecidas (litio e
tamoxifeno) foram capazes de reverter o aumento das USV de 50 kHz
induzidas por anfetamina em ratos. N6s demonstramos pela primeira vez que
ratos tratados com quetamina racémica ou quetamina-S agudamente nao
apresentam alteracdo do numero total de USV de 50-kHz, embora apresentem
aumento da atividade locomotora, como observado por outros autores. No
entanto, o tratamento agudo com LDX demonstrou resultados similares aos
obtidos por Pereira e colaboradores (2014) com anfetamina, um aumento no

nimero de USV de 50-kHz e um aumento na atividade locomotora e
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exploratdria, que foram revertidos com tratamento com carbonato de litio (100
mg/kg).

Demonstramos de forma inédita, os efeitos da administragcdo aguda de
ouabaina a 102M ICV nas USV de ratos, correlacionando-as com os efeitos na
atividade motora. Os animais demonstraram um comportamento misto apos a
administracdo desta droga. Primeiramente, apresentaram um aumento muito
grande na atividade locomotora, emitindo concomitantemente USV de 50 kHz;
depois, alternavam para um estado de imobilidade total por um longo tempo
emitindo nesses periodos USV de 22 kHz. Essa ciclagem entre os estados
ativos e inativos acontecia de 2 a 3 vezes durante os 10 minutos de teste. Os
animais que receberam LCR via ICV emitiram comportamento similar aos
controles dos outros grupos.

Modelos animais farmacolégicos de mania tém sido repetidamente
reportados, especialmente aqueles que aumentam a neurotransmissao
dopaminérgica, como a hiperatividade induzida por psicoestimulantes. A
administracdo de estimulantes, tal como AMP, produzem um aumento na
liberacdo de DA, inibicdo da recaptagdo de DA ou degradacao pela enzima
monoamina oxidase (MAO) em roedores, induzindo a um aumento na atividade
locomotora e agitagao psicomotora (Shaldubina et al., 2002; Kara e Einat,
2013; Paszti-Gere e Jakus, 2013). Foi publicado recentemente diversos
modelos pré-clinicos combinando paradigmas de reversado e prevengao com
estabilizadores de humor e potenciais novos alvos para comportamento tipo-
maniaco induzido por LDX (Macedo et al., 2013; Eger et al., 2016). Nossos
dados corroboram com estudos prévios, pois nossos animais demonstraram
um aumento na atividade locomotora apds o tratamento agudo com LDX na
dose de 10 mg/kg e esse comportamento foi revertido pelo tratamento agudo
com carbonato de litio. Em relagdo ao comportamento exploratério, estudos
prévios demonstraram que existe um aumento no "rearing" apos administragao
de anfetamina (Fray et al., 1980), que a injecdo de LDX também aumenta o
"rearing" e que esse comportamento € revertido pelo tratamento com litio
(Macedo et al., 2013). Os mesmos resultados sobre o comportamento
exploratorio foram observados em nosso estudo.

Diversos estudos sugerem que além da hiperatividade dopaminérgica,
no THB também existe uma hipofung&o glutamatérgica (Dickerson et al., 2012;
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Rao et al., 2012). Ap6s um relato de caso de indugdo de mania com terapia
com quetamina (Ricke et al., 2011), Ghedim e colaboradores (2012),
propuseram um modelo animal de mania induzido por quetamina (um
antagonista seletivo NMDA), e tanto o litio quanto o valproato foram capazes
de prevenir parcialmente e reverter a hiperlocomogéo induzida pela quetamina.
Esse modelo depois foi empregado para estudar o possivel efeito antimaniaco
da curcumina (Gazal et al., 2014). Pesquisadores tem mostrado que o
comportamento exploratério parece estar diminuido apds o tratamento com
quetamina (Imre et al., 2006; Kotermanski et al., 2013). Em nosso estudo
observamos um aumento na atividade locomotora em ratos apds administracao
aguda de quetamina racémica e quetamina-S, e observamos uma diminuigéo
no "rearing" somente apdés o tratamento com quetamina-S, a quetamina
racémica ndo demonstrou diferengas estatisticas comparado ao grupo controle.
Essa diferengca entre a quetamina racémica e a quetamina-S pode estar
relacionada a diferenca dos efeitos estereoseletivos dos isdbmeros de
quetamina na transmissdo monoaminérgica, tal como a captacéo de DA (Tso et
al., 2004) ou na sua diferente poténcia anestésica (Peltoniemi et al., 2016).
Evidéncias iniciais sugerem algumas validades preditiva, de face e de
constructo para o modelo de quetamina, mas existe uma clara limitagcao nesse
modelos no que se refere a especificidade para mania. A hiperatividade
induzida por quetamina também é um modelo animal para esquizofrenia
(Zugno et al., 2015; Zugno, A. I. et al., 2015). Da mesma maneira, a quetamina
tem demonstrado conter efeitos antidepressivos (Scheuing et al., 2015), e o litio
tem demonstrado efeitos sinérgicos com a quetamina, demonstrando
potencializar o efeito tipo-antidepressivo em um modelo animal de estresse
(Chiu et al., 2015).

No inicio das pesquisas para a fisiopatologia do THB, observou-se
também que a atividade da enzima Na,K-ATPase estava reduzida durante as
fases da doenga (Looney e El-Mallakh, 1997). Acredita-se que isto esta
intimamente relacionado ao aumento de sodio e calcio intracelular em
eritrécitos de pacientes bipolares durante a mania e depressao bipolar. Essas
observacgdes levaram a introdu¢do do modelo da Na,K-ATPase para o THB,
que postula que uma pequena redugao na atividade da bomba de sddio pode

alterar a excitabilidade neuronal de maneira a produzir sintomas tanto
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depressivos quanto maniacos (El-Mallakh e Wyatt, 1995). Estudos pré-clinicos
mostram que a ouabaina em doses subconvulsivas (nas concentragdes de 10
M e 103M) administrada ICV em ratos induz a hiperatividade motora
comparada ao seu controle (Decker et al, 2000) e essa alteragcéo
comportamental foi revertida por trés agentes que s&o utilizados para tratar
mania em humanos: litio, carbamazepina e haloperidol (Herman et al., 2007).
Nossos resultados demonstram que animais tratados com ouabaina a 10°M
ICV demonstraram um aumento significativo no numero de cruzamentos
comparados aos seus controles, porém quando analisamos o tempo gasto em
atividade locomotora, observamos um maior tempo de imobilidade comparado
ao grupo LCR. Um estudo mostrou que apds uma unica dose de ouabaina a
10-*M em ratos demonstrou uma hipoatividade significativa durante 10 minutos
gquando avaliado automaticamente e que o tratamento prévio por 7 dias com
litio foi capaz de reverter essa hipoatividade induzida por ouabaina (Li et al.,
1997). Essas observacdes sdo compativeis com predigdes para a hipotese da
Na;K-ATPase para o THB (El-Mallakh e Wyatt, 1995). Estudos prévios mostram
que a administragcdo de ouabaina ICV também produz hiperatividade nos
animais quando observados em campo aberto (El-Mallakh e Wyatt, 1995).
Apesar da ouabaina demonstrar tanto hipo quanto hiperatividade nos animais
parecer contraditorio, a maneira de interpretar os dados deve ser levada em
consideracdo. Em humanos, alteragdes neurotdéxicas produzidas por um
inibidor da Na;K-ATPase, digoxina, pode levar a uma série de sintomas
psiquiatricos, incluindo sintomas tipos-depressivos e tipo-maniaco (Eisendrath
e Sweeney, 1987; El-Mallakh e Wyatt, 1995). Similarmente, recaidas clinicas
em paciente bipolares podem manifestar ambos sintomas maniaco e
depressivo simultaneamente, o chamado estado misto (Goodwin e Jamison,
2007).

De novo, pela primeira vez, demonstramos os efeitos da privacdo de
sono por 24 e 72 horas nas USV em ratos. Os animais privados de sono por 24
ou 72 horas tiveram um aumento na atividade locomotora e nas USV de 50 kHz
comparado aos animais controle. O tratamento com carbonato de litio nas
doses de 25, 50 ou 100 mg/kg reverteu esse aumento da locomogéo e
somente nas doses de 100 e 50 mg/kg foi capaz de reverter o aumento das
USV de 50-kHz nos animais privados de sono por 24 horas.
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Vimos que modelos animais para o estudo da mania mais comumente
utilizados sdo os que induzem o aumento da atividade locomotora pelo uso de
substancias estimulantes do sistema nervoso central (Machado-Vieira et al.,
2004; Einat, 2007; Gould et al., 2007). Por sua vez, o modelo de privacao de
sono, um modelo ndo farmacologico, parece reproduzir melhor a psicopatologia
do episédio maniaco, mimetizando a hiperatividade, a hipersexualidade e a
agressividade dos pacientes maniacos (Gessa et al., 1995; Yatham et al.,
2002; Yatham et al., 2005). Estudos mostram que apos a privagédo de sono por
24 horas ou por 72 horas em ratos existe um aumento na atividade locomotora
durante 30 minutos, uma maior laténcia para o sono, apresentam um numero
maior de eregdes penianas e uma menor laténcia para a erecdo comparado
aos controles. Esses comportamentos s&o revertido apds tratamentos com
drogas antimaniacas (Gessa et al., 1995; Armani et al., 2012; Abrial et al.,
2015). A privagdo de sono parece desencadear episodios maniacos em
pacientes com THB (Colombo et al., 1999). Nossos resultados em relagéo a
atividade locomotora de ratos privados de sono por 24 ou 72 horas corroboram
com dados publicados na literatura, os animais demonstraram uma
hiperatividade apds a privagao de sono que foi revertida com o tratamento com
litio. Existem evidéncias que a privagdo de sono age de maneira similar aos
psicoestimulantes (e.x. AMP), aumentando a hiperatividade, a liberacdo da
dopamina, aumento no disparo de neurdnios dopaminérgicos associados com
hiperatividade funcional do sistema dopaminérgico (Gessa et al., 1995; Abrial et
al., 2015). Estudos em humanos demonstraram que apos a privagdo de sono
ha uma diminuicdo da ligacdo do raclopride, um antagonista D2. Como este
compete com a dopamina endogena pelo sitio de ligagdo aos receptores
D2/D3, provavelmente esta diminuicdo da ligagdo deve-se ao um aumento da
transmissdao dopaminérgica apds a privagdo de sono (Volkow et al., 2008;
Volkow et al., 2009).

Evidéncias consistentes sugerem que a USV pode servir como indice
emocional e motivacional em ratos (Wohr e Schwarting, 2013; Brudzynski,
2015; Simola, 2015). Estudos prévios mostram que USV de 50-kHZ s&o mais
emitidas em situagdes recompensadoras social ou nao sociais, tais como apos
administragcado de alguma droga de abuso (Burgdorf et al., 2000; Barker et al.,
2015; Simola, 2015). A AMP induz esse tipo de USV relacionada a "afeto-
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positivo", aumentando o numero total dessas vocalizagbes em ratos (Burgdorf
et al., 2001; Rippberger et al., 2015). Outras drogas que promovem um
aumento similar nas USV de 50-kHz sdo a cocaina e o metilfenidato (Simola et
al., 2012; Barker et al., 2015; Simola, 2015). A transmissdo dopaminérgica no
nucleo accumbens (NAc) shell parece ser crucial para USV de 50-kHz e
fortemente promove a emissdo de vocalizagbes (Wintink e Brudzynski, 2001;
Thompson et al., 2006; Burgdorf et al., 2008). O metilfenidato parece agir
diretamente na transmissdo dopaminérgica (Heal et al., 2009), ao bloquear a
DAT ha um aumento proporcional da DA extracelular e também na taxa de
liberacdo de DA, modulada pelos neurbnios dopaminérgicos no estriado
(Volkow et al., 2005). Esse efeito do metilfenidato nas USV de 50-kHz é similar
ao da cocaina e AMP, os quais possuem um mecanismo de agao semelhante
(blogueio da DAT) e também agem diretamente na transmissdo da dopamina
(Simola et al., 2012). Antagonistas de receptores D1 e D2, administrados
sistemicamente ou via NAc bloqueiam o aumento das USV de 50-kHz
induzidas por anfetamina, novamente apontando para um papel crucial da
transmissao dopaminérgica nesse efeito (Barker et al., 2015; Rippberger et al.,
2015). Além disso, a modulagdo da transmissdo dopaminérgica por receptores
5-HT2c também pode ser implicada no aumento das USV de 50-kHz, desde
que o agonista de 5-HT2c¢c, CP801.909, reduziu as USV de 50-kHz induzidas
por AMP enquanto que os antagonistas desse receptor induziram efeitos
opostos (Wohr et al., 2015). O papel dopaminérgico nas USV de 50-kHz esta
de acordo com a proposta central do papel da transmissdo dopaminérgica na
mania (Cousins et al., 2009), o que reforga a associagao entre USV de 50-kHz
e mania.

De acordo com estudos prévios, o litio, em uma dose que nao altera a
locomogao espontanea ou atividade exploratoria, bloqueou a hiperlocomocéao
induzida por LDX, validando o protocolo experimental empregado. O efeito do
litio no aumento das USV de 50-kHz induzidas por LDX sugerem que esse
procedimento € sensivel a drogas antimaniacas padrdo ouro, indicando
validade preditiva. Por outro lado, uma limitacdo é que o efeito clinico do litio €
observado apds tratamento repetido, enquanto no presente estudo foi testado
somente agudamente (Young e Hammond, 2007). Essa situagdo é de alguma
maneira analoga ao observado com drogas antidepressivas e testes de
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natacao forgcada e suspensao pela cauda. No entanto, apesar dessa limitagao,
esses testes sdo uteis para pesquisa de novas drogas tipo-antidepressivas
(Cryan, Mombereau, et al., 2005; Cryan, Page, et al., 2005). O mesmo poderia
considerar para USV de 50-kHz induzidas por LDX e efeitos agudos de litio. Se
faz necessarios mais estudos para avaliar o efeito da administragao crénica de
estabilizadores de humor no aumento das USV de 50-kHz induzidas por
anfetamina e LDX, por exemplo, para avaliar se doses de litio ou valproato que
agudamente sao ineficazes poderiam ser efetivas apos tratamento crénico,
como visto com antidepressivos no teste da natagao forcada (Cryan, Valentino,
et al., 2005).

Uma diferencga interessante entre os efeitos da AMP e LDX nas USV de
50-kHZ é que a AMP seletivamente aumentou as vocalizagdes do tipo
frequéncia modulada (Pereira et al., 2014; Rippberger et al., 2015; Simola,
2015; Woéhr et al., 2015), enquanto a LDX ndo mudou a porcentagem dos
subtipos de vocalizagao no presente estudo. Esse efeito n&o esta relacionado a
baixa dose de LDX usada, desde que 10 mg/kg € equivalente a 4 mg/kg de
AMP (Heal et al., 2013), a qual esta acima da dose utilizada para aumentas as
USV de 50-kHz. A auséncia no efeito nos subtipos de vocalizagées da LDX
podem estar relacionadas a algumas diferengas farmacoldgicas entre as
drogas, por exemplo na atividade locomotora, onde doses equivalentes dessas
drogas induzem um padrdo e uma intensidade do aumento da atividade
locomotora diferentes (Rowley et al., 2012).

Nossos achados mostram que o tratamento com quetamina n&o altera
de forma significativa o numero total de USV de 50-kHz em ratos adultos
machos. Assumindo que USV de 50-kHz refletem a estados de afeto positivo,
podemos concluir que a quetamina nao induz afeto positivo. No entanto, a
administragdo aguda de quetamina a voluntarios saudaveis induz a elevacéo
do humor e euforia (Anand et al., 2000; Deakin et al., 2008). Os mecanismos
de acdo da quetamina aparentemente n&o envolvem transmissdo DA
diretamente, mas bloqueia a transmissdo glutamatérgica via antagonismo do
receptor NMDA (Ghedim et al., 2012; Naughton et al., 2014). Similarmente,
outras drogas que também agem indiretamente na transmissdo DA (e.x.
nicotina) ndo mudam as USV de 50-kHz (Barker et al., 2015; Simola, 2015). A
falta de efeito da quetamina nas USV de 50-kHz esta de acordo com estudos
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prévios que mostram que drogas anti-glutamatérgicas (fenciclidina/PCP,
dizolcipina/MK-801) ndo aumentam USV de 50-kHz. Por exemplo, a PCP
prejudica as emissdes de USV de 50-kHz induzidas por "tickling" (Boulay et al.,
2013). O MK-801 também reduziu as USV de 50-kHz induzidas por "tickling"
em ratos jovens (Panksepp e Burgdorf, 2000). Além disso, embora o MK-801
tenha aumentado a atividade locomotora, ele diminuiu as USV de 50-kHz
espontaneas e induzidas por AMP (Costa et al., 2015). Embora a
hiperlocomocgéao induzida por quetamina tenha sido usada como modelo animal
de mania (Ghedim et al., 2012; Gazal et al., 2014; Gazal et al., 2015), outros
estudos usaram isto como um modelo animal de esquizofrenia e para avaliar
drogas tipo-antipsicoticas (Imre et al., 2006; De Oliveira et al., 2011; Pereira et
al., 2011; Zugno et al., 2015). Além disso, o papel da quetamina no episédio
maniaco tem sido questionado (Niciu et al, 2013). Por outro lado, a
hiperlocomocgéao induzida por quetamina € sensivel a litio e valproato (Ghedim
et al., 2012; Gazal et al., 2014; Gazal et al., 2015), drogas anti-maniacas
padrdo, que exercem efeitos antipsicéticos minimos ou nulos, indicando a
validade preditiva da hiperlocomog¢édo induzida por quetamina como um modelo
de mania. De todo modo, os dados das USV de 50-kHz indicam que a LDX e a
guetamina induzem diferentes estados de mania.

Por outro lado, o0 nosso modelo de mania induzido por ouabaina
demonstrou um padréo de emissdo de USV misto, o0 mesmo animal vocalizou
USV de 22-kHz e de 50-kHz, dependendo da atividade em que se encontrava o
animal, estas eram emitidas em estado de repouso total e em movimento,
respectivamente. Nao foram encontrados registros na literatura demonstrando
efeitos de drogas inibidoras da Na,K-ATPase no perfil das emissbdes das USV.
Como revisamos anteriormente, a ouabaina pode induzir tanto hiper quanto
hipoatividade, sendo consistente com observag¢des da desordem em humanos.
Isso é reforgado pela observacdo de que o litio foi capaz de prevenir ambas
mudancgas, reduzindo e aumentando a atividade locomotora induzida por
ouabaina (El-Mallakh e Woyatt, 1995). Assim como um estado misto na
atividade locomotora induzida por ouabaina também observamos um estado
misto em relacdo a emissdo de USV. Interessantemente, foi observado uma
mudanc¢a no perfil das USV de 50-kHz, sendo que os animais tratados com
ouabaina ICV demonstraram um aumento nas USV frequéncias moduladas de
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50-kHz dos subtipos step-call e trill e uma redugdo na emissdo das
vocalizagdes do tipo flat. Esse mesmo padrao € observado no tratamento com
anfetamina, que seletivamente aumenta as vocalizagbes do tipo frequéncia
modulada (e.x. (Pereira et al., 2014; Rippberger et al., 2015; Simola, 2015;
Wohr et al., 2015). Estudos mostram que a administracdo de ouabaina ICV
prontamente aumenta a liberagédo de acetilcolina (ACh) em regides corticais em
ratos (Vizi, 1972) e que a AMP administrada por via sistémica também resulta
em um aumento da ACh no CPF e consequente influxo de DA no NAc shell
(Arnold et al., 2000). Esses achados podem explicar tanto o aumento total das
USV de 50-kHz induzidas por ouabaina, quanto a mudang¢a no perfil dos
subtipos dessas USV de 50-kHz. Inje¢des carbacol, um agonista colinérgico,
diretamente em regides do prosencéfalo e diencéfalo em cérebro de ratos
mostraram induzir as USV de 22-kHz (Brudzynski, 1994). Mais ainda, foi
demonstrado que os sistemas colinérgico e dopaminérgico interagem
mutuamente para formar um balango dindmico. A ativacdo de porcoes
relevantes do sistema colinérgico ascendente invariavelmente induz a estado
negativo e libera USV de 22-kHz enquanto a ativacdo do sistema
dopaminérgico ascendente induz o estado positivo e a emisséo de USV de 50-
kHz (Brudzynski, 2007). Com base nesses dados, podemos entender o porque
como ocorre essa emissao mista de USV induzida por ouabaina observados
em nosso estudo.

Em relagdo ao modelo n&o farmacolégico de mania (privagdo de sono),
nossos achados mostram que assim como existe aumento na atividade
locomotora, também encontramos um aumento nas USV de 50-kHz, a qual foi
revertida totalmente por tratamento com litio nas doses de 50 e 100 mg/kg e
parcialmente na dose de 25 mg/kg . Como reportado acima, a transmissao
dopaminérgica no NAc parece ser crucial para USV de 50-kHz e fortemente
promove a emisséo de vocalizagdes (Wintink e Brudzynski, 2001; Thompson et
al., 2006; Burgdorf et al., 2008). Esse aumento das emissbées das USV de 50-
kHz nos animais privados de sono por 24 ou 72 horas pode, entdo, ser
explicado pelo aumento da transmiss&do dopaminérgica observada em animais
ou humanos privados de sono (Gessa et al., 1995; Volkow et al., 2008; Volkow
et al., 2009; Abrial et al., 2015). O numero de receptores D1 mostram-se

aumentados em areas limbicas e observa-se um aumento da expressao de
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receptores D2 no estriado (Lima et al., 2007). Dados de privagédo de sono
indicam que seus efeitos no sistema dopaminérgico n&do s&o somente similares
aos induzidos por psicoestimulantes mas também sao similares as induzidas
por terapia eletroconvulsivante, onde tem sido mostrado que receptores D1 e
D3 sao ativados simultaneamente (Smith e Sharp, 1997). Em estudos animais,
a privagcado de sono aumenta significativamente a taxa de 5-HT e 5-HIAA no
cortex frontal, hipocampo e hipotalamo e aumentando também a dopamina e
seu metabalito na regido do hipotalamo (Asikainen et al., 1995; Asikainen et al.,
1997).

Em relacao ao perfil dos tipos de USV de 50-kHz, o modelo de privagao
de sono demonstraram um aumento na porcentagem dos subtipos frequéncia
modulada (step-call, trill e mixed - grupo P24; step-call, grupo P72) comparado
aos seus controles. No grupo P24 tratado com salina, observamos um aumento
na porcentagem de USV frequéncia modulada apenas do tipo step-call e
quando tratado com litio (100 mg/kg), essa diferenga foi revertida. Dados pré-
clinicos e clinicos trazem evidéncias de que a privagdo de sono tem efeitos
similares aos psicoestimulantes, tais como a cocaina e AMP (Gessa et al.,
1995; Volkow et al., 2008; Volkow et al., 2009; Abrial et al., 2015). Talvez por
essa similaridade do efeito na transmissdo dopaminérgica entre
psicoestimulantes e privacdo de sono, observamos 0 mesmo padrao
apresentado no tratamento com AMP, que seletivamente aumentam as
vocalizagdes do tipo frequéncia modulada (Pereira et al., 2014; Rippberger et
al., 2015; Simola, 2015; Wéhr et al., 2015).

Os resultados deste estudo com USV indicam um estado afetivo
diferente induzido nesses diferentes modelos animais de mania propostos, os
quais podem estar relacionados a diferentes tipos de episédios maniacos (e.x.
sem complicagdes, psicotico ou subtipo misto). Essa € uma questdo importante
quando os modelos s&o utilizados para estudar a fisiopatologia ou para
pesquisa de novas drogas tipo-antimaniacas. Por exemplo, o litio é efetivo para
episddios maniacos sem complicagdes (ou classico) mas menos efetivos em

mania mista, a qual mostra melhor resposta ao valproato (Young et al., 2011).
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7. CONCLUSAO

Concluimos que nos modelos de mania descritos, os quais avaliavam
somente comportamentos locomotores e exploratérios, nos quais apresentam
padroes similares, apresentam diferencas na emissao das USV. A USV pode
ser, entdo, uma variavel de valor comportamental a ser adicionada em modelos
animais de mania em ratos, refinando e aprofundando esses modelos e

aumentando seus valor translacional.
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