
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
 
 
 
 

 
 

CAMILA PASQUINI DE SOUZA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
 
 

 
AVALIAÇÃO DA DIFERENÇA SEXUAL EM MODELO DE MANIA INDUZIDA POR 

PRIVAÇÃO DE SONO EM RATOS WISTAR 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 
2018 



 
 

 
 

 
 

CAMILA PASQUINI DE SOUZA 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

 
 
 
 

 
AVALIAÇÃO DA DIFERENÇA SEXUAL EM MODELO DE MANIA INDUZIDA POR 

PRIVAÇÃO DE SONO EM RATOS WISTAR 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CURITIBA 
2018

Dissertação apresentada como requisito 
parcial à obtenção do título de Mestre em 
Farmacologia, no Programa de Pós-
Graduação em Farmacologia, Área de 
concentração Neurociências, Departamento 
de Farmacologia, Setor de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal do 
Paraná. 
Orientador: Prof. Dr. Roberto Andreatini 
Co-orientadora: Dra. Ana Paula Segantine 
Dornellas 
 



      Universidade Federal do Paraná. Sistema de Bibliotecas.
         Biblioteca de Ciências Biológicas.
         (Telma Terezinha Stresser de Assis –CRB/9-944)    

       Souza, Camila Pasquini de 
Avaliação da diferença sexual em modelo de mania induzida por privação de 

sono em ratos Wistar. /  Camila Pasquini de Souza. – Curitiba, 2018.
     70 p.: il. ; 30cm. 

Orientador: Roberto Andreatini 
Co-orientadora: Ana Paula Segantine Dornellas to  
Dissertação (Mestrado) - Universidade Federal do Paraná, Setor de   Ciências

Biológicas. Programa de Pós-Graduação em Farmacologia.

     1. Transtorno bipolar.  2. Transtornos do humor. 3. Estradiol. 4. Ovariectomia. 

I. Título  II. Andreatini, Roberto. III. Dornellas, Ana Paula Segantine. IV. 
Universidade Federal do Paraná. Setor de Ciências Biológicas. Programa de 
Pós-Graduação em Farmacologia.

CDD (20. ed.)  612.8



 
 

 
 

 
 

 
 
 



 
 

 
 

AGRADECIMENTOS 
 

 
Ao meu orientador, Prof. Roberto Andreatini, por ter me aceitado no seu laboratório, 
por todo o conhecimento e olhar crítico que compartilhou comigo, por me instigar a 
fazer o meu melhor e começar a indagar minhas próprias perguntas científicas, meu 
agradecimento e admiração. 
 
À Ana, minha co-orientadora e grande amiga, que chegou neste laboratório no início 
do meu mestrado e se tornou parte indispensável tanto do meu projeto quanto da 
minha vida, muito obrigada por tudo. 
 
Ao Thiago e a todos os meus colegas de laboratório, muito obrigada pelo apoio, 
carinho, os perrengues que passamos juntos e as piadas que compartilhamos. 
 
À Kelin e a Franciele, minhas amigas de graduação, desejo às duas tudo de bom 
nesses novos caminhos que vocês trilham e que a gente se encontre novamente.  
 
Aos meus amigos de mestrado Marcella, Maiara e Carlos, muito obrigada pelo 
companheirismo e todos os momentos que vivemos juntos nestes 2 anos. 
 
Aos Profs. Cristina Stern, Aleksander Zampronio, Paulo Dalsenter e Helena de 
Assis, e aos laboratórios de Inflamação, Dor e Febre; Toxicologia Reprodutiva e 
Toxicologia Ambiental, muito obrigada por todo o suporte, conhecimento, espaço e 
tempo que vocês prestaram a mim no desenvolvimento deste trabalho. 
 
À Prof. Roseli Boerngen de Lacerda, muito obrigada pela ajuda estatística. 
 
À Prof. Janaína Zanoveli, minha primeira orientadora, muito obrigada pela iniciação 
à pesquisa. 
 
Aos técnicos e professores da Pós-graduação em Farmacologia, muito obrigada 
por toda a ajuda, disponibilidade e paciência que vocês sempre me ofereceram de 
prontidão. 
 
À CAPES pelo apoio financeiro. 
 
Ao Bruno, meu melhor amigo e companheiro de vida, o mundo acadêmico é bem 
mais legal quando você está comigo. 
 
Aos meus pais Helder e Rosana por tudo. À minha irmã Natália por ser minha alma 
gêmea. Sem o apoio, carinho, compreensão e conforto que vocês sempre me 
ofereceram, eu não teria chegado aqui.  
 



 
 

 
 

RESUMO 
 

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é um transtorno psiquiátrico crônico 

caracterizado por episódios recorrentes e cíclicos de depressão e mania. O estado 

maníaco inclui vários e complexos sinais que incluem a hiperatividade, 

hiperssexualidade, baixa necessidade de sono e impulsividade. Na clínica parece 

haver uma influência importante da flutuação hormonal e do ciclo reprodutivo da vida 

da mulher bipolar na frequência e gravidade dos episódios de mania.  Apesar disso, 

os estudos pré-clínicos com fêmeas são escassos na literatura. O objetivo deste 

trabalho, portanto, foi investigar o papel do sexo, ciclo estral e estradiol no 

comportamento tipo maníaco induzido por privação de sono REM de 24h (PSREM) 

em ratos Wistar.  Foram avaliados os comportamentos de hiperlocomoção, o rearing 

e a emissão de vocalizações ultrassônicas de 50-kHz (USVs de 50-kHz), que são 

relacionadas a um estado de afeto positivo. Foi observado que fêmeas e machos 

expressam perfis diferentes de comportamentos tipo maníacos induzidos por 

PSREM, sendo que fêmeas apresentam mais hiperlocomoção e rearing, enquanto 

machos emitem mais USVs de 50-kHz. Além disso, observou-se que a fase do ciclo 

estral influencia a emissão de USVs de 50-kHz, aumentando o número de USVs em 

fêmeas na fase de pico hormonal, mas não o rearing ou a atividade locomotora. Por 

último, foi visto que o estradiol induz o aumento de USVs de 50-kHz, rearing e 

atividade locomotora em fêmeas ovariectomizadas. Com estes dados, observamos 

que há diferenças sexuais no comportamento tipo maníaco induzido por PSREM, bem 

como influência da flutuação hormonal, especificamente do hormônio estradiol. A 

análise de USVs de 50-kHz parece ser mais sensível à flutuação hormonal em fêmeas 

do que a hiperlocomoção e o rearing e parece ser, portanto, um parâmetro 

comportamental importante e sensível na avaliação do estado afetivo em modelo de 

mania.  Diversos estudos que incorporam machos e fêmeas na avaliação de 

comportamentos relacionados à transtornos psiquiátricos puderam observar 

diferença de sexo. Este trabalho aumenta as evidências da literatura sobre o efeito 

de sexo, ciclo estral e hormônios sexuais em modelo animal e reforça a necessidade 

de se estudar melhor essas diferenças e o efeito destes fatores na neurobiologia de 

transtornos psiquiátricos. 

 

Palavras-chave: Transtorno de humor bipolar. Mania. Modelo animal. Vocalizações 
ultrassônicas de 50-kHz. Diferenças de sexo. Fêmeas. Ovariectomia. Estradiol. 



 
 

 
 

ABSTRACT 
 

 
Bipolar Disorder (BD) is a chronic psychiatric disorder characterized by recurrent and 

cyclic episodes of depression and mania. The manic state includes several complex 

signs including hyperactivity, hypersexuality, low need for sleep, and impulsivity. In the 

clinic there seems to be an important influence of hormonal fluctuation and the 

reproductive cycle of a bipolar patient’s life on the frequency and severity of manic 

episodes. Despite this, preclinical studies with females are scarce in the literature. The 

objective of this study was to investigate the role of sex, oestrous cycle and estradiol 

in manic type behavior induced by 24h REM sleep deprivation (REMSD) in Wistar rats. 

The behavior of hyperlocomotion, rearing and the emission of 50-kHz ultrasonic 

vocalizations (50-kHz USVs), which are related to a state of positive affect, were 

evaluated. It was observed that females and males express different profiles of manic 

behaviors induced by REMSD, and females present more hyperlocomotion and 

rearing, while males emit more 50-kHz USVs. In addition, it was observed that the 

estrous phase influences the emission of 50-kHz USVs, increasing the number of 

USVs in females in the peak hormonal phase, but not showing an effect on rearing or 

locomotor activity. Lastly, it was observed that estradiol induces an increase of 50-kHz 

USVs, rearing and locomotor activity in ovariectomized female rats. With these data, 

we observed that there are sexual differences in manic-type behavior induced by 

REMSD, as well as the influence of hormonal fluctuation, specifically the effect of 

estradiol. The analysis of 50-kHz USVs appears to be more sensitive to hormonal 

fluctuation in females than hyperlocomotion and rearing and therefore appears to be 

an important and sensitive behavioral parameter in assessing the affective state in the 

mania model. Other studies that have incorporated male and female animals on the 

evaluation of behaviors related to psychiatric disorders have observed effects of sex. 

This work adds to the literature of the effects of sex, oestrous cycle and sexual 

hormones in animal models and reinforces the need to study these differences and 

the influence of these factors in the neurobiology of psychiatric disorders. 

 

 

Keywords: Bipolar disorder. Mania. Animal model. Ultrasonic vocalizations of 50-kHz. 

Sex differences. Female. Ovariectomy. Estradiol. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 A MANIA NO TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR 
 

O Transtorno de Humor Bipolar (THB) é um distúrbio psiquiátrico crônico, 

associado a problemas pessoais, familiares e até sociais, caracterizado por episódios 

recorrentes e cíclicos de depressão e mania. O transtorno bipolar (THB) é a 

perturbação episódica do humor em depressão ou elação. O THB é subclassificado 

em THB do tipo I, definido pelo episódio maníaco que muitas vezes exige internação 

hospitalar, e THB do tipo II, definido por um histórico de depressão maior e hipomania, 

mas sem histórico de mania (GOODWIN, 2016). A prevalência deste transtorno é de 

aproximadamente 1% da população, podendo chegar à 4% se uma definição mais 

ampla do espectro do transtorno for utilizada (HARRISON et al., 2018). O THB é um 

transtorno complexo e multifatorial, com um importante fator genético levando a um 

alto risco de hereditariedade, bem como fatores ambientais que podem desengatilhar 

seu início (MACHADO-VIEIRA et al., 2014). Seu início pode ser desencadeado por 

eventos como trauma na infância, eventos estressantes, abuso de álcool e outras 

drogas (GOODWIN, 2016). A partir disso surgem os primeiros sintomas da doença 

que se torna crônica, ciclando entre episódios de depressão, eutimia e mania. 

Comorbidades com transtornos de ansiedade e abuso de drogas são comuns e a taxa 

de suicídios entre pacientes com THB é de 10%. Além disso, há um aumento de 

mortalidade por causas naturais, principalmente devido aos riscos tomados por 

pacientes em estado maníaco (HARRISON et al., 2018). Somando tudo isso ao seu 

início precoce e cronicidade dos sintomas ao longo da vida do paciente 

(MERIKANGAS et al., 2011), tornam o THB a sexta principal causa de invalidez em 

todo o mundo (ASHOK et al., 2017). 

O episódio maníaco é caracterizado principalmente por um período de 

alteração no humor que se torna persistentemente elevado (ou irritável), expansivo e 

energético por pelo menos uma semana. Além disso, o paciente apresenta sinais de 

baixa necessidade de sono, discurso exacerbado, pensamento acelerado com fuga 

de idéias, dificuldade em manter a atenção e concluir tarefas, sentimento de 

grandiosidade, bem como hiperssexualidade e aumento de impulsividade relacionado 

a situações prazerosas mas com grande potencial para prejuízos (AMERICAN 

PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2013; GRANDE et al., 2016). Para ocorrer o 
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diagnóstico de um episódio de mania, o paciente precisa apresentar o sinal de humor 

elevado e expansivo (e/ou irritável), além de mais algum outro destes sinais, que mais 

comumente são a hiperatividade (em 90% dos casos), menor necessidade de sono 

(83%), verborréia (89%), discurso acelerado (88%) e hipersexualidade (51%) 

(GOODWIN et al., 2007). 

Apesar de fatores genéticos serem de grande importância na etiologia deste 

transtorno, as alterações bioquímicas envolvidas na predisposição e patofisiologia do 

THB ainda não são completamente elucidadas (MANJI et al., 2003). A teoria 

dopaminérgica ainda é uma das principais, e o papel da dopamina em transtornos de 

humor tem sido evidenciado por diversos estudos clínicos e pré-clínicos diferentes. 

Estudos mostram que em situações de aumento de dopamina levam à um fenótipo 

tipo maníaco, quer seja por bloqueio de recaptação de dopamina, estimulação de 

receptores dopaminérgicos ou por aumento de liberação de dopamina. 

Psicoestimulantes como a anfetamina levam à comportamentos tipo maníacos em 

pessoas saudáveis (SILVERSTONE, 1985; JACOBS; SILVERSTONE, 1986; 

ASGHAR et al., 2003) e o tratamento com agonistas dopaminérgicos como levodopa 

em pacientes parkinsonianos podem levar à esses mesmos sintomas (KO et al., 1981; 

HARSCH et al., 1985).  Além disso, estudos com animais do tipo knockout para o 

transportador de dopamina (DAT) mostraram que eles apresentavam comportamento 

de risco aumentado quando comparados com animais selvagens (YOUNG et al., 

2011).  Já situações de queda de dopamina como por exemplo lesão de áreas 

dopaminérgicas, como a área tegmental ventral ou substantia nigra, leva a 

comportamentos tipo depressivos como o desamparo aprendido e imobilidade no 

teste do nado forçado (WINTER et al., 2007; SANTIAGO et al., 2015). Porém, muito 

ainda precisa ser elucidado sobre o que muda em questão de síntese e liberação de 

dopamina, densidade, disponibilidade e funcionalidade de receptores D1, D2/D3 na 

membrana sináptica e com os transportadores de dopamina entre a mania e a 

depressão, para só assim se entender melhor como as vias de sinalização 

dopaminérgica operam no THB. 
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1.2 DIFERENÇAS SEXUAIS NO TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR E A 
INFLUÊNCIA DA FLUTUAÇÃO HORMONAL EM MULHERES 

 

Embora não haja diferença na prevalência deste transtorno entre homens e 

mulheres, há algumas diferenças relevantes na sintomatologia e curso da doença que 

aparentam ser dependentes de sexo. Mulheres apresentam maior prevalência de 

THB do tipo II, que é caracterizada por episódios de hipomania e depressão e também 

parecem apresentar mais episódios de ciclotimia, que são recorrentes variações de 

humor, variando entre hipomania e distimia ou depressão (BENAZZI, 1999; 

DIFLORIO; JONES, 2010). Além disso, o THB em mulheres normalmente apresenta 

um quadro de comorbidades diferente do que em homens, tendo maior incidência de 

distúrbios da tireoide, enxaquecas, obesidade, bulimia e transtornos de ansiedade, 

bem como estresse pós-traumático (ARNOLD, 2003; BALDASSANO et al., 2005; 

PARIAL, 2015). Enquanto fatores como prevalência, idade de início e resposta ao 

tratamento não aparentam demonstrar influência importante de sexo, há fatores 

específicos do sexo feminino, como a maior incidência na pré-menopausa (FREY; 

DIAS, 2014). Portanto, a relação entre os hormônios sexuais e os aspectos 

psicopatológicos do transtorno bipolar em mulheres, ser relevante e deve ser melhor 

estudada 

Um fator que parece ser de grande relevância para o prognóstico da doença é  

a influência do ciclo reprodutivo em mulheres que sofrem deste transtorno 

(DIFLORIO; JONES, 2010). Evidências clínicas já mostravam que quedas abruptas 

de estrogênio podem levar à episódios depressivos, sendo que (DALTON, 1959) 

observou que de 276 mulheres admitidas em hospitais psiquiátricos, quase metade 

se encontrava no período pré-menstrual e que o risco de suicídio dentre essas 

mulheres era maior nesses dias. Diferentes estudos clínicos reportaram aumento de 

episódios de flutuação de humor relacionado ao ciclo reprodutivo de mulheres 

bipolares, como na pré-menstruação (CIRILLO et al., 2012; TEATERO et al., 2014), 

pós-parto (KUMAR et al., 2003; THOMSON; SHARMA, 2017; LEWIS et al., 2018) e 

menopausa (YOUNG et al., 1997; PERICH et al., 2017).  

O transtorno disfórico pré-menstrual que é uma forma grave da síndrome pré-

menstrual, por exemplo, parece ter uma prevalência maior em mulheres com THB do 

que em mulheres na população em geral (WITTCHEN et al., 2002; FORNARO; 

PERUGI, 2010), apesar de outros estudos não observarem uma correlação entre a 
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fase do ciclo menstrual e exacerbações de humor (SHIVAKUMAR et al., 2008; SIT et 

al., 2011). Mulheres que tem THB são mais propensas a apresentarem 

irregularidades em seus ciclos menstruais (RASGON et al., 2003, 2005) e o 

tratamento com valproato de sódio parece contribuir para o agravamento dessas 

irregularidades (JOFFE; COHEN; SUPPES; MCLAUGHLIN; et al., 2006; JOFFE; 

COHEN; SUPPES; HWANG; et al., 2006). A relação entre a patofisiologia do 

transtorno disfórico pré-menstrual e de transtornos de humor ainda não é 

completamente elucidada e alguns estudos demonstraram que não parece haver 

alterações anormais de níveis hormonais em mulheres que sofrem de deste 

transtorno pré-menstrual (LEIBENLUFT et al., 1999). O que parece haver então, é um 

subgrupo de mulheres que sofrem de transtornos de humor que são mais vulneráveis 

que as outras a flutuações hormonais, o que pode desengatilhar episódios de 

transtorno disfórico pré-menstrual nessas pacientes (DIFLORIO; JONES, 2010; 

SYAN et al., 2018). 

Apesar da gravidez em si não parecer ser um agravante para transtornos de 

humor, o pós-parto é um período de alto-risco para o início de sintomas ou recorrência 

de episódios de depressão e mania (MUNK-OLSEN T et al., 2006; VIGUERA et al., 

2011), sendo que o transtorno bipolar do tipo II, principalmente, parece conferir um 

grande risco para desenvolvimento de depressão pós-parto (MANDELLI et al., 2016).  

O diagnóstico de THB é um grande preditor de readmissão psiquiátrica no primeiro 

mês do pós-parto (MUNK-OLSEN et al., 2009). Um outro fator que parece ser de 

suma importância para desengatilhar episódios maníacos no pós-parto é a privação 

de sono (LEWIS et al., 2018) comumente sofrida por mulheres principalmente nas 

primeiras 2 semanas do puerpério. Assim como no transtorno disfórico pré-mentrual, 

mulheres que sofrem com transtornos de humor no pós-parto não parecem 

apresentar anormalidades em níveis hormonais durante esses episódios (WIECK, 

1989; WISNER; STOWE, 1997), o que reafirma a idéia que há subgrupos de mulheres 

que são mais vulneráveis que outras a mudanças hormonais drásticas.  

Quanto ao período de menopausa, há poucas evidências de que esse estágio 

do ciclo reprodutivo feminino seja de alto risco para o diagnóstico de um novo 

transtorno de humor (PAYNE, 2003). Porém a peri e a pós-menopausa tem sido 

associados com episódios de flutuação de humor em mulheres já diagnosticadas 

(KESSLER et al., 1993; MARSH et al., 2015). Episódios de depressão e mania são 

observados em 20 a 50% das mulheres bipolares transicionando pela menopausa 
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(BLEHAR et al., 1998; MARSH et al., 2009). Após esse período de transição 

hormonal, a taxa de episódios de flutuação de humor parece cair (KESSLER et al., 

1993), indicando mais uma vez que não seria a deficiência de estrógenos, mas sim a 

mudança drástica de seus níveis em subgrupos de mulheres mais sensíveis à 

flutuações hormonais o gatilho para episódios de depressão e mania (PAYNE, 2003; 

MEINHARD et al., 2014). 

 

 

1.3 ESTRADIOL 
 

O estudo de hormônios sexuais envolve não apenas os hormônios e suas vias 

de ação, mas também sua flutuação ao longo do ciclo reprodutivo em fêmeas e 

mulheres. O ciclo estral em roedores fêmeas é um espectro de constante mudança 

de níveis hormonais, que parte do diestro com baixos níveis de estradiol e 

progesterona, lentamente aumentando seus níveis de estradiol até que em pró-estro 

se tem o pico deste hormônio. A partir deste momento há um aumento de 

progesterona concomitante à queda de estradiol em estro, até que ambos os 

hormônios retornem à níveis baixos no diestro (XIAO; BECKER, 1994).  

Além de participar da regulação do ciclo menstrual e preparar o útero para a 

gravidez, o hormônio estradiol também desenvolve ampla ação no sistema nervoso 

central (MEINHARD et al., 2014). Receptores de estrogênio são encontrados em 

áreas do cérebro envolvidas com a regulação do humor, incluindo o hipotálamo, 

hipocampo, amígdala, e córtex pré-frontal (MCEWEN; ALVES, 1999; MCEWEN, 

2002). O estradiol altera o funcionamento de vários neurotransmissores, modulando 

por exemplo o sistema serotonérgico, dopaminérgico, adrenérgico e colinérgico 

(LUINE, 1985; MCEWEN; ALVES, 1999; MCEWEN, 2002; SELLIX et al., 2004). A 

ação do estradiol se dá no cérebro através de sua ação em receptores nucleares ER-

α e ER-β (KOVATS, 2015). Na via clássica da ação do estrogênio, ele se liga ao seu 

receptor (ER) induzindo mudanças conformacionais no receptor que promovem a 

dimerização e a interação deste com outras moléculas. O complexo ligante-receptor 

se liga com alta afinidade a elementos de resposta ao estrogênio (EREs) nas regiões 

reguladoras dos genes alvo para ativar ou reprimir a expressão gênica (GLASS, 1994; 

TSAI; O’MALLEY, 1994; MCKENNA et al., 1999; SMITH; O’MALLEY, 2004).  
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Mas sabe-se agora que o estradiol tem ações além daquelas estabelecidas em 

sua via clássica. O estradiol age por pelo menos três outras vias não clássicas, sendo 

elas: a sinalização de ER ligante-independente, na qual a ativação do gene ocorre 

através de vias de segundos mensageiros que alteram a atividade de quinases e 

fosfatases intracelulares, resultando na alteração da fosforilação dos ER (WEIGEL; 

ZHANG, 1998);  através de sinalização genômica independente do ERE, na qual o 

ER regula genes independente da ligação direta do DNA via interação proteína-

proteína com outros fatores de transcrição; e através de efeitos rápidos e não 

genômicos via ER associados à membrana (WEBB et al., 1995; KUSHNER et al., 

2000; SAFE, 2001; JAKACKA et al., 2002). Estes receptores de membrana parecem 

mediar muitos dos efeitos rápidos do estradiol (TORAN-ALLERAND, 2004) como por 

exemplo a mobilização induzida por estrogênio do cálcio intracelular, a estimulação 

da atividade da adenilato ciclase e a produção de AMPc (ARONICA et al., 1994; 

IMPROTA-BREARS et al., 1999). 

ER-α e ER-β são complementares, mas não são redundantes e são 

geneticamente e funcionalmente distintos. Enquanto o ER-α parece ser importante 

para a regulação da função neuroendócrina no SNC, o ER-β parece estar mais 

relacionado ao comportamento e respostas hormonais ao estresse (WEISER et al., 

2008). Dentre os estrógenos, o principal e mais potente é o 17β-estradiol (HORST, 

TER et al., 2009). Este hormônio parece atuar indiretamente como agonista 

dopaminérgico, noradrenérgico e serotoninérgico, por diminuir a atividade da MAO e 

também diminui a sensibilidade de receptores dopaminérgicos D2 (PAYNE, 2003).  

O 17β-estradiol é também um fator de crescimento neuronal e, como as 

neurotrofinas, influencia a neurogênese, a diferenciação neuronal e a sobrevivência 

neuronal de seus alvos ao longo da vida (GARCIA-SEGURA et al., 2001; MCEWEN, 

2002; BEHL, 2002; WANG et al., 2002). Foi observado também que o 17β-estradiol 

tem efeito neuroprotetor contra o estresse oxidativo (IRWIN et al., 2008; NUMAKAWA 

et al., 2011). Este efeito antioxidante também é encontrado em estabilizadores de 

humor e drogas com efeito antimaníaco como o lítio e valproato de sódio (FREY et 

al., 2006; ANDREAZZA et al., 2008). Além disso, vários estudos já reportaram a ação 

do estradiol sobre a PKC, enzima envolvida no THB, levando a sua ativação (KOW et 

al., 1994; KELLY et al., 1999; DEWING et al., 2008) e estudos de caso mostraram 

que ele  é capaz de induzir episódios maníacos em mulheres bipolares na menopausa 

(OPPENHEIM, 1984; CHOUINARD et al., 1987; YOUNG et al., 1997). Apesar dessas 
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evidências estarem presentes na clínica, há poucos estudos pré-clínicos que foquem 

no THB em fêmeas e que levem em consideração suas mudanças hormonais. 

 

 

1.4 TRATAMENTO DO TRANSTORNO DE HUMOR BIPOLAR 
 

O tratamento do THB é complexo devido à sua característica cíclica entre polos 

opostos do humor. O estabilizador de humor lítio tem sido utilizado como principal 

tratamento para o THB por muito tempo, além do valproato de sódio, ambos utilizados 

na profilaxia e manutenção da doença (HARRISON et al., 2018). Porém, até hoje seus 

mecanismos de ação ainda não foram completamente elucidados. Já se sabe que o 

lítio é capaz de modular vias de sinalização dopaminérgicas (BEAULIEU; 

GAINETDINOV, 2011; ASHOK et al., 2017) ligando-se a vários pontos diferentes 

nessa cascata de sinalização. Um dos mecanismos de ação do lítio é inibir a inositol 

monofosfatase (IMPase) e a inositol polifosfatase (IPPase), levando a uma diminuição 

da reciclagem de inositol a partir de fosfatos de inositol e síntese de novo de inositol 

(WILLIAMS et al., 2002). Ao impedir essa reciclagem, a inibição direta da IMPase e 

da IPPase pelo lítio reduz os níveis de inositol e modula as vias de ativação do 

fosfatidilinositol, que por sua vez, através desta cascata de sinalização secundária, 

modula a ação de diversos neurotransmissores (CAN et al., 2014). Estudos pré-

clínicos mostram que o lítio é um inibidor direto da GSK-3, e indireto através de 

mecanismos que envolvem ativação da Akt e interrupção de um complexo de 

sinalização formado por β-arrestina 2/PP2A, complexo esse que medeia parte da 

sinalização de receptor D2 (CHALECKA-FRANASZEK; CHUANG, 1999; ZHANG et 

al., 2003; BEAULIEU et al., 2007). Além disso, o lítio é capaz de inibir a atividade da 

enzima PKC, que faz parte da via de sinalização interna de receptores 

dopaminérgicos (MALHI et al., 2013) e é uma das proteínas quinases que regulam a 

fosforilação de GSK-3 (GOODE et al., 1992). Estudos com microdiálise mostram 

também níveis reduzidos de dopamina extracelular em animais tratados com lítio 

(GAMBARANA et al., 1999; FERRIE et al., 2008).  

Novos antipsicóticos atípicos como a olanzapina, fármaco com afinidade por 

receptores D1-D5, 5HT2, muscarínicos, alfa-adrenérgicos  e histaminérgicos 

(CALLAGHAN et al., 1999; KOMOSSA et al., 2010); e a quetiapina, um fármaco com 

alta afinidade por receptores histaminérgicos, alfa-adrenérgicos, receptores D1, D2, 
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5-HT1A e principalmente por 5-HT2 (DEV; RANIWALLA, 2000; HABIBI et al., 2017) 

tem mostrado efeitos antimaníacos e antidepressivos, tanto na clínica quanto em 

modelo animal (YOUNG et al., 2014; KETTER et al., 2016). Apesar disso, muitos 

pacientes com THB ainda sofrem com o tratamento, seja por resistência, por efeitos 

colaterais e/ou riscos de toxicidade (GITLIN, 2006; HUI POON et al., 2015). Portanto, 

é necessário compreender melhor a fisiopatologia da doença, bem como os 

mecanismos de ação de fármacos já utilizados na clínica, como o lítio, para aprimorar 

o uso dos tratamentos já utilizados, bem como desenvolver novas terapias.  

 

 

1.5 MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DO TRANSTORNO DE HUMOR 
BIPOLAR 
 

O tratamento do THB, que em grande parte é feito por estabilizadores de 

humor como o lítio, tem aderência limitada dos pacientes e eficácia terapêutica parcial 

(GOODWIN; GEDDES, 2003; GITLIN, 2006; CAN et al., 2014). De fato, desde o início 

da utilização do lítio no tratamento do THB, nenhum medicamento foi desenvolvido 

especificamente para o tratamento deste transtorno (MACHADO-VIEIRA et al., 2014) 

mas sim, utiliza-se de fármacos primariamente destinados para outras doenças como 

anticonvulsivantes e antipsicóticos.  

Apesar da demanda por novos fármacos, a pesquisa sobre o transtorno de 

humor bipolar e a compreensão da sua fisiopatologia são dificultadas pela falta de 

modelos animais apropriados. O THB, por alternar episódios de mania, depressão, 

eutimia e estados mistos, dificulta o desenvolvimento de um modelo animal adequado 

que apresente esta característica cíclica (MACHADO-VIEIRA et al., 2004). Portanto, 

a depressão e a mania acabam sendo estudadas separadamente utilizando modelos 

animais diferentes para cada polo do humor. Este trabalho foca em estudar o estado 

maníaco do THB e, consequentemente, os modelos propostos a este estado. 

Modelos animais devem apresentar validade de face (mimetizar os sintomas 

da doença), de constructo (mimetizar aspectos da neurobiologia) e preditiva 

(discriminar entre drogas eficazes e ineficazes na clínica) (EINAT et al., 2003; 

MACHADO-VIEIRA et al., 2004). Poucos são os modelos de mania que conseguem 

se adequar a estes 3 critérios (YOUNG et al., 2011). Além disso, a avaliação 

comportamental deste estado se dá em boa parte dos estudos através apenas da 
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atividade locomotora, o que não é um parâmetro específico da mania, sendo avaliada 

também em modelos de esquizofrenia e depressão. Portanto, existe a necessidade 

de agregar outros parâmetros comportamentais na avaliação do comportamento tipo 

maníaco. 

A privação de sono REM (PSREM), é um modelo ambiental que leva a uma 

gama de alterações comportamentais semelhantes à um episódio maníaco e 

relevante à clínica, já que a interrupção do sono é um dos principais sinais do início 

do quadro maníaco (YOUNG et al., 2011). Privação de sono pode exacerbar 

episódios maníacos e também levar a viradas maníacas em pacientes com THB 

(WEHR et al., 1982; BARBINI et al., 1996). Além disso, a PSREM pode produzir uma 

resposta aguda antidepressiva em até 80% dos pacientes bipolares. A PSREM foi 

proposta como um modelo de mania por Gessa em 1995. Neste modelo, um rato ou 

camundongo é posicionado em uma plataforma pequena (3-7cm), cercado por água 

por um período prolongado de tempo, período este em que o animal fica 

impossibilitado de dormir (GESSA, GIAN LUIGI et al., 1995). Relaxamento muscular 

associado com o sono REM leva o animal a cair na água e acordar. O aparato faz 

então com que o animal fique privado de atingir este estágio de sono pelo período 

determinado pelo pesquisador. Quando estes roedores são colocados de volta em 

suas caixas-moradia após o período de privação de sono, eles apresentam uma série 

de comportamentos do tipo maníaco que incluem: insônia, hiperatividade, 

agressividade, hiperssexualidade e impulsividade (MOORE et al., 1979; GESSA, G L 

et al., 1995; BENEDETTI et al., 2008), alterações estas que são antagonizadas pela 

ação do lítio (GESSA, GIAN LUIGI et al., 1995). Esse aumento de atividade ocorre 

num período de 30-40 minutos imediatamente após o término da privação de sono 

(EINAT, 2007; BENEDETTI et al., 2008).  

O modelo de mania por PSREM apresenta validade preditiva, já que a 

administração de fármacos com atividade antimaníaca como o lítio, ácido valpróico, 

haloperidol e aripiprazol são capazes de atenuar seus efeitos comportamentais 

(GESSA, GIAN LUIGI et al., 1995; ABRIAL et al., 2015; STRECK et al., 2015; 

NOGOCEKE et al., 2016).  Além disso, este modelo é capaz de alterar a neurogênese 

hipocampal, sintoma este observado em pacientes com THB, levando a um aumento 

(JUNEK et al., 2010) ou diminuição (JUNEK et al., 2010; ABRIAL et al., 2015) dessa 

proliferação, dependendo do tempo de privação. Por último, este modelo é capaz de 

levar a um aumento da atividade da enzima PKC, enzima envolvida na sinalização 
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dopaminérgica (SZABO et al., 2009; ABRIAL et al., 2015) e o tratamento com 

inibidores da atividade da PKC, tal como o tamoxifeno, levam a reversão deste efeito, 

assim como diminuição do comportamento tipo maníaco (ARMANI et al., 2012; 

ABRIAL et al., 2015). Sendo assim, foi escolhido este modelo para a realização de 

uma avaliação da diferença sexual entre machos e fêmeas e influência hormonal em 

comportamentos tipo maníacos. 

 

 

1.6 ANÁLISE DAS VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS DE 50-KHZ 
 

Einat (EINAT, 2007), dentre outros, propôs que uma bateria de testes 

comportamentais deveria ser utilizada para se observar um espectro mais robusto e 

correlacionável com a clínica do que se mede em modelo animal. Uma abordagem 

alternativa seria avaliar diferentes parâmetros em sequência em um mesmo animal, 

como realizado por Abrial e colaboradores (ABRIAL et al., 2015), em que foi 

observado locomoção, comportamento sexual e latência de sono simultaneamente. 

Neste trabalho propomos avaliar simultaneamente parâmetros locomotores 

(locomoção e rearing) e a emissão de vocalizações ultrassônicas (USV) de 50-kHz. 

Alguns animais, dentre eles os ratos, são capazes de emitir USVs em 

determinadas situações que parecem estar relacionadas à comunicação social destes 

animais (Wöhr e Schwarting, 2013; Brudzynski, 2015). Estas vocalizações têm sido 

classificadas em duas categorias básicas: USVs de 22 kHz, que ocorrem em 

situações aversivas (Van der Poel et al., 1989; Wöhr et al., 2005), provavelmente 

expressando um estado afetivo negativo e servindo uma função comunicativa de 

alarme; e as USVs de 50-kHz que ocorrem em situações apetitivas, incluindo rough 

and tumble play (Knutson et al., 1998; Lukas e Wöhr 2015) e cócegas (Panksepp e 

Burgdorf 2000; Wöhr et al., 2009) e, portanto, parecem expressar um estado afetivo 

positivo (Burgdorf et al., 2011). 

A emissão de USV de 50-kHz pode ser induzida farmacologicamente por 

administração de anfetamina sistêmica ou diretamente no núcleo accumbens 

(Burgdorf et al., 2007; Burgdorf et al., 2011; Wöhr e Schwarting 2013; Rippberger et 

al., 2015). Além disso, fármacos utilizados na clínica no tratamento de episódios de 

mania (antipsicóticos e lítio) são capazes de bloquear o aumento de USV de 50-kHz 

induzido por psicoestimulantes em modelo animal de mania (Pereira et al., 2014; 
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Wendler et al., 2016). Diferentes modelos animais de indução de comportamento tipo 

maníaco parecem levar a perfis de USV diferentes (Wendler et al., 2016) mesmo 

havendo hiperlocomoção em ambos, sugerindo que diferentes estados afetivos são 

induzidos nestes modelos animais de mania e que a análise de mais de um parâmetro 

comportamental, como as USVs de 50-kHz, seria capaz de captar essas diferenças. 

As vias dopaminérgicas da área tegmental ventral (VTA) para o núcleo 

accumbens e córtex pré-frontal (PFC) parecem estar hiperativadas em pacientes 

maníacos (Ashok et al., 2017) e a hiperatividade dopaminérgica nesta via tem sido 

observada tanto em comportamentos tipo maníacos em modelos animais (Miranda et 

al., 2017) quanto na indução e aumento de emissão de USVs de 50-kHz (Burgdorf et 

al., 2007; Scardochio et al., 2015). As USVs de 50-kHz, portanto, parecem mapear 

um parâmetro comportamental em ratos relacionado ao afeto positivo, sendo, 

portanto, uma avaliação interessante a se adicionar à hiperlocomoção em modelos 

animais de mania. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

O emprego de fêmeas e machos na pesquisa pré-clínica em neurociências, 

bem como a avaliação da influência hormonal nos comportamentos observados em 

modelo animal são pouco estudados. No caso do estudo pré-clínico do THB não é 

diferente. Na clínica é possível observar que as flutuações hormonais ao longo da 

vida da mulher podem estar associadas a flutuações também de humor, 

principalmente em mulheres com transtornos de humor e vulneráveis ao efeito dessas 

flutuações hormonais. Apesar de já terem sido observadas algumas relações do 

estradiol com dopamina e sinalizadores da via dopaminérgica como a PKC, a 

transposição disso para o comportamento ainda é vaga. Portanto, se faz necessário 

investigar melhor o efeito do sexo em modelo animal de mania, o efeito da ciclagem 

hormonal no comportamento das fêmeas e o papel do estradiol na manutenção ou 

alteração comportamental em modelo animal.  
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a influência do sexo, ciclo estral e estradiol em diferentes parâmetros 

comportamentais de ratos submetidos ao modelo de mania induzida por PSREM. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Avaliar se o modelo de mania por PSREM induz comportamentos tipo 

maníacos que podem ser revertidos pela administração do antimaníaco lítio, 

Avaliar as possíveis diferenças comportamentais dependentes de (1) sexo, (2) 

ciclo estral, ou (3) de estradiol no modelo de mania induzida pela PSREM de 24h nos 

parâmetros comportamentais de: 

-Atividade locomotora; 

-Comportamento exploratório (rearing); 

-Vocalizações ultrassônicas apetitivas de 50-kHz (USV);  
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4.3 OVARIECTOMIA BILATERAL 
 
Aos três meses de idade, as ratas submetidas a ovariectomia foram 

anestesiadas com ketamina/xilazina (33/6,5 mg/Kg, i.p.) e, imediatamente, receberam 

uma dose oral de analgésico ibuprofeno na dose de 2,5 mg/100 g de massa corporal. 

Logo após, foi realizada a tricotomia e subsequente esterilização com álcool 70% ao 

redor da região da incisão. As ratas foram, então, posicionadas na mesa de cirurgia 

em decúbito dorsal, e uma incisão foi realizada na região dorsolateral, nos dois lados, 

aproximadamente 1 cm abaixo da última costela. Para remoção do ovário, 

inicialmente as tubas uterinas foram suturadas com linha reabsorvível e, em seguida, 

foram removidos os ovários e a gordura periovariana. Por fim, suturou-se o músculo 

com linha reabsorvível e, logo após, a pele com linha de nylon. 

Na cirurgia SHAM, as fêmeas tiveram sua cavidade abdominal aberta, mas as 

tubas e ovários não foram ligados (SILVA MOREIRA, DA et al., 2016). Para o pós-

cirúrgico, todos os animais receberam uma dose de 7.500 un/100 g de massa corporal 

de penicilina (s.c). Um reforço de analgésico (ibuprofeno na dose supracitada) foi 

realizado nos períodos de 12, 24 e 36 horas após o término da cirurgia. Todos os 

animais passaram por um período de recuperação e de queda hormonal de 4 

semanas para que essas fêmeas estivessem bem recuperadas e com níveis 

hormonais baixos antes do início dos testes comportamentais (BENMANSOUR et al., 

2009). 
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No início de cada episódio de sono REM, o animal sofre de uma perda do tônus 

muscular e cai na água, sendo assim despertado. Quando plataformas deste tamanho 

são utilizadas, o sono REM é completamente suprimido (GESSA, GIAN LUIGI et al., 

1995; YOUNG et al., 2011). Durante o protocolo de PSREM a sala experimental com 

os latões de privação de sono REM foi mantida em condições controladas (22 ± 2 ◦ 

C, 12 h ciclo claro / escuro, luzes iniciando as 07:00 a.m.). O grupo controle foi 

mantido isolado em caixas moradia pelo mesmo período em que os animais PSREM 

foram mantidos privados de sono. Alimento e água eram fornecidos ad libitum para 

todos os animais. 

No final do período de privação de sono, tem sido observado uma hiperlocomoção e 

agitação destes animais (GESSA, GIAN LUIGI et al., 1995) por um período de 30-40 

minutos. Portanto, os testes comportamentais foram realizados imediatamente após 

o término da PSREM. 

 
Figura 5: Foto dos latões de privação de sono REM utilizados neste trabalho (Fonte: o autor). 

 

4.6 DETERMINAÇÃO DO CICLO ESTRAL 
 
A determinação do ciclo estral das fêmeas foi realizada imediatamente após o 

término dos testes comportamentais com o objetivo de evitar a influência do estresse 

da manipulação para a coleta sobre o comportamento. Os esfregaços vaginais 

ocorreram com o auxílio de uma haste de algodão úmido e o material era depositado 

sobre uma lâmina e avaliado à fresco em microscópio. A classificação do ciclo foi feita 

determinando a presença predominante de células nucleadas (pró-estro), células 

cornificadas (estro) ou leucócitos (diestro) (BENMANSOUR et al., 2009), sendo que 

fêmeas em metaestro, que apresentam todos esses tipos de células ao mesmo 
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4.7 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 

Análise de Vocalizações Ultrassônicas de 50-kHz (USV) 

Os animais passaram por cinco dias de aclimatação ao biotério e habituação 

ao experimentador antes do início dos procedimentos de teste. Posteriormente, os  

animais  passaram  por  uma primeira exposição ao teste de vocalização, denominado 

de triagem basal de vocalizações ultrassônicas espontâneas, a partir da qual foi feita 

uma randomização estratificada destes, de acordo com a média de vocalização de 

cada animal. Dentro de  um  grupo  de  animais,  normalmente  existem  aqueles  que  

vocalizam  pouco (aproximadamente  20  vocalizações  por  minuto),  e  os  que  

vocalizam  muito  (acima de 70  vocalizações  por minuto). Estes animais então foram 

designados aos seus grupos experimentais. 

Para a gravação das vocalizações um  microfone  apropriado  para  captura  

de vocalização  ultrassônica,  o  UltraSoundGate  Condenser  Microphone  CM16  

(Avisoft Bioacoustics,  Berlin,  Germany) é colocado acima da caixa de atividade à  45  

cm  do  chão da caixa para uma melhor captura acústica.  Este  microfone  é sensível  

a  freqüências  entre  15-180  kHz abrangendo as frequências de vocalização de 

interesse e são gravadas  pelo  programa  Avisoft  RECORDER  (versão  2.95;  Avisoft  

Bioacoustics)  e posteriormente analisadas pelo software Avisoft  SASLab  Pro  

(version  4.34;  Avisoft  Bioacoustics)  que  produz  um espectrograma  (com  

frequência  de  488  Hz  e  resolução  de  0,512  ms) das  vocalizações  emitidas  pelo  

animal  que  foram posteriormente  analisadas manualmente (PEREIRA et al., 2014; 

WENDLER et al., 2016).  

Todas as USVs emitidas acima da faixa de 33-kHz foram consideradas USVs 

de 50-kHz. A classificação dos subtipos foi feita levando em consideração a forma do 

elemento fundamental da vocalização e sua relação com outros elementos 

secundários. As USVs denominadas flat eram assim classificadas quando as 

mudanças de freqüência ao longo de um único elemento da USV eram iguais ou 

inferiores a 5-kHz. As USVs do tipo trill eram caracterizadas por alternâncias de 

frequência com picos em “zigue-zague”. As do tipo step precisavam apresentar um 

elemento fundamental e mais um outro elemento sobreposto no início ou fim do 

elemento fundamental com diferença de frequência entre eles superior a 5-kHz. Por 

último, as vocalizações mixed eram vocalizações que não se enquadravam em 

nenhuma das categorias anteriores (PEREIRA et al., 2014). 
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avaliar apenas se a PSREM induzia uma alteração de comportamento que o lítio era 

capaz de reverter. Após essa análise, os dados do tratamento com lítio foram 

retirados da análise e uma ANOVA de 2 vias passou a ser utilizada para a observação 

do efeito e interação apenas do sexo/fase do ciclo estral/estradiol e da PSREM. 

Dados de avaliação de peso do útero e gordura abdominal foram avaliados por 

ANOVA de 1 via, seguidos de post-hoc de Newman-Keuls. Diferenças foram 

consideradas estatisticamente significativas quando p<0.05.  
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5. RESULTADOS 
 

5.1 FÊMEAS E MACHOS EXPRESSAM PERFIS DIFERENTES DE 
COMPORTAMENTOS TIPO MANÍACOS INDUZIDOS POR PSREM 

 
 Para a análise do efeito da PSREM na atividade locomotora e validade 

preditiva desse modelo com tratamento com lítio, primeiramente foi feita uma ANOVA 

de 2 vias (Figura 1A- material complementar) que mostrou efeito para os fatores 

PSREM [F (1,125) = 18,90; p<0.05] e tratamento com lítio [F (1,125) = 154,520; p<0.05] 

com interação entre esses dois fatores [F (1,125) = 8,75; p<0.05]. O post-hoc de 

Newman-Keuls mostrou que a PSREM levou ao aumento de locomoção, 

comportamento esse que foi revertido com o tratamento com lítio, porém mostrando 

também efeito per se em animais não privados de sono, indicando efeito depressor 

desta dose. Portanto, nas análises subsequentes os animais tratados com lítio foram 

retirados.  Após, foi feita uma ANOVA de 2 vias entre machos e fêmeas, levando em 

consideração os fatores PSREM e sexo (Figura 8A). Foi observado efeito da PSREM 

[F (1,63) = 13,12; p<0.05], mas não de sexo [F (1,63) = 2,65; NS] e sem interação entre 

os dois fatores, mostrando então que a PSREM levou à um aumento de atividade 

locomotora em relação aos controles e esse aumento não foi sexo-dependente. 

 A análise do comportamento de rearing foi feita também primeiramente por 

ANOVA de 2 vias levando em conta PSREM e tratamento com lítio (Figura 1B- 

material complementar) que apontou efeito de ambos os fatores {PSREM [F (1,125) 

=39,40; p<0.05]; tratamento com lítio [F (1,125) = 279,04; p<0.05]} mostrando interação 

entre eles [F (1,125) = 38,29; p<0.05] Posteriormente o post-hoc de Newman-Keuls 

mostrou que PSREM levou ao aumento do número de rearings, e o lítio levou à uma 

diminuição desse comportamento, porém com efeito per se também em animais não 

privados de sono. Portanto, foi utilizado o mesmo procedimento de análise da 
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locomoção e realizada uma ANOVA de 2 vias entre machos e fêmeas (Figura 8B) que 

mostrou efeito tanto do fator PSREM [F (1,63) = 39,50; p<0.05] quanto do fator sexo [F 

(1,63) = 4,80; p<0.05] mas sem interação entre esses dois fatores [F (1,63) = 1,89; NS]. 

Por último, em relação à emissão de USV de 50-kHz, a ANOVA de 2 vias entre 

PSREM e lítio mostrou efeito dos fatores: PSREM [F (1,125) = 40,47; p<0.05] e 

tratamento com lítio [F (1,125) =31,00; p<0.05] além de interação entre eles [F (1,125) = 

11,07; p<0.05]. O post-hoc de Newman-Keuls mostrou que a PSREM levou ao 

aumento de USV de 50-kHz e o lítio levou à uma diminuição desse comportamento 

apenas em animais PSREM, sem apresentar efeito per se. Porém, para seguir o 

padrão de análise estatística empregado nos outros comportamentos, foi feita uma 

ANOVA de 2 vias entre machos e fêmeas (Figura 8C) com a exclusão dos animais 

tratados com lítio. A ANOVA mostrou efeito de PSREM [F (1,63) = 34,61; p<0.05] e de 

sexo [F (1,63) = 10,80; p<0.05] mas sem interação entre eles [F (1,63) = 0,96; NS].  



34 
 

 
 

N
ú

m
e

ro
 d

e
 c

ru
za

m
e

n
to

s

C o n tro le P S R E M
0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

8 A

a

a

N
ú

m
e

ro
 d

e
 R

e
a

ri
n

g

C o n tro le P S R E M
0

2 0

4 0

6 0

8 0

1 0 0

8 B

a
a b

b
N

ú
m

e
ro

 d
e

 U
S

V
 d

e
 5

0
-k

H
z

C o n tro le P S R E M
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

8 C

a

a b

b

M a c h o s

F ê m e a s

 
Figura 8: Diferenças de sexo na indução de mania por PSREM, comparação entre machos e fêmeas. 
8A- locomoção em uma caixa de atividade; 8B- rearing (número de vezes que os animais se levantam 
nas patas traseiras em um comportamento exploratório; 8C- Número total de USV (vocalizações 
ultrassônicas) na freqüência de 50-kHz induzida por PSREM. Os dados são expressos por média + 
EPM (n = 7-32). a= p<0.05 ≠ no fator PSREM. b= p<0.05 ≠ no fator sexo. 

 

5.2 A FASE DO CICLO ESTRAL INFLUENCIA A EMISSÃO DE USVS DE 50-
KHZ, MAS NÃO O REARING OU A ATIVIDADE LOCOMOTORA NO MODELO DE 
PSREM 

 

Após ser observada diferença de sexo em alguns comportamentos tipo 

maníacos induzidos por PSREM, o seguinte passo foi analisar o efeito do ciclo estral 

nestes mesmos parâmetros comportamentais, separando as fêmeas entre as fases 

de diestro, estro e pró-estro. No parâmetro comportamental de locomoção já havia 

sido observado não haver influência do fator sexo. Uma ANOVA de 2 vias (Figura 9A) 
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levando em consideração apenas fêmeas nas diferentes fases do ciclo estral e o fator 

PSREM mostrou que não houve também efeito da fase do ciclo estral [F (2,45) = 1,52; 

NS], apenas do fator PSREM: [F (1,45) = 23,04; p<0.05], sem interação entre esses 

fatores, mostrando que o aumento de locomoção por PSREM é independente tanto 

de sexo quanto da fase do ciclo estral em fêmeas. 

Para avaliar o efeito da fase do ciclo estral no comportamento de rearing, foi 

feita uma ANOVA de 2 vias (Fator 1: Ciclo Estral; Fator 2: PSREM) entre as fêmeas 

(Figura 9B)  e também não foi observado efeito da fase do ciclo estral [F (2,45) = 2,74; 

p=0.07], apenas de PSREM: [F (1,45) = 57,42; p<0.05], sem interação desses fatores, 

mostrando que o comportamento de rearing apesar de diferir entre machos e fêmeas 

não difere dependendo da fase do ciclo em fêmeas. 

Para a análise da influência do ciclo estral na emissão de vocalizações 

ultrassônicas de 50-kHz foi realizada uma ANOVA de 2 vias apenas entre fêmeas 

(Fator 1: Ciclo Estral; Fator 2: PSREM) (Figura 9C). Foi observado efeito tanto da fase 

do ciclo estral [F (2,45) = 6,20; p<0.05] quanto de PSREM: [F (1,45) = 25,96; p<0.05] 

porém sem interação desses fatores, mostrando que fêmeas em pró-estro controle e 

PSREM vocalizam mais que fêmeas nas outras fases do ciclo.  
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Figura 9: Diferenças de ciclo estral na indução de mania por PSREM, comparação entre fêmeas em 
diestro, pró-estro e estro. 9A- locomoção em uma caixa de atividade; 9B- número total de rearings; 9C- 
Número total de USV (vocalizações ultrassônicas) na freqüência de 50-kHz induzida por PSREM. Os 
dados são expressos por média + EPM (n = 8- 13). a= p<0.05 ≠ no fator PSREM. b= p<0.05 ≠ no fator 
fase do ciclo estral. 

 

Para finalizar a comparação da influência de sexo e ciclo estral nos subtipos 

de  vocalizações de 50-kHz induzidas por PSREM, essas USV foram subclassificadas 

em flat ou frequência modulada- FM (trill, step e mixed) e a média do seus números 

totais foram representadas em gráfico de barras (Figura 10). Foi realizada uma 

ANOVA de 2 vias entre machos e fêmeas (Fator 1: Sexo e Ciclo Estral; Fator 2: 

PSREM) para observar o efeito destes fatores sobre a emissão das USVs de 50-kHz 

FM. Foi observado efeito tanto do fator sexo e ciclo estral [F (3,69) = 6,58; p<0.05] 

quanto de PSREM: [F (1,69) = 24,02; p<0.05] com interação entre esses dois fatores 

[F (3,69) = 2,80; p<0.05].  Post-hoc de Newman-Keuls mostrou que tanto machos 
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quanto fêmeas em pró-estro privados de sono vocalizavam mais USV’s de 50-kHz 

dos subtipos FM em comparação às fêmeas nas outras fases do ciclo. 
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Figura 10: Comparação entre subtipos de USV de 50-kHz induzidas por PSREM em machos e fêmeas 
em diestro, pró-estro e estro. Os dados são expressos pela média de cada subtipo de USV (n=5-13). 
FM= frequência modulada (trill, step e mixed). *=p<0.05 em comparação ao seu próprio controle.  

 
5.3 O ESTRADIOL INDUZ O AUMENTO DE USVS DE 50-KHZ, REARING E 

ATIVIDADE LOCOMOTORA EM FÊMEAS OVX 
 

Em sequência foi analisado o efeito da ausência de hôrmonios sexuais e o 

efeito agudo do hormônio estradiol nestes mesmos parâmetros comportamentais. 

Fêmeas foram ovariectomizadas e um grupo controle passou por cirurgia SHAM.  

Fêmeas SHAM não diferem de outras fêmeas da mesma fase do ciclo estral 

(dados não mostrados) e, portanto, tiveram seus dados comportamentais 

incorporados nos grupos das fases do ciclo estral. Útero e gordura abdominal foram 

pesados e a confirmação da retirada dos ovários e da queda hormonal foi observada 

através do peso desses tecidos em relação ao grupo SHAM. ANOVA de uma via 

mostrou efeito do fator ovariectomia no peso do útero (F(2,47)= 38,54; p<0.05) e no 

peso da gordura (F(2,47)=8,56; p<0.05). Post-hoc de Newman-Keuls apontou que a 
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 Para a análise do comportamento de rearing, foi feita uma ANOVA de 2 vias 

entre os fatores PSREM e lítio que não apontou efeito do fator PSREM [F (1,50) = 0,10; 

NS], porém mostrando efeito do tratamento com lítio [F (1,50) = 51,71; p<0.05] e com 

interação entre esses fatores [F (1,50) = 4,97; p<0.05]. O post-hoc de Newman-Keuls 

mostrou que houve um aumento de rearing induzido por PSREM que foi revertido com 

tratamento com lítio, porém com efeito per se do tratamento. Quando analisados 

apenas os fatores PSREM e tratamento com estradiol por ANOVA de 2 vias (Figura 

11B), é observado que há efeito destes dois fatores {PSREM: [F (1,25) = 15,91; p<0.05]; 

estradiol: [F (1,25) = 26,57; p<0.05] mas sem interações entre ambos os fatores [F (1,25) 

= 0,01; NS], mostrando que a PSREM leva à um aumento de rearing e tratamento 

com estradiol também leva à um aumento em relação às OVXs controle, mas que 

esses fatores não interagem entre si. 

 Por último, em relação à emissão de USV de 50-kHz, análise por ANOVA de 

2 vias entre os fatores PSREM e lítio mostrou efeito de ambos: {PSREM [F (1,50) = 

5,83; p<0.05]; tratamento com lítio [F (1,50) = 8,81; p<0.05] porém não havendo 

interação entre eles [F (1,50) = 2,29; NS]. Após, ao fazer uma análise com ANOVA de 

2 vias entre os fatores PSREM e estradiol (Figura 11C), foi visto efeito de ambos os 

fatores: {PSREM [F (1,25) = 4,65; p<0.05]; estradiol [F (1,25) = 4,48; p<0.05]} porém 

não havendo interação entre eles [F (1,25) = 1,66; NS] mostrando que a PSREM e o 

estradiol levam ao aumento da emissão de USV de 50-kHz e esses dois efeitos não 

interagem entre si.   
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Figura 11: Efeito do 17-β-estradiol (E2) na indução de mania por PSREM, comparação entre fêmeas 
ovariectomizadas (OVX) e OVX tratadas agudamente com E2 (10 μg/kg) 2 horas antes do teste. 11A- 
locomoção em uma caixa de atividades; 11B- rearing (número de vezes que os animais se levantam 
nas patas traseiras em um comportamento exploratório; 11C- Número total de USV (vocalizações 
ultrassônicas) na freqüência de 50-kHz induzida por PSREM. Os dados são expressos por média + 
EPM (n = 5- 13). Os dados são expressos por média (n = 6-10). a= p<0.05 ≠ no fator PSREM. b= 
p<0.05 ≠ no fator estradiol. 

 

Para finalizar a comparação da influência da retirada de hormônios sexuais e 

do tratamento agudo com estradiol nas vocalizações de 50-kHz induzidas por 

PSREM, essas USV foram subclassificadas em flat ou frequência modulada- FM (trill, 

step e mixed) e a média do seus números totais foram representadas em gráfico de 

barras (Figura 12). Foi realizada uma ANOVA de 2 vias entre fêmeas OVX e OVX 

tratadas com estradiol (Fator 1: Estradiol; Fator 2: PSREM) para observar o efeito 

destes fatores sobre a emissão das USVs de 50-kHz FM. Foi observado efeito tanto 

do fator estradiol [F (1,26) = 6,70; p<0.05] quanto do fator PSREM: [F (1,26) = 5,99; 

p<0.05] com interação entre esses dois fatores : [F (1,26) = 2,80; p<0.05].  Post-hoc de 

Newman-Keuls mostrou que fêmeas OVX tratadas com estradiol e privadas de sono 
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vocalizavam mais USV’s de 50-kHz dos subtipos FM em comparação às OVX não 

tratadas. 
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Figura 12: Comparação entre subtipos de USV de 50-kHz induzidas por PSREM em fêmeas OVX e 
OVX tratadas agudamente com estradiol (E2). Os dados são expressos pela média de cada subtipo 
de USV (n=6-10). FM= frequência modulada (trill, step e mixed). *=p<0.05 em comparação ao seu 
próprio controle. #=p<0.05 em comparação ao grupo OVX/PSREM. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 
 

6. DISCUSSÃO 
 

O presente estudo se propôs a avaliar o efeito de sexo, fase do ciclo estral e 

do hormônio sexual estradiol nos comportamentos de locomoção, rearing e USVs de 

50-kHz em modelo de mania por privação de sono de 24h. Nesta tabela observa-se 

o resumo dos principais resultados obtidos: 

 

Tabela 2: Influência de sexo, fase do ciclo estral e estradiol sobre os comportamentos 

de locomoção, rearing e USV’s de 50-kHz em modelo de mania por privação de sono 

de 24h 

Comportamento Sexo Fase do ciclo estral Estradiol 

Locomoção = = ≠ 

Rearing ≠ = ≠ 

50-kHz USV ≠ ≠ ≠ 

 

 Ainda se utiliza em grande parte animais machos no estudo pré-clínico 

farmacológico, porém podemos observar tentativas de mudança deste paradigma. 

Trabalhos como a revisão de Kokras (KOKRAS; DALLA, 2014) sobre as diferenças 

sexuais em modelos animais de transtornos psiquiátricos reforçam tanto a existência 

dessas diferenças quanto a importância de melhor estuda-las através da inclusão de 

fêmeas na pesquisa pré-clínica. Na tabela abaixo vemos dados já observados na 

literatura sobre diferenças sexuais em diversos testes e modelos de transtornos 

psiquiátricos. Este trabalho pode então adicionar à esta tabela, demonstrando pela 

primeira vez a existência de diferenças sexuais em comportamentos como a emissão 

de USV’s de 50-kHz em modelo de mania por privação de sono.  
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Tabela 3: Comparação entre revisão de dados sobre diferença sexual em modelos 

animais de diversos transtornos psquiátricos (KOKRAS; DALLA, 2014) e dados 

observados neste estudo: 

Modelo/Teste Comportamento Vulnerabilidade 

Teste do Nado Forçado Imobilidade Dados conflitantes 

Desamparo aprendido Fuga Machos > Fêmeas 

Campo Aberto Tigmotaxia Machos > Fêmeas 

Labirinto em Cruz 

Elevado 

Aversão à espaço aberto Machos > Fêmeas 

Medo condicionado ao 

contexto 

Congelamento Machos > Fêmeas 

Choque de cauda Sobressalto Fêmeas > Machos 

Auto-administração Pressionamentos de 

barra 

Fêmeas > Machos 

Sensibilização locomotora Locomoção Fêmeas > Machos 

Hiperlocomoção por 

psicoestimulantes 

Locomoção Fêmeas > Machos 

Privação de sono Latência para sono/ 

Locomoção 

Sem diferenças 

 Locomoção Sem diferenças 

Privação de sono Rearing Fêmeas > Machos 

(dados deste estudo) USV de 50-kHz Machos > Fêmeas 

 

Em áreas da pesquisa biológica como neurociências e psicofarmacologia, fêmeas 

são raramente utilizadas em estudos comportamentais. Em 1993, foi publicada uma 

diretriz pelo NIH reforçando a importância do uso de mulheres em estudos clínicos. 

Hoje, mais de duas décadas depois, a maioria dos estudos clínicos são feitos com 

ambos os sexos. Apesar do NIH ter publicado uma diretriz também para a utilização 

de fêmeas em 2014, não houve uma revolução parecida na utilização de fêmeas no 
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estudo pré-clínico como ocorreu no estudo clínico, e isso se reflete na escassez de 

dados comportamentais com fêmeas que se observa na literatura ainda hoje.  

No presente estudo, machos e fêmeas foram utilizados e suas diferenças e 

semelhanças foram observadas frente ao modelo de mania por PSREM. A 

locomoção, parâmetro extensivamente utilizado na avaliação do comportamento tipo 

maníaco (EINAT, 2007), não demonstrou diferença entre os sexos, porém, essa 

diferença foi observada no rearing, um parâmetro relacionado ao comportamento 

exploratório. Outros estudos demonstraram que fêmeas parecem ser mais sensíveis 

à ação de psicoestimulantes e apresentam, dentre outros comportamentos, maior 

locomoção do que machos (HAAREN, VAN; MEYER, 1991; KUHN et al., 2001; HU et 

al., 2004). Tais diferenças podem ser explicadas devido ao fato que a hiperlocomoção 

induzida pelo modelo utilizado no presente estudo não ter sido robusta o suficiente 

para se observar efeito do sexo.  

Em concordância com os resultados apresentados no presente trabalho, 

outros estudos já demonstraram que fêmeas apresentam maior número de rearings 

do que machos (SYME, 1975; BLANCHARD; BLANCHARD, 1988; FESTA et al., 

2003, 2004; HUGHES et al., 2004). O aumento de rearings está relacionado à 

exploração diante de um ambiente novo e com estado de excitação e alerta (Lever et 

al., 2006). Vários estudos já mostraram que drogas dopaminérgicas que induzem 

hiperlocomoção como a anfetamina (PEREIRA et al., 2014) e lisdexanfetamina 

(WENDLER et al., 2016) são capazes de aumentar a frequência deste 

comportamento. Além disso, estimulações diretamente na VTA também levam ao 

aumento de rearing (CADOR et al., 1988; IKEMOTO, 2004), e fármacos inibitórios 

infundidos na VTA, como o baclofeno (um agonista direto nos receptores GABA), são 

capazes de inibir o rearing induzido por anfetamina (ZHOU et al., 2005).  

Entretanto, aumento de locomoção e rearing nem sempre estão interligados. 

Já foi observado que manipulação farmacológica com psicoestimulantes pode 

aumentar a locomoção, porém reduzir o rearing, ou ainda aumentar o rearing sem 

alterar a locomoção (AL-KHATIB et al., 1995; ALVAREZ; RUARTE, 2001; ZHOU et 

al., 2005; WENDLER et al., 2016). Além disso, como o campo aberto foi originalmente 

feito dentro de campo muito maior do que os aparatos utilizados atualmente (HALL; 

L. BALLACHEY, 1931), o parâmetro locomoção pode ser afetado pelo diâmetro 

reduzido da caixa de atividade utilizada nesse experimento que, apesar de ser de um 

formato e parâmetros que propiciam a emissão de USVs de 50-kHz (NATUSCH; 
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SCHWARTING, 2010) talvez não seja ideal para a ambulação. Portanto, o aumento 

de atividade locomotora induzida por PSREM ter sido menos robusto que o 

comportamento de rearing pode ser devido alguns fatores. Uma caixa menor de 

atividade pode favorecer o aumento de rearing em detrimento da ambulação em 

comparação à um campo aberto (LEVER et al., 2006). Além disso, a PSREM de 24h 

pode não induzir a hiperlocomoção tão robustamente quanto outros modelos 

farmacológicos (WENDLER et al., 2016) ou até mesmo a PSREM de 72h (Wendler, 

2016).  

Outro parâmetro comportamental avaliado foi a emissão de USV de 50-kHz. 

Foi observado que a PSREM é capaz de aumentar o número total de vocalizações e 

a proporção de emissão dos subtipos frequência-modulada (FM- trill, step e mixed) 

em comparação aos animais controles (Wendler, 2016). Além disso, pela primeira vez 

verificamos o aumento de USVs por PSREM em fêmeas, e que existe diferença 

sexual no número dessas vocalizações emitidas. Outro estudo demonstrou que 

machos de arganazes do campo (uma outra espécie de roedor) emitem mais 

vocalizações de 50-kHz que fêmeas, tanto em número total e frequência, quanto na 

complexidade das vocalizações (MA et al., 2014).  No presente trabalho, também foi 

observado efeito do sexo no número de USVs emitidas tanto espontaneamente 

quanto induzidas por PSREM, sendo que machos parecem vocalizar mais que 

fêmeas em ambas as situações.  

Quando comparada a divisão do total de USVs em subtipos, observa-se que a 

quantidade relativa de USVs do tipo FM em machos parece ser maior que em fêmeas. 

Estudos já mostraram que as vocalizações de 50 kHz estão relacionadas a situações 

comportamentais positivas e podem ser aumentadas por estímulos hedônicos 

gratificantes (BRUDZYNSKI, 2015). No entanto, parece haver uma diferença no 

contexto em que as vocalizações são emitidas. Enquanto as USVs FM de 50-kHz são 

associadas a situações altamente gratificantes e de excitação emocional, as do tipo 

flat parecem ter papel de comunicação social (KNUTSON et al., 2002; BURGDORF 

et al., 2007, 2011). Sendo assim, essa alteração no perfil de subtipos de USV com 

aumento relativo dos subtipos frequência modulada poderia estar relacionado com a 

talilaquia e exacerbação emocional presentes na mania (PEREIRA et al., 2014; 

WENDLER et al., 2016; ENGELHARDT et al., 2018). Nada se sabe sobre o efeito do 

sexo na emissão de USVs apetitivas em modelo de mania, porém outros estudos 

também observam um número maior de USVs de machos do que de fêmeas em 
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outros modelos animais (CHERRY; LEPRI, 1986; FRÖHLICH et al., 2017), mostrando 

que parece haver relação dessa emissão com andrógenos em machos. Além disso, 

foi sugerido que a maior emissão de USVs de 50-kHz e com maior complexidade de 

subtipos em machos pode ser um resquício evolutivo de manutenção de status em 

machos (MA et al., 2014). Porém a extrapolação do real significado dessas 

vocalizações e o que cada subtipo significa ainda não é clara e podemos apenas 

sugerir que o aumento destas em modelo de mania é indício de um estado afetivo 

positivo (PEREIRA et al., 2014; WENDLER et al., 2016), sendo um importante 

parâmetro não locomotor para se avaliar o comportamento tipo maníaco em modelo 

animal. 

Na literatura já foi observado efeito de sexo em diversos modelos animais de 

transtornos psiquiátricos: machos e fêmeas diferem em resposta a drogas de abuso 

(KUHN et al., 2001; SWEARINGEN, VAN et al., 2013; MITTAL et al., 2017) sendo que 

fêmeas se auto-administram mais do que machos (CARROLL et al., 2002; LYNCH et 

al., 2002; HU et al., 2004). Na avaliação do comportamento tipo depressivo, fêmeas 

apresentam maior vulnerabilidade nos testes mais comumente empregados, como o 

teste do nado forçado (DROSSOPOULOU et al., 2004; DALLA et al., 2008; KOKRAS 

et al., 2012). Em modelos de esquizofrenia, fêmeas mostram maior sensibilidade do 

que machos à hiperlocomoção, sniffing estereotipado e ataxia (ANDINÉ et al., 1999). 

Porém, no modelo de estimulação hipotalâmica em ratos, machos apresentavam 

maior locomoção, enquanto fêmeas apresentavam mais rearing e maior consumo de 

álcool (ABULSEOUD et al., 2015).  

Tendo isso em vista, é razoável que frente ao modelo de mania por PSREM, 

machos e fêmeas também expressem seu comportamento de maneiras diferentes. 

Fêmeas geralmente são mais ativas no campo aberto e em testes de ansiedade. De 

fato, a análise do comportamento de fêmeas baseada apenas em locomoção pode 

ser enviesada (IMHOF et al., 1993), já que fêmeas tendem a se locomover mais que 

machos, e alguns testes comportamentais podem não ter o poder de discriminar entre 

ansiedade e estados de excitação locomotora (FERNANDES et al., 1999; DOREMUS 

et al., 2006). Neste ponto, a análise de USVs de 50-kHz se torna interessante por 

avaliar outro parâmetro comportamental na mania que não é baseado em locomoção. 

No presente estudo, portanto, ao induzir comportamento tipo maníaco é possível 

observar diferenças entre machos e fêmeas. Enquanto fêmeas parecem expressar 

mais comportamentos locomotores, como hiperlocomoção e rearing, machos 
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apresentaram maior expressão de vocalizações de 50-kHz, bem como uma mudança 

importante no perfil de subtipos de USV, aumentando a emissão de FMs em 

comparação as de tipo flat. Esses resultados podem refletir diferença sintomatológica 

que acontece na clínica, já que apesar da prevalência da doença ser parecida em 

ambos os sexos, homens parecem apresentar mais sintomas de hiperssexualidade, 

talilaquia e “incapacidade de manter uma conversa", e grandiosidade; enquanto 

mulheres parecem apresentar maior labilidade do humor, humor deprimido e 

alucinações (TAYLOR; ABRAMS, 1981). 

Visto que houve diferença entre os sexos nos comportamentos induzidos por 

PSREM, o próximo objetivo foi observar se a fase do ciclo estral em fêmeas também 

levaria a alterações comportamentais. Já foi observado na literatura que o 

comportamento e a atividade neuronal em fêmeas podem mudar dependendo da fase 

do ciclo estral. A emissão de vocalizações de fêmeas Long-Evans em resposta à 

presença de machos é maior nas fases de pró-estro e estro do que nas demais 

(MATOCHIK et al., 1992). O pró-estro parece reduzir a ansiedade no labirinto em cruz 

elevado em comparação às outras fases do ciclo estral (SAYIN et al., 2014). Fêmeas 

em estro são mais sensíveis à liberação de dopamina induzida por anfetamina 

(BECKER, 1990) levando a um comportamento de estereotipia mais predominante do 

que nas outras fases do ciclo. E além disso, fêmeas em estro e pró-estro apresentam 

níveis maiores de dopamina extracelular do que fêmeas em diestro ou 

ovariectomizadas (XIAO; BECKER, 1994).  

No presente estudo foi observado que enquanto há diferença de sexo no 

comportamento exploratório induzido por PSREM, essas diferenças na locomoção e 

no rearing não parecem ser dependentes de fase do ciclo estral. Na literatura foram 

observadas diversas influências da flutuação hormonal em testes comportamentais 

como aumento de freezing em resposta a odor aversivo no estro (CHEN et al., 2009), 

fêmeas em pró-estro passarem mais tempo no braço aberto do labirinto em cruz 

elevado que fêmeas em diestro (MARCONDES et al.) e como hiperalgesia no diestro 

tardio (ou pró-estro) em comparação às outras fases, mas sem apresentar efeito de 

sexo entre machos e fêmeas (DEVALL et al., 2009). Em contraposição, diversos 

trabalhos mostram não haver diferença comportamental entre fases do ciclo estral, 

como ausência de diferença entre fêmeas em pró-estro e diestro em comportamentos 

de ansiedade e medo (HIROI; NEUMAIER, 2006), e que a fase do ciclo estral não 
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influencia o comportamento de fêmeas no teste do nado forçado (ALONSO et al., 

1991; TONELLI et al., 2008; ANDRADE et al., 2010; KOKRAS et al., 2012).  

Apesar disso, foi observado efeito da fase do ciclo nas emissões de USV de 

50-kHz, o que parece mostrar então que a avaliação de USVs de 50-kHz parece ser 

mais sensível aos efeitos de hormônios sexuais no comportamento de fêmeas do que 

a atividade locomotora. Fêmeas em pró-estro e estro emitem um número maior de 

vocalizações do que as fêmeas em diestro. O pró-estro coincide com o pico hormonal 

do estradiol e sua relação com a dopamina e comportamentos relacionados com 

aumento de dopamina já é bem estabelecida (YOEST et al., 2014). O estradiol é 

capaz de modular a atividade dopaminérgica mesolímbica em fêmeas, e, portanto, 

tem direto efeito na exacerbação de comportamentos motivados e busca por 

recompensas (YOEST et al., 2014). Não coincidentemente, o aumento de atividade 

dopaminérgica nessa via de ativação mesolímbica é crucial para a emissão de USVs 

de 50-kHz (RIPPBERGER et al., 2015).  

Visto que a fase do ciclo estral de pico de estradiol foi a fase com maior 

emissão de USVs de 50-kHz, o próximo passo foi observar o efeito isolado no 

estradiol na emissão dessas vocalizações. A ovariectomia é um modelo de retirada 

de hormônios sexuais femininos que pode ser usado como modelo de pós-

menopausa (DIAZ BRINTON, 2012) e a partir dele, podemos avaliar isoladamente o 

efeito de um ou outro hormônio sexual em diversos parâmetros comportamentais. 

Portanto, utilizando ratas OVX, pudemos observar, através de reposição aguda com 

17β-estradiol, o efeito deste hormônio isoladamente na locomoção, rearing e emissão 

de USVs induzidas por PSREM. No parâmetro locomoção foi observada uma 

ausência de efeito da PSREM tanto em fêmeas OVX quanto naquelas OVX tratadas 

com E2 (17β-estradiol), o que pode novamente estar associado com a falta de 

robustez da PSREM de 24h na indução de hiperlocomoção. No parâmetro rearing foi 

observado um efeito da PSREM em ambos os grupos, mostrando que mais uma vez, 

o rearing, e não a ambulação, foi o parâmetro locomotor mais estimulado pela PSREM 

de 24h neste estudo. Além disso, o que foi observado tanto na locomoção quanto no 

rearing foi um efeito per se do estradiol, fazendo com que tanto animais controle 

quanto animais PSREM se locomovessem e explorassem mais que os animais OVX. 

Na literatura já foi observado que o tratamento com estradiol é capaz de induzir 

aumento de locomoção em fêmeas. Isso corrobora também com os comportamentos 

observados em fêmeas em pró-estro, que estão na fase de pico hormonal de 
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estradiol. O estrogênio influencia a atividade locomotora espontânea em ratas. Em 

fêmeas OVX, o tratamento com estradiol aumenta a atividade de corrida (MORGAN; 

PFAFF, 2002). Fêmeas tratadas com estradiol exibem também uma exacerbação da 

atividade locomotora induzida por anfetamina (BECKER; BEER, 1986; BECKER, 

1990; BECKER et al., 2001).  

Porém, um efeito inédito e importante observado do tratamento agudo com o 

estradiol foi sobre a emissão de USVs de 50-kHz. A administração de estradiol em 

fêmeas OVX não só levou ao efeito per se em fêmeas controle, como levou no grupo 

PSREM a um aumento de USV de 50-kHz equiparável àquele observado em machos. 

Ao observar os subtipos de vocalizações deste grupo, dá para notar que em torno de 

metade das USVs de 50-kHz emitidas são do subtipo frequência modulada, 

porcentagem essa maior que de qualquer outro grupo neste trabalho. O estradiol, 

portanto, parece exercer efeitos drásticos na emissão de USVs de 50-kHz.  Na 

literatura, o estradiol demonstrou ter efeitos moduladores significativos sobre os 

sistemas dopaminérgicos em fêmeas, mas não demonstrou aumentar a liberação de 

dopamina estriatal em machos (BECKER, 1990; BECKER et al., 2005). O mecanismo 

pelo qual o estradiol é capaz de atuar em sistemas dopaminérgicos ainda não foi 

completamente elucidado, porém se sabe que o estradiol tem efeitos agudos e 

crônicos na liberação e recaptação de dopamina, e em alguns dos alvos da via de 

ativação do receptor de dopamina (YOEST et al., 2014). O efeito do estradiol em vias 

dopaminérgicas mesolímbicas, portanto, parece ser detectável através do aumento 

de USVs de 50-kHz. 

Outro resultado observado neste estudo foi o efeito do tratamento agudo com 

lítio nas alterações comportamentais induzidas por PSREM de 24h. O lítio é o 

estabilizador de humor clássico tanto no tratamento agudo da mania (com a ajuda de 

antipsicóticos) como na manutenção do THB, e no estudo pré-clínico, o lítio é 

comumente utilizado como controle positivo em desenhos experimentais. A PSEM 

como modelo de mania foi validada através do tratamento com o lítio (GESSA, GIAN 

LUIGI et al., 1995) e já foi observado que o lítio é capaz de atenuar as vocalizações 

de 50-kHz induzidas por PSREM (Wendler, 2016). Já foi observado que o lítio na dose 

de 50mg/kg e 100 mg/kg (CAPPELIEZ; WHITE, 1981; FREY et al., 2006; PEREIRA 

et al., 2014) são capazes de atenuar a hiperlocomoção induzida por anfetamina, mas 

doses de até 300 mg/kg (TOMASIEWICZ et al., 2006) já foram utilizadas para se 

reverter completamente o aumento de locomoção induzido por anfetamina. Neste 
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trabalho, foi utilizada a dose de lítio já anteriormente utilizada no nosso laboratório, 

de 100 mg/kg. Porém, no presente estudo foi observado efeito per se do lítio à 100 

mg/kg (Figuras 1 ABC e 2 ABC, material complementar). A dose utilizada neste 

trabalho foi uma que se mostrou eficaz na atenuação da emissão de USV de 50-kHz 

(PEREIRA et al., 2014; WENDLER et al., 2016) sem demonstrar efeito per se e, 

portanto, não foi feita uma curva dose resposta neste trabalho. Porém já foi observado 

que doses menores de lítio também são capazes de reduzir a emissão dessas 

vocalizações (Wendler, 2016). Como já foi visto que o modelo de mania por PSREM 

induz comportamentos tipo maníacos que podem ser atenuados por administração 

aguda de lítio (GESSA, GIAN LUIGI et al., 1995; ABRIAL et al., 2015), mas neste 

trabalho essa mesma dose induziu efeito depressor, nós decidimos não utilizar o 

tratamento com lítio na discussão central deste trabalho, pois seu efeito poderia 

influenciar o efeito observado dos fatores PSREM e sexo/ciclo estral e estradiol, 

fatores esses mais centrais à este trabalho. 

A PSREM de 24h induziu alterações comportamentais interessantes, onde se 

pode observar efeito do sexo, efeito de fase do ciclo estral e efeito do hormônio 

estradiol, ora na locomoção, ora no comportamento de rearing, mas principalmente 

na emissão de USVs de 50-kHz. O estudo pré-clínico com fêmeas é limitado, e 

frequentemente se evita utilizá-las para não precisar lidar com flutuação hormonal no 

ciclo estral, não precisar aumentar o n do estudo, ou por simplesmente achar que não 

haverá diferenças entre machos e fêmeas no endpoint comportamental avaliado. O 

que se observa, porém, é que embora o fator flutuação hormonal seja de extrema 

importância no ciclo reprodutivo da mulher, a influência desses hormônios pode não 

interferir em todos os parâmetros comportamentais observados em modelo pré-

clínico.  Dependendo da natureza do endpoint que se quer avaliar, essa característica 

pode ser sexualmente dimórfica (sendo intrinsicamente diferente nos dois sexos), 

sexualmente diferente (o comportamento acontece num contínuo e a média entre 

machos e fêmeas é diferente) ou sexualmente divergente (quando o comportamento 

em nível basal é igual entre os sexos, porém ao introduzir um fator como o estresse, 

ou tratamento, ele passa a diferir entre eles), ou simplesmente não haver diferença 

de sexo (MCCARTHY et al., 2012). Além disso, mesmo que haja diferenças de ciclo, 

pode ser que os testes que utilizamos simplesmente não sejam sensíveis o suficiente 

para captar essas diferenças (KOKRAS et al., 2012). Ou ainda que mesmo que haja 

diferença entre fases do ciclo estral, essa diferença seja menor que o erro observado 
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em médias de machos (BECKER et al., 2016) que são susceptíveis a diferenças 

comportamentais induzidas por hierarquia social, por exemplo. 

Neste estudo ao se avaliar comportamentos diferentes (locomotor/exploratório 

e USVs de 50-kHz) levando em consideração sexo, fase do ciclo estral e estradiol, foi 

possível observar que há diferenças entre machos e fêmeas, não apenas na 

locomoção, rearing e emissão de vocalizações de 50-kHz no presente estudo, mas 

também em diversos outros comportamentos descritos na literatura, e que o uso de 

ambos os sexos na modelagem de transtornos psiquiátricos é fundamental. Pode se 

observar também que nem todo parâmetro comportamental será dependente de fase 

do ciclo (como foi o caso da locomoção e rearing) e, portanto, nem sempre ao utilizar 

fêmeas é necessário discriminar entre as fases do ciclo estral e, portanto, aumentar 

o número de grupos experimentais. Por último, foi observado que existem parâmetros 

comportamentais como as USV de 50-kHz que são influenciados por flutuação 

hormonal em fêmeas e sofrem efeitos importantes de hormônios sexuais. Esses 

comportamentos são importantes e devem ser investigados mais profundamente para 

se entender melhor a interação de hormônios sexuais em mulheres com as vias de 

sinalização relacionadas a neurobiologia dessas doenças. A partir disso, muito pode 

ser aprendido em relação a diferenças de sintomatologia e resposta ao tratamento de 

diversas doenças entre homens e mulheres, diferença de vulnerabilidade e resiliência 

à doenças específicas dependente de sexo, e diferença de progressão da doença ao 

longo do ciclo reprodutivo da mulher. 
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7. CONCLUSÃO 
 

A PSREM de 24h em ratos Wistar induz alterações comportamentais que são 

dependentes do sexo, do ciclo estral e do nível de estradiol. A hiperlocomoção e o 

rearing parecem ser mais afetados pelo modelo em fêmeas, enquanto machos 

apresentam uma emissão maior de USVs de 50-kHz. A emissão dessas USVs em 

fêmeas parece ser influenciada pela flutuação hormonal, sendo que fêmeas em pró-

estro, no pico hormonal de estradiol, vocalizam mais que nas outras fases do ciclo 

estral, e isso é corroborado através da reposição de estradiol em fêmeas OVX, que 

induz a altos níveis de vocalizações de 50-kHz. A análise de USVs de 50-kHz parece 

ser mais sensível à flutuação hormonal em fêmeas do que a hiperlocomoção e o 

rearing e parece ser, portanto, um parâmetro comportamental importante e sensível 

na avaliação do estado afetivo do animal em modelo de mania. 
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ANEXO 1- EFEITO DO MODELO DE PSREM DE 24H SOBRE OS 
COMPORTAMENTOS TIPO MANÍACOS E DO TRATAMENTO COM LÍTIO EM 
MACHOS E FÊMEAS 
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Figura A1: Efeito do modelo de PSREM de 24h e do tratamento com lítio em machos e fêmeas. 1A- locomoção 

em uma caixa de atividade; 1B- rearing (número de vezes que os animais se levantam nas patas traseiras em um 

comportamento exploratório; 1C- Número total de USV (vocalizações ultrassônicas) na freqüência de 50-kHz 

induzida por PSREM. Os dados são expressos por média + EPM (n = 30-39). *= p<0.05 ≠ em comparação ao grupo 

Controle/Salina. #= p<0.05 em comparação ao seu respectivo grupo Salina. 
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ANEXO 2- EFEITO DO MODELO DE PSREM DE 24H SOBRE OS 
COMPORTAMENTOS TIPO MANÍACOS E DO TRATAMENTO COM LÍTIO EM 
FÊMEAS OVX 
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Figura A2: Efeito do modelo de PSREM de 24h e do tratamento com lítio em fêmeas ovariectomizadas. 1A- 

locomoção em uma caixa de atividade; 1B- rearing (número de vezes que os animais se levantam nas patas 

traseiras em um comportamento exploratório; 1C- Número total de USV (vocalizações ultrassônicas) na 

freqüência de 50-kHz induzida por PSREM. Os dados são expressos por média + EPM (n = 11-16). *= p<0.05 ≠ em 

comparação ao grupo Controle/Salina. #= p<0.05 em comparação ao seu respectivo grupo Salina. a= p<0.05 ≠ 

no fator PSREM. b= p<0.05 ≠ no fator lítio. 
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