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RESUMO

Os modelos animais sao muito uteis para o desenvolvimento de novas terapias
medicamentosas, como foi o caso dos antidepressivos. No entanto, os modelos
animais de mania ainda estao em fase inicial de desenvolvimento. O monitor de
padrdao comportamental (BPM) é capaz de detectar comportamentos tipo
maniacos e efeitos antimaniacos em camundongos com atividade reduzida do
transportador de dopamina (DAT). Recentemente, um aumento nas vocalizagdes
ultrassénicas de 50 kHz (“apetitivas”) foi proposto como um novo indice para
comportamento maniaco em ratos. Assim, o objetivo do presente estudo foi
estudar o perfil de BPM e emissao das USV de ratos machos e fémeas
submetidos a diferentes modelos animais de mania (anfetamina, modafinila e
privagdo de sono). Ratos machos e fémeas adultos foram submetidos a
administracdo aguda de DL-anfetamina na dose de 5 mg/kg ou modafinila na
dose de 150 mg/kg, ambos ip. Outro grupo foi submetido a 24 horas de privagao
de sono. Imediatamente apds a intervencido, os ratos foram colocados no
aparelho BPM com registro simultdneo das USV. A DL-anfetamina aumentou a
distancia, a velocidade e os hole pokes em ambos 0s sexos, sem alterar a
emissao de USV de 50 kHz. Modafinila reduziu distancia e velocidade em ratos
machos. A privagéo de sono levou a um aumento das USV de 50 kHz, apenas
em ratos machos. Foi observado dimorfismo sexual tanto nos modelos de
modafinila quanto de privagdo de sono, bem como os perfis inerentemente
diferentes exibidos nos modelos utilizados. Esses fatores devem ser levados em
consideracao ao resumir os dados para um potencial medicamento antimaniaco
ou para construir uma hipotese neurobioldgica do estado maniaco. No geral, os
presentes resultados sugerem que, para ratos, a adicao do registro de USV ao
BPM nao nos mostrou um aumento do perfil de comportamento maniaco, sendo
necessario incluir algumas mudancgas adicionais no modelo.

Palavras-chave: Monitor de padrdo comportamental; mania; vocalizagdes
ultrassénicas; vocalizacdo de 50kHz.



ABSTRACT

Animal models are very useful for the development of new therapeutics as was
the case for antidepressants. Yet, animal models of mania are still in early stage
of development. The behavioural pattern monitor (BPM) is able to detect manic-
like behaviour and antimanic-like effects in mice with reduced dopamine
transporter (DAT) activity. Recently, an increase in 50 kHz (“appetitive”) ultrasonic
vocalizations has been proposed as a new index for manic-like behaviour in rats.
Thus, the aim of the present study was to study the BPM profile and USV
emission of male and female rats submitted to different animal models of mania
(amphetamine, modafinil and sleep deprivation). Adult male and female rats
were submitted to DL-amphetamine acute administration at the dose of 5 mg/kg
or modafinil at 150 mg/kg, both ip. Another group was submitted to 24h of sleep
deprivation. Immediately after intervention, the rats were placed in the BPM
apparatus with concurrent USV recording. DL-amphetamine increased distance,
velocity, and hole pokes in both sexes, without changing 50 kHz USV emission.
Modafinil reduced distance and velocity in male rats. Sleep deprivation led to an
increase in USV of 50 kHz, only in male rats. It was observed sexual dimorphism
in both the modafinil and sleep deprivation models, as well as the inherently
different profiles exhibited in the models utilized. These factors should be taken
in consideration when summarizing the data for a potential antimanic drug or for
construct neurobiological hypothesis of the manic state. Overall, the present
results suggest that, for rats, the addition of USV recording to BPM, did not show
us an increase of the manic-like behaviour profile, being necessary to include
some additional changes in the model.

Keywords: Behavioural pattern monitor; mania; ultrasonic vocalizations; 50 kHz
vocalization subtype.
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1. INTRODUGCAO

O transtorno bipolar (TB) € uma desordem psiquiatrica caracterizada pela
recorréncia de episodios intercalados entre mania/hipomania, depressédo e
eutimia, podendo ter ainda flutuacbes suaves de humor entre estas. O
surgimento dos sintomas se da por volta do inicio da vida adulta, préximo aos 20
anos de idade, com uma prevaléncia de 2,4%, sendo um transtorno de carater
crénico. Tem sido observado uma diminuigao da resposta ao tratamento ao longo
do tempo, além da diminuigdo dos intervalos entre as duas crises, podendo
ocorrer ainda comorbidade com alteragbes cardiovasculares, enddcrinas e
neuropsiquiatricas. O TB apresenta uma alta taxa de suicidio (cerca de 20 vezes
mais alta do que a populagcdo em geral), sendo que até um tergco desses
pacientes fara pelo menos uma tentativa de suicidio, com 70% destas ocorrendo
durante uma fase depressiva (Léda-Régo, 2020; Wohr, 2022; Young et al., 2011).
Segundo o Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais os
episddios de mania duram pelo menos 7 dias, enquanto os sintomas depressivos

estdo presentes em um periodo de pelo menos 14 dias (Valvassori et al.,2019).

A mania é descrita como um episédio de humor elevado, expansivo,
irritavel ou eufoérico. A hiperatividade ocorre em até 90% dos episédios, sendo
também frequente a diminui¢cdo de sono (83%) e o0 aumento da fala ou taquilalia
(89%). Também pode ocorrer um aumento significativo de agitagéo psicomotora,
de comportamentos impulsivos, aceleracdo do pensamento com fuga de ideias
e distragdo, podendo ainda haver presenga de psicose (Wohr, 2022; Young et
al., 2011).

1.1 Neurobiologia do TB

Uma vez que a pluralidade dos sintomas clinicos indica que
provavelmente o TB nao esta restrito a uma éarea especifica do cérebro
(contemplando  alteragbes cognitivas, comportamentais, imunoldgicas,
neuroenddcrinas, etc), entende-se que se trata de uma disfungdo de redes

cerebrais interconectadas. Segundo essa perspectiva, ha duas redes limbicas
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pré-frontais envolvidas: A primeira inclui o cortex pré-frontal ventromedial (PFC),
cortex cingulado anterior (ACC), nucleo accumbens, globo palido e talamo. Esse
conjunto de regides modula a resposta da amigdala a estados emocionais
gerados endogenamente, como a melancolia (gerada por memoarias anteriores).
A segunda rede regulatoria, envolve o coértex pré-frontal ventrolateral, médio e
dorsal, cortex cingulado, estriado ventromedial, globo palido e talamo. O cértex
pré-frontal dorsolateral com suas conexdes com o ventrolateral € descrito como
o ponto de origem do arco regulatorio cognitivo. Ja o cortex pré-frontal
ventrolateral, modula estados emocionais gerados por fatores externos,
auxiliando na regulagdo emocional e cognitiva e suprime o afeto desadaptativo.
As duas redes em funcionamento conjunto regulariam as respostas da amigdala

em situagdes emocionais complexas em pacientes saudaveis (Maletic, 2014).

Em pacientes com transtorno bipolar, anormalidades pré-frontais sao
encontradas. Estudos de imagem mostram alteragdes estruturais e funcionais no
PFC ventromedial, comum em transtornos relacionados ao humor. No contexto
do transtorno bipolar, essa alteracdo se reflete no comprometimento da
facilidade de se adaptar a mudancas sociais e emocionais. Por exemplo,
pacientes deprimidos tém homeostase emocional e enddécrina prejudicada. O
PFC ventrolateral também ¢é fonte de regulagdo de feedback para nucleos
monoaminérgicos do tronco cerebral, logo uma disfungdo gera um mau

funcionamento na neurotransmissao (Maletic, 2014).

A distribuicdo das vias dopaminérgicas € composta pela via
tuberoinfundibular (presente no hipotalamo modulando fungdes da hipdfise
anterior), nigroestriatal (regula fungdes do sistema motor), mesolimbica e
mesocortical. Em conjunto, sao responsaveis pela modulagao da impulsividade,
atencao, busca por recompensa, memoria e processamento emocional. Tem
sido investigada a participacdo dessas vias na mania dentro do TB,
principalmente pela eficacia na clinica de medicamentos que interferem na
neurotransmissdo dopaminérgica, como os antagonistas D2 como risperidona e
haloperidol (Bastos, 2015; Cipriani et al., 2011).

Outras evidéncias que suportam a participacdo de um aumento da
transmissdo dopaminérgica na mania sdo o aumento da densidade de

receptores D2 nos nucleos caudado e putdmen em pacientes em mania, a
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indugdo de mania/ hipomania pela administracao de farmacos dopaminérgicos
(p.ex., agonistas DA e psicoestimulantes) e a reducao de alteragdes maniacas
pela reducao da sintese de dopamina pela deplegao de tirosina da dieta ou pela
administracao de alfa-metil-p-tirosina, um inibidor da sintese de dopamina
(Ashok et al., 2017).

1.2. Tratamento Farmacolégico do TB

Os objetivos da terapia farmacoloégica sdo conseguir melhorar uma crise
aguda, ao mesmo tempo que previne a recaida entre os episodios maniacos e
depressivos. Os estabilizadores de humor como litio, acido valpréico e
carbamazepina sao considerados medicamentos essenciais para o tratamento
do TB, segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Estudos de meta-
analise reforcam o uso destes farmacos na mania (p.ex., Cipriani et al., 2011).
Porém, apesar de melhorarem o prognoéstico do TB, parcela significativa dos
pacientes apresenta baixa responsividade ao tratamento isolado, sendo
utilizadas concomitantemente, como adjuvantes, outras classes de farmacos
como os antipsicoticos como risperidona, olanzapina, quetiapina, ziprasidona e
aripiprazol. Apesar do seu uso ja estabelecido na clinica, os antimaniacos atuais
apresentam efeitos adversos significativos que reduzem a adesao ao tratamento
(Cipriani et al., 2011). Além disto, excetuando-se o litio, os farmacos utilizados
no tratamento do TB foram desenvolvidos com outra finalidade terapéutica (p.ex.,
antipsicéticos para esquizofrenia e anticonvulsivantes para a epilepsia).
Portanto, os tratamentos que temos sao limitados e inespecificos, sendo
necessaria a investigagcao de novos farmacos para o tratamento do TB, além de
identificar os processos neurobioldgicos subjacentes aos episddios maniacos
(Bastos, 2015).

1.3. Modelos Animais

Os modelos animais sao ferramentas valiosas para o estudo da base do
mecanismo neurobioldgico de doengas e para avaliagao de novas estratégias de

tratamento, sendo considerado um bom modelo, quando preenche os seguintes
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critérios de validade: de face, de construto e preditiva. A validade de face se
refere ao modelo conseguir mimetizar as mudangas comportamentais nos
animais, enquanto a de construto refere-se as alteragdes fisiopatoldgicas, e a
preditiva € quando o modelo prediz algum evento da clinica (p.ex., os farmacos
que sao utilizados para prevenir ou tratar determinada doenca, devem
apresentar uma mesma alteragdo comportamental ou fisiolégica no modelo). No
Transtorno Bipolar, como existe a alteragdo de episdédios maniacos e
depressivos, ainda ndo temos modelos animais bem validados que consigam
acompanhar a virada de uma crise, conseguindo apenas investigar

separadamente os estados de mania e depressao (de Miranda et al., 2017).

A maioria dos modelos animais para TB, induzem comportamentos ou
maniacos ou depressivos, mas nao uma combinagao. A ouabaina € um inibidor
de Na+/K+-ATPase, capaz de aumentar locomogado em ratos, associado com
comportamento maniaco. Quando administrado via intracerebroventricular, por
vez, induz hipolocomog¢ao nos animais, considerado um comportamento tipo
depressivo. Valvassori e colaboradores em 2019 realizaram um protocolo
avaliando seu efeito apos 7, 9 e 14 dias apds a administracdo, conseguindo
simular os dois episédios de humor no mesmo animal, sendo uma proposta de

modelo promissora.

1.3.1. Modelos farmacolégicos:

Os modelos farmacologicos se baseiam incialmente no critério
observacional (validade de face). Por exemplo, os psicoestimulantes como a
anfetamina, conseguem induzir comportamentos tipo maniacos em individuos
saudaveis ou desencadear episodios maniacos em pacientes com TB,
acarretando também hiperatividade e outros comportamentos tipo maniacos em
ratos e camundongos (Young et al., 2011; Einat, 2007; Ashok et al., 2017; de
Miranda et al., 2017). Porém este modelo é limitado, uma vez que a
hiperatividade gerada pelas anfetaminas em roedores também & utilizada como
variavel em modelos de abuso de drogas e esquizofrenia (p.ex., Levis et al.,
2022). Além disto, a hiperatividade, variavel frequentemente utilizada

isoladamente, é apenas uma das alteragbes da mania, podendo mesmo estar
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ausente em alguns pacientes (Young et al., 2011). Além da anfetamina, inibidores
do transportador de dopamina (DAT) também sdo usados em modelos
farmacolégicos de mania como por exemplo a modafinila, um inibidor fraco de
DAT usado na clinica para tratamento de narcolepsia, € 0 GBR12909, um inibidor
seletivo do DAT (van Enkhuizen et al., 2013). A indugéo de hiperlocomogéo por
cetamina, um antagonista dos receptores NMDA do glutamato, também tem sido
proposta como um modelo de mania. Em todos estes modelos farmacoldgicos,
farmacos antimaniacos (p.ex. litio, valproato ou antipsicéticos) séo eficazes em
reduzir a hiperlocomogéo, conferindo validade preditiva aos modelos (El-Mallakh
et al., 2006; Young et al., 2011; de Miranda et al., 2017; Valvassori et al., 2017;
Kwiatkowski et al., 2019).

1.3.2. Modelos genéticos:

Ha diversas propostas de manipulagdo genética que poderiam servir
como modelos de mania, sendo relacionados a potenciais mecanismos
subjacentes da doenga. Os exemplos incluem genes que foram associados com
TB, como CLOCK ou DAT, encontrado em niveis diminuidos nesses pacientes.
Camundongos geneticamente modificados para ter uma expressao menor de
DAT (10% em comparagao aos wild type), ou seja, knockdown (KD) para DAT
exibem um padrao de comportamento maniaco como aumento de exploragao e

comportamento de risco (Young et al., 2011; Kwiatkowski et al., 2019).

O gene CLOCK, relacionado ao ritmo circadiano, também pode estar
associado ao TB: Ratos com mutagdo deste gene exibem padrao
comportamental semelhante a mania, com presenca de hiperatividade e
diminuigdo de sono. Farmacos antimaniacos (litio, valproato e antipsicoticos)
revertem os comportamentos tipo maniacos em camundongos KD-DAT
(Kwiatkowski et al., 2019) e mutante para o gene CLOCK (Roybal et al., 2007;
Logan et al., 2021).
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1.3.3. Modelos ambientais:

A interrupcédo do sono € um dos preludios mais significantes em relagéo
aos episédios maniacos em pacientes com TB, também sendo um dos fatores
mais frequentemente associados ao desencadeamento de episddios maniacos,

possuindo, portanto, grande relevancia clinica.

O modelo de privagdo de sono induz mudangas comportamentais
temporarias como aumento da atividade locomotora, hipersexualidade, aumento
de agressividade, além de poder apresentar comportamentos estereotipicos
(Gessa et al., 1995; Abrial et al., 2015; Wendler et al, 2019). Esse conjunto de
comportamentos maniacos tem o apice entre 30 e 40 minutos apds o término da
privagdo de sono (retirada da plataforma), sendo um intervalo ideal para
realizacdo dos testes. Gessa et al. (1995) observaram que ratos tratados com
litio pelo periodo de 10 dias apresentaram hiperatividade motora e laténcia para
adormecer em comparagcao com ratos privados de sono por 72 horas. A
administracédo de haloperidol na ultima hora de privacdo de sono também
interferiu na laténcia para o sono, indicando que o modelo tem validade preditiva.
A privacdo de sono de 24h também é capaz de induzir comportamentos tipo
antimaniacos que sao revertidos pela administracédo de litio (Wendler et al.,
2019). Foi proposto por Tufik e colaboradores em 1981 que este modelo em
plataforma induziria uma sensibilidade dos receptores dopaminérgicos, sendo
demonstrado em estudos posteriores, um aumento da densidade tanto de
receptores D1 quanto D2, inclusive aumento efeitos comportamentais induzidos

por psicoestimulantes (Berro, 2014).

A limitacdo de tal modelo seria que além do estresse induzido nos
animais, também ocorrem outras interferéncias como isolamento social e
imobilizagdo (Young et al, 2011). Entretanto, se considerarmos que o estresse
também pode estar relacionado ao episddio maniaco, estes fatores tornam-se

interessantes para a validade de constructo do modelo.
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1.4. Vocalizagdes ultrassbénicas e modelos de mania

Assim como em outros disturbios psiquiatricos, um modelo de mania
ainda € um desafio a ser desenvolvido. Embora o aumento da atividade
locomotora seja significativo, ele também ¢é avaliado em modelos de
esquizofrenia e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade. Uma
caracteristica mais especifica para a mania em relagao a esses outros modelos
€ o0 aumento da fala ou taquilalia (Goodwin and Jamison, 2007). Portanto, uma
forma de translacionar esse comportamento para os modelos animais € através
da analise da comunicagao entre os roedores, 0 que pode ser realizado através

captacao e analise das vocalizagdes ultrassdnicas (USV) dos roedores.

O rato é um animal frequentemente utilizado na pesquisa comportamental
em transtornos neuropsiquiatricos, uma vez que possuem um amplo repertorio
comportamental para analise, incluindo as chamadas USV, que sao sons
emitidos pelo rato acima do limiar da audi¢do humana (> 18 kHz). Atualmente as
USV séao consideradas como indicadores de um aspecto emocional do rato,
estando presente em diferentes fases do desenvolvimento e em diferentes
situagdes sociais (Wohr and Schwarting, 2013; Simola and Granon, 2019;
Brudzynski, 2021). Por exemplo, filhotes retirados do ninho (afastados da mae),
ratos jovens em comportamento de brincadeiras, ou até machos adultos
expostos a fémeas ou a situagdes de agressdao. Em todas essas ocasides séo
comuns uma alta emissado de USV, mas que podem diferir em relacéo a faixa de
frequéncia, ao formato, entre outras caracteristicas (Wohr and Schwarting,
2013).

As USV de ratos adultos sao geralmente classificadas em 2 grandes
grupos: as USV de 22 kHz, denominadas de aversivas, e as de 50 kHz, também
denominadas de apetitivas (Wohr and Schwarting, 2013; Simola and Granon,
2019; Brudzynski, 2021). As USV aversivas (22 kHz), sdo as emitidas na faixa
de 22 a 35 kHz, geralmente com duragdo maior que 300 milissegundos, com
pouca ou nenhuma amplitude (apresentado uma forma achatada, Figura 1A) e
estdo geralmente relacionadas ao medo ou a ansiedade. Este tipo de USV é
observada em situagdes como contato com um predador, luta com outros ratos,
choque nas patas e até mesmo na abstinéncia de algumas drogas de abuso. Ja

as vocalizagdes apetitivas (50 kHz), sdo emitidas entre 35 e 80 kHz e sao mais
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curtas (30 a 40 milissegundos), com ou sem amplitude (figura 1B) e estédo
presentes em situagdes consideradas apetitivas, como na interagdo social com
brincadeiras ou acasalamento, sendo associadas ao bem-estar do animal.
Também estdo presentes apds a administracdo de varios farmacos
psicoestimulantes que aumentam a atividade dopaminérgica (Wohr and
Schwarting, 2013; Simola and Granon, 2019; Brudzynski, 2021).

frequency modulated

Yy
L

0.1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 07 s
Figura 1 -Vocaliza¢ées ultrassénicas (USV) de ratos adultos. (A) USV de 22 kHZ; (B) USV de
50 kHz (fonte: Simola e Granon, 2019)

Evidéncias sugerem que a emissao de vocalizagdes apetitivas de 50 kHz
sao em parte reguladas por neurénios dopaminérgicos mesolimbicos, que vao
da area tegmental ventral até o nucleo accumbens. Burgdorf e Panksepp (2006)
observaram que lesbes da area tegmental ventral (eletroliticas ou com 6-
hidroxidopamina) inibiram no rato a emissao de USV de 50 kHz provocadas por
estimulacdo manual que simulam a interacdo social entre ratos (tickling),
estimulo que normalmente provoca a emissdo destas USV. Nesta linha, a
estimulacéo elétrica da area tegmental ventral e do nucleo accumbens
promovem robusta emissao das vocalizagdes apetitivas (Burgdorf et al., 2007).
Drogas de abuso que alteram o sistema catecolaminérgico também promovem
as USV de 50 kHz. Os psicoestimulantes no geral promovem esse efeito, mais
especificamente a D-anfetamina, tanto quando administrada sistémica ou

localmente no N. accumbens (p.ex., Natusch and Schwarting, 2010; Pereira et
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al., 2014; Mulvihill and Brudzynski, 2019). A D-anfetamina pode induzir até 100
USV apetitivas por minuto no pico de efeito da droga, sendo este efeito
aumentado pelo uso de cepilho limpo na caixa experimental (Natusch and
Schwarting, 2010). Esta emissdo exacerbada pode refletir uma elevagdo de
humor ou da comunicagéo, como na mania (Pereira et al., 2014; de Miranda et
al., 2017; Wendler et al., 2019; Wohr, 2022). Psicoestimulantes com efeitos
diretos na liberagcdo de catecolaminas como a cocaina, metilfenidato,
metanfetamina e mefedrona, por exemplo, também aumentam a emisséo de
USV de 50 KkHz. Uma observacdo importante, € que a 34-
metilenodioximetanfetamina, um psicoestimulante que tem maior efeito no
sistema 5-HT e que também induz hiperlocomog¢ao, ndo proporciona 0 mesmo
aumento das USV de 50 kHz. Logo, mais uma evidéncia de que este aumento

das USV de 50 kHz esta ligado a neurotransmissdo dopaminérgica (Wohr, 2022).

1.5.  Monitor do Padrao Comportamental (Behavioral Pattern Monitor)

O Monitor do Padrdo Comportamental (Behavioral Pattern Monitor, BPM),
€ um aparato que permite uma avaliagdo conjunta e simultdnea da atividade
locomotora e da atividade exploratoria, uma vez que permite analise do rearing
(comportamento de levantar nas patas traseiras) e da exploragao inser¢ao do
focinho nos orificios (hole poke) do aparato. Inicialmente desenvolvido para
analise dos efeitos de farmacos no comportamento de ratos, foi observado
posteriormente que o BPM também ¢é capaz de fornecer um padréao
comportamental de camundongos com reduc¢ao da atividade do DAT similar ao
observado em pacientes com TB em fase maniaca (Perry et al., 2009;
Kwiatkowski et al., 2019). Por exemplo, diversos estudos observaram que
camundongos knockdown para DAT (KD-DAT) ou tratados com GBR12909
apresentam aumento de transi¢cées, do comportamento de rearing e de hole
poke, quando comparados aos controles, isto €, camundongos selvagens ou
tratados com veiculo, respectivamente (Kwiatkowski et al., 2019). Mais ainda,
Young et al. (2007), em estudo translacional com um BPM humano, observaram
aumento da atividade locomotora e interagdo com objetos, além do padréo

locomotor alterado caracteristico, alteragbes similares aos camundongos
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knockdown para DAT ou tratados com GBR12909. Esses estudos somam

evidéncia da validade do aparato para avaliar os comportamentos tipo maniacos.

O BPM apresenta boa validade preditiva, uma vez que farmacos antimaniacos
(litio, valproato e antipsicoticos) sao capazes de reduzir os comportamentos tipo
maniacos em camundongos submetidos a modelos de mania, enquanto
farmacos ineficazes (topiramato e Diazepam) apresentam resultados negativos
(Young et al., 2011; Kwiatkowski et al., 2019; Gongalves et al., 2022).

Conforme descrito acima, o emprego do BPM e das USV de 50 kHz sao
estratégias uteis e validas para avaliagdo dos comportamentos tipo maniacos e
para avaliagdo de farmacos potencialmente uteis no tratamento da mania.
Portanto, a inclusdo das USV nos comportamentos avaliados no BPM é uma
proposta muito promissora. Entretanto, psicoestimulantes n&o induzem aumento
da emissao de USV apetitivas em camundongos (Serra et al., 2021), espécie
utilizada nos estudos do BPM em modelos de mania (Kwiatkowski et al., 2019).
Por outro lado, a avaliagao conjunta das variaveis do BPM com as USV poderia
ser estudada em ratos, abrindo a possibilidade de um modelo de mania que
consiga abranger simultaneamente um conjunto maior de comportamentos

significativos para a psicopatologia.
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2. JUSTIFICATIVA

Os modelos de mania que temos disponiveis sado limitados, uma vez que nao
sao especificos para tal, incluindo hiperlocomocéao induzida por estimulantes. A
proposta desse projeto foi reunir este modelo ja utilizado no BPM, um aparato
desenvolvido para avaliar perfil comportamental de drogas, associado a emissao
das vocalizagbes ultrassdnicas dos animais, fazendo uma relagdo com um
comportamento clinico relevante, aumento da fala, tendo como finalidade um

modelo de mania mais completo e especifico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Avaliar o perfil comportamental utilizando o BPM concomitantemente a emisséo
de USV de 50kHz de ratos machos e fémeas submetidos a diferentes modelos

animais de mania.

3.2 Objetivos especificos:

e Comparar o padrdo de comportamento maniaco em diferentes modelos
(anfetamina, modafinila e privagdo de sono)

e Avaliar a influéncia do dimorfismo sexual nos modelos propostos.

e Avaliar de forma conjunta os parametros de atividade locomotora
(distancia percorrida e velocidade), atividade exploratéria (hole pokes) e
emissao das USV de 50kHz.
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4. MATERIAIS E METODOS

4 1. Animais

Neste estudo foram avaliados 120 ratos Wistar, (60 machos e 60 fémeas),
com 75 a 90 dias de idade, provenientes do Complexo Biotério da Universidade
Federal do Parana. Os ratos foram agrupados em 4 em caixas de polipropileno,
com ragao e agua ad libitum, em ciclo claro/escuro 12:12 (luzes acesas das 07h

as 19h), com exaustao e temperatura controlada (21+ 2°C).

Os ratos foram divididos randomicamente em 6 grupos experimentais:
anfetamina (AMPH), modafinila (MOD) e privacdo de sono (PRIV), com n=10
ratos/grupo/ intervengao/ sexo, e seus respectivos controles (2 grupos veiculos
e 1 nao privado, n=10/ grupo/ intervengao/ sexo). Considerando os dados de
locomocgéo de estudos anteriores do laboratério (média do controle=30; média
do grupo experimental= 100; DP=650), com erro tipo | de 5% e tipo Il de 10%, o
nuamero de sujeitos calculado para cada grupo estimado pelo programa Statistica
12 (2014, Stat Soft Inc., Tulsa, EUA) foi de 10 ratos/ grupo/ sexo.

O presente projeto aprovado pelo Comité de Etica do Setor de Ciéncias
Biolégicas da UFPR (CEUA/BIO), sob n° 1420 (anexo 1).

4.2. Manipulagao Prévia (Handling)

Os ratos foram manipulados durante 5 minutos por 3 dias a fim de se
adaptarem ao toque do experimentador e a manipulacéo, reduzindo a reagao
aversiva. Esta manipulagao prévia foi realizada de acordo com o protocolo de

Schwarting (2014), sendo a sequéncia:

e Dia 1: Deixar o animal percorrer a vontade durante metade do tempo,
enquanto na segunda metade acaricia-lo ativamente.

e Dia 2: Exploragao livre no primeiro minuto enquanto € acariciado. Durante
os proximos 4 minutos, ele deve ser pego varias vezes para se habituar.
Havendo a intengcdo da administragdo de drogas via ip., 0s animais

também devem ser “picados” com uma caneta esferografica para simular
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tal acdo. Ao pegar o animal, ele s6 deve ser solto apos parar de tentar
lutar, para que aprenda que esse movimento € ineficaz. Caso ele resista
muito, deve-se tentar alisa-lo com a outra méo, a fim de acalma-lo.

e Dia 3: Exploracado livre no primeiro minuto enquanto é arranhado e
acariciado. Durante os proximos 4 minutos, ele deve ser pego quatro
vezes e cutucado na lateral 3 vezes consecutivas a fim de conté-lo. S6

soltar o animal uma vez que houver parado de se debater.

Os animais foram pesados e tiveram seus rabos marcados com caneta para

identificacao no terceiro dia.

4.3. Monitor de Padrdo Comportamental (BPM)

O aparato consiste em uma arena retangular (30.5 x 71 x 20 cm) de
acrilico com fundo preto para contraste, com 10 orificios de 2,5 cm de diametro,
sendo 3 em cada parede mais longa, 1 em uma das paredes laterais e 3 no
assoalho. Uma camera € posicionada acima do aparato para gravacao da
sessao experimental, que foi analisado posteriormente pelo software Ethovision
XT® (Noldus Information Technology, Holanda) para paréametros de atividade
locomotora (distancia percorrida em cm e velocidade em cm/s) e exploratéria
(colocagao do focinho em cada orificio, comportamento denominado hole poke).
Cada rato foi colocado individualmente no aparato (no canto posterior do lado
que nao possui orificio), sendo mantido por 60 minutos com livre acesso a todo

o aparato. O teste foi realizado com iluminagao de 4 lux.
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Figura 2: llustragdo Monitor de Padrao Comportamental (BPM). Esferas representam os
orificios laterais (7) e no assoalho (3). (Fonte: Acervo préprio).

4.4. USV e analise

As USV foram gravadas utilizando um sistema da Avisoft Bioacoustic
(Avisoft, Alemanha), que consiste de microfone para sons ultrassénicos acoplado
a um computador com programa Avisoft Recorder. O microfone utilizado foi o
UltraSoundGate Condenser Microphone CM16, sensivel a frequéncias entre 15
e 180 kHz, colocado a 45 cm do chdo da caixa para melhor captura acustica,

conforme figura 3:

Figura 3: Esquema de posicionamento do microfone ultrassénico para captagdo das
vocalizagdes ultrassdnicas (USV) de ratos. O posicionamento correto esta mostrado na
ilustracdo a esquerda; na ilustragdo do centro o microfone esta muito alto, podendo nao
captar as USV emitidas préximas ao assoalho, enquanto na ilustracéo a direita o microfone
esta muito baixo, podendo nao captar as USV quando o animal levanta a cabecga (p.ex. no

rearing). (Schwarting, 2014)
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As USV foram analisadas posteriormente utilizando-se o software Deep Squeak,
um sistema baseado em deep learning para detecgao e analises de vocalizagdes
ultrassbénicas (Coffey et al.,2019). Tal software, divide os arquivos de audio em
fragmentos e converte-os em sonograma, para que entdo as imagens geradas
passem por um detector de objetos (rede neural convolucional regional). As
deteccgdes foram posteriormente analisadas com uma rede de denoiser post-hoc
treinada pelo experimentador. Com isso, foi possivel detectar automaticamente
e distinguir USVs de ruidos (que comumente estdo presentes neste tipo de
arquivo). Finalmente, as USVs detectadas foram agrupadas manualmente em
subtipos utilizando parametros de classificagao relatados anteriormente com
base na frequéncia, sendo classificadas em aversivas ou apetitivas (Clavero,
2020).

4.5. Intervencgdes

Os farmacos foram dissolvidos em salina, sendo DL- anfetamina (Sigma,
EUA) administrada na dose de 5 mg/kg e a Modafanila (Stavigile® — Libbs, Brasil)
na dose de 150 mg/kg, ambas por via intraperitoneal (ip). Estas doses foram
baseadas em estudos anteriores indicando sua efetividade em eliciar aumento
da atividade locomotora em ratos (Taylor and Snyder, 1971; Edgar and Seidel,
1997; Engelhardt et al., 2017). Os farmacos foram administrados agudamente,
imediatamente antes do teste comportamental, em volume constante (1 ml/kg de
peso). Ja a privagao de sono teve duragao de 24 horas, com comida e bebida a
vontade, sendo os ratos retirados do aparato e colocados imediatamente no
BPM.
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4.6. Privacao de sono por Plataforma Unica

Figura 4 — Fotos dos aparatos para privagdo de sono. Esquerda: vista superior de um
rato na plataforma (ragéo a esquerda, bebedouro retirado para realizagdo da foto);

Direita: foto de 3 aparatos (com bebedouros). (fonte Souza, 2018).

Os animais foram alocados isoladamente em uma plataforma cilindrica
com diametro de 6,5cm, dentro de uma caixa metalica (23x23x30cm) contendo
agua (1cm abaixo da altura da plataforma), durante o periodo de 24 horas (figura
4). Ao atingir o sono REM (rapid eye movement) ocorre atonia muscular, fazendo
com que o rato entre em contato com agua, acordando-o. Este modelo priva os
ratos principalmente de sono REM, embora outras fases também podem ser
afetadas (Machado et al., 2004). As caixas de privagdo de sono continham
suporte com agua e comida ad libitum, com temperatura da sala controlada (21+
2°C).

4.7. Lavado vaginal

O ciclo estral pode ser dividido em 4 fases: proestro, estro, metaestro e
diestro, sendo que essa variagao é decorrente da flutuagdo hormonal que ocorre
enquanto ha atividade endécrina ovariana, se iniciando na puberdade da rata e
finalizando na senectude, ao completarem aproximadamente um ano de vida

(Vilela, 2007). O estudo da influéncia (ou ndo) do ciclo estral & importante para a
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translacdo dos dados nao-clinicos para a clinica, bem como pode auxiliar na
compreensao da fisiologia/fisiopatologia do comportamento observado. Por
exemplo, foi observado que ratas Wistar apresentam uma emissao maior de USV
de 50 kHz na fase de pro-estro (Souza et al., 2018).

Proestro Estro
Presenca de células arredondadas, Predominio de células cornificadas;
polinucleadas que podem estar dispersas Queratinizadas; Aspecto de “folhas secas”.

ou agrupadas; Células epiteliais grandes;

Auséncia de neutrdfilos.

Metaestro Diestro
Predominio de leucécitos com presenca Predominio de leucdcitos; presenga de
de células cornificadas e células muco; poucas € pequenas ceélulas
epiteliais. epiteliais.

Figura 5: Fases ciclo estral de ratas. Fotos representativas das diferentes fases do ciclo estral
de ratas (Vilela, 2014)

Logo apds serem retiradas do BPM, as ratas fémeas passaram por coleta
de lavado vaginal, a fim de se determinar a fase do ciclo estral e sua possivel
interferéncia nos comportamentos avaliados no teste. O lavado vaginal foi
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coletado com o auxilio de um swab umedecido com solucéo de cloreto de sédio
e em sequéncia feito esfregaco em lamina de microscopia para visualizagao das
células presentes, utilizando objetiva de 400x e classificando a da fase do ciclo

conforme descrito na figura 5.

4.8. Analise estatistica

Como machos e fémeas foram testados em diferentes grupos
experimentais, os dados foram analisados separadamente pelo teste t de
Student (bicaudal) comparando os grupos experimentais (intervencéo x nao
intervencao). Os dados que ndo se enquadravam nas suposicdes paramétricas
foram analisados pelo teste de Mann Whitney. Todas as analises foram feitas no

software Statistica 12.0. A significancia estatistica foi fixada em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 DL-Anfetamina alterou atividade locomotora e exploratéria, mas ndao USV
de 50kHz em machos e fémeas
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Figura 6: Efeito da DL-anfetamina (5 mg/kg, ip) em ratos machos. (A) Numero total de vocaliza¢des
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) Numero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).
*

p<0,05.

Em ratos machos, a DL-anfetamina aumentou a distancia percorrida (U= 4,00,
p<0,001), velocidade (U= 4,00, p<0,001) e hole pokes (118= 3,49, p<0,01), mas
nao induziu USV de 50 kHz (U=37,50, NS).
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Figura 7: Efeito da DL-anfetamina (5 mg/kg, ip) em ratas fémeas. (A) NUmero total de vocalizagdes
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) Numero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).

*p<0,05.

Em ratas, a DL-anfetamina aumentou a distancia percorrida (U=0,00, p<0,001),
a velocidade (U= 0,00, p<0,001) e os hole pokes (U= 2,50, p<0,001). mas n&o
induziu USV de 50 kHz (U=37,00, NS).



35

>
w

50000=
£
£ 40000
®
T 30000~ *
>
£ °s
o 20000
o [ ]
= )
L:, 10000~ o
2

0 1 |

T Controle

e DL-amphetamine

Figura 8: Efeito da DL-anfetamina (5 mg/kg, ip) na atividade locomotora em ratos machos. (A) Distancia
percorrida (em cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de DL-
Anfetamina, enquanto abaixo, controle.
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Figura 9: Efeito da DL-anfetamina (5 mg/kg, ip) na atividade locomotora em ratas fémeos. (A) Distancia
percorrida (em c¢cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de DL-
Anfetamina, enquanto abaixo, controle.
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5.2. Modafinila diminuiu atividade locomotora apenas em ratos machos
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Figura 10: Efeito da Modafinila (150 mg/kg, ip) em ratos machos. (A) Nimero total de vocalizages
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) Numero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).
*

p<0,05.

Em ratos machos, a modafinila diminuiu a distancia percorrida (t18= 3,23,
p<0,01) e a velocidade (t18= 3,23, p<0,01), mas ndo aumentou os hole pokes
(U=39,50, NS) ou 0 USV de 50 kHz (U=29,50, P).
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Figura 11: Efeito da Modafinila (150 mg/kg, ip) em ratas fémeas. (A) Numero total de vocalizacdes
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) NUmero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).
%

p<0,05.

Nas fémeas, a modafinila ndo alterou a distancia percorrida (t18= 0,78, NS),
velocidade (t18= 0,78, NS), hole pokes (118= 1,21, NS) ou USV de 50 kHz
(U=16,50, NS).
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Figura 12: Efeito da modafinila (150 mg/kg, ip) na atividade locomotora em ratos machos. (A) Distancia
percorrida (em cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de Modafinila,
enquanto abaixo, controle.
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Figura 13: Efeito da modafinila (150 mg/kg, ip) na atividade locomotora em ratas fémeas. (A) Distancia
percorrida (em cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de Modafinila,
enquanto abaixo, controle.
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5.3. Privagéo de sono aumentou USV de 50kHz em ratos machos
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Figura 14: Efeito da Privacdo de sono (24 horas) em ratos machos. (A) NUmero total de vocalizagdes
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) Numero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).
*

p<0,05.

Em ratos machos, a privagado de sono aumentou as USV de 50 kHz (U=19,00,
p<0,05), mas nao alterou a distancia percorrida (t18= -1,05, NS), velocidade
(t18=-1,05, NS) ou hole pokes (t18=- 0,10, X).
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Figura 15: Efeito da Privacdo de sono (24 horas) em ratas fémeas. (A) Numero total de vocalizagdes
ultrassénicas de 50 kHz (USV). (B) Distancia percorrida (em cm). (C) Velocidade dos animais (em cm/s).
(D) NUmero total de hole pokes. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).

*p<0,05.

Nas ratas, a privagao de sono nao alterou a distancia percorrida (t18= 0,32, NS),
velocidade (118= 0,32, NS), hole pokes (118= - 0,56, NS) ou USV de 50 kHz

(U=42,50, NS).
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Figura 16: Efeito da priva¢do de sono (24 horas) na atividade locomotora em ratos machos. (A) Distancia
percorrida (em cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de Privagao
de sono, enquanto abaixo, controle.
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Figura 17: Efeito da privagdo de sono (24 horas) na atividade locomotora em ratas fémeass. (A) Distancia
percorrida (em cm) Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05. (B) Exemplo
representativo dos heatmaps gerados durante o teste: Imagem acima sendo o rato sob efeito de Privacdao
de sono, enquanto abaixo, controle.



5.4. Perfil de USV de 50kHz por intervalo de tempo
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Figura 18: Perfil de vocalizagBes ultrassonicas de 50 kHz emitidas em intervalos de 10 minutos em
diferentes modelos de mania em ratos machos: (A) DL-Anfetamina 5mg/kg. (B) Modafinila 150mg/kg
(C) Privagdo de sono 24 horas. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo).
*

p<0,05.

42



43

40
-o- Control

304 -# Amphetamine

20+

10

50-kHz USV emitted

Minutes

-e- Control
-= MODAFINIL

50-kHz USV emitted
N
S
I

0-—i;£>'—v—'—v—|

0 20 40 60 80
Minutes

404
-~ Control

30 -® Sleep Deprivation

20

10

50-kHz USV emitted

0 20 40 60 80
Minutes

Figura 19: Perfil de vocalizagGes ultrassénicas de 50 kHz emitidas em intervalos de 10 minutos em
diferentes modelos de mania em ratas: (A) DL-Anfetamina 5mg/kg. (B) Modafinila 150mg/kg (C) Privacdo
de sono 24 horas. Os dados sdo expressos como médias + SEM. (n=10 ratos/grupo). *p<0,05.
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5.5. Ciclo estral das ratas

Tabela 1 — Fases do ciclo estral apds teste do BPM.

Controle AMPH Controle MOD N-Priv Priv
Proestro 2 2 2 2 2 1
Estro - 3 6 6 6 5
Metaestro 3 4 1 1 1 1
Diestro 4 - 1 1 0 3
Total 9 9 10 10 9 10

Numero de ratas em cada fase (De acordo com Vilela et al., 2007)
AMPH: DL-anfetamina (5 mg/kg, ip)

MOD: modafinila (150 mg/kg, ip)

Priv: Privacao de sono (24h)

Ao analisar os dados do ciclo estral descritos acima (tabela 1),
observamos que o n é muito baixo, impossibilitando uma analise estatistica
apropriada. De qualquer forma, o uso de ratas fémeas no estudo nos permitiu
trazer importantes discussées sobre dimorfismo sexual e nos orientar em um
proximo projeto. Além disso, Becker et al. (2016), comparando a variabilidade de
ratos machos e fémeas em estudos de neurociéncia, sugerem que, mesmo sem
levar em conta o ciclo estral, a variabilidade das fémeas nao € maior do que a
dos machos e, portanto, a categorizacao nas fases do ciclo estral nem sempre é
necessaria. Além disto, considerando o aspecto translacional, ndo € comum
considerar a fase do ciclo menstrual das mulheres em estudos clinicos com

pacientes com transtornos neuropsiquiatricos.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os comportamentos de locomocéao
(distancia percorrida, velocidade), exploracéo (hole pokes) e emissédo das USV
de 50kHz em ratos machos e fémeas expostos ao BPM e submetidos a 3
diferentes modelos de indugdo de comportamento tipo maniaco. Na tabela 2,

observa-se um resumo dos resultados observados.

Tabela 2 -Resumo dos resultados comportamentais pontuados, ordenados por Modelo de

Mania e sexo

DL-ANFETAMINA MACHOS FEMEAS
50 KHZ USVY o 0
DISTANCIA ® ®

VELOCIDADE ® ®
HOLE POKES @ ®
MODAFINILA MACHOS FEMEAS
50 KHZ USY o 0
DISTANCIA © 0
VELOCIDADE © 0
HOLE POKES 0 o
PRIV. DE SONO MACHOS FEMEAS
50 KHZ USV ® 0
DISTANCIA 0 0
VELOCIDADE 0 0
HOLE POKES 0 o

Analisando os resultados que obtivemos com cada modelo, alguns foram
inesperados quando comparados com estudos prévios. Por exemplo, no
presente estudo, a DL-anfetamina ndo aumentou a emissao das USV de 50kHz.

Estudo realizado por Pereira e colaboradores (2014), observou que a D-
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anfetamina na dose de 2,5mg/kg, eliciou aumento das USV apetitivas, que foi
revertido com o uso de farmacos antimaniacos. Nesta linha, Wendler et al.
(2016) também observaram aumento das USV de 50kHz com a administragao
do psicoestimulante lisdexanfetamina (10mg/kg), um pro-farmaco da
anfetamina, indicando que farmacos tipo anfetaminicos sdo poderosos

estimulantes farmacolégicos para indugao de USV apetitivas de 50kHz.

Uma diferenca neste estudo para os realizados previamente € a escolha
da auséncia de cepilho no aparato do BPM, o que pode ter tornado o ambiente
mais aversivo para o rato, interferindo na emissdo de USV apetitivas. Essa
escolha foi devido a estrutura do BPM, uma vez que houve a intengao de avaliar
os hole pokes e o uso de cepilho poderia atrapalhar a visualizacdo dos furos
para o rato, além da queda do cepilho do aparelho devido a maior
movimentacado do rato pelas intervencdes (psicoestimulantes ou privagao de
sono) poderia introduzir um viés entre os diferentes grupos experimentais.
Neste sentido, Natusch e Schwarting (2010) observaram que os ratos
vocalizavam mais intensamente em resposta a dl-anfetamina com o uso de
cepilho limpo do que aqueles avaliados em ambiente sem cepilho. Em
consonancia com esta hipotese, estudo nao publicado do nosso laboratorio
também nao observou aumento de USV de 50 kHz em resposta a cocaina em
um labirinto sem o cepilho. Portanto, a auséncia de cepilho poderia ser um dos
fatores relacionados a auséncia de indugdo de USV de 50 kHz observada no
presente estudo. Em estudos futuros este fator pode ser podemos avaliado, por
exemplo, utilizando-se um BPM com cepilho e sem furos no fundo ou usando
um anel elevado ao redor dos buracos no chao para evitar que o mesmo caia

ou até mesmo deixando o cepilho cair nos buracos e no chao.

Outro diferencial entre o presente estudo e os estudos prévios citados consiste
na utilizacdo (estudos prévios) ou nao (presente estudo) de habituagdo ao
aparato experimental. Nos estudos prévios (p.ex. Natusch e Schwarting, 2010;
Pereira et al., 2014; Wendler et al., 2016) houve exposi¢ao dos ratos a arena
experimental por 3 dias consecutivos, reduzindo o estresse relacionado a
neofobia. Considerando que os estudos prévios com o BPM nao houve esta
habituagdo, que pode alterar o comportamento locomotor e exploratorio,

optamos por, neste primeiro estudo, utilizar a mesma metodologia.
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Voltando ao estudo de Natusch e Schwarting (2010), estes autores também
analisaram atividade locomotora e exploratoria dos ratos, também utilizando a
d-anfetamina (2,5mg/kg), observando um aumento destes parametros,
independente da presenga ou nao de cepilho no aparato. Estes dados
concordam com o presente estudo, uma vez que apesar de ndo termos
observado aumento das USV, como esperado, observamos aumento da
distancia percorrida, da velocidade e do numero de hole pokes. Logo, neste
ponto, nosso estudo reforga mais uma vez o efeito psicoestimulante em ratos,

inclusive no BPM, concordando com estudos anteriores (Geyer et al., 1986).

Neste estudo foi observada a progressao das USV emitidas em intervalos
de 10 minutos, com sua evolugao durante os 60 minutos de teste (Figuras 18 e
19). Para as USV, tanto em machos quanto em fémeas, ha um pico de
vocalizagdes no inicio do teste, durando até aproximadamente 40 minutos.
Como nao temos a mesma progressao registrada para atividade locomotora, néo
€ possivel comparar os picos destes efeitos da dl-anfetamina. Entretanto, como
foi observado hiperlocomogédo na auséncia de aumento da emissao de USV
apetitivas de 50 kHz, os dados vao na diregdo da independéncia destas
variaveis, conforme proposto anteriormente (Natusch and Schwarting, 2010;
Wendler et al., 2016, 2019; Kanazawa et al., 2021). Portanto, estes parametros
nao sao parametros intercambiaveis ou redundantes. Além disto, a detecc¢ao de

aumento da atividade locomotora indica a atividade do farmaco utilizado.

Foi demonstrado que a modafinila aumenta atividade e exploragao
(através de rearing) em camundongos machos C57BL/6J e 129/SJ utilizando o
aparato do BPM (Young et al., 2011). Em ratos, ndo observamos o mesmo
padrdao comportamental. Nao houve aumento da emissao de USV de 50kHz,
assim como atividade locomotora e exploratéria tanto em machos quanto em
fémeas. Para os dois ultimos parametros, ndo apenas nao houve aumento, como
houve uma diminui¢do significativa observada nos ratos machos. Isso pode ter
ocorrido devido a uma maior sensibilidade destes ratos a modafinila, tendo por
consequéncia indugao de estereotipia e diminuigdo dos outros comportamentos
analisados. Uma possivel explicagdo para este resultado indicativo de
dimorfismo sexual pode estar relacionada com a diferenca de expressédo de DAT

entre os sexos. Foi observado que ratas Sprague-Dawley tém uma maior
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expressao de DAT no nucleo accumbens em relagdo aos machos (Harrod et al.,
2004). Logo, levantamos a hipétese que a inibicdo de DAT produzida pela
modafinila (considerado um fraco inibidor do DAT) na dose de 150mg/kg pode
nao ser alta o suficiente para causar estereotipia nas fémeas como
supostamente aconteceu com os machos. Por outro lado, Beatty e Holzer (1978)
avaliaram o dimorfismo sexual em ratos machos e fémeas em relagdo a
estereotipia, observando que ratas fémeas mostram mais comportamento

estereotipico que os machos apds administracao de anfetamina.

Como proposta para um estudo futuro, uma alternativa seria realizar uma curva
de dose-resposta com modafinila e anfetamina com o objetivo de comparar com
precisdo o dimorfismo sexual em relagédo aos comportamentos estereotipados,
atividade locomotora e exploratéria e emissao de USV para melhor compreensao

deste tema.

Em relacéo a privagado de sono, no presente estudo foi observado um
aumento da emissao das USV de 50kHz apenas em ratos machos, indicando um
dimorfismo sexual e concordando com estudos anteriores que sugerem um
maior efeito na emissdo de USV de ratos machos (Souza, 2018). Porém néo
houve efeito na atividade locomotora, diferente do observado em estudos
anteriores (Gessa et al., 1995; Abrial et al., 2014; Wendler et al., 2019). Wendler
e colaboradores (2019), utilizando 24 e 72 horas de privagdo de sono,
observaram aumento tanto das USV de 50kHz, quanto de atividade locomotora,
que foram revertidos pela administracao de litio. Entretanto, o efeito da privacao
de 72 horas foi significativamente maior do que o observado pela privagao de
24h. Ao escolher o método utilizado neste estudo, havia evidéncias de que o
periodo de 24 horas seria suficiente para produzir os comportamentos maniacos
com menor estresse dos ratos do que o provocado pelo modelo de 72 horas.
Além disto, uma privagdo com duragdo de 24 horas teria um aspecto mais
translacional para a clinica. A auséncia dos resultados observadas no presente
estudo pode estar relacionada com essa escolha da curta duracéo da privacéao,
que poderia estar em um limiar para indugao de alteragdes comportamentais tipo
maniacas (ou seja, alguns ratos responderiam com indug¢ao e outros ndo). Um

novo estudo com maior duragdo da privagéo (48 ou 72) ou com privagao de 24h
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repetidas seria interessante para avaliar as diferengas comportamentais, tanto

em relagao as USV quanto locomocgao e exploragao.

Uma limitagdo do presente estudo € o emprego de apenas uma dose de cada
farmaco e o tempo de observacgéao (até 1h apdés a administracdo dos farmacos).
Engelhardt et al. (2017) observou que, em ratos juvenis, a d-anfetamina acarreta
uma curva em U invertido em relagao a emissdo de USV, com o pico ocorrendo
com 2,5 mg/kg e doses de 0,5 e 5,0 mg/kg eliciando os menores aumentos. A
dose de dl-anfetamina utilizada no presente estudo corresponderia a uma dose
de d-anfetamina entre 2,5-5,0 mg/mg, ou seja, dentro da faixa de atividade. Ja
em relagcdo a modafinila, as doses de 100-300 mg/kg sé&o capazes de indugao
de hiperlocomogédo (Edgar and Seidel, 1997). Apesar destas consideragoes,
claramente, estudos com avaliando uma curva dose-resposta com cada farmaco

emprego Sao necessarios.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que, para ratos, a simples adi¢do do registro
de vocalizagdes ultrassbnicas de 50kHz ao perfil comportamental do BPM nao
aumentou o perfil de comportamento maniaco, sendo necessario, portanto,
ainda incluir algumas alteragcbes adicionais no procedimento proposto. Além
disso, esses resultados destacam diferencas de resposta entre os modelos de
mania e um dimorfismo sexual que ainda precisam ser mais amplamente
explorados, mas que sugerem que devemos ter cautela quando analisamos
resultados de estudos com diferentes modelos e empregando majoritariamente
machos, com a finalidade de construir uma hipétese neurobiolégica da mania ou

desenvolver um medicamento antimaniaco para uso clinico.
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