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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) € um transtorno psiquiatrico grave caracterizado pela presenca de
episoédios de mania e depressdo. Os principais farmacos utilizados no tratamento do TB séo o
litio (Li) e o valproato (VPA). Alguns estudos sugerem o envolvimento de fatores neurotréficos
na fisiopatologia do TB. A privagdo do sono paradoxal (PSP) em camundongos tem sido
considerada um bom modelo animal de mania porque induz comportamentos do tipo maniaco,
bem como produz altera¢Ges neuroquimicas observadas em pacientes bipolares. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos do Li e do VPA sobre pardmetros comportamentais e
niveis de fatores neurotr6ficos em um modelo animal de mania induzido pela PSP. Para tal,
camundongos C57BL machos foram tratados com Li, VPA ou salina (Sal) por sete dias. O
protocolo de PSP teve uma duracdo de 36h e foi iniciado no quinto dia de tratamento com 0s
estabilizadores do humor. O grupo controle ndo foi privado do sono e foram mantidos em sua
caixa moradia durante todo o experimento. Os grupos experimentais foram os seguintes: 1)
Controle+Sal; 2) Controle+Li; 3) Controle+VPA; 4) PSP+Sal; 5) PSP+Li, 6) PSP+VPA.
Imediatamente apds o protocolo de PSP, a atividade locomotora, a atividade exploratoria e o
comportamento de risco dos animais foram avaliados no teste do campo aberto. Além disso,
foram avaliados os niveis de fatores neurotréficos [fator neurotréfico derivado do encéfalo
(BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4 (NT-4), fator neurotréfico derivado da glia
(GDNF), fator de crescimento neural (NGF)] no hipocampo, no cértex frontal e no estriado dos
camundongos. A PSP induziu comportamentos tipo maniaco nos animais e o tratamento com
Li ou VPA reverteu alteracbes comportamentais induzidas por PSP. O PSP diminuiu os niveis
de BDNF, NGF e GDNF no cértex frontal e no hipocampo de camundongos. A administracao
de Li ou VPA protegeu o cérebro contra os danos induzidos pelo PSP. No entanto, o PSP e a
administracdo de Li ou VPA ndo afetaram os niveis de NT-3 e NT-4 nas estruturas cerebrais
avaliadas. Em conclusdo, o protocolo PSP induziu comportamento do tipo maniaco e
diminuicdo dos niveis de fatores neurotroficos no cérebro de camundongos. Portanto, sugere-

se que fatores neurotroficos e sono sao alvos essenciais no tratamento do TB.

Palavras-chaves: Privacdo do Sono; Fator Neurotrofico Derivado do Encéfalo; Neurotrofina-
3; Neurotrofina-4; Fator Neurotrofico Derivado da Glia; Fator de Crescimento Neural;

Transtorno Bipolar.



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a severe psychiatric disorder characterized by the presence of episodes
of mania and depression. The main drugs used to treat TB are lithium (Li) and valproate (VPA).
Some studies suggest the involvement of neurotrophic factors in the pathophysiology of TB.
Paradoxical sleep deprivation (PSD) in mice has been considered a good animal model of mania
because it induces manic behavior as well as produces neurochemical changes observed in
bipolar patients. The present study aimed to evaluate the effects of treatment with lithium (Li)
and valproate (VPA) on behaviors and brain BDNF, NGF, NT-3, NT-4 and GDNF levels in
mice submitted to paradoxical sleep deprivation (PSD), which induces an animal model of
mania. Male C57BL/6J mice received an intraperitoneal (i.p.) injection of saline solution (NaCl
0.09%, 1 ml/kg), Li (47.3 mg/kg, 1 ml/kg) or VPA (200 mg/kg, 1 ml/kg) once a day for seven
days. Animals were randomly distributed into six groups (n = 10 per group): (1) Control + Sal,
(2) Control + Li; (3) Control + VPA,; (4) PSD + Sal; (5) PSD + Li; or (6) PSD + VPA. Animals
were submitted to 36 h of PSD, and then, they were submitted to the open field test. The frontal
cortex and hippocampus were dissected from the brain. The manic-like behaviors in the mice
were analyzed. Treatment with Li and VPA reversed the behavioral alterations induced by PSD.
PSD decreased BDNF, NGF, and GDNF levels in the frontal cortex and hippocampus of mice.
The administration of Li and VPA protected the brain against the damage induced by PSD.
However, PSD and the administration of Li and VPA did not affect the levels of NT-3 and NT-
4 in either brain structure evaluated. In conclusion, the PSD protocol induced manic-like
behavior in rats and induced alterations in neurotrophic factor levels. It seems that neurotrophic

factors and sleep are essential targets to treat BD.

Keywords: Sleep Deprivation; Brain Derived Neurotrophic Factor; Neurotropin-3;

Neurotropin-4; Glia Derived Neurotrophic Factor; Neural Growth Factor; Bipolar Disorder.
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1 INTRODUCAO

O Transtorno Bipolar (TB) afeta aproximadamente 1 a 2% da populacéo adulta e esta
associado a alta morbidade e mortalidade, e caracteriza-se por disturbios de humor que variam
de extrema euforia (mania) a depressdo grave, frequentemente acompanhados por
caracteristicas psicoticas e alteracdes cognitivas (Delgado et al., 2012). O marco clinico do TB
sdo episodios maniacos, que podem ser acompanhados ou ndo por episodios mistos e
depressivos (Sanches et al., 2005). A mania ¢ um estado elevado do humor, no qual o paciente
encontra-se expansivo ou irritavel por um periodo de pelo menos uma semana ou se a
hospitalizacdo se fizer necessaria. O episodio hipomaniaco possui 0s mesmos critérios de
alterac6es do humor do maniaco, entretanto, com dura¢do minima de quatro dias. O diagndstico
pelo DSM-V requer gue esta alteracdo do humor, tanto na mania quanto na hipomania, seja
acompanhada por pelo menos trés sintomas adicionais, citados a seguir: auto-estima inflada ou
grandiosidade, diminuicdo da necessidade de sono, taquilalia, fuga de ideias, distratibilidade,
agitacdo psicomotora e comportamentos de risco (American Psychiatric Association, 2013).

Apesar do marco clinico no diagnostico do TB ser mania ou hipomania, geralmente,
0S pacientes passam a maior parte de suas vidas em depressdo (Kaltenboeck et al., 2016). O
paciente em depressdo apresenta 0 humor deprimido e/ou anedonia, que é acompanhada por
perda ou ganho importante de peso, insénia ou hipersonia, retardo ou agitacdo psicomotora,
fadiga ou perda da energia, sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva, dificuldade para
concentrar-se e pensamentos de morte ou ideacao suicida. Cinco ou mais dos critérios citados
anteriormente devem estar presentes, por no minimo, durante duas semanas e comprometer o
funcionamento social e/ou ocupacional (American Psychiatric Association, 2013).

Existem dois tipos principais de TB, o TB do tipo | e TB do tipo Il. O TB | ¢
caracterizado por episddios recorrentes de mania, com no minimo um episodio, e episédios
depressivos, podendo apresentar 10% a 15% de risco de planejamento ou tentativas de suicidio
(Justos e Calil 2004; Moreno et al., 2005). O TB |l é definido pela presenca de episodios
recorrentes de depressdo e de hipomania (Delgado et al., 2012). Além do TB do tipo | e do tipo
I, ainda existe o transtorno ciclotimico, em que ha numerosos episddios de hipomania,
intercalados por muitos episodios de depressdo, que ndo preenchem critérios para depressdo
maior — essa condicdo deve se manter por pelo menos dois anos, sem intervalos maiores que
dois meses livres de sintomas (Justos e Calil, 2004). Estudos epidemiol6gicos mostraram que

0 TB pode ser causado por uma mistura complexa de fatores ambientais e genéticos, mas muito



pouco se sabe sobre 0os mecanismos bioldgicos especificos subjacentes ao TB. Fatores de risco
ambientais, como a perda do suporte social ou a interrupcéo do ciclo vigilia/sono, contribuem
para a manifestacdo dos sintomas (MacCraaken, 1992).

O tratamento do TB é dividido em trés fases, sendo elas: aguda, continuacéo e
manutengéo. Os objetivos do tratamento da fase aguda séo tratar mania sem causar depresséo
e/ou melhorar depressdo sem causar mania. A fase de continuagdo tem como premissa
estabilizar os beneficios, reduzir os efeitos colaterais, tratar até a remissdo, reduzir a
possibilidade de recaida e aumentar o funcionamento global, e, finalmente, os objetivos do
tratamento de manutencdo estdo inclusos metas como prevenir mania e/ou depresséo e
maximizar recuperagdo do paciente de forma que ele permaneca em remisséo (Gomes e Souza,
2005).

O Li é o medicamento de primeira escolha para o TB, padrdo-ouro usado no tratamento
dessa condi¢do médica, sendo o Unico estabilizador de humor exclusivo aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA). Esse farmaco apresenta o maior nimero de estudos
controlados demonstrando sua eficacia na mania/hipomania e na prevencdo de recorréncias;
além disso possui uma modesta acdo antidepressiva (Moreno et al., 2005). Além do uso do Li
também sdo utilizados antipsicético atipicos, anticonvulsivantes e antidepressivos. A
combinacdo de um antipsicético com litio ou valproato pode ser uma escolha mais efetiva,
dependendo de cada caso. Em casos de mania grave, recomenda-se como primeira opgédo a
combinacéo de litio e um antipsicético atipico ou valproato com antipsicético atipico (Sani et
al., 2017). Embora a polifarmécia funcione na maioria dos casos, uma parcela representativa
dos pacientes ndo responde adequadamente ao tratamento, ou apresentam efeitos colaterais
graves que levam ao abandono e descontinuacgéo do tratamento por parte dos pacientes (Jawad
etal., 2018).

O fator que impede o desenvolvimento de tratamentos completamente eficazes para o
TB é o curso clinico complicado, envolvendo episédios de mania e seu oposto — a depressdo
(Harrison et al., 2018). Embora a fisiopatologia do TB nédo seja completamente conhecida, 0s
fatores neurotréficos parecem desempenhar um papel importante na neurobiologia e tratamento
do TB (Scola e Andreazza, 2015). Os fatores neurotréficos correspondem a um grupo de
proteinas responsaveis pela regulagdo dos processos de sobrevivéncia, crescimento neuronal,
formacdo sinéptica e plasticidade celular no sistema nervoso central e periférico (Gomez e
Escobar, 2013). O fator de crescimento do nervo (sigla do inglés - NGF), fator neurotrofico

derivado do cérebro (sigla do inglés - BDNF), fator neurotrofico derivado da glia (sigla do
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inglés - GDNF), neurotrofina-3 (NT-3) e neurotrofina-4 (NT-4) sdo os fatores neurotréficos
mais estudados nos transtornos psiquiatricos.

O NGF regula a sobrevivéncia, desenvolvimento e hipertrofia de populacdes neuronais
especificas no sistema nervoso central e periférico (Levi-Montalcini e Angeletti, 1968; Cirulli
e Alleva, 2009). Outra neurotrofina bem descrita na literatura ¢ o BDNF, que tem um importante
papel na sobrevivéncia, diferenciacdo e arborizacdo neuronal do sistema nervoso central e
periférico durante o desenvolvimento cerebral e na fase adulta (Kang e Schuman, 1995; Korte
et al., 1995; McAllister, 1999; Sohrabji and Lewis, 2006). O GDNF é o fator neurotréfico
menos estudado nos transtornos de humor. Este fator neurotrofico é produzido e secretado na
regido estriatal e desempenha um papel importante na manutencgéo e sobrevivéncia de neuronios
dopaminérgicos adultos (Granholm et al., 2000; Boger et al., 2006; Pascual et al., 2008). O NT-
3 possui um papel importante no desenvolvimento da crista neural do sistema nervoso periférico
e sistema nervoso central, possui atividade bioldgica em diversos tipos de populacGes
neuronais, proporcionando um amplo espectro de acdo (Chalazonitis, 2004). A NT-4 € uma
neurotrofina estruturalmente muito semelhante ao BDNF, compartilhando com este, 95% da
sequéncia de aminoacidos. Além disso, a NT-4 possui um importante papel na neurogénese
durante o desenvolvimento e € diferentemente regulada no desenvolvimento tardio
(Bartkowska et al., 2010).

De fato, diversos estudos clinicos e pré-clinicos mostram alteracbes nos niveis de
fatores neurotréficos no TB, como o BDNF (Tunca et al., 2014; Scola e Andreazza, 2014;
Fernandes et al., 2011), o GDNF (Tunca et al., 2014; 2015), o NGF (Barbosa et al., 2011a; b),
a NT3 e a NT4 (Loch et al., 2015; Barbosa et al., 2014; Fernandes et al., 2011; Huang et al.,
2012). Tendo em vista que as neurotrofinas sdo essenciais para o funcionamento e
sobrevivéncia neuronal, supde-se que a viabilidade das células nervosas pode ser afetada por
uma reducdo persistente dessas moléculas no SNC (Manji e Chen, 2000). Diversos estudos tém
demonstrado uma diminuicdo dos niveis de BDNF e do seu receptor, TrkB, tanto no sangue
quanto no cérebro de pacientes bipolares (de Oliveira et al., 2009; Soontornniyomekij et al.,
2011; Thompson Ray et al., 2011; Huang et al., 2012). Além disso, um polimorfismo do gene
do BDNF, que substitui uma valina por uma metionina no cédon 66 (Val66Met) tem sido
associado com a fisiopatologia do TB (Craddock et al., 2005).

Em estudos pré-clinicos anteriores, foi demonstrado que comportamentos do tipo
maniaco sdo acompanhados por diminuigdo dos niveis de BDNF e GDNF no cortex pre-frontal
e hipocampo de ratos (Frey et al., 2006a, 2006b; Jornada et al., 2010; Cechinel-Recco et al.,

2012). Do mesmo modo, muitos estudos clinicos tém demonstrado que pacientes bipolares
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durante a fase maniaca apresentam niveis de BDNF diminuidos durante os episddios maniacos
e depressivos quando comparados com pacientes eutimicos ou controle (Cunha et al., 2006;
Fernandes et al., 2011; Gama et al., 2013). Além disso, outro estudo mostrou que individuos
bipolares, durante a fase maniaca, possuem niveis mais baixos de NGF que pacientes eutimicos
ou controles saudaveis, e que essa diminuicdo de NGF esta correlacionada com a severidade
dos episédios maniacos (Barbosa et al., 2011a). Seguindo a mesma linha da hipétese do déficit
neurotrofico no TB, Barbosa et al. (2011b) promoveram evidencias de que os niveis periféricos
de GDNF estdo relacionados com os diferentes episdédios de humor do TB. Quanto as
neurotrofinas NT-3 e NT-4, Tseng et al. (2016) demonstrou um aumento de NT-4 em pacientes
bipolares. Ainda, em estudos pré-clinicos do nosso grupo de pesquisa foi demonstrado que 0s
niveis de NT-3 e NT-4 estdo aumentados no cérebro de animais submetidos a diversos modelos
animais de mania (Walz et al., 2008; Valvassori et al., 2019), reforcando o envolvimento dos
fatores neurotréficos na fisiopatologia desse transtorno.

Os modelos animais séo importantes para a investigagéo da fisiopatologia, bem como
novas estratégias terapéuticas para transtornos psiquiatricos (Beyer e Freund, 2017). Estudos
anteriores descrevem que para ser valido, um modelo animal em transtornos psiquiatricos deve
demonstrar trés caracteristicas principais: mimetizar os sintomas do determinado transtorno
(validade de face); habilidade do modelo em reproduzir alguns aspectos fisiopatoldgicos e ou
etiologicos do transtorno (validade de construcdo) e, finalmente, os agentes terapéuticos usados
no tratamento devem reverter os sintomas induzidos no modelo animal (validade preditiva)
(Ellenbroek e Cools, 1990).

O marco clinico para o diagndstico da TB é a presenca de sintomas maniacos; portanto
um modelo animal adequado de TB deve assemelhar-se a algumas caracteristicas de um
episddio maniaco, como euforia, irritabilidade, agressividade, hiperatividade, insénia,
hipersexualidade, comportamento de risco e / ou aumento de estereotipias (sniffing e grooming)
(validade de face) (Logan e McClung, 2016). Algumas evidéncias tém demonstrado que as
alteraces do ciclo circadiano podem estar envolvidas com os episodios de mania em pacientes
bipolares. Uma avaliacdo do impacto funcional das alteracGes dos ritmos circadianos na TB
concluiu que a maior parte da deterioracdo do funcionamento durante o periodo inter- episodico
deveu-se a mudangas nos ciclos circadianos (Robillard et al., 2013). Em concordancia com
estudos anteriores, também foi demonstrada uma alta prevaléncia de disturbios do sono, mesmo
em pacientes em fase de remissdo (Giglio et al., 2010). Portanto, pode-se considerar que a
alteracdes do ciclo circadiano em animais poderia mimetizar a etiologia e fisiopatologia do TB,

contemplando a validade de constructo do modelo.
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Baseando-se nessas observacOes, Armani et al. (2012) desenvolveram o modelo
animal de mania induzido por privacdo do sono paradoxal (PSP), em qual um periodo de 36 h
de PSP induz comportamentos maniacos em camundongos. A PSP em camundongos tem sido
considerada um bom modelo animal de mania, pois induz alguns aspectos de um episédio
maniaco, como hiperatividade, hipersexualidade e comportamento agressivo (validade de face)
(Valvassori et al., 2017a; b). Em relacdo a validade preditiva, a hiperatividade induzida pela
PSP também é revertida pelo Li (Streck et al., 2015). Assim, diferentemente dos modelos
farmacologicos de mania, a PSP induz uma variagcdo comportamental além da hiperatividade
simples e este modelo € responsivo ao tratamento com drogas farmacos estabilizadores do
humor, tornando-o talvez mais efetivo em mimetizar a mania bipolar humana (Valvassori et al.,
2017 a; b).

Tendo em vista (1) a gravidade do TB e seu alto impacto na vida de seus pacientes, (2)
o fato de que os tratamentos atualmente disponiveis ndo serem totalmente eficazes e (3) o
possivel envolvimento dos fatores neurotréficos em sua fisiopatologia; estudar os efeitos dos
farmacos classicos sobre os niveis de fatores neurotréficos se faz importante para melhor

compreender a neurobiologia do TB, bem como possiveis formas de melhorar o seu tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos estabilizadores de humor sobre parametros comportamentais e

sobre os niveis de fatores neurotroficos em um modelo animal de mania induzido pela PSP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos dos estabilizadores de humor sobre pardmetros comportamentais em
camundongos submetidos ao modelo animal de mania induzido PSP.

Avaliar os efeitos dos estabilizadores de humor sobre niveis de BNDF, NGF, GDNF,
NT-3 e NT-4 no cortex-frontal, hipocampo e estriado de camundongos submetidos ao modelo

animal de mania induzido pela PSP.
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3 METODOLOGIA
3.1 ANIMAIS

Para o presente estudo foram utilizados 60 camundongos black C57BL/6 machos
adultos obtidos da colonia reprodutiva da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os
animais foram alojados em cinco por gaiola com comida e agua disponiveis ad libitum e
mantidos num ciclo de 12 horas claro / escuro (luzes acendiam as 6:00 da manhd) a uma
temperatura de 22 £ 1 ° C. Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo
as Diretrizes do Instituto Nacional de Salde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio.
Os experimentos foram iniciados apenas apds aprovacao do comité de ética local para o uso de
animais da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob o protocolo 007/2016-1. Todos os
experimentos foram realizados no mesmo horéario todos os dias para evitar variaces
circadianas, e todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir

0 nUmero de animais utilizados.

3.2 TRATAMENTOS

Ao longo de um periodo de sete dias, os animais receberam uma solucdo salina
intraperitoneal (ip) (Sal, NaCl a 0,09%, 10 mL / kg), Li (47,5mg/ kg, 10 mL / kg) ou VPA (200
mg / kg, 10 mL / kg) injecdo uma vez por dia. Todas as doses e os tratamentos utilizados no
presente estudo foram baseados em resultados anteriores de nosso grupo de pesquisa (Jornada
et al., 2010; Valvassori et al., 2015).

3.3 PROTOCOLO DE PRIVACAO DO SONO PARADOXAL (PSP)

Nesse protocolo os animais receberam injecOes intraperitoneais diarias de solucdo
salina, Li ou VPA durante 7 dias, duas vezes ao dia. O protocolo do PSP iniciou no 6° dia do
tratamento, as 18 horas. Os camundongos foram mantidos em 5 por gaiola (38x31x17cm), cada
gaiola contendo 12 plataformas (3,5 cm de diametro). Na mesma caixa, foi colocado um volume
de agua de 1 polegada de profundidade, obrigando os animais a permanecerem sobre as
plataformas (figura 1). Os animais puderam, no entanto, mover-se livremente de uma
plataforma para outra (Armani et al., 2012). Assim, quando 0s animais entraram na fase

paradoxal do sono, devido a atonia muscular, acordavam ao cair na dgua. Comida e agua
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ficaram disponiveis ad libitum. O presente estudo adotou o periodo de 36 h de PSP, uma vez
que este periodo de PSP aumenta o nivel de atividade locomotora, que € considerado um
comportamento maniaco, de animais utilizados em estudos anteriores (Armani t al., 2012). Os
camundongos do grupo controle foram expostos as mesmas condi¢oes, exceto a gua no fundo
da caixa. Apds o periodo de PSP, os animais foram colocados em uma gaiola com maravalha
seca por cinco minutos e depois submetidos ao teste de campo aberto.

Protocolo PSP

36 horas
A
7
6:00 pm
| | 1 | |
| | ' I |
! 6 r ' 8
\.\ 12 horaij 24 horas
Tratamento: l
* Litio Campo Aberto
Valproato l BDNF
Salina R NGF
Cortex-frontal e GDNF
Hipocampo NT-3
NT-4

Figura 1: Desenho experimental do protocolo de Privacdo do Sono Paradoxal (PSP). BDNF:
Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro; NGF: Fator de Crescimento Neural; GDNF: Fator
Neurotrofico Derivado da Glia; NT-3: Neurotrofina-3; NT-4: Neurotrofina-4 (Do autor, 2019).

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (n = 10 por grupo): (1)
Controle + Sal; (2) Controle + Li; (3) Controle + VPA; (4) PSD + Sal; (5) PSD + Li; e (6) PSD
+ VPA.

3.5 TESTE DE CAMPO ABERTO

A atividade locomotora dos animais foi avaliada através do teste de campo aberto.
Neste teste, os animais foram colocados em uma arena de madeira (40x40cm) cercados por
paredes de madeira de 50cm de altura e contendo uma cobertura de vidro frontal. A parte
inferior da arena de campo aberto foi dividida em 16 partes iguais com linhas pretas. Os animais

foram cuidadosamente colocados no quadrante superior esquerdo e depois deixados para
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explorar a arena por 5 min. O numero de atividades horizontais (cruzamentos) e verticais
(levantamentos) e o tempo que o animal permanece nos quadrantes centrais (comportamento
de risco) realizados por cada animal, durante os 5 minutos foram entdo contabilizados (figura
2).

Comportamento
de risco

Cruzamento Levantamento

Figura 2: Representagdo dos parametros comportamentais avaliados no teste do campo aberto
(Valvassori et al., 2017a).

3.6 AMOSTRAS CEREBRAIS

Imediatamente apds o teste de campo aberto, os animais foram mortos por
deslocamento cervical e o cérebro foi removido e dissecado em cortex frontal e hipocampo.
Essas regides cerebrais foram selecionadas por fazerem parte do sistema limbico, um conjunto
interconectado de estruturas cerebrais centrais e corticais responsaveis pelo processamento do
humor, emocdo e memoria (Patestas e Gartner, 2005). As amostras foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C para andlise dos niveis de

neurotrofinas.

3.7 DETERMINACAO DE PROTEINAS

O conteudo total de proteinas foi medido pelo método de Lowry e colaboradores

(1951), usando albumina de soro bovino como padrao.

3.8 NIVEIS DE FATORES NEUROTROFICOS

Para analise de fatores neurotréficos, os tecidos cerebrais foram homogeneizados
em solucdo tampéo fosfato (PBS) com fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF) e acido
etilenoglicol bis (2-aminoetil éter)-N,N,NONO-tetraacético (EGTA). Os homogenatos foram

centrifugados a 10.000 g por 20 min e os sobrenadantes foram coletados para quantificacdo dos
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niveis de NGF, BDNF, GDNF, NT-3 e NT-4. Os niveis de NGF, BDNF, GDNF, NT-3 e NT-4
no cortex-frontal, hipocampo e estriado, foram medidos através de um ensaio imunoenzimatico
em sanduiche, usando kits comerciais de acordo com as instrucdes do fabricante (Chemicon®,
EUA).

Resumidamente, microplacas (fundo plano de 96 pogos) foram revestidas durante
24h com as amostras diluidas 1:2 no diluente da amostra e a curva padrdo. Em seguida, as placas
foram lavadas quatro vezes com diluentes de amostra. Anticorpo monoclonal de coelho anti-
BDNF, anti-NGF, anti-GDNF, anti-NT-3 ou anti-NT-4 diluidos 1:1000 em diluente de amostra
foram incubados durante 3h a temperatura ambiente. Apds a lavagem, foi realizado uma
segunda incubacdo com anticorpo de coelho conjugado com peroxidase diluido 1:1000 durante
1h a temperatura ambiente. Apds a adi¢do da enzima estreptavidina, substrato e stop solution,
determinou-se a quantidade de BDNF, NGF, GDNF, NT-3 e NT-4 por absorbancia em 450nm.
A curva padrdo demonstra uma relacdo direta entre a densidade Optica (DO) e a concentracdo
de BDNF, NGF, GDNF, NT-3 e NT-4.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

O software utilizado nas andlises estatisticas foi 0 STATISTICA 8 (Statsoft ©) e
Prism 6 (GraphPad ©). O teste de Shapiro-wilk foi realizado para testar a normalidade dos
dados. Todos os dados sdo apresentados como a média = S.E.M. As diferencas entre 0s grupos
experimentais foram determinadas pela ANOVA de duas vias seguida pelo teste post hoc de
Tukey. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante. As correlagdes foram analisadas
pelo teste de correlacdo de Pearson. O coeficiente de correlacdo de Pearson foi utilizado para

analisar a forca da relacdo entre varidveis continuas.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISES COMPORTAMENTAIS

A figura 3 mostra os efeitos da PSP nos animais submetidos ao teste de campo
aberto. Observou-se que a PSP aumentou o ndmero de cruzamentos, o numero de
levantamentos e 0 nimero de visitas ao centro no teste do campo aberto. O pré-tratamento com
Li diminuiu esses comportamentos do tipo maniacos induzidos pelo PSP, ou seja, preveniu as
alteracdes comportamentais induzidas pelo PSP nos camundongos. A administracdo do VPA
preveniu o aumento do numero de cruzamentos, o aumento do numero de levantamentos
induzidos pela PSP no campo aberto. No entanto, o VPA bloqueou parcialmente o
comportamento de risco dos animais (visitas ao centro). E importante notar que o tratamento

com Li aumentou o0 nimero de visitas ao centro do campo aberto nos animais.

1504
Controle + Sal

Controle + Li
Controle + VPA
PSP + Sal

PSP +Li

PSP + VPA

DER000

MNuUmero de Atividades

Figura 3: Efeito da administracdo de Li e VPA sobre o nimero de cruzamentos, levantamentos
e visitas ao centro do teste de campo aberto em animais submetidos & privagdo do sono
paradoxal (n = 10 por grupo). Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido
pelo teste de Tukey quando F foi significativo. Os valores sdo expressos como média + SEM.
*p <0,05 comparado com o grupo controle. # p <0,05 comparado com o grupo PSP.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP
[Cruzamentos: F (1,42) = 30.06, p <0,001; Levantamentos: F (1,42) = 8,65, p <0,01; Visitas ao

centro: F (1,42) = 50.89, p <0,001] e tratamento [Cruzamentos: F (2,42) = 25,82, p <0,001,;
Levantamentos: F (2,42) = 13,12, p <0,001; Visitas ao centro: F (2,42) = 13.16, p <0,001] e
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PSP x tratamento [Cruzamentos: F (2,42) = 13,16, p <0,001; Levantamentos: F (2,42) = 22,23,
p <0,001; Visitas ao centro: F (2,42) = 44,48, p <0,001].

4.2 NIVEIS DE BDNF

A Figura 4 demonstra os efeitos do pré-tratamento com Li e VPA sobre 0s niveis
de BDNF no cortex-frontal e no hipocampo de camundongos submetidos a PSP. A PSP
diminuiu os niveis de BDNF no cdrtex-frontal e no hipocampo dos animais. O tratamento com
Li impediu as alteracfes induzidas pelo PSP, aumentando os niveis de BDNF em ambas as
estruturas cerebrais avaliadas, quando comparado ao grupo PSP + Sal. Além disso, o pré-
tratamento com VPA aumentou os niveis de BDNF em animais submetidos a PSP em ambas
as estruturas cerebrais quando comparado com o grupo PSP + Sal. E importante notar que, no
grupo PSP + VPA, o aumento do nivel de BDNF no hipocampo foi significativamente maior

do que no grupo Controle.

0.10-
3 Controle + Sal

0.08- 3 Controle + Li
E T . B Controle + VPA
5 0.061 T & @8 PSP + Sal
= = ED PSP +Li
= 0.044 * :-:l
5 o ) PSP +VPA
@ o

0.024 ::::

0.00

Cortex-frontal Hipocampo

Figura 4: Efeitos da administragdo de Li e VPA sobre os niveis de BDNF no cdrtex-frontal e
no hipocampo de animais submetidos a privacdo do sono paradoxal (n = 6 por grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 comparado com o grupo
controle. # p <0,05 comparado com o grupo PSP.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP [BDNF =
Cortex-frontal: F (1,42) = 7,52, p <0,01; Hipocampo: F (1,42) = 6,56, p <0,05] e tratamento
[BDNF = Cortex-frontal: F (2,42) = 11,57, p <0,001; Hipocampo: F (2,42) = 40,51, p <0,001]
e PSP x tratamento [BDNF = Cortex-frontal: F (2,42) = 13,73, p <0,001; Hipocampo: F (2,42)

= 13,12, p <0,001].
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4.3 NIVEIS DE NGF

A Figura 5 mostra o efeito da PSP e do pré-tratamento com Li e VPA em niveis de
NGF no cortex-frontal e hipocampo de camundongos. Os animais que foram submetidos ao
protocolo PSP mostram uma significativa reducdo nos niveis de NGF no cértex-frontal e no
hipocampo. Li e VPA aumentaram os niveis de NGF em ambas as estruturas cerebrais dos
animais submetidos a PSP em comparagéo com os do grupo de PSD + Sal.

0.104

# # 3 Controle + Sal

008{ A T 1 O Controle + Li
- 1 2|8 e B Controle + VPA
£ 0.061 o o @l PSP + Sal
P - B ED PSP +Li
Q- e = 3 PSP +VPA

0.00 = &

Cértex-frontal Hipocampo

Figura 5: Efeito da administracdo de Li e VPA sobre os niveis de NGF no cdértex-frontal e
hipocampo de animais submetidos a privacdo do sono paradoxal (n = 6 por grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 comparado com o grupo
controle. # p <0,05 comparado com o grupo PSP.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP [NGF =
Cortex-frontal: F (1,42) = 18,84, p <0,001; Hipocampo: F (1,42) = 18,68, p <0,001] e tratamento
[NGF = Cortex-frontal: F (2,42) = 24,66, p <0,001; Hipocampo: F (2,42) = 12,11, p <0,001] e
PSP x tratamento [NGF = Cértex-frontal: F (2,42) = 10,25, p <0,001; Hipocampo: F (2,42) =
16,93, p <0,001].

4.4 NIVEIS DE NT-3

A Figura 6 mostra os resultados dos efeitos do pré-tratamento com Li e VPA nos
niveis de NT-3 no cértex-frontal e no hipocampo de camundongos submetidos ao protocolo de
PSP. Nao encontramos diferengas significativas nos niveis de NT-3 em nenhum dos grupos

experimentais ou estruturas cerebrais avaliadas.
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Figura 6: Efeito da administracdo de Li e VPA sobre os niveis de NT-3 no cortex-frontal e do
hipocampo de animais submetidos a privacdo do sono paradoxal (n = 6 por grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 comparado com o grupo
controle. # p <0,05 comparado com o grupo PSP.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP [NT3 = Cortex-
frontal: F (1,42) = 0,007, p = 0,93; Hipocampo: F (1,42) = 2,08, p = 0,16] e o tratamento [NT-
3 = Cortex-frontal: F (2,42) = 0,01, p = 0,99; Hipocampo: F (2,42) = 4,27, p = 0,02] e PSP x
tratamento [NT-3 = Cortex-frontal: F (2,42) = 0,38, p = 0,68; Hipocampo: F (2,42) = 0,64, p =

0,53].

4.5 NIVEIS DE NT-4

A Figura 7 mostra os resultados dos efeitos de pré-tratamento com Li e VPA sobre 0s
niveis de NT-4 no cdrtex-frontal e hipocampo de camundongos submetidos ao protocolo de
PSP. Nao foi encontrada diferencas significativas nos niveis de NT-4 em nenhum dos grupos

experimentais ou estruturas cerebrais estudadas.
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Figura 7: Efeito de administracdo de Li e VPA em NT-4 niveis no cortex frontal e hipocampo
de animais submetidos & privacdo do sono paradoxal (n = 6 por grupo). Os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando F foi significativo.
Os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 comparado com o grupo controle. # p
<0,05 comparado com o grupo PSP.

ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP [NT4 =
Cortex-frontal: F (1,42) = 2,97, p =0,09; Hipocampo: F (1,42) = 0,09, p = 0,77] e o tratamento
[NT-4 = Cértex-frontal: F (2,42) = 1,39, p=0,26; Hipocampo: F (2,42) = 0,21, p =0,81] e PSP
x tratamento [NT-4 = Cortex-frontal: F (2,42) = 0,51, p = 0,60; Hipocampo: F (2,42) = 1,19, p
=0,31].

4.6 NIVEIS DE GDNF

A figura 8 mostra os resultados de pré-tratamento com Li e VPA sobre os niveis de
GDNF no cortex-frontal e hipocampo de camundongos submetidos a PSP. A PSP induziu uma
diminuicdo nos niveis de GDNF no cértex-frontal e no hipocampo dos animais quando
comparado com os do grupo Controle + Sal. Além disso, o tratamento com Li e VPA impediu
as alteracbes induzidas pela PSP, aumentando os niveis de GDNF em ambas as estruturas
cerebrais avaliadas em camundongos submetidos a PSP quando comparado com o grupo PSP
+ Sal. No entanto, a administracdo de VPA aumentou o0s niveis de GDNF no hipocampo de

camundongos quando comparado ao grupo controle.
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Figura 8: Efeito da administracdo de Li e VPA sobre os niveis de GDNF no cortex frontal e
hipocampo de animais submetidos a privacdo do sono paradoxal (n = 6 por grupo). Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey quando F foi
significativo. Os valores sdo expressos como média + SEM. * p <0,05 comparado com o grupo
controle. # p <0,05 comparado com o grupo PSP.

A ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos do protocolo PSP [GDNF =
Cortex Frontal: F (1,42) = 3,62, p = 0,06; Hipocampo: F (1,42) = 57,60, p <0,001] e tratamento
[GDNF = Cértex Frontal: F (2,42) = 15,15, p <0,001; Hipocampo: F (2,42) = 36,40, p <0,001]
e PSP x tratamento [GDNF = Cortex Frontal: F (2,42) = 8,45, p <0,001; Hipocampo: F (2,42)
= 8,34, p=0,01].

4.7 CORRELACAO ENTRE A ATIVIDADE LOCOMOTORA E OS NiVEIS DE FATORES
NEUROTROFICOS

A correlacdo entre o nimero de cruzamentos e o0s niveis de BDNF é demonstrada na
figura 9. Os niveis de BDNF no cortex-frontal (Figura 9 A) e no hipocampo (Figura 9 B) dos
camundongos foram negativamente correlacionados com o nimero de cruzamentos, correlagdo
de Pearson para BDNF: [cortex-frontal (n = 36; R2 = 0,4450; p <0,0001), hipocampo (N = 36;
R2 =0,4195; p <0,0001)].
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Figura 9: CorrelagBes entre o numero de cruzamentos e niveis de BDNF no cortex-frontal (a),
e hipocampo (b) de camundongos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Os resultados

foram avaliados utilizando o teste de correlagéo de Pearson.

A figura 10 demonstra a correlacdo entre o nimero de cruzamentos e niveis de NGF.

Os niveis de NGF no cortex frontal (Figura 10 A) e no hipocampo (Figura 10 B) dos

camundongos foram negativamente correlacionados com o nimero de cruzamentos, correlagdo
de Pearson para NGF: [cortex-frontal (n = 36; r2 = 0,5258; p <0,0001), hipocampo (n = 36; R2

=0,5

562; p <0,0001)].
Figura 10
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Figura 10: Correlagdes entre 0 nimero de cruzamentos e niveis de NGF no cortex-frontal (a),
e hipocampo (b) de camundongos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Os resultados

foram avaliados utilizando o teste de correlagcdo de Pearson.
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A figura 11 demonstra a correlagcdo entre 0 nimero de cruzamentos e niveis de NT-
3 no cortex frontal (Figura 11 A) e no hipocampo (Figura 11 B) de camundongos. Verificou-se
que os niveis de NT-3 no cortex frontal dos animais ndo se correlacionam com o ndmero de
cruzamentos; contudo, no hipocampo, os niveis de NT-3 foram negativamente correlacionados
com o nimero de cruzamentos, correlacdo de Pearson para NT-3: [cortex-frontal (n = 36; r2 =
0,01778; p = 0,3715), hipocampo (n = 36; r2 = 0,1009, p = 0,0278)].
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Figura 11: Correlagdes entre o nimero de cruzamentos e niveis de NT-3 no cortex frontal (a),
e hipocampo (b) de ratos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Os resultados foram
avaliados utilizando o teste de correlacéo de Pearson.

A Figura 12 demonstra a correlagdo dos niveis de NT-4 com o numero de cruzamentos.
N&o houve correlacdo em qualquer estrutura avaliada, como pode ser visto na figura 10A
(cortex frontal) e figura 10B (Hipocampo), correlacdo de Pearson para NT-4: [cortex frontal (n
= 36; r2 =0,03884; p = 0,1794), hipocampo (n = 36; r2 = 0,04743; p = 0,1463)].
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Figura 12
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Figura 12: Correlagdes entre 0 nimero de cruzamentos e niveis de NT-4 no cortex-frontal (a),
e hipocampo (b) de camundongos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Os resultados
foram avaliados utilizando o teste de correlagcéo de Pearson.

A correlagdo entre o numero de cruzamentos e niveis de GDNF é demonstrada na figura
13. Os niveis de GDNF no cértex frontal (Figura 13 A) e no hipocampo (Figura 13 B) de
camundongos foram negativamente correlacionados com o nimero de cruzamentos, correlacdo
de Pearson para 0 GDNF: [cortex-frontal (n = 36; R2 = 0,2085; p = 0,0011), hipocampo (N =
36; R2 = 0,6032; p <0,0001)].
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Figura 13
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Figura 13: CorrelagBes entre o nimero de cruzamentos e niveis de GDNF no cortex-frontal
(@), e hipocampo (b) de camundongos submetidos a privacdo de sono paradoxal. Os resultados
foram avaliados utilizando o teste de correlagcéo de Pearson.
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5 DISCUSSAO

A PSP pode induzir mania em individuos saudaveis e exacerbar episddios maniacos
ou levar a uma mudanca de depressdo para mania em pacientes bipolares (Kaplan e Harvey,
2013). Sendo assim, a PSP tem sido considerada um bom modelo animal de mania por induzir
alguns aspectos de um episédio maniaco em roedores, como hiperatividade, hipersexualidade
e comportamento agressivo (Gessa et al., 1995, Benedetti et al., 2008).

No presente estudo, a PSP induziu comportamentos que sdo considerados do tipo
maniacos, como hiperatividade e comportamento de risco, em camundongos. Além disso, a
PSP diminuiu os niveis de BDNF, NGF e GDNF no coértex-frontal e no hipocampo de
camundongos. A administracdo de Li e VPA protegeu contra alteraces comportamentais e
danos bioquimicos no cérebro de animais induzidos pela PSP. No entanto, o PSP e a
administracdo de Li ou VPA ndo afetaram os niveis de NT-3 e NT-4 nas estruturas cerebrais
avaliadas. De fato, j& foi descrito na literatura que o PSP induz hiperatividade e comportamentos
de risco em ratos (Radhakrishnan et al., 2015; Valvassori et al., 2017c; Arent et al., 2015; Streck
et al., 2015). De fato, em episddios maniacos e depressivos, a insénia ou diminuicdo da
necessidade de sono e hipersonia foram observados em pacientes com TB (American
Psychiatric Association, 2013; Kaplan e Harvey, 2013). A privagdo do sono pode induzir
comportamentos do tipo maniaco em individuos saudaveis e piorar epis6dios maniacos nos
pacientes com TB (Kaplan e Harvey, 2013). E importante notar que os ritmos circadianos e os
genes que compBem o reldgio bioldgico estdo associados ao TB. Diferentemente dos modelos
farmacoldgicos, o PSP induz comportamentos maniacos, reproduzindo uma teoria etioldgica,
que induz alteraces fisiopatoldgicas, ambos observados no TB, tornando este modelo, talvez,

0 mais eficaz na imitacdo da mania bipolar humana.
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Efeitos dos estabilizadores de humor no . . . .
. ) Efeitos da PSP Efeitos do Li Efeitos do VPA
modelo animal de mania
. Cruzamentos ™ N N%
Parametros
Comportamentais Levantamentos T 2 v
P Visitas ao centro ™ % 4
CF HIP CF HIP CF HIP
BDNF NE J ™ N 2~ ™
o L NGF 4 4 T T T T
Andlises Biogimicas
NT3 - - - - - -
NT4 - - - - - -
GDNF NE J ™ N 2~ ~
Legenda: N Aumentou {d Diminuiu - Nao teve efeito

Figura 14 — Efeitos dos estabilizadores de humor Litio (Li) e Valproato de Sodio (VPA) no
modelo animal de mania induzido por Privacdo do Sono Paradoxal (PSP) sobre os parametros
comportamentais e parametros bioquimicos no cértex-frontal (CF) e hipocampo (HIP) dos
animais. BDNF: Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro; NGF: Fator de Crescimento Neural,
NT-3: Neurotrofina-3; NT-4: Neurotrofina-4; GDNF: Fator Neurotrofico Derivado da Glia.

Estudos anteriores também mostraram que os estabilizadores de humor evitavam
alteracGes comportamentais induzidas pelo PSP (Valvassori et al., 2017c; Arent et al., 2015;
Streck et al., 2015). Wisor et al. (2008) demonstraram que a PSP bloqueia a expressao do gene
CLOCK no cérebro, aumentando os niveis de TNFa. Curiosamente, o Li protege contra
aumentos de TNFa induzidos por PSP no cérebro de ratos (Valvassori et al., 2017b). Além
disso, o Li pode normalizar a ansiedade em camundongos com a mutagio CLOCKA19 (um
gene envolvido no ritmo circadiano) (Kristensen et al., 2018; Coque et al., 2011). No presente
estudo, a administracdo de Li aumentou o namero de visitas ao centro no campo aberto,
sugerindo uma diminuicdo da ansiedade nos animais. Uma possivel explicacdo para os efeitos
terapéuticos de Li poderia ser seus efeitos sobre o TNFa e, consequentemente, na protecdo do
cérebro contra altera¢6es do gene CLOCK induzidos pela PSP.

Assim como no presente estudo, outros trabalhos mostraram que 0s animais
submetidos a PSP apresentaram diminuicdo dos niveis de BDNF no cértex-frontal e no
hipocampo. Os estabilizadores de humos, Li e VPA protegeram contra essa alteracéo
neurotrofica induzida pela PSP. As funcbes neurotréficas estdo associadas a varias funcdes
fisiolégicas, incluindo o sono (Faraguna et al., 2008). Por sua vez, transtornos do sono, como
insOnia e a privagdo do sono, podem estar relacionados a alteragdes nos niveis de fatores
neurotroficos (Schmitt et al., 2016). De fato, estudos anteriores demonstraram que individuos

que sofrem de insbnia exibiram niveis séricos reduzidos de BDNF em comparacdo com 0s
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controles saudaveis. Além disso, os niveis séricos de BDNF foram correlacionados com a
gravidade da insonia (Giese et al., 2013, 2014).

A PSP tem sido considerada um estressor ambiental que pode levar a ativacdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) (Schmitt et al., 2016; Han et al., 2012; Valvassori et
al., 2017b). A literatura mostra que a desregulagéo do eixo HPA pode levar a altera¢des do sono
e diminuic&o dos niveis de fatores neurotréficos. Portanto, o sono pode ser um mediador crucial
da relacdo entre estresse e niveis de fatores neurotréficos, sendo que as alteracdes do sono
podem levar a reducgdes nos niveis de fatores neurotroficos, como os niveis de BDNF (Schmitt
etal., 2016). Um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa descobriu que animais submetidos
a PSP apresentaram aumento dos niveis de corticosterona e do horménio adrenocorticotréfico
(ACTH) (Valvassori et al., 2017b). Chaves et al. (2019) demonstraram que a administracdo de
corticosterona em camundongos diminuiu os niveis de BDNF no hipocampo. Portanto, pode-
se sugerir que o aumento da corticosterona em animais com PSP possa estar associado a
diminuicdo do nivel de BDNF observada no presente estudo.

Em um estudo anterior, o Li protegeu contra alteracGes nos niveis séricos de
corticosterona e de ACTH em camundongos submetidos a PSP (Valvassori et al., 2017b).
Portanto, uma possivel hipétese é que, modulando o eixo HPA, o Li aumentou os niveis de
BDNF como demonstrado no presente estudo. Além disso, varios estudos demonstraram 0s
efeitos do Li e do VPA no BDNF no cérebro de animais submetidos a modelos animais de
mania (Frey et al., 2006; Jornada et al., 2010). Frey et al. (2006) mostraram que Li e VPA
reverteram a diminuicdo dos niveis de BDNF induzidos por anfetamina no cérebro de ratos. Por
sua vez, Jornada e colaboradores (2010) mostraram que, além de seus efeitos antimaniacos, Li
e VPA também protegem o cérebro de ratos contra a diminuicéo dos niveis de BDNF induzidos
pela ouabaina (OUA). Juntamente com nossos resultados, esses estudos sugerem que
comportamentos maniacos sdo acompanhados por uma diminuicdo dos niveis de BDNF e que
os efeitos terapéuticos de estabilizadores de humor incluem a modulacdo dos niveis dessa
neurotrofina.

No presente estudo pode-se observar também que a PSP diminuiu os niveis de NGF
no cortex-frontal e no hipocampo dos ratos. O tratamento com Li ou VPA impediram alteracdes
nos niveis de NGF induzidas pela PSP. De acordo com os resultados do presente estudo, outro
estudo pré-clinico demonstrou que roedores submetidos a PSP apresentaram reducdes nos
niveis de NGF (Sei et al., 2000). O NGF ¢é um regulador essencial do desenvolvimento e
sobrevivéncia neuronal (Levi-Montalcini e Angeletti, 1968). Um estudo anterior demonstrou

que individuos com TB que estavam em episodio maniaco, apresentavam niveis mais baixos de
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NGF do que pacientes eutimicos ou controles saudaveis (Barbosa et al., 2011b). Um estudo
pré-clinico também mostrou reducfes nos niveis de NGF em ratos com comportamentos do
tipo maniacos induzidos pela OUA (Varela et al., 2015). Varela et al. (2015) demonstraram que
a administracao de Li e VPA reverteram as alteracdes nos niveis de NGF no cértex-frontal de
ratos que apresentaram comportamento maniaco induzido por OUA. Portanto, a modulacéo do
NGF parece ser um alvo importante para os estabilizadores do humor, protegendo o cérebro de
pacientes com TB.

Os efeitos do GDNF estdo associados a neurdnios dopaminérgicos (Lin et al., 1993;
Oglodek et al., 2016). Diminuic¢des nos niveis de GDNF foram relatadas no sangue de pacientes
com TB durante episdédios maniacos (Takebayashi et al., 2006). No presente estudo, a
diminuicdo nos niveis de GDNF foram acompanhadas por comportamentos maniacos. O Lie o
VPA impediram o comportamento maniaco induzido pelo PSP e protegeram os cérebros dos
animais contra as diminui¢des do GDNF. Um estudo anterior demonstrou que o tratamento com
Li ou VPA reverteu e impediu 0 comportamento maniaco e aumentou os niveis de GDNF no
cérebro de ratos submetidos a administracdo de OUA (Varela et al., 2015). Esses achados
sugerem uma relacdo entre o comportamento maniaco e alteracdes nos niveis de GDNF e que

os efeitos terapéuticos de Li e VPA estdo associados a modulacdo deste fator neurotrofico.

LimitacOes do estudo: Os autores discutem alguns pontos do manuscrito usando alterac6es do
ritmo circadiano, mas o proprio ritmo circadiano ndo foi avaliado neste estudo. No entanto, o
sono faz parte do ritmo circadiano, uma vez que é o periodo total de um dia; consequentemente,
a PSP afeta o ritmo circadiano. O presente estudo ndo utilizou ratos fémeas; entretanto, outros
estudos precisam ser realizados para avaliar as diferencas entre os sexos dos efeitos da PSP

sobre os fatores neurotréficos.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, alteracbes no sono através do protocolo de PSP induziram
comportamento do tipo maniaco e induziu alteracGes nos niveis de fatores neurotréficos em
camundongos. A administracdo de Li ou de VPA protegeu as alteragdes comportamentais e
neurotroficas induzidas pela PSP. Portanto, parece que os fatores neurotréficos e o sono séo
alvos essenciais para tratar o TB. No entanto, mais estudos sdo necessarios para entender melhor

esses mecanismos.
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Comissio de Etica no Uso de Animais
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Paradoxal”, Protecels o 72006-1 sob a respensabilidade de Samira da Silva Valvassord, equipe:
Boger B, Varela, Wilson B Resende, Daniela V. Bavareseo, Gustave O Dal-Pom, Edemilson Mariol,
Camila Leite Ferreira, léssica Lopes-Borges, Hrons Peterle, Gabriels Barbosa Madss, Guilberme
Bianchin, Femanda Fredenco Gava, Mikaela Miranda, Pauls Tonin, gque envolve a produgio,
manutengdo s'ou ulilizscio de animass perlencentes ao filo Chordsta, subfils Verebrata (exceto o
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oo | 11794, de & de outubro de 2008, do Decreto no. 6 899, de 15 de julbo de 2008, & com 25 nonmss
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pela COMISSAD DE ETICA N0 USO DE ANIMAIS (CEUA) da UNESC - Usiversidade do
Exiremso Sul Calarmense.
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027201 1/Camara Propex, in sccondance with federal law number 11 79408, has analyzed the following

Pragect:

Protooo] aumber: 7200 6-1

Principal Investigator: Samara da Silva Valvasaon

Researchers: Roger B, Varela, Wilton B Resende, Damela V. Bavareseo, Gustava O Dal-Fo,
Edemilson Manot, Camila Leite Ferreira, Jéssica Lopes-Borges, Bruna Peterle, Gabriela Barbosa
Madas, Guilherme Bianchinl, Fermanda Fredernco Gava, Miksela Miranda, Paula Tonin.

Project title: = Assessment OF The Effecis OF Sodivm Butyvrate On Levels OF Cyviokines In Animal
Muodels OF Mania Induced By Amphetamine And Sleep Deprivation Paradoxical”.

The project was Appraved in is ethical and methodological aspects. Any alteration of the onginal

version of this project must be previously submiited 1o the Commaitee for forther analyzes. May you
hawe farther questions, please contact s on www imesc.nel propes’ceua o by e-mal; ceuafaumese, net,

Criciima, 23 de fevereiro de 201 6.
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JAIRO JOSE Z0CCHE
Coardenador da CELIA
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