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RESUMO

Pezzato, F.A. (2014). Efeitos comportamentais da lesdo eletrolitica da regido do nucleo
mediano da rafe como modelo experimental de mania no rato e no camundongo. Tese de
Doutorado, Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Déficits na regulacdo serotoninérgica dos circuitos catecolaminérgicos tem sido propostos
como um mecanismo relacionado a etiologia dos transtornos de humor. Projecdes do nucleo
mediano da rafe (MnR) modulam a atividade dopaminérgica no prosencéfalo e sdo também
parte de um sistema de inibicdo/desinibicdo comportamental que se assemelha as variacdes
nos niveis de atividade apresentados durante os polos do transtorno bipolar. O objetivo do
presente estudo foi avaliar se as alteracbes comportamentais induzidas pela inativacdo do
MnR podem ser um modelo animal para estudo da mania humana. No Capitulo I, o
procedimento de leséo eletrolitica do MnR foi realizado em ratos Wistar machos, tendo como
controles os grupos lesdo ficticia e intacto. Os resultados confirmaram a capacidade desta
manipulacdo experimental em reproduzir hiperatividade e estereotipia crénicas, aumento na
frequéncia de respostas positivamente reforcadas por solucdo de sacarose e padrdo
comportamental de dominancia social. Ainda, foi demonstrada a potencialidade do tratamento
cronico com litio em reduzir a hiperatividade. No Capitulo Il foram realizadas lesbes
eletroliticas do MnR em camundongos C57BL/6J machos, tendo novamente como controles
os grupos lesdo ficticia e intacto. Os resultados demonstraram desenvolvimento de
hiperatividade, estereotipia e maior frequéncia de exposicdo a situagdes aversivas/“de risco”
nos testes do labirinto em cruz elevado e do claro/escuro. O tratamento cronico com litio
atenuou ou reverteu parte destas alteragdes comportamentais. Andalises do tecido encefalico
demonstraram niveis terapéuticos equivalentes de LiCl em todos os grupos submetidos ao
tratamento e a histologia confirmou o sitio de lesdo. O conjunto dos dados obtidos sugere a
adequacao do modelo proposto pelo atendimento aos critérios de validade de face e preditiva
— apresentando como vantagens a mimetizacdo de diversos sintomas do transtorno e a
cronicidade destes. Ainda, a reprodutibilidade dos efeitos da lesdo em diferentes espécies
sugere a existéncia de homologia evolutiva, acrescentando fundamentos a validade de
constructo hipotetizada. Por fim, destaca-se que este modelo de mania parece ser heuristico
pela possibilidade de contribuir para a investigacdo dos mecanismos de acéo do litio e para a
compreensdo das relagcBes de oposi¢do entre 0s sistemas neurotransmissores excitatorios e

inibitorios como parte da neurobiologia dos transtornos de humor.

Palavras-chave: ndcleo mediano da rafe, lesdo eletrolitica, modelos animais, mania.



ABSTRACT

Pezzato, F.A. (2014). Behavioral effects of the electrolytic lesion in the region of the median
raphe nucleus as an experimental model of mania in the rat and in the mouse. Tese de
Doutorado, Instituto de Psicologia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Deficits in serotoninergic regulation of catecholaminergic circuits have been proposed as
a mechanism related to the etiology of mood disorders. Projections from the median raphe
nucleus (MnR) modulate the dopaminergic activity in the forebrain and are also part of a
behavioral disinhibition/inhibition system that resembles the variations in activity levels
shown during the poles of bipolar disorder. The aim of the present study was to evaluate if the
behavioral effects induced by the inactivation of the MnR can be considered an animal model
for studying the human mania. In Chapter I, the MnR electrolytic lesion was performed in
male Wistar rats, having as control groups sham operated and intact animals. The results
confirmed the capacity of this experimental manipulation to reproduce chronic hyperactivity
and stereotypy, increased response frequency positively reinforced by sucrose solution and a
social dominant behavioral pattern. Furthermore, it was shown the potentiality of the lithium
treatment in reducing the hyperactivity. In Chapter 1l MnR electrolytic lesions were
performed in C57BL/6J mice, having as control groups sham operated and intact animals. The
results demonstrated the development of hyperactivity, stereotypy and increased frequency of
exposure to aversive situations/"risk taking" in the elevated plus maze and light/dark box
tests. chronic treatment with lithium attenuated or reversed some of these behavioral
alterations. Encephalic tissue analysis showed equivalent lithium therapeutic levels in all
treated groups and the histology confirmed the lesion site. The set of data obtained suggests
the suitability of the proposed model for attending criteria for face and predictive validities —
presenting advantages such as the mimicking of several disorder symptoms and the chronicity
of them. Also, the reproducibility of the effects of the lesion in different species suggests the
existence of evolutionary homology and adds basis to the construct validity hypothesized.
Finally, it is emphasized that this model of mania seems to be heuristic by the possibility to
contribute to the investigation of lithium mechanisms of action and for understanding the
opposite relations between excitatory and inhibitory neurotransmitter systems as part of the

neurobiology of mood disorders.

Keywords: median raphe nucleus, electrolytic lesion, animal models, mania.
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INTRODUCAO

Contexto e génese da hipdtese

Diversas pesquisas realizadas nos ultimos anos no Laboratério de Neurobiologia da
UNESP/Bauru por Hoshino e colaboradores (Hoshino & Sugizaki, 1986; Hoshino, Uga, & de
Paula, 2004; Pezzato, de Paula, Bosqueiro, & Hoshino, 2003; Pezzato & Hoshino, 2004,
2005) exploraram os efeitos da lesdo eletrolitica do nacleo mediano da rafe (MnR).
Inicialmente as pesquisas foram focadas na hiperatividade locomotora e nos comportamentos
estereotipados e repetitivos de conferéncia e limpeza desencadeados pela leséo, sendo
aventados como manifestacbes compulsivas presentes em quadros de ansiedade (Hoshino et
al., 2004). Entretanto, observacdes de que tais comportamentos aumentavam de frequéncia
em situacbes aversivas incondicionadas como a plataforma elevada, mas que também
ocorriam espontaneamente acima da média observada nos animais controles em condi¢tes
normais nas gaiolas-viveiro incitaram novas investigacbes. Como consequéncia, outras
pesquisas no mesmo laboratorio demonstraram que ratos submetidos a leséo eletrolitica da
regidao do MnR néo desenvolvem anedonia no decorrer da privagdo de sono (Pezzato et al.,
2003), ingerem altas quantidades de solugéo de sacarose comparativamente aos controles com
lesdo ficticia em condi¢cBes basais (Pezzato et al., 2003) e emitem maior freqiiéncia de
respostas de pressdo a barra para obter acesso a solucdo agucarada (Pezzato & Hoshino,
2004).

Estes resultados, somados aos dados descritos em diversas publicacbes feitas por
diferentes grupos de pesquisa nos ultimos 40 anos sobre os efeitos da lesdo do MnR em
animais de laboratorio (Albinsson, Andersson, Andersson, Vega-Matuszczyk, & Larsson,
1996; Andrade, 1997; Andrade & Graeff, 2001; Arpa & De Andres, 1993; Asin, Wirtshafter,
& Fibiger, 1985; Asin, Wirtshafter, & Kent, 1979a, 1980; File, Hyde, & MacLeod, 1979;
Jacobs, Wise, & Taylor, 1974; Kostowski, Giacalone, Garattini, & Valzelli, 1968; Le,
Harding, Juzytsch, Fletcher, & Shaham, 2002; Wirtshafter & Asin, 1983; Wogar, Bradshaw,
& Szabadi, 1991) permitiram identificar in0meras semelhangas entre o quadro
comportamental induzido pela lesdo do MnR e o0 conjunto de comportamentos esperados para
atribuicéo de validade de face em modelos animais do episddio maniaco do transtorno bipolar
(Einat, 2006; Lyon, 1991). A avaliacdo da literatura especializada mostra, como veremos a
seguir, que existem varios dados que ddo embasamento a hipdtese do envolvimento do ndcleo
mediano da rafe na neurofisiologia da mania e justificam a proposic¢éo do objetivo do presente

trabalho.
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Transtorno bipolar (TB)

O transtorno bipolar (TB) é classificado como um transtorno de humor caracterizado
por episddios de depressdo maior, mania, hipomania ou misto, separados por periodos de
eutimia (humor normal) (Kaplan, Sadock, & Grebb, 1997). O Manual Diagndstico e
Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V) subdivide o TB em duas manifestac6es: Tipo |
— oscilagdes entre episddios maniacos e depressivos ou apenas por episodios maniacos e Tipo
Il — oscilacbes entre episddios depressivos maiores e episodios de hipomania (American
Psychiatric Association [APA], 1994). Os episddios depressivos envolvem sintomas de perda
de energia e interesse, sentimentos de culpa, dificuldades de concentracédo, perda de apetite e
pensamentos sobre morte e suicidio; enguanto o0s episddios maniacos envolvem
expansividade, fuga de idéias, sono diminuido, autoestima elevada e idéias grandiosas. A
hipomania é definida como episodios de sintomas maniacos que ndo retinem todos os critérios
diagnosticos para mania devido a menor intensidade dos sintomas ou periodo limitado de
incidéncia (Kaplan et al., 1997).

A Organizacdo Mundial da Saude considera o TB como a sexta doenca mais
incapacitante, sendo a terceira entre as doencas mentais — atras apenas da depressdo unipolar e
da esquizofrenia (Murray & Lopez, 1997). Acreditava-se que o TB atingia pouco mais de 1%
da populacdo geral, entretanto reavaliacdes mais recentes tém promovido evidéncias de uma
prevaléncia superior a 5% se incluidos todos os niveis de mania envolvidos no espectro
(Akiskal et al., 2000; Judd & Akiskal, 2003). indices similares parecem ocorrer na populacio
brasileira, j& que uma reanélise de dados do Estudo de Area de Captacdo Epidemioldgica de
Séo Paulo sugere que a prevaléncia do TB atinge niveis superiores a 8% se incluidos 0s niveis
subsindrémico e de sintomas maniacos do espectro (Moreno & Andrade, 2005). De acordo
com revisdo realizada por Costa (2008), além do impacto significativo na qualidade vida dos
pacientes, o TB causa grande dnus para a sociedade em geral. O alto custo da doenga deve-se
ao fato de o TB estar frequentemente associado a comorbidades psiquiatricas e fisicas, ao alto
risco de suicidio, aos prejuizos sociais e profissionais e ao baixo indice de adesdo ao
tratamento (Costa, 2008; Scott & Pope, 2002)

O substrato bioldgico do TB ainda permanece pouco esclarecido, apesar da grande
quantidade e diversidade de esforcos empreendidos. Pesquisas recentes vém descrevendo o
envolvimento de fatores neurobioldgicos estruturais, intracelulares e intercelulares na
fisiopatologia do TB — entretanto ainda sabe-se pouco sobre as associac¢fes entre tais achados
e as alteracbes comportamentais e neurovegetativas (Kapczinski, Frey, & Zannatto, 2004;
Machado-Vieira, Bressan, Frey, & Costa, 2005; Schloesser, Martinowich, & Manji, 2012).
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Estes fatores envolvem reducdes volumétricas na amigdala e hipocampo, alteracdes em
sistemas de segundo-mensageiros, em vias de transcricdo de sinal, na regulacdo da expressado
génica e na neurotransmissdo de aminas biogénicas — em especial serotonina e noradrenalina
(Kapczinski et al., 2004; Machado-Vieira et al., 2005; Schloesser et al., 2012; Young, Warsh,
Kish, Shannak & Hornykeiwicz, 1994). Destaca-se também a proposicdo de que déficits na
regulacdo serotoninérgica de circuitos catecolaminérgicos seriam um possivel mecanismo
relacionado a etiologia dos transtornos de humor (Di Giovanni, Di Matteo, Pierucci, &
Esposito, 2008; Prange, Wilson, Lynn, Alltop, & Stikeleather, 1974). Esta proposi¢do €
consistente com achados clinicos de alteracGes volumétricas e funcionais dos neurénios da
rafe em pacientes acometidos pelo transtorno bipolar (Matthews & Harrison, 2012; Sullivan
et al., 2009).

No que se refere aos tratamentos farmacoldgicos disponiveis, o0 medicamento de
primeira escolha para o tratamento do TB é o estabilizador de humor carbonato de litio (APA,
1994; World Health Organization [WHO], 2009). O litio é capaz de reduzir sintomas
maniacos, bem como prevenir ciclagens entre mania e depressdo (Lyon, 1991; Muller-
Oerlinghausen, Berghofer, & Bauer, 2002). Apesar de ser extensivamente utilizado na clinica,
questdes significativas acerca de seu mecanismo de acdo permanecem incompreendidas. De
acordo com a revisdo de Schloesser, Martinowich & Manji (2011), o litio exerce efeito sobre
muitos sistemas de neurotransmissores possivelmente por meio de interferéncia nas bombas
de sOdio e potassio presentes nas membranas celulares — dentre eles o0s sistemas
monoaminérgico (serotoninérgico, dopaminérgico e noradrenérgico), colinérgico e
gabaérgico. O litio exerce também efeito potencializador da transmissdo sinadptica em
neurbnios hipocampais da regido CA1l — o que envolveria receptores glutamatérgicos. Os
autores apontam ainda a agdo do litio sobre cascatas de sinalizacdo intracelulares e os seus
efeitos neurotrofico, neuroprotetor e estimulador de neurogénese.

Sabe-se também que o litio exerce diversas a¢Bes bioquimicas relacionadas a liberacéo
calcio-dependente de noradrenalina e dopamina, ao bloqueio de sintese de fosfatidilinositol e
modificacdo de respostas mediadas pelo sistema adenilatociclase e AMPc (Gorenstein &
Scavone, 1999). Adicionalmente, propriedades antidepressivas do litio somadas a dados de
pesquisas (Bourin, Hascoet, Colombel, Redrobe, & Baker, 1996; Scheuch et al., 2010;
Subhash, Vinod, & Srinivas, 1999) fornecem indicios da relevancia do sistema
serotoninérgico central na eficacia desta droga.

Entretanto, o litio ndo tem eficiéncia completa e universal, mostrando-se ineficaz

enquanto monoterapia na reducdo de sintomas maniacos em cerca de 25% a 30% dos
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pacientes (Stokes, Shamoian, Stoll & Patton, 1971; Storosum et al., 2007). Outros pontos
negativos do tratamento com litio referem-se aos seus diversos efeitos colaterais e riscos de
intoxicacdo e morte (WHO, 2009). Devido a estes problemas, outros farmacos tém sido
utilizados para o tratamento dos sintomas do TB, a exemplo da carbamazepina, do acido
valpréico e de antipsicéticos atipicos — que podem necessitar de associagdo com
benzodiazepinicos (APA, 1994; Moreno, Moreno & Ratzke, 2005). Contudo, tais medicacdes
mostram-se ainda menos eficazes que o litio no tratamento da mania aguda e na prevencéo de
novas ciclagens de humor e também produzem efeitos adversos (Moreno et al., 2005; WHO,
2009).

Conclui-se que apesar da alta prevaléncia e gravidade do TB, ainda sabe-se pouco
acerca de sua neurobiologia e que muitos esforgos ainda sdo necessarios para 0
desenvolvimento de tratamentos seguros e eficazes (Gould & Einat, 2007). Este avango
depende, ainda que em parte, da criacdo e estabelecimento de condi¢Bes experimentais que
reproduzam em animais de laboratorio aspectos deste fenbmeno psicopatologico (Cryan &
Slattery, 2007; Gould & Manji, 2004). Estas condicOes sdo denominadas de modelos animais

ou paradigmas experimentais.

Modelos animais de psicopatologias

Desde 1865, quando Claude Bernard deu inicio a utilizacdo de animais para estudo e
transposicao a fisiologia humana, modelos animais tém sido desenvolvidos para investigacao
das causas, mecanismos e tratamentos das mais variadas doencas humanas (Fagundes & Taha,
2004). Considera-se que os “modelos animais de doengas humanas” possuem importancia
incalculavel na ciéncia, tendo contribuido para avancos em diversas areas da saude — a
exemplo do desenvolvimento de vacinas, procedimentos cirdrgicos e tratamentos
farmacologicos. Tal estratégia de producdo de conhecimentos é também especialmente util
para estudo das psicopatologias, uma vez que no laboratorio é possivel reproduzir alteragdes
comportamentais e desenvolver procedimentos capazes de mimetizar em animais quadros
semelhantes aos disturbios ou transtornos mentais humanos. Em principio, supde-se que 0
controle e a manipulagdo de variaveis ambientais e organicas — s6 possiveis num estudo
experimental — podem auxiliar na identificacdo das causas dessas psicopatologias e no teste
de diferentes procedimentos terapéuticos e profilaticos (Willner, 1991).

Atualmente, o uso de modelos animais na pesquisa dos problemas psicopatologicos
tem sido intenso e objeto de vérias revisbes (Korff & Harvey, 2006; Le-Niculescu, Patel, &
Niculescu, 2010; Lipska, 2004; Maia & Frank, 2011; Touma, 2011). Os Psicélogos, pela sua
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tradicional formacdo em pesquisa experimental, tém contribuido para o desenvolvimento e
melhor conhecimento dos modelos animais por meio da criacdo e utilizacdo de métodos para
medidas dos comportamentos e de seus determinantes — incluindo os que sdo emitidos nos
diferentes transtornos psicopatoldgicos, além daqueles manifestos espontaneamente ou
induzidos em outras espécies.

Dentre as possibilidades de utilizacdo de medidas comportamentais para elucidacao
das variaveis relacionadas as psicopatologias humanas em animais de laboratério, destacam-
se trés classes de modelos: de simulagdo, de triagem de drogas e 0s bioensaios
comportamentais (Willner, 1991). Estes atendem aos interesses de diferentes areas de
conhecimento interseccionadas — psicologia, farnacologia e neurociéncias — e visam,
respectivamente: a compreensao dos processos psicoldgicos, a descoberta de novos farmacos
psicoativos e a analise do funcionamento de regides especificas do sistema nervoso central
(Willner, 1991).

O desenvolvimento e a validacdo de modelos animais de psicopatologias sdo baseados
em critérios descritos por Willner (1991). Estes critérios sdo denominados validades e se
dividem com base na possibilidade do modelo em reproduzir caraceristicas de face, preditiva
e de constructo em relacdo ao fendmeno estudado. A validade de face refere-se a similaridade
fenomenoldgica entre 0 modelo e o transtorno mental humano; a validade preditiva refere-se a
habilidade do modelo animal responder a medicagOes apropriadas e a validade de constructo
refere-se a quanto o modelo é capaz de avaliar o que se prop&e considerando condi¢des de
homologia entre as espécies e permitindo aos pesquisadores a identificacdo de hipoteses

explicativas tanto para 0 modelo animal quanto para o transtorno humano (Willner, 1991).

Modelos animais do transtorno bipolar — episodio maniaco

O numero reduzido de modelos animais para o TB disponiveis é um fator limitante
para o processo de compreensdo da neurobiologia desta psicopatologia (Gould & Einat,
2007). A grande dificuldade no desenvolvimento de modelos animais para 0 TB reside em
reproduzir a ciclagem entre os episodios depressivos e maniacos. Uma vez que os modelos de
depressdo maior ja sdo disponiveis, ocorrem mais tentativas de desenvolver condicbes
experimentais validas para mimetizacdo do episédio maniaco, denominadas como modelos
animais de mania (Goodwin & Jamison, 2007). Os modelos existentes para a mania, segundo
a revisdo realizada por Einat (2006), sdo: a) avaliacdo dos efeitos de estabilizadores de humor
sobre a atividade espontanea do animal; b) sintomas maniacos induzidos por

psicoestimulantes e c) sintomas maniacos desencadeados pela privacéo de sono.
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O modelo da administracéo dos estabilizadores de humor sobre a atividade espontanea
enfrenta como principal problema a necessidade de administracdo de altas doses dos
farmacos, o que amplia a margem de confusdo dos resultados devida aos possiveis efeitos
toxicos (O'Donnell & Gould, 2007). Parecem mais promissoras as indugdes de sintomas
maniacos por psicoestimulantes e pela privacdo de sono, que tém sido consideradas validas
por produzirem uma série de sintomas que lhes conferem validade de face para o quadro
maniaco (Goodwin & Jamison, 2007). Os sintomas produzidos pela inducdo por
psicoestimulantes envolvem: hiperatividade, maior sensibilidade aos estimulos, alerta, insdnia
e alteracBGes nos padrdes de sono (Einat, 2006; Goodwin & Jamison, 2007; Gould & Einat,
2007). No caso da privacao de sono, Gessa, Pani, Fadda e Fratta (1995) descrevem que ratos
privados de sono por 72h passam a exibir uma variedade de comportamentos semelhantes a
mania que incluem: insonia, hiperatividade, irritabilidade, comportamento agressivo e
hipersexualidade. Além disso, tanto a hiperatividade induzida por psicoestimulantes quanto
pela privacdo de sono sdo sensiveis ao tratamento com litio (Armani et al., 2012; Frey et al.,
2006; Gessa, Pani, Fadda, & Fratta, 1995; Gould, O'Donnell, Picchini, & Manji, 2007).
Entretanto, cabe ressaltar como limitagGes destes dois modelos a incapacidade de satisfacdo
de todos os critérios de semelhanca sintomatoldgica e o efeito temporario do quadro maniaco
induzido (Malkesman, Austin, Chen, & Manji, 2009). A inducdo maniaca por
psicoestimulantes, por exemplo, falha em reproduzir aumento de apetite, sendo bem
conhecidos os seus efeitos anorexigenos (Lyon, 1991). Em relacdo ao efeito passageiro do
quadro induzido por estimulantes ou pela privacdo de sono, destaca-se que em ambos 0S
modelos os sintomas deixam de ocorrer passado o efeito da droga ou apds um curto periodo
de sono dos animais (Gessa et al., 1995) — permitindo a avaliacdo farmacolégica do potencial
preventivo e do efeito agudo, mas impedindo a investigacdo do efeito de tratamentos
continuados.

Outros modelos animais considerados validos para o TB provém de estratégias
bastante distintas. O primeiro baseia-se na manifestacdo natural de comportamentos de
dominancia e submissédo em roedores para identificacdo de similaridades sintomatoldgicas e
valor preditivo em relagdo aos transtornos maniaco e depressivo (Malatynska & Knapp, 2005;
Malatynska, Pinhasov, Crooke, Smith-Swintosky, & Brenneman, 2007). Em geral, dois
animais co-especificos sdo submetidos a condi¢cdes de competicdo (ex. alimento) onde se
definem relagcdes de dominancia e submissdo — relacBes estas sensiveis ao tratamento com
drogas anti-maniacas (que reduzem comportamentos de dominancia) e antidepressivas (que

reduzem comportamentos de submissdo) (Malatynska & Knapp, 2005; Malatynska et al.,
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2007). O segundo modelo baseia-se na administracdo intracerebroventricular de oubaina
(derivado esteroide com propriedade de inibir a ATPase sodio-potassio). Este procedimento
demonstrou diminuir a atividade da bomba de sédio em ratos — condigdo encontrada em
pacientes humanos acometidos por mania ou depresséo bipolar — induzindo hiperatividade
locomotora reversivel por administracdo de litio, carbamazepina e haloperidol (El-Mallakh,
Harrison, Li, Changaris & Levy, 1995; Herman, Hougland & EI-Mallakh, 2007). Este
modelo, entretanto, também produz efeitos passageiros (cerca de uma semana) e nao foi

avaliado quanto a outros sintomas maniacos em ratos, necessitando de mais investigacdes.

O nucleo mediano da rafe (MnR): aspectos anatdmicos, morfologicos e

neurofisioldgicos

Tabela 1: Designacdo anatbmica dos grupos de células serotoninérgicas nos ndcleos
da rafe e na formacéo reticular do tronco encefélico e sua correspondente classificagdo “B” de
acordo com Dabhlstron e Fuxe (1964) — adaptado de Tork (1990).

GRUPO DE NEURONIOS CLASSIFICACAO
SEROTONINERGICOS “B”
Nucleo Palido da Rafe Bl
Nucleo Obscuro da Rafe B2
Nucleo Obscuro da Rafe, parte B4

dorsolateral
Nucleo Magno da Rafe B3
Medula Rostral Ventrolateral B3
Nucleo Reticular Paragigantocelular B3
Lateral
Medula Caudal Ventrolateral Bl
Nucleo Mediano da Rafe, parte caudal B5
Nucleo Mediano da Rafe, parte rostral B8
Nucleo Dorsal da Rafe, parte caudal B6
Nucleo Dorsal da Rafe, parte rostral B7
Nucleo Caudal Linear B8
Nucleo Pontis Oralis B8/B9

Regido Supra-lemniscal B9

O ndcleo mediano da rafe (MnR) é uma estrutura que contém corpos celulares de
neurdnios que fazem neurotransmissdo por 5 hidroxitriptamina (serotonina, 5-HT) e Acido
Gama-Aminobutirico (GABA) (Beck, Pan, Akanwa, & Kirby, 2004; Liu & Ikemoto, 2007).
As células serotoninérgicas do MnR sdo organizadas em duas regides: central e paramediana
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(Tork, 1990) descritas por Paxinos e Watson (2007) como nulceos mediano e paramediano da
rafe. A regido central é composta por grande quantidade de pequenas células com dendritos
curtos e em sua maioria alinhadas no plano médio-sagital; j& os neurdnios da regido
paramediana sdo pouco organizados e ndo apresentam qualquer tipo de orientagcdo (Tork,
1990). Com base na descricdo anatdmica realizada por Dahlstron e Fuxe (1964, citado por
Tork, 1990) — representada na Tabela 1 — 0 MnR recebe a classificacdo de agrupamentos
serotoninérgicos B5 e B8 e juntamente com o nucleo dorsal da rafe, com o nucleo caudal
linear e com o nucleo pontino oralis compde o sistema serotoninérgico rostral (Tork, 1990).

Entretanto, apesar da grande énfase dada aos neurdnios serotoninérgicos, estima-se
que 15% dos neurbnios do MnR sejam gabaérgicos e 0 GABA conhecidamente coexiste com
a serotonina em muitos neurdnios (Kohler & Steinbusch, 1982). Além de participarem da
neurotransmissdo eferente, a serotonina e 0 GABA exercem efeito modulador sobre a
atividade do proprio MnR por meio de autoreceptores 5-HT;4 € GABAas (Kreiss & Lucki,
1994; Tao & Auerbach, 2003). A atividade do MnR  também é sensivel a acdo da
noradrenalina (NE) e do glutamato — a primeira exercendo modulagéo na liberagdo de 5-HT
por adrenoceptores a; e opa (Hopwood & Stamford, 2001), e o segundo por meio de
receptores N-metil D-Aspartato (NMDA) (Tao & Auerbach, 2003).

Ainda como parte de um complexo sistema de interrelacbes, 0 MnR parece exercer
modulacdo da atividade de projecBes de neurbnios dopaminérgicos ao procencéfalo, uma vez
que sua inativacdo por meio de lesdo eletrolitica ou infusdo do agonista do receptor GABAA
muscimol produz aumento da utilizacdo de dopamina no nucleo accumbens (Herve et al.,
1981; Nishikawa, Fage, & Scatton, 1986; Wirtshafter, Klitenick, & Asin, 1988) e no estriado
e reducdo da atividade dopaminérgica no cortex pré-frontal (Nishikawa, Fage & Scatton,
1986). Adicionalmente, a lesdo eletrolitica do MnR produz permanente decréscimo dos niveis
de 5-HT (cértex 31%; hipotdlamo 58%; estriado 29% e hipocampo 82%) e do éacido
hidroxiindoleacético (5-HIAA) (Jacobs et al., 1974) e aumento agudo dos niveis do
metabolito de noradrenalina sulfato de 3-metoxi-4-hidroxi fenil etilenoglicol (MOPEGSOQ,)
no cortex e hipocampo (Kostowski, Cxlonkowski, Markowdka, & Markiewicz, 1975).

O possivel papel modulador do MnR sobre a atividade do sistema excitatorio
dopaminérgico é também descrito como hipotese do “cabo de guerra” — ou seja, da existéncia
de oposi¢do funcional entre projeces serotoninérgicas e ndao serotoninérgicas de neur6nios
dos nucleos mediano e dorsal da rafe (DRN) e o sistema dopaminérgico mesolimbico
(Ikemoto, 2010; Liu & lkemoto, 2007; Vollrath-Smith, Shin, & Ikemoto, 2012). Esta hipdtese

vem sendo proposta a algumas décadas com énfase nas projecfes serotoninérgicas do MnR
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(Giambalvo & Snodgrass, 1978; Nicolaou, Garcia-Munoz, Arbuthnott, & Eccleston, 1979) e
adquiriam evidéncias da participacdo gabaérgica a partir da demonstracdo de que alguns
efeitos comportamentais da inativacdo deste nlcleo por agonistas dos receptores GABAA €
GABAg (muscimol e baclofen) sdo bloqueados pelo pré-tratamento com SCH 23390, um
antagonista do receptor de dopamina (Liu & Ikemoto, 2007; Vollrath-Smith et al., 2012).

E relevante ainda descrever que o MnR recebe aferentes de um grande nimero de
regides do prosencéfalo e do hipotadlamo (Behzadi, Kalen, Parvopassu, & Wiklund, 1990),
como pode ser visualizado na Figura 1. Dentre essas vias aferentes, as predominantes no
controle das projecdes serotoninérgicas e ndo serotoninérgicas ascendentes originadas no
MnR parecem ser oriundas da acdo de aminoacidos excitatérios na habénula lateral e o nucleo

interpeduncular (Behzadi et al., 1990).
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Figura 1: Aferéncias recebidas pelo nucleo mediano da rafe (MnR), com base na
revisdo de literatura e dados experimentais de Behzadi et al. (1990). Regides aferentes
investigadas em ratos por meio de técnicas de marcacdo neuroanatdbmicas e transmissdo
seletiva retrograda.
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Figura 2: Projecgdes eferentes do nicleo mediano da rafe (MnR), baseado em dados de
Vertes, Fortin e Crane (1999). Regifes eferentes investigadas em ratos por meio de técnicas
de marcacdo neuroanatémicas anterogradas. Cores representam a densidade de marcacdes
identificadas em cada estrutura representada: branco (+), rosa (++) e vermelho (+++).
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No que se refere as projecdes eferentes, 0 MnR — juntamente com o nucleo dorsal da
rafe (DRN) — da origem a maioria das vias ascendentes de serotonina as areas limbicas do
cerebro, que controlam comportamentos emocionais (Beck et al., 2004; Paul & Lowry, 2013).
A descricdo completa das projecdes eferentes do MnR pode ser visualizada na Figura 2,
construida com base em dados de Vertes, Fortin e Crane (1999). Bem como a grande
quantidade de regibes com aferéncias ao MnR, sdo inUmeras as regides que recebem
projecOes desta estrutura — localizadas principalmente nas regides mediais do tronco
encefélico, prosencéfalo e algumas regides corticais (Vertes et al., 1999). Merece destaque a
projecdo do MnR ao hipocampo (Deakin & Graeff, 1991) que exerce importantes funcoes

comportamentais descritas a seguir.

O Nucleo Mediano da Rafe (MnR): aspectos funcionais

Dentre as primeiras pesquisas que investigaram a funcionalidade do MnR, destacam-
se as que descreveram que sua inativacao por lesao eletrolitica produzia aumento da atividade
locomotora e da reatividade a alteragdes ambientais (Jacobs & Cohen, 1976; Jacobs et al.,
1974; Srebro & Lorens, 1975). Uma publicacdo seguinte demonstrou também que a
estimulacao elétrica do MnR por meio da implantacao de eletrodos em ratos produzia inibicédo
comportamental (supressdo da emissdo de respostas positivamente reforcadas) e que
proporcionalmente a intensidade dos estimulos aplicados, a estimulacdo também gerava
defecagédo, miccéo, agachamento, piloerecéo e batimento dos dentes (Graeff & Silveira Filho,
1978). Graeff e Silveira Filho (1978) apontaram ainda que este conjunto de reacdes seria
semelhante as respostas emocionais eliciadas em situacdes de exposicao a estimulos aversivos
(p.e. estimulos sinalizadores da apresentacdo de choques elétricos, sinais de dominancia de
um co-especifico ou introdugdo de novos objetos). Com base nestes resultados, originou-se
uma série de pesquisas nas quais 0s nucleos mediano e dorsal da rafe — juntamente com todo
0 sistema serotoninérgico central — foram estudados na busca da compreensdo dos sistemas de
inibicdo e desinibicdo comportamental (Graeff, Quintero, & Gray, 1980; Gray, 1982, 1987).

A desinibicdo comportamental induzida pela inativacdo do MnR é interpretada por
alguns pesquisadores como resultante da diminuicdo dos niveis de ansiedade (Andrade &
Graeff, 2001; Andrade, Macedo, Zangrossi, & Graeff, 2004; Andrade, Nakamuta, Avanzi, &
Graeff, 2005; Andrade, Silva, Silva, & Graeff, 1999). Tal interpretacdo foi realizada com base
no padrdo comportamental observado nos animais MnR lesionados nos testes do labirinto em
cruz elevado (LCE) ou labirinto em T (variagé@o do labirinto em cruz com dois bracgos abertos

e apenas um fechado), uma vez que estes apresentam maior nimero de entradas e de tempo de
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permanéncia nos bracos abertos em comparacdo aos animais controles falso operados, bem
como menor frequéncia de comportamentos de avaliagdo de risco, como por exemplo o
esticar-se (Andrade & Graeff, 2001; Andrade et al., 2004).

Indicios fisiolégicos contradizem a interpretacdo deste suposto “efeito ansiolitico”
induzido pela lesdo do MnR — 0 que traz a tona o problema da inferéncia de um estado
emocional em animais expostos a condi¢des experimentais com baixas validades de face e
constructo com relagdo ao fendmeno estudado (Green & Hodges, 1991). Hoshino e Sugizaki
(1986), por exemplo, demonstraram que lesdes eletroliticas do MnR induzem a formacao de
Ulceras gastricas em ratos privados de comida e que as feridas produzidas se localizam na
parte granular do estbmago, assim como Ulceras desenvolvidas pela exposicdo a eventos
aversivos. A inducdo de Ulceras foi replicada por outras pesquisas em ratos submetidos a
restricdo fisica — nas quais também se constatatou que sob efeito deste modelo de induc¢éo de
estresse, a lesdo do MnR induz maior supressdo do sistema imunoldgico, maiores indices de
corticosterona e de perda de peso em comparacdo aos animais controles falso operados
(Andrade et al., 1999; Graeff, Guimaraes, De Andrade, & Deakin, 1996). Por fim, diversas
pesquisas descreveram o papel do MnR no controle da atividade de ondas teta no hipocampo
(Graeff et al., 1980; Hsiao, Jou, Yi, & Chang, 2012; Jackson, Dickson, & Bland, 2008;
Kitchigina, Kudina, Kutyreva, & Vinogradova, 1999), demonstrando que a inativacdo deste
naicleo desinibe a ocorréncia destas ondas, promovendo constante atividade teta (Kinney,
Kocsis, & Vertes, 1994, 1995; Vertes, Kinney, Kocsis, & Fortin, 1994). Com base nestes
dados, 0 MnR exerceria 0 papel de pacemaker, dessincronizando a atividade hipocampal e
inibindo a atividade teta — onda eletroencefalografica que em ratos esta fortemente associada
ao sono REM, ao alerta diante de estimulos aversivos, a atividade locomotora, a atengédo e a
memoria. Uma vez que todas as classes de drogas ansioliticas (barbituricos,
benzodiazepinicos, agonistas de receptores 5SHT;a, inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina) produzem como efeito comum a reducdo da atividade teta no hipocampo
(McNaughton, Kocsis, & Hajos, 2007), conclui-se que o padrdo eletroencefalografico
observado em animais submetidos a inativacdo do MnR é oposto ao resultante da agédo de
drogas consideradas redutoras dos niveis de ansiedade.

Em resumo, os dados da literatura aqui discutidos permitem afirmar que: a) a
estimulacdo do MnR elicia respostas emocionais semelhantes as emitidas diante de
estimulacdo aversiva, acompanhada de supressdo comportamental e b) a inativacdo deste

nucleo produz um quadro de hiper-reatividade fisiologica a estimulacdo aversiva (ao
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“estresse”), acompanhado de desinibicdo comportamental geral. Ou seja, 0 MnR parece
exercer funcéo reguladora da responsividade do organismo diante de eventos aversivos.

Esta constatacdo esta de acordo com a hipdtese elaborada por Deakin e Graeff (1991),
segundo a qual as projecdes a receptores 5- HT14 hipocampais originadas do MnR teriam
importante funcédo na resisténcia ao estresse cronico, modulando respostas desencadeadas por
eventos aversivos continuados. Nota-se que nesta perspectiva, a participacdo do MnR na
“adaptagdo ao estresse cronico” poderia envolver tanto a supressdo quanto a desinibicdo
comportamental — que podem ser adaptativas de acordo com o contexto (natureza do
estimulo, intensidade, duracao, etc.) e com a funcionalidade de tais padrdes de atividade nas
histdrias filo e ontogenética do organismo.

Esta modulagdo desinibigdo/inibicdo comportamental se assemelha as variagGes dos
niveis de atividade nos polos do TB mania/depressdo, que por sua vez também sao
desencadeados pela exposicdo a estimulacdo aversiva (Brietzke, Mansur, Soczynska, Powell,
& Mclintyre, 2012; Cohen, Hammen, Henry, & Daley, 2004; Frank, Swartz, & Kupfer, 2000;
Hammen & Gitlin, 1997; Malkoff-Schwartz et al., 1998). Uma vez que n&o se sabe explicar e
modelos animais ndo conseguem reproduzir o mecanismo controlador do direcionamento da
ciclagem, destaca-se a relevancia da investigacdo da participacdo deste papel regulador dos

niveis de atividade exercido pelo MnR na neurobiologia do TB.

A resisténcia ao “estresse” crénico mediado pela via MnR-hipocampal e o
desenvolvimento dos transtornos de humor

Conforme anteriormente mencionado, o nicleo mediano da rafe da origem a projecdes
ao sistema limbico e estaria envolvido na tolerdncia e enfrentamento de estimulacéo aversiva
continuada (Beck et al., 2004; Paul & Lowry, 2013). Alguns autores apontam que “falhas”
neste sistema de resisténcia resultariam no desenvolvimento da depressdo (Deakin, 1998;
Graeff et al., 1996). De fato, a exposicdo a eventos estressores costuma ser descrita em
pesquisas clinicas sobre depressdo e presente em modelos experimentais desta psicopatologia
—a exemplo do desamparo aprendido, do nado forgado e do estresse cronico moderado (Joca,
Padovan, & Guimaraes, 2003; Malkoff-Schwartz et al., 1998; Willner, 1997). Além disso, foi
demonstrado que a exposicdo a diferentes tipos de estresse (isolamento social, choques na
cauda, som inescapavel, manipulacdo, injecdo de solucdo salina e nado forcado) produz
ativacdo do MnR acompanhada de inibicdo comportamental (Adell, Casanovas, & Artigas,
1997; Briones-Aranda, Rocha, & Picazo, 2005; Corley, Phan, Daugherty, & Boadle-Biber,
2002; Daugherty, Corley, Phan, & Boadle-Biber, 2001; dos Santos, de Andrade, & Graeff,



30

2010). Neste sentido, pode-se considerar que a supressdo comportamental em testes como o
LCE e nado forcado esta relacionada a ativacdo da via MnR-hipocampal, bem como a
inativacdo desta via é capaz de produzir efeitos desinibitérios também interpretados como
anti-depressivos (Almeida, Trovo, Tokumoto, Pereira, & Padovan, 2013; Andrade, Sergio,
Broiz, & Avanzi, 2007; Joca et al., 2003; Pereira, 2010; Tokumoto, 2010).

Pesquisas recentes tém interpretado este mesmo tipo de desinibicdo (p.e. diminuicao
do tempo de imobilidade nos testes do nado forcado e suspensdo pela cauda, aumento da
exploracdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado e hiperatividade locomotora)
como um padrao de enfrentamento ativo da condicao aversiva e de exposi¢ao ao “risco” —
exposicdo a condicdo aversiva (Kromer et al., 2005; Yen et al., 2013). Este padréo ativo, junto
as demais alteragdes comportamentais observadas e valor preditivo de drogas especificas, se
assemelha ao episodio maniaco do transtorno bipolar.

A inativacdo do MnR como modelo animal de mania

A revisdo de literatura permitiu a identificacdo de semelhancas sintomatoldgicas entre
os efeitos da inativacdo do MnR em animais de laboratério e grande parte do conjunto de
comportamentos esperados para atribuicdo de validade de face ao epis6dio maniaco em
condi¢cBes experimentais, os quais podem ser visualizados na Tabela 2. Em sintese, a
inativacdo desta estrutura por diferentes procedimentos induz: a) hiperatividade (Albinsson et
al., 1996; Jacobs et al., 1974); b) estereotipia (Hoshino et al., 2004); c) facilitagdo no
comportamento sexual (Albinsson et al., 1996); d) agressividade e desrespeito a hierarquia
social (File et al., 1979); e) impulsividade (Fletcher, 1995; Le et al., 2002) e exposicdo ao
“risco” (Andrade & Graeff, 2001; Andrade et al., 1999); f) alteragdes na aprendizagem e
controle de estimulos (Asin et al., 1979a, 1980; Wirtshafter & Asin, 1983); g) aumento no
valor reforgador dos estimulos incondicionados e condicionados (Fletcher, Korth, &
Chambers, 1999; Vollrath-Smith et al., 2012; Wogar et al., 1991); h) irritabilidade (Kostowski
et al., 1968) e i) diminuicdo do tempo total de sono (Arpa & De Andres, 1993; Arpa, Padrino,
Rodriguez-Albarino, & de Andres, 1998).

Quanto ao valor preditivo, os agentes efetivos em reverter ou atenuar a hiperatividade
induzida pela inativagdo do MnR em ratos sdo o precursor de serotonina L-5-HTP (doses
<200mg/kg), os blogueadores de receptores dopaminérgicos haloperidol e clorpromazina, o
inibidor da biosintese de catecolaminas alfa-metil-p-tirosina e o degradador de monoaminas

tetrabenazina (Yamamoto & Ueki, 1978). O haloperidol também se mostrou eficaz em reduzir
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Tabela 2. Sintese dos de comportamentos esperados para atribuicdo de validade de face em
modelos animais de mania (Einat, 2006; Lyon, 1991) e descri¢cdes de pesquisas que avaliaram
a ocorrénca de manifestacOes correspondentes em animais subemtidos a inativacdo do MnR.

MODELOS PROCEDIMENTO ESPECIE EFEITOS COMPORTAMENTAIS
ANIMAIS DE | DE INATIVACAO DA INATIVACAO DO MnR
MANIA DO MnR
- leséo eletrolitica
Hiperatividade - rato - aumento significativo da atividade
locomotora -lesdo por acido locomotora (Albinsson et al., 1996; Asin
iboténico & Fibiger, 1983; Jacobs et al., 1974;
(neurotoxina nao Wirtshafter, Klitenick, & Asin, 1987;
especifica) Wirtshafter, Stratford, & Pitzer, 1993)
- inibig¢&o por
muscimol (agonista
GABAR)
-inibicéo por
baclofen (agonista
GABAgR)
-5,7- - desenvolvimento de hiperatividade
dihidroxitriptamina | - camundongo | locomotora na linha de base e induzida
(DHT) (neurotoxina por fenciclidina (Martin & van den
especifica para Buuse, 2008)
neurdnios 5HT)
- aumento na frequéncia  de
Estereotipia - lesdo eletrolitica - rato comportamentos  estereotipados  de
conferéncia e limpeza (Hoshino et al.,
2004; Leite & Hoshino, 2002)
-p-cloroanfetamina - aumento na frequéncia de giros
(PCA) e 5,7-DHT - rato contralaterais ao sitio de injecdo
(neurotoxinas (rotacbes) (Costall & Naylor, 1974;
especificas para Giambalvo & Snodgrass, 1978)
neurdnios 5HT)
- efeitos facilitadores no comportamento
Facilitagéo de - leséo eletrolitica - rato de machos durante a interacdo sexual:
respostas decréscimo do numero de penetracdes
sexuais até a ejaculagdo, menor laténcia de
ejaculacdo e intervalo pods-ejaculacdo
(Albinsson et al., 1996)
- no teste do intruso os ratos lesionados
“Ego inflado” se submetem menos ao intruso e
(ndo submisséo | - lesdo por 5,7-DHT - rato apresentam  maior  frequéncia de
a hierarquia comportamentos  ofensivos e de
social) domindncia em  comparagdo  aos
e agressividade controles (File et al., 1979)
- aumento na frequéncia de respostas
- leséo eletrolitica - rato agonisticas (Andrade, 1997)
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Impulsividade

- lesdo eletrolitica

- rato

- exposicdo aumentada ao “risco”,
expressa pelo aumento do tempo de
permanéncia nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevado (Andrade &
Graeff, 2001)

- leséo por 8-
Hidroxi-2-(di-n-
propilamino)tetralina
(8-OH-DPAT)
(agonista 5HT1AR)

-rato

- facilitagdo na reinstalagdo de respostas
por alcool (Le et al., 2002)

- lesdo por 5,7 DHT

-rato

- diminuicdo no ponto de indiferenca na
escolha por reforgadores imediatos em
detrimento de reforcadores atrasados de
maior magnitude (Wogar, Bradshaw, &
Szabadi, 1993)

- em esquema de reforcamento de taxas
baixas (DRL 20s) a lesdo produziu
aumento na frequéncia de respostas,
diminuicdo do numero de reforcos
obtidos e diminuicdo no intervalo entre
respostas (Fletcher, 1995)

Déficits
cognitivos

- lesdo eletrolitica

- rato

- prejuizo severo na aquisicdo da
resposta em tarefa de alternada de
escolha (Asin et al., 1979a); prejuizo
profundo na aquisicdo e manutencdo em
teste de labirinto radial (Wirtshafter &
Asin, 1983); prejuizos na aquisi¢do no
labirinto de escolha livre (Asin et al.,
1985); déficit na inibicao latente (Asin et
al., 1980)

- inibig&po por
NMDA e por 8-OH-
DPAT

-rato

- auséncia de freezing diante de estimulo
aversivo condicionado ao contexto
(Lima, 2002)

Humor elevado
(aumento da
frequéncia de
comportamentos
positivamente
reforcados e/ou
aumento do
valor reforgador
dos estimulos)

- lesdo eletrolitica

- rato

- em condi¢Bes normais nas gaiolas-
viveiro, ingerem maiores quantidades de
solugdo de sacarose comparativamente
aos controles com lesdo ficticia (Pezzato
et al., 2003) e emitem maior frequéncia
de respostas de pressdao a barra para
obter acesso a solucdo de sacarose
(Pezzato & Hoshino, 2004)

- leséo por 5,7 DHT

- rato

- aumento no valor reforcador da
sacarose, sem afetar a capacidade de
resposta dos animais (Wogar et al.,
1991)

- aumento na frequéncia de respostas
consequenciadas por estimulo reforcador
condicionado a &gua e a solugdo de
sacarose (Fletcher et al., 1999)
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- inibicdo por
muscimol e baclofen

- rato

-aumento na frequéncia de pressdes a
barra consequenciadas pela producédo de
um flash de luz incondicionado
(Vollrath-Smith et al., 2012)

- hiperfagia e aumento no consumo de
solugdo de sacarose (Fletcher, 1994,
Klitenick &  Wirtshafter,  1988;
Wirtshafter, Davis, & Stratford, 2011;
Wirtshafter et al., 1993)

- injecdo de NMDA

- rato

- hiperfagia e aumento no consumo de
solugdo da sacarose (Wirtshafter &
Trifunovic, 1988)

InsOnia e
alteracdo do
ritmo circadiano

- diatermocoagulacgéo

- gato

- produz quadro de insbnia, havendo
correlagdo entre o volume de tecido
cortical destruido e 0 aumento no tempo
de vigilia (Arpa & De Andres, 1993;
Arpa et al., 1998)

- lesdo por 5,7-DHT

- hamster

-alteracdo do efeito da luz sobre o ritmo
circadiano (Muscat, Tischler, & Morin,
2005)

Irritabilidade - lesdo eletrolitica

- rato

- hiper-reatividade ao toque e a
manipulacdo (Kostowski et al., 1968)

a inducdo do comportamento alimentar e a frequéncia de rotacfes decorrentes desta mesma

lesdo (Fletcher, 1991; Giambalvo & Snodgrass, 1978). A anfetamina, no entanto, produz

efeito intensificador da hiperatividade (Asin & Fibiger, 1983; Geyer, Puerto, Menkes, Segal,

& Mandell, 1976). Néo foi encontrado qualquer estudo que avaliasse o efeito do litio sobre as

alteracBes comportamentais decorrentes da inativacdo do MnR, apesar da conhecida acédo

deste farmaco sobre o sistema serotoninérgico, de seus efeitos protetores sobre uma das

principais estruturas de projecdo serotoninergica do MnR (hipocampo) e sobre os sistemas

excitatorios que sofrem desequilibrio em decorréncia da lesdo desta estrutura (dopaminérgico

e noradrenérgico) (Gorenstein & Scavone, 1999; Kiseleva & Samsonova, 1976; Maes,

Calabrese, Jayathilake, & Meltzer, 1997; Perez-Cruet, Tagliamonte, Tagliamonte, & Gessa,
1971; Scheuch et al., 2010; Schloesser et al., 2012; Umberkoman & Joseph, 1975).
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JUSTIFICATIVA

Apesar de pesquisas listadas na Tabela 2 terem descrito grande parte das alteragGes de
comportamento correspondentes ao quadro de mania em animais experimentais, é de suma
importancia considerar a heterogeneidade dos procedimentos experimentais adotados,
principalmente quanto ao método da inativacdo do MnR. Como pode ser observado na
segunda coluna dessa tabela, os estudos listados utilizaram-se de procedimentos de les&o
eletrolitica, lesdo por diatermocoagulacdo, lesbes neurotdxicas especificas e ndo especificas,
inibicdo da atividade neuronal pela estimulacdo de auto-receptores inibitdrios
(serotoninérgicos ou gabaérgicos) ou injecdo de NMDA. Esta diversidade metodologica
torna-se ainda mais critica no que se refere a possibilidade de generalizacdo dos resultados
observados quando constatada a existéncia de diferencas entre os efeitos comportamentais
induzidos por estes procedimentos acima listados. Em especial, destaca-se que alguns destes
efeitos (p.e. hiperatividade de maior intensidade, estereotipias, exposicdo aumentada ao risco
e déficits de aprendizagem) decorrem exclusivamente da inativagcdo deste nucleo por lesdo
eletrolitica, o que sugere que estes podem resultar da destruicdo de outras estruturas além dos
neurdnios serotoninérgicos (p.e. fibras de passagem, neurdnios gabaérgicos), da destruicao
combinada de diferentes grupos neuronais ou de neurénios de regiGes adjacentes (Asin &
Fibiger, 1983; Asin et al., 1985; Liu & lkemoto, 2007; Wirtshafter et al., 1987; Wirtshafter,
Montana, & Asin, 1986). Tendo em vista tal fato, torna-se relevante a demonstracdo de que
um mesmo tipo de manipulacdo experimental é responsavel pelos diversos efeitos
comportamentais similares as manifestacdes da mania, incluindo sua resposta a farmacos
utilizados no tratamento deste transtorno.

Mais especificamente, destaca-se a caréncia de estudos que tenham investigado
adequadamente se além da hiperatividade, outros sintomas que caracterizam a mania humana,
tais como o humor elevado e ego inflado (APA, 1994) — que em animais de laboratério teriam
como correspondentes 0 aumento na atividade direcionada a consequéncias
apetitivas/prazerosas ou aumento do valor reforcador dos estimulos e ndo submissdo a
hierarquia socialmente imposta (Einat, 2006; Lyon, 1991; Yen et al., 2013) — também podem
ser induzidos pelo procedimento de lesdo eletrolitica do MnR. Ainda que Pezzato e
colaboradores (Pezzato et al., 2003; Pezzato & Hoshino, 2004) tenham demonstrado em
estudos preliminares que a lesdo eletrolitica do MnR é capaz de induzir maior consumo de
solugdo acucarada na gaiola-viveiro ou em reforcamento continuo em comparacdo aos

animais controles, caracteristicas do procedimento (p.e. a disponibilizacdo de uma Unica barra
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nas sessdes de medida operante) impedem o descarte da possibilidade de que as alteracbes
observadas decorram simplesmente dos maiores niveis de atividade induzidos pelo
procedimento. No que se refere ao padrdo de hierarquizagdo social, apesar de File et al.
(1979) terem demonstrado que a lesdo quimica (5-7 dihidroxitriptamina) do MnR produziu
um perfil de menor frequéncia de submissdo e maior frequéncia de comportamentos de
dominancia em comparacdo animais controles em ratos da linhagem Hooded no teste do
intruso/residente, ndo foram feitas pesquisas sistematicas sobre a ocorréncia deste padrdo em
animais submetidos a lesao eletrolitica ou em outras linhagens de ratos.

Pode ainda ser visualizado na Tabela 2 que a grande maioria dos estudos acerca dos
efeitos da lesdo do MnR foi realizada em ratos. O uso quase que exclusivo de uma Unica
espécie limita a possibilidade de generalizacbes — fator fundamental a suposicdo de
homologia interespecifica que justifica a utilizacdo de modelos animais para o estudo de
patologias humanas. Merece destaque o fato de que apesar da vasta utilizacdo do camundongo
em pesquisas medicas, até 0 momento um Unico estudo investigou o efeito da inativacdo do
MnR nesta espécie (Martin & van den Buuse, 2008). Este investigou o efeito de lesdes
neurotoxicas pela inje¢do de 5,7 DHT no MnR de camundongos isogénicos (C57BL/6J).
Como efeito da lesdo, os animais apresentaram desenvolvimento de hiperatividade
locomotora na linha de base e induzida por fenciclidina — além de auséncia de alteracdes na
inibicdo pelo pré-pulso. Estes dados exemplificam a impossibilidade de generalizacdo de
dados mesmo entre duas espécies de roedores, uma vez que permitiram a identificacdo de
diferencas em comparacdo aos resultados anteriores descritos em pesquisas com ratos —
espécie em que a lesdo do MnR por 5,7, DHT ndo produz alteracdo significativa na atividade
locomotora e gera diminuicdo da inibicdo pelo pré-pulso (Asin & Fibiger, 1983; Kusljic,
Brosda, & van den Buuse, 2006; Kusljic, Copolov, & van den Buuse, 2003).

Outros exemplos que sugerem a possibilidade de diferencas entre o funcionamento do
sistema serotoninérgico nestas espécies sao as pesquisas de Canto-de-Souza, et al. (2002) e
Nunes-de-Souza, et al. (2011). Estes autores investigaram os efeitos comportamentais da
ativacdo do MnR pela injecdo do antagonista do receptor serotoninérgico (5HT14) WAY-
100635 em camundongos Swiss—Webster — que produz a desinibi¢do do disparo neuronal pelo
blogueio de autoreceptores inibitdrios. Na primeira publicacdo os pesquisadores relataram que
a desinibicdo do MnR aumentou significativamente a exploragdo dos bracos abertos e
diminuiu a frequéncia de avalia¢do de risco (esticar) no LCE, efeito oposto ao esperado em
comparacdo a resultados provenientes de pesquisas com ratos (Canto-de-Souza, Nunes-de-

Souza, & Rodgers, 2002). Em uma segunda publicagéo, os pesquisadores demonstraram que
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tal efeito comportamental & bloqueado pelo pré-tratamento com um antagonista dos
receprotes 5HT,2c (ketanserina) na matéria cinzenta periaquedual (PAG) — sugerindo o papel
diferencial dos receptores localizados nesta estrutura sobre o desempenho no teste do labirinto
em cruz elevado em camundongos (Nunes-de-Souza, Nunes-de-Souza, Rodgers, & Canto-de-
Souza, 2011).

Com base nestes argumentos fica evidente a necessidade da investigacdo acerca da
ocorréncia das alteracbes comportamentais correspondentes aos sintomas da mania humana
como resultantes de um Unico procedimento experimental de inativacgdo do MnR e em
diferentes espécies de animais de laboratorio. Destaca-se também a relevancia do estudo da
cronicidade dos efeitos comportamentais induzidos pelo procedimento adotado, fornecendo
subsidios para a investigacdo da validade preditiva do modelo por administracdo de

tratamento farmacoldgico continuado.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar se as alteragdes comportamentais induzidas pela leséo eletrolitica do MnR no
rato e no camundongo podem ser consideradas um modelo animal para estudo do episddio
maniaco do transtorno bipolar humano. Neste sentido, os experimentos foram delineados

para:

a) Testar a validade de face do modelo proposto pela avaliagdo da reprodutividade, da
cronicidade e da similaridade entre o conjunto de alteracbes comportamentais induzidas
pela lesdo eletrolitica do MnR e comportamentos correspondentes a mania em ratos e

camundongos;

b) Testar o valor preditivo do modelo pela avaliacdo do efeito do tratamento crénico com
litio sobre as alteracGes comportamentais induzidas pela lesdo eletrolitica do MnR em

ratos e camundongos.

A metodologia utilizada e os resultados obtidos estdo descritos nesta tese em dois
capitulos. O primeiro descreve uma sequéncia de testes comportamentais realizada em ratos
na Unesp/Bauru — adotando procedimento cirdrgico e condi¢bes de alojamento padrdes do
Laboratério de Neurobiologia da instituicdo. O segundo descreve os procedimentos, testes
comportamentais e resultados obtidos durante o estagio no exterior realizado na University of
Maryland (EUA).



CAPITULO |

Avaliacéo dos efeitos comportamentais da leséo eletrolitica da
regido do Nucleo Mediano da Rafe (MnR) como manifestacdes

maniacas em ratos
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METODOS GERAIS
A. Compromisso Etico

O presente estudo foi iniciado mediante a aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” (Unesp), Campus Bauru (Protocolo n°171/46/01/11- Anexo A) e sua execugao

obedeceu rigorosamente as recomendacfes do CONCEA.
B. Animais

Foram utilizados ratos 174 ratos Wistar machos, provenientes do Bioterio Central da
Unesp, com 45 dias de vida. Durante o periodo de adaptacdo ao biotério, os animais foram
alojados em grupos de cinco em caixas de poliuretano semi-transparentes forradas com
maravalha trocadas a cada 48h, em ciclos claro/escuro de 12h (luz das 7 as 19h), temperatura
constante a 25-26°C e agua e alimentacdo comercial ad libitum. Ao atingirem 90 dias e peso

médio de 350g, foram iniciados os procedimentos experimentais.

Apds as cirurgias estereotaxicas os animais foram alojados individualmente e agua e
comida comercial permaneceram ad libitum, exceto quando mencionado. Os animais nao
submetidos ao procedimento cirargico foram mantidos nas mesmas condicGes, incluindo o

alojamento individual.
C. Leséo Eletrolitica do MnR

Equipamentos: aparelho estereotaxico para pequenos animais David-Kopff — modelo
900 (Tujunga, CA, EUA, Figura 3 a), eletrodo de eletrocoagulacdo de fio de niquel-cromo
(0,22mm de diametro) e lesionador eletronico manufaturado (Figura 3 b). O circuito era
alimentado por uma bateria comercial de 9V, acionado por uma chave liga/desliga e
controlado por um potencidometro (5K). A mensuracdo da corrente era realizada por um

multimetro analogico comercial em escala 25mA.

Farmacos: Cloridrado de ketamina (Dopalen®/Vetbrands), xilazina
(Anasedan®/Vetbrands), Xilocaina® com vasoconstritor (ASTRA Quimica e Farmacéutica

Ltda) e pentabiotico veterinario (Fort Dodge).

Procedimento cirurgico: foi realizado o procedimento descrito por Hoshino et al.
(2004). Os animais foram anestesiados com ketamina (i.p. 75mg/kg) e sedados com xilazina
(i.m.1mg/kg). Apds a perda do reflexo oculo-palpebral, anestésico local (xilocaina 2%, com

vasoconstrictor) foi injetado subcutaneamente na regido da cirurgia. Os animais foram presos
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Figura 3. Equipamentos utilizados para realizacdo das cirurgias para lesdo eletrolitica do
MnR. a) fotografia do modelo de aparelho utilizado para realizacdo das cirurgias (David-
Kopff — modelo 900), extraida no endereco eletrdnico http://www.kopfinstruments.com e b)
diagrama de representacdo do circuito elétrico do lesionador manufaturado para
eletrocoagulacéo do tecido nervoso.

ao aparelho estereotaxico e a calota craniana exposta. O eletrodo isolado eletricamente em sua
extensdo, exceto o milimetro (mm) final, foi inserido por duas vezes com um angulo de 30
graus no plano antero-posterior através de uma trepanagdo no 0sso interparietal, usando-se as
seguintes coordenadas do atlas estereotaxico de Paxinos e Watson (2007): AP=1,6 e 2,5;
LR=0,0 e H=1,6mm — tomando-se a referéncia auricular. No momento das duas insercdes
uma corrente DC de 4 mA por 15 segundos foi aplicada para a eletrocoagulagdo nos animais
experimentais (grupo LR), enquanto nos animais controles (grupo LF), o eletrodo foi inserido
préximo ao nucleo (H=2,6mm) e retirado sem aplicacdo da corrente eletrocoagulante. Os
animais foram suturados, a assepsia cuidada, tratados com pentabiotico veterinario (dose
unica i.m. 0,2ml/kg) e mantidos individualmente em gaiolas-moradia. Os testes foram

iniciados apos periodo minimo de recuperagéo de 7 dias.
D. Critério de Inclusao

Inimeros dados da literatura demonstram indubitavel consisténcia entre a leséo
eletrolitica da regido do MnR e o fendbmeno da hiperatividade locomotora em experimentos
realizados em ratos (Asin & Fibiger, 1983; Geyer et al., 1976; Jacobs & Cohen, 1976; Jacobs
et al., 1974; Kohler & Lorens, 1978; Lorens, Guldberg, Hole, Kohler, & Srebro, 1976;


http://www.kopfinstruments.com/
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Wirtshafter et al., 1986). Assim, foi estabelecido como critério de inclusdo no grupo
experimental com lesdo real (LR) o nivel de atividade locomotora indicativo do
desenvolvimento de hiperatividade — sendo este superior a 30 metros (m) em 15 minutos
(min) de avaliacdo na caixa de atividade automatizada. Os animais operados que néo

desenvolveram hiperatividade foram descartados do estudo.
E. Periodo das AvaliacGes, Habituacéo e Limpeza dos Equipamentos

As avaliagbes comportamentais foram realizadas no periodo diurno (entre 9 e 18h).
Em todos os procedimentos de avaliagdo comportamental descritos nos estudos desta pesquisa
os animais foram levados em suas gaiolas-moradia a sala de experimentacdo com 5 min de
antecedéncia. Todos os equipamentos foram limpos com alcool 70% ap06s o teste de cada

animal, impedindo a permanéncia de odores.
F. Analises Estatisticas

Todas as analises foram realizadas pelo software STATISTICA 7 da StatSoft (Tulsa,
OK, EUA), sendo adotado o nivel de significancia de p<0,05.



42

EXPERIMENTO 1

Avaliacdo da cronicidade da hiperatividade locomotora e da estereotipia

decorrentes da lesdo eletrolitica da regido do MnR em ratos

OBJETIVO ESPECIFICO

O primeiro objetivo proposto refere-se a avaliar a persisténcia temporal da
hiperatividade locomotora e do aumento na frequéncia de respostas de mergulhar a cabeca
(head dipping) nos animais submetidos a lesdo eletrolitica da regido do MnR em dois
diferentes testes comportamentais — a Endless Maze e Campo Aberto, bem como comparar a
correspondéncia entre estas duas estratégias de avaliacdo. A primeira estratégia foi
desenvolvida no laboratorio de Neurobiologia da Unesp/Bauru pelo Prof. Dr. Katsumasa
Hoshino e colaboradores (Hoshino et al., 2004) e oferece como vantagem a possibilidade de
mensuracao da frequéncia de respostas de locomocao e de head dippings, enquanto a segunda

permite a mensuracdo automatizada da atividade locomotora e maior fidedignidade dos dados.

METODO
A. Animais

Foram utilizados 46 ratos, distribuidos em 3 grupos: lesdo real (LR, n=24), lesdo
ficticia (LF, n=10) e intacto (I, n=12).

B. Equipamentos

a) duas plataformas denominadas Endless Maze (Hoshino et al., 2004), em forma de 8
composta por duas circunferéncias de 38 centimetros (cm) de didmetro interseccionadas
(Figura 4), elevadas a 1m do chdo por 4 pernas cilindricas de metal de 2 cm de diametro. O
percurso da plataforma é dividido em 10 segmentos de 18 x 9 x 9cm numerados, que

permitem descrever a posicdo e a locomogéo do animal.

b) Duas Caixas de Atividade de Campo Aberto (ENV-515) em policarbonato acrilico
transparente, de medidas 42,5 x 42,5 x 30,5cm (Med- Associates, Georgia, VT, EUA, Figura
5). O controle das sessdes experimentais e 0 registro dos dados foram feitos através de um
computador IBM conectado as interfaces das caixas. A medida da locomocdo e de outros

parametros, como levantar-se, ¢ feita neste aparelho através de uma rede de fotocélulas (16 x
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16 x 16), dispostas paralelamente e espacadas por 2,5cm, que emitem feixes infravermelhos e

cuja interrupcdo gera um pulso para contagem (48 Channel IR Controller for Open Field

Activity).

Yafia?

Didmetro =38 cm

Figura 4. Representacao da plataforma Endless Maze. O equipamento foi construido
em madeira e coberto por tinta preta, tendo os quadrantes (18 x 9 x 9cm) delimitados e
numerados em tinta branca. O didmetro dos circulos interseccionados era de 38cm e o
didmetro da abertura interna de 20 cm. Ainda compuseram o equipamento 4 pernas cilindricas
de metal de 2cm de didmetro, que o elevavam a 1m do chéo.
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Figura 5. Equipamento utilizado para mensuracdo automatizada da atividade
locomotora. a) exemplificacdo da caixa de atividade (Med-Associates, ENV-515) e b)
representacdo grafica da atividade locomotora realizada pelo software no teste do Campo
Aberto. Fotografias retiradas do  endereco  eletronico: http://www.med-
associates.com/products-page/activity/open-field-activity-accessories
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C. Procedimentos

Cada animal foi submetido a 2 sessGes de 10 minutos no Endless Maze, 7 e 14 dias
apo6s as cirurgias (Dia 7 e Dia 14, respectivamente). Os ratos dos trés grupos foram
individualmente colocados no marco 1 (central) da plataforma e a locomogéo para os demais
segmentos (ex: 1,2,3,2,1,10,9, etc; Figura 6 a) e as frequéncias das respostas de limpeza
(grooming) e mergulhar a cabeca (head dipping, Figura 6 b) foram manualmente registradas.

A definicdo destas categorias comportamentais pode ser observada na Tabela 3.

Tabela 3. Definicdo das categorias comportamentais quantificadas no Endless Maze.

Categoria Definicdo

Locomocdo | - movimentagdes do animal que representem mudanca completa de quadrante,
ou seja: que o animal introduza 0s membros anteriores e posteriores em outro
segmento numericamente demarcado do equipamento.

Grooming | - lamber as patas dianteiras e passa-las no pelo ou lamber diretamente o pelo,
comecando pelo focinho, se deslocando para as orelhas e possivelmente pelo
resto do corpo.

Head dip | - animal olhar para baixo de uma das bordas do equipamento, de forma que
toda a cabega fique posicionada abaixo do nivel do Endless Maze.

Para evitar dados contaminados pela dor de possiveis lesdes ocasionadas pelos pulos

ou quedas repetidas da plataforma, foi estabelecido o limite de quadro episédios, que se

atingido, resultava em devolucdo do animal a gaiola-moradia e exclusdo da amostra.

Figura 6. Fotografias de um animal sendo submetido ao teste do Endless Maze. a)
exemplificacdo do animal se deslocando sobre o equipamento e b) exemplificacdo do
comportamento de mergulhar a cabeca (head dipping).
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Nos mesmos dias (dia 7 e dia 14), os animais foram avaliados por 15min na Caixa de
Atividade Automatizada. Neste teste foram registrados automaticamente, minuto a minuto, o0s
parametros: locomogdo total (em metros), tempo despendido no centro da caixa (70% da area
central) e a frequéncia de verticalizagdes. A ordem de exposi¢do dos animais aos 2 testes foi

determinada por sorteio, sendo estes realizados com 4h de intervalo.

D. Analise dos dados

Os parametros avaliados por cada um dos dois testes comportamentais (Endless Maze
e Caixa de Atividade) nos grupos LR, LF e | foram analisados por ANOVAs de medidas
repetidas com um fator intra-grupo (medidas do dia 7 e do dia 14) e um fator entre grupos de
trés niveis (grupos LR, LF e I). Os efeitos estatisticamente significativos foram analisados
pelo teste post-hoc de Bonferroni — pelo método de combinacdo de somas residuais de

quadrados entre-intra.

Para avaliar a correspondéncia entre as avaliacfes da atividade locomotora dos dois
testes comportamentais foi realizado o teste de correlacdo de Pearson (Product Moment
Correlation Distribution) — entre os dados obtidos em ambos os testes no dia 14 de todos os

animais avaliados (LR+LF+I).
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RESULTADOS
Teste A: Endless Maze

Dentre os animais submetidos a lesdo eletrolitica do MnR, 4 ndo desenvolveram
hiperatividade locomotora e foram excluidos da amostra, resultando na seguinte composi¢éo
final dos grupos: LR, n=20; LF, n=10 e I, n=12. Dos 20 animais do grupo LR que
desenvolveram hiperatividade, 7 (35%) apresentaram ao menos 4 episddios de queda do
Endless Maze no dia 7 e foram excluidos da analise deste teste. Dentre 0s demais animais
deste grupo avaliados no mesmo dia (n=13), 7 apresentaram ao menos um episodio de queda.
Dentre os animais dos grupos LF e I, 2 animais do grupo LF (20%) e 4 animais do grupo |
(33%) cairam ao menos 1 vez da plataforma, mas nenhum apresentou mais de 2 episédios de
queda. No dia 14 nenhum animal dos 3 grupos caiu mais de 3 vezes da plataforma, mas 7
(35%) animais do grupo LR, 1 (10%) do grupo LF e 2 (16,67%) do grupo | apresentaram ao

menos um episodio de queda.
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Figura 7. Atividade locomotora de ratos no Endless Maze. Médias (xEPM) da atividade
locomotora (quadrantes percorridos) dos grupos submetidos a lesdo do MnR (LR) e seus
controles com leséo ficticia (LF) e intactos (I) nas avalia¢cbes no setimo (dia 7) e décimo
quarto (dia 14) dias ap0s as cirurgias.

A ANOVA demonstrou diferenca significativa no parametro locomogdo mensurado
pelo Endless Maze entre os grupos (F(2,32)=44,77; p<0,001), mas ndo acusou diferenca entre
os dias, nem efeito de interagdo entre os fatores grupo e a medida repetida. Portanto, ndo
houve efeito significativo do tempo sobre a atividade locomotora. A Figura 7 mostra as

médias da atividade locomotora expressa em quantidade de quadrantes percorridos pelos
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grupos LR, LF e | nos dias 7 e 14. E possivel observar que a atividade locomotora é
acentuadamente maior no grupo LR em relacdo aos demais grupos. O teste post-hoc
Bonferroni acusou diferencas estatisticamente significativas entre o grupo LR e 0s grupos
controles LF e | (p<0,001).

Conforme ilustrado na Figura 8, a frequéncia do parametro head dipping também se
manteve estavel ao longo do tempo. A ANOVA demonstrou diferenca significativa entre
grupos (F(2,32)=17,49; p<0,001), mas ndo acusou efeito do tempo ou interagdo entre os
fatores grupo e medida repetida. O teste post-hoc acusou frequéncia significativamente maior
de head dippings no grupo LR em comparacdo as observadas nos grupos LF e | (Bonferroni,
p<0,001).
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Figura 8. Head dippings de ratos no Endless Maze. Médias (xEPM) da frequéncia de
respostas de mergulhar a cabeca emitidas pelos animais dos grupos submetidos a lesdo do
MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) e intactos () nas avaliacbes no sétimo (dia 7) e décimo
quarto (dia 14) dias ap06s as cirurgias.

Por fim, a ANOVA da frequéncia de respostas de limpeza (grooming) ndo indicou
diferencas significativas entre os grupos, efeito do tempo ou interagéo entre os fatores grupo e

medidas repetidas.
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Teste B: Caixa de Atividade Automatizada

A ANOVA mostrou diferenca significativa no parametro locomocéo entre 0os grupos
(F(2,37)=77,99; p<0,001), mas nédo acusou efeito do tempo (dias 7 e 14), nem da interacdo do
tempo com 0s grupos. Assim como no Endless Maze, conforme pode ser visualizado na
Figura 9, o teste da Caixa de Atividade demonstrou a atividade acentuadamente maior dos
animais do grupo LR em comparacdo aos grupos LF e I. O teste de post-hoc Bonferroni
acusou diferencas estatisticamente significativas entre o grupo LR e os grupos controles LF e
| (p<0,001).
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Figura 9. Atividade locomotora na Caixa de Atividade Automatizada. Médias (xEPM) dos
grupos de ratos submetidos a lesdo do MnR (LR) e seus controles submetidos a lesdo ficticia
(LF) e intactos (1) nas sessdes ao sétimo (Dia 7) e décimo quarto (Dia 14) dias ap0s as
cirurgias.

Os dados referentes aos demais parametros avaliados neste teste podem ser
visualizados na Tabela 4. A ANOVA do parametro quantidade de verticaliza¢fes ndo acusou
qualquer diferenca entre os grupos, tempo ou interacdo entre fatores, apesar des ter sido
levemente menor no grupo LR em relagdo aos demais na primeira avaliagdo (dia 7). A
ANOVA do parametro tempo despendido no centro da caixa acusou diferenca significativa
entre grupos (F(2,37)=4,75; p<0,05), mas auséncia de efeito do tempo ou de interacdo entre 0s
pardmetros grupo e medidas repetidas. A analise post-hoc acusou diferenca significativa entre
o tempo despendido no centro pelo grupo LR em comparagdo ao grupo intacto (LR x I

Bonferroni, p<0,05) e auséncia de diferenca entre os demais contrastes.
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Tabela 4. Parédmetros adicionais avaliados no teste da Caixa de Atividade
Automatizada. Médias e erro-padréo das medias dos grupos submetidos a lesdo eletrolitica do
MnR (LR), a leséo ficticia (LF) e intactos (1) aos 7 e 14 dias ap06s a realizagdo das cirurgias.

Dia7 Dia 14
Grupos LR LF I LR LF |
Verticalizac6es 28,05 42,22 38,00 34,00 30,56 31,27
MédiatEPM +3,40 +5,08 +4,59 +4,42 +6,58 +5,95
Tempo no 374,67 315,16 224,76 381,77 229,49 293,47
centro (s) +29,24 +43,58 +39,42 +33,61 +50,10 +45,32
MédiatEPM

Teste de correlacdo entre as avaliagdes dos testes Ae B

Foi encontrada uma correlacdo positiva e significativa entre os dados das avaliacdes da
atividade locomotora no Endless Maze e da Caixa de Atividade Automatizada (Open Field)
realizadas no dia 14 (Pearson: r=0.80; p<0.05). O diagrama de dispersdo mostrado na Figura
10 representa a relacdo entre os valores obtidos por cada animal nos dois testes.

160

140 |

[y
N
o

100

[
o

Distancia percorrida na Caixa de Atividade (m)
S 2]
o o

N
o

0 100 200 300 400 500 600

Quadrantes percorridos no Endless Maze

Figura 10. Correlacdo entre as medidas de atividade locomotora. Dados apresentados em
diagrama de dispersao dos valores obtidos nos testes de avaliacdo da atividade locomotora no
Endless Maze e na Caixa de Atividade Automatizada dos trés grupos (LR+LF+I) aos 14 dias
de recuperacdo pos-cirurgica. O teste de Pearson revelou correlacdo positiva e significativa
(r=0,80; p<0,05).
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DISCUSSAO

Os dados obtidos demonstram que a hiperatividade locomotora e 0 aumento na
frequéncia de comportamentos de mergulhar a cabeca (head dipping) decorrentes da lesao
eletrolitica da regido do MnR sdo fenbmenos cronicos. Além disso, ficou evidente a facilidade
de reproducdo destes em laboratdrio, sendo a lesdo um procedimento barato e estas alteracdes
comportamentais facilmente observaveis e mensuraveis. Os dados demonstraram ainda forte
correlacdo entre as avaliagcbes de atividade locomotora dos dois testes utilizados, o que
demonstra a validade da medida comportamental realizada no equipamento desenvolvido no
laboratério de Neurobiologia da Unesp/Bauru (Endless Maze) e permite a comparacao dos
resultados dos estudos que utilizaram ou se utilizardo futuramente destas duas diferentes
ferramentas de mensuracéo.

Deve-se considerar que a inativagdo do MnR por procedimentos diversos produz
diferentes alteracdes sobre os indices de locomocao, conforme pode ser visualizado na Figura
11 — extraida do artigo publicado por Asin e Fibiger (1983). A figura ilustra a comparacéo das
alteracdes na atividade locomotora induzidas por diferentes procedimentos em grupos de
ratos: a) lesdo eletrolitica (electrolytic); b) lesdo neurotoxica especifica para neur6nios
serotoninérgicos (5,7 dihidroxitriptamina/DHT), c) lesdo neurotdxica nao especifica por acido
iboténico (ibotenic) e d) respectivos grupos controles submetidos a lesdo ficticia (control),
injecdo dos veiculos das neurotoxinas ascorbato (ascorbate) ou tampdo fosfato (phos. buff.).
Nota-se que o efeito da lesdo eletrolitica sobre a atividade locomotora é superior ao induzido
pela lesdo neurotoxica ndo especifica — 0 que sugere que a maior intensidade da
hiperatividade induzida por esta estratégia de lesdo pode decorrer da somatéria do efeito da
inativacdo de diferentes por¢des do MnR, de diferentes grupos neuronais e possivelmente da
destruicdo de estruturas adicionais como fibras de passagem ou neurbnios de regides
adjacentes.

A exarcebacdo adicional da atividade locomotora decorrente do procedimento de lesdo
eletrolitica do MnR, juntamente com outros efeitos comportamentais induzidos
exclusivamente as por este tipo de procedimento — como déficits de aprendizagem (Asin et
al., 1985), alteracdo na frequéncias de exposic¢do ao risco e estereotipia (Andrade & Graeff,
2001; Hoshino et al., 2004) — justificam a escolha pela inativagdo por eletrocoagulagdo nédo
especifica da regido estudada nesta pesquisa. A investigacdo da ocorréncia do conjunto de
efeitos comportamentais decorrentes de um Unico procedimento experimental pode ser

considerada como ponto de partida necessario a comparagdo com quadro maniaco humano —
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0 estabelecimento da validade de face justificaria entdo a identificacdo de diferentes

mecanismos responsaveis por efeitos especificos.
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Fig. 3. Mean number of squares entered by each group of rats for each minute of a 5 min open field activity test.

Figura 11.  Alteragbes na atividade locomotora induzidas por diferentes
procedimentos de lesdo do MnR em ratos, extraida de Asin e Fibiger (1983). Os eixo0s
correspondem a quantidade de quadrantes percorridos (Y) e o decorrer do tempo da sesséo de
avaliacdo no campo aberto em intervalos de cinco minutos (X). Os simbolos interligados por
linhas no grafico representam o desempenho dos animais submetidos as seguintes condicdes
experimentais: a) lesdo eletrolitica (electrolytic); b) lesdo neurotoxica especifica para
neurénios serotoninérgicos (5,7 dihidroxitriptamina/DHT), c¢) lesdo neurotdxica nédo
especifica por &cido iboténico (ibotenic) e d) nos grupos controles submetidos a lesdo ficticia
(control), injecdo de ascorbato (ascorbate) ou injecdo de tampao fosfato (phos. buff.).

A permanéncia da hiperatividade locomotora do grupo LR ao longo do tempo (dias 7 e
14) pode ser considerada indicadora da cronicidade dos efeitos da lesdo, o que sugere a
possibilidade do seu uso para avaliar os efeitos de tratamentos farmacoldgicos e
comportamentais continuados — 0 que torna a hip6tese da correspondéncia com o quadro
maniaco relevante, se considerados 0s comportamentos passageiros observados em grande
parte dos modelos de mania desenvolvidos até 0 momento. A constatacdo da cronicidade dos
efeitos da lesdo do MnR também sugere adicional argumento a validade de face ao episddio
maniaco e vantagem em relacdo a outros modelos existentes por atender ao critério
diagnostico de persisténcia temporal minima de uma semana de ocorréncia dos sintomas
(APA, 1994).
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No que se refere ao head dipping, 0 aumento na frequéncia desta categoria topogréafica
de respostas também induzida pelo procedimento de lesdo eletrolitica do MnR corrobora 0s
achados de Hoshino et al. (2004). Além do aumento na frequéncia do responder, € ainda
possivel classificar o head dipping como um padrdo estereotipado com base em suas
caracteristicas observadas: padrdo repetitivo, sem funcdo aparente e com constancia
topografica (O’Donnell & Gould, 2007). Sendo assim, os dados sugerem que a lesdo
eletrolitica do MnR ¢ capaz de induzir estereotipia em ratos, sendo este um segundo padréo de
comportamento constituinte do quadro maniaco esperado em animais de laboratorio.

O registro de maior tempo de permanéncia na area delimitada como centro da Caixa
de Atividade pelos animais LR em relacdo aos intactos (I) pode ser indicativo de maior
duracdo de exposicdo a condicdo aversiva (exposicao ao “risco”). Entretanto, a auséncia de
diferenca em relacdo ao grupo LF traz a necessidade de investigagdes adicionais. A
delimitacdo da area central (70%) também pode ter interferido nos resultados obtidos, o que
sugere a necessidade da comparacgdo entre diferentes percentuais de delimitacdo que excluam
a possibilidade de passagem ou permanéncia acidental do animal em parte da area
considerada “central” do quadrilatero em virtude do percurso na proximidade das arestas do
equipamento.

Por fim, auséncia de diferencas entre os grupos controles submetidos a lesdo ficticia e
intactos em todos os parametros avaliados demonstra que o procedimento cirdrgico per se ndo
produziu qualquer alteracdo de comportamento. Pode-se afirmar, portanto, que a
hiperatividade locomotora e a alta frequéncia de comportamentos estereotipados (head
dipping) observados nos animais do grupo LR decorreu da eletrocoagulacdo produzida a
partir da insercdo do eletrodo e passagem da corrente nas coordenadas indicativas da
localizacdo do MnR.
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EXPERIMENTO 2

Efeito do tratamento crénico com litio sobre a hiperatividade locomotora

induzida pela leséo eletrolitica da regido do MnR

OBJETIVO ESPECIFICO

O objetivo deste experimento é avaliar o efeito do litio sobre a hiperatividade

locomotora induzida pela lesdo da regido do MnR.

METODO
A. Animais

Foram utilizados 44 ratos, distribuidos em 2 grupos, sendo os animais de um dos
grupos submetidos a lesdo eletrolitica da regido do MnR (grupo LR, n=27) e o restante dos
animais submetido a lesdo ficticia, constituindo o grupo controle (grupo LF, n=17). A
auséncia de diferencas siginificativas entre a atividade locomotora dos grupos controles
submetidos a leséo ficticia (LF) e intacto (I) no Experimento 1 isentou a necessidade deste

segundo grupo controle no presente experimento.
B. Equipamento

Duas Caixas de Atividade de Campo Aberto (ENV-515) em policarbonato acrilico
transparente, de medidas 42,5 x 42,5 x 30,5cm (Med- Associates, Georgia,VT, EUA). O
controle das sessbes experimentais e o registro dos dados foram feitos através de um

computador IBM conectado as interfaces das caixas.
C. Farmaco
Carbonato de Litio (Carbolitium®/Eurofarma).
D. Procedimentos

1) Teste 1- linha de base (LB): os animais foram transferidos gentilmente para a caixa
de medida da atividade e a locomocéo espontanea computada por 15 minutos continuos,

sendo a ordem dos animais testados estabelecida aleatoriamente por sorteio.

2) Tratamento com carbonato de litio ou solugéo salina: aproximadamente metade dos

animais do grupo LR e do grupo LF foram tratados por 10 dias com carbonato de litio
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(Li,COg3; 47,5mg/Kg/dia, referente a 1,29mEqg/kg) diluido em solucdo salina (0,9%)
acidificada para neutralizacdo do pH (ajustado para 7,4 pela adi¢cdo de HCI) (Armani, 2010;
Armani et.al, 2012). O tratamento com este farmaco foi dividido em duas doses diérias,
administradas intraperitonealmente em intervalos de 12 horas (9h e 21h). O restante dos
animais dos dois grupos foi tratado com administracdo intraperitoneal de volumes

correspondentes de solucédo salina nos mesmos horarios.

3) Teste 2 — Pos-teste (PT): no décimo dia de tratamento a atividade locomotora foi
reavaliada, seguindo o mesmo procedimento do Teste 1 (LB). Neste dia, os animais
receberam os tratamentos e foram testados apos intervalo padronizado de tempo (Armani,

2010; Armani et al., 2012) de duas horas apdés a Ultima injecao.
E. Analise dos dados

A atividade locomotora dos grupos foi avaliada por uma ANOVA fatorial de medidas
repetidas — tendo como varidveis independentes os fatores grupo (LR e LF) e tratamento
(salina ou litio) e como variaveis dependentes as medidas repetidas (avaliacdo inicial e pos-
teste). Os efeitos estatisticamente significativos foram analisados pelo teste post-hoc de

Bonferroni.
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RESULTADOS

Dentre os animais submetidos ao procedimento de lesdo eletrolitica do MnR, 6 nédo
desenvolveram hiperatividade locomotora e foram excluidos da amostra, resultando na
seguinte composi¢do dos grupos: LF+Salina, n=8; LF+Litio, n=9; LR+Salina, n=11 e
LR+Litio, n=10.

A Figura 12 mostra as médias da atividade locomotora dos grupos LR e LF tratados
com carbonato de litio e solugdo salina, tanto nas condic¢Ges de linha de base (LB) como no
pos teste seguido a administracdo crénica do carbonato de litio (PT). A ANOVA fatorial de
medidas repetidas da atividade locomotora acusou efeito do grupo (LR x LF) (F(1,34)=56,49;
p<0,001), efeito do tempo (F(1,34)=20,28; p<0,001), interacdo entre tempo e grupo
(F(1,34)=8,60; p<0,01), interacdo entre tempo e tratamento (F(1,34)=4,28; p<0,05) e auséncia
de interacdo entre os fatores tempo, grupo e tratamento. Logo, assume-se que houve diferenca
significativa nos niveis de atividade locomotora entre os grupos e que houve alteracdo da
distancia percorrida no decorrer do tempo (LB x PT) em funcdo do grupo (LR x LF) e do
tratamento (salina x litio), mas que o efeito do tratamento ndo foi especifico em relacdo a

determinado grupo.
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Figura 12. Efeito do litio sobre a atividade locomotora de ratos submetidos a lesdo do
MnR. Os valores representam as médias (xEPM) da atividade locomotora (distancia
percorrida em metros) dos grupos tratados com litio (LR-Litio e LF-Litio) ou com salina
(LR- Salina LF-Salina) nas sess@es de linha de base (LB) e décimo dia de tratamento, o pos-
teste (PT).

Assim, como pode ser visualizado na Figura 12, as médias da atividade locomotora

foram maiores nos grupos com leséo do MnR do que nos grupos com lesdo ficticia (LR x LF:
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Bonferroni, p<0,001). Observa-se também que os animais do grupo LR tratados tanto com
litio quanto com salina sofreram diminuicdo da atividade locomotora (grupo LR, comparacéao
entre BL x PT: Bonferroni, p<0,001), e que houve efeito adicional porém nédo especifico do
tratamento com litio sobre o grupo LR (animais LR e LF tratados com litio, BL x PT:

Bonferroni, p<0,001).
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DISCUSSAO

O aumento significativo da atividade locomotora constatada nos animais submetidos a
lesdo do MnR é um fendmeno consistentemente demonstrado, tendo sido utilizado como
critério de inclusdo na amostra (De Paula, Uga, & Hoshino, 2000; Jacobs et al., 1974;
Wirtshafter et al., 1986). O resultado principal obtido no presente estudo mostra que o
aumento da atividade locomotora induzido pela lesdo do MnR sofreu reducédo adicional apds
administracdo cronica de litio em comparagdo ao grupo de animais lesionados tratado com
salina. Este dado permite constatar o potencial valor preditivo da inativagdo do MnR como
modelo animal de mania, 0 que adicionaria evidéncia a suposicdo de que a lesdo induz
hiperatividade de mesma natureza que as induzidas em outros modelos experimentais aceitos
deste transtorno (Einat, 2006; Flaisher-Grinberg & Einat, 2010; Gessa et al., 1995).

A falta de interacdo estatisticamente significativa entre os fatores grupo, medidas
repetidas e efeito do tratamento, quando considerada isoladamente, indica ineficacia
terapéutica do litio em reverter ou atenuar especificamente os efeitos da lesdo do MnR e
ameaca a afirmacéo de valor preditivo do modelo experimental em questéo. Este dado, por ser
fundamental para a conclusdo do presente trabalho, precisa ser analisado com cuidado, uma
vez que é contraditério aos mostrados pela literatura. Primeiro, € preciso considerar que a
falta de significancia estatistica na analise em questdo mostra decorrer, a0 menos
parcialmente, do abaixamento da média do grupo LR tratado com salina, como se pode
constatar na comparagdo com o valor da sua linha de base. Este fato pode ser atribuido a
adaptacdo do organismo a leséo, efeito descrito por Jacobs et al. (1974), ou a habituacdo a
novidade da situacdo na re-exposicdo dos animais ao teste, fenbmeno que é bastante
conhecido. Embora tais fatores também tenham afetado os animais do grupo LR tratados com
litio, uma reducdo adicional devida a acdo do farmaco é inegavel. Segundo, a magnitude do
efeito do litio sobre a atividade do grupo LR+Litio pode ter sido reduzida por questdes
relacionadas a eficacia inerentes ao tratamento utilizado. Isto porque o tratamento com litio
ndo tem eficiéncia completa e universal, mostrando-se ineficaz, enquanto monoterapia na
reducdo de sintomas maniacos, em cerca de 25% a 30% dos pacientes (Stokes et al., 1971,
Storosum et al., 2007). Esta limitacdo terapéutica €, justamente, o proposito para a procura de
modelos animais que possam auxiliar na busca de novos tratamentos mais eficazes. Estes
dados de eficacia também se aplicam ao contexto experimental, j& que a prépria literatura

registra a obtencéo de éxito relativamente baixo ou mesmo contraditorio quanto a eficacia do



58

litio em reduzir a hiperatividade induzida em ratos e camundongos com o0 uso de
psicoestimulantes, conforme evidenciado na revisao de O’Donnell e Gould (2007).

Adicionalmente, duas categorias de problemas referentes ao tratamento por litio
descritas na literatura se encaixam no rol das interpretagdes aventadas para explicar a auséncia
de especificidade de acdo do farmaco observada: a) a variabilidade do efeito do litio inter-
sujeitos, visivel na magnitude dos erros-padréo e b) a adequacdo da dose de litio administrada
no experimento. No que se refere a variabilidade inter-sujeitos, deve-se considerar que a
metabolizacdo do litio é diversificada, podendo a mesma dosagem resultar em diferentes
valores séricos, denominados litemias. Esta diversidade de efeitos entre sujeitos, espécies e
linhagens de roedores, juntamente com a instabilidade de doses utilizadas — que variam a cada
pesquisa — também sdo apontadas na revisdo realizada por O’Donnell ¢ Gould (2007) como
responsaveis pelas inconsisténcias nos resultados de tratamento crénico com litio em animais
de laboratorio. Estudos sugerem que doses séricas terapéuticas de litio em roedores para
administracao intraperitoneal ou subcutanea diferem da dosagem humana (entre 0,5 e 1,2
mEQq/kg), sendo obtidas com doses entre 1,5 e 3 mEg/kg para camundongos e entre 0,8 a 1,3
mEqg/Kg para ratos (Blount et al., 2010; O'Donnell & Gould, 2007). Considerando esta
estreita janela terapéutica do litio e a variabilidade de metabolizacdo do ion, doses
padronizadas por peso podem resultar tanto em efeito nulo, quanto terapéutico ou toxico em
diferentes animais de uma mesma linhagem (O'Donnell & Gould, 2007). Logo, apesar de a
dose de litio utilizada no tratamento dos animais da presente pesquisa ter sido de 1,29mEq/kg
por dia, estando dentro da suposta janela terapéutica sugerida para ratos, esta pode ter sido
inadequada se considerada a generalidade dos estudos anteriores que impedem que em ratos
se conhecam as diferencas entre as diversas linhagens. Esta dificuldade de controle
experimental pode ter resultado na ineficacia ou eficacia reduzida da dose utilizada em alguns
animais. O risco de intoxicacdo também é um importante fator a ser considerado, podendo se
tornar critico quando o parametro avaliado é a atividade locomotora, uma vez que resulta em
sonoléncia e letargia (Kaplan et al., 1997) — podendo acusar valores falso-positivos em
relacdo a eficacia da droga e comprometer a especificidade do efeito observado.

O pouco conhecimento acerca dos mecanismos de acao do litio reduz as possibilidades
de previsdo dos efeitos da administracdo crénica em animais submetidos a inativacdo do
MnR. Além da acdo do litio sobre os sistemas noradrenérgico e dopaminérgico, as
propriedades antidepressivas do litio somadas a dados de pesquisas (Bourin et al., 1996;
Scheuch et al., 2010; Subhash et al., 1999) fornecem indicios do envolvimento do sistema

serotonérgico central, do qual o MnR faz parte, na eficacia desta droga. Scheuch et al. (2010),
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por exemplo, investigaram os efeitos do cloreto de litio (LiCl, ImM) na neurotransmisséo
serotoninérgica proveniente dos nucleos da rafe em ratos. Os tratamentos agudos e 0s
prolongados (8h e 14 dias) resultaram respectivamente em 20% e 23% de aumento na
liberagdo de 5-HT, mas ndo influenciaram na absorcdo ou na recaptacdo deste
neurotransmissor. Os resultados demonstraram também que o litio pode modificar a expressao
génica de triptofano hidroxilase 2 (TPH2) — enzima limitante de biossintese de 5HT —
resultando em 45% de reducdo de THP2mRNA e 31% de reducdo dos niveis protéicos de
TPH2. Logo, se o efeito do litio estd ao menos parcialmente relacionado ao aumento de
disponibilidade de 5-HT nos nucleos da rafe, € possivel admitir que parte de sua acéo fica
excluida nos animais lesionados no MnR. Em tal caso, a acdo do litio que se expressa com a
intermediacdo da neurotransmissdo dopaminérgica e/ou noradrenérgica (Gorenstein &
Scavone, 1999) pode ser a responsavel pela redugdo observada no presente experimento. Esta
possibilidade é fortalecida pelos dados anteriores que demonstram a efetividade de drogas que
agem sobre tais sistemas (bloqueadores de receptores dopaminérgicos e inibidor da biosintese
de catecolaminas) na reducdo da hiperatividade locomotora induzida pela leséo eletrolitica do
MnR (Haloperidol, Clorpromazina e Alfa-metil-p-tirosina) (Yamamoto & Ueki, 1978) ou da
reversdo dos efeitos da inativacdo do MnR pela estimulacdo de autoreceptores gabaérgicos
pelo antagonista dopaminérgico SCH 23390 (Liu & lkemoto, 2007; Vollrath-Smith et al.,
2012).

Com base nestas consideracdes é possivel concluir que o tratamento cronico com litio
demonstrou ser potencialmente eficaz em reduzir a hiperatividade locomotora induzida pela
lesdo eletrolitica do MnR. Entretanto, dificuldades relacionadas a utilizacdo deste ion em
condicOes experimentais (possibilidade de efeito toxico, diversidade de metabolizacdo inter-
sujeitos, dificuldade de estabelecimento de dosagem terapéutica para diferentes espécies e
linhagens de roedores) sugerem a necessidade de investigacdes adicionais acrescidas de maior
controle experimental (ex. utilizacdo de linhagem previamente avaliada quanto aos valores

terapéuticos ndo toxicos e mensuracao de niveis sericos e/ou encefalicos de litio).
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EXPERIMENTO 3

Avaliacdo comportamental dos efeitos da lesdo eletrolitica da regido do
MnR sobre o responder positivamente reforcado e sobre o valor reforcador

dos estimulos

OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar os efeitos da lesdo eletrolitica da regido no MnR em ratos sobre a taxa de
respostas emitidas em um esquema simples de reforcamento positivo e sobre o desempenho
em esquema de raz&o progressiva, utilizando um delineamento experimental que permite uma

medida de controle do efeito da hiperatividade locomotora decorrente da leséo.

METODO
A. Animais

Foram utilizados 32 ratos, distribuidos em 3 grupos: dos animais submetidos a lesdo
eletrolitica da regido do MnR (LR, n=12), dos animais submetido a lesdo ficticia (LF, n=10) e
controle intacto isento de qualquer cirurgia (I, n=10). A realizacdo do experimento foi
dividida em 3 blocos de 10 animais, sempre compostos por representantes dos 3 grupos. Nas
fases de adaptacdo ao laboratério e recuperacdo pos cirdrgica dgua e racdo comercial foram
disponibilizadas ad libitum. Na fase de treino e de admisnistracdo auto-regulada os animais
foram submetidos a restricdo alimentar — sendo a racdo comercial disponibilizada diariamente
por um periodo limitado de 30min (15min apds as sessdes). Durante a restricdo alimentar a

agua continuou sendo livremente disponibilizada.
B. Equipamentos

Duas caixas de condicionamento operante de 2 barras de fabricagdo Insight (Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) — modelo EP102 (Figura 13) — de dimensdes 340 x 205 x 325 mm (altura x
largura x comprimento). Na parte direita, cada caixa possuia duas barras (barra da direita e
barra da esquerda) de 4 x 0,5cm, distantes 8cm e a 8cm de altura do ch&o. Ao chéo, no centro
das barras encontrava-se o bebedouro. Trés centimetros acima de cada barra havia uma luz de
estimulo. O reforcador foi administrado por meio do bebedouro, de capacidade de 0,01ml. As

caixas foram isoladas acusticamente por meio de 2 boxes de isolamento Insight — modelo
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EP121 — com ventilador para exaustdo e circulacdo de ar interno e porta frontal com janela de
vidro, para visualizacdo do interior. O funcionamento do equipamento e registro das respostas
foi feito por um computador, conectado a interface por cabos USB e programa de
condicionamento operante Refor 11 modelo EP162 (Insight, Ribeir&o Preto, SP, Brasil).

Figura 13. Equipamento utilizado para as medidas comportamentais no Experimento 3. a)
Exemplificacdo da caixa de condicionamento operante (Insight, modelo EP102). Fotografia
retirada do endereco eletrdnico: http://insightltda.com.br/ b) Instalacdo dos equipamentos
no laboratério, onde as caixas de condicionamento foram isoladas acusticamente por meio de
duas caixas (boxes de isolamento Insight, modelo EP121).

C. Procedimentos

1- Treino: os animais foram submetidos a restricdo alimentar e, ao segundo dia, deu-se
inicio ao procedimento de modelagem da resposta de pressdo a barra. Nestas sessdes a
consequéncia oferecida foi solucdo de dgua com sacarose a 5%. As sessdes tiveram duracao
variavel entre 30 e 180min, sendo encerradas ap6s a emissdo de 300 respostas de pressao a
barra ativa (direita) ou 15min de inatividade ap6s aprendizagem, indicativa de saciacao.
Nestas sessOes de treino e nas demais fases, pressdes na barra inativa (esquerda) ndo tiveram
consequéncias programadas.

2 — Reforcamento continuo (CRF — dias 1 a 3): para estabilizacdo do responder, 0s
animais foram submetidos a 3 sessdes em CRF em dias consecutivos, com 60min de duracgéo.
Nestas, cada resposta de presséo a barra ativa (direita) era seguida da ativacdo da luz acima
desta por 1s para sinalizar de forma imediata a apresentacdo do refor¢o e da ativacdo do
bebedouro, que disponibilizava acesso a uma gota da solucdo de 4gua com sacarose a 10%.

3- Razdo Fixa 2 (FR2 — dias 4 a 7). ap0s as sessdes em CRF os animais foram

submetidos a sessdes em FR2 por quatro dias consecutivos. Estas sessGes também tiveram
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duracdo fixa de 60min, mas era exigida a emissdo de duas respostas na barra ativa (direita)
para ativacdo da luz acima do bebedouro, que disponibilizava solucdo de &gua com sacarose a
10%. Foram registradas as respostas na barra ativa (direita) e inativa (esquerda).

4- Razdo Progressiva (PR — dias 8 a 10): nesta fase 0 nimero de respostas exigidas
para ativacao da luz SP e disponibilizacéo da solugdo de 4gua com sacarose a 10% por meio
do bebedouro aumentou progressivamente em valor fixo (4 respostas) (Hodos, 1961). Ou seja,
exigiu-se que cada animal emitisse 2,6,10,14,18,22,26,30,34,38,42,46,50,54,58,62,...a
respostas na barra ativa (direita) para a disponibilizacdo do refor¢o. Todas as sessfes foram
realizadas no mesmo horario, por 3 dias consecutivos. A sessao era encerrada apos 5min de
inatividade ou quanto atingido o tempo maximo de 120min. As respostas emitidas nas duas

barras foram computadas.
D. Anélise dos dados

As frequéncias de respostas emitidas nas barras ativa (direita) e inativa (esquerda) nas
sessbes em FR2 foram contabilizadas em termos de taxa de respostas (nimero total de
respostas dividido pelo tempo total das sessdes). As médias das taxas de respostas em cada
uma das barras nos 4 dias de coleta foram separadamente analisadas por ANOVAs com um
fator entre grupos de trés niveis (grupos LR, LF e I).

Nas sessdes em PR foi considerado como indice do valor reforcador do estimulo
(solucdo de sacarose), a ultima razdo completada antes de 5min de inatividade ou como
ultima razdo completada no tempo méaximo da sessdo, também denominado Break Point ou
ponto de corte (BP) (Hodos, 1961; Mobini, Chiang, Ho, Bradshaw, & Szabadi, 2000). A
média dos BPs de cada animal nos 3 dias de coleta também foi analisada por uma ANOVA
com um fator entre grupos de trés niveis (grupos LR, LF e I).

Em todas as analises os efeitos estatisticamente significativos foram analisados pelo

teste post-hoc de Bonferroni.
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RESULTADOS

Dentre os animais submetidos ao procedimento de lesdo eletrolitica do MnR, dois nao
desenvolveram hiperatividade locomotora e foram excluidos da amostra, resultando na

seguinte composicdo dos grupos: I, n=10; LF, n=10 e LR, n=10.

A. Taxa de respostas em Razéo Fixa 2 (FR2)

As taxas de respostas dia-a-dia emitidas pelos animais dos trés grupos nas barras ativa
e inativa podem ser observadas nos grafico na Figura 14. Nota-se que a taxa de respostas do
grupo LR na barra ativa foi superior a dos demais grupos nos diferentes dias de avaliacdo. A
analise das médias das taxas de respostas de todos os dias na barra ativa demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre grupos (F(2, 27)=11,80, p<0,001) — conforme pode ser
observado na Figura 15.
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Figura 14. Taxa de respostas nas barras ativa em Razéo Fixa (FR2) e inativa ao longo dos
dias. Os valores representam as médias diarias (xEPM) das taxas de respostas de ratos
submetidos a lesdo eletrolitica do MnR (LR) e dos grupos controles submetidos a lesdo
ficticia (LF) e intactos (I) em quatro dias consecutivos de avaliacéo.

A taxa de respostas na barra inativa (direita) foi proxima a zero em todas as sesses
desta fase. Nota-se a partir da visualizacdo da Figura 15, que a comparacdo das médias das
taxas de respostas nos quatro dias ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre

0s grupos (F(2, 27)=2,49, p=0,10), apesar de ser ligeiramente maior nos animais do grupo LR.



64

Barra Ativa Barra Inativa
10' *kk 0.10' ——
2 81 2 0.08
3 =]
£ £
E 6 £ 0.06-
0 (7]
S 3
g + g
Q. Q.
n (7]
€ 21 @
0..

| LF LR LF LR
Grupos Grupos

Figura 15. Média das taxas de respostas nas barras ativa em Razdo Fixa (FR2) e inativa.
Médias (xEPM) das taxas de respostas dos quatro dias de avaliacdo de ratos submetidos a
lesdo do MnR (LR) e dos grupos controles submetidos a lesdo ficticia (LF) e intactos (1).
***p<0.001 para diferencas da atividade dos grupos LR em relacéo aos grupos LF e I.

B. Avaliacdo do valor reforcador da solucéo de sacarose (10%o)

As médias dos valores dos Break Points atingidos pelos trés grupos em cada uma das
trés sessdes consecutivas realizadas em Raz&o Progressiva (PR) podem ser visualizadas na
Figura 16. A andlise das medias dos Break Points de todos os dias ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre grupos, apesar dos maiores valores alcangados pelo grupo
LR (F(2, 27)=0,772, p=0,496). A comparacdo entre as médias dos Break Points também se

encontra na Figura 16.
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Figura 16. Break Points em Razdo Progressiva em dias consecutivos e médias dos
valores dos Break Points obtidos nos trés dias de teste. Médias (xEPM) da ultima razéo
completada antes de cinco minutos de inatividade do animal ou Gltima razdo completada na
sessdo dos grupos submetidos a lesdo real do ndcleo mediano da rafe (LR), a leséo ficticia
(LF) e intacto ().
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Os dados de acompanhamento do peso dos animais ao logo do experimento podem ser
visualizados na Figura 17. Nesta € possivel visualizar que os grupos de animais submetidos ao
procedimento cirdrgico (real ou ficticio) apresentam menores valores de peso inicial. Nota-se
também que os trés grupos sofreram alteracfes equivalentes e sem diferencas significativas
(entre-grupos) no peso no decorrer dos dias de treino e teste: sofreram perda de peso inicial
nos primeiros dias de restricdo alimentar e sessdes em CRF (dias 1 a 3), seguida por
manutenc¢éo do peso no decorrer dos dias em que ocorreram as sessdes em FR2 (dias 4 a 7) e
perda acentuada de peso no decorrer dos dias em que foram realizadas as sessdes em PR (dias
8 a 10).
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Figura 17. Acompanhamento do peso dos animais dos grupos intacto (I), lesdo ficticia
(LF) e leséo real do MnR (LR) no decorrer das sessdes operantes realizadas no experimento 3.
Valores expressos em média (tEPM) do peso em gramas (g) nos dias em que foram
realizadas as sessfes em reforcamento continuo/CRF (dias 1 a 3), em razdo fixa/FR2 (dias 4 a
7) e em razdo progressiva/PR (dias 8 a 10).

A perda de peso nesta ultima etapa em que foram realizadas as sessdes em PR merece
destaque, uma vez que cinco animais (I=3 e LR=2) apresentaram perda de peso superior a
15% e outros dois animais do grupo LR apresentaram perda superior a 20% em relacdo ao
peso inicial. Este segundo percentual de emagrecimento (20%) foi acompanhado de sinais de
adoecimento dos animais (letargia e postura curvada) e justificaram a finalizagdo do

experimento ao terceiro dia de sessdes em PR.
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DISCUSSAO

Os resultados aqui descritos sdo consistentes com publicacGes anteriores acerca do
aumento no consumo de sacarose em ratos submetidos a diferentes procedimentos de
inativacdo do MnR (Pezzato et al., 2003; Wirtshafter et al., 2011; Wogar et al., 1991). Os
dados obtidos nas sessGes em que o reforcador foi disponibilizado contingentemente a
emissao de respostas em razao fixa (FR2) demonstram que a leséo eletrolitica da regido do
MnR aumentou a taxa de respostas positivamente reforcadas por solugdo de sacarose (10%) —
demonstrando o efeito deste método de lesdo sobre o consumo e sobre a emissdo de respostas
consequenciadas por esta solugdo. O aumento na frequéncia de respostas positivamente
reforcadas é também compativel com publicacdes recentes que sugerem o envolvimento de
neurbnios deste nucleo (via receptores GABAA e GABAg) na modulagdo do circuito de
recompensa dopaminérgico (Liu & Ikemoto, 2007; Vollrath-Smith et al., 2012).

Uma hipotese explicativa da maior taxa de respostas de pressdo a barra emitida pelos
animais do grupo LR seria de tal alteracdo apenas refletir o aumento da frequéncia geral de
respostas decorrentes da lesdo do MnR. Este problema esteve presente em pesquisas
anteriores quando o consumo de sacarose foi avaliado na gaiola viveiro ou em condicGes de
condicionamento operante em que apenas uma barra era disponibilizada (Pezzato et al., 2003;
Pezzato & Hoshino, 2004) — justificando a necessidade da continuidade de investigacdes
utilizando-se de estratégias de controle experimental do efeito da hiperatividade. Neste
sentido, o delineamento utilizado no presente experimento (disponibilizacdo de duas barras:
ativa e inativa) permite constatar que os valores proximos a zero e a auséncia de diferencas
significativas entre grupos no que se refere a taxa de pressdes a barra inativa permitem
afirmar que a maior frequéncia de respostas emitidas pelos animais com leséo real na barra
ativa ocorre sob controle das consequéncias produzidas (acesso a solucéo de sacarose), e nao
é simplesmente decorrente do aumento geral da atividade dos animais.

Outra explicacdo alternativa seria de o maior consumo de solugéo agucarada decorrer
da maior necessidade energética devido a hiperatividade locomotora presente nos animais do
grupo LR. Contudo, a manutengé@o do peso em todos 0s grupos no decorrer dos dias 3 a 7 (em
que foram realizadas as sessfes em FR2) permite afirmar que os animais dos trés grupos
estavam submetidos a condic¢des equivalentes de restricdo energética, a despeito de diferencas
na demanda. Logo, a estratégia de restricdo alimentar utilizada no experimento somada ao
consumo da solucéo de sacarose durante as sessdes parece ter sido adequada para manutencao

de condicdes semelhantes no que se refere a necessidade de obtencdo de alimento/agucar.
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Outra evidéncia que nega esta explicacdo é a capacidade da inativacdo do MnR produzir
aumento da frequéncia de respostas operantes mesmo quando o estimulo refor¢ador utilizado
independe de privagdo energética, como é o caso do estimulo de luz incondicionado utilizado
por Vollrath-Smith et al. (2012) ou condicionado utilizado por Fletcher et al. (1999).

Em resumo, a maior frequéncia de respostas de pressdo a barra ativa para obtencéo de
solucdo de sacarose (10%) emitida pelos animais do grupo LR, em comparagéo aos controles
— juntamente com dados de pesquisas anteriores — pode ser interpretado como uma relevante
similaridade comportamental entre os efeitos da leséo eletrolitica do MnR e o sintoma do
quadro maniaco esperado em animais de laboratorio, descrito por Einat (2006), de aumento na
frequéncia de comportamentos “direcionados” a estimulos apetitivos (comportamentos
“hedbnicos”).

A auséncia de diferencas significativas nos Break Points entre 0s grupos nas sessoes
em Razdo Progressiva parecem contrarios aos dados obtidos no esquema simples.
Considerado isoladamente, indicaria que a lesdo ndo produziu alteracdo no valor reforgador
da solucdo de sacarose, fato contraditério a afirmacdo de correspondéncia com o sintoma de
humor elevado do quadro maniaco humano segundo a proposta de Lyon (1991). Entretanto,
este ponto deve ser avaliado com cuidado, uma vez que a auséncia de diferencas significativas
entre grupos pode ter decorrido da debilitacdo dos animais durante os dias do teste em PR —
fato explicitado pela marcante perda de peso que pode ser observada na Figura 17 (dias 8 a
10) e que permite considerar a inadequacdo de parte do procedimento utilizado no presente
experimento e compromete a possibilidade de interpretacdo dos dados. Além disso, a
interrupcdo do experimento em decorréncia da excessiva perda de peso também
impossibilitou a estabilizacdo do padrdo de respostas necessaria a qualidade das medidas
comportamentais.

Considerando-se que o esquema de razdo progressiva envolve um componente
temporal —a medida que a disponibiliza¢do do reforco é contingente & emissdo de quantidades
progressivas de respostas, 0 que gradualmente também aumenta o tempo de espera entre a
disponibilizagdo do proximo reforco — as explicagdes acima mencionadas se aplicam
igualmente a este experimento. Pode-se afirmar, portanto, que mesmo que o valor reforgador
da solugdo de sacarose disponibilizada em curtos intervalos temporais (suficientes para
emissdo de duas respostas) no esquema de FR2 estivesse aumentado, o gradual aumento da
lacuna temporal entre a disponibilizacdo do reforco embutido no esquema de razédo
progressiva pode ter diminuido a efetividade do refor¢co para os animais lesionados —

resultando em auséncia nas diferencas entre os Break Points em comparagdo aos grupos
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controles. Além de pertinente, esta explicacdo confere maior suporte a interpretacdo de os
efeitos da lesdo do MnR corresponderem ao quadro maniaco em animais de laboratorio, ja
que a impulsividade também é sintoma desta psicopatologia e manifestacdo esperada em seus
modelos animais (Lyon, 1991).
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EXPERIMENTO 4

Avaliacao dos efeitos da leséo eletrolitica da regido do MnR sobre

comportamentos de dominancia e submissdo em ratos

OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar o padrdo de estabelecimento de hierarquia social em ratos Wistar submetidos a

lesdo eletrolitica do MnR.

METODO
A. Animais

Foram utilizados 52 ratos Wistar machos adultos. Destes, 26 foram os animais
experimentais, distribuidos em trés grupos: grupo dos animais submetidos a lesao eletrolitica
da regido do MnR (LR, n=12), grupo dos animais submetido a leséo ficticia (LF, n=7) e grupo
controle intacto (I n= 7). Os demais animais (n=26) constituiram os pares utilizados para no

teste de interacdo social.
B. Equipamento

Gaiolas-viveiro de poliuretano semi-transparentes, extensores de 10 cm feitos do
mesmo material — permitindo maior mobilidade e posturas verticais dos animais. Camera de
video digital Panasonic modelo SDR-H80PU-K, resolucdo de 0,8 Mega Pixels (dimensdes 53

X 67 x 107 mm) com tripé. Lampadas fluorescentes de luz vermelha.
C. Procedimento

Foi utilizado o teste do Intruso/Residente conforme descri¢do de File et al. (1979) —
sendo 0 mesmo animal inicialmente avaliado como residente e posteriormente como intruso.
As diades para o teste foram compostas por animais de mesma linhagem e de pesos
equivalentes (maximo de 5% de diferenca entre sujeitos) marcados no dorso por tinta preta
para diferenciacdo. No periodo de sete dias anteriores ao teste os animais foram alojados
individualmente e a troca da maravalha foi suspensa. Ao final deste periodo o animal
designado como intruso era introduzido na gaiola-moradia do animal designado como
residente. Os testes foram realizados sob condi¢éo de penumbra e na auséncia do pesquisador,

sendo as interacdes filmadas por 10 minutos. Os videos foram analisados de acordo com
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categorias descritas por File et al. (1979), complementadas pela analise descritiva de
interacdes agonisticas realizada por Peron (1989). As categorias estdo descritas na Tabela 5 e

parcialmente exemplificadas na Figura 18.

Tabela 5. Definicdo das categorias comportamentais utilizadas no teste do
Intruso/Residente.

Categoria Definicéo

1) Luta Atos e posturas decorrentes de interacdes agressivas de ataque:
perseguir, pular sobre o outro, montar pelas costas, chutar, boxear o
outro ou o ar, luta (rabo em S) (File, 1979; Peron 1989).

2) Dominancia Ficar em cima/sobre o outro animal enquanto este encontra-se com
abdome exposto (File, 1979; Peron 1989).

8) Ofensivos Itens intimidativos executados por um animal direcionado as
proximidades ou mesmo em contato com o oponente, mostrando
disposicao e habilidade para lutar. Estes comportamentos seriam de:
cercar o oponente (andar em circulos em torno do outro animal,
rastejando sob o0 outro ou se colocando entre o outro animal e a caixa) e
postura lateral (que corresponde a postura de intimidacdo direcionada
lateralmente ao outro animal, demostrando disposicdo de atacar) (File,
1979; Peron 1989).

4) Submissdo Comportamentos e posturas em que o0 animal expde seu abdome para o
oponente, permanecendo totalmente imobilizado ou mostrando alguns
movimentos discretos e congelamento — quando o animal permanece
paralizado sobre as patas traseiras em postura catatdnica ou cataléptica
(File, 1979; Peron 1989).

5) Fuga Comportamento defensivo composto por atos que induzem o animal a
um afastamento gradativo ou subito das proximidades do oponente (ex:
recuar, empurrar, se afastar) (Peron 1989).

6) Social Cheirar 0 outro em diversas regides (genital, anal, corpo, focinho, etc);
lamber e mordiscar o outro (grooming) e receber grooming (Peron
1989).
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Figura 18. Exemplificacdo das condigOes ambientais dispostas no teste do Intruso/Residente
e de algumas das categorias analisadas. a) um animal experimental e seu par (marcado no
dorso por tinta preta, conforme indicacao pela seta) em interacdo social (cheirar o outro); b) o
animal experimental apresenta postura de dominancia (ficar sobre o outro), enquanto o par
exibe comportamento de sumissdo (abdome exposto).

D. Analise dos dados

Os videos foram categorizados por meio do software EthoLog (Ottoni, 2000). Para
estabelecimento da medida de concordancia entre dois intervalos de observacéo
(confiabilidade intra-observador) na atribuicdo das categorias, um percentual dos videos (5
videos de 46 = 10,87%) foi duplamente analisado. As diferentes categorizagdes dos mesmos
videos foram submetidas a medida estatistica de concordancia t (tau) de Kendall. O
coeficiente de Kendall obtido foi de 0,816 (p<0.05), sugerindo alta concordancia entre

observacdes e confiabilidade da categorizacao adotada.

As frequéncias de respostas em cada categoria nas duas condicdes (intruso e residente)
foram analisadas por ANOVAs com um fator entre grupos de trés niveis (LR, LF e I). Os
efeitos estatisticamente significativos foram analisados pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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RESULTADOS

Dentre os animais submetidos ao procedimento de leséo eletrolitica do MnR, 3 nédo
desenvolveram hiperatividade locomotora e foram excluidos da amostra, resultando na
seguinte composicdo dos grupos: I, n=7; LF, n=7 e LR, n=9.

As avaliacbes quantitativas por categorias da interacdo das duplas nas condicfes de
residente e intruso podem ser observadas nas Figuras 19 e 20. Na condicdo de residente
(Figura 19), as ANOVAs acusaram auséncia de efeito do grupo para as categorias: social,
fuga, dominéncia e luta. As médias de respostas nas categorias submissdo (F(2,20)=5,37;
p<0,05) e ofensivo (F(2,20)=3,96; p<0,05) acusaram o efeito do fator grupo, mas o teste post-
hoc identificou diferenca significativa entre o grupo LR e grupos LF e | apenas para a

categoria submisséo (LR x LF e I: Bonferroni; p<0,05).
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Figura 19. Categorias comportamentais de interacdo social como residente. Médias
(xEPM) da frequéncia de respostas emitidas pelos animais dos grupos leséo real (LR), leséo
ficticia (LF) e intacto (I) em cada uma das categorias na condi¢do de residente. * indica
diferenca significativa entre a frequéncia de respostas emitidas pelo grupo LR em relacdo aos
grupos LF e | (Bonferroni, p<0.05).

Na condicdo de intruso (Figura 20), as ANOVAs também ndo acusaram diferencas
significativas entre grupos nas condig¢des: social, fuga, dominéncia e lutas. Apenas nas
categorias submissdo (F(2,20)=9,93; p<0,01) e ofensivo (F(2,20)=6,37, p<0,01) foram
observados efeito do fator grupo. A frequéncia de respostas de submissdo foi
significativamente menor no grupo LR em relacdo ao grupo I (Bonferroni; p<0,001), mas ndo
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em relacdo ao grupo LF e a frequéncia de respostas ofensivas foi significativamente maior nos

animais LR em relacdo a ambos os grupos controles (LR x LF e I: Bonferroni, p<0,05).
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Figura 20. Categorias comportamentais de interacdo social como intruso. Médias (:EPM) da
frequéncia de respostas emitidas pelos animais dos grupos lesdo real (LR), leséo ficticia (LF)
e controle intacto (1) em cada uma das categorias na condi¢do de intruso. *** indica diferenca
significativa entre o grupo LR em relacdo ao grupo | (Bonferroni; p<0,001) e * indica
diferenca significativa entre o grupo LR em relacdo aos grupos LF e | (Bonferroni; p<0,05)
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DISCUSSAO

Assim como o procedimento de lesdo neurotdxica especifica (5,7-DHT) do MnR
realizado por File et al. (1979) em ratos da linhagem Hooded, a lesdo eletrolitica realizada
neste experimento foi capaz de produzir alteragdes nos padrdes de comportamento para
estabelecimento de hierarquia social em ratos Wistar. Na condi¢éo de residente, a inativacdo
do MnR resultou em diminuigdo da frequéncia de emissdo da categoria “submissdo”, que
compreendia comportamentos e posturas em que o animal expde seu abdome para o0 oponente
e congelamento. Na condicdo de intruso a reducdo da capacidade de submissdo se manteve,
mas complementarmente ocorreu 0 aumento na frequéncia de comportamentos ofensivos.

A frequéncia de respostas na categoria de submissdo poderia ser decorrente da
alteracdo na “capacidade” de congelamento (freezing), efeito comportamental da lesdo do
MnR descrito anteriormente (Avanzi, Silva, Macedo, & Brandao, 2003; Lima, 2002). Lima
(2002) demonstrou que a injecdo de NMDA e 8-OH-DPAT no MnR em ratos reduziu a
valores nulos a frequéncia de congelamento diante de estimulo contextual (luz) pareado ao
choque no pos teste 48h apds a sesséo de treino. Entretanto a inativacdo do MnR néo alterou a
frequéncia da emissdo de congelamentos quando o estimulo pareado ao choque foi de
natureza sonora. Esta diferenca entre efeitos de diferentes estimulos aversivos condicionados
sobre as respostas de congelamento dos animais sugere que a lesdo ndo suprime a capacidade
de permanecer imével diante do perigo. Dados de outra pesquisa sobre o papel do MnR na
aprendizagem contextual indicam que o efeito da lesdo desta estrutura sobre as respostas de
congelamento é tempo dependente, ndo exercendo qualquer efeito sobre respostas dos animais
quando estes sdo submetidos a condicGes de aprendizagem imediatas, sendo os estimulos
sinalizadores do choque de qualquer natureza (Melik, Babar-Melik, Ozgunen, & Binokay,
2000).

Outro argumento que inviabiliza a suposicdo da alteracdo na capacidade de eliciagdo
de respostas de congelamento (freezing) ser responsavel pela diminuicdo na postura de
submisséo dos animais MnR lesionados decorre da andlise individualizada da frequéncia de
respostas de exposicdo do abdome ao oponente, também reduzida nos animais LR (Apéndice
A). Assim, a condicdo aversiva imediata presente no teste do intruso/residente, somada a
constatacdo de que a exposi¢do do abdome ao oponente também sofreu reducdo no presente
experimento sugerem que a capacidade geral de submisséo parece estar alterada nos ratos
submetidos a lesdo do MnR. O aumento da frequéncia de comportamentos ofensivos na

condicdo de intruso compde o quadro de evidéncias de que esta lesdo parece interferir
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consistentemente nos comportamentos de hierarquizacdo social. Apesar da diferenca
topografica em relacdo aos dados de File et al. (1979), que constatou aumento da frequéncia
de comportamentos de ataque e ficar sobre o outro animal (dominancia), 0 aumento da
frequéncia de comportamentos ofensivos também é indicativo da postura de dominancia. Tal
diferenca pode decorrer da natureza das les6es, da linhagem dos animais ou ainda das reacées
a dominancia emitidas pelo animal oponente — esta ultima variavel referente ao padrdo de
interacdo da diade.

Deve-se considerar ainda a possibilidade de a maior frequéncia de comportamentos
ofensivos decorrer do comprovado efeito do estresse produzido pelo isolamento social
(Guidotti et al., 2001; Matsumoto, Pinna, Puia, Guidotti, & Costa, 2005). Apesar de 0s
animais dos trés grupos terem sido expostos as mesmas condi¢des de isolamento pré-teste, é
pertinente conjecturar que os comportamentos de hostilidade podem, ao menos em parte,
decorrer da maior sensibilidade ao estresse cronico nos animais com o MnR lesionado
(Andrade & Graeff, 2001). Esta possibilidade, entretanto, ndo descaracteriza as alteracdes no
padréo de hierarquizacgéo social decorrentes da lesdo, mas descreve que condigdes estressantes
permanentes podem tornar as respostas ofensivas mais provaveis ou intensas.

Em conclusédo, pode-se qualificar o padrdo de dominancia social induzido pela leséo
do MnR identificado neste experimento como correspondente ao esperado para identificacdo
de validade de face ao padrdo social ativo (“auto-estima inflada™) observado em pacientes
humanos em mania. A constatacdo desta similaridade ¢ uma importante evidéncia da
adequacdo da hipétese do envolvimento do MnR na neurobiologia dos transtornos de humor,
uma vez que comportamentos de dominancia e submissdo em roedores sao considerados
validos modelos de mania e depressdo (Malatynska & Knapp, 2005; Malatynska et al., 2007).
Também merece destaque a auséncia de diferencas significativas entre grupos quando a
categoria analisada foi referente aos comportamentos sociais (cheirar o outro em diversas
regides, fazer e receber grooming). A constatacdo de que a lesdo eletrolitica do MnR néo
produz como efeito a reducdo da frequéncia de respostas de interacdo social, ao menos no
contexto estudado, auxilia a diferenciacdo entre o quadro experimental da mania e de outros
transtornos como a esquizofrenia — ja que modelos animais de esquizofrenia devem apresentar
como caracteristica central a diminuicdo da frequéncia de contatos sociais, juntamente com
sintomas comuns ao quadro maniaco como hiperatividade, aumento da agressividade e
excitacao e prejuizos cognitivos (Yen et al., 2013).

Destacando a relevancia dos dados obtidos no presente experimento para avaliacdo da

pertinéncia da hipdtese dos efeitos da lesdo do MnR corresponderem a um modelo
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experimental de mania, € importante considerar que mais do que indicadores de validade de
face ao quadro maniaco ou padréo suficiente para a validacdo de um modelo animal de mania,
0s comportamentos de dominancia social sdo considerados a base da explicacdo filogenética
dos padrGes comportamentais presentes nos transtornos de humor sob o enfoque da psicologia
evolucionista. De acordo com Dalgalarrondo (2011), a submisséo e dominagéo sdao elementos
intrinsecos das espécies sociais animais com sistemas de hierarquias, nos quais a flexibilidade
hierdrquica evita lutas fatais. Para este e outros autores (Gardner, 1982; Hendrie & Pickles,
2009) ascender e descender socialmente corresponderiam aos comportamentos euforico,
caracteristico da mania, e depreciativo, caracteristico da depressdao — ou caracteristicos dos
animais “alfas”(dominantes) e “6megas” (submissos). Desta forma, padrdes semelhantes aos
depressivos inibiriam a conduta de ameaga do animal e preveniriam riscos graves de lesdo ou
morte (Dalgalarrondo, 2011; Hendrie & Pickles, 2009; Nesse & Williams, 1997). Por outro
lado, padrdes semelhantes ao quadro de mania representariam o extremo de estratégias
comportamentais de dominacdo e de competicdo desafiante (Dalgalarrondo, 2011; Gardner,
1982). Neste caso, a assimetria de status social entre o individuo e o grupo ocorreria de forma
oposta a depressdo: o comportamento do paciente maniaco € constantemente desafiador,
arrogante e irritdvel, acompanhado de avaliacfes distorcidas com relacdo a possibilidades de

sucesso em confrontos (Dalgalarrondo, 2011).
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ANALISE HISTOLOGICA

OBJETIVO ESPECIFICO

Localizar e descrever as estruturas abrangidas pelo procedimento experimental de

lesdo eletrolitica do MnR utilizado nos experimentos descritos no Capitulo 1.

METODO
A. Sujeitos

Apés a realizacdo dos testes comportamentais realizados nos estudos descritos, uma
amostra dos animais com lesdo real (n=10) e com lesdo ficticia (n=1) foi selecionada para

comparacdo e mapeamento histologico da lesdo realizada.
B. Procedimentos

Etapa 1: perfusdo

Equipamento: bomba de perfusdo (Milan®, modelo 626).

Solugdes: a) fixador, composto por 1500ml de H,0, 40g de paraformaldeido (CH,0n),
solucdo de hidrdéxido de sédio (NaOH, 10N/+10 gotas), 150ml de tampéo fosfato (Phosphate
Buffer/PB 0,4M), 5ml de Glutaraldeido a 25%; b) soro ringer, composto por 4,25g de cloreto
de sodio (NaCl, PM 58,44), 0,125g de cloreto de potassio (KCI, PM 74,56), 0,10g de
bicarbonato de sédio (NaHCO3, PM 84,01), 1ml de Heparina a 1% e 500ml de H,O destilada.

Farmaco: hidrato de cloral (10%)

Procedimentos: Os animais foram sedados com hidrato de cloral 10% injetado
intraperitonealmente (1mI/300g de peso corporal). Apo6s perda do reflexo 6culo-palpebral
deu-se inicio ao procedimento cirurgico, iniciado por pequena incisdo sob o processo xifoide
— estendida até o pescogo para retirada da pele — e posterior corte dos musculos da parede
ventrolateral do abdome, afastamento do figado e exposi¢cdo do diafragma. Realizada a
perfuracdo do diafragma e corte das costelas, posicionou-se o gradil costal cranialmente com
auxilio de uma pinca hemostatica. O coragédo foi entdo preso por uma pinga hemostatica na
altura dos septos atrio-ventriculares e fez-se uma incisdo no apice do coragdo (ventriculo
esquerdo), introduzindo cuidadosamente a canula pela incisdo no ventriculo até sua

visualizagdo no comecgo da artéria aorta. Fixou-se a canula dentro do coragdo com a pinga
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hemostatica e realizou-se o tracionamento e corte da auricula direita. Na sequéncia a bomba
de perfusdo foi ligada e o soro infundido em fluxo de 30ml/min até o clareamento das
mucosas e do figado. Apos limpeza do leito vascular iniciou-se a passagem do fixador por

aproximadamente 30 minutos — seguida da decapitacao do animal de ombro a ombro.

Etapa 2: remocado do encéfalo e crioprotecdo do tecido nervoso

Para a extracdo do cérebro utilizou-se um oste6tomo com o qual a pele, 0s muasculos
da cabeca, 0ssos, dura mater e foice do cérebro foram removidos nesta sequéncia. Apos
rompimento do arco zigomatico e afastamento dos ossos temporais, fez-se um corte no nivel
do bulbo olfatério e levantou-se o encéfalo, expondo o nervo trigémeo que foi cortado —
afastando o encéfalo e removendo-o da cavidade craniana. O encéfalo foi entdo colocado em
uma matriz, cortado na altura desejada e transpassado internamente com uma agulha no
sentido caudorostral ao lado direito — para permitir a identificacdo do antimero dos cortes na
microtomia. A crioprotecdo foi realizada por meio da imercdo do encéfalo em solucdo de
sacarose (Ci12H22011, PM 342,3) a 30% em tampao fosfato (0,1 M/pH 7,4) a 4°C durante 48h.

Etapa 3: microtomia dos encéfalos congelados

Equipamentos: Microtomo (LeicaSM 2010R) e plataforma refrigerante “freezing
stage” (Psysitemp BFS-30 MP).

Procedimentos: Ap6s remocdo das meninges os encéfalos seccionados foram
colocados no micrétomo em base de sacarose a -20°C com a face rostral voltada para a base e
a face ventral voltada para a ldmina. O aparelho foi entdo resfriado a temperatura de -40°C e
apo6s congelamento do encéfalo deu-se inicio a realizagdo dos cortes de 30 micrdmetros de
espessura. Cada corte era disposto por um pincel em cinco fracos com solugdo de PB 0,1M —

estabelecendo-se a distancia de 150 micrémetros entre os cortes em cada frasco.

Etapa 4: coloracdo com NISSL e fixacdo da laminula

Apdbs a montagem de cortes histoldgicos em laminas de vidro para microscopia, deu-se
inicio & técnica de Nissl para coloracdo do tecido analisado. Neste as ldminas foram
mergulhadas em recipientes na seguinte ordem: 1min em alcool 95% I e II, Imin em alcool

100% I, Il e 111, 3min em xilol I, Il e I, Imin em alcool 100% III, 11 e I, 2min em &lcool 95%
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Il e I, Imin em alcool 70%, 1min em alcool 50%, 1min em tionina. Na sequéncia 10
mergulhos em H,O destilada e 30 segundos em alcool 95% 1 e Il. Apds a coloracdo, as

laminas foram recobertas por laminulas de vidro, fixadas as laminas por Permount®.

Etapa 5: analise das laminas

Equipamento: Microscopio Optico (Scope.Al, Carl Zeiss — LLC/EUA) e camera
(AxioCam Mrc Zeiss— LLC/EUA)

Procedimentos: A analise das laminas foi feita com ajuda do microscopio Optico. A
area da lesdo em cada caso foi identificada por comparacdo dos cortes histolégicos com o
Atlas Estereotdxico (Paxinos & Watson, 2007). As estruturas abrangidas pela lesdo
eletrolitica foram listadas, bem como o posicionamento rostro-caudal, lateral e dorso-ventral
do tecido destruido. Ao final da analise descritiva um caso tipico foi selecionado e

fotografado para exemplificagéo.
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RESULTADOS

A Figura 21 representa uma prancha com fotomicrografias de um caso tipico da lesdo
eletrolitica realizada nos experimentos. Nota-se que a lesdo se estendeu para toda a regido
préxima ao MnR, destruindo tecido de outros ndcleos e estruturas (vide Apéndice B). Em
especial, destaca-se que em 9 dos 10 casos analisados a abrangéncia da lesdo envolveu a
porcdo caudal do nucleo dorsal da rafe, e em todos os casos a lesdo englobou o nucleo
paramediano da rafe (PMnR).

A andlise microscopica dos cortes permitiu também, por comparacdo com o Atlas
Estereotaxico do cérebro do rato (Paxinos & Watson, 2007) e com as laminas do animal do
grupo LF, avaliar a porcdo do MnR abrangida pela lesdo. Destaca-se que em 3 dos 10 casos
analisados todo o MnR foi destruido, em seis casos a lesdo foi parcial (por¢do dorsal ou
porcdo caudal) e em um caso a lateralidade da lesdo comprometeu a destruicdo da regido
central do MnR — abrangendo apenas unilateralmente a subdivisdo paramediana do nucleo
(PMnR). Né&o foi observado qualquer indicio de destruicdo de tecido encefalico no caso do
animal submetido a lesdo ficticia, confirmando que assim como indicam os dados
comportamentais, nos animais deste grupo a regido do MnR permaneceu intacta.

A Figura 22 destaca a distribuicdo rostrocaudal das lesbes em cada um dos 10 casos
analisados em comparacdo com a extensdo anteroposterior do MnR descrita pelo Atlas
Estereotaxico (Paxinos & Watson, 2007). E possivel observar que esta extensdo foi variavel
em relagdo aos casos, bem como houve variacdo dos niveis interaurais de inicio e término das

lesdes.
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Figura 21. Mapeamento da lesdo eletrolitica na regido do ndcleo mediano da rafe.
Fotomicrografias de cortes histologicos coronais do tronco encefalico de um animal do grupo
lesdo real, corados pelo método de Nissl e organizados de caudal (A, I.A.= -1,05) para rostral
(P, I.LA.=1,20). O asterisco indica a regiéo lesionada. O intervalo entre os cortes é de 150um e
a barra de calibracdo ¢ vélida para todas as imagens. Abreviatura: .A., nivel interaural.
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Figura 22. Diagrama da distribuicdo rostrocaudal das lesdes eletroliticas nos ratos. Dados de
animais do grupo lesdo real (LR) tendo como referéncia o Atlas Estereotaxico do encéfalo do
rato (Paxinos & Watson, 2007). As barras horizontais representam a extensdo rostrocaudal
das leses eletroliticas entre os niveis I.A. -2,0 a +3,0. A barra em vermelho indica a extenséo
do ndcleo mediano da rafe (MnR). Abreviatura: I.A., nivel interaural.
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DISCUSSAO

Os parametros do procedimento de lesdo eletrolitica utilizado nos experimentos do
Capitulo I (eletrodo, tempo de passagem da corrente, posicdo de insercdo) foram definidos
com base nos estudos anteriores realizados por Hoshino e colaboradores (Hoshino &
Sugizaki, 1986; Hoshino et al., 2004; Leite, Hoshino, & De Paula, 2004; Pezzato & Hoshino,
2004, 2005). Ao longo de diversos anos tais parametros se mostraram efetivos na inducédo da
hiperatividade locomotora e outras alteracbes comportamentais que incitaram a hipotese da
correspondéncia do quadro decorrente deste procedimento com a mania. A analise histolégica
de uma amostra dos animais utilizados nos experimentos confirmou a destruicdo completa ou
parcial do MnR — o que confirma a efetividade do procedimento utilizado e justifica que os
resultados comportamentais estejam de acordo com o esperado com base em dados anteriores
da literatura.

Contudo, a andlise da éarea de abrangéncia da lesdo demonstrou a destruicdo de
inimeras outras estruturas listadas no Apéndice B — o0 que traz o problema da impossibilidade
da afirmacéo de os efeitos comportamentais observados decorrerem apenas da inativacdo da
regido especifica do MnR. Este problema da abrangéncia da area eletrocoagulada parece ser
comum a parte das pesquisas que se utilizam de lesdes eletroliticas, em especial das
publicacGes das décadas de 70 e 80 (revisdo de fotos vide Apéndice C) — que compdem
parcela significativa dos dados acerca dos efeitos comportamentais da inativacdo do MnR
(Levine, Rosenwasser, Yanovski, & Adler, 1986; Wirtshafter et al., 1987; Yamamoto & Ueki,
1977).

Outro problema refere-se a inconsisténcia das lesdes realizadas, que pode ser
identificada com base na variabilidade na distribui¢do rostro-caudal e lateralidade da regido
total e do MnR destruidos nos diferentes casos analisados. Tal variagdo pode ter contribuido
na amplitude dos desvios da média observados nos experimentos, ja que a inativacdo de
diferentes por¢bes do MnR parece produzir variagdes em efeitos bioquimicos e
comportamentais — conforme dados de Wirtshafter, Montana e Asin (1986). Estes autores
demonstratam diferencas e efeito somatdrio de cortes efetuados nas regides antero-ventral e
caudal do MnR, sendo estes nulo e significantivo no campo aberto e parco e nulo nos niveis
prosencefalicos de serotonina, respectivamente.

Apesar das constatagdes da extensdo adicional e da variabilidade da area da lesdo ndo
invalidarem a possibilidade de inducdo de um conjunto de comportamentos semelhantes a

mania por meio de um mesmo procedimento experimental, estas trazem a necessidade do
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refinamento da area lesionada. A possibilidade da realizacdo de lesGes restritas a regido do
MnR permitiria a investigacdo dos efeitos da destruicdo especifica desta estrutura e assim
compreensédo do papel do sistema inibitdrio do qual este nucleo faz parte na neurobiologia dos
comportamentos semelhantes ao quadro maniaco em animais de laboratdrio.

A variabilidade da extensdo das lesdes ao redor do MnR constatada na andlise
histologica indica ser um ponto vulneravel e limitante quando se prop6e o uso do modelo para
a investigacdo dos mecanismos responsaveis pela mania e, por extensdo, ao transtorno
bipolar. Existem duas possibilidades para supera¢do desta limitacdo. A primeira é a repeti¢do
das observacBes em ratos submetidos a lesbes menores, fato que implica em avaliar
isoladamente os efeitos das lesbes promovidas por diferentes intensidades de corrente para
eletrocoagulacdo do nucleo, a duracdo da passagem desta corrente e a extensdo das areas
ativas do eletrodo. A segunda alternativa é determinar os efeitos de lesbes menores em
animais de outras espécies, abordagem que parece vantajosa por garantir a possibilidade de
transposicdo de dados de um grupo de animais a outro, fato crucial para as pesquisas

translacionais.
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CAPITULO II

Efeito do litio sobre a desinibicdo comportamental induzida pela
lesé@o eletrolitica da regido do Nucleo Mediano da Rafe (MnR) em

camundongos
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OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Testar se algumas das alteragdes comportamentais esperadas em modelos animais de
mania (hiperatividade locomotora, estereotipia, exposicdo aumentada a condicOes
aversivas e aumento na frequéncia de respostas consequenciadas por reforcadores
positivos) sao induzidas pela leséo eletrolitica do ndcleo mediano da rafe (MnR) em
camundongos;

b) Testar se o tratamento crénico com uma droga antimaniaca, o litio, é capaz de atunuar
ou reverter as alteragcBes comportamentais induzidas pela lesdo eletrolitica do MnR em

camundongos investigadas com base no objetivo anterior.

METODO
A. Compromisso ético

O presente estudo foi iniciado mediante a aprovacdo do projeto pelo Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) da University of Maryland Baltimore School Of
Medicine - protocolo #0410006 (Anexo B). Sua execucdo obedeceu rigorosamente as
recomendagOes do NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

B. Animais

Foram utilizados 84 camundongos isogénicos C57BL/6J machos, provenientes do The
Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine), com 11 semanas de vida. Esta linhagem foi
escolhida devido as respostas robustas no que se refere a responsividade ao tratamento com
litio em diversos testes comportamentais em pesquisas que investigaram o modelo de mania
induzida por psicoestimulantes (Can et al., 2011; Can, Piantadosi, & Gould, 2013; Gould et
al., 2007; O'Brien et al., 2004). Durante o periodo de adaptacdo ao biotério (48h), foram
alojados em grupos de quatro a cinco animais em caixas de policarbonato forradas com
sabugo de milho desidratado inseridas em estantes com sistema de circulacgao e filtragem de
ar, em ciclos claro/escuro de 12h (luz das 7:00 as 19:00 h), temperatura constante a 21°C +1 e
agua e alimentacdo comercial ad libitum. Apos aclimatagéo, os animais de cada gaiola-viveiro
foram designados aleatoriamente as trés condi¢des experimentais: lesdo eletrolitica do MnR
(grupo LR, n=35); lesdo ficticia (grupo LF, n=25) e intactos sem manipulagdo cirurgica

(grupo I, n=24).
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C. Cirurgia de lesao eletrolitica do MnR

Equipamentos: aparelho estereotaxico ultra-preciso para pequenos animais David-
Kopff — modelo 962 (Tujunga, CA, EUA, Figura 23); eletrodo de eletrocoagulacdo de ago
inoxidavel (isolado eletricamente exceto o didmetro da ponta, de dimensdes 2.5mm de
cumprimento x 0.20mm de didmetro/AM Systems, Sequim, WA, EUA), dispositivo de
aquecimento (ATC-1000, WPI) conjugado a um termémetro retal, furadeira estereotaxica
David-Kopff - modelo 1471 (Figura 23 c) e lesionador eletronico manufaturado (Figura 24).
A corrente produzida pelo lesionador era alimentada por uma bateria comercial de 9V,
acionada por uma chave liga/desliga e tinha a precisdo controlada por um potencidémetro
(5KQ). A mensuracdo da corrente era realizada por um multimetro digital comercial em

escala 2,5mA.

Figura 23. Fotografias do modelo de aparelho estereotaxico e dos acessorios utilizados para
realizacdo das cirurgias. a) Estereotaxico para pequenos animais de ultra-precisdo (David-
Kopff — modelo 962); b) méascara para manutencdo da anestesia inalaréria e c) furadeira
estereotaxica (David-Kopff- modelo 1471). Fotografias extraidas no endereco eletrdnico
http://www.kopfinstruments.com.

Farmacos: isoflurano USP (Forane®, Baxter), analgésico e anti-inflamatério injetavel
para pequenos animais (Carprofen, Rimadyl®, Pfizer), pomada oftalmica (Puralube®, Vet
Ointment, Dechra), pomada antibi6tica (Triple Antibiotic Ointment by Actavis®) .


http://www.kopfinstruments.com/
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Preparacdo pré-cirargica: A anestesia foi induzida por O, + 4% de isoflurano em
fluxo de 1L/min, distribuido por meio de um vaporizador de precisdo ligado a um um filtro de
carvdo para eliminar os residuos de gas. O animal era introduzido em uma camara de inducao
pelo periodo de 2 a 4min. Ap6s adormecimento o percentual de isolflurano era reduzido a 2-
3% e a partir do posicionamento do animal no aparelho estereotaxico era dispensado por uma
mascara facial (Figura 23 b) conjugada ao equipamento cirargico. O tempo total de
manutencdo dos animais sob efeito anestésico foi padronizado em 60min para controle
experimental de possiveis efeitos do anestésico sobre o comportamento. Durante toda a
cirurgia o camundongo permanecia posicionado sobre um dispositivo de aquecimento (ATC-
1000, WPI) atrelado a um termdmetro retal para manter a termoregulacdo (~36°C). Apos
perda dos movimentos, do reflexo ocular e da auséncia de resposta a preensdo da cauda por
pinca dava-se continuidade aos procedimentos: tricotomia da cabeca, aplicagdo de pomada
oftdlmica estéril para prevenir ressecamento dos olhos e limpeza da regido cirdrgica por gaze
embebida em alcool 70%. Ao final dos cuidados pré-cirdrgicos 0s animais recebiam uma dose
do analgésico Carprofen (0,5mg/Kg) diluido em salina estéril — administrado

subcutaneamente.

Figura 24. Fotografias do lesionador manufaturado para realizacéo das lesdes eletroliticas. a)
fotografia da porcéo externa no lesionador acoplado ao multimetro digital e b) fotografia da
porcdo interna do lesionador, onde pode ser visto o circuito alimentado pela bateria de 9V.

Procedimentos cirurgicos: Apds a anestesia e a preparacao cirurgica descrita acima,
uma Unica incisdo era feita por bisturi na linha média do créanio, ap0s injecéo de lidocaina 2%.
O tecido conjuntivo era entdo removido por espalula, seguido de lavagem com solugéo salina
e agua oxigenada. As coordenadas dorso-ventrais (DV) do Bregma e do Lambda eram
checadas para garantia do posicionamento paralelo do cranio em relacdo ao plano
estereotdxico. Adotou-se como critério de precisdo a diferenca maxima de 0,05mm entre as
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coordenadas DV destas suturas — que podia ser corrigida alinhando-se a cabeca no aparelho
estereotaxico pelo suporte mandibular. Em seguida eram conferidas as coordenadas de
posicionamento da ponta do eletrodo no Bregma a 0 e a 20° de torcdo unilateral direita do
brago do esterotaxico (medidas antero-posterior, linha média e dorso-ventral). Uma furadeira
atrelada ao braco oposto do aparelho estereotaxico (Figura 23 c) era entdo posicionada de
acordo com as coordenadas cirurgicas finais antero-posterior e lateral. Apds trepanacdo do
crénio pela furadeira, o eletrodo de aco inoxidavel isolado eletricamente exceto o didmetro da
ponta era inserido através do cranio até as coordenadas cirurgicas finais calculadas com base
no atlas estereotaxico para camundongos: AP= -4,48 posterior ao Bregma, LR= 1,64 a direita
do Bregma e DV=-4,79 ventral ao cranio (Franklin & Paxinos, 2007). Neste momento apenas
no grupo lesdo real (LR) era aplicada a corrente elétrica de 0,7mA por 10 s para
eletrocoagulagdo, enquanto nos animais do grupo controle LF o eletrodo era inserido até a
proximidade do MnR (DV=-3,79) e removido sem aplicacdo da corrente. A incisdo era entdo

suturada e a ferida recebia tratamento com pomada antibiotica veterinara.

Procedimentos pds-cirdrgicos: Apl6s a cirurgia os animais foram colocados
individualmente em uma caixa limpa e com aquecimento para recuperagdo. Os animais
permaneceram sob observacao até que caminhassem normalmente e s6 entdo eram removidos
ao biotério onde permaneciam em alojamento individual por 48h. Adicionalmente a racao
comercial e a dgua foram disponibilizadas dieta purificada e 4gua em gel. Os animais néo
submetidos ao procedimento cirtrgico foram mantidos nas mesmas condi¢es, incluindo o
alojamento individual. Na manhd seguinte a cirurgia uma segunda dose do analgésico
Carprofen (0,5mg/Kg) foi administrada nos camundongos operados e todos os animais foram
pesados e monitorados quanto aos sinais de dor e estresse. Apds o periodo de recuperacdo
inicial (48h) os animais foram alojados em grupos de quatro ou cinco, de acordo com a
formacédo inicial — havendo animais de todos os grupos experimentais (LR, LF e I) em cada
gaiola-viveiro. Decorridos 10 dias de recuperagdo pos-cirurgica (48h em isolamento e 8 dias

em grupo) foram iniciados o tratamento com litio (LiCl) e os testes comportamentais.
D. Tratamento com cloreto de litio (LiCl)

Farmaco: cloreto de litio (LiCl) adicionado & ragdo, na concentracdo de 0,4% (Bioserv,
Frenchtown, NJ, EUA).

Procedimento de administragdo do tratamento: a ragdo comercial foi removida e a

racdo contendo LiCl foi disponibilizada em metade das gaiolas-moradia conforme descri¢fes
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anteriores (Can et al., 2011; Kovacsics & Gould, 2010; O'Brien et al., 2004), enquanto a outra
metade das gaiolas recebeu racdo controle de igual composicdo, exceto o LiCl. Todos o0s
animais tiveram livre acesso a 4gua ad libitum e a uma garrafa adicional com 0,9% de solucéo

salina para aliviar o desbalanceamento idnico produzido pelo litio.
E. Testes Comportamentais

Procedimentos gerais e limpeza dos equipamentos: As avaliaces comportamentais
foram realizadas no periodo matinal (entre 08 e 13h) e foi estabelecido o intervalo minimo de
48h entre testes. Em todos os procedimentos de avaliagdo comportamental descritos nos
estudos desta pesquisa, 0s animais foram levados em suas gaiolas-viveiro a sala de
experimentacdo, adjacente ao biotério, e imediatamente intruduzidos no aparato de teste. Ao
final de cada teste foram contabilizadas as bolotas fecais e em seguida 0s equipamentos foram
limpos com solugdo aquosa de Vimoba Tablets® (diéxido de cloro), evitando a contaminagéo

e a permanéncia de odores.

O teste do campo aberto foi conduzido uma vez previamente aos tratamentos (dia 10)
e apdés 21 dias de tratamento com LiCl ou ragdo controle por trés dias consecutivos (dias 31,
32 e 33). Os testes do labirinto em cruz elevado, claro/escuro e de preferéncia por sacarina
foram realizados apenas apds o tratamento, em seguida as medidas da atividade locomotora

no campo aberto. A sequéncia, repeticdes e intervalos entre procedimentos estdo detalhados

na Figura 25.
Lesdao NMR |
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Figura 25. Linha do tempo representativa da ordem e espacamento temporal dos
procedimentos cirurgicos, tratamentos e testes comportamentais. No momento das cirurgias
os animais foram aleatoriamente designados aos trés grupos experimentais (LR, LF e I). Apo6s
dez dias de recuperacdo foram submetidos ao teste do campo aberto para avaliagdo do efeito
dos procedimentos cirdrgicos sobre a atividade locomotora. Na sequéncia, foram iniciados 0s
tratamentos com racdo com litio ou controle (LiCl ou C) e os testes comportamentais foram
reiniciados apds 21 dias. Neste segundo momento foram realizadas trés sessbes do teste do
campo aberto em dias consecutivos e os testes de labirinto em cruz elevado, claro/escuro e
preferéncia por sacarina — intervalados pelo periodo minimo de 48h.
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Teste do Campo Aberto

Equipamento: oito campos abertos de madeira coberta de formica quadrados (49 x
49cm) de cor branca (Figura 26); duas cameras; sistema de registro de video CaptureStar
(CleverSys Inc,Reston, VA, EUA), computador IBM, software de anélise de videos Top Scan
(CleverSys Inc, Reston, VA, EUA).

Condigdes ambientais: iluminacdo de 30-35 lux.

Procedimento: cada animal foi individualmente inserido em um dos oito campos
abertos, sendo inicialmente posicionado em um dos cantos. Foram testados de cinco a oito
animais simultaneamente (uma ou duas gaiolas-moradia). O teste teve duracdo total de 30
minutos, durante 0s quais a experimentadora se ausentava da sala e a atividade dos animais

era registrada pelas cameras e computador.
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Figura 26. Exemplificacdo do equipamento e software de andlise de videos utilizados no
teste do Campo Aberto. O equipamento de Campo Aberto em férmica branca pode ser
visualizado acima a esquerda, onde se encontram quatro animais em teste. Abaixo encontra-se
a delimitacdo das areas subdivididas para analise (centro 70,7% e 50%) e a identificacdo dos
animais pelo software (em branco). A direita encontra-se a programagc&o das analises.

Anélise dos dados: Os registros de video foram analisados pelo software TopScan

(Figura 26), tendo como referéncia o centro do corpo dos animais. Foram definidas duas
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zonas centrais (grande centro e pequeno centro) correspondentes a 70,7% e 50% da area da
arena. Foram contabilizados: a distancia total percorrida e o0 tempo de permanéncia nos
centros grande e pequeno.

Anédlise estatistica: os dados foram analisados por uma ANOVA fatorial de medidas
repetidas — tendo como fatores os grupos (LR, LF e 1) e os tratamentos (controle ou LiCl) e as
medidas de quatro repeticdes (avaliacdo inicial e os trés dias de pos-teste). Uma vez que o
pressuposto de esfericidade ndo foi satisfeito, foi utilizado o método de correcdo dos graus de
liberdade Greenhouse-Geiser. Esta e todas as demais andlises descritas a seguir foram feitas
com uso do software Statistica 7 (Tulsa, OK, EUA), adotando o nivel de significancia p<0,05.

Quando indicada a necessidade de analise post-hoc foi utilizado o teste de Fisher LSD.

Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Equipamento: labirinto em cruz elevado de madeira revestida de formica branca, com as
seguintes dimensdes: 85cm de diametro, centro de 5x 5cm, bragos de 40 x 5cm e bracos
fechados com parede de 16cm de altura (Figura 27); camera; computador IBM; sistema de
registro de video CaptureStar (CleverSys Inc, Reston, VA, EUA) e software de analise de
videos TopScan (CleverSys Inc, Reston, VA, EUA).

Condic¢des ambientais: iluminacao de 30-35 lux.

Procedimento: nos dias 35 ou 36 os animais foram individualmente colocados no centro
do equipamento, com a cabeca voltada para um dos bracos abertos. A experimentadora

permaneceu na sala durante o teste, que foi filmado e teve duracdo de 10 minutos.

Analise dos dados: Os registros de video foram inicialmente analisados por meio do
software TopScan (Figura 27), tendo como referéncia a base da cauda dos animais. Foram
definidas para analise as seguintes areas: bracos abertos, segunda metade dos bracgos abertos,
bragos fechados e centro. Foram contabilizados o nimero de entradas e o tempo de
permanéncia em cada uma destas areas.

Apos a analise realizada pelo software os videos foram manualmente analisados para
categorizacdo das respostas emitidas ao longo do teste com ajuda do software Etholog
(Ottoni, 2000). Foram contabilizadas as seguintes categorias: giros sobre o eixo do proprio
corpo; mergulhos de cabeca (head dipping); limpeza corporal (grooming); imobilidade
(freezing) e esticar (stretching). As definicGes da topografia das respostas classificadas de

acordo com estas categorias estdo descritas na Tabela 6.
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Figura 27. Exemplificacdo do equipamento e software de analise de videos utilizados no
teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE). O equipamento em férmica branca pode ser
visualizado acima a esquerda, onde se encontra um animal em teste. Abaixo encontra-se a
delimitacdo das areas subdivididas para analise (bragos abertos, bracos fechados e centro) e a
identificacdo do animal pelo software (em branco). A direita encontra-se a programacao desta

e outras analises.

Tabela 6. Definicdes das categorias utilizadas para andlise etoldgica no teste do Labirinto
em Cruz elevado (LCE).

Categorias Definigéo
Girar Animal virar em torno do eixo do prérpio corpo em 360°.
Head Dip Animal olhar para baixo de uma das bordas dos bragos abertos, de forma que toda a
cabeca fique posicionada abaixo do nivel dos bracos do LCE.
Limpeza Lamber as patas dianteiras e passa-las no pelo ou lamber diretamente o pelo,
comecando pelo focinho, se deslocando para as orelhas e possivelmente pelo resto
do corpo.
Imobilidade Auséncia de qualquer movimento, exceto pela respiragéo.
Esticar Andar para frente com o corpo esticado e o abdome rente ao chéo.
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Analise estatistica: os dados foram separadamente analisados por ANOVAs fatoriais
(3x2), tendo como variavel dependente cada um dos paramteros e como fatores 0s grupos
(LR, LF e 1) e os tratamentos (LiCl e C).

Teste da caixa Claro/Escuro

Equipamento: 2 caixas de acrilico transparentes (35 x 35 x 35cm) divididas em dois
compartimentos comunicantes por uma porta guilhotina. Um dos compartimentos era maior
(23 x 35 x 35cm) e iluminado (400 lux), enquanto o outro era menor (12 x 35 x 35cm) e
escuro (2lux) (Figura 28). Duas cameras; sistema de registro de video CaptureStar (CleverSys
Inc, Reston, VA, EUA), computador IBM e software Anno Star (CleverSys Inc, Reston, VA,
EUA).

Procedimento: no dia 39 cada camundongo foi introduzido individualmente na parte
escura da caixa, tendo a porta guilhotina fechada. A porta guilhotina foi entdo imediatamente
removida e a atividade do animal registrada pela camera atrelada ao computador por 10

minutos, duante os quais a experimentadora permaneceu na sala.

Anélise dos dados: os registros de video foram manualmente categorizados com
ajuda do software Anno Star (CleverSys Inc, Reston, VA, EUA). Foram contabilizados o
nimero de transi¢cdes entre 0s compartimentos claro e escuro e o tempo de permanéncia em

cada um dos compartimentos.

Figura 28. Exemplificacdo dos equipamentos utilizados no teste do Claro/Escuro. As duas
caixas utilizadas podem ser vizualizadas acima, bem como as subdivis6es dos lados claro em
acrilico transparente (23 x 35 x 35cm) e escuro em madeira revestida por tinta preta (12 x 35
x 35cm).
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Analise estatistica: os dados foram analisados por ANOVAs fatoriais, tendo como
variavel dependente cada um dos paramteros (numero de transicdes e tempo de permanéncia

em cada lado) e como fatores os grupos (LR, LF e I) e os tratamentos (LiCl e C).

Preferéncia por sacarina

Equipamento: 2 garafas de agua (80ml) inseridas em um suporte adicional com dois

dispositivos de acesso aos bebedouro, adicionados a cada gaiola viveiro.

Procedimento: os animais foram alojados individualmente pelo periodo de 72h (dias
44 a 47), tendo acesso as racdes de tratamento (com LiCl ou controle) ad libitum. Durante
este periodo a solucdo salina foi removida, sendo oferecido acesso apenas as garrafas
contendo duas solugdes: agua potavel e solucdo de sacarina na concentracdo de 1%. As
garrafas foram posicionadas aleatoriamente, sendo pesadas a cada 24h e tendo entéo os lados

invertidos para evitar o vies da preferéncia por lugar.

Analise dos dados: as diferencas de peso (peso inicial — peso final) das garrafas no
terceiro dia de teste foram computadas com base no percentual de consumo da sacarose em

relacdo ao consumo total de liquidos desempenhado por cada animal.

Anélise estatistica: os dados foram analisados por meio de ANOVAs fatoriais, tendo
como variavel dependente o percentual de preferéncia pela sacarina e como fatores os grupos
(LR, LF e 1) e os tratamentos (LiCl e C).

F. Eutanésia
Equipamentos: aparato para anestesia por isoflurano (conforme a inducgdo anestésica

descrita no procedimento cirurgico).

Eutanésia: 11 dias apos a finalizacdo dos testes comportamentais (dia 58) os animais
foram eutanasiados. Neste procedimento, cada gaiola-moradia foi levada a sala de
procedimentos e os animais foram imediatamente anestesiados por inalagdo de isoflurano na
caixa de inducdo. Apds adormecimento cada camundongo foi imediatamnete submetido ao
deslocamento cervical e decapitacdo. O encéfalo foi cuidadosamente removido e dividido nas
porcdes anterior e posterior (seccdo aproximadamente no nivel 1.A.1,34mm). A porcao
anterior foi imediatamente acondicionada em gelo seco para posterior analise dos niveis de

litio. A parte posterior foi inserida em solugdo de paraformaldeido a 4%.
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G. Andlise dos niveis de litio

Equipamento: homogenizador polytron (Kinematica AG, Modelo PT-MR 2100,
Littau, Switzerland), vortex (Fisher Scientific, EUA), microcentrifuga e espectofotrémetro de
chama (Cole-Palmer Modelo 2655-00, Chicago, IL, EUA).

Procedimento: foi seguido protocolo anteriormente descrito (Can et al., 2011;
Hamburger-Bar, Robert, Newman, & Belmaker, 1986; Kovacsics & Gould, 2010). Neste,
ap6s acondicionamento em gelo seco e manutencdo em congelamento (-80°C) por periodo
minimo de 24 h, a parte anterior dos encéfalos foi pesada individualmente em e mantida em
temperatura ambiente para descongelamento (60 minutos). Em seguida foram homogenizadas
(15 segundos) em trés volumes de &cido tricloroacético 0.5M (1mg/3uL). Os tubos foram
entdo agitados por vortex por 10 segundos a cada dez minutos por 30 min. Na sequéncia
foram centrifugados por duas vezes em velocidade maxima (4000rpm) por 15 min. O
sobrenadante foi removido e inserido em um novo microtubo devidamente identificado que

foi novamente agitado por vortex imediatamente antes da analise no espectrofotdmetro.

O espectrofotdmetro foi calibrado a partir da linha de base produzida pela leitura das
amostras dos encéfalos homogeneizados dos animais alimentados com ragdo controle (blank).
Apobs calibragdo foram inseridas no equipamento, uma a uma, as amostras do tecido
encefalico homogeneizado dos animais tratados com LiCl. O procedimento foi repetido para

confirmacéo dos valores de LiCl para a amostra de cada animal utilizado no experimento.

Andlise estatistica: a concentragdo de LiCl (mmol/kg) foi analisada por uma ANOVA
fatorial, sendo adotada como variavel dependente os niveis de LiCl e como fatores os grupos

(LR, LF e 1) e os tratamentos (LiCl e controle).

H. Histologia

Equipamentos: criostato (Leica - Modelo 1850); Microscopio Optico (Scope.Al, Carl
Zeiss — LLC, EUA), camera (AxioCam Mrc Zeiss— LLC, EUA) e software de anélise de
imagens ImageJ (NIH, EUA).

Procedimentos: Apds 48h de imersdo em solugdo de paraformaldeido 4%, a sec¢éo
posterior do encéfalo foi inserida em solugdo de sacarose a 30% e mantida em refrigeracéo
(10°C) pelo periodo minimo de 48h, quando iniciou-se o procedimento de cortes (30 um ) em
criostato. Os cortes foram recolhidos em laminas gelatinizadas (gelatina Sigma g-2500 e
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sulfato de cromo-potéssio na razdo de 10:1). Na sequéncia os cortes foram submetidos a
coloracdo pelo método de NISSL, utilizando-se como corante tionina. As ldaminas foram entao

protegidas por laminulas de vidro coladas por Permount®.

A andlise das laminas foi feita por meio de um microscopio Optico, sendo as areas
lesionadas identificadas por comparacdo com o Atlas Estereotaxico do cérebro do
camundongo (Franklin & Paxinos, 2007). As estruturas lesionadas em cada caso foram
listadas, bem como o posicionamento rostro-caudal, lateral e dorso-ventral do tecido
destruido. Foram fotografados um caso tipico e de todos os casos 0s cortes histologicos que

apresentavam maior area de gliose indicativa de destruicdo do tecido pela eletrolise.

A mensuracdo da area da lesdo em cada caso foi realizada com o auxilio do software
ImageJ (National Institute of Health, NIH, EUA). Todas as fotografias foram realizadas com
base nos mesmos parametros (aumento em lentes objetivas de 5x) e foram analisadas apos
calibracdo do software a partir da fotografia de uma barra padrdo sob as mesmas condicGes de
aumento. A area de gliose foi cuidadosamente contornada e o software fornceu os dados da
area em destaque (Figura 29). Quando observada interrupcdo da gliose, as diferentes areas

foram mensuradas e posteriormente somadas para obtencao dos valores finais.

Analise estatistica: os valores das areas das lesdes dos grupos de animais tratados

com racao controle ou com LiCl foram comparados por um teste T de medidas independentes.

Figura 29. Exemplificacdo do procedimento de mensuracdo da area da lesdo pelo software
ImageJ. As glioses indicativas de destruicdo do tecido foram contornadas e tiveram a area
total mensurada a partir de calibragdo por uma barra padrdo nas mesmas condicdes de
aumento.
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RESULTADOS

Mortalidade e exclusdo de casos da amostra: ndo foi observada perda de peso
superior a 20% nos dias seguintes a cirurgia ou sinais de dor ou infecgdo. Apenas um animal
demonstrou sinais de desidratacdo e apds ndo responder & injecdo subcutanea de solugdo
salina esteril (0,9%) foi eutanasiado. Nos dias seguintes ao reagrupamento apos a recuperagédo
cirurgica inicial, 17 camundongos dos trés grupos (LR=9, LF=4 e 1=4) morreram ou foram
eutanasiados devido a feridas provenientes de brigas (em parte por consequéncia do excesso
de feridas que precediam a realizacdo das cirurgias e em parte pela agressividade excessiva de
dois animais: LR, n=1 e LF, n=1). Dentre os animais submetidos a lesdo real (LR), sete
animais foram excluidos da analise devido a erro no posicionamento da lesdo (o local da lesdo
ndo foi confirmado no procedimento de analise histolégica). A composi¢éo final dos grupos
considerada nas analises comportamentais, morfométricas e dos niveis de LiCl encontram-se

na Tabela 7.

Tabela 7. Composicdo final dos grupos experimentais considerada para as analises
comportamentais, morfométricas e dos niveis de LiCl. Todos os grupos tiveram animais
excluidos devido a morte ou ferimentos por brigas ou imprecisao do procedimento de lesdo do
MnR resultando nos numeros (n) descritos nas diferentes colunas e sub-colunas.

Grupo Experimental Grupos Controle

Lesdo Real (LR) n=20 Lesdo Ficticia (LF) n=21 Intacto (I) n=20
LiCl Controle LiCl Controle LiCl Controle
n=9 n=11 n=10 n=11 n=10 n=10

Campo aberto (CA): A ANOVA fatorial de medidas repetidas da atividade locomotora
no teste do campo aberto acusou efeito do grupo (LR, LF e 1) (F(2,55)=163,98; p<0,001),
efeito do tempo (F(2,111)=26,13; p<0,001), interagcdo entre tempo e grupo (F(4,111)=2,83;
p<0,05), interacdo entre tempo e tratamento (F(2,111)=4.08; p<0.05) e interacdo entre 0s
fatores tempo, grupo e tratamento (F(4,111)=2,72; p<0,05). Logo, assume-se a existéncia de
diferencas significativas na atividade locomotora entre os grupos e que houve alteracdo
especifica da distancia percorrida no decorrer da repeticdo dos testes como efeito do
tratamento.

Os testes post-hoc da avaliagdo pre-tratamentos (Figura 30, dia 10) revelaram diferencas

significativas na distancia percorrida (m) pelos animais dos grupos submetidos a lesdo
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eletrolitica do MnR em comparacgdo a dos animais dos grupos controles (LF e | + LiCl e C;
p<0,001) e auséncia de diferenca entre os grupos de animais lesionados subdivididos para 0s
diferentes tratamentos (LR+C x LR+LiCl; p=0,74).
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Figura 30. Efeito do litio sobre a atividade locomotora de camundongos submetidos a leséo
eletrolitica do MnR. Os valores representam as médias (:tEPM) da atividade locomotora
(distancia percorrida em metros) dos grupos de animais submetidos a lesdo eletrolitica do
MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) ou intactos (I) tratados com litio (LiCl) ou com controle (C).
Dados obtidos linha de base (dia 10) e em trés avaliacGes apds os tratamentos (dias 31, 32 e
33). *p <0,05 (Fisher LSD) para diferencas da atividade dos grupos LR+LiCl e LR+C

Como pode ser observados na Figura 30, apds o intervalo de 21 dias sob tratamentos
cronicos (LiCl ou controle administrados do dia 10 ao dia 31) a atividade dos animais dos
grupos MnR lesionados permaneceu significativamente superior a dos animais dos grupos
controles (Fisher LSD; p<0,001). Entretanto, observou-se diminuigéo da atividade locomotora
de ambos os grupos submetidos a lesdo real (LR+C/p<0,05, dia 10 x dias 31 e 32 e
LR+LiCl/p<0.001, dia 10 x dias 31, 32 e 33) e que estes dois grupos diferiram
significativamente no decorrer das repetidas avaliacdes (LR+C x LR+LiCl/ p<0,05 nos dias
32 e 33) — demonstrando redugéo adicional da atividade nos animais lesionados tratados com
litio. A analise da atividade dos grupos lesdo ficticia e intacto submetidos aos diferentes
tratamentos ndo acusou diferengas entre-grupos controles ou ao longo dos diferentes
momentos de realizacéo do teste.

Né&o foram encontradas interacfes entre fatores ou efeito dos fatores grupo ou tratamento
no que se refere ao tempo despendido nos centros grande ou pequeno, bem como na

quantidade de bolotas fecais contabilizadas ao final de cada avaliagéo.
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Labirinto em cruz elevado (LCE): as ANOVAs fatoriais dos parametros percentual de
entradas nos bracos abertos e percentual de tempo nos bracos abertos acusaram efeito do
grupo (LR, LF e I) (F(2,55)=5,63; p<0,01 e F(2,55)=9,07; p<0,001), mas nédo do tratamento
ou da interacéo entre fatores.
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Figura 31. Efeito da lesdo do MnR e do tratamento crénico com litio sobre o desempenho de
camundongos no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Os valores expressos nas barras
representam as médias (xEPM) do percentual de entradas nos bragos abertos em relacdo ao
nimero total de entradas (bracos abertos + bracos fechados) e do percentual de tempo
despendido nos bracos abertos em relacdo ao tempo total do teste dos grupos dos grupos de
animais submetidos a lesdo eletrolitica do MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) ou intactos (1)
tratados com litio (LiCl) ou controle (C).

Os dados referentes ao desempenho dos camundongos no teste do LCE podem ser
visualizados na Figura 31. Pode-se observar que a lesdo do MnR exerceu leve efeito sobre a
frequéncia de entradas nos bragos abertos (LR x LF e I. Fisher LSD; p<0,05) e sobre o
percentual do tempo despendido nesta area do LCE (LR x LF e I: Fisher LSD; p<0,001).
Apesar da auséncia de efeito significativo do tratamento, nota-se que as altera¢fes induzidas
pela lesdo nos parametros avaliados mostraram-se mais pronunciadas nos animais do grupo
LR tratados com LiCl.

Os valores dos parametros etoldgicos observados ao longo do teste do LCE estdo descritos
na Tabela 8. A ANOVA fatorial indicou existéncia de efeito do grupo (F(2,55)=4.44; p<0,05),
do tratamento (F(1,55)=8,16; p<0,01) e de interacdo grupo e tratamento (F(2,55)=5,30;
p<0,01) em relacdo ao comportamento de girar. A analise post-hoc demonstrou que a
frequéncia deste parametro estd aumentada no grupo de animais LR tratado com controle

(LR+C) em comparagédo aos demais grupos (Fisher LSD, p<0,001). Foram encontrados ainda
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efeitos do grupo (F(2,55)=20,36; p<0,001) e do tratamento (F(1,55)=18,66; p<0,001) sobre a
frequéncia de head dippings. Ou seja, tanto a lesdo quanto o litio parecem ter exercido efeito
facilitador sobre a emissdo das respostas de mergulhar a cabeca (Fisher LSD; LR x LF e I:
p<0,001 e LiCl x C: p<0,001).

Tabela 8. Frequéncia de respostas emitidas pelos camundongos das diferentes combinacGes
entre grupos e tratamentos no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). Média (xEPM) da
emissao de respostas categorizadas a partir de analise dos videos dos animais no decorrer do
teste dos animais submetidos a lesdo eletrolitica do MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) ou
intactos (1) tratados com litio (LiCIl) ou com controle (C). *** p<0.001 em comparagdo aos
grupos | (LiCl e C), LF (LiCl e C) e LR+LICI (Fisher LSD).

Categorias I+C I+LiCl LF+C LF+LIiCl LR+C LR+LICI

Girar 1,20+0,55  0,80+0,55 1,09+0,52 1,00+0,55 4,09+0,52***  0,78+0,58
Head Dip 10,10+2,92 18,30+2,92 8,36+2,78 16,30+2,92 22,00+2,78  36,56+3,07
Limpeza 5,70+0,87  6,00+0,87 5,55+0,83 5,00+0,87 3,73+0,83 2,67+0,91

Imobilidade 6,70+1,57  7,40+1,57 8,36x1,49 8,60+1,57 1,36+1,49 4,22+1,65
Esticar 7,20£1,51 10,20+1,51 9,36+1,44 10,70+1,51 8,36+1,44 6,00+1,59

Bolotas Fecais | 2,00+0,70  2,40+0,70 1,55+0,67 3,30%0,70 0,55+0,67 1,89+0,74

A andlise etolégica demonstrou também efeito do grupo sobre os comportamentos
limpeza (grooming) (F(2,55)=5.16; p<0.01) e imobilidade (freezing) — ambos com frequéncia
reduzida nos animais dos grupos submetidos a lesdo real (LR x LF e I: Fisher LSD; p<0.05 e
p<0.001, respectivamente). Por fim, foi observado efeito do tratamento com LiCl aumentando
a quantidade de bolotas fecais liberadas pelos animais (F(1,55)=4.22; p<0.05/LiCl x C: Fisher

LSD; p<0.05) e auséncia de qualquer efeito sobre 0 comportamento de esticar.

Claro/Escuro: A andlise fatorial do nimero de transi¢6es entre os compartimentos claro e
escuro acusou efeito do tratamento (F(1,55)=15.16; p<0.001) e do grupo (F(2,55)=21.31,
p<0.001), mas ndo demonstrou existéncia de interacdo entre estes fatores. Quando o
parametro analisado foi o percentual de tempo despendido no lado claro, foi observado efeito
apenas do tratamento (F(1,55)=12.64; p<0.001) e novamente auséncia de interacdo entre

fatores.
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Nota-se na Figura 32 que o numero de transi¢cbes & superior nos grupos de animais
submetidos a leséo eletrolitica do MnR em comparacao aos grupos controles (LR x LF e I:
Fisher LSD; p<0.05), mas que a lesdo ndo surtiu efeito sobre o tempo de permanéncia no
compartimento claro. E também possivel obsevar na Figura 32 o efeito do litio sobre os
pardmetros nimero de transi¢des (LiCl x C: Fisher LSD; p<0,001) e percentual de tempo no

claro (LiCl x C: Fisher LSD; p<0,001), reduzindo em ambos a exposic¢do ao lado claro do

equipamento.
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Figura 32. Efeito da lesdo do MnR e do tratamento crénico com litio sobre o desempenho no
teste da caixa Claro/Escuro. Os valores expressos nas barras representam as médias (+tEPM)
do numero de transi¢fes entre os compartimentos e do percentual do tempo de permanéncia
no compartimento claro em relagdo ao tempo total do teste dos grupos de animais
submetidos a lesdo eletrolitica do MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) ou intactos (I) tratados
com litio (LiCl) ou com controle (C).

Preferéncia por sacarina: foi observado efeito do tratamento com LiCl sobre a
reducdo na preferéncia por solucdo de sacarina (1%) (F(1,54)=39,39; p<0,001/LiCl x C:
Fisher LSD; p<0,001). Nao foram observadas diferencas significativas entre grupos
submetidos a0 mesmo tratamento ou interacdo entre grupo cirurgico e tratamento. Estes dados

podem ser observados na Figura 33.
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Figura 33. Efeito do tratamento crénico com litio sobre a preferéncia pela solucdo de
sacarina. Os valores expressos nas barras representam as médias (tEPM) do percentual de
consumo da solucdo de sacarina em relagdo ao consumo total de liquidos (solucéo de sacarose
+ agua) pelo periodo de 24h no terceiro dia do teste dos grupos de animais submetidos a lesdo
eletrolitica do MnR (LR), a lesdo ficticia (LF) ou intactos (I) tratados com litio (LiCIl) ou com
controle (C).

Analise dos niveis de litio: a ANOVA fatorial dos niveis de litio obtidos por analise
das amostras de tecido encefalico dos animais demonstrou claramente efeito do tratamento
sobre os valores de concentracdo (mmol/kg) obtidos (F(1,55)=1400,07; p<0,001; LiCl x C:
Fisher LSD; p<0,001). Ndo foram observados efeitos de grupo (LR, LF e I) ou interacdo entre
estes fatores. Pode-se afirmar portanto que os trés grupos tratados com LiCl estavam sob

efeito de doses equivalentes do farmaco, como pode ser visualizado na Figura 34.
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Figura 34. Concentragdo média (xtEPM) de litio (mmol/kg) obtida na anélise do tecido
encefalico extraido dos animais dos diferentes grupos (LR, LF e I) tratados com racéo
controle ou com acrescimo de LiCl.
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Analise histoldgica: o estudo dos casos das laminas dos cortes histologicos dos
encéfalos dos animais submetidos a lesdo eletrolitica do MnR permitiu 0 mapeamento da area
de gliose com base na abrangéncia de estruturas, da lateralidade, da distribuicdo rostro-caudal
e da area do maior ponto de destruicdo do tecido nervoso. No que se refere a distribuicdo
rostro-caudal, contatou-se que a gliose abrangeu as porg¢des central e caudal do MnR e se
estendeu pela maior parte de sua extensdo, com a excessao de dois casos em que apenas a
porcao caudal do nucleo foi destruida. O diagrama representativo do posicionamento rostro-
caudal das lesbes em comparacao a extensdo do MnR encontra-se na Figura 35.

Com relacdo a abrangéncia de estruturas e a lateralidade, pode-se constatar que a lesao
englobou em todos os casos 0 MnR em sua por¢do central e sua subdivisdo paramediana
(PMnR). Algumas outras estruturas foram apenas parcialmente atingidas pela gliose, em
especial o ndcleo reticulotegmental da ponte (RtTg) (descricdo detalhada vide Apéndice D).

Um caso tipico das lesBes deste experimento pode ser visualizado na Figura 36.
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Figura 35. Diagrama da distribuicao rostrocaudal das lesdes eletroliticas nos camundongos.
Dados de animais dos grupos lesdo real tendo como referéncia o Atlas Estereotaxico do
encefalo do camundongo (Franklin & Paxinos, 2007). As barras horizontais representam a
extensdo rostrocaudal das lesdes eletroliticas entre os niveis .A. -1,4 a -0,2. Barras brancas
referem-se aos animais do grupo lesionado tratado com controle (LR+C) e as barras cinzas
referem-se aos animais lesionados tratados com litio (LR+LiCl). A barra em vermelho indica
a extensdo do nucleo mediano da rafe (MnR). Abreviatura: I.A., nivel interaural.



105

Dorsal

1000um

Lateral

Figura 36. Mapeamento da lesdo eletrolitica na regido do nucleo mediano da rafe.
Fotomicrografias de cortes histologicos coronais do tronco encefalico de um camundongo do
grupo lesdo real, corados pelo método de Nissl e organizados de caudal (I.A.= -1,04) para
rostral (I.A.= -0,36). O intervalo entre os cortes é de 60um e a barra de calibracao é valida
para todas as imagens. Abreviatura: I.A., nivel interaural.
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Por fim, a andlise da &rea da lesdo demonstrou que ndo existem diferencas
significativas entre os grupos LR+C e LR+LICl no que se refere a maior extensdo de gliose
selecionada nos cortes histologicos. Pode-se afirmar portanto que ndo houve diferenca entre a
dimenséo das lesbes entre os grupos submetidos aos diferentes tratamentos. A comparacao da

area média (+EPM) das glioses analisadas nos dois grupos esta representada na Figura 37.
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Figura 37. Area média (+EPM) da gliose indicativa de destruicdo do tecido encefalico dos
animais submetidos a lesdo eletrolétoca do MnR tratados com ragdo controle e com LiCl. Os
valores foram obtidos pela mensuracdo da maior area de gliose observada nos cortes
histolégicos dos animais lesionados em mm?.
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DISCUSSAO

Os resultados descritos neste capitulo demonstram que a lesdo eletrolitica da regido do
MnR em camundongos C57BL/6J produz hiperatividade locomotora, estereotipia, aumento na
frequéncia de exposicdo a condigdes aversivas. Estes dados indicam que apesar das diferencas
entre as espécies (Canto-de-Souza et al., 2002; Martin & van den Buuse, 2008; Nunes-de-
Souza et al., 2011) e dos procedimentos utilizados, foram reproduzidos em camundongos 0s
efeitos da lesdo eletrolitica deste nicleo ja demonstrados em ratos (Andrade & Graeff, 2001;
Asin & Fibiger, 1983; Jacobs & Cohen, 1976). Foi também demonstrado que o tratamento
crénico com o estabilizador de humor litio (LiCl) foi capaz de atenuar ou reverter parte destas

alteracBes comportamentais induzidas pela leséo.

Campo Aberto: os resultados demonstram claramente que a lesdo eletrolitica da
regido do MnR produz aumento significativo na distancia percorrida por camundongos
C57BL/6J no teste do campo aberto. O decréscimo da distancia percorrida pelos dois grupos
LR no dia 31 em comparacdo ao dia 10 poderia decorrer da habituacdo dos animais a
condicdo de teste, entretanto a auséncia de qualquer diferenca entre os dois momentos de
avaliagcdo nos quatro grupos controles (LF e I + C e LiCl) desqualificam esta possibilidade.
Uma explicacdo pertinente seria de adaptacdo dos organismos dos animais a lesdo (Jacobs et
al.,, 1974) — que pode resultar da recuperacdo do processo inflamatério decorrente da
eletrocoagulacdo e/ou do re-equilibrio dos sistemas dopaminérgico e noradrenérgico que
sofrem efeitos agudos nos primeiros dias apds a lesdo (Herve et al., 1981; Nishikawa et al.,
1986; Wirtshafter et al., 1988).

A especificidade do efeito do litio sobre o desempenho do grupo LR+LiCl permite
algumas constatagdes. Primeiro, deve-se considerar que o fato de o tratamento com LiCl ndo
ter exercido qualquer efeito sobre a atividade locomotora dos grupos controles LF e | permite
descartar a possibilidade de toxicidade na alteracdo observada no grupo LR+LIiCl. Segundo, a
especificidade adiciona evidéncias de que a alteragdo produzida pela lesdo sobre a atividade
locomotora € um fendmeno sensivel a acdo particular do farmaco que em humanos é efetivo
no tratamento de pacientes maniacos — o0 que adiciona evidéncias ao valor preditivo do
modelo proposto.

A complexidade dos efeitos do LiCl sobre o sistema nervoso central impede a
identificacdo um sistema unico responsavel pela reducdo da atividade locomotora observada.
Em linhas gerais supde-se que tal efeito pode decorrer tanto de alteracbes nas

neurotransmissdes dopaminérgica e noradrenergica (Allikmets & Nurk, 1981; Berggren,
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1988; Dziedzicka-Wasylewska & Wedzony, 1996; Schloesser et al., 2012), quanto na porcao
intacta dos sistemas serotoninérgico e gabaérgico (Scheuch et al., 2010; Schloesser et al.,
2012) ou ainda de efeitos neuroprotetores e neurotroficos (ex. hipocampo) (Schloesser et al.,
2012; Wood, Young, Reagan, Chen, & McEwen, 2004). Assim como no Experimento 2 do
Capitulo I, deve-se ainda admitir que parte da acdo da droga esteve comprometida pela
destruicdo do MnR, o que é especialmente critico pelo conhecido efeito do LiCl no aumento
da disponibilidade de serotonina nos nucleos da rafe (Scheuch et al., 2010) e na atividade
gabaérgica (Schloesser et al., 2012) — bem como pelo papel inibitério que 0 MnR (modulado
por receptores serotoninérgicos e gabaérgicos) exerce sobre a atividade do organismo e sobre
0 sistema dopaminérgico (Graeff & Silveira Filho, 1978; Liu & Ikemoto, 2007; Vollrath-
Smith et al., 2012).

A auséncia de efeito da lesdo do MnR sobre o tempo de permanéncia no centro e sobre
a quantidade de bolotas fecais do campo aberto sugerem que, neste contexto, o procedimento
experimental ndo alterou a exposi¢cdo ao risco ou o denominado “nivel de ansiedade” descrito
em ratos (Andrade & Graeff, 2001; Andrade et al., 2004). Esta afirmacdo, entretanto, merece
ser reconsiderada na analise dos dados dos demais testes realizados — discutidos a seguir.

Labirinto em Cruz Elevado: dados obtidos no teste do LCE demonstraram leve
efeito da lesdo eletrolitica do MnR sobre a exploracdo dos bracos abertos (% de entradas e %
do tempo). No entanto, fica evidente que tal facilitacdo é mais notavel nos animais do grupo
LR+LiCl e menos presente nos animais do grupo LR+C. Esta observagdo permite considerar:
a) a possibilidade da existéncia de diferencas entre os dados obtidos neste experimento e 0s
resultados descritos como efeitos da leséo eletrolitica do MnR em ratos neste mesmo teste e
b) que o litio ndo exerceria a¢do atenuante dos efeitos da lesdo como ocorre no campo aberto,
chegando até mesmo a ligeiramente facilitar a exploracao dos bracos abertos do LCE.

Andrade e Graeff (2001), por exemplo, descreveram que a lesdo eletrolitica do MnR
em ratos produz aumento significativo tanto no percentual de entradas (proximo a 50% em
animais lesados x 30% nos controles) quanto no tempo de permanéncia nos bragos abertos
(proximo a 60% nos lesados x 15% nos controles) do LCE. Se considerados os valores
obtidos pela lesdo deste mesmo nudcleo nos camundongos do grupo LR+C do presente estudo
(proximos a 25% nos lesados x 20% nos controles e proximo a 6% nos lesados x 3% nos
controles, respectivamente), é possivel especular a existéncia de diferencas inter-especificas
no efeito da lesdo eletrolitica do MnR sobre a exploracdo dos bracos abertos. Esta diferenca

pode decorrer, além das particularidades de cada espécie, de variagcbes em parametros
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especificos das condicdes de teste (ingenuidade ou experiéncia dos animais, condi¢des de luz,
alojamento individual ou em grupo, etc). Outra explicacdo plausivel é de a inconsisténcia
entre os resultados refletir a problemética do proprio teste utilizado (LCE) na replicagdo de
dados entre laboratérios (Green & Hodges, 1991). Assim, pode-se afirmar que a lesdo
eletrolitica do MnR produziu efeito facilitador sobre a exploracdo dos bracos abertos em
camundongos, mas que tal facilitagio foi menos marcante em compara¢do aos grupos
controles quando comparados aos efeitos “ansioliticos” da lesdo do MnR anteriormente
reportados em ratos (Andrade & Graeff, 2001; Andrade et al., 2004).

As aspas adicionadas ao termo ansiolitico decorrem de dois fatores. O primeiro fator
refere-se a inadequacdo do termo, ja que Green e Hodges (1991) descrevem que nao apenas o
labirinto em cruz elevado, mas muitos modelos experimentais que se propdem a avaliar niveis
de ansiedade em animais de laboratério (p.e. campo aberto, claro/escuro, interagdo social,
agressividade, esquivas ativa e passiva, sobressalto, etc) teriam baixa validade de face com
este fendmeno por envolverem contato direto com estimulacéo aversiva capaz de desencadear
respondentes relacionados a emocdo de medo — e ndo de antecipacdo do potencial risco de
contato com o aversivo presente na ansiedade descrita por humanos. De fato, no teste do
labirinto em cruz elevado ratos ou camundongos criados em laboratdrio sdo expostos a uma
série de estimulos aversivos incondicionados tais como insercdo em novo ambiente,
luminosidade e altura — capazes de desencadear alteragcdes do responder condizentes com a
presenca de uma “ameacga definida” (caracteristica do medo) e que independeriam da
capacidade da sinalizagdo de um “perigo potencial”. O segundo fator decorre da recente
interpretacdo alternativa de que quando acompanhada de desinibicdo comportamental, a
exploracéo dos bracos abertos pode ser compreendida como um comportamento de exposi¢ao
ao “risco” ou de enfrentamento ativo da condicdo aversiva (Yen et al., 2013). Desta maneira,
pode-se concluir que o procedimento de lesdo eletrolitica de lesdo do MnR foi capaz de
produzir em camundongos 0 aumento da exposi¢do ao “risco” no teste do LCE — efeito
esperado para composi¢do do quadro maniaco em animais de laboratério (Einat, 2006; Lyon,
1991).

A auséncia de efeito do LiCl — ou mesmo o ndo significativo mas consistente adicional
efeito facilitador deste tratamento sobre a exploragcdo dos bragos abertos nos animais
lesionados em ambos os parametros registrados (% de entradas e tempo de permanéncia) —
evidencia sua incapacidade em atenuar os efeitos da lesdo do MnR na exposicdo ao “risco”
neste teste, contrariando o efeito preditivo esperado e ja obtido nas medidas de atividade

locomotora. Tal contrariedade, entretanto, pode decorrer da lacuna do efeito do LiCl sobre
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parte do sistema serotoninérgico destruida pela leséo. Isso porque acredita-se que a facilitacéo
da exploracao dos bragos abertos do LCE estaria relacionada a diminuicéo da disponibilidade
de 5HT no prosencéfalo (Graeff et al., 1996) — a exemplo dos efeitos “ansioliticos”
produzidos pela lesdo do MnR neste teste (Andrade & Graeff, 2001). Ao aumentar de forma
geral a disponibilidade de serotonina, portanto, o LiCl produziria como efeito aumento no
tempo de permanéncia nos bracos fechados — conforme ja demonstrado (Kakefuda et al.,
2010; Youngs et al., 2006). No entanto, o papel da serotonina na regulacdo dos
comportamentos de inibicdo/congelamento e luta/fuga ndo seria simples e linear. Graeff et al.
(1996) sugerem a existéncia de um papel duplo deste neurotransmissor sobre tal regulacdo: a
transmissdo serotoniérgica dos ndcleos da rafe exerceria efeitos inversos a depender da regido
eferente, produzindo efeitos inibitorios sobre a amigdala e excitatorios sobre a matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (DPAG). Dados produzidos pela estimulagdo do MnR em
camundongos confirmam esta suposicdo, demonstrando que a liberacdo de 5HT via MnR na
matéria cinzenta periaquedutal (PAG) é responsavel pelo efeito facilitador do nidmero de
entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos do LCE (Canto-de-Souza et al., 2002;
Nunes-de-Souza et al., 2011). Assim, o efeito paradoxal exercido pelo LiCl no presente
experimento pode decorrer do desequilibrio produzido pela lesdo em sua acéo sobre o sistema
serotoninérgico — estando esta restrita a por¢cdo intacta do MnR e sobre o restante do sistema
serotoninérgico, podendo resultar em efeitos diferenciais sobre os terminais pos sinapticos
excitatorios (ex. PAG) e inibitorios (ex. amigdala).

A auséncia de efeito do litio na atenuacdo destas alteraces comportamentais
decorrentes da lesdo no LCE traz também a tona o problema da grande diversidade de
resultados obtidos na avaliagio do efeito deste ion em diferentes parametros
comportamentais. Manji e Zarate Jr (2011) descrevem que apenas alguns poucos efeitos do
litio foram consistentemente validados em pesquisas com roedores. De fato, o efeito do litio é
claramente demonstrado apenas na reducdo do tempo de imobilidade no nado forgado
(Bersudsky, Shaldubina, & Belmaker, 2007) e agora quanto a atenuacdo da hiperatividade
locomotora induzida pela lesdo do MnR (Pezzato, Novais, Gracia-Mijares, & Hoshino, 2012).
Ja em pesquisas acerca do seu efeito sobre a atividade espontdnea de camundongos e no
desempenho em testes de ansiedade, os efeitos sdo considerados contraditérios (Cappeliez &
Moore, 1990; Einat, 2007; Gould et al., 2007; O'Donnell & Gould, 2007).

No que se refere aos parametros etoldgicos, no entanto, a capacidade de reversédo dos
efeitos da lesdo do MnR pelo litio foi claramente demonstrada quando o comportamento

analisado foi o girar. Esta capacidade de inducdo de giros pela leséo eletrolitica do MnR j&
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havia sido anteriormente demonstrada em ratos, sendo estes intensificados pela acdo de d-
anfetamina e apomorfina e revertidos por haloperidol e metitepina (Costall & Naylor, 1974;
Nicolaou et al., 1979). Estes autores concluem que a ocorréncia de giros decorreu de efeitos
da lesdo sobre o sistema dopaminérgico — 0 que sugere que o efeito do litio sobre os giros
decorrentes da lesdo no presente experimento deve decorrer de sua acdo sobre este mesmo
sistema. A ocorréncia de giros e a acdo especifica do LiCl sobre este parametro nos animais
lesados (LR+LiCl) também podem ser considerados consistentes com o quadro experimental
de mania. A constancia topografica e sem funcdo aparente dos giros os qualificam como
estereotipias, sintoma presente em pacientes maniacos (APA, 1994) — e neste sentido, sua
reversdo por LiCl contribuiria para a afirmacéo de validade preditiva do modelo.

Quanto aos demais parametros etoldgicos avaliados no LCE, ficou comprovada
capacidade da lesdo do MnR em camundongos produzir o aumento na frequéncia de head
dipping (mergulhos de cabeca) ja observada no Experimento 1 deste estudo e descrita em
pesquisas com ratos (Andrade & Graeff, 2001; Hoshino et al.,, 2004). Esta categoria
comportamental, além de estereotipada, também parece constituir um comportamento de
avaliacdo que inclui a exposi¢do ao risco. A emissdo de head dipping também sofreu efeito
facilitador do litio, fenébmeno que pode ser discutido com base nas mesmas hipdteses
levantadas para a compreensao do efeito paradoxal deste tratamento sobre a exploracdo dos
bragcos abertos nos animais MnR lesionados. Ainda, o efeito facilitador do litio sobre a
frequéncia de head dips observado também nos grupos controle sugere a possibilidade de este
fon produzir resultados comportamentais diversos quando as condi¢Bes experimentais
envolvem diferentes niveis de aversividade (baixa ou alta exposicdo ao risco). Com relacdo
aos comportamentos de imobilidade (freezing) e limpeza corporal (grooming), a diminuigéo
decorrente da lesdo pode ser um simples efeito colateral ao aumento da atividade locomotora,
uma vez que a emissdo de tais respostas estava condicionada ao rebaixamento da atividade
dos animais ap6s exploracdo inicial do ambiente de teste — o que de fato ndo ocorria nos

grupos LR.

Claro/Escuro: os dados obtidos nos camundongo no teste do claro-escuro mostram
similaridade com os dados obtidos no teste do campo aberto, ja que a lesdo do MnR também
exacerbou a atividade locomotroa dos animais — expressa no numero de transigdes — e que 0
tratamento com litio a reduziu. Cabe ressaltar, entretanto, que neste contexto a frequéncia de
transicdes ndo representou apenas uma medida de atividade, uma vez que esta poderia ter

permanecido concentrada no compartimento escuro — a exemplo do que ocorre como o efeito
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de agentes psicoestimulantes (anfetaminas) neste teste (Bourin & Hascoet, 2003; Hascoet &
Bourin, 1998). Neste sentido, a lesdo eletrolitica do MnR parece ter aumentado a
probabilidade dos animais se exporem a situacdo aversiva (“de risco”) — explicavel pela
diminuicdo dos mecanismos neurofisioldgicos responsaveis pela inibi¢do comportamental em
situacOes de perigo evolutivamente selecionadas (Deakin & Graeff, 1991; Graeff et al., 1996).
A auséncia de diferencas no parametro percentual de tempo no compartimento claro
entre os grupos ndo invalida a afirmacdo anterior, mas sugere que a exemplo do que ocorreu
no teste do LCE, a lesédo eletrolitica do MnR em camundongos parece produzir efeitos mais
conservadores em comparacdo aos observados em ratos — espécie em que ocorre aumento
marcante e significativo tanto do nimero de transi¢des quanto do percentual de permanéncia
no claro (Andrade & Graeff, 2001). Novamente, este tipo de afirmacdo deve ser considerado
com cautela se admitidas possiveis diferencas nas condi¢es de teste (luminosidade,
ingenuidade ou experiéncia prévia dos animais, alojamento individual ou grupal, etc).
Portanto, pode-se constatar que o aumento do numero de transi¢cdes induzido pela
lesdo do MnR em camundongos consiste em um aumento da exposi¢do a condigdo aversiva
ou de “risco” — alteragdo comportamental esperada em modelos animais de mania (Einat,
2006; Lyon, 1991) e que tal alteracdo é reversivel pela acdo do litio. A inespecificidade do
efeito do LiCl — que foi efetivo em reduzir o nimero de transi¢des e tempo de permanéncia no
claro em todos os grupos — permite algumas ponderacfes. A primeira refere-se ao fato de que
a eficacia do LiCl em reduzir o nimero de transicdes ndo se deve ao seu efeito sobre a
atividade locomotora dos animais, ja que este tratamento nao exerceu qualquer efeito sobre o
desempenho dos animais dos grupos controles no teste do campo aberto. O efeito do LiCl
sobre os parametros avaliados no teste do claro-escuro, portanto, parece decorrer de sua
capacidade em diminuir a frequéncia e tempo de exposicdo a condigdo aversiva presente no
lado claro do equipamento. A segunda ponderacdo refere-se a possibilidade de as condigoes
de alojamento terem exercido efeito estressor sobre todos os animais — tornando também os
grupos controles sensiveis a acao protetora do LiCl sobre os efeitos do estresse cronico (Silva
et al.,, 2008; Vasconcellos, Tabajara, Ferrari, Rocha, & Dalmaz, 2003). Isto porque o
alojamento em conjunto de animais dos trés grupos (LR, LF e I) permite a suposicéo de que a
dindmica de interacdo social (a0 menos em termos dos efeitos da hiperatividade dos animais
LR) deve ter sido alterada. Além disso, é ainda possivel supor que alteracGes nos padrdes de
estabelecimento de hierarquizacdo social podem ter ocorrido nos animais MnR lesionados
(assim como demonstrado em ratos no Experimento 4 do Capitulo 1) e afetado a dindmica

dos demais animais controles da mesma gaiola-viviero. Apesar de se tratarem apenas de
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suposicdes, a possibilidade da acdo inespecifica do LiCl refletir o efeito de exposicao crénica
a eventos aversivos de alguma natureza adquire respaldo por dados de uma pesquisa anterior
que demonstrou que a administracdo cronica de litio reduziu o nimero de transi¢cdes no teste
do claro/escuro apenas em animais submetidos ao estresse cronico por restricdo, mas nao
exerceu qualquer efeito sobre camundongos C57/BL6J ndo estressados (lhne, Fitzgerald,
Hefner, & Holmes, 2012). Deve-se considerar ainda a conhecida acdo inespecifica do litio
em reduzir a frequéncia de agressividade e comportamentos exploratorios em roedores
(O'Donnell & Gould, 2007) e em reduzir comportamentos agressivos impulsivos e
irritabilidade e aumentar o autocontrole em populacdes ndo clinicas humanas (Carlson,
Rapport, Pataki, & Kelly, 1992; Sheard, Marini, Bridges, & Wagner, 1976) — 0 que permite
considerar que a auséncia de especificidade ndo anula o potencial preditivo do modelo em

questao.

Preferéncia por sacarina: os dados relativos a preferéncia pela solucdo de sacarina
nos camundongos sugerem que a auséncia de diferencas marcantes entre 0s grupos podem
resultar do efeito teto, isto €, da falta de diferencas pela proximidade ao consumo maximo em
todos os grupos. De fato, os percentuais de preferéncia pela solugdo de sabor doce atingiram
valores entre 90 a 95% nos animais dos grupos controles — valores muito proximos ao teto se
considerada a troca diaria de posicionamento das garrafas que induzia os animais a provarem,
ao menos uma vez, o contetdo da garrafa de dgua. Ou seja, se considerado que o volume de
consumo de liquidos dos grupos alimentados por racdo controle girou em torno da média de
5g/dia, os 5-10% de 4&gua consumidos representavam 0,25-0,59 - valores que
corresponderiam ao “teste” inicial para identificacdo do posicionamento das garrafas.

Apesar de o efeito teto ter comprometido a eficacia do teste em avaliar a preferéncia
por solucdo doce entre 0s grupos, testes pilotos anteriores no nosso laboratorio com animais
da mesma linhagem (C57BL/6J) haviam demonstrado que a concentracdo de sacarina
utilizada (1%) era a que produzia menores indices de preferéncia em comparagdo as outras
concentragdes testadas (0,1; 0,25; 0,5 e 2,5% de sacarina). Contudo, apesar de os valores de
preferéncia nos testes pilotos em que foi utilizada a concentracdo de 1% terem produzido
valores entre 80 a 90% de preferéncia, no teste com os animais experimentais o0s valores
obtidos superaram a expectativa e afetaram a efetividade do experimento. A comparagdo do
consumo em termos de volume pelos grupos mostrou-se uma alternativa igualmente inefetiva,

tanto pela manutencdo do problema do efeito teto entre os animais tratados com racgéo
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controle quanto pela impossibilidade de comparacdo destes grupos com o0s demais
alimentados com racdo com LiCl devido a polidipsia induzida por este tratamento.

Destaca-se ainda o efeito do LiCl em reduzir a significativamente preferéncia pela
solugdo de sacarina em todos os grupos (I+LiCl, LF+LIiCl e LR+LIiCl). Apesar desta
capacidade ja ter sido anteriormente demonstrada (Flaisher-Grinberg & Einat, 2010; Flaisher-
Grinberg, Overgaard, & Einat, 2009), a j& mencionada diversidade dos dados acerca do efeito
do LiCl em diferentes testes comportamentais — o que inclui testes acerca da sensibilidade ao
refor¢o (O'Donnell & Gould, 2007) — torna relevante os resultados aqui descritos.

Anélise dos niveis de LiCl: os niveis de litio obtidos com base na analise do tecido
encefalico demonstraram inexisténcia de quaisquer diferencas entre grupos. O efeito
especifico do tratamento com LiCl sobre a atividade locomotora e sobre a frequéncia de giros
no grupo LR, portanto, ndo pode ser explicado por diferengas no consumo ou metabolizagéo
deste ion. Ressalta-se ainda que os indices encefalicos de concentracdo de LiCl obtidos pela
analise por espectrofotémetro (0.8-1.0 mmol/Kg) corresponderam aos valores terapéuticos e
ndo toxicos obtidos em pesquisas anteriores com a mesma linhagem (Can et al., 2011; Gould
et al., 2007; Herman, Hougland, & El-Mallakh, 2007; O'Donnell & Gould, 2007), o que
comprova que os animais deste experimento estavam sob efeito de niveis adequados do

tratamento.

Anadlise histologica: a histologia permitiu identificar que neste experimento a
abrangéncia das lesdes foi, em termos proporcionais, reduzida em comparacao as realizadas
em ratos no Capitulo I. Neste sentido, pode-se afirmar que as lesdes eletroliticas do MnR
relizadas em camundongos neste experimento foram precisas, atingindo apenas
ocasionalmente e parcialmente estruturas dorso-ventrais proximas — superando os problemas
de extensdo excessiva da destruicdo de tecido encefalico que comprometia a qualidade dos
dados do Capitulo 1. Deve-se considerar ainda a existéncia de variabilidade na distribuicdo
rostro-caudal das lesGes — 0 que produziu diferencas em relagdo a por¢do do MnR destruidas e
que podem ter resultado em diferencas/variabilidade nos efeitos comportamentais observados
(Wirtshafter et al., 1986). Por fim, a auséncia de diferencas significativas quanto a extenséo
da area de gliose entre os grupos LR+C e LR+LiCl permitem afirmar que as distingdo entre os
valores entre-grupos nas avaliagdes pos-tratamento ndo decorrem de variagbes quanto a
abrangéncia da destruigdo de tecido encefalico.

Os resultados obtidos neste Capitulo 11 indicam que a lesdo da area do MnR em

camundongos induz um conjunto de alteracbes comportamentais correspondentes as
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esperadas em quadro experimental de mania (hiperatividade locomotora, estereotipias e
exposicdo aumentada a situacdes de risco). Apesar da possivel diferenca em termos de
magnitude dos efeitos, a equivaléncia de tais alteragdes comportamentais as que ocorrem no
rato pode ser estabelecida pela correspondéncia aos dados anteriormente obtidos nesta outra
espécie nos mesmos testes comportamentais. A constatacdo de que esta hiperatividade do
camundongo também é reduzida pela administracdo de litio, assim como foi vista no rato,
confirma a equivaléncia dos fenémenos nas duas espécies. Além disso, a demonstracdo de
que o litio também exerce efeito sobre a emissdo de estereotipias e sobre a explora¢do do
compartimento claro no teste do claro/escuro adicionam valor preditivo a hipGtese em
questdo. Tendo em vista estas informacgdes, pode-se dizer que o Capitulo Il amplia a
fundamentacdo do uso dos animais com leséo eletrolitica do MnR como modelo animal de

mania.
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DISCUSSAO GERAL

Os dados obtidos neste conjunto de experimentos descritos nos Capitulos | e 1l
suportam a proposicdo dos efeitos da lesdo eletrolitica do MnR consistirem um modelo
experimental apropriado para o estudo da mania do Transtorno Bipolar. Especificamente, o0s
resultados demonstraram que o procedimento de leséo eletrolitica do MnR induziu alteracfes
comportamentais condizentes com o quadro esperado para atribuicdo de validade de face ao
quadro maniaco em animais de laboratdrio (Einat, 2006; Lyon, 1991) e para atribui¢do de
validade preditiva pela capacidade de um estabilizador de humor, o litio, atenuar ou reverter
parte destas alteracGes. Os animais lesionados apresentaram semelhangas sintomatologicas
com o episédio de mania que incluem: hiperatividade locomotora, estereotipia, aumento da
frequéncia de respostas positivamente reforcadas, padrdo de dominancia em interacdes sociais
e aumento na frequéncia de exposicéo a situacOes aversivas evolutivamente estabelecidas (ao
“risco”). O tratamento crénico com litio foi capaz de atenuar a hiperatividade locomotora e de
reverter tanto a incidéncia de estereotipias (girar), quanto a frequéncia de exposi¢édo ao risco
expressa pelo nimero de transicBes no teste do claro/escuro. Como pontos contraditorios, 0s
experimentos falharam em demonstrar 0 aumento no valor reforcador dos estimulos pela
analise dos Break Points em esquema de reforcamento positivo por sacarose em razdo
progressiva e de demonstrar preferéncia por solucdo de sacarina — aparentemente por
problemas nos procedimentos empregados. Além disso, o litio ndo foi efetivo em reduzir a
exposicdo aos bragos abertos do LCE — sugerindo a necessidade da integridade do MnR para
efetividade do tratamento no contexto deste teste. Estes dados, entretanto, ndo invalidam a
hipbtese, mas indicam a necessidade da continuidade das investigacbes para avaliacdo da
pertinéncia das explicagdes levantadas nas discussbes especificas destes pontos de
contradicéo.

Adicionalmente aos dados ja discutidos nos experimento especificos, vale a pena
assinalar que apesar de possiveis diferencas quanto a intensidade das alteracoes
comportamentais observadas (ex. LCE e claro escuro), a reprodutibilidade de um mesmo
fendmeno em duas espécies diferentes indica que este € consistente como objeto de estudo por
ser baseado em mecanismos bioldgicos equivalentes. Esta homologia evolutiva é fato que
confere aumento a validade da proposigdo destes animais submetidos a leséo eletrolitica do
MnR como modelo animal de mania — ja que a similaridade entre diferentes espécies
observada € uma das premissas da pesquisa translacional. De fato, o terceiro critério para

aceitacdo de um modelo animal em psicopatologia, denominado de validade de constructo,
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depende eminentemente das homologias interespecificas dos mecanismos envolvidos. Assim,
apesar das validades de constructo dos modelos de mania s6 poderem ser hipotéticas devido a
limitacdo de conhecimentos sobre sua patofisiologia (Einat, 2006), esta constatacdo adiciona
evidéncias acerca do possivel envolvimento do sistema regulador dos niveis de atividade
(sistema inibitorio/desinibitdrio), do qual o MnR faz parte, no desenvolvimento do quadro de
mania apresentado por alguns pacientes humanos.

E fundamental ressaltar, entretanto, que a constatagdo de que os efeitos
comportamentais da lesdo eletrolitica do MnR podem constituir um modelo animal para o
estudo da mania ndo significa afirmar que os animais submetidos a lesdo tornam-se maniacos,
gue apresentam todos os sintomas presentes na psicopatologia humana ou que as alteracGes de
comportamento observadas possuem a mesma causalidade do transtorno humano. De acordo
com O’Donnell ¢ Gould (2007) é improvavel que um modelo animal de qualquer distarbio
psiquiatrico seja capaz de espelhar simultaneamente a etiologia, a patofisiologia, 0s sintomas
e a resposta a tratamentos caracteristicos da psicopatologia estudada. No entanto, os modelos
permitem o estudo controlado de aspectos particulares do transtorno e de seu tratamento — o
que ressalta o valor incalculavel do desenvolvimento de modelos animais por diversas
abordagens (selecdo genética, transgenia, inducdo por psicofarmacos, por lesées do SNC, por
alteracdo de condicGes ambientais, etc). Um argumento que evidencia a importancia desta
altima colocacdo refere-se a grande heterogeneidade de fenbmenos que podem ser
classificados sob uma mesma categoria diagndstica — o que também se aplica ao transtorno
bipolar. Isso porque o atual sistema de classificacdo de doencas psiquiatricas (DSM-V) nédo se
baseia em aspectos neurobioldgicos, genéticos ou na resposta a tratamentos — mas apenas em
semelhancas sintomatoldgicas (Charney et al., 2002). Desta forma, a classificacdo nosolégica
por sintomas pode agrupar em um mesmo rotulo diferentes condi¢Ges neurofisiologicas e
diferentes mecanismos etioldgicos — 0 que seria responsavel pela dificuldade na identificacéo
de condigbes comuns entre pacientes bipolares, dificultaria a compreensao dos mecanismos
envolvidos neste transtorno e consequentemente o desenvolvimento de condicGes
experimentais capazes de mimetizar em animais o quadro correspondente ao observado em
humanos.

Apesar da heterogeneidade existente dentro de uma mesma classificagcdo diagndstica e
da possibilidade de diferentes diagndsticos compartilharem mecanismos neurofisiol6gicos
comuns, a afirmacéo da utilidade do estudo dos efeitos da lesdo do MnR para a compreenséao
da patofisiologia da mania requer a identificacdo da especificidade de correspondéncia das

alteracGes de comportamento observadas com este transtorno — ou a compreensao do porqué
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dos efeitos comportamentais decorrentes da lesdéo do MnR em roedores serem comparados a
mania humana e ndo a outras psicopatologias. Esta questdo se alicerca no fato de a
hiperatividade, o aumento dos indices de agressividade e 0s prejuizos cognitivos também
ocorrerem em outros modelos de transtornos psiquiatricos, como o de esquizofrenia e o de
transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH). Yen et al. (2013) apontam a
possibilidade de distincdo entre as alteracdes de comportamento de cada psicopatologia pela
ocorréncia conjunta a outras manifestacfes especificas dos transtornos — conforme pode ser
visualizado na Figua 38. Assim, a hiperatividade do TDAH ¢é sabidamente abolida pela
administracdo de psico-estimulantes e se diferencia daquela dos animais MnR lesionados
porque, a destes, € aumentada pela administracdo de anfetamina (Asin & Fibiger, 1983; Geyer
et al., 1976). Ainda, a maior frequéncia de respostas mantidas por reforcamento positivo, a
inalteracdo na frequéncia de contatos sociais (ex. intruso-residente) e o aumento na frequéncia
de comportamentos de exploracdo do ambiente (ex. claro-escuro) diferenciam os efeitos da
lesio do MnR do modelo experimental de esquizofrenia, confirmando a adequacdo da

proposicdo de correspondéncia com o quadro de mania.
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Figura 38. Diagrama de Venn sobre a distincdo e interseccdo de alteracdes de
comportamentos em modelos animais para esquizofrenia, mania e TDAH, adaptado da
publicacdo de (Yen et al., 2013).
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Ainda quanto a adequacdo do modelo proposto, cabe ressaltar as vantagens e
desvantagens que a lesdo eletrolitica do MnR traz. Como vantagens € possivel primeiro citar
a cronicidade dos efeitos comportamentais avaliados, o que permite a avaliacdo da efetividade
de tratamentos continuados e é uma caracteristica limitante da grande maioria dos modelos de
mania existentes até 0 momento, que reproduzem apenas sintomas correspondentes de forma
aguda (Gessa et al., 1995; Gould et al., 2007; Herman et al., 2007; Norton, 1973; O'Donnell &
Gould, 2007). Outra importante vantagem refere-se a capacidade de um mesmo procedimento
ser eficaz para inducdo de diversos sintomas do quadro experimental de mania esperado em
roedores, uma vez que outros modelos de mania reproduzem somente parcialmente as
manifestacdes deste (Gessa et al., 1995; Gould et al., 2007; Herman et al., 2007; Malkesman
et al., 2009; Norton, 1973). Como limitacGes destacam-se: a) a incapacidade de reproducao
da ciclagem entre o0s polos mania/depressdo, que se mantém como grande desafio no estudo
experimental do TB; b) a generalidade das alteracdes produzidas pela inespecificidade do
procedimento adotado, que impede a identificacdo de sistemas especificos participantes da
neurobiologia das alteracbes comportamentais observadas e c¢) a dificuldade de consisténcia
entre a destruicdo exata da mesma porcdo desejada do MnR, acompanhada da auséncia de
abrangéncia a outras estruturas proximas.

Por fim, cabe apontar a inovacao trazida por esta proposi¢cdo de modelo de mania
induzida pela lesdo da regido do MnR em roedores. Como dito anteriormente, 0 MnR
intermediado pela neurotransmissdo por receptores serotoninérgicos e gabaérgicos, €
considerado parte de um sistema geral de inibicdo. Diferentemente, os modelos de mania
existentes, baseados na administracdo de psicoestimulantes — principalmente anfetaminas —
envolvem neurotransmissdo dopaminérgica e noradrenérgica (Cappeliez & Moore, 1990;
Gorenstein & Scavone, 1999; O'Donnell & Gould, 2007). A constatagdo de que uma
manifestagdo correspondente a maniaca pode decorrer tanto da ativagdo dos mecanismos
centrais de alerta, como da inativagdo ou rebaixamento da atividade nos mecanismos
inibidores, permite a conceituacdo de que o equilibrio entre estes mecanismos € a condigédo
“normal” de vida e que seu desequilibrio pode resultar na excitagdo observada na mania, ou
em inibicdo presente em quadros depressivos. Tal conceituagdo acerca da existéncia de
equilibrio/desequilibrio entre os sistemas excitatorios e inibitérios corrobora a teoria do cabo
de guerra entre os sistemas dopaminérgico mesolimbico e serotoninérgico/gabaérgico
mediado pelos ndcleos mediano e dorsal da rafe anteriormente proposta (Daw, Kakade, &
Dayan, 2002; Liu & lkemoto, 2007; Vollrath-Smith et al., 2012). Esta teoria se embasa em

estudos que demonstram que respostas comportamentais que eram intensificadas pela
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ativacdo do sistema dopaminérgico poderiam ser ainda mais intensificadas ou suprimidas pela
inativacdo ou ativacgdo, respectivamente, do sistema inibitério composto por estes nucleos da
rafe — MnR e DR (Fletcher, 1996; Fletcher & Korth, 1999; Fletcher et al., 1999)

Ainda, a existéncia de neurdnios gabaérgicos no MnR (Kohler & Steinbusch, 1982) e
a participacdo de autoreceptores GABAA e GABAg (Tao & Auerbach, 2003) na regulacdo de
sua atividade trazem a tona a relevancia da compreensdo do papel deste neurotransmissor na
mediagdo do equilibrio entre os sistemas excitatorio e inibitorio. Tal participagdo do GABA
corroboraria também a hipdtese da reducdo da atividade deste neuromodulador nos
transtornos de humor — que complementa a teoria monoaminérgica e prop8e que o equilibrio
entre multiplos sistemas neurotransmissores estaria alterado nestes transtornos (Brambilla,
Perez, Barale, Schettini, & Soares, 2003; Fatemi, Folsom, & Thuras, 2011; Luscher, Shen, &
Sahir, 2011). Esta suposicdo é fundamentada com dados de estudos pré-clinicos que tem
sugerido que os niveis de GABA podem estar diminuidos em modelos animais de depresséo e
de estudos clinicos que descreveram baixos niveis plasmaticos de GABA em pacientes
acometidos por transtornos de humor (Brambilla et al., 2003; Luscher et al., 2011). Além
disso, antidepressivos, estabilizadores de humor, terapia eletroconvulsiva e agonistas
gabaérgicos vem se mostrando capazes de reverter comportamentos depressivos em modelos
animais e serem efetivos para pacientes uni e bipolares por meio do aumento da atividade

gabaérgica no sistema nervoso central (Brambilla et al., 2003; Luscher et al., 2011).
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CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho ddo suporte a validade da proposicdo de que o
quadro de manifestacBes induzidas pela lesdo eletrolitica do MnR no rato e no

camundongo constitui um modelo animal para o estudo da mania.

O modelo proposto produz diversas alteracbes comportamentais cronicas
correspondentes as esperadas para atribuicdo de validade de face ao episdédio maniaco
(hiperatividade, estereotipia, aumento na frequéncia de respostas positivamente
reforcadas, padrdo de dominadncia social e exposicdo aumentada a ambientes
aversivos/de “risco”) — 0 que evidencia vantagens desta proposta em relacdo a maioria
dos modelos desenvolvidos até 0 momento que reproduzem parcialmente os sintomas

deste transtorno e apenas de forma aguda.

O efeito do litio na atenuacdo ou reversdo de parte das alteracbes comportamentais
induzidas pela lesao (hiperatividade, estereotipia e exposicdo ao “risco”) acrescenta

valor preditivo ao modelo baseado na lesdo eletrolitica do MnR.

A reprodutividade das alteragdes comportamentais em diferentes espécies (rato e
camundongo) demonstra a existéncia de homologia evolutiva — o que fortalece a
validade de constructo hipotetizada acerca do envolvimento do sistema inibitorio do

qual o MnR faz parte na neurobiologia da mania.

A adocdo do modelo proposto sugere ser heuristicamente proficuo e este fato é
sugestivo pela possibilidade de revelar novas hip6teses — como a constatacdo de que o
efeito do litio no teste do LCE pode sofrer variagdes em um organismo onde o MnR
ndo encontra-se intacto. Ainda, este modelo pode contribuir futuramente para a
elucidacdo do papel dos mecanismos de equilibrio/oposicdo do sistema nervoso
central (serotoninérgico e gabaérgico X dopaminérgico e noradrenérgico) na

neurobiologia dos transtornos de humor.
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Apéndice A. Comparacdo individualizada da frequéncia de respostas de exposi¢éo do abdome ao
oponente obtida na condicao de residente no Experimento 3.

Exposicao do abdome

Frequéncia de respostas

A ANOVA da comparacdo do numero de emissdes da resposta de exposicdo do
abdome ao oponente na condicdo de residente em relacdo aos grupos (LR, LF e 1) demonstrou
a existéncia de efeito do grupo (F(2,20)=4.99; p<0.05) e diferenca significativa explicitada
pelo teste de p6s-hoc Bonferroni entre o grupo LR e o grupo | (* Bonferroni, p<0.05) e
proxima ao critério de significAncia na comparacdo entre o grupo LR e o grupo LF
(Bonferroni, p=0.08)..
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pelas lesdes eletroliticas histologicamente avaliadas no Capitulo 1.
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Caso LA. ILA. Fim Localizagéo Lateralidade | Estruturas abrangidas MnR
Inicio Leséo ventro/dorsal
Leséo
LR3 | -0,60mm 1,50 mm -unido com Medial DRC, DTgP, DTQC, CG, | Metade dorsal
Quarto VTg, PMnR, DRI, mif
Lamina2 | Lamina 3 — Ventriculo/ (parte), Rbd, cll, DRV,
—corte 5 corte 7 Aqueduto até DRD, xscp (parte)
LA. 1,2mm
LR4 | -0,36mm | 1,90 nmm -unido com Medial DRC, DTgP, DTgC, CG, Todo
Quarto VTg, PMnR, DRI, mif,
Lamina | Lamina 3 — Ventriculo/ Rbd, cll, DMTg, PnR,
2—corte 4 corte 8 Aqueduto até Xscp
ILA. 0,9mm
LR6 -0,72mm 0,50mm -unido com Direita DRC, DTgP, DTgC, Prevaléncia
Quarto CGO, CGA, CGB, CgG, caudal
Lamina | Lamina 3 - Ventriculo/ mlf, DMTg, PnR, ts,
2—corte 4 | corte 8 Aqueduto até PnO, CGPn, DR, LDTg,
ILA. 0,20mm sph, LDTg, PMnR, Rbd,
DRI, DRV
LR10 | -0,48mm 1,50mm -unido com Medial DR, PDTg, sph, DRC, Prevaléncia
Quarto DTgP, CGO, CGA, central e
Lamina | Lamina3— Ventriculo/ DTgC, mif, DMTg, PnR, caudal.
2—corte 3 corte 13 Aqueduto até PMnR, CG,
ILA. 1,20mm LDTg,(parte) VTg,
DRD, DRV, DRI, RtTyg,
Rbd, cll
LR11 | -0,48mm 1,08mm -unido com Medial DRC, DTgP, DTQC, CG, Prevaléncia
quarto CGA, CGB, mlf, caudal
Ladmina2 | Lamina 3 — ventriculo/ DMTg, PnR, ts, PnO,
—corte 7 corte 13 Aqueduto até VTg, RtTgP, sth, DTgP,
ILA. 0,48mm PMnR, RTtg, tth, ml, Pn
LR29 | -0,96mm 1,20mm -unido com Medial DRC, DTgP, DTgC, CG, Prevaléncia
quarto CGA, CGB, CGO, mlf, ventral
Ladmina2 | Lamina 3 — ventriculo/ ts, PMnR, LDTg, sph,
—corte 4 corte 10 Aqueduto até DMTyg, PnR, PDtg,
LA, -0,156mm RTtgL, RtTg, PNC,
PnoO,
LR34 | -0,84mm 0,84mm -unido com Direita CGA, CGB, LDTyg, Apenas regido
Quarto DMTg, mlf, PnO, paramediana
Ladminal | Lamina 3 — Ventriculo/ PMnR,, ts, CGPn, CGG,
—corte 6 corte 11 Aqueduto até LC, Bar, PnC, SubCA,
I.LA. 0,15mm SubCD, DTgP
LR35 | -0.50mm 1.40mm -unido com Medial DRC, CGO, CGA, CGB, | Centro-caudal
Quarto PnO, DMTg, PnR, ts, (a partir de
Lamina 2 | Lamina 3 - vVentriculo/ -levemente RtTg (dir), LDTg, sph, I.LA.0,95mm
—corte 5 corte 8 Aqueduto até para adireita | PnC, mlf, PDTg PMnR preservado)
1.A.0,20mm
LR45 | -0,24mm 2,20mm -unido com Esquerda DTgP, DTgC, DRC, mif, Todo
Quarto PMnR, VTg, ts, PnO
Lamina | L&mina4 — Ventriculo/ (esq), DMtg, PnR, RTtg,
2—corte 8 corte 6 Aqueduto até CGA, CGB, tth, ml, Pn,
LA, 0,48mm Ifp, IPA, IPL, IPI
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LR46 | -0,60mm 2,50mm -unido com Medial DRC, ts, VTg, mif, Todo
Quarto PMnR, CGO, sph,
Lamina | Lamina4 — Ventriculo/ PDTg, DR, CGA, CGB,
2— corte 6 corte 9 Aqueduto até PnR, DRV, xscp, Rbd,
LA, 0,50mm DRI, IPC, IPA, IPI, IPR,
IPC, IPL

Legenda de abreviaturas:

Abreviatura

Nome da estrutura

Bar Barrington’s nucleus

CG Central Gray

CGA Central Gray, alpha part

CGB Central Gray, beta part

CGG central gray, gamma part

CGO Central Gray, nucleus O

CGPn central gray of the pons

cll commissure of the lateral lemniscus
DMTg dorsomedial tegmental area

DR dorsal raphe nucleus

DRC dorsal raphe nucleus, caudal part

DRD dorsal raphe nucleus, dorsal part

DRI dorsal raphe nucleus, interfascicular part
DRV dorsal raphe nucleus, ventral part

DTgC dorsal tegmental nucleus, central part
DTgP dorsal tegmental nucleus, pericentral part
IPA interpeduncular nucleus, apical subnucleus
IPI interpeduncular nucleus, intermediate subnucleus
IPL interpeduncular nucleus, lateral subnucleus
IPR interpeduncular nucleus, rostral subnucleus
LC locus coeruleus

LDTg laterodorsal tegmental nucleus

Ifp longitudinal fasciculus of the pons

ml medial lemniscus

mlf medial longitudinal fasciculus

MnR median raphe nucleus

PDTg posterodorsal tegmental nucleus

PMnR paramedian raphe nucleus

Pn pontine nuclei

PnC pontine reticular nucleus, caudal part

PnO pontine reticular nucleus, oral part

PnR pontine raphe nucleus

Rbd rhabdoid nucleus

RtTg reticulotegmental nucleus of the pons
RTtgL reticulotegmental nucleus of the pons, lateral part
Sph sphenoid nucleus

SubCA subcoeruleus nucleus, alpha part

SubCD subcoeruleus nucleus, dorsal part

ts tectospinal tract

tth trigeminothalamic tract

VTg ventral tegmental nucleus

Xscp

decussation of the superior cerebellar peduncle
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Apéndice C. Revisdo de fotos e representacdes sobre a extensao de lesdes eletroliticas no

MnR em ratos.

Referéncia Descricéo do Descricédo da Fotografia ou representacéo da
eletrodo corrente
(Herve et al., 1981) - aco inoxidavel “alta
300 pum de diametro frequéncia”
(Levine et al., - agulha de Corrente
1986) entomologia de aco anodal de 1.0
inoxidavel isolada mA por 45 s
eletricamente exceto o
1.0mm final
(Yamamoto & - agulha de aco 3 mA
Ueki, 1977) inoxidavel de por 15 sec
0.4 mm de didmetro
(Thompson, - eletrodo de ago 1.0-1.3mA
Ramsay, & Yu, inoxidavel de 0.5 mm por 8-10 s
1984) de didmetro, isolado
eletricamente exceto o
1.0 mm
final
(Asin, Wirtshafter, - eletrodo de aco 1 mApor8s

& Kent, 1979b)
(Asin et al., 1979a)
(Asin et al., 1980)

(Asin &
Wirtshafter, 1982)

(Asin et al., 1985)

(Wirtshafter &

inoxidavel de 0.23mm
de diametro, isolado
eletricamente exceto o
0.5 mm final
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Asin, 1986)
(Wirtshafter et al.,
1987)
(Andrade et al., - eletrodo bipolar de 3mA por 10s
2004) 0.12 mm
de diametro, isolado
por verniz exceto o
0.5 mm final
(Konno et al., 2007) | - eletrodo bipolar de 300 A
0.12 mm por 10 s
de didmetro, isolado Auséncia de foto ou representagao.
por verniz exceto o
0.5 mm final
(Costall & Naylor, - eletrodo de aco 1mA por A
1974) inoxidavel de 0.65 10s

mm de diametro
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e estruturas

Caso LA. LLA. Fim Localizacdo Lateralidade | Estruturas parcialmente MnR

Inicio Lesao dorso/ventral abrangidas Rostro-

Lesdo Caudal

LR1 | -1.40mm | -0.92mm | Centralizada no Medial MnR, PMnR, Porcédo
+C MnR PnR, RtTg caudal

LR6 | -1.22mm | -0.56 mm | Centralizada no Medial MnR, PMnR, PorgBes

+LiCl MnR PnC, RtTgP, central e
caudal

LR7 | -1.16mm | -0.68mm Centralizada no Medial MnR, PMnR, Porc¢oes

+LiCl MnR VTg central e
caudal

LR 11 | -1.16mm | -0.56 mm Centralizada no Medial/ MnR, PMnR, Porc¢oes

+C MnR Direita VTg, RtTgP,RtTg central e
caudal

LR 12 | -1.40mm | -0.92 mm Centralizada no Medial MnR, PMnR, Porcéo
+C MnR PnR caudal

LR 17 | -1.04mm | -0.44mm | Centralizada no Medial/ MnR, PMnR, Porc¢oes

+LiCl MnR Direita VTg central e
caudal

LR22 | -1.16mm | -0.56 mm Centro-ventral Medial/ MnR, PMnR, Porc¢oes

+LiCl ao NMR Esquerda RtTgP, RtTg central e
caudal

LR 26 | -1.22mm -0.56mm Centralizada no Medial MnR, PMnR, Porc¢des

+C MnR PnR, RtTgP, RtTg central e
caudal

LR 27 | -0.92mm -0.36mm Centralizada no Medial MnR, PMnR, Porcédo
+C MnR VTg central
LR31 | -0.92mm | -0.36mm Centro-ventral Medial MnR, PMnR, Porcéo
+LiCl ao NMR RtTgP, RtTg central

LR36 | -080mm -0.24mm Centro-dorsal Medial/ MnR, PMnR, Porc¢oes

+C ao NMR Direita Atg central e
rostral

LR41 | -1.16mm | -0.44mm | Centralizada no Medial/ MnR, PMnR, Porc¢oes

+LiCl MnR Direita RtTgP central e
caudal

LR45 | -1.04mm -0.44mm Centralizada no Medial/ MnR, PMnR, Porcao
+C MnR Esquerda RtTgP central
LR50 | -1.04mm -0.36mm Centro-ventral Medial/ MnR, PMnR, Porcao
+C ao NMR Direita RtTgP, PnO central

LR57 | -1.16mm -0.56mm Centralizada no Medial/ MnR, PMnR, Porcoes

+C MnR Direita RtTgP central e
caudal

LR59 | -1.16mm | -0.56mm Centro-ventral Medial/ MnR, PMnR, Porcoes

+C ao NMR Direita RtTg central e
caudal

LR73 | -1.04mm | -0.36mm Centro-ventral Medial MnR, PMnR, Porcéo
+LiCl ao NMR RtTgP, RtTg, PnO central
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LR75 | -1.16mm | -0.44mm Centro-ventral Medial/ MnR, PMnR, Porcoes
+LiCl ao NMR Direita ts central e
caudal

LR77 | -1.04mm | -0.44mm | Centralizada no Medial/ MnR, PMnR Porcéo
+C MnR Direita ts, RtTgP central
LR81 | -1.04mm | -0.44mm | Centralizada no Medial MnR, PMnR Porcdo
+LiCl MnR central

Legenda de abreviaturas:

Abreviatura Nome da estrutura
Atg anterior tegmental nucleus

MnR median raphe nucleus

PDTg posterodorsal tegmental nucleus

PMnR paramedian raphe nucleus

PnC pontine reticular nucleus, caudal part

PnO pontine reticular nucleus, oral part

PnR pontine raphe nucleus

Rbd rhabdoid nucleus

RiTg reticulotegmental nucleus of the pons

RtTgP reticulotegmental nucleus of the pons, pericentral
ts tectospinal tract

VTg ventral tegmental nucleus
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Anexo A: Documento de aprovacdo dos procedimentos utilizados no Capitulo | pelo Comité

de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Universidade Estadual Paulista
(Unesp/Bauru).

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“%%  «JULIO DE MESQUITA FILHO” % o
u n es p Campus de Bauru Faculdade

de Ciéncias

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias da Universidade Estadual Paulista — UNESP, em sua
63® Reunido Ordinaria realizada no dia 17 de junho de 2011, no
Prédio do STl da Faculdade de Ciéncias - UNESP, Campus de
Bauru, as 09h00, apds andlise do parecer emitido pelo relator
APROVA o projeto “Avaliagdo dos efeitos comportamentais da
lesdo eletrolitica da regido do nicleo mediano da rafe como
manifestacdes maniacas em ratos”, Processo n° 6171/46/01/11,

sob responsabilidade da Professora Doutora Miriam Garcia Mijares.

Bauru (SP), 17 de junho de 2011

Sl

PROF. DR. AR FERNANDO MAIA
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Av. Eng® Luiz Edmundo Carrijo Coube, 14-01 - Vargem Limpa - Bauru-SP - CEP: 17.033-360
Fone: (14) 3103-6187 - email: celiarf@fc.unesp.br
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Anexo B. Documento de inclusdo do procedimento de lesdo eletrolitica do MnR em
camundongos no protocolo experimental aprovado pela IACUC (Institutional Animal Care
and Use Committee) da University of Maryland School of Medicine/Baltimore.

UNIVERSITY OF MARYLAND
SCHOOL OF MEDICINE
O ffice of Animal Welfare Assurance
655 W. Baltimare Street

BRE, Mezzanine Ste. M023
Baltimare, MD 21201-1559

email iacu@som. umaryland. edw
vaice: (410} 706-7859
Assuranes Number: 43200-01

DATE: January 14, 2013

TC: Todd Gould, MD
Department of Psychiatry
MSTF, Rm. 934D

FRCM: Institutional Animal Care and Use Committee

RE: |IACUC PROTOCOL #0410006

"Behavioral and Biochemical Analysis of Rodent Models of Mood Disorders and
Their Treatments”

This is to certify that the Institutional Animal Care and Use Committee received your response to their
queries and that your response was considered sufficient to grant FULL APPROVAL to your
amendment. The designated review approval date for this amendment is January 14, 2013.

This amendment approval does not affect the expiration date of the protocol. Please note that your
protocol expiration date remains April 16, 2013.

If you have any questions, pfease do hot hesitate to contact the Office of Animal Welfare Assurance
by email (facuc@som.umaryland.edu) or by phone (706-7859).

v
"John B. Sacci, Jr., Ph.D.
IACUC Chair

* Amendment date January 11, 2013: Add Survival Surgery to Induce MRN Lesions; Add Experiments; Add
128 C57BL/6
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