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RESUMO

O transtorno bipolar (TB) é um transtorno do humor crénico que afeta aproximadamente 2 a 3% da
populacdo global. A mania é uma caracteristica fundamental do TB e é caracterizada por sintomas como
impulsividade e hiperatividade. Estudos epidemioldgicos mostram maior ocorréncia de internacdes por
episdédios maniacos em periodos de aumentos acentuados da duracdo da fotofase em um dia, ou
fotoperiodo. De forma consistente, estudos prévios realizados por nosso grupo indicam que um aumento
gradual do fotoperiodo esta associado a um comportamento semelhante a mania em camundongos
C57BL/6. Uma hipdtese para explicar esse efeito é que variagbes graduais no fotoperiodo modulam os
ritmos circadianos em regifes do cérebro associadas aos transtornos de humor. O litio (Li) é um
estabilizador de humor usado no tratamento de TB com propriedades antimaniacas e antidepressivas.
Além disso, o tratamento com Li modula o comportamento relacionado ao humor em roedores. O
objetivo deste trabalho é validar o modelo animal do tipo mania induzida por mudancas fotoperiddicas
utilizando testes farmacol6gicos com litio. Os animais utilizados no presente estudo foram camundongos
machos C57BL/6J, distribuidos em trés grupos: (1) EP (Equatorial Photoperiod), (2) TP (Transitional
Photoperiod) e (3) TP-Li. Os animais do grupo EP foram expostos a um regime de Claro/Escuro (CE)
12h:12h. O grupo TP foi composto por camundongos expostos a um regime de varia¢Oes fotoperiddicas
graduais (30min no inicio e 30min no final da fase de luz / dia) partindo de 08h: 16h CE até 16h: 8h CE,
com ragdo e agua ad libitum. Os animais do grupo TP-Li foram submetidos ao mesmo protocolo
fotoperiddico, com Cloreto de Litio (0,6¢/L) administrado em agua potéavel por oito dias, do primeiro
ao Ultimo dia do regime TP. Os testes de Labirinto em Cruz Elevado, Campo Aberto, Nado Forgado e
Placa Perfurada, foram realizados para avaliar hiperatividade, ansiedade, comportamento de risco,
depresséo, dentre outros. O grupo TP -Li apresentou diminuicdo da exposi¢do ao risco, comportamento
exploratorio e de hiperlocomocao quando comparado ao TP e semelhante ao grupo controle. Os achados
demonstram que a administracdo de litio previne o comportamento similar & mania observado na
condigdo experimental. Este estudo contribui para o estabelecimento de um novo modelo de transtorno
bipolar baseado na manipulagéo da luz ambiente.

Palavras-chave: Transtorno Bipolar; Suicidio; Fotoperiodo; Litio; Ritmos Circadianos.



ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a chronic mood disorder, affecting approximately 2-3% of the global
population. Mania is a cardinal feature of BD and is characterized by symptoms as impulsivity and
hyperactivity. Epidemiological studies show higher occurrence of hospitalizations for manic episodes
in periods of accentuated increments in day length, or photoperiod. Consistently, preliminary studies
performed by our group indicate that a gradual increase of the photoperiod is associated with a mania-
like behavior in C57BL/6 mice. The hypothesis is that gradual variations in photoperiod modulate the
circadian rhythms in brain regions associated with mood disorders. Lithium (Li) is a mood stabilizer
used in the treatment of bipolar disorders in humans with antimanic and antidepressant properties.
Furthermore, Li treatment modulates mood-related behavior in rodents. The aim of this work is to
validate the photoperiodic induced mania-like animal model by pharmacologically testing lithium as a
mood stabilizer. The animals that were used in the present study are male C57BL/6J mice, distributed
into the three groups: (1) EP (Equatorial Photoperiod), (2) TP (Transitional Photoperiod) and (3) TP-
Li. The animals of Eq group were exposed to a light/dark regime (CE) 12h:12h. The TP group consists
of mice exposed to a regime of gradual photoperiodic variations (30min at the beginning and 30 min at
the end of light phase/day) from 08h:16h CE to a 16h:8h CE, with food and water ad libitum. The TP-
Li group animals were submitted to the same photoperiodic protocol but Lithium Chloride (0,6g/L) was
administered in drinking water for eight days, from the first day to the last day of the TP regime. Elevated
Pluz Maze, Open Field Test, Forced Swimming Test and Hole Board were performed to evaluate
hyperactivity, anxiety, risk-taking, depression and mania. The TP -Li group showed a decrease in risk
exposure, exploratory behavior and hyperlocomotion when compared to the TP and similar to the control
group. The findings demonstrate that lithium administration prevents the mania-like behavior observed
in the experimental condition. This study contributes to the establishment of a new model of bipolar
disorder based on the manipulation of ambient light.

Key-words: Bipolar Disorders; Suicide; Photoperiod; Lithium; Circadian Rhythms.
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1. INTRODUCAO

Os ritmos biologicos podem ser definidos como um processo que varia periodicamente
no tempo, ou seja, € a manifestacdo de um fendmeno que se repete com o0 mesmo periodo. Esses
ritmos podem ser divididos em ultradianos, quando apresentam um periodo menor do que 20
horas; os infradianos, que possuem mais do que 28 horas; e 0s circadianos, com periodo de
aproximadamente 24 horas, e sendo esses 0s mais estudados (BRENNAN et al., 1982;
MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

Os reldgios circadianos geram oscilacdes autossustentaveis e autbnomas das células
com um periodo de tempo de aproximadamente de 24 horas. Essas oscila¢cBes ajudam o
organismo a prever eventos diarios, mesmo quando as condi¢bes permanecem constantes (sem
indicacdo das fases de claro e escuro). Essa endogenicidade, em mamiferos, é coordenada
sistemicamente pelos ndcleos supraquiasmaticos (NSQs). Esses nucleos emitem sinais que
coordenam e sincronizam diferentes estruturas e tecidos, permitindo o ajuste temporal de todo
o organismo (ALBRECHT, 2012; MOORE, 2013).

O organismo multicelular precisa atuar de forma integrada e sincronizada. A
sincronizacao refere-se a relacdo de fase estavel entre dois ritmos: o ambiental e enddgeno, ou
osciladores enddgenos entre si, de periodos semelhantes. A sincronizagdo fética é a principal
via de sincronizagdo correlata com os ciclos geofisicos e demonstra como a luz € capaz de
sincronizar o organismo através dos NSQs (GUO et al., 2006; ALBRECHT, 2012;
ROSENTHAL et al., 2021).

Recentemente, pesquisas tém mostrado que os NSQs apresentam perfil ritmico sazonal
nos niveis de neurotransmissores e na morfologia, de forma que as células que compde os NSQs
percebem o comprimento do dia guiam as mudancas sazonais ajustando outras vias e outras
estruturas para adaptacdo a essas mudancas (COOMANS; RAMKISOENSING; MEIJER,
2015). O fotoperiodo refere-se a duracgéo da luz no dia, sendo a principal via ambiental utilizada para
fornecer informagdes aos organismos para a determinacdo da época do ano e a coordenar as adaptacdes
sazonais na fisiologia e no comportamento (PYTER; READER; NELSON, 2005).

As mudangas de fotoperiodo que ocorrem no meio ambiente sdo continuas e graduais,
sendo mais intensas e sentidas em locais de latitudes mais distantes da zona equatorial. Essas
alteracGes sazonais possuem importante impacto nas populagées humanas, identificadas em

diferentes niveis, onde os seres humanos exibem uma grande variedade de perfis de expressao
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génica, afetando também o comportamento humano. Nos Ultimos anos, varios pesquisadores
estudaram a influéncia dos fatores ambientais no inicio e no curso dos principais transtornos

psiquiatricos, bem como no seu tratamento e progndstico (BUIJS et al., 2016).

Ha muito tempo que se levanta a hipétese de que o agravamento do transtorno bipolar
esta associado a anormalidades do sistema circadiano. Praticamente todos os individuos com
TB apresentam alteragdes importantes nas fungdes circadianas, incluindo sono, atividade,
secrecdo hormonal e apetite (ROYBAL, 2007).

O transtorno bipolar consiste em um transtorno de humor psiquiatrico que atinge cerca
de 1-4% da populagdo mundial e € uma doenca multifatorial e apresenta diversos sintomas,
incluindo recorréncias de mania (MUNEER, 2016; SCAINI et al., 2020). Diante da incidéncia
da doenca, varios modelos comportamentais para mania vém sendo investigados na tentativa
de simular alguns aspectos das mudancas comportamentais encontradas nesta condicao
psiquiatrica.

O aparecimento e 0 agravamento da mania podem circular com um padrdo regular, ou
até mesmo sazonal, sugerindo um componente circadiano para a sua patologia (BULLOCK et
al., 2017; FELLINGER et al., 2019; FICO et al., 2020). Além disso, algumas evidéncias
epidemioldgicas apontam um maior nimero de tentativas de suicidio e suicidio completo
durante a primavera, apesar de outras estagdes também serem associadas, o que aponta um perfil
sazonal para o suicidio (CHAUDHARI et al., 2018; COIMBRA et al., 2016).

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, expondo camundongos C57BL/6 a um
protocolo de variacdo gradual de fotoperiodo, apontam um comportamento aumentado de
exposi¢do ao risco, exploracdo e atividade locomotora, avaliados por testes comportamentais.
A alteracdo desses comportamentos € um forte indicativo para o comportamento similar a mania

em animais (Dados ndo publicados).

Para validacdo preditiva desse modelo, utilizamos o Litio (Li), farmaco mais prescrito
na estabilizagdo de humor em pacientes com transtorno bipolar. Além disso, o Li tem sido
correlacionado com a reducdo de taxas de suicidio, exercendo ainda efeitos imunomoduladores
e neuroprotetores (CIPRIANI, 2017; DEL MATTO et al., 2020). Nossa hipotese é que
tratamento com Litio previne o comportamento similar @ mania induzido por varia¢des graduais

de fotoperiodo em modelo animal.

Portanto, um novo modelo animal de transtorno bipolar que inclua mudancas

fotoperiddicas pode ajudar a elucidar as bases neurobioldgicas, bem como investir em novas
12



medidas preventivas contra indutores ambientais. Ao nosso conhecimento, ndo existem outros
estudos que induzam camundongos ao comportamento similar @ mania através de variacdes

graduais de fotoperiodo, o que torna nosso estudo inédito.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Os Ritmos Bioldgicos e seus Mecanismos de Sincronizagdo

A cronobiologia é um campo da ciéncia responsavel pelo estudo sisteméatico das
caracteristicas temporais da matéria viva, incluindo os ritmos bioldgicos. Os ritmos bioldgicos
podem ser definidos como um processo que varia periodicamente no tempo, ou seja, € a
manifestacdo de um fendmeno que se repete com o mesmo periodo (MARQUES; MENNA-
BARRETO, 2003).

Esses ritmos podem ser classificados em ultradianos, quando possui periodo menor que
20 horas, tendo como exemplo o fluxo iénico em membranas e o ritmo dos batimentos cardiacos
(60-100 batimentos por minuto); infradianos, periodos maiores que 28 horas, que podem ser
exemplificados através do ciclo menstrual, durando normalmente 28 dias; e ciclos circanuais,
com periodo de ocorréncia em torno de 365 dias; os ritmos circadianos, possuem periodos de
aproximadamente 24 horas. Os ritmos circanuais, séo classificados como sazonais quando se
referem as estacdes do ano (BRENNAN et al., 1982).

Os ritmos circadianos s&o 0s mais estudados, e se tornaram mais conhecidos no ano de
2017, com a divulgacdo do Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia, que reconheceu o0s
pesquisadores norte-americanos Jeffrey C. Hall, Michael Rosbash e Michael W. Young pelos
estudos que contribuiram para o esclarecimento do funcionamento do relégio bioldgico interno
e sobre os mecanismos moleculares que o gera e o controla (CALLAWAY; LEDFORD, 2017).
Esses ritmos estdo presentes em diversas caracteristicas fisioldgicas e comportamentais, como
variacfes nos niveis hormonais, expressdo génica, temperatura corporal, comportamento
alimentar, ciclo vigilia e sono em humanos, atividade e repouso em animais, performance
cognitiva, comportamento reprodutivo, entre outros (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003;
ALBRECHT, 2012).

Os reldgios circadianos geram oscilagcdes autossustentaveis e autbnomas das células
com um periodo de tempo de aproximadamente de 24 horas. Acredita-se que tais oscilacdes
tenham evoluido em resposta as fases de claro/escuro e a internalizacdo dessas fases tornou
vantajoso para 0 organismo prever eventos didrios, mesmo quando as condi¢Ges permanecerem
constantes (por exemplo, escuro constante) (MARQUES, MENNA-BARRETO, 2003;

14



ALBRECHT, 2012). Para que exista uma ritmicidade endégena em um ser vivo, é necessario
que alguma estrutura opere como um marca-passo, que podem ser definidos como osciladores
primarios, e exibem padrdo oscilatdrio geneticamente determinado e auto-sustentado (MOORE,
2013).

Em mamiferos, os nlcleos supraquiasmaticos funcionam como marca-passo central,
coordenando os ritmos. Os NSQs séo compostos por um par de grupos neuronais, localizados
no hipotadlamo, acima do quiasma O6ptico. A informacdo luminosa é detectada pela retina
(ambiente externo de entrada), e é transmitida para os NSQs via trato retino-hipotalamico,
sendo conduzida para todo o organismo. Os nucleos supraquiasmaticos emitem sinais que sao
integrados para ajustar as informag6es sobre o tempo, que coordena e sincroniza diferentes
estruturas e tecidos, dentro e fora do sistema nervoso central, permitindo o ajuste de todos 0s
relogios periféricos. Os reldgios periféricos s@o sincronizados através dos NSQs, e estdo
presentes em diversas células, tecidos e orgaos, como figado, glandula adrenal, pancreas,
adipdcitos, a fim de que os tecidos estejam numa relacéo estavel de fases. (ALBRECHT, 2012;
MOORE, 2013).

No nivel molecular, a base de funcionamento dos ritmos € a interacdo entre alcas de
retroalimentacdo transcricional-tradicional, composto por um grupo de genes que séo altamente
conservados em animais. A primeira algca de retroalimentacdo, a alca positiva, inclui as
proteinas CLOCK e BMALL, que ativam a transcrigdo dos genes Per (1,2 e 3) e Cry (1 e 2).
As proteinas PER e CRY séo fosforiladas e formam heterodimeros que inibem CLOCK/BMAL
no nucleo celular, reprimindo sua prépria transcricdo, sendo essa, a segunda alca de transcricao,
a alca negativa (TAKAHASHI et al., 2008; HUANG, 2018; HASTINGS; MAYWOOQOD;
BRANCACCIO, 2019).

Os genes que constituem a maquinaria molecular, ndo sdo expressos somente nos NSQs,
mas também em diversos tecidos e 6rgdos, como rins, figado e em diferentes areas do encéfalo
(BUHR; TAKAHASHI, 2013). Dessa maneira, 0 NSQ tem sido amplamente estudado nas
Gltimas décadas, e uma visdo integrada da sua funcdo de marca-passo central vem sendo
desenvolvida, estabelecendo relacbes a nivel comportamental, celular e molecular
(GUILDING; PIGGINS, 2007; ASTIZ; HEYDE; OSTER, 2019).

O organismo vivo e multicelular precisa atuar de forma integrada e sincronizada. Collin
Pittendrigh e Jurgen Aschoff foram pioneiros do campo nas pesquisas sobre a relagédo entre a
adaptacdo temporal com o organismo e o ambiente. Seus estudos evidenciam que os estados
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dos ritmos fisiologicos e comportamentais sdo associados ao ciclo ambiental para a adaptacéo
do individuo, determinando as bases conhecidas como sincronizacdo, onde abrange aspectos
circadianos e sazonais. Esses estudos enfatizaram que os efeitos sustentados pela luz,
potencialmente alteram a velocidade com que o tempo interno se move em relagdo ao tempo
externo, determinando as bases do que atualmente é conhecido como sincronizacao
(PITTENDRIGH, 1993; MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003; FOSTER;
ROENNEBERG, 2008).

A sincronizacdo refere-se a relacdo de fase estavel entre dois ritmos: o ambiental e
enddgeno, de periodos semelhantes. Estes fatores ciclicos que possibilitam a sincronizacéo dos
ritmos bioldgicos, sdo chamados de Zeitgebers, termo de origem alema que significa ‘doador
de tempo’, ou seja, agente sincronizador. Os Zeitgebers podem ser exemplificados por ciclos
ambientais de claro/escuro, relagdo ambiental entre predador e presa, ciclos de atividades
sociais, dentre outros (ASCHOFF, 1960; HEYDE; OSTER, 2019).

A sincronizacdo ocorre através de arrastamento. O arrastamento € o ajuste temporal de
um ritmo por um outro ritmo, comumente se referindo ao processo de ajuste temporal de
organismos a ciclos ambientais. Quando o ritmo esta arrastado, indica que estd mantendo
relacdes de fase estaveis com o ciclo arrastador (MARQUES; MENNA-BARRETO, 2003).

O arrastamento por mudancas instantdneas em respostas a transi¢cdes € ndo paramétrico,
por ndo alterar parametros do oscilador subjacente. Ja no modelo de sincronizacdo paramétrico,
0 arrastamento por mudancas na velocidade da luz afeta necessariamente um ou mais
parametros do oscilador quando exposto a luz. Uma vez que a velocidade da luz muda,
obviamente, altera também a fase. No entanto, a sincronizacdo paramétrica é a principal via
correlata com os ciclos geofisicos de claro/escuro e demonstra como a luz é capaz de sincronizar
o organismo (FOSTER; ROENNEBERG, 2008).

A sincronizacao fotica € a principal via correlata com os ciclos geofisicos de claro/
escuro e demonstra como a luz é capaz de sincronizar o organismo através dos NSQs. Através
da estrutura hierarquica do relégio bioldgico central, a informacdo luminosa é detectada
inicialmente pelas células ganglionares presentes na retina intrinsecamente fotorreceptivas
(ipRGCs) que expressam melanopsina e que se projetam para neurdnios nos NSQs (GUO et al.,
2006; ALBRECHT, 2012; ROSENTHAL et al., 2021).
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Estudos indicam que o fotoperiodo modula os ritmos diarios através dos NSQs, que
geram sinais do comprimento do dia em resposta a estimulacdo recebida via trato retino
hipotalamico (HOFMAN; SWAAB, 2006).

Recentemente, pesquisas tém mostrado que os NSQs apresentam perfil ritmico sazonal
nos niveis de neurotransmissores e na morfologia, de forma que as células que compde os NSQs
percebem o comprimento do dia guiam as mudangas sazonais ajustando outras vias e outras
estruturas para adaptacdo as mudancas sazonais (COOMANS; RAMKISOENSING; MEIJER,
2015).

2.2 Sazonalidade e Fotoperiodo

A sazonalidade refere-se a um fenémeno que apresenta variacdo de ocorréncia conforme
a época do ano e que esta relacionado com diferencas na disponibilidade de luz ao longo do
mesmo. Ja o fotoperiodo refere-se a duracdo da fotofase, sendo a principal via ambiental
utilizada para fornecer informagdes aos organismos para a determinagdo da época do ano e a
coordenar as adaptacdes sazonais, sendo base para regular as mudancas sazonais na fisiologia
e no comportamento (PYTER; READER; NELSON, 2005). O inverno, por exemplo, é
caracterizado por dias mais curtos e noites mais longas (Fotoperiodo curto), que difere do verdo,
com dias mais longos e noites mais curtas (Fotoperiodo longo).

E importante destacar que as respostas fotoperiddicas se distinguem das respostas
circadianas, pois, apesar de ambos normalmente apresentarem 0s mesmos mecanismos para
informar ao organismo sobre o comprimento do dia, os ritmos circadianos, como ja
caracterizado, possui periodos de oscilagdes em torno de 24 horas, enquanto o fotoperiodo esta

relacionado com periodos anuais e sazonais (Goldman, 2001).

As mudancas de fotoperiodo que ocorrem no meio ambiente séo continuas e graduais,
sendo mais intensas e sentidas em locais de latitudes mais altas ou baixas. Mamiferos que
habitam nas latitudes mais elevadas dependem do fotoperiodo, por permitir aos organismos a
capacidade de antecipacdo e que se prepararem comportamental e metabolicamente, para as

mudancas ambientais e sazonais (BUIJS et al., 2016).

As alteracdes sazonais possuem importante impacto em humanos, identificadas em

diferentes niveis. Os NSQs apresentam perfil ritmico sazonal em niveis de neurotransmissores
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e morfologicamente, de forma que as células que compdem essa estrutura percebem o
comprimento do dia e guiam as mudancas sazonais ajustando outras vias e outras estruturas
para a adaptacdo as mudancas sazonais (MERROW; MARTHA; HARRINGTON, 2020). No
nivel hormonal, a maioria das evidéncias apontam que a melatonina é um importante mediador
de regulacdo desse calendario sazonal, através da regulacdo fdtica pelos NSQs e que atua

levando a informacé&o fotoperiodica a varios 6rgdos em todo o corpo (GORMAN, 2020).

A sazonalidade foi relatada para varios aspectos fisioldgicos, incluindo pressao arterial
mais alta durante o inverno do que no verdo (STERGIOU et al., 2020); o colesterol, que na
populacdo norte americana (EUA), os niveis sdo mais altos durante a metade do verdo e mais
baixos na primavera (OCKENE et al., 2004). Além disso, existem diversas evidéncias
epidemioldgicas indicam maiores taxas de tentativa de suicidio e suicidio completo durante a
primavera (CHAUDHARI et al., 2018; COIMBRA et al., 2016).

As variacdes climaticas afetam o comportamento humano com manifestagdes
patoldgicas, como doencas cardiovasculares, autoimunes e infecciosas (STEWART et al., 2017,
WATAD et al., 2019; MARTINEZ, 2018). Nos ultimos anos, varios pesquisadores estudaram
a influéncia dos fatores ambientais no inicio e no curso dos principais transtornos psiquiatricos,
bem como no seu tratamento e prognéstico (MUNEER, 2016; AGUGLIA; BORSOTTI,
MAINA, 2018). Um exemplo é o Transtorno Afetivo Sazonal (Seasonal Affective Disorder),
caracterizado como um disturbio psiquiatrico de perfil sazonal que se manifesta em episodios
de depressdo que se desenvolvem preponderantemente durante o inverno (MCCLUNG, 2007,
PATTEN etal., 2017). Um estudo entre 1996 e 2013, no Canada, identificou que 70% dos casos

de depressao se manifestaram durante o inverno (PATTEN et al., 2017).

2.3 Sazonalidade no Transtorno Bipolar e no Comportamento Suicida

O transtorno bipolar (TB) consiste em um transtorno de humor psiquiatrico que atinge
cerca de 1-4% da popula¢do mundial (MILLER et al., 2014). Esse transtorno é caracterizado
por alteragGes de humor que alternam entre mania e hipomania ou depressao e estados mistos,
associados ao comprometimento funcional do organismo (MUNEER, 2016; SCAINI et al.,
2020). Os episodios depressivos sdo caracterizados por anedonia, sintomas vegetativos e
retardo psicomotor. Por outro lado, durante os episédios maniacos ou hipomaniacos, o paciente

pode apresentar sintomas relacionados a humor elevado, incluindo euforia, sensagdo de
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grandeza, hiperatividade, aumento da atividade sexual, diminuigdo da necessidade de sono,

comportamentos de risco, agressividade e irritabilidade (SCAINI et al., 2020).

Varios estudos relatam padrbes sazonais de internacdes hospitalares por mania que
parecem seguir um padrdo sazonal (BULLOCK et al., 2017; FELLINGER et al., 2019; FICO,
et al., 2020). Na primavera, 0s niveis de energia aumentados sdo seguidos por elevacdes do
humor, que podem levar a sintomas de hipomania ou mania. Em contraste, 0s niveis de energia
diminuem no outono, seguido depois de um humor deprimido (MCCARTY, 2020;
ROSENTHAL et al., 2020; ROSENTHAL et al., 2021).

Em uma revisdo sistematica de 51 artigos publicados entre 1976 e 2013, examinaram
0s padrdes sazonais das taxas de admissao hospitalar e o inicio dos sintomas de pacientes com
TB, relatam que os episddios maniacos atingiram o pico durante 0s meses de primavera e verao,
com pico menor no outono. Em contraste, os episddios depressivos atingiram o pico no inicio
do inverno e foram menos frequentemente no verdo (GEOFFRQY et al., 2014). Em um estudo
brasileiro, foi observado que a maioria dos casos de hospitalizagdo por mania ocorrem no final

do inverno e inicio da primavera (VOLPE et al., 2010).

Mudangas sazonais na duracao e intensidade da luz solar também podem influenciar o
primeiro aparecimento de sintomas relacionados ao fenotipo de TB. Em uma pesquisa liderada
pelo Dr. Michel Bauer, foi examinado a idade de inicio do TB em 2.414 pacientes com TB. Foi
observado que quanto maior a quantidade de insolacdo solar mensal no local do paciente no
inicio da doenca, menor a idade de inicio do TB (BAUER et al., 2012).

Ha muito tempo que se levanta a hipdtese de que o agravamento do transtorno bipolar
esta associado a anormalidades do sistema circadiano. Praticamente todos os individuos com
TB apresentam alterag0es importantes nas fungdes circadianas, incluindo sono, atividade,
secrecdo hormonal e apetite (ROYBAL, 2007; TAKAESU; TOSHIKAZU 2018).

Estudos tém evidenciado que mudangas estruturais do cérebro e déficits cognitivos nao
séo encontrados de forma consistente no inicio da doenga, e parecem se tornar mais evidentes
com a cronicidade de episodios recorrentes. Devido a isso, 0 TB tem sido sugerido como uma
condicdo progressiva e 0 atraso no diagnostico, bem como o tratamento inadequado, pode
resultar em sintomas subliminares persistentes, no desenvolvimento de comorbidades e
progressdo da doenca com comprometimento cognitivo e declinio funcional. O mau
progndstico para esta doenca, também estd parcialmente relacionada aos altos niveis de

suicidio, com metade dos individuos com inicio precoce da doenca, tentando suicidio
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(GEOFFROY et al., 2013). Essa alta prevaléncia de tentativa de suicidio, que continua sendo o
fator preditivo mais forte para o suicidio real, contribui para colocar 0s pacientes com TB entre
aqueles com maior risco de suicidio, sendo sua taxa de suicidio é de 20 a 30 vezes a da
populacdo em geral (POMPILI, 2013; SCAINI et al., 2020).

Algumas evidéncias epidemioldgicas apontam um maior nimero de tentativas de
suicidio e suicidio completo durante a primavera, apesar de outras estagdes também serem
associadas (CHAUDHARI et al., 2018). Foi demonstrado no estudo de Coimbra et al. (2016),
que em populacBes diferentes, as tentativas de suicidio sdo mais altas durante o final da
primavera e inicio do verdo, independentemente do sexo. Em outra revisdo, apresentando varios
estudos com continentes e latitudes, relatam picos nas taxas de internacdo hospitalar por
episddios depressivos no inicio do inverno e por episédios de mania na primavera-verao
(GEOFFROY et al., 2013). Esses estudos demonstram que o aparecimento da mania pode
circular com um padrdo regular, ou até mesmo sazonal, sugerindo um componente circadiano

para a sua patologia.

Nas Ultimas décadas, novas técnicas investigativas tém sido empregadas para descobrir
a fisiopatologia do TB, originando a expectativa de que novas descobertas levem a tratamentos
mais eficazes para os pacientes desse transtorno. Compreender como o fotoperiodo modula o
comportamento de mania, serd uma evidéncia capaz de fornecer informacGes que no futuro

poderdo explicar a sazonalidade, ndo s6 do TB, mas de varias doencas.

2.4 Modelos Animais de Mania

Um modelo animal pode ser uma espécie especifica ou uma cepa que demonstra
similaridade comportamental ou biol6gica com um distarbio e pode, portanto, ser homélogo a
ele. O uso de modelos animais abrange varios tipos de validacao (Face, Constructo e Preditiva)

e é de extrema importancia para a nossa compreensao de doencas psiquiatricas.

A validacdo de face se refere a extensdo em que um modelo animal recapitula
caracteristicas importantes da doenca humana, como fenétipos bioquimicos, neuroanatémicos
e/ou comportamentais. Ja a validacdo de constructo, implica que os fatores bioldgicos e
comportamentais observados apresentem a mesma origem etiologica da doenca em humanos.

Frequentemente, refere-se a relevancia ou natureza translacional dos métodos pelos quais um
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modelo é construido, podendo ser alcangado expondo um animal a um fator de risco ambiental,
provocando uma mutacdo genética ou alteracdo das proteinas, por vias de sinalizacdo ou

neurocircuitos que postulam estar envolvidos na patogénese (BOURIN et al., 2007).

A validade preditiva, é geralmente definida como a extensdo em que o modelo animal
responde a um tratamento eficaz em humanos. Modelos animais de mania geralmente recebem
estabilizadores de humor utilizados para o tratamento de transtorno bipolar em humanos, sendo
mais utilizado o litio, para investigar uma possivel normalizacao ou reversdo dos endofenotipos
semelhantes aos de mania (BOURIN et al., 2007).

Devido a estrutura geral do cérebro em mamiferos ser semelhante em varias espécies,
ocorre uma similaridade a nivel fisiolégico, bioquimico, anatdmico, molecular e
comportamental (LEONARDO; HEN, 2008; HOHOFF, 2009). Os animais sé@o fundamentais
para a pesquisa, pois mimetizam algumas caracteristicas elementares de um estado patoldgico
especifico, o que favorece para sua compreensdo e na busca de terapias eficazes. Porém, estas
semelhancgas ndo podem sugerir que 0s animais apresentem o comportamento patolégico, pois

sdo transtornos apresentados tipicamente em humanos.

O Transtorno bipolar apresenta diversos sintomas, incluindo recorréncias de mania.
Uma estratégia que pode ter consideravel utilidade na identificacdo das bases genéticas do TB,
¢ uma abordagem baseada em endofendtipos. Achados neurofisioldgicos, bioquimicos,
enddcrinos, cognitivos, neuropsicoldgicos anormais, sdo caracteristicas que costumam se
apresentar em doencas psiquiatricas, permitindo a partir dai melhorias na avaliacao diagndstica
e no desenvolvimento de estudos em modelos animais (LENOX et al., 2002). O comportamento
similar a mania em animais, € caracterizado por comportamento com aumentos na busca por

recompensa, exposicdo ao risco, agresséo e locomogdo (HANNAH-POQUETTE, 2011).

A escassez de modelos animais adequados para o transtorno bipolar dificulta a pesquisa
da fisiopatologia da doenca e o desenvolvimento de novos tratamentos (GOULD; EINAT,
2007). Apesar dessas dificuldades a modelagem do TB em animais, varios modelos
comportamentais para mania vém sendo investigados na tentativa de simular alguns aspectos
das mudangas comportamentais encontradas nesta condicdo psiquiatrica (Machado-Vieira et
al., 2004).

Os modelos animais de mania mais conhecidos dependem fortemente da inducéo de
hiperatividade em resposta a drogas que modulam a atividade dopaminérgica. Em Valvassori

et al. (2017), induziram ratos Wistar (machos e adultos) a um comportamento similar & mania
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por meio de uma Unica inje¢do de oubaina, administrada através de uma cénula para atingir o
ventriculo cerebral lateral direito. Em outro estudo, camundongos Swiss foram induzidos ao

comportamento tipo maniaco através da administracdo de metilfenidato (SOUZA et al., 2016).

Psicoestimulantes podem produzir sintomas que se assemelham & mania em individuos
normais saudaveis, como também exacerbar os sintomas ou a induzir um episédio maniaco em
pacientes, e vem sendo utilizado para estudos em animais (MEYENDORFF et al., 1985; PEET;
PETERS, 1995, COUSINS et al., 2009). Além da inducdo por psicoestimulantes, a disrup¢édo
dos ritmos circadianos e privacdo de sono pode desencadear episodios maniacos (MCCLUNG,
2007). No estudo de Dal Pont (2019), camundongos machos C57BL/6 foram induzidos ao

comportamento tipo maniaco através de um protocolo de privagao de sono.

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa, expondo camundongos C57BL/6 a um
protocolo de variacdo gradual de fotoperiodo, apontam um comportamento aumentado de
exposicdo ao risco, exploracao e atividade locomotora, avaliados por testes comportamentais
(Dados nédo publicados). Esse padrdo é indicativo de um comportamento com similaridade a

mania presente no transtorno bipolar, alcangando assim a validade de face e de constructo.

Foram utilizados testes comportamentais ja descritos na literatura para identificar
comportamento tipo maniaco, inclusive o teste de placa perfurada, desenvolvido para avaliar
comportamento similar a mania em animais por meio da atividade locomotora e comportamento
exploratério (SOUZA et al., 2016).

A utilizacdo de camundongos C57BL/6 para esse estudo da-se por sua facilidade de
sincronizacao aos ritmos ambientais, por ser um dos principais modelos genéticos no estudo de
ritmos circadianos e por apresentar respostas comportamentais fotoperiddicas associadas a
disturbios psiquiatricos (ADAMAH-BIASSI; HUDSON; DUBOCOVICH, 2015).

Portanto, para que o modelo experimental possa ser considerado de mania, ele deve
permitir a mensuracdo de respostas quantitativas e qualitativas em animais, tanto de forma
analoga a condicdo clinica (em forma e origem etioldgica), como também, devem responder a

aplicacdo de drogas no mesmo sentido que elas atuam em seres humanos (FILE, 1987).

2.5 O uso do litio como estabilizador de humor
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O litio (Li) ¢ um metal leve que leva o nome de uma palavra grega “lithos”, que significa
pedra e tem sido amplamente usado, no tratamento de transtornos de humor por mais de meio
século. O Li é atualmente considerado o estabilizador de humor de primeira escolha para o
tratamento de manutengdo do transtorno bipolar. A primeira publicagdo sobre Li para tratar
mania foi realizada por John Cade, ha mais de 70 anos, onde foi descoberto que o Li tinha
efeitos benéficos em pacientes que sofriam com transtorno bipolar (CADE, 1949). Desde essa
descoberta, nenhum outro agente farmacoldgico para o tratamento de TB foi determinado,

tornando o Li um padrédo ouro para o tratamento desse transtorno.

Embora os beneficios do litio na estabilizacdo do humor tenham sido documentados ha
muito tempo, estudos recentes identificaram uma propriedade notavel da droga: sua capacidade
de prolongar a sobrevivéncia. 1sso se deve ao fato do Li reduzir mais fortemente a mortalidade
do que outros estabilizadores de humor, tendo uma acédo terapéutica e preventiva eficaz em
episddios recorrentes maniacos e depressivos, que ao contrario da maioria dos tratamentos
atuam apenas em um polo dos disturbios bipolares (CIPRIANI et al., 2005; MULLER-
OERLINGHAUSEN et al., 2005).

Além disso, o Li tem sido relacionado com a reducéo de taxas de suicidio e na prevencéo
episodios maniacos, ou seja, exercendo efeitos anti-suicidas, imunomoduladores e
neuroprotetores (MALHI et al., 2013; WON; KIM, 2017; SMITH; CIPRIANI, 2017; DEL
MATTO et al., 2020). No entanto, o Li demonstrou reduzir ndo apenas a mortalidade por
suicidio, mas também a mortalidade ndo suicida (comorbidades) (CIPRIANI et al., 2005;
MULLER-OERLINGHAUSEN et al., 2005; TONDO, BALDESSARINI, 2009; SMITH et al.,
2015).

Embora o mecanismo de Li na estabilizagdo de humor ainda permaneca obscuro, tem
sido investigado a acdo do litio por meio da regulacdo circadiana (MOREIRA; GEOFFROQY,
2016). Ja se sabe que o Li prolonga o periodo do ritmo circadiano, o que pode contribuir para a
estabilizagdo do humor (VADNIE; MCCLUNG, 2017). Foi relatado que Li inibe Glicogénio
Sintase Quinase 3 Beta (GSK-3p) tanto direta quanto indiretamente, o que implica em uma
certa relacdo entre os efeitos farmacoldgicos do litio e os fatores genéticos dos ritmos
circadianos (KALADCHIBACHI et al., 2007).

Estudos tém sugerido a Glicogénio Sintase Quinase 3 (GSK3) como um regulador central
do reldgio circadiano, sendo essa enzima, um alvo conhecido do litio (HARADA, 2005;
IITAKA, 2005; BESING et al.,, 2015). O Li prolonga o periodo circadiano em Varios
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organismos, incluindo Drosophila, roedores e humanos, e esse efeito pode ser importante para
a eficécia terapéutica (KLEMFUSS, 1992; XU et al., 2021).

O Li reduz a neurotransmissdo excitatéria (mediada pela dopamina e glutamato, em
especial) e aumenta a inibitéria (principalmente mediada pelo GABA), modulando uma maior
excitabilidade neuronal caracteristica da fase maniaca do TB (MALHI et al., 2013). Diante
disso, essa droga pode normalizar neurotransmissdes alteradas mediante a modulagéo funcional
das proteinas G, especialmente pela acdo inibitdria em vias de sinalizacéo intracelular, ao qual
inclui a Glicogénio Sintase Quinase 3 (GSK3) (TSELNICKER et al., 2014; ARMANI, 2014).

Como acontece para muitos farmacos, 0 mecanismo de acdo do Li ainda ndo esta bem
definido. Diversos mecanismos e processos bioquimicos podem estar envolvidos, e por isso,

novos estudos sdo necessarios para compreender a acdo do Li no transtorno bipolar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar, em modelo animal, o efeito do litio na modulagdo do comportamento similar a

mania induzido por variagdes do fotoperiodo.

3.2 Objetivos especificos

e Reproduzir o protocolo de variacdo gradual de fotoperiodo denominado TP
(Transitional Photoperiod) no comportamento similar a mania em animais;
e Auvaliar o efeito da administracdo farmacolégica com litio na prevencdo do

comportamento similar a mania.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os experimentos foram realizados conforme as exigéncias previstas na lei Arouca (Lei
n° 11.794) de 08 de outubro de 2008, com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica no Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) com o nimero 38/2019 (Anexo
1).

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem C57BL/6, machos, com
idades entre 12-16 semanas. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central (BIOCEN) -
UFAL, em uma Unica leva. Os animais foram alojados em gaiolas com isolamento acustico e
de luz externa, com controle de temperatura e sistema de exaustdo. Os animais tiveram acesso

livre a 4gua e comida.

4.2 Protocolo de fotoperiodo

Os animais foram divididos em 03 grupos (n=10/grupo). No primeiro grupo (EP —
Equatorial Photoperiod), os animais ficaram por 8 dias submetidos a ciclos de 12 horas de claro
e 12 horas de escuro. No grupo 2 (TP), os animais passaram por 8 dias em 12:12, seguidos de
8 dias de fotoperiodo curto com ciclos de 8 horas de claro e 16 horas de escuro e ao final do
fotoperiodo curto, os animais foram submetidos a uma transicdo. Esta transicdo consistiu em
um aumento gradual de fotoperiodo durante 8 dias, sendo a cada dia acrescido uma hora de luz
(30 minutos no inicio da fase de claro e 30 minutos no final). O terceiro grupo (TP-Li) seguiu
0 mesmao protocolo do grupo 2, sendo realizado o tratamento farmacol6gico com cloreto de litio
(Figura 01). No final dos regimes de luz, os animais foram submetidos aos testes

comportamentais.

4.3 Tratamento farmacoldgico

4.3.1 Teste de dosagem de L.itio
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Inicialmente foi realizado um teste de dose de litio com o objetivo de selecionar a dose
com menor mortalidade. Os animais foram divididos em 3 grupos (n=7/cada) e foram utilizadas
as seguintes doses: 1g/L, 0,8g/L e 0,6g/L. Essas doses foram selecionadas de estudos que
realizaram o tratamento cronico e de forma oral (MILIENNE-PETIOT, 2017; VAN
ENKHUIZEN et al., 2015). O litio foi administrado de forma oral e com livre acesso durante
0s 8 dias de transicéo.

Ap0s o término do TP, foram realizados os testes comportamentais. Os animais dos trés
grupos foram avaliados nos testes, ndo apresentando diferenca significativa entre 0s grupos nos
parametros comportamentais avaliados nos testes. No entanto, os dois grupos com maior
concentragdo da dose apresentaram mortalidade, enquanto a menor concentracdo néo
apresentou (Figura 01). Além do numero de mortalidade, foi observado a presenca de tremores
em alguns animais tratados com as duas doses mais altas, mas ndo observado nos animais
tratados com 0,6¢/L. Dessa forma, foi definido a administracdo da menor dosagem de litio
(0,69/L) nos testes.

Figura 01 — Teste de doses de litio (n=7/grupo). A barra cinza e laranja representam as doses de 0,8g/I
e 1,0g/l, respectivamente, com um total de duas mortes em cada grupo. A dosagem de 0,6g/l ndo
apresentou mortalidade.
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Fonte: Autora da dissertacdo, 2021.
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4.3.2 Tratamento com Litio

Foi administrado cloreto de litio (Dinamica, Quimica Contemporanea Ltda) aos animais
do grupo TP-Li, para avaliacdo da possivel prevencdo dos comportamentos induzidos e
observados no grupo TP. O tratamento ocorreu por via oral, com administracdo de 0,6mg/L de
litio, diluido em agua filtrada. Os animais tiveram acesso livre a garrafa de agua com litio
durante todo o tratamento. Os camundongos foram submetidos ao protocolo de transicdo de
fotoperiodo anteriormente citado, sendo iniciado o tratamento no primeiro dia de TP e seguindo
por mais 7 dias até o final da transicdo, totalizando assim, 08 dias de tratamento. Apds a

consumo do litio, foram realizados todos os testes comportamentais (Figura 02).

Figura 2 — Representacdo esquematica dos experimentos realizados.

8 dias 8 dias 8 dias Testes Comportamentais:

: CE12:12 CE08:16 + Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

* Campo Aberto (CA)
* Placa com Furos (PF)
Nado Forcado (NF)

8 dias 8 dias Sdias |
CEI2:12 | CE08:16 [ TP

Tratamento com Li
Via Oral (0,6g/L)

Fonte: Autora da dissertagédo, 2021.

4.3 Testes Comportamentais

Foram realizados os testes de Labirinto em Cruz Elevado, Campo aberto, Placa
Perfurada e Pré-nado, respectivamente em um mesmo dia (Penultimo dia do TP), e no dia
seguinte (Ultimo dia do TP) se deu continuidade com o Teste de Nado Forcado. Os testes foram
iniciados no ZT06 e realizados no Laboratorio de Neurofisiologia e Farmacologia Integrativa

(LNFI-ICBS/UFAL). Os comportamentos foram avaliados pela analise dos testes gravados
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através de uma filmadora digital Intelbras. As andlises ocorreram de forma cega por duas

avaliadoras.

4.3.1 Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Teste utilizado para avaliar o comportamento tipo-ansioso e de exposicdo ao risco. E
baseado na aversdo do camundongo a areas abertas ou elevadas, assim como o comportamento
natural exploratério a novos ambientes (KOMADA et al., 2008). O instrumento consiste em
quatro bragos, sendo dois abertos e dois outros envolvidos por paredes laterais. Os bragos sdo
dispostos perpendicularmente uns aos outros, formando uma cruz, e sdo elevados alguns
centimetros (geralmente 40 ou 50 c¢cm) do solo. O procedimento-padrdo consiste em expor
livremente os animais por 5 minutos (cada animal, individualmente) ao labirinto. Cada sesséo
tem inicio com a insercdo do animal no centro do aparelho, com a face voltada para os bracos
fechados. Foi realizada a quantificacdo das variaveis espaciais e temporais (Tempo e numero
de entradas nos bracos abertos e fechados), além de outros pardmetros comportamentais, como
levantar, esticar, mergulhar e auto-limpeza. O critério utilizado para definicao de entrada e saida
de um braco para o outro do labirinto foi a presenca das quatro patas dentro e fora do mesmo,
respectivamente (AZ1Z1, 2018).

4.3.2 Teste de Campo Aberto (CA)

Teste utilizado para avaliagdo do comportamento ansioso e atividade locomotora
espontanea. E comumente utilizado para acessar ansiedade, através de mensuracdes como
tempo gasto no centro do aparelho, os primeiros minutos e perfil de defecacdes do animal
(BASSANI et al., 2014). O teste de campo aberto, foi executado em uma caixa circular, com o
fundo dividido em dezesseis quadrados iguais divididos por linhas pretas. Os animais foram
colocados delicadamente no centro da caixa, para que explorem livremente a arena por 5
minutos. O teste foi filmado, e posteriormente, os videos foram utilizados para avaliar o nUmero
de cruzamentos e tempo gasto nos quadrantes do centro e periferia, além de outros parametros

comportamentais como levantar, esticar e autolimpeza.
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4.3.3 Teste da Placa Perfurada (PP)

Esse teste foi desenvolvido para avaliar o comportamento exploratério e mania através
da interacdo dos animais com os orificios (FILE; WARDILL, 1975). O teste consiste em uma
placa de acrilico que foi inserida ao teste de campo aberto, elevada 5 cm do solo. A placa contém
16 orificios, sendo 4 localizados no centro e 12 na periferia. Os furos contém cerca de 3 cm de

diametro, equidistantes em uma placa circular de 30 cm de diametro.

Os animais foram colocados no centro do aparato e filmados por 10 min. Os paramétros
analisados foram: Tempo de permanéncia no centro e tempo de permanéncia na periferia.
Numero de interacdes nos furos do centro e nimero de interagcbes com os furos da periferia.
Foram consideradas interacdes apenas os mergulhos de cabeca realizados. Os parametros

etoldgicos avaliados foram: autolimpeza e levantar.

4.4.4 Teste de Nado Forgado (NF)

Teste utilizado para avaliar depressdo. Para a realizacdo deste teste foram utilizados
recipientes de vidro cilindrico medindo 20 cm de altura e um didmetro de 20 cm. Os animais
individualmente foram colocados no cilindro de vidro, preenchidos com &dgua da torneira a 25°C
com profundidade ajustada de acordo com o tamanho do animal. Esses animais foram
observados por sessdes de 7 minutos de duracdo, no primeiro dia, considerado pré-nado, com
0 objetivo que o animal se familiarize com o teste, e no outro dia foi realizado 0 mesmo
procedimento para analise. Foi registrada a laténcia, a duracdo e frequéncia de mobilidade e
imobilidade. Considerando que camundongos apresentam uma elevada frequéncia de
comportamento exploratérios e de fuga durante os primeiros 2 min de teste, os ultimos 5 min
correspondem ao tempo no qual os animais mostram maior imobilidade (BUSHNELL; STUPP,
2009).

Todos os videos foram lidos por duas avaliadoras (E.F.L.C e M.R.B), de forma cega.

4.5 Analise Estatistica
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Para andlise dos dados comportamentais foram utilizados os dados brutos e as
porcentagens dos parametros avaliados nos testes comportamentais. As comparagcoes
estatisticas foram realizadas por ANOVA (com test post-hoc de Tukey), utilizando o software
prisma 8. A apresentacdo dos dados foi realizada por média e intervalo de confianca (95%).
Para todos os testes foi considerado o nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 O tratamento preventivo com litio reduz o comportamento de exposi¢ao ao risco

induzido por TP

Os animais tratados com Li e avaliados no teste de labirinto em cruz elevado
apresentaram niveis menores de permanéncia e 0 numero de entradas nos bracos abertos do
teste (Figura 3A-3B), comparados com TB sem tratamento. Considerando os parametros
etoldgicos, os animais tratados realizam um nimero menor de mergulhos de cabeca quando
comparado ao grupo TP (Figura 3D). Também foi observado, que o nimero de estiramento
corporal foi aumentado no grupo TP-Li em comparacdo ao TP, assemelhando-se ao grupo EP.
Esses resultados indicam uma diminuicdo de exposicao ao risco apos o tratamento preventivo

com litio.

Figura 3 — Teste de Labirinto em Cruz Elevado (LCE). EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional
Photoperiod) e TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium). Dados apresentados em média e intervalo de
confianca de 95%. (A) Porcentagem de tempo nos bragos abertos ANOVA p=0,0001. (B) Porcentagem
de entradas nos bragos abertos ANOVA p=<0,0001. (C) Estiramento Corporal ANOVA p=0,0001. (D)
Mergulho de Cabeca ANOVA p=<0,0001.
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Fonte: Autora da dissertacdo, 2021.

Na tabela 1, os resultados demonstram que o grupo TP, comparados com o EP,
apresentou diminuicdo da porcentagem do nimero de entradas nos bragos fechados (p=0,0026),
tempo gasto nos bragos fechados (p=<0,0001) e no comportamento de autolimpeza, diminuicao
essa ndo apresentada pelos animais tratados preventivamente com Li (p=0,0006). O parametro

de levantar ndo apresentou diferenca estatistica (p=0,2043).

Tabela 1 — Pardmetros comportamentais avaliados em ). EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional
Photoperiod) e TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium) no Teste de Labirinto em Cruz Elevado
(LCE). Resultados da ANOVA com teste post-hoc de Tukey, apresentados em médiaxDP e valor de P,
considerando o intervalo de confianca de 95%.

Grupos

Parametros

EP TP TP-Li Valor de P
I I 1 I
% de Tempo nos Bragos Abertos 13,68+4,86 35,54+7,03 16,78+10,85 <0,0001*AC
% de Tempo nos Bracos Fechados 71,61+9,47 45,1745,68 61,71+8,28 <0,0001*AC
% de Entradas nos Bracos Fech/ados 37,78+7,19 27,48+6,22 33,28+2,02 <0,0001*AC
% de Entradas nos Bragos Abertos 17,86+4,88 29,24+4,22 20,07+3,22 0,0026*AC
Estiramento Corporal 15,70+3,16 8,87+2,16 18,10£3,03 <0,0001*AC
Mergulho de Cabeca 4,50£1,65 26,6315,55 7,50£3,13 <0,0001*AC
Levantar 21,90+3,60 25,13+7,33 20,3045,61 0,2043

Autolimpeza 10,40+1,71 7,50+1,51 11,70+2,49 0,0006*AC

*p <0,05. (A) EP vs. TP; (B) EP vs. TP-Li; (C)TP vs TP-Li.
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Fonte: Autora da Dissertagdo, 2021.

5.2 O tratamento com litio previne o aumento do comportamento exploratorio induzido

por TP

Os animais expostos ao TP apresentaram um maior numero de cruzamentos totais, no
centro e na periferia do campo aberto quando comparado ao grupo EP, representando assim,
um aumento no comportamento exploratério dos animais. Quando tratados preventivamente
com litio, apresentam comportamento exploratdrio semelhante ao EP, havendo uma diminuicéo
quando comparados aos animais do grupo TP. Esse comportamento foi observado no teste de
campo aberto através do nimero de cruzamentos dos quadrantes do centro, da periferia e o

numero de cruzamentos totais (Figura 4A-C).

Figura 4 — Teste de Campo Aberto (CA). EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional Photoperiod) e
TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium). Dados apresentados em média e intervalo de confianca de
95%. (A) Numero total de cruzamentos ANOVA p=0,0001. (B) NUmero de cruzamentos no centro
ANOVA p=<0,0001. (C) Namero de cruzamentos na periferia ANOVA p=0,0002.
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Fonte: Autora da dissertacdo, 2021.

O tempo gasto no centro foi maior nos camundongos TP comparando com 0 grupo
controle, ja o grupo TP-Li apresentou tempo similar ao EP. Consequentemente, o tempo gasto
na periferia diminuiu nos animais do grupo TP em comparagdo ao EP e TP-Li, que néo
apresentaram diferenca significativa. O parametro de levantar também aumentou no grupo TP
em comparagdo ao controle, aumento esse ndo apresentado nos animais tratados com Li. O

comportamento de autolimpeza ndo apresentou diferenca significativa nesse teste (Tabela 2).
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Tabela 2 — Pardmetros comportamentais avaliados em EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional
Photoperiod) e TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium) no Teste de Campo Aberto (CA). Resultados
da ANOVA com teste post-hoc de Tukey, apresentados em médiaxDP e valor de P, considerando o

intervalo de confianca de 95%.

Grupos
Paréametros

EP TP TP-Li Valor de P
Numero de Cruzamentos Totais 119,6+8,31 175,4+17,47 130,9+16,52 <0,0001*AC
NuUmero de Cruzamentos na Periferia 93,949,02 129,9+19,28 106,2+16,77 0,0002*AC
Ndmero de Cruzamentos no Centro 25,7+6,77 45,5+6,35 24,7+4,11 <0,0001*AC
Tempo Gasto na Periferia 238,0+£12,06 218,0+14,05 241,9+11,03 0,0009*AC
Tempo Gasto no Centro 62,03+12,07 81,97+14,04 58,08+11,04 0,0010*AC
Levantar 27,50+6,45 36,13+3,83 28,40+5,98 0,0073*AC

Autolimpeza 15,20+7,37 13,88+1,88 13,40£3,23 0,7055

*p <0,05. (A) EP vs. TP; (B) EP vs. TP-Li; (C)TP vs TP-Li.
Fonte: Autora da dissertacdo, 2021.

No teste de Nado Forcado, os animais submetidos ao TP apresentaram um tempo menor
de imobilidade total, indicando maior agitacdo e aumento da atividade exploratdria. Os
camundongos tratados preventivamente com litio, apresentam o tempo de imobilidade que se
assemelha ao dos animais controle. (Figura 5A-C). Isso demonstra que o Li apresenta uma agéo
protetora a esses comportamentos observados no grupo TP.

Figura 5 — Teste de Nado Forcado (NF). EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional Photoperiod) e
TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium) (A) Tempo de Imobilidade nos 2 primeiros minutos ANOVA
p= 0,2890. (B) Tempo de Imobilidade nos ultimos 5 minutos ANOVA p=0,0001. (C) Tempo total de
imobilidade (7 minutos) ANOVA p=0,0005.
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Fonte: Autora da dissertacdo, 2021.
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Nossos resultados demonstram que o tratamento preventivo com Li foi eficaz na

prevencdao do aumento da atividade exploratdria apresentado por animais que passaram pelo

protocolo de variacdo gradual de fotoperiodo sem tratamento.
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5.3 O tratamento com litio previne o comportamento similar a mania induzido pelo

incremento gradual de fotoperiodo no teste de placa perfurada

Nesse teste foi observado que os animais tratados preventivamente com Li apresentaram
um nmero menor de interagdes totais, do centro e da periferia em comparacao ao grupo TP
(Figura 6A-C). Esses resultados mostram que o comportamento aumentado de exploracéo
(caracteristico de mania) observados no grupo TP néo foi observado no grupo tratado com Li,

0 que sugere que o tratamento com L. foi eficaz na prevencao de comportamentos tipo maniaco.

Figura 6 - Teste da Placa Perfurada (PF). EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional Photoperiod) e
TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium). (A) NGmero total de interacdes com os furos ANOVA
p=<0,0001. (B) Numero de interacbes nos furos do centro ANOVA p=<0,0001. (C) Numero de
interacdes nos furos da periferia ANOVA p=<0,0001.
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Fonte: Autora da dissertacédo, 2021.

Nos demais parametros observados ndo houve diferenca estatistica para o tempo gasto
na periferia e no centro. O comportamento de autolimpeza também ndo apresentou diferenca
nesse teste (Tabela 3).

Tabela 3 — Parametros comportamentais avaliados em EP (Equatorial Photoperiod), TP (Trasitional
Photoperiod) e TP-Li (Transitional Photperiod + Lithium) no Teste de Placa Perfurada (PF). Resultados
da ANOVA com teste post-hoc de Tukey, apresentados em média+DP e valor de P, considerando o
intervalo de confianca de 95%.

Grupos
Parémetros
EP TP TP-Li Valor de P
T T T T

Tempo gasto no Centro 151,1+24,13 173,5+23,76 167,6+62,56 0,5669

Tempo gasto na Periferia 448,9+24,13 425,2+25,65 432,4+62,56 0,5449
Numero de Interacbes no Centro 24,25+6,01 56,13+11,78 33,9048,64 <0,0001*AC
NUmero de InteragGes na Periferia 96,13+8,90 139,4+29,0 78,30£20,31 <0,0001*AC
NUmero de InteracBes Totais 120,4+11,96 195,5+37,38 112,2+18,30 0,0328*AC

Levantar 19,25+4,59 18,88+4,82 12,045,35 0,9414

Autolimpeza 11,25+2,43 10,75+1,03 12,0+3,49 0,6028

*p <0,05. (A) EP vs. TP; (B) EP vs. TP-Li; (C)TP vs TP-Li.
Fonte: Autora da Dissertagéo, 2021.
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6. DISCUSSAO

Mudancas sazonais de fotoperiodo apresentam alguns impactos ja conhecidos nas
funcbes comportamentais e fisioldgicas, incluindo os efeitos no humor (MERROW;
MARTHA; HARRINGTON, 2020). No transtorno bipolar, episédios maniacos agudos foram
associados com um avango no ritmo circadiano enddgeno, enquanto individuos depressivos
apresentam um atraso no seu ciclo (LEE, HEON-JEONG, 2019). Dessa forma, pacientes com
TB apresentam alteragdes importantes nas fungdes circadianas e perturbacées no sono, e
consequentemente, apresentam sintomas de mania e comportamento suicida (ROYBAL, 2007;
TAKAESU; TOSHIKAZU 2018). Comportamentos suicidas podem estar relacionados com os
ritmos circadianos, por um possivel desalinhamento entre os ritmos enddgenos e 0s ambientais
(MOON et al., 2016; CHO et al., 2016). Esse desalinhamento pode ocorrer devido a mudanca
aguda do ritmo circadiano causada pelo aumento da exposi¢éo a luz na primavera (CHO; LEE,
2018).

Como as condi¢Bes naturais de variacbes fotoperiodicas (estagdes) mudam
continuamente de maneira ciclica, neste trabalho, animais C57BL/6 foram expostos a um
protocolo de mudanca gradual e rapida de fotoperiodo (TP), lembrando o ambiente durante a
primavera, analogo aos dados epidemiolégicos citados. O protocolo de TP, induziu o0 aumento
de exposic¢do ao risco e exploracdo, mimetizando o comportamento maniaco. Com o objetivo
de validar farmacologicamente o modelo, utilizamos o estabilizador de humor mais receitado
na clinica médica para o tratamento de pacientes com TB. Em outros estudos, o Li foi capaz de
prevenir e/ou reverter, por exemplo, 0s comportamentos similares a mania em animais
induzidos por oubaina (VALVASSORI et al., 2017) e pela privagdo de sono (ARMANI et al.,
2012; ABRIAL et al., 2015).

Nossos resultados demonstram que a administracdo de litio concomitante ao TP
preveniu 0s comportamentos de maior exposi¢cdo ao risco, locomocéao e exploracdo, que se
mostraram aumentados no grupo experimental TP em comparagdo ao grupo com fotoperiodo
equatorial. Os resultados de comportamentos obtidos do grupo tratado com litio se mostram
similares aos do grupo controle, o que fortalece a hipotese de uma acao protetora do Li para

variacdes graduais de fotoperiodo.

No tratamento com Litio, a compreensao dos requisitos de dosagem é fundamental para

otimizar o potencial dos resultados terapéuticos positivos, por isso € muito importante saber
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exatamente quanto de litio € suficiente para um individuo sem causar toxicidade (CHAN et al.,
2020). A variacdo farmacocinética e farmacodindmica interindividual tornou essa determinacao
um desafio, tanto para humanos quanto para estudos em animais. Varias abordagens tém sido
utilizadas para investigar as concentragdes de litio mais adequadas, sendo uma das melhores é
designar os individuos a diferentes concentraces e avaliar seu efeito terapéutico em cada
dosagem (SPROULE, 2002). Em nosso estudo, utilizamos trés grupos de animais com
diferentes dosagens (1,0g/L, 0,8g/L e 0,6g/L) diluidas em agua potavel e oferecida em ad
libitum durante oito dias. Ap6s avaliacdo dos testes comportamentais, constatamos que a dose
de 0,6g/L foi a mais adequada por apresentar um resultado eficaz de prevencéo a mania, nao
afetar significativamente a saude dos animais (ou seja, ndo foram observadas desidratacao,
perda de peso ou tremores nas patas) e ndo apresentar mortalidade dentro desse grupo

experimental.

O aumento do comportamento exploratorio e de exposi¢cdo ao risco sdo considerados
caracteristicas marcantes do comportamento similar a mania, que sdo altamente comparaveis
para pacientes bipolares e para roedores expostos a drogas estimulantes (YOUNG; HENRY;
GEYER, 2011). Em nosso estudo, realizamos o teste de labirinto em cruz elevado, teste de
campo aberto e teste de nado forcado para avaliacdo da exposi¢do ao risco, locomocao e

comportamento exploratério.

Roybal et al. (2007), utilizaram camundongos mutantes Clock e camundongos
selvagens (controle), machos e com 6 a 10 semanas, expostos a um regime de 12h de claro e
12h de escuro. Foi observado que os animais mutantes Clock, apresentaram niveis maiores de
atividade locomotora e exposicao ao risco. Esses animais foram tratados com cloreto de litio,
para avaliar uma possivel reducdo desse comportamento similar a mania. No teste de nado
forcado, os animais tratados com litio apresentaram um aumento no tempo de imobilidade dos
camundongos Clock para niveis proximos ao do tipo selvagem. Além disso, as respostas
comportamentais nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado também retornaram a
niveis préximos do tipo selvagem ap6s o tratamento com litio. Esses resultados sugerem que o
tratamento com litio retoma os niveis de comportamento, relacionados a exposi¢éo ao risco e

hiperlocomocdo, onde nosso estudo corrobora com o de Roybal et al. (2007).

Além desses j& mencionados, avaliamos também o comportamento exploratério por
meio do teste de placa perfurada, frequentemente utilizado para avaliar mania. Esse
comportamento se caracteriza como o ato de tornar o desconhecido conhecido e € uma funcéo

fundamental encontrada entre todas as espécies vivas. Estudos pré-clinicos que visam modelar
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a mania sdo comumente baseados na agitacao psicomotora avaliada pelo aumento da locomogéo
espontanea (YOUNG; HENRY; GEYER, 2011; SHARMA et al., 2016). O comportamento
exploratorio anormal € caracteristico de uma série de condi¢des neuropsiquiatricas importantes,
como a atividade excessiva observada na mania bipolar (HANNAH-POQUETTE, 2011). Além
disso, a hiperatividade (ou seja, aumento do comportamento motor) é um critério central para
estados maniacos e é tdo importante quanto o humor elevado e/ou irritavel para o diagnostico e
presente nos modelos animais de mania (ANGST et al., 2003; BARBOSA et al., 2011;
TONELLI et al., 2013)

Souza, et al. (2016) utilizaram camundongos Swiss machos com idade entre 12 e 16
semanas, tendo como objetivo propor o teste placa perfurada como uma nova ferramenta para
estudar comportamentos tipo mania em camundongos. Os animais foram induzidos ao
comportamento de mania atraves da administracdo de metilfenidato e avaliados pelos testes
comportamentais de campo aberto e de placa perfurada. Nesse estudo, o metilfenidato
aumentou as interacGes com os furos da placa, tanto na parte central como periférica e o pré-
tratamento com litio previniu significativamente o aumento da interacdo com os furos. Esses

achados, se assemelham aos resultados obtidos no nosso estudo.

No estudo de Dal Pont (2019), foram utilizados camundongos machos C57BL/6 com 8
semanas e mantidos em um regime de luz de CE 12h:12h. Um dos objetivos deste trabalho foi
avaliar os efeitos do litio nos pard@metros comportamentais em um modelo animal de mania
induzido por privacdo de sono. Os animais que passaram pelo protocolo de privacdo de sono
apresentaram aumento no nimero de cruzamentos no centro do teste de campo aberto, diferindo
dos animais pré-tratados com litio que ndo apresentaram esse comportamento maniaco induzido

pela privagdo de sono, o que corrobora com nossos achados.

O Li € o tratamento de primeira linha na terapia do transtorno bipolar, sendo eficiente
na prevencdo do suicidio. (MALHI et al., 2013; DEL MATTO et al., 2020). Os mecanismos
pelos quais o Li regula o humor, ainda ndo sdo completamente conhecidos. Sua agao terapéutica
tem sido relacionada a sua capacidade de modular o ritmo circadiano (ALDA, 2015). Embora
algumas observagOes possam estar em contradicdo, as descobertas mais consistentes indicam
que Li atrasa a fase do ritmo de sono-vigilia e o pico de elevacdo da temperatura corporal do
ciclo diurno (MOREIRA; JEVERSON; GEOFFROY, 2016; ALDA, 2015). Alem disso, 0
tratamento crénico com Li parece estabilizar os ritmos de atividade em roda de corrida,
melhorando o perfil do ritmo da atividade diaria (MOREIRA; JEVERSON; GEOFFROY,

2016). Os mecanismos do litio em resposta ao comportamento induzido pelo fotoperiodo
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podem estar relacionados a diversas vias circadianas, como por exemplo, por mudangas na
expressao de varios genes do reldgio que atuam como fatores de transcricdo que regulam as
oscilacbes do relégio e/ou por via GSK3b, sugerida como um regulador central do reldgio
circadiano e sendo essa enzima um alvo de inibicdo do Li (BESING, 2017). Entretanto, novos

ensaios experimentais precisam ser realizados para a comprovacao dessa hipotese.

Nosso estudo, foi possivel demonstrar que varia¢Ges graduais e rapidas de fotoperiodo
induz os animais a um aumento do comportamento exploratorio e de exposi¢do ao risco,
comportamentos esses, que sdo prevenidos com o tratamento com Li concomitante com o
protocolo TP. Para definir ainda mais esse modelo de mania, varios experimentos devem ser
realizados para a exploragdo de mecanismos que nos ajude a compreender a fisiopatologia do
TB e como nossos achados pode ajudar a elucidar novos aspectos neurobiolédgicos relacionados
ao efeito maniaco, bem como seus efeitos preventivos contra mudancas ambientais. Ao n0sso
conhecimento, ndo existem outros estudos que utilizem um protocolo de variagdo gradual e
répida de fotoperiodo e como essa variagdo de luz e fotoperiodo influencia no comportamento

tipo maniaco em modelo animal, o que torna nosso estudo pioneiro e inédito.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nossos resultados sugerem que os camundongos C57BL/6 expostos a variacdes
graduais e rapidas de fotoperiodo podem constituir um modelo para transtorno bipolar,
particularmente estados de mania. Os efeitos protetores do Li na ndo inducdo de alteracdes
comportamentais é uma forte evidéncia de que o modelo reproduz aspectos neurobioldgicos e

comportamentais de pacientes.

A falta de modelos animais adequados para 0 comportamento de mania, tem sido uma
das maiores dificuldades do campo. Nossos achados podem ser particularmente Gteis para

estudar a fisiopatologia da mania.

A0 nosso conhecimento, ndo existem outros estudos que induzam camundongos ao
comportamento similar a mania através de variacdes da luz e do fotoperiodo, o que torna nosso

trabalho inédito.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAOQ E PESQUISA G U«A,,;

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Intervengdo com litio e melatonina em modelo
comportamental similar a mania induzida por variagdes fotoperiddicas”, registrada com o n°
3872019, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Tiago Gomes de Andrade, que
envolve a utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
nommas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Alagoas (CEUA/UFAL), em reunido de 09 de abril de 2020.

Vigéncia da autorizaco 20.04.2020 a 20.04.2024

Espécie/linhagem/raca Camundongo isogénico C57BL/6

N° de animais 512

Pesofidade 28 g/ 8-12 semanas

'Sexo Machos
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